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Resumo
Infeccbes no sistema nervoso central podem ser causadas por virus, bactérias,

fungos e parasitos. Dentre os virus, diversos agentes podem estar associados a
complicacbes como meningites e encefalites. Em Minas Gerais, entre 0s anos de
2007 e 2022, foram notificados 4.294 casos de origem viral, dos quais 2.031
(47,30%) foram reportados em criancas de zero a 14 anos. As criangas Sao
consideradas especialmente mais afetadas e a infeccdo em individuos previamente
saudaveis tende a ser autolimitada. Na maior parte dos casos 0 virus ndo é
identificado, comprometendo a geracdo de dados relacionados a vigilancia
epidemioldgica. O estudo investigou a presenca de Herpes humano dos tipos 1, 2 e
3; enterovirus, dengue, Zika e outros orthoflavivirus; chikungunya e coronavirus
(SARS-CoV-2) em 196 amostras de LCR de origem pediatrica, coletadas no Hospital
Infantil Jodo Paulo I, entre o periodo de 2022 e 2023. A triagem para material
genético viral aconteceu por qPCR ou por RT-qPCR. Houve 10 (5%) resultados
positivos para a presenca de ENTV. Nao houve resultados positivos para os demais
virus. Os dados epidemiolégicos e clinicos fornecidos nos prontuérios dos pacientes
que testaram positivo para ENTV foram analisados para o entendimento sobre a
populacao estudada. Este trabalho se apresenta como uma continuidade de estudos
anteriores e além das andlises descritas acima, 0s pacientes que apresentaram
resultados positivos para ENTV (n=23) e para DENV (n=22) entre os anos de 2014 e
2019, tiveram dados dos prontuarios coletados e analisados. Entre 0s sinais e
sintomas avaliados, foi possivel observar diferenca na presenca de convulsdo, uma
vez que um paciente com ENTV apresentou a quadro, frente a 10 pacientes com
DENV (p= 0,0039). Ja entre os padres hematimétricos avaliados entre os dois
grupos, os pacientes com DENV apresentaram valores menores de hemoglobina,
HCM, VCM e hematdcrito e maiores quantificacdes de RDW. Apesar das diferencas,
os valores encontrados nos dois grupos estavam dentro dos padrdes de referéncia.
Este estudo ressaltou a importancia dos enterovirus nas infeccdes do sistema
nervoso central de criancas, e a comparacao entre os desdobramentos de infec¢des
por DENV e por ENTV revelou diferencas significativas nos sintomas e nos
resultados de hemograma, apontando para a importancia de mais pesquisas e da
utilizacao de testes laboratoriais como fonte de ferramenta para a compreensao da
patogénese.

Palavras-chave: meningoencefalite; infeccdo viral; liquido cefalorraquidiano;

criancas; Minas Gerais.



Abstract

Infections in the central nervous system can be caused by viruses, bacteria, fungi,
and parasites. Among viruses, various agents can be associated with complications
such as meningitis and encephalitis. In Minas Gerais, between the years 2007 and
2022, 4,294 cases of viral origin were reported, of which 2,031 (47.30%) were
reported in children aged zero to 14 years. Children are considered to be particularly
affected, and infections in previously healthy individuals tend to be self-limiting. In
most cases, the virus is not identified, compromising the generation of data related to
epidemiological surveillance. Herpes simpex virus 1 and 2, varicella-zoster virus;
enterovirus, dengue, Zika and other orthoflaviviruses; chikungunya and coronavirus,
in 196 pediatric-origin CSF samples collected at Hospital Infantil Jodo Paulo I
between 2022 and 2023. Viral genetic material was sought through qPCR or RT-
gPCR. There were 10 positive results for the presence of ENTV. There were no
positive results for the other viruses. Epidemiological and clinical data provided in the
medical records of patients who tested positive for ENTV were analyzed to
understand the study population. This work builds upon previous studies, and in
addition to the analyses described above, patients who tested positive for ENTV
(n=23) and for DENV (n=22) between 2014 and 2019 had their medical record data
collected and subjected to statistical tests. Among the signs and symptoms
evaluated, a difference in the presence of convulsions was observed, as one patient
with ENTV presented the condition, compared to 10 patients with DENV (p=0.0039).
Regarding the hematimetric patterns evaluated between the two groups, patients
with DENV showed lower values of hemoglobin, MCH, MCV, and hematocrit, and
higher quantifications of RDW. Despite the differences, the values found in the two
groups were within reference standards. This study emphasized the importance of
enteroviruses in central nervous system infections in children, highlighting the
comparison between the outcomes of infections by DENV and ENTV, which revealed
significant differences in symptoms and hematogram results, pointing to the
importance of further research and the use of laboratory tests as a tool for
understanding pathogenesis.

Keywords: meningoencephalitis; viral infection; cerebrospinal fluid; children; Minas

Gerais.
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1. Introducéo
1.1. Sistema nervoso central e mecanismos de invasao por virus

O sistema nervoso central (SNC) compreende o encéfalo e a medula
espinhal, que sao revestidos pelas meninges e pelo liquido cefalorraquidiano (LCR)
ou liquor. O LCR exerce fungdes importantes como a protecdo contra choques
mecanicos, fornece suporte para as estruturas presentes na regido e espago para
artérias e veias (GHANNAM; AL KHARAZI, 2019). As meninges sao subdivididas em
trés camadas membranosas, compostas por tecido conjuntivo: dura-mater;
aracnoide e pia-mater (AMIDEI; TRESE, 2019).

A dura-mater, parte mais externa das meninges, € densa, fibrosa, pouco
elastica e é compreendida em duas partes, a porcdo periosteal, que esta aderida a
parte interna do neurocranio (calvaria) e que é rica em fibroblastos, osteoblastos e
colageno. A porcdo meningea, também fibrosa e que se localiza de maneira
proximal ao tecido do encéfalo e apenas essa lamina da dura-méater se estende para
a medula espinhal. A aracnoide é uma membrana avascularizada que se localiza
entre a dura-mater e a pia-mater. E na aracnoide que sdo formados os seios
venosos, alongamentos da aracnoide que se estendem até a por¢do meningea da
dura-mater e sao responsaveis por mediar o transporte do LCR que esta presente
no espaco subaracndideo até o sistema venoso. A aracnoide também forma
projecBes fibrosas e semelhantes a teias de aranha, em direcdo a pia-mater,
chamadas de trabéculas aracnoideas, que ligam o tecido da aracnoide com a pia-
mater, juntas consideradas como leptomeninge. A pia-mater € a camada
diretamente aderida ao encéfalo, que segue o contorno dos giros e sulcos cerebrais
e apresenta duas subcamadas, a mais externa e rica em fibras colagenas e a mais
interna, contendo fibras elasticas e reticulares (GHANNAM; AL KHARAZI, 2019).

Entre a aracndide e a pia-mater € encontrado o espac¢o subaracnoideo, que é
preenchido pelo LCR e atravessado por veias e artérias cerebrais. O LCR €
produzido nos plexos coroides, contidos nos ventriculos cerebrais. O liquor é um
fluido claro que circula no espaco subaracnodideo, é encontrado em volta de todo o
SNC. Por estar em comunicagdo com 0s neurbnios e ser drenado para 0 sangue, 0

LCR exerce papel fundamental na troca de nutrientes e metabolitos (MAHADEVAN,
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2018).

A barreira hematoencefélica e a barreira sangue-liquido cefalorraquidiano
regulam o ambiente cerebral e fazem com que moléculas grandes como proteinas,
glicose e células, em geral, tenham dificuldade para transpassar e estarem
presentes no LCR (Figura 1). JA& a passagem de moléculas menores como
vitaminas, nutrientes e ions sdo permitidas com facilidade (DAMKIER; BROWN;
PRAETORIUS, 2013). Sob condicfes fisioloégicas é possivel encontrar tracos de
proteinas, imunoglobulinas e células do sistema imune no LCR. Nesses casos, a
contagem normal de leucdcitos apresenta tendéncia a ndo ser maior do que cinco
células/mm3 (SAKKA; COLL; CHAZAL, 2011).
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Figura 1 — Representacdo da barreira hematoencefalica (a), presente ao longo de todo o parénquima
cerebral e composta por células endoteliais, circundadas por periocitos e astrocitos. Representacao
da barreira sangue-liquido cefalorraquidiano (b), encontrada nos plexos corodides. As células
epiteliais e as células fenestradas realizam funcao de barreira, mas somente as fenestradas realizam
a sintese de LCR. Tanto em (a) quanto em (b) as células sao fortemente aderidas com o auxilio das
juncdes de ocluséo. Fonte: Dahm e colaboradores (2016).

No caso de doencas infecciosas, para chegar ao SNC o patdgeno deve ser
capaz de transpor a barreira hematoencefalica ou a barreira sangue-liquido
cefalorraquidiano. Estas barreiras tém sua permeabilidade regulada pelas juncdes
de oclusdo em suas células endoteliais e epiteliais que utilizam, por exemplo,
proteinas e moléculas de adesédo que possuem caracteristicas estruturais diversas
(WOLBURG; LIPPOLDT, 2002). Em decorréncia dessas caracteristicas, patdgenos
apresentam variadas estratégias para acessar o SNC (KIM, 2008; RACANIELLO,
2006). A quebra das ligagbes das juncdes de oclusdo ou a propria presenca de
algum agente infeccioso, sdo capazes de desencadear eventos de sinalizac&o

celular e intensa resposta inflamatdria, que facilitam a migracdo de leucécitos e de
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moléculas mediadoras da inflamacéao (DAHM et al., 2016).

Os virus podem utilizar estratégias para invadir o SNC que envolvem a
invasdo das células endoteliais presentes nas barreiras, como no caso dos
enterovirus C (PV), Measles morbillivirus (MV) e alguns virus pertencentes ao
género Orthoflavivirus. Ha também a possibilidade de que préprio quadro
inflamatério facilite a chegada do virus ao SNC como exemplificado nas
infeccbespelo virus do Nilo ocidental (WNV) (Figura 1). A estratégia conhecida como
“cavalo de Troia”, usada como rota de penetracdo por agentes como o virus da
imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1), pode se beneficiar do aumento da
permeabilidade descrito anteriormente (Figura 2 a) (MCGAVERN; KANG, 2011;
MILLER; SCHNELL; RALL, 2016). Ha4 também a possibilidade de que os virus
alcancem o SNC por meio dos vasos linfaticos que atuam na regido das meninges,
estruturas recentemente descobertas, e que levantam novas hipoteses sobre a
atuacao do sistema imunoldgico na regido (LOUVEAU et al., 2015)

Alguns virus podem chegar até o SNC através de invasao dos neurdnios do
sistema nervoso periférico (SNP), como nos casos do virus da raiva (RABV) do
enterovirus C (PV) e do virus da estomatite vesicular (VSV), que tem a capacidade
de, apoés infectar as células da musculatura esquelética, alcancar os neurdnios
periféricos adjacentes. Ha também a possibilidade de alguns virus, como o
Simplexvirus humanalpha 1 e 2 (HHV-1/2) e o Varicellovirus humanalpha 3 (VZV),
gue atuam infectarando neurdnios do SNP e estabelecerem laténcia no nucleo
destas células. Posteriormente podem ser reativados, com subsequente
multiplicacdo em células epiteliais e endoteliais ou do SNC (Figura 2 b)
(MCGAVERN; KANG, 2011; MILLER; SCHNELL; RALL, 2016).
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Tréia”) (a) ou ainda por acometer nervos periféricos e migrar através das sinapses até o SNC (b)
Fonte: Miller, Schnell e Rall, 2016.

1.2. Inflamagdes e infecgdo no SNC

Inflamacdes no SNC podem estar localizadas no parénquima encefalico
(encefalites), nas meninges (meningites) e na medula espinal (mielite) (SWANSON;
MCGAVERN, 2015). A inflamacé&o pode ainda ser observada em mais de uma
destas regides de forma simultanea, como as meningoencefalites e encefalomielites
(ELIAS; NARULA; CHU, 2014).

As encefalites sdo diagnosticadas a partir da observacdo de alteracdo do
estado da consciéncia, como diminuicdo do nivel de consciéncia, letargia ou
mudanc¢a na personalidade, todas sem causa definida e por tempo superior a 24
horas. Estes sinais devem estar em conjunto com pelo menos trés sintomas, que
podem ser: anormalidades no parénquima cerebral (observadas por exames de
imagem e concordantes com a suspeita) e no eletroencefalograma; febre acima de
38 °C nas Uultimas 72 horas; convulsdes (sem relato prévio) e alteracdes
neuroldgicas focais (COSTA; SATO, 2020).

Nos quadros de meningites sao observados sinais classicos de irritacao
meningea, como fotofobia, rigidez de nuca, cefaleia, muitas vezes em conjunto com
febre, ndusea, vomito e criancas pequenas podem ainda apresentar abaulamento da
fontanela (HERSI et al., 2021; MEYDING-LAMADE; CRAEMER, 2020). As mielites
se desenvolvem com sintomas como déficit neurolégico que podem afetar as
capacidades sensoriais e motoras do sistema nervoso autbnomo e podem estar
associadas a presenca de quadro febril (ASUNDI et al., 2019).

Doencas autoimunes podem ser responsaveis por complicacdes que levam a
encefalites e meningite. As meningites podem também ser causadas por
medicamentos e metastase de células cancerigenas (ELLUL; SOLOMON, 2018;
HOPKINS; JOLLES, 2005; ROTH; WELLER, 2015). Em caréater infeccioso,
bactérias, micobactérias, virus, fungos e parasitos podem acometer o SNC. Todos
estes patdégenos apresentam risco de infeccdo grave e podem estar diretamente
associados a sequelas que impactam na qualidade de vida dos pacientes
(GIOVANE; LAVENDER, 2018; HERSI et al., 2021).
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1.3. Diagnéstico

Apesar de o diagnostico de inflamagbes em SNC ser majoritariamente
baseados em sinais e sintomas clinicos, quando ha a suspeita de que a etiologia do
quadro patolégico no SNC seja infecciosa, exames de imagem, eletroencefalografia
e testes laboratoriais podem ser solicitados. Nesses casos, ap0s a coleta, o liquor
tem sua composicao bioquimica, celular e microbioldgica analisadas (SARRAZIN, J.-
L.; BONNEVILLE, F.; MARTIN-BLONDEL G., 2012). Os exames realizados a partir
da coleta de LCR sdo considerados como ponto importante para o correto
diagnéstico, e caso ndo haja contraindicagao clinica, a amostra deve ser coletada o
mais breve possivel, sendo obtida a partir de puncédo lombar (BRITTON et al.,
2015).

Pacientes com meningite, ao serem admitidos em hospitais, geralmente séo
encaminhados para tratamento empirico intravenoso com antibiéticos, enquanto
esperam o resultado laboratorial da hemocultura e a cultura de LCR, que pode levar
até 48 horas (PIRES et al., 2017). Ao contrario dos casos de meningite causados por
bactérias, fungos ou parasitos, a maior parte das infeccfes virais apresenta falta de
tratamento que seja capaz de combater o patdégeno em especifico (MERCORELLI;
PALU; LOREGIAN, 2018).

Nos casos de meningites, as analises fisicas e bioquimicas do liquor ndo
tendem a apresentar padrées que sejam capazes de diferenciar entre a origem viral
e as demais possibilidades de microrganismos patogénicos (GNUTZMANN L.V. et
al., 2016). Em adultos, meningites causadas por micobactérias, fungos ou virus
apresentam infiltrado de leucécitos com maior presenca de linfécitos (Tabela 1).
Apenas as infec¢cdes bacterianas sdo capazes de eliciar alteracbes que as
distinguem das infec¢des virais, micobacterianas ou fungicas, especialmente pela
presenca de infiltrado celular com predominancia de neutrofilos segmentados e
glicose abaixo de 40 mg/dL (Tabela 1). Adicionalmente, nas meningites virais é
comum identificar pleocitose, no entanto, a auséncia deste achado ndo exclui a
possibilidade de infecgéo viral (BRITTON et al., 2015).

Tabela 1 - Relagdo de microrganismos que infectam o SNC e as respectivas alteragées em andlise

bioguimica e de celularidade do Liquor, identificadas em pacientes adultos.
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Células Proteinas Glicose

Patégeno Celularidade (mm3)  (mg/dL) (mg/dL) Aparéncia
Padréo 45 a
saudavel NA* 0Oab 15a50 100 Translucido
Virus Linfécitos 5a500 30al1l50 30a70 Transliucido
100 a
Bactéria Neutrofilos 20.000 100a500 <40 Turvo
5a
Micobactéria Linfocitos 2000 >50 <40 Turvo
20 a
Fungo Linfécitos 2000 40a150 30a 70 Translucido

NA* N&o se aplica. As informagfes utilizadas nesta tabela foram obtidas a partir das analises feitas
por Koski & Van Loo (2010), Hrishi & Sethuraman (2019) e Hoyer et al., (2016).

A determinacdo de valores de referéncia para um perfil saudavel, para as
andlises de LCR, é algo desafiador em criancas e recém-nascidos, uma vez que ha
implicacdes éticas relacionadas ao procedimento doloroso e invasivo de coleta de
LCR . Desta forma, as determinacfes dos valores de referéncia adotadas tendem a
ser calculados com base em criancas e bebés que foram submetidos a puncao
lombar por recomendacao médica (GNUTZMANN L.V. et al., 2016).

Neonatos tendem a apresentar concentracdo de proteinas em LCR mais
elevados do que criancas e adultos, no entanto estes valores tendem a diminuir
gradativamente ao longo dos primeiros 12 meses de vida. Faria e Farhat (1999)
sugerem que o intervalo de confianca a ser adotado para neonatos seria de 20-170
mg/dL, com uma média de 90 mg/dL (FARIA S.M.; FARHAT, C. K., 1999).

Para a contagem de leucocitos em LCR, é possivel classificar os valores de
referéncia de acordo com a idade. Bebés e criancas de até um ano de vida podem
apresentar 0-30 leucdcitos/mms3, jA em criancas de um a quatro anos de idade,
podem ser encontrados até 20 leucécitos/mm3. A partir dos cinco anos de idade até
a puberdade, sdo considerados como normais valores de até 10 leucécitos/mm3
(COMAR S.R.; MACHADO N.A.; DOZZA T.G.; HAAS P., 2009). Criancas sem
infeccdo ou inflamacao, tendem a apresentar, em analise de LCR, maior proporcéo
de mondcitos (até 80%) em comparacdo com os demais leucocitos. Este parametro

difere dos achados em adultos, em que sdo observados linfocitos (60%-70%) e
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mondcitos em menor quantidade (30%-50%) (MCPHERSON R.A.; PINCUS M. R,
2011).

Em hospitais, no ambito microbiolégico, a pesquisa laboratorial € em geral
baseada em testes capazes de identificar patdbgenos bacterianos ou fungicos, uma
vez gque estes agentes apresentam maior letalidade quando comparados aos virus
em geral e pelo tipo de teste empregado para identificar o microorganismo causador
da doenca (LUKSIC, . et al., 2013). Para suspeitas de infeccdes no SNC causadas
por fungos ou bactérias, € possivel realizar cultivos em meios enriquecidos e
seletivos ou ainda coloragdes em laminas, para observacdo em microscopia optica
(MILLER J.M. et al., 2018).

Ja nos casos de infeccbes em SNC causadas por virus, as analises
laboratoriais para diagnostico podem envolver testes moleculares como Reacédo em
Cadeia da Polimerase (PCR) e testes imunoldgicos. Estes métodos laboratoriais séo
andlises que necessitam de marcadores especificos relacionados ao virus
pesquisado, sejam eles fragmentos de material genético viral, antigeno ou anticorpo.
Tanto a PCR quanto os testes imunoldgicos apresentam limitagcdes quanto as suas
aplicacdes, como por exemplo: equipamentos; a carga viral; a janela de deteccéo e
a sensibilidade e especificidade do teste empregado (BURRELL, C. J.; HOWARD, C.
R.; MURPHY, F. A., 2017).

A identificacdo exata de um virus em LCR € complexa e pouco empregada ha
rotina hospitalar. Apesar disto, a identificacdo correta de microrganismos capazes de
causar doencas em seres humanos é de fundamental importancia para o
desenvolvimento eficaz de tratamentos e direcionamento de medidas de controle e

prevencao.

1.4. Panorama geral das meningites e meningites virais

As meningites virais possuem incidéncia em todo o mundo e em geral
acometem majoritariamente neonatos e criangas, decrescendo com o0 avancar da
idade. As infecgbes por virus sdo consideradas como a causa mais comum de
meningite, e ganharam destaque apos o inicio das vacina¢cdes em criangas contra as
principais bactérias responsaveis por causar meningites (CANTUS; DAS, 2023).

Com a vacinagao disponivel para Haemophilus influenzae do tipo B, Streptococcus
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pneumoniae, e Neisseria meningitidis, muitos paises reportaram diminuicdo dos
casos de meningite bacteriana entre criancas (MCINTYRE et al.,, 2012). No Brasil, a
vacinacao disponivel no Sistema Unico de Saude contra Haemophilus influenzae do
tipo B teve inicio no ano de 1999. A vacina conjugada 10-valente contra
Streptococcus pneumoniae e Neisseria meningitidis, foi introduzida no ano de 2010
(AZEVEDO; TOSCANO; BIERRENBACH, 2013). Estas duas vacinas fazem parte
do Programa Nacional de Imunizacéo, disponivel para criancas em todo o territério
brasileiro (ANDRADE et al., 2020). No entanto, as meningites bacterianas
permanecem tendo importancia clinica (BLANCO et al., 2020) e para esses casos,
0s tratamentos contra meningites bacterianas sdo baseados na administracdo de
antibioticos combinados (TREISTER; KOERNER, 2019).

No Brasil, entre os anos de 2007 e 2022, foram notificados 286.511 casos de
meningite, destes, 130.563 (45,57%) casos foram considerados como sendo de
origem viral e 47.036 (16,41%) casos como de origem n&o identificada. Criangas de
até 14 anos corresponderam por 69,59% (N= 90.862) dos casos de meningite viral
(Figura 3 A). No mesmo periodo, no estado de Minas Gerais, foram notificados um
total de 16.629 casos de meningite, com 4.294 dos casos de origem viral, dos quais
2.031 (47,30%) foram reportados em criancas de zero a 14 anos (Figura 3 B). A
distribuicdo por meses, das notificacdes de meningites virais no estado de Minas
Gerais, entre 0s anos de 2007 a 2022, demonstram a presenca de casos ao longo
de todo o ano, além de tendéncia de crescimento nas notificacbes entre os meses
de agosto e dezembro e de decréscimo nas notificagBes entre os meses de marco a
junho (Figura 3 C).

A ocorréncia de meningites virais também é impactada pelo clima, uma vez
que, em regides tropicais e subtropicais, os casos de meningite viral tendem a
ocorrer ao longo de todo o ano. Em regides de clima temperado, as meningites virais
apresentam maior ocorréncia nos periodos de verdo e outono (WRIGHT; PINTO;
PALISOC; BAGHLI, 2019).
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Figura 3 — Meningites virais por idade no Brasil e em MG entre os anos de 2007 a 2022 - Dados
obtidos no portal virtual do Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificagé@o - Sinan Net. (A) Distribuicdo das meningites virais por idade no Brasil, entre os anos de
2007 a 2022. (B) Distribuicdo das meningites virais por idade em Minas Gerais, entre 0os anos de
2007 a 2022). (C) Casos de meningite ao longo dos meses do ano, entre o periodo de 2007 a 2022).

Uma vasta gama de virus € conhecida por causar meningites e encefalites e

0s enterovirus sdo responsaveis por 50% a 80% dos casos, especialmente durante
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0 verdo, periodo em gque as pessoas tendem a estar em maior contato com a agua,
especialmente durante momentos de lazer (ALMEIDA; NOGUEIRA; RABONI;
VIDAL, 2007). Estes momentos de maior contato com a &agua facilitam a
disseminacao de particulas virais eliminadas em fezes e a principal rota de infeccao
destes virus é fecal-oral (tabela 2).

Além dos enterovirus, destacam-se como responsaveis por causar infec¢des
em SNC os arbovirus e orthoherpesvirus (FERREIRA et al., 2019) (tabela 2). Os
arbovirus relacionados a infeccdes com manifestacdes clinicas em SNC variam de
acordo com a localizacdo geografica e a presenca do vetor na regido.

Os herpesvirus tém especial importancia clinica em casos de infec¢cdes em
SNC por virus, ja que estes, quando comparados a outros com tropismo por células
do SNC, podem levar a quadros patolégicos de maior gravidade. Ha também o fato
destes virus serem ubiquos e estarem presentes na maior parte da populacao
humana adulta (LAN; LOU, 2017). Desta forma, bebés tendem a ser expostos a
estes virus por meio do contato com o0s adultos que 0s cercam e sua transmissao
esta diretamente associada ao contato (BROWN, 2004). Além destes aspectos, 0s
herpesvirus estabelecem laténcia em diversas células humanas, como neur6nios e
células presentes no sistema imunolégico (COHEN, 2020).

Para este estudo, foram selecionados os herpesvirus associados a infec¢des
em SNC que estabelecem laténcia em células neuronais, uma vez que a presenca
de inflamacdo no SNC recruta células do sistema imune que podem ja estar
infectadas por estes virus, mas ndo seriam a causa do problema investigado. Dos
virus a serem explorados neste trabalho, apenas 0s herpesvirus apresentam terapia
antiviral bem estabelecida e comercializada, apesar de casos de resisténcia terem
sido reportados (RAZONABLE, 2011). Além destes virus, classicamente associados
a capacidade de infectar células do SNC, ha outros virus apontados na literatura
como sendo de potencial neuroinvasivo, como 0s adenovirus, influenza, HIV,
rubéola, sarampo e poliomavirus (KARCIOGLU; YILMAZ, 2019). Adicionalmente,
foram reportados casos de manifestacdes clinicas em SNC por SARS-CoV-2 ou
deteccdo da presenca do virus na regido, a partir da pandemia iniciada em 2019
(MCQUAID et al; 2021).
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Tabela 2 - Tabela apresentada em estudo de revisdo de literatura sobre infec¢des virais em
SNC no Brasil.

Material genético L Rota de invaséo ao Disturbio neurolégico
Transmisséo

Géneros dos agentes virais .
9 e estrutura SNC associado

Células endoteliais

RNA de fita infectadas;
simples, ndo transporte axonal Meningite, paralisia flacida aguda,
) Fecal—oral; ) .
Enterovirus envelopado. ! ) retrégrado; Cavalo de mielite,
. . respiratoria e e ) ) )
Simetria Tréia por mondcitos encefalite/meningoencefalite
icosaédrica infectados
RNA de fita Hematogénico;
simples, transporte axonal;
Flavivirus envelopado. Via vetor artréopode  Cavalo de Tréia dentro Encefalite, microcefalia
Simetria de leucécitos
icosaédrica infectados
RNA de fita
simples, Transporte axonal
Alphavirus envelopado. Via vetor artropode p . Encefalite
. . anterégrado
Simetria
icosaédrica
Infeccdes primarias:
transporte olfatorio;
DNA dupla fita, hematogénico e
. ) Envelopado. Oral--oral; oral—genital; genital; axonal . . )
Simplexvirus : . ~ , . encefalite, meningoencefalite
Simetria contanto com leséo  retrégrado. Reativacao:
icosaédrica de neurénios ganglios
trigémeos ou sacrais;
transporte anterégrado.
Disseminacao
DNA dupla fita, periférica, reativagéo
Varicellovirus Envelopado. respiratdria; contato  dos ganglios sensoriais meningoencefalite, mielite,
Simetria com leséo — disseminagao central neuropatias craniais
icosaédrica para o cérebro ou para
a medula espinhal
Células
) hematopoiéticas
) Contato com saliva ou P
DNA dupla fita, ) ) ) monaocitos - . .
urina; via sexual; via . . - Encefalite, mielite,
) Envelopado. . disseminacao - . .
Cytomegalovirus : : aleitamento humano; A i poliradiculopatia, neuropatia
Simetria o~ sistémica - cérebro, .
. o transplante de 6rgéos; . multifocal
icosaédrica medula espinhal,

transfusé@o sanguinea . .
meninges, raizes

nervosas

Traducéo e livre adaptacéo de Sousa et al, 2021.

Um estudo publicado no ano de 2021, analisou 140 amostras de LCR de
criangas com idade entre 24 dias de vida a 14 anos de idade, com manifesta¢cdes no
SNC e suspeita de infec¢céo viral. Estas criangcas eram oriundas da cidade de Belo
Horizonte (Minas Gerais) ou da regidao metropolitana de Belo Horizonte. 75% das

criancas tinham menos de cinco anos de idade e do total contemplado pelo estudo,
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10 o6bitos foram observados. Nas amostras de LCR, o patégeno foi identificado por
anélise molecular em 26,5% dos casos, em que o material genético de enterovirus
(ENTV (5,7%)), Herpes Simplex 1 e 2 (HSV-1/2 (4,3%)), Dengue virus
(DENV(8,6%)); Febre Amarela virus (YFV (3,6%)); e Zika virus (ZIKV (4,3%)) foram
identificados (MARINHO, PAULA EILLANNY SILVA et al., 2021).

Por fim, € importante salientar que este trabalho é a continuacdo de estudo
que ja vem sendo desenvolvido desde 2011. Os resultados obtidos nesses trabalhos
(Oliveira., 2015; Marinho., 2019; Crispim., 2020; Rebuite., 2021) foram de grande
importancia, uma vez que demonstraram a presenca de virus que nao eram
classicamente considerados como neurotropicos, causando infecgbes com
manifestacbes em SNC de neonatos e criancas, como no caso dos orthoflavivirus
(DENV, ZIKV e YFV).

1.5. Orthoherpesviridae

A familia Orthoherpesviridae compreende virus de DNA e possui oito
espécies de herpesvirus humanos, categorizados em trés subfamilias:
Alfaherpesvirinae; Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae (DE MELLO; BLOOM,;
PAIXAO, 2016). Varicellovirus e Simplexvirus, sdo géneros pertencentes a
subfamilia Alfaherpesvirinae (Davison, 2010; Mello, De, Bloom e Paixao, 2016).

Os membros da familia Orthoherpesviridae, apresentam DNA dupla fita
(dsDNA) linearizado, que varia de 125 mil — 241 mil bases, contendo entre 70 e 170
genes. A particula viral tem tamanho entre 150 e 200 nanémetros (nm), com
simetria icosaédrica e envelope viral (GATHERER et al., 2021). Entre o envelope e o

capsideo é encontrado um tegumento proteico (figura 4) (GUO et al., 2010).
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Figura 4 - Microscopia eletrdnica de cultura de células infectadas por Simplexvirus
humanalpha 1. Fonte: University of Texas Medical Branch. Disponivel em:
https://www.utmb.edu/virusimages/VI/herpes-simplex-virus

A infeccéo por virus da familia Orthoherpesviridae apresenta fase litica, em
que ha multiplicacéo viral, e a fase latente, que faz com que o virus se estabeleca no
hospedeiro de forma definitiva. A infec¢do no sitio primario (fase litica), compreende
o periodo de manifestacées clinicas. E somente na fase litica que o hospedeiro é
capaz de transmitir o virus (GRINDE, 2013). Apos a disseminacédo do virion, é
iniciado o periodo de laténcia, (nos neurénios, em linfocitos, mondcitos ou células
CD34+ a depender do virus) (COHEN, 2020), em que o material genético viral
permanece no nucleo das células hospedeiras em forma de epissoma (DE LEO;
CALDERON; LIEBERMAN, 2020). Na fase de laténcia a expressdo de genes
relacionados com o ciclo litico séo silenciados. Sinalizagfes celulares do hospedeiro,
como por exemplo: resposta ao dano no DNA por radiacéo ultravioleta, febre, trauma
em nervos, hipdxia ou estresse metabdlico, podem levar a reativacdo da
multiplicacéo viral (COHEN, 2020).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, aproximadamente 90% da
populacdo mundial é infectada por algum membro da familia Orthoherpesviridae ao

longo da vida. Essas infeccbes estdo relacionadas com lesbes genitais e orais,
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conjuntivite, erupcfes cutaneas e outras manifestacdes ndo tdo tipicas, como
encefalites (KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014). Serdo analisados
neste trabalho, os virus HSV-1, HSV-2 e VZV, por possuirem relacdo com infecces
em criancas, serem ubiquos e por vezes estarem associados a manifestacdes no
SNC.

1.5.1. Simplexvirus humanalpha 1 (HSV-1) e Simplexvirus humanalpha 2 (HSV-
2)

O HSV-1 é historicamente mais associado ao desenvolvimento de lesdo
orolabial e 0 HSV-2 a infec¢des genitais. Contudo, héa relatos crescentes de HSV-1
causando lesbes genitais e HSV-2 causando manifestagbes orolabiais (LIMA,
LYANA RODRIGUES PINTO et al.,, 2017). A infeccdo por HSV-1 ou HSV-2 tem
inicio nas células epiteliais da mucosa, e ao se disseminar no corpo do hospedeiro,
0 virus tem a capacidade de penetrar no axénio terminal de neurdnios sensoriais e
ali estabelecer infeccéo latente (KNIPE; CLIFFE, 2008). Os HSV-1 e HSV-2 séo
considerados como virus com potencial neurotropico e foram caracterizado como o0s
herpesvirus mais frequentemente encontrados causando encefalites, sendo
responsavel por 5% a 15% das encefalites infecciosas em adultos e criancas
(FISAHN et al., 2016; ROZENBERG, 2020), possuindo sitio primario de infeccéo
préximo ao nervo trigémeo e ao nervo facial (PTASZYNSKA-SAROSIEK et al.,
2019). A encefalite por HSV-1 ou 2 pode apresentar riscos para a vida, com taxa de
mortalidade em 70% dentre as pessoas que ndo recebem a terapia antiviral, e
mesmo 0S que recebem o medicamento antiviral, podem desenvolver sequelas
neurologicas (PIRET; BOIVIN, 2020).

Neonatos podem ser expostos ao HSV-1 ou 2 durante o parto natural quando
parturientes apresentam herpes genital em manifestagcdo (JAMES; KIMBERLIN,
2015). O HSV-1 em neonatos estd associado a alta morbidade e mortalidade
(PINNINTI; KIMBERLIN, 2013). Analises feitas no Canada e na Australia
identificaram que a apresentacdo de HSV em neonatos foi em maioria causada por
HSV-1. O crescimento de casos deste virus levando ao aparecimento de lesdes
genitais pode ser reforcado por esses achados (JONES; RAYNES-GREENOW,;
ISAACS, 2014; KROPP et al., 2006).
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1.5.2. Varicellovirus humanalpha 3 (VZV)

O VZV é um virus considerado como neurotrépico (BAIRD et al., 2013), mas
também ja foi demonstrado o tropismo viral por linfécitos T CD4+ e CD8+, além de
células dendriticas (HUCH et al., 2010; KU et al., 2002).

A varicela, conhecida como catapora, € a manifestacdo clinica da infeccéo
primaria, e apos o desaparecimento dos sintomas (processo autolimitado), o virus
estabelece laténcia nos neurdnios ganglionares. A reativacdo do virus apos periodo
de laténcia leva ao herpes-zoster (NAGEL; GILDEN, 2014). A catapora é transmitida
por contato com secrecdes respiratdrias ou com o liquido contido nas lesbes. A
doenca esta associada a manifestacdo leve na infancia, representada pelas
erupcdes vesiculares disseminadas. No entanto, podem ocorrer complicacdes que
levam a hospitalizacdo e Obito, como encefalites e pneumonia (VARELA; PINTO;
SCOTTA, 2019). Manifestagoes no SNC em decorréncia da infecgéo por VZV, com
maior associacdo com a reativacdo do virus, podem se apresentar como
vasculopatia, meningite, encefalite, cerebelite e mielopatia (NAGEL; NIEMEYER;
BUBAK, 2020).

Uma pesquisa conduzida nas capitais dos estados de S&o Paulo e Goias,
observou 86% de sucesso da vacina contra todas as manifestagdes da infeccao por
VZV e 93% de protecao contra desdobramentos moderados e severos. Do total de
individuos contemplados pelo estudo (168 pacientes pediatricos), 22% eram
vacinados e apresentaram sintomas leves (ANDRADE, ANA LUCIA et al., 2018).
Apesar de porcentagens promissoras para a protecdo contra complicacdes
causadas pelo VZV, esses dados sugerem que parcela da populacao infantil segue
sem vacinacdo ou que o contato com o0 agente viral pode acontecer antes da
vacinacao.

Criancas podem apresentar reativacdo do virus apos contato primario com o
VZV ou complicagcbes apos administracdo da vacina para este mesmo virus, que é
baseada no agente atenuado. Nesses casos, meningites foram associadas com

criangas que tinham em média trés anos de idade (AMARAL et al., 2021).

1.6. Picornaviridae
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A familia Picornaviridae é compreendida por virus nao envelopados, de
estrutura icosaédrica, sua particula viral tem aproximadamente 30nm, com genoma
que varia entre 6,7 mil e 10,1 mil bases e composto por fita simples de RNA
(ssRNA) de polaridade positiva. O genoma dos picornavirus da origem a
poliproteina, que apds processo de clivagem, culmina em trés ou quatro proteinas
estruturais e pelo menos sete proteinas ndo estruturais (ZELL, R. et al., 2017). Trés
das suas proteinas estruturais estdo localizadas na parte externa do capsideo (VP1,
VP2 E VP3) e a VP4 é encontrada na porcéao interna do capsideo (Figura 5). Estas
proteinas constitutivas do capsideo sdo encontradas na maioria destes virus (WEN
et al., 2019).

Figura 5 - Representagdo de particula viral do enterovirus 71, exemplo de
picornavirus. (REN, 2013)

A infeccdo por picornavirus pode ser assintomatica, mas em muitos casos, 0S
picornavirus estdo relacionados com o desenvolvimento de sintomas afetando o
SNC, coracdo, trato gastrointestinal, trato respiratorio, pele, olhos, pancreas e
figado (ZELL, ROLAND, 2018).

1.6.1. Enterovirus

O género Enterovirus (ENTV) pertence a familia Picornaviridae (DE CROM,
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S. C.M. et al., 2016). A identificacao de infec¢cdes por ENTV tem sido relevante entre
criangas e neonatos apresentando meningite e encefalites. Algumas vezes, essas
infeccbes no SNC séo observadas sem pleocitose ou sinais neuroldgicos focais (DE
CROM, STEPHANIE C.M. et al., 2012; HARVALA et al., 2014)

A transmissdo dos ENTV acontece majoritariamente via fecal-oral,
frequentemente por consumo de agua contaminada. E possivel também haver
transmissdo por goticulas eliminadas pelo sistema respiratério (KHEDIRI et al.,
2018). O sitio primario de replicacdo pode ser no epitélio da orofaringe, na
nasofaringe ou da mucosa intestinal. Apesar dessas possibilidades, a maior parte do
processo de infeccdo priméria acontece ap0s 0 virus penetrar nos enterocitos e
alcancar as placas de Peyer. Em seguida, observa-se a viremia culminando na
disseminacdo das particulas virais para outros tecidos do hospedeiro, incluindo
potencialmente o0 SNC (DE CROM, S. C.M. et al., 2016). A maioria dos enterovirus
causa sintomas como doenca mao-pé-boca, pleurodinia, erupcbes cutaneas,
herpangina, febre, rinorreia e sintomas semelhantes a quadro gripal (PUENPA et al.,
2014; RYU et al., 2010).

Quando os enterovirus infectam o SNC, podem levar a sérias complicacbes
neurolégicas, como encefalite, meningite, paralisia e ataxia (perda de coordenacao e
equilibrio). ENTV sdo comumente identificados em neonatos com meningites e
tendem a ter desfecho benigno (GHABOULI SHAHROODI et al., 2016). Esses
sintomas podem variar em gravidade e podem ter efeitos duradouros, especialmente
em casos de infeccdo grave. Os enterovirus possuem importancia histérica quando
se trata de infec¢des virais em SNC, representados especialmente por poliovirus,
gue leva a poliomielite em criancas e causava grande impacto na saude publica, até
o inicio das campanhas de vacinac¢do (HUANG; SHIH, 2015).

A poliomielite provocou consideravel morbidade e mortalidade infantil durante
diversas epidemias que se estenderam de 1900 a 1950. Muitas criangas afetadas
desenvolvem paralisia em mdltiplas musculaturas, inclusive respiratéria ou sequelas
motoras que podem se estender para o resto das suas vidas. No entanto, esforgos
de entidades de saude e governamentais de todo o mundo iniciaram processos de
campanhas de vacinacgdo a partir da década de 1980 (MEHNDIRATTA et al., 2014).
O Brasil fez parte desta iniciativa, e foi considerado livre da doenca na década de
1990 (RISI, 2019). Ainda que as campanhas de vacinagdo tenham sido bem

sucedidas, nos ultimos anos, foi observada tendéncia de reducdo na cobertura
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vacinal (MACIEL et al., 2023)

1.7. Orthoflaviviridae

A Familia Flaviviridae é composta por virus de estrutura envelopada, com o
capsideo em simetria icosaédrica, e material genético tendo entre 9.000 e 13.000
bases, formado por RNA fita simples de polaridade positiva (SSRNA). Parte
consideravel dos flavivirus infectam aves e mamiferos, e diversos virus pertencentes
a esta familia tem importancia médica (SIMMONDS et al., 2017). A traducdo dos
genes ocorre na forma de poliproteina. Ao ser clivada, a poliproteina origina as
proteina E, proteina M e proteina C (figura 6), que possuem funcdo estrutural, além
das proteinas ndo estruturais NS1, NS2A e B, NS3, NS4A e B e NS5 (ZANG et al.,
2023).

’ . 4,

Figura 6 - Representacao estrutural de particula viral de um Orthoflavivirus (STIASNY, 2006).

Sdo exemplos de virus da familia laviviridae, o Hepacivirus hominis
(pertencentes ao género Hepacivirus), e virus do género Orthoflavivirus como o
Orthoflavivirus denguei (DENV); Orthoflavivirus flavi (YFV); o Orthoflavivirus
zikaense (ZIKV); Orthoflavivirus louisense (SLEV); Orthoflavivirus nilense (WNV);
Orthoflavivirus ilheusense e o Orthoflavivirus japonicum (POSTLER, 2023,
GALLARDO FLORES; COLPITTS, 2021; MOURA REIS; NUNES NETO, 2021;
SHARMA,; VRATI; KALIA, 2021; ZHAO et al., 2021).
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Os arbovirus (acrénimo vindo do termo em inglés para Arthropod Borne
Virus), de maior importancia para a saude humana do género Orthoflavivirus, sdo os
transmitidos por mosquitos da familia Culicidae, com destaque para 0s géneros
Aedes e Culex. As infec¢cbes causadas por flavivirus, podem ser assintomaticas ou
apresentar sintomas como febre, mialgia e exantema, que séo autolimitados. Alguns
casos podem levar a complicacbes como febre hemorragica (TEALE et al., 2016;
THOMAS; MARTINEZ; ENDY, 2014). Sintomas no SNC se desenvolvem em
pequena parte dos doentes (MAXIMOVA; PLETNEV, 2018). As manifestacdes
clinicas ligadas ao SNC consideradas como mais comuns nas infec¢des por DENV,
ZIKV e YFV incluem encefalite, meningite, mielite, convulsdes, encefalopatia,
encefalomielite e sindrome de Guillain-Barré (ALMEIDA BENTES; KROON;
ROMANELLI, 2019; CAOLORMEAU et al., 2016).

De forma geral, estes virus sdo inoculados no tecido cuténeo, a partir da
picada do vetor artrépode. As células dendriticas, mastocitos, mondcitos,
fibroblastos e queratinécitos sdo exemplos de alvos da replicacdo inicial dos
flavivirus. A partir da chegada aos linfonodos é iniciado um estado de viremia,
facilitando a disseminacao viral e induzindo infec¢ao e inflamagéo sistémica, fazendo
com que o virus consiga alcancar diversas regifes anatdbmicas e potencialmente o
SNC (MAXIMOVA; PLETNEV, 2018; NEAL, 2014). A replicagao viral que ocorre no
parénquima encefalico ap6s a invasdo na regido induz inflamacdo no tecido,
intensificando o comprometimento da barreira hematoencefalica e a entrada de mais
particulas virais no SNC (LI, HONGDA et al., 2016). Diversos ortoflavivirus foram
relatados como capazes de causar infeccdo no SNC (SIPS; WILSCHUT; SMIT,
2012). No Brasil, ja foram diagnosticados, entre criancas, desdobramentos
neurolégicos em quadro infecciosos causados por DENV, SLEV, YFV e ZIKV
(MARINHO, P. E.S.; KROON, 2019; MARINHO, 2019; CRISPIM, 2020; JUNIOR,;
2021). Apesar deste fato, no projeto aqui apresentado, serdo pesquisados com
énfase especial os DENV e o ZIKV. Esta selecdo foi realizada a partir de critérios
epidemioldgicos, uma vez que o YFV atualmente tem sido reportado em baixa
circulacdo em Minas Geraise a presenca de casos de infeccdo por SLEV sao
pouco reportados (VEDOVELLO et al., 2015).
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1.7.1. Orthoflavivirus denguei

O DENV é um arbovirus transmitido principalmente por Aedes aegypti e Aedes
albopictus. No entanto, j& foram reportados casos de transmissdo perinatal, por
transfusdo de sangue, aleitamento humano e transplante de 6rgaos. Existem quatro
sorotipos de DENV: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, que por sua vez,
subdividem-se em diferentes linhagens ou genotipos (SALLES et al., 2018).

O DENV é considerado como um agente de importancia para a saude publica e é
0 mais comum entre os arbovirus a causar infeccbes em humanos, especialmente
em regides tropicais e subtropicais. Sdo estimados, todos os anos, uma média de
300 milhdes de casos de infecgcbes por DENV em todo o mundo. Os sintomas
podem variar e causar febre tipica, febre hemorragica e falhas em multiplos 6rgéaos,
que podem até mesmo evoluir para Obito. Cardiomiopatia e encefalopatia também
sdo complicacOes relatadas, relacionadas a dengue (BEGUM et al., 2019).

Encefalites e sintomas neurolégicos associados a infeccdo por DENV tem sido
reportados, mas sao considerados ndo usuais (LI, GUO HONG et al., 2017; PHU LY
et al., 2015). Em criancas, o DENV foi relacionado a manifestac6es neuroldgicas
como encefalites, meningites e mielites, com tendéncia a leve pleocitose (ALMEIDA
BENTES; KROON; ROMANELLI, 2019). 56 criancas com sintomas neurolégicos e
que testaram positivo para dengue por analises moleculares foram acompanhadas
por mais de um ano e meio apos a alta hospitalar. Do total, 39% apresentavam
sintomas neurolégicos, 10,7% desenvolveram algum comprometimento motor, 5,4%

apresentavam cefaleia e 14,3% com desordens do sono (BENTES et al., 2021).

1.7.2. Orthoflavivirus zikaense

O ZIKV é transmitido principalmente por meio do seu vetor, que pode ser o
Aedes aegypti ou o Aedes albopictus, e por transmisséo vertical ou sexual (DUARTE
et al., 2017; PLOURDE; BLOCH, 2016). O ZIKV pode causar infecgdo tanto em
primatas ndo humanos quanto em humanos (SADEGHIEH et al., 2021). O ZIKV
pode ser separado em duas linhagens, a africana e a asiatica (FERRARIS; YSSEL,
MISSE, 2019). O ZIKV foi descrito pela primeira vez no continente africano, na
década de 50 do século passado (DICK, 1952). Casos foram associados com

sintomas leves, até ocorrer um surto na Polinésia Francesa nos anos de 2013 e
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2014, neste periodo complicagdes neuroldgicas foram descritas. Houve um surto de
ZIKV no Brasil no ano de 2015, ap6s a entrada do agente viral no pais (SADEGHIEH
et al., 2021). Durante o periodo do surto de ZIKV em territorio nacional, foram
relatadas associacdes entre a infeccdo pelo virus e malformacbes no SNC,
microcefalia em criancas e sindrome de Guillain—Barré em adultos (BRADY et al.,
2019; SAFADI; ALMEIDA; DE AVILA KFOURI, 2021).

1.8. Alphavirus chikungunya

O Alphavirus chikungunya (CHIKV) é um arbovirus transmitido pelos vetores
Aedes aegypti e Aedes albopictus (VEGA-RUA et al., 2020). Ha o histérico de
transmissdo congénita e perinatal de CHIKV em casos de pessoas gestantes
infectadas (BARR; VAIDHYANATHAN, 2019). O CHIKV pertence a familia
Togaviridae, género Alphavirus. Os virus da familia Togaviridae sdo envelopados
(Figura 7), com 60 a 70 nm de didametro e genoma formado por sSSRNA de polaridade
positiva, contendo aproximadamente 12 mil bases (CAGLIOTI et al., 2013;
KUMMERER et al., 2012).

O genoma possui duas open reading frames (ORFs). A ORF-1 codifica a
poliproteina P1234, que € clivada para produzir quatro proteinas ndo estruturais
(nsP1-4). A segunda ORF (ORF-2), é processada para formar as proteinas
estruturais do capsideo (CP), E3, E2, 6K e E1 (MULLER et al., 2019).

O CHIKV foi isolado em 1952, na Tanzania, e por aproximadamente 50 anos
apos este primeiro isolamento, o virus foi identificado causando surtos esporadicos
isolados entre os continentes africano e asiatico (DE LIMA CAVALCANTI et al.,
2022).
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Figura 7 - Microscopia eletronica de transmissao com registro de particula viral de virus pertencente a
familia Togaviridae (ZAMPERIN et al., 2020)

Em 2014, foram registradas duas incursdes distintas do CHIKV no territorio
brasileiro, uma no Amapa e outra na Bahia. No Amapa, constatou-se a presenca do
virus do gendtipo Asiatico. Ja na Bahia, identificou-se o genoétipo East-Central-
South-African (NUNES et al., 2015). Poucos meses apés essa identificacdo, ocorreu
o0 primeiro surto em territério nacional, na cidade de Feira de Santana, Bahia
(AZEVEDO, RAIMUNDA DO SOCORRO DA SILVA; OLIVEIRA; VASCONCELOS,
2015). Ap6s a inoculacdo do patégeno pelo inseto vetor, o CHIKV se replica nos
fibroblastos da derme e se dissemina por via hematogénica para varios tecidos,
incluindo musculos, articulagbes e figado. As infecgbes classicas por CHIKV tem
como principais sintomas: febre; dor; mialgia; fotofobia; cefaleia; dispneia e artralgia
incapacitante (COUDERC; LECUIT, 2015; PETERSEN; POWERS, 2016). Diferentes
caracteristicas relacionadas a invasao e dano gerado pelo CHIKV no SNC apontam
tanto para a possibilidade de o proprio processo de invasdo por infec¢do das células
dos plexos coroides levar ao comprometimento da barreira, como para o fato de que
a resposta inflamatéria exacerbada no local, pode ser prejudicial as células ali
presentes (BENGUE et al., 2021).

Foram relatadas infec¢gbes por CHIKV causando sintomas neurolégicos como
encefalite, encefalopatia, encefalomielite, meningoencefalite, convulsdes e sindrome
de Guillain-Barré. Estes sintomas, especialmente quando encontrados em criangas
ou pessoas idosas, podem levar a 6bito (LEMANT et al., 2008; BENGUE et al.,
2021; VAIRO et al.,, 2019). Criangas, especialmente neonatos, sdo consideradas
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mais suscetiveis a complicac6es no SNC frente a infeccado por CHIKV (COUDERC,;
LECUIT, 2015).

Apesar das taxas de mortalidade associadas ao CHIKV serem baixas, a
infeccdo por este virus acarreta uma morbidade substancial, exercendo um impacto
profundo na qualidade de vida dos individuos afetados (JOSSERAN et al., 2006). Os
individuos acometidos podem permanecer com sequelas crbnicas relacionadas a
artralgia e dor, que podem perdurar por meses ou até mesmo anos, e resultar em
prejuizos econdmicos (MARIMOUTOU et al., 2012; DE LIMA CAVALCANTI et al.,
2022)

1.9. Coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave 2 (SARS-CoV-2)

O coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2) € um
virus pertencente a familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae, género
Betacoronavirus. Os membros da familia Coronaviridae possuem genoma formado
por ssRNA, que podem chegar a aproximadamente 30mil bases. Sao virus
esféricos, envelopados, com 80 a 120 nm de diametro (GORBALENYA et al., 2020;
MADHUGIRI et al., 2016). Os coronavirus apresentem em sua estrutura a proteina
spike (S), a proteina do envelope (E), a proteina de membrana (M) e a

nucleoproteina (N), associada ao genoma viral (Figura 8) (JACKSON et al., 2022).
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Figura 8 - llustracdo da particula viral do SARS-CoV-2. (PIZZATO et al., 2022).

No final do ano de 2019, o SARS-CoV-2 surgiu na China e rapidamente se
espalhou para o resto do mundo, levando a pandemia iniciada em 2020, que gerou
drasticos impactos na saude publica e na economia. Os primeiros casos foram
reportados na provincia de Wuhan, como quadros clinicos semelhantes a
pneumonia viral (HUANG et al., 2020). A doenca causada pelo SARS-CoV-2 foi
nomeada como Coronavirus Disease-2019 (COVID-19) (WU; CHEN; CHAN, 2020).

A transmissdo de SARS-CoV-2 ocorre principalmente por meio de goticulas
expelidas pelo sistema respiratério (MEYEROWITZ et al., 2021). A infec¢cédo pode ser
assintomatica ou ainda apresentar sintomas mais brandos como febre, tosse,
dispneia, diarreia, mialgia e fadiga, por exemplo. Em casos mais graves o paciente
pode apresentar hipdxia, frente a sindrome respiratéria aguda grave. Estas
complicagbes requerem hospitalizacdo e por vezes o uso de ventilagdo mecanica
(OCHANI et al., 2021).

Até abril de 2024, 775,379,864 milhdes casos de COVID-19 foram notificados
em todo o mundo, com 7,047,396 milhdes de Obitos associados (OMS, 2024). No
mesmo periodo no Brasil, foram confirmados 38.743.918 casos, com 711.380 6bitos
(Brasil, 2024).

Criancas de todas as idades podem se infectar com o SARS-CoV-2, e 0s
sintomas podem ser amplamente variados (CUI et al., 2021). Foi relatada sindrome

inflamatdria multissistémica em criangas com COVID-19, com sintomas como febre,
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vomito e diarreia, dor abdominal e erupcdes cutaneas. Além disso, pacientes com
sindrome inflamatéria multissistémica precisam, com frequéncia, de cuidados em
Unidade de Terapia Intensiva (UTIl) (MARTINS; PRATA-BARBOSA; DA CUNHA,
2021; RADIA et al, 2021). Um estudo multicéntrico, realizado no continente
europeu, observou a evolucdo de 582 criangcas com COVID-19, a média de idade
era de cinco anos. Destes, 62% foram internados e 8% precisaram de cuidados
intensivos e quatro foram a 6bito (YAMAMOTO et al., 2020).

Sintomas no SNC relacionados a COVID-19 foram encontrados em até 73%
dos casos em que o paciente foi hospitalizado. Cefaleia, mialgia e comprometimento
na consciéncia sdo os sintomas mais relatados, mas foram reportados outros
desdobramentos como encefalopatias, encefalomielite, meningoencefalite,
encefalite, mielite, derrames e trombose (MAURY et al., 2021; ZAMANI,
POUREMAMALI; REZAEI, 2022).
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2. Justificativa

Criancas, especialmente neonatos estao vulneraveis a infecgcbes que podem
acometer o SNC. Esses quadros ganharam maior relevancia uma vez que foram
introduzidas vacinas para prevencado de meningites bacterianas. As meningites,
meningoencefalites e encefalites virais podem ser causadas por uma vasta gama de
agentes etiologicos, que em geral também estdo associados com outras
complicacdes e manifestagdes clinicas.

Em geral, as infeccbes virais que afetam o SNC ndo possuem sinais e
sintomas patognomonicos, exigindo exames complementares para a identificagéo do
agente etiolégico. Estes exames podem ser realizados a partir de imunoensaios e de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), considerada padrdo ouro. Apesar da
existéncia destas técnicas, no Brasil os hospitais em geral ndo estendem as
investigagBes quando a origem bacteriana ou fungica é eliminada, tendendo a tratar
as infeccdes do SNC classificadas como virais com antivirais para herpesvirus. Isto
acontece, pois, além das limitacdes quanto a realizacdo dos testes moleculares na
rotina da maioria dos hospitais, o desfecho das infec¢des virais no SNC tende a ser
benigno e autolimitado.

Ainda que exista a tendéncia em infeccdes virais no SNC terem desfecho
benigno, a correta identificacdo do agente € de fundamental importancia para
vigilancia epidemiologica e para o melhor entendimento dos quadros patolégicos
associados aos respectivos virus. Somente a partir da producédo de dados robustos
relativos a estas infeccdes em criancas, € que podem ser desenvolvidos ou
aperfeicoados, programas de promocdo e prevencdo em saude, avaliacdo da
situacao epidemioldgica e identificacdo de possiveis surtos, e medicacbes como
antivirais, que sejam capazes de atuar no SNC.

Em trabalhos anteriores realizados com pacientes pediaticos atendidos no
mesmo hospital, a importancia de virus como responsaveis por alteracdes no SNC
foi evidenciada, especialmente no caso dos orthoflavivirus. No presente estudo,
houve continuidade dos testes para os principais virus relacionados com infeccao
em SNC, identificados anteriormente. Estas analises contribuem para a geracao de
conhecimento de cunho epidemioldgico e permitem a vigilancia de diversos virus em

circulacado na regido, que estao relacionados tanto a quadros como encefalites e
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meningites, como a surtos ocasionais com manifestacfes clinicas diversas.

Ainda, a analise dos aspectos clinicos, relacionados aos processos
infecciosos virais em pacientes pediatricos, a partir dos exames realizados e
sintomas relatados, contribui para a geracdo de conhecimento fundamentado sobre
a patogénese. Isto pode direcionar intervencdes terapéuticas mais eficazes e
continuidade do acompanhamento do paciente de forma mais assertiva.Essa
abordagem pode permitir o aprimoramento da qualidade do cuidado prestado aos

pacientes pediatricos afetados.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Investigar virus causadores de infec¢des no sistema nervoso central (HSV-1,
HSV-2, VZV, ENTV, DENV, ZIKV, CHIKV e outros flavivirus e SARS-CoV-2) em
pacientes pediatricos, atendidos no Hospital Infantii Jodo Paulo I, em Belo

Horizonte, Minas Gerais entre dezembro de 2021 e setembro de 2023.

3.2. Objetivos especificos

2- Investigar o material genético de HSV-1, HSV-2, VZV, ENTV, DENV, ZIKV,
CHIKV e outros flavivirus e SARS-CoV-2 em amostras de LCR de criancas
atendidas no Hospital Infantil Jodo Paulo Il, entre , dezembro de 2021 e setembro de

2023, com alteracGes no SNC.

1- Descrever o perfil socioepidemiolégico e clinico dos pacientes que tiveram
infecgdo viral confirmada, através dos dados obtidos nos prontudrios.

3- Analisar e comparar os dados relacionados a sintomas e exames
laboratoriais realizados, dos pediatricos com infeccdo por DENV e ENTV, detectados
durante os anos de 2014 a 2019.
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4. Materiais e métodos

4.1. Etica na pesquisa

O projeto foi previamente submetido e aprovado em comité de ética em
pesquisa com seres humanos (Comité de ética: Fhemig CAAE
66691617.2.3002.5119; UFMG CAAE: 09273012.9.0000.5149). Este projeto recebeu
o apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais
(FAPEMIG).

Todas as amostras a serem utilizadas no projeto, foram obrigatoriamente
oriundas de pacientes em que seus pais ou responsaveis legais estiveram de
acordo, por meio de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

4.2. Delineamento do Estudo

Este foi um estudo retrospectivo e descritivo, feito a partir de amostras de
LCR de conveniéncia, obtidas de pacientes pediatricos atendidos no Hospital
Infantil Jodo Paulo Il entre dezembro de 2021 e setembro de 2023. As amostras
foram obtidas por profissionais do préprio hospital, a partir de puncdo lombar.
Amostras de pacientes com suspeita de infeccdo no sistema nervoso central com
idades de até 16 anos foram coletadas. Pacientes com tempo de vida inferior a 2
meses e que apresentavam febre sem causa aparente, também foram englobadas
no estudo. Estes mesmos pacientes tiveram os dados dos prontuarios médicos
coletados (Figura 9). Adicionalmente, dados dos prontuarios relacionados a
diagnoésticos de virus identificados em estudos prévios, com pacientes do mesmo
hospital em maior frequéncia (ENTV e DENV), foram consultados e analisados

comparativamente.
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Figura 9 - Esquematizacdo do fluxo de trabalho adotado ao longo do desenvolvimento do presente
estudo.

4.3. Coleta, transporte e armazenamento das amostras

Foram coletadas 196 amostras de LCR de neonatos, bebés e criancas de até
16 anos de idade, atendidas no Hospital Infantil Jodo Paulo Il, com suspeita de
doenca com alteracdo em SNC, entre dezembro de 2021 e setembro de 2023. O
hospital Infantii Jodo Paulo Il € um hospital de referéncia em pediatria
infectocontagiosa e acolhe pacientes encaminhados de diversas regifes de Minas
Gerais. A coleta do liquor destinou-se para outras andlises no proprio hospital. A
partir deste material foram feitas aliquotas em criotubos, que foram armazenadas em
tanque de nitrogénio liquido até que fossem transportadas em caixas para transporte
de material biolégico, com gelo seco em seu interior, até o Laboratério de Virus
(ICB/JUFMG). Assim que recepcionadas no laboratério de pesquisa, as amostras
foram verificadas quanto a sua identificacdo (numeracéo do prontuério) e integridade
do congelamento, e imediatamente armazenadas a -80°C.

Ao descongelar as amostras de LCR para extracdo de material genético pela
primeira vez, aliquotas de aproximadamente 600 uL foram retiradas do conteudo
original e armazenadas em criotubos a parte. Estas aliquotas foram identificadas
como “aliquotas de trabalho”, uma vez que foi a partir destas aliquotas que todas as
extracOes foram realizadas. Armazenar parte do material biolégico como estoque e

outra parte como material para trabalho contribui para melhor preservagdo do



43

espécime biolégico de interesse e ainda permite que sejam armazenados em
freezers diferentes, buscando proteger o material de estudo contra problemas
mecanicos e elétricos que os freezers ou as instalacbes elétricas pudessem

apresentar.

4.4. Coleta de dados epidemioldgicos e clinicos

A partir da numeragdo do prontuario, as informacfes epidemiologicas e
clinicas dos pacientes que tiveram o LCR coletado, foram obtidas com o Hospital
Infantil Jodo Paulo Il. Dados como o sexo, idade, local de residéncia, sinais e
sintomas, exames realizados e desfecho clinico foram coletados e transferidos para
uma planilha, onde as informacdes de nomes dos pacientes foram substituidas por

codigos de identificacdo, de forma a preservar a identidade do paciente.

4.5. Extracéo de acidos nucleicos

4.5.1. Extracdo de RNA

Apés descongelamento mediante exposicdo das amostras de LCR a
temperatura ambiente, o RNA total presente nas amostras biologicas foi obtido com
o auxilio do kit de extracdo QIAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, EUA), de acordo
com o protocolo descrito pelo fabricante. Apdés a extracdo, com o objetivo de
descongelar menos e preservar o RNA para que ele fosse usado com bom
aproveitamento em todos os testes programados, o volume final (aproximadamente
60 pL) foi dividido entre dois tubos, que foram igualmente identificados e

armazenados em freezer a -80°C.

4.5.2. Extracdo de DNA
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As primeiras 20 amostras de LCR que tiveram o DNA extraido, foram
submetidas a protocolo de extragdo com o Kit Roche - High Pure Viral Nucleic Acid
(Roche, EUA), conforme descrito pelo fabricante. No entanto, ap0s observacao
relacionada volume escasso de liquido presente nas amostras biolégicas, além do
volume de LCR necessario para a extracdo de DNA (200 pL), em conjunto com o
volume necessario para a extracdo de RNA (140 L), foi possivel observar que para
parcela das amostras, ndo haveria material bioldgico o suficiente. Desta forma, para
obtencdo de DNA total das demais amostras, foi utilizado protocolo de extracao por
aguecimento, descrito por Oliveira et al. (2017), em que um volume de 10 puL de LCR
foi diluido em 90 pL de agua livre de nucleases, que foi entdo aquecida durante 10
minutos a 90°C. ApOs a extracdo de DNA por aguecimento, o material foi

armazenado em freezers a -20°C até o momento dos testes.

4.6. Controle das extragdes

Todas as extragOes realizadas foram acompanhadas por um controle
negativo da reacdo, que seguiu as amostras da etapa de extracdo até o final das
reacoes de amplificacdo do material genético. Esta medida buscou garantir a
auséncia de contaminagcdo cruzada entre as amostras no processo de extracao.
Outra medida que buscou avaliar a viabilidade do material genético apos a extracao
foi a submisséo das amostras a gPCR ou a RT-gPCR, tendo como alvo o gene da [3-

actina humana.

4.7. Determinacdo do método para testagem de DENV, a partir da Investigagcéo
da sensibilidade de diferentes testes de Reacdao em Cadeia da Polimerase
(PCR)

O projeto de pesquisa que resultou neste estudo vem sendo conduzido de
forma continua, por estudantes de mestrado ou de doutorado desde o ano de 2011,

e até 0 momento, as ultimas amostras incluidas no projeto sao datadas de 2023.
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Ao longo destes anos, a quantidade de casos detectados como positivos para
DENV apresentou variagdo e a metodologia utilizada para investigacdo destes virus
foi modificada (tabela 3). Nos anos em que a reacdo utilizada foi a publicada por
Santiago et al. (2013), houve um total de 5 casos identificados como positivos para
DENV. Nos anos em que o método estabelecido por Bronzoni et al. (2005) foi
performado, houve um total de 70 casos identificados como positivos para DENV
(tabela 3).

Tabela 3 - Relagéo de pesquisas prévias realizadas com pacientes pediatricos advindos do HIJPII

Método
Amostras Virus utilizado
Autor Virus testados positivas identificado para
(%) s (n) pesquisa de
DENV
DENV, ZIKV, YFV, 'E_m?_fs(?g))' _
Danilo Bretas de SLEV, WNV, JEV, 62.9% DENVs (5)' Santigo et
Oliveira CHIKV, ENTV, HHV- ' HSV-1/2 (1)I- al., (2013)
1/2 e HHV-3, HHV-5 HHV-5 (1
DENV, ZIKV, YFV, Eﬁ_ﬁf Hg _
Paula Eillanny Silva SLEV, WNV, CHIKV, 18% HHV-1/2 (g' Bronzoni et
Marinho ENTV, HHV-1/2 e " al, (2005)
HHY-3 ZIKV (10),
YFV (6)
DENV, ZIKV, YFV, DENV (53),
Ana Paula Correia SLEV, WNV, CHIKV, 26% ZIKV (10), Bronzoni et
Crispim ENTV, HHV-1/2 e ENTV (5), al, (2005)
HHV-3 YFV (1)

DENV, ZIKV, YFV,

. SLEV, WNV, CHIKV, .
Walter Rebuite dos MAYV. OROV, HHV-1.  5.30% ENTV (8)e Santiago et

Santos Junior HHV-3. ENTV e SARS- ZIKV (1) al., (2013)

CoV-2

Sao demonstrados os autores, assim como 0s respectivos achados em cada estudo, além do autor
relacionado com a metodologia de escolha para as pesquisas para o metiral genético de DENV.

Desta forma, visando comparar a sensibilidade de ambos os métodos para
que o mais adequado fosse incorporado ao presente estudo, as reacdes de
SANTIAGO et al. (2013) e de DE MORAIS BRONZONI et al. (2005) foram
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analisadas. Para isto, controles positivos de DENV 1 e 2 (Obtidos a partir de
experimentos de multiplicagdo viral em células, feitas por estudantes que
desenvolveram seus projetos de pesquisa anteriormente no mesmo laboratério, e
gue estavam conservadas em freezer -80 °C) ap0s a extracdo do material genético,
foram submetidos a cinco diluigées seriadas e entédo estas diluicdes foram utilizadas
para a realizacéo das respectivas reagoes.

A metodologia elaborada por DE MORAIS BRONZONI et al. (2005) trata-se
de uma semi-nested PCR, em que na primeira reacdo sdo utilizados o iniciador
Forward FG1 (TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT) e o iniciador Reverse
FG2 (GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA), gerando amplicons de
aproximadamente 958 pb da regido NS5 do genoma viral. Na segunda reacao, o
iniciador FG1 € novamente utilizado, em conjunto com um iniciador Reverse
especifico para cada um dos virus contemplados na reacdo. Para investigar a
presenca de DENV 1, ¢é utiizado o iniciador Reverse nDENL1
(CGTTTTGCTCTTGTGTGCGC), gerando amplicon de 472 pb. Para a pesquisa de
DENV 2, é utilizado o] iniciador Reverse NnDENZ2
(GAACCAGTTTGTTTDRTTTCATAGCTGCC), com amplicon de 316 pb. DE
MORAIS BRONZONI et al. (2005) desenharam a primeira reacdo da semi-nested

PCR, como um processo ‘two step”, com sintese de cDNA separada da primeira

amplificacdo. Neste estudo, foram testadas a metodologia one step e two step para
a transcricao reversa e primeira reacdo de amplificacdo (primers externos)

Para a semi-nested PCR “two step”, cada reacdo de cDNA foi feita a partir de
8 uL de RNA, e 1 uL do iniciador Reverse FG2, que foram incubados em termobloco
65 °C por 5 minutos, e em seguida levados a imersdo em gelo por 1 minuto. Apés a
incubacado em gelo, 8 uL do liquido contendo o RNA e o FG2 foram adicionados em
um tubo contendo 4 pL de buffer 5x, 1 uL da enzima transcriptase reversa
SuperScript 1™ ((Invitrogen, EUA), 1 uL de dNTP’s (desoxirribonucleotidos
fosfatados), 1 yL de DTT (dithiothreitol) a 0,1 uM e 3 uL de agua livre de nucleases.
Para producéo final do cDNA, este tubo ent&o foi incubado a 50 °C por 50 minutos e
entdo a 70 °C por 15 minutos.

A primeira reacdo da semi-nested PCR “two step” foi feita com 3,2 pyL do
cDNA por tubo como template, assim como 10 pyL de Buffer 1 x, 5,8 yL de agua livre
de nucleases, 0,5 pL do iniciador FG1 e 0,5 uL do iniciador FG2. Para amplificagao

do material genético, este material foi entdo submetido ao seguinte ciclo em um
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termociclador para reagao de PCR convencional: 94 °C por 3 minutos, seguido de 35
repeticbes de 94 °C por 30 segundos, 42 °C por 30 segundos e 72 °C por 30
segundos, finalizando uma vez de com 5 minutos a 72 °C.

A primeira reacao da semi-nested PCR “one step” foi realizada com 8 pL de
RNA por tubo, em conjunto com 10 uL buffer 1 x, 0,4 pL de enzima transcriptase
reversa GoScript™(promega, EUA) , 0,5 yL do iniciador FG1 e 1 uL do iniciador
FG2. Para esta reacdo, o ciclo adotado foi: 45 °C por 15 minutos, 94 °C por 3
minutos, seguidos de 35 repeticdbes de 94 °C por 30 segundos, 42 °C por 30
segundos e 72 °C por 30 segundos, finalizando com uma vez de 72 °C por 5
minutos.

A segunda reacgdo da semi-nested PCR, tanto para o processo feito com a
primeira PCR como “two step”, quanto com a primeira PCR performada como “one
step” foram feitas da mesma maneira, descrita logo abaixo. As diluicbes dos
controles de DENV 1 e controles de DENV 2, foram testadas com 1 yL ou com 0,5
ML do amplificado da primeira reagdo, com o objetivo de analisar a sensibilidade do
teste. Para as reacdes com 1 yL ou com 0,5 uL do material amplificado na primeira
reacao, o mix utilizado na segunda reacéo foi 0 mesmo, variando apenas no volume
de agua livre de nucleases (8 pL para reagdes com 1 pyL de amplificado e 8,5 pL
para reagdes com 0,5 yL de amplificado), a saber: 9 yL de master mix para PCR
convencional; 1 pL de iniciador FG1 e 1 uL de iniciador nDEN1 ou nDEN2. Nesta
etapa, o ciclo utilizado foi: 25 repeticdes de 94 °C por 1 minuto, 53 °C por 1 minuto e
72 °C por 2 minutos, finalizando com uma vez de 72 °C por 5 minutos.

A reacao descrita por SANTIAGO et al. (2013) trata de uma RT-gPCR que faz
uso de tecnologia de sonda com fluoréforos, além dos iniciadores Forward e
Reverse especificos para detectar cada um dos 4 sorotipos de DENV. Esta
metodologia foi desenhada para funcionar como PCR multiplex, tendo a capacidade
de detectar os quatro sorotipos de DENV numa mesma reacéo. Para este estudo, as
reacoes de SANTIAGO et al. (2013) foram feitas separadamente para cada um dos
quatro sorotipos de DENV. Este ensaio foi desenvolvido e validado para o Center
For Disease Control (CDC), agéncia do departamento de salude e servicos humanos,
do governo dos Estados Unidos da América.

Para fazer a comparacdo com a PCR convencional, , foram utilizados 0,2 uL
de sonda a 10 uM, 0,5 pL de iniciador Forward e 0,5 yL do iniciador Reverse a 10

MM, 1,6 uL de agua livre de nucleases, 0,2 pL de enzima transcriptase reversa
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GoScript™(promega, EUA), 5,0 yL de master mix do kit GoTaq 1-step RT-gPCR
(Promega, EUA) além de 2 pL do RNA de cada uma das diluigcbes seriadas feitas
com o material genético adotado como controle positivo para DENV 1 e DENV 2. As
reacoes de DENV 1 tem como alvo a regido NS5 do genoma viral, detectada com a
sonda D1-Probe (FAM-CATGTGGTTGGGAGCACGC-TAMRA), em conjunto com o
iniciador Forward D1-F (CAAAAGGAAGTCGTGCAATA) e o iniciador Reverse D1-R
(CTGAGTGAATTCTCTCTACTGAAC). As reacdes de DENV 2 amplificam a regi&o E
do genoma viral, detectada com a sonda  D2-Probe (FAM-
CTCTCCGAGAACAGGCCTCGACTTCAA-TAMRA), em conjunto com o iniciador
Forward D2-F (CAGGTTATGGCACTGTCACGAT) e o iniciador Reverse D2-R
(CCATCTGCAGCAACACCATCTC). Foram utilizados ciclos de 45°C por 15 minutos,
95°C por 2 minutos; seguidos de 40 repeticdes de 95°C por 15 segundos e 60°C por
60 segundos.

Além dos dois testes anteriormente adotados para pesquisa de DENV em
LCR, outros dois testes foram incluidos nestas comparacdes. A reacao descrita por
PATEL et al. (2013) sendo uma técnica de PCR pan-orthoflavivirus. A reacgéo
descrita por PATEL et al. (2013) foi realizada como RT-qPCR com corante SYBR
green. E capaz de amplificar a regido NS5 dos flavivirus, desta forma esta é uma
reacdo que tem como capacidade detectar diversos virus, para além do proprio
DENV. Para isto, a reacdo foi feita a partir de 0,5 yL do iniciador Forward
(TACAACATGATGGGGAARAGAGARAA) e 0,5 pL do iniciador Reverse
(GTGTCCCAGCCNGCKGTGTCATCWGC), ambos em uma concentracdo de 10
MM, 1,8 uL de agua livre de nucleases, 0,2 yL de enzima transcriptase reversa
GoScript™(promega, EUA), além de 5 pL de master mix do kit GoTaqg 1-step RT-
gPCR (Promega, EUA) contendo o intercalante de DNA dupla fita SYBR green e 2
ML de material genético viral. Para esta reagéo, 37 °C por 45 minutos, 95 °C por 10
minutos, seguidos de 40 repeticoes de 95 °C por 10 segundos, 60 °C por 30
segundos e 72 °C por 30 segundos, além da curva de dissociagdo (ou curva de
melting) ao final da corrida. A temperatura identificada na curva de dissociagéo,
chamada de temperatura de melting, é fundamental para a correta discriminacdo do
alvo amplificado, uma vez que a amplificacdo detectada pelo SYBR green pode nao
ter especificidade para o alvo de interesse na reacao.

O dultimo teste aqui avaliado foi desenhado por ALM et al. (2014) e consiste

em duas reacdes diferentes e simultaneas de RT-gPCR com a finalidade de
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amplificar a regido UTR 3’ dos DENV 1, 2, 3 e 4. Esta reacao foi desenhada para ser
realizada com uma sonda, no entanto, por indisponibilidade da sonda em laboratério,
esta andlise foi feita com tecnologia SYBR green. Foram utilizados um iniciador
Forward (DENV_F- GCATATTGACGCTGGGARAGAC) e dois iniciadores Reverse.
Um destes iniciadores Reverse (DENV_R1-3- TTCTGTGCCTGGAATGATGCTG)
possui afinidade por se anelar em fragmento do material genético de DENV 1, 2 E 3
e o outro iniciador Reverse (DENV_R4- YTCTGTGCCTGGATWGATGTTG) foi
desenhado para se anelar a um fragmento do material genético de DENV 4. O
preparo das reagdes se deu da seguinte forma: 0,5 pL do iniciador Forward e 0,5 pL
do iniciador Reverse em concentracdo de 10 uM, 1,8 uL de agua livre de nucleases,
0,2 uL de enzima transcriptase reversa GoScript™(promega, EUA), 5 yL de master
mix do kit GoTaq 1-step RT-gPCR (Promega, EUA) contendo o intercalante de DNA
dupla fita sybr green e 2 uL de material genético viral. Para este teste, o ciclo
adotado foi de 45°C por 15 minutos, 95°C por 2 minutos; seguidos de 40 repeticdes
de 95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos, seguido da curva de melting.

4.8. Amplificagdo do material genético

Apos a extracdo do material genético, foram realizadas as Reag¢do em Cadeia
da Polimerase em tempo real (QPCR) ou a RT-qPCR (gPCR precedida de
transcricdo reversa), a depender do material genético que foi pesquisado. As
reacdoes RT-gPCR foram feitas pela metodologia “One Step”.

As reacoes de amplificagdo foram feitas em duplicata e foram consideradas
positivas apenas aquelas em que a amplificacdo foi observada para as duas
réplicas. Foram utilizados os aparelhos StepOne Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems, EUA), QuantStudio 3 (Applied Biosystems, EUA) e QuantStudio 6 Pro
(Applied Biosystems, EUA). Para todos os casos, foram empregados os reagentes
do kit GoTaq 1-step RT-gPCR (Promega, EUA)

Em todas as reacBes de amplificacdo do material genético, além dos pogos
contendo os reagentes e 0 RNA ou DNA a ser investigado, havia pogos em duplicata

de controles positivos para cada virus testado na reacdo em questdo, assim como
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0s controles negativos obtidos em cada processo de extragdo e controles negativos
contendo apenas os reagentes utilizados na PCR.

As amostras foram submetidas a pesquisa dos seguintes virus: ENTV; ZIKV;
CHIKV; DENV 1, 2, 3 e 4; SARS-CoV-2; HSV-1; HSV-2 e VZV. Adicionalmente,
iniciadores pan-flavivirus (PATEL et al.,, 2013) foram adotados na testagem das
amostras de LCR. As reagbes de RT-gPCR para ENTV, ZIKV, CHIKV, DENV 1, 2, 3
e 4 e SARS-CoV-2 foram realizadas com sondas Tagman (tabela 4) Os demais
alvos foram testados com fluorescéncia SYBR green (tabela 5). As condi¢cbes
adotadas nas corridas, para o caso das PCRs com transcrigédo reversa, foram: 45°C
por 15 minutos, 95°C por 2 minutos; seguidos de 40 repeticbes de 95°C por 15
segundos e 60°C por 60 segundos. Caso a reacao tenha sido realizada com SYBR
green, foi adicionada uma etapa de curva de melting. Quando a reacéo performada
nao buscava por RNA e sim por DNA, e, portanto, ndo necessitando da etapa de
transcrigdo reversa, o ciclo adotado foi: 95°C por 2 minutos; 95°C por 15 segundos e

60°C por 60 segundos, seguida de curva de melting.
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Tabela 4 -Relacéo das reacdes de RT-qPCR badeados em iniciadores e sondas utilizados

neste estudo

Iniciadores

Sequéncia Gene Referéncia
e sondas

CHIKV-F 5'-AAGCTYCGCGTCCTTTACCAAG-'3

CHIKV-R 5-CCAAATTGTCCYGGTCTTCCT-'3 Pastorino
5'-6FAM- E et al.
CHIKV-P  CCAATGTCYTCMGCCTGGACACCTTT- (2005)
TAMRA-'3
ZIKV-F 5'-CCGCTGCCCAACACAAG-'3
ZIKV-R  5- CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT-'3 L anciott et
el al. (2008)
ZIKV-P  AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTC
AA-TAMRA-'3
DENV1-F 5'-CAAAAGGAAGTCGYGCAATA-'3
DENVI-R  5-CTGAGTGAATTCTCTCTGCTRAAC-3 oo
sEnvLp  5-6FAM-CATGTGGYTGGGAGCRCGC-
TAMRA-'3
DENV2-F  5-CAGGCTATGGCACTGTCACGAT-'3
DENV2-R  5-CCATYTGCAGCARCACCATCTC-3
5'-6FAM- E
DENV2-P  CTCYCCRAGAACGGGCCTCGACTTCAA-
TAMRA-3
DENV3-F 5-GGACTRGACACACGCACCCA-'3 Santigo et
DENV3-R  5-CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGYCT-'3 al. (2013)
5-6FAM- prM
DENV3-P ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG-
TAMRA-'3
DENV4-F 5 TTGTCCTAATGATGCTRGTCG-'3
DENV4-R 5'-TCCACCYGAGACTCCTTCCA-'3
5'-6FAM- prM
DENV4-P  TYCCTACYCCTACGCATCGCATTCCG-
TAMRA-'3
entv.p | 5-ACATG GTGTGAAl(é;AGTCTATTGAG CT-
ENTV-R 5'-CCAAAGTAGTCGGTTCCGC-'3 , Dierssen
, UTR 5 et al.
5'-6FAM- i
ENTV-P TCCGGCCCCTGAATGCGGCTAAT-TAMRA-
'3

. F: iniciador senso (forward), R: iniciador antissenso (reverse), P: Sonda.

Tabela 5 - Relagdo das reacfes de qPCR e RT-gPCR badeados em iniciadores uso de

intercalante SYBR green utilizados neste estudo
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Iniciadores Sequéncia Gene Referéncia
HSV/2-F 5'-'I'FGTCTCC'ITC?§GTGTI‘I’CAG‘I‘I’- . WILSONet
HSV1/2-R  5-GGCTCCATACCGACGATCTG-'3 al., 2008

VZV-F 5-CATCTGCAATTATGCGTCCAA-3 .\ OLIVEIRA,
VZV-R 5_GTTTCCATTGCTGAAT-'3 POl 2015
5.
orthoﬂ:'i‘\;irus_,: TACAACATGATGGGGAARAGAGAR
AA-'3 nss  PATEL et
. 5 al., 2013
an- GTGTCCCAGCCNGCKGTGTCATCW
orthoflavivirus-R GC3

. F: iniciador senso (forward), R: iniciador antissenso (reverse).

Os iniciadores para amplificacdo de cada fragmento de interesse foram
obtidos de acordo com literatura que descreve as sequéncias e o0s detalhes
necessarios para cada ciclo. Para deteccdo do material genético de SARS-CoV-2,
foi utilizado o kit de iniciadores e sondas “SARS-CoV-2 (2019-nCoV) CDC gPCR
Probe Assay” (IDT, EUA). As amostras consideradas positivas em RT-qPCR para
ENTV, foram submetidas a PCR convencional, com iniciadores capazes de gerar
fragmentos de maior tamanho, visando o sequenciamento do material genético para
classificacdo. No caso deste estudo, foram utilizados iniciadores com afinidade para
o gene VP1 dos ENTV. Esta reacéo foi realizada como um procedimento de PCR
one step, em que uma etapa adicional, de transcricao reversa, € incluida no comeco
da reacdo, ndo sendo necessario realizar uma reacao a parte para obter cDNA. Esta
reacao teve como objetivo, diante de uma amostra positiva, gerar fragmento de 357

bases (tabela 6).

Tabela 6 — Iniciadores utilizados na reacéo de PCR convencional para enterovirus.

Iniciadores Sequéncia Gene A"}EI:;;O" Referéncia
ENTV 5'-CICCIGGIGGIAYRWACAT-'3 VP 357 OBERSTE

5-MIGCIGYIGARACNGG-'3 et al., 2006
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4.9. Eletroforese em gel de poliacrilamida e purificagdo das bandas de Gel

Os produtos obtidos em PCR convencional foram visualizados em gel de
poliacrilamida, contendo solu¢cdo com 8% de acrilamida (tampé&o tris-borato/EDTA,
persulfato de amoénio, tetrametiletiienodiamina e agua ultrapura tipo | (Milli-Q, Merck,
Alemanha). Foram adicionados 18 microlitros (L) do produto amplificado e 2 uL de
loading dye em cada poco. Com géis em cubas verticais, os eletrodos de
polaridades opostas incidiram uma tensao de 100 volts por uma hora. Ao terminar
este periodo, os géis foram acondicionados em recipientes contendo agua ultrapura
tipo | e 1 uL de corante SYBR Gold (Invitrogen — Thermo Fisher Scientific, EUA) para
cada 10 mL de agua. Estes recipientes foram completamente cobertos por papel
aluminio. Em seguida, o material descrito acima foi levado a um agitador (Compact
ROCKER - CR300, FINEPCR/Coréia do Sul), e seguindo as recomendacdes do
fabricante, o recipiente com 0s géis permaneceu por 30 minutos no agitador.
Encerrando o tempo do agitador, um transiluminador de luz azul (Safe Imager 2.0 -
Invitrogen — Thermo Fisher Scientific, EUA) permitiu a visualizacdo das bandas. As
bandas que apresentaram tamanho esperado, determinado previamente pelo
tamanho do amplicon.

As amostras que tiveram as bandas separadas dentro do tamanho esperado
na etapa de eletroforese, foram submetidas a purificacdo do material genético. Apés
retirar com bisturi a banda de interesse, este material foi levado a microtubos de 0,6
mL, previamente furados no fundo com uma agulha. Este microtubo foi inserido em
outro, desta vez de 1,5 mL, e foi entdo submetido a processo de centrifugagéao
durante 1 minuto a 10.000 xg em temperatura de 4°C. Durante a centrifugacao, o
material que estava contido no tubo de 0,6 mL, foi transferido para o tubo de 1,5 mL.
Ao terminar a centrifugacdo o tubo de 0,6 mL foi descartado e 70 uL de agua livre de
nuclease foram adicionados ao tubo de 1,5 mL. O conteddo presente no tubo foi
homogeneizado e guardado em temperatura de 4°C por 12 horas. Ao fim deste
periodo, o tubo foi homogeneizado e centrifugado por 1 minuto a 10000 xg em 4°C.
O sobrenadante foi coletado, transferido para outro tubo, este tubo foi armazenado
em temperatura de —20°C, permanecendo sob esta condigdo até o uso para

sequenciamento.
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4.10. Sequenciamento do material genético amplificado

Os sobrenadantes obtidos como produto da purificacdo das bandas de gel
foram submetidos a processo de sequenciamento por eletroforese capilar pelo
método dideoxi (Sanger et al, 1977), performado em sequenciador automéatico
ABI3130 (Life Technologies, EUA). Os dados obtidos em sequenciamento foram
analisados com o auxilio do programa Sequence Scanner Software 2 (Applied
Biosystems, 2012) e os fragmentos sequenciados foram submetidos a comparagéo
com outras sequéncias depositadas em banco de dados do National Center for
Biotechnology Information, por meio de ferramenta de alinhamento de sequéncias
Basic Local Aligment Serch Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990).

4.11. Caracterizacéo dos pacientes

Todas as criancas que tiveram amostras de LCR analisadas pelo estudo,
também tiveram informac6es dos prontuarios consultados e coletados para sua
caracterizacdo e identificacdo. Foram coletados dados como sexo, municipio de
origem, idade, sintomas, data do surgimento dos sintomas, exames realizados e
demais observacdes clinicas. Os pacientes gque tiveram a confirmacédo laboratorial

gPCR ou RT-gPCR, tiveram os dados consultados e analisados.

4.12. Analise retrospectiva dos dados de prontuario de criangcas com casos
confirmados de ENTV e de DENV

Ao longo dos anos anteriores em que 0 projeto de pesquisa esteve em
desenvolvimento, houve a deteccado de diferentes virus em LCR (tabela 3). Os casos
positivos identificados por PCR ao longo do periodo de 2014 a 2019 pelos estudos
anteriores foram consultados e foi observado que dos 132 casos positivos, 55 foram
positivos para DENV e 25 foram positivos para ENTV. As criancas que tiveram
amostras com amplificagédo positiva para DENV ou para ENTV tiveram informacdes
coletadas dos prontuarios, como: sexo; idade; sintomas; tempo de internacao;

desfecho; hemograma; leucograma e diagnaéstico final.
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Apbés a coleta dos prontuarios, para dar continuidade as andlises, as
informagbes foram tabuladas e somente os pacientes que haviam sido
diagnosticados com infeccdo viral em SNC, tanto no hospital quanto nas analises
realizadas nas pesquisas prévias foram incluidos no estudo. Destas criancas, as que
apresentavam complicacdes de saude para além da infecgéo viral em SNC também
foram eliminadas das analises. Esta selecdo teve por fim, evitar que outras
condicbes de saude ou patologias altarassem os resultados obtidos, ja que o
objetivo foi observar apenas as duas infec¢des virais de forma isolada. Desta forma,
restaram 23 criancas diagnosticadas com ENTV e 25 casos de criancas
diagnosticadas com DENV. Os dados coletados foram analisadas por meio do
Software GraphPad Prism versao 9.0 (Dotmatics, EUA) e foram considerados dois
grupos a serem comparados: as criancas com ENTV (n=23) e as criancas com
DENV (n=25). Estes grupos tiveram cada uma das variaveis submetidas a analise
da distribuicdo dos dados a partir do teste de Shapiro-wilk. Para os dados que
seguiram um padrdo de distribuicdo dentro de uma curva de Gauss, e portanto
foram consideradas como tendo distribuicdo normal, o teste estatistico para avaliar a
diferenca entre os 2 grupos foi o de Mann-whitney. Os dados que nao tiveram a
distribuicdo considerada como normal foram submetidos ao teste t de Welch. Para
os dados categoricos, foi utilizado o teste exato de Fisher. Foram considerados
como diferengas estatisticamente significativas, os valores de p < 0,05. Houve
guantidade limitada de dados nos prontuarios que permitiam comparacao estatistica,
uma vez que as informagdes coletadas e exames solicitados variaram entre 0s

pacientes.
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Figura 10 - Esquema do fluxo de coleta e tratamento dos dados obtidos nos prontuarios dos
pacientes que tiveram resultados positivos para DENV ou para ENTV entre os anos de 2014 até

2019.
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5. Resultados

5.1. Avaliacdo para determinacdo da metodologia para testagem de PCR em
DENV

Com objetivo de identificar a metodologia mais adequada para a realizagao
das investigagbes para DENV realizadas no presente trabalho, foram comparadas
diferentes metodologias baseadas em PCR (DE MORAIS BRONZONI, et al., 2005
SANTIAGO et al., 2013, ALM et al ., 2014, PATEL et al., 2013) foram comparadas. O
material genético foi extraido a partir de multiplicag&o viral feita em cultivo celular. O
mesmo lote de extracdo de RNA para ambos os virus foi utilizado em todas as
metodologias aqui comparadas, nas diluicées 102, 103, 10*, 10° e 10°.

Apds a comparacdo entre 0s quatro meétodos (tabela 11), foi possivel
observar que a reacdo de RTq-PCR desenhada por ALM et al. (2014) foi a que
apresentou menor sensibilidade, uma vez que houve deteccédo do genoma de DENV
1, até a diluicdo de 103 e para o genoma de DENV 2, a diluicdo de 102 (tabela 11).

Tabela 7 - Comparacgéo entre as metodologias para testagem de DENV

Diluicbes do RNA de DENV 1 Diluicbes do RNA de DENV 2
102 (Ct) 103 (Ct) 10°(Ct) 10° (Ct) 10° (Ct) 107 (Ct) 10%(Ct) 10° (Ct) 10°(Ct) 10°(Ct)

Autor Metodologia

ALM et al ., RT-qPCR

2014 (SYBR green) P(23,35) P(30,62) N N N P(2552) N N N N
PATELetal, RT-gPCR
2013 (SYBR green) e N P (2574) P(31,59) P(32,98) P (3455 N
SANTIAGO  RT-qPCR
q P(21,88) P(30,86) N N N P (20,61) P(28,80) P(31,69) N N

et al, 2013 (Sonda)
DE MORAIS Semi-nested
BRONZONI PCR (one p* p* p* N N p* P* p* p* N
et al., 2005 step)

DE MORAIS Semi-nested

BRONZONI  PCR (Two p* p* N N N p* p* p* p* N
et al., 2005 step)

P = Positivo. N = Negativo. * Deteccdo a partir da visualizacdo de banda em gel de poliacrilamida.

Portanto, nestes casos nao ha Ct.

A reacdo descrita por PATEL et al. (2013) foi capaz de detectar a
amplificacdo do genoma de DENV 1 até a diluicdo de 10*, apos 34,52 ciclos do
teste. Para reagcdo com as diluicdes dos controles positivos de DENV 2, a
metodologia foi capaz de detectar o genoma viral até a diluicdo de 10°, ap6s 34,55

ciclos do teste (tabela 11).
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Os testes realizados para a reacdo de Semi-nested PCR (DE MORAIS
BRONZONI et al., 2005), em ambos os casos (DENV 1 e DENV 2), foram realizados
com duas concentracdes diferentes (1 uL e 05 uL) do material amplificado na
primeira reacdo, que foi levado até a segunda reacdo. N&o foi observado diferenca
quanto a sensibilidade da amplificacdo do material genético, frente as duas
diluicbes. As observagbes feitas em gel de poliacrilamida indicaram que a
metodologia apresenta sensibilidade para detectar a amplificacdo do material
genético até a diluicdo de 10% para DENV 1 e até a diluicdo 10, para o caso de
DENV 2 (tabela 11).

Por fim, a metodologia apresentada por SANTIAGO et al. (2013) revelou
apresentar capacidade de deteccdo da amplificacdo das diluicdbes de DENV 1 até
10* (apds 37,88 ciclos) e para DENV 2, houve amplificacdo em um dos dois pocos
da duplicata da diluicdo de 10*, apds 36,66 ciclos (tabela 11).

Desta forma, as investigacbes para DENV feitas neste estudo, utilizaram 2
das metodologias abordadas acima: os métodos descritos por PATEL et al. (2013) e
por SANTIAGO et al. (2013). Além de terem apresentado bons resultados quanto a
sensibilidade de deteccdo, os testes utilizam técnicas diferentes para marcar a
amplificacdo do material genético, uma vez que a primeira reacdo utiliza o
intercalante de DNA dupla fita SYBR green e a reacao descrita por SANTIAGO et al.
(2013) faz uso de sondas. Ha4 também o fato de que os iniciadores desenhados para
as reacdes possuem afinidades por regibes diferentes do genoma dos virus,
contribuindo assim para que mais alvos fossem investigados, relacionados aos
DENV.

5.2. Investigacdo molecular dos agentes etioldgicos virais em LCR

Neste estudo, foram testadas 196 amostras de LCR, para ENTV, ZIKV,
CHIKV, SARS-CoV-2, DENV 1, 2, 3 e 4, HSV 1 e 2, VZV e iniciadores com
afinidade pela regido NS5 dos orthoflavivirus. Estas amostras foram coletadas de
criancas atendidas no Hospital Infantil Jodo Paulo Il, entre dezembro de 2021 e
setembro de 2023. Foram identificadas como positivas para ENTV, um total de dez

amostras, correspondendo a 5% do total de LCRs testados. Foram consideradas
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como positivas, as amostras que apresentaram amplificagcdo do material genético
em duplicata. 15 (8%) amostras foram consideradas como tendo resultados
inconclusivos para ENTV, uma vez que apenas um dos dois poc¢os da duplicata
apresentou amplificacdo do material genético. Para estas amostras com resultados
inconclusivos para ENTV, o Ct médio foi de 34,68. Estas amostras foram
submetidas a uma nova reacdo com 0os mesmo iniciadores e sonda e seguiram
apresentando amplificacdo em apenas um dos dois pocos.

Com excecao dos ENTV, ndo houve resultados positivos para os demais
virus pesquisados. As amostras tiveram o DNA extraido e foram testadas em uma
mesma placa para o gene de beta-actina humana, HSV 1, HSV 2 e VZV. Entre os
196 DNAs testados, 81 (41,3%) nao apresentaram amplificacdo para de beta-
actina humana.

As amostras positivas para ENTV foram detectadas por meio de RT-gPCR,
tendo um Ct médio de 36,18 (tabela 7). Para tentativa de sequenciamento e
analise filogenética deste material genético, 10 amostras que testaram positivo
para ENTV foram submetidas a uma nova analise, desta vez feita com uma reacéo
de PCR convencional visando amplificar o gene VP1, com fragmento de 357 pb.
Apés corrida do material genético amplificado na PCR convencional, em gel de
poliacrilamida, duas amostras (1498 e 1466) avaliadas apresentaram bandas de

tamanhos proximos ao esperado.

Tabela 8 - Identificadores das amostras e valores de Ct para cada uma das reac¢fes

positivas.
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Numero de

identificacdo Ct médio

do paciente
1498 36,34
1638 36,26
1512 35,93
1515 35,12
1518 35,9
1602 36,11
1652 35,97
1470 36,8
1466 37,7
1558 36,76

Apés recorte das bandas com gel com auxilio de bisturi e protocolo de
purificacdo, o material amplificado dessas duas reacfes foi enviado para a
FIOCRUZ-MG para tentativa de sequenciamento por método de Sanger. Apenas
para uma das reacdes de sequenciamento apresentou dados capazes de serem
comparados e analizados, ja que as outras reacdes nao apresentaram material
genético o suficiente. Apds submeter a sequéncia que obteve bom aproveitamento
a ferramenta online Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), foi identificado
gue o fragmento sequenciado tratava-se de um peda¢o do cromossomo cinco de

Homo sapiens (gene do hospedeiro).

5.3. Caracterizacdo dos pacientes que testaram positivo para ENTV

Foram submetidas a testagem dos virus propostos neste trabalho, 196
amostras de LCR, obtidas de criancas atendidas no HIJPII. Foi possivel obter os
dados dos prontuarios de 174 pacientes. Levando em consideracdo o total de
pacientes estudado, a média de idade foi de 1 ano e 5 meses, 76 (43,6%) das
criancas atendidas eram do sexo feminino e 56,4% (n=98) eram do sexo masculino.
Do total, 101 pacientes tinham como origem, municipios da regido metropolitana de
Belo Horizonte e 73 pacientes eram de Belo Horizonte. Para estes 174 pacientes, o

tempo médio de internacéo foi de 10 dias.
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Foram identificados 10 casos (5%) como positivos para ENTV por RT-qPCR..
Dos 10 casos identificados como positivo para ENTV por RT-gPCR, Destes, quatro
tinham Belo Horizonte como municipio de residéncia, para os outros, cada um era
originario de municipios diferentes, a saber: Contagem; Ribeirdo das Neves; Antbnio
Pereira, Itaina e Moeda (Tabela suplementar 1). Em relacdo a distribuicdo entre os
sexos, sete eram do sexo feminino e trés do sexo masculino. A média de idade entre
estes pacientes foi de um ano e oito meses (variando de trés meses a nove anos de
idade) (Tabela suplementar 1).

Os pacientes 1498, 1638, 1515 e 1518, receberam diagndstico clinico de
encefalite viral e ambos apresentavam outras condi¢cdes que foram identificadas no
processo de atendimento: o paciente 1498 foi diagnosticado como portador de
Diabetes Mellitus insulino-dependente em processo de acidose metabdlica e SARS
e 0 paciente 1638 com gastroenterite/colite. O individuo 1515 também foi
diagnéticado com COVID-19 e hénia inguinal. Para crianga identificada por 1518,
houve o dioagnédsitco clinico de infeccdo por Herpesvirus. O paciente 1652 foi
diagnosticado no hospital com meningite viral ndo especificada. O paciente com
identificacdo 1512 apresentava quadro identificado como sindrome de Guillain barré
e acidose (Tabela suplementar 1).

Os pacientes identificados por 1602, 1470, 1558, receberam diagnésticos
clinicos distintos de condi¢cdes associadas a infeccbes virais em SNC (Dor
abdominal e pélvica, comunicagdo interatrial/permeabilidade do canal arterial e
outras pneumonias bacterianas, respectivamente). Cinco dos seis pacientes
apresentaram melhora do quadro e receberam alta hospitalar. O paciente 1602 foi
transferido para outra unidade de atendimento, portanto ndo ha dados sobre o
desfecho clinico. O paciente1466 foi identificado com pneumonite devido a alimento
ou vOmito e convulsdes febris (Tabela suplementar 1).

Apos coleta e observacao dos dados clinicos, foi possivel notar que o tempo
médio de internacdo desses pacientes foi de seis dias. Com excecdo do paciente
1602, que foi transferido para outro hospital apos trés dias, o menor tempo de
internacédo foi de 5 dias (paciente 1466). JA& o maior tempo de internacdo foi do
paciente 1512, com 63 dias de internacéo e que estava sendo acompanhado frente
sindrome de Guillain-barré (Tabela suplementar 1).

Os sintomas apresentados entre as criangas que tiveram resultados positivos

para ENTV foram observados e foi possivel notar que febre e vbmito foram as
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manifestagcbes com maior prevaléncia, surgindo em 60% dos casos (Figura 11 A e
B). Em seguida, sintomas como confusdo mental e convulséo foram reportados em
30% dos casos (Figura 11 C e D). Cefaléia e rigidez de nuca foram manifestacdes
clinicas encontradas em 20% dos casos (Figura E e F) e artralgia e sinais focais
foram reportados em apenas um paciente (Figura 11 G e H). Diarréia e exantema

nao foram sintomas identificados entre estas criangas (Figura 11 1 e J).
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Figura 11 - Graficos representando presenca ou auséncia de sintomas relatados durante o periodo de
internacdo, dos pacientes que testaram positivo para ENTV. A porcao vermelha do grafico representa
0 conjunto de criancas que nao apresentavam o sintoma. A cor azul do grafico representa o conjunto
de criancas que apresentavam o sintoma. (A) gréfico representando a porcentagem de pacientes com
ou sem febre. (B) Representacdo da presenca ou auséncia de vomito. (C) Imagens demonstrativas
da presenca ou auséncia de confusédo mental e (D) de convulséo. (E) Procentagens de presenca ou
auséncia de cefaleia e (F) rigidez de nuca. (G) gréfico representando a porcentagem de pacientes
com ou sem artralgia. (H) Representacdo da presenca ou auséncia de sinais focais. (I) Procentagens
de presenca ou auséncia de diarréia. (J) Procentagens de presenca ou auséncia de exantema.
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Dos 10 pacientes que tiveram resultados positivos para a amplificacdo do
material genético em RTgPCR, dados dos hemogramas de cinco crian¢cas foram
obtidos (tabela 8). Os resultados dos hemogramas indicaram médias de 4,07
milhdes de hemacias/mm3, hemoglobina em 9,7 g/dL e hematdcrito de 30,9%. Para
os valores de Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), a média obtida foi de 26,4 pg,
CHCM com valor médio de 33,7 g/dL, e por fim, as médias de Volume Corpuscular
Médio (VCM) e Red cell distribution width (RDW) foram de 78,4 fL e 16,3%,
respectivamente (tabela 8). Uma vez que a idade dos pacientes variou de trés
meses de vida até os nove anos da idade e que os valores considerados como
normais para os padrdes hematimétricos variam de acordo com a idade da criancga,
para cada caso dos pacientes observados (tabela 8), valores de referéncia
adequados foram adotados. Foi utilizado como base para os valores de referéncia
aqui adotados, material elaborado e disponibilizado pelo Programa Nacional de
Controle de Qualidade (PNCQ, 2019). A partir das comparacdes com estes valores
de referéncia, foi possivel notar que os pacientes com identificacdo 1602 e 1558
apresentavam valores das quantificacbes de hemacias, hemoglobina e hematdcrito,
abaixo dos valores considerados normais (tabela 8), estes dados sugerem presencga
de anemia nestes pacientes. O paciente 1558 apresentou VCM acima dos valores
preconizados, uma vez que houve quantificacéo de 92,2 fL (tabela 8), frente aos 72-
84 fL, margem adotada como referéncia para valores de VCM em criancas de 11
meses de idade (PNCQ, 2019) (caso do paciente 1558). Para todas as criangas que
tiveram os dados aqui analisados, os valores relacionados a quantificacdo das
plaquetas estavam dentro dos padrdes de normalidade.

Tabela 9 - Padrées hematimétricos identificados nos pacientes que testarem positivo para ENTV.

. . Hemacias

'ge""ﬁ"_a‘?a" (milhes/ Hemoglobina Hematécrito HCM CHCM VCM  RDW  Plaquetas

o paciente  me) (g/dL) (%) (Pg)  (gdl) (L) (%)  (mmd)
1638 4,65 12,9 37,7 277 342 81 13,7 429.000
1602 3,41 9 26,8 264 337 784 137 437.000
1652 4,7 12 35 255 343 745 163 415000
1466 4,07 9,7 28,9 238 335 71,1 171 300.000
1558 3,36 9,6 30,9 287 312 922 17,7 231.000

Média 4,07 9,7 30,9 26,4 33,7 78,4 16,3 415.000




65

Estes cinco pacientes quer tiveram os dados dos hemogramass obtidos,
também tiveram oss resultados dos leucogramas (tabela 9) e das quantificacdes
bioquimicas e celulares do LCR coletados, analizados (tabela 10). Para estas
observacdes, foram adotodos os valores de referéncia fornecidos no documento de
protocolo de encaminhamento para hematologia pediatrica da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (TELESSAUDERS-UFRGS, 2018).

As observacfes do leucograma indicaram leucocitose nos pacientes 1652 e
1558, ambos com neutrofilia (valor de referéncia para ambos o0s pacientes para
leucécitos totais = 6.000-17.500 mm3. Para neutrofilos segmentados = 1.500-8.500
mm3). O paciente 1638 apresentou linfopenia, sem leucopenia (Valor de referéncia
para linfocitos = 3.000- 9.500 e para leucdcitos totais = 6.000-17.000). O paciente
1602 apresentou linfopenia, sem leucopenia e neutrofilia (Linfécitos = 1.500-6.500
mm?3, leucécitos totais = 4.500-13.500 mm3 e neutréfilos = 1.800-8.000 mm3). O
paciente 1466 ndo apresentou alteracbes nos valores do leucograma
(TELESSAUDERS-UFRGS, 2018). N&o houve pacientes apresentando leucocitose
em LCR (Tabela 10) sendo valores de referéncia estabelecidos por Comar et al.,
(2009)

Os resultados dos exames de LCR mostram que de forma geral, ha uma
predominancia de linfécitos entre as células encontradas nos LCRs. Os linfocitos
compdem em média, 83% (minimo de 78% e maximo de 90%) das células
identificadas nos LCRs das criangcas que tiveram resultado positivo para a
amplificacdo no material genético de ENTV (Tabela 10). Duas criangas
apresentaram valores de proteina em LCR, acima do valor preconizado 1602 (40
mg/dL) e 1558 (34 mg/dL) e uma crianca apresentou valores de proteinas abaixo
dos valores de referéncia sugeridos (paciente 1466, com concentracao de proteinas
em LCR de em <10 mg/dL), que sdo de 15-30 mg/dL (BRU et al., 2000). Entre os
pacientes, a média da concentracdo de proteinas foi de 20,5 (mg/dL) (Minimo em
<10 mg/dL e maximo de 40 mg/dL).

Dentre os valores de lactato, os pacientes que testaram positivo para ENTV
apresentaram concentragdes em meédia de 1,4 mmol/L (Minimo de 1,1 mmol/L e
maximo de 6,1 mmol/L) (Tabela 10). De acordo com os valores de referéncia

estabelecidos por Comar et al., (2009), ndo houve quantificacdes abaixo do valor
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preconizado (1,13 mmol/L -2,23 mmol/L). O paciente 1558 apresentou valores cima
dos adotados como referéncia, com 6,1 mmol/L.

Tabela 10 - Padrdes leucocitarios identificados nos pacientes que testarem positivo para ENTV

] Meutréfilos
Idenllﬁc_agéu do | eucécitos linfécitos/ segmentados/ Eosindfilos/ Mondcitos/

paciente fmm?® mm? mm? mm? mm?
1638 9.670 2.168 6.156 87 347
1602 12.460 1.246 10..466 125 623
1652 20.110 7.0389 11.061 603 402
1466 16.560 4.636 8.280 331 330
1558 19.220 3.652 0.033 192 403
Média 16.560 3.652 8.657 192 402

Tabela 11 - Quantificagdes bioquimicas e celulares em LCR, identificados nos pacientes que testarem
positivo para ENTV.

Identificacdo do Leucdcitos Linfécitos Mondcitos Neutrofilos Lactato  Glicose Proteinas

paciente (mm?) (%) (%) (%) (mmol/L) (mg/dL) (mg/dL)
1638 11 78 21 1 11 56 15
1602 3 80 20 0 14 61 40
1652 26 90 0 10 1,3 53 23
1466 8 83 16 0 1,6 77 <10
1558 2 88 10 1 6,1 69 34
Média 8 83 16 1 14 61 28,5

5.4. Analise retrospectiva de dados dos prontuarios dos pacientes
diagnosticados com ENTV e com DENV entre 2014 e 2019

Foram analisados retrospectivamente, dados dos prontuarios de pacientes
qgue foram atendidos no Hospital Infantil Jo&o Paulo I, com suspeita de infeccdo em
SNC entre os anos de 2014 e 2019, com confirmacao laboratorial de infec¢ao por.
Estes pacientes tiveram o diagnostico confirmado, tanto por via laboratorial como por
observacéo clinica, de quadros de infec¢éo viral em SNC.

Foram identificados 23 pacientes diagnosticados com ENTV e 22 criancas
diagnosticadas com DENV, destes 80% (n=36) eram do sexo masculino (n=16 para

DENV e n=20 para ENTV). A distribuicdo entre os sexos néo variou entre os tipos de



67

infeccdo (figura 12 A). A média de idade entre os pacientes com DENV foi de 8
meses e a média de idade dos pacientes com ENTV foi de 3,4 anos.

Alguns sinais e sintomas observados durante o periodo de internacdo foram
coletados e comparados estatisticamente entre os dois grupos como: presenca de
febre; cefaleia; exantema; vomitos; convulsdes e dias de internacao (Figura 12 B, C,
D, E, F e G). Entre as variaveis listadas acima, houve diferenca estatisticamente
significativa apenas quando comparada a presenca de convulsées entre os dois
grupos (p= 0,0039), uma vez que houveram 10 criancas diagnosticadas com DENV
e uma crianca diagnosticada com ENTV apresentando o quadro (Figura 12 F). E
possivel notar que, independente do agente etiolégico, a presenca de febre e vémito
e a auséncia de exantema sdo fatores em comum na maioria dos quadros

infecciosos observados (Figura 12 B, D e E).

>
)
L]
]
o
N
o
]
(9]

22 5 159 13 p=0,1031

20 p=0.2837 p = 0,4889 "

]
[=]
1

10

16
154
7
10+
6 5
3 5 94 2 .
0
T T 0- 0-

I I 1 T
Masculino Feminino com febre Sem febre com cefaléia Sem cefaléia

- -
=] <
1 1

o
1
Numero de pacientes

Numero de pacientes
Numero de pacientes
[+2]

o
|

o
m
-

20 18 20
p = >0,9999

[~
o
]

25
17 "
p = 0,3422 p =0,0039 20

15+ 20-

=
w
1

12 5

12
10_ 10
10+

Numero de pacientes
o =
1 1
w
Numero de pacientes

Nimero de pacientes

o

1

. -
4’19_

o

1

=

|

—

T T 1 I
2 Com vomito  Sem vomito o 2



68

(=]
o

p = 0,2391

= =13
o (=]
] ]

Dias de internagao
(=]
(=]
]

Distribuicao de pacientes

B oy ENTV

Figura 12 - Comparagéo da presenga e auséncia de sintomas entre pacientes com DENV ou com
ENTV. Todos os simbolos em azul representam os pacientes que testaram positivo para DENV. Os
simbolos amarelos representam os pacientes que testaram positivo para ENTV. (A) Comparacao
entre os sexos entre pacientes com DENV e ENTV (teste exato de Fisher). (B) Comparacédo da
presenca de febre, analise feita com teste exato de Fisher. (C ) Comparacao frente ao sintoma de
cefaleia entre pacientes com DENV e ENTV (teste exato de Fisher). (D) Comparacéo frente ao
sintoma de exantema, andlise feita com teste exato de Fisher. (E) Comparacdo da presenca de
vbmito feito por teste exato de Fisher. (F) Comparacdo frente a quadro de convulsdo entre
pacientes com DENV e ENTV, neste caso o teste exato de Fisher indicou diferenga significativa
entre os 2 grupos. (G) Comparacao entre os dias de internacao, feito com teste de Mann Whitney.

Padr6es hematimétricos, obtidos a partir do hemograma dos mesmos
pacientes também foram coletados e utilizados para comparar os dois grupos.
Foram realizadas comparacdes entre 0os grupos infectados por DENV e por ENTV,
das seguintes avaliagdes: concentracdo de hemacias; Concentracdo da
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM); Hemoglobina Corpuscular Média (HCM);
Volume Corpuscular Médio (VCM); Red cell distribution width (RDW) e hematdcrito;
(Figura13A,B,C,D,EeF).

Houve diferenca estatistica entre cinco dos sete padrdes hematimétricos
observados, onde os pacientes que testaram positivo para ENTV apresentaram
niveis mais elevados de Hemoglobina, HCM, VCM e Hematoécrito, do que os
pacientes que testaram positivo para DENV. Ja os pacientes diagnosticados com

DENV apresentaram valores maiores de RDW (Figura 13 F).
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Figura 13 - Comparag¢8es dos valores encontrados nos padrées hematimétricos de pacientes

com DENV e com ENTV. Todos os simbolos em azul representam 0s pacientes que testaram

positivo para DENV. Os simbolos amarelos representam o0s pacientes que testaram positivo para

ENTV. (A) Realagdo entre os 2 grupos, sobre as concentracbes de hemacias. Teste de Mann-

Whitney foi empregado. (B) Valores comparativos de CHCM para 2 grupos. Teste Mann-Whitney foi
utilizado. (C) Valores comparativos de HCM para 2 grupos. Teste Mann-Whitney foi utilizado. (D)

VCM, Para este caso o teste T ndo pareado foi utilizado. (E) Valores comparativos de RDW para 2

grupos.Teste Mann-Whitney foi

grupos.Teste Mann-Whitney foi utilizado.

utilizado. (F) Valores comparativos de hematécrito para 2
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6. Discussao

Dentre os virus testados neste trabalho, houve resultados positivos para a
amplificacdo do material genético de ENTV em 5% dos casos, além de 8% de
resultados considerados como inconclusivos, uma vez que ndo foi observada
amplificacdo do material genético em duplicata. 88% das amostras néao
apresentaram amplificacdo do material genético para nenhum dos virus
investigados.

O HIJPIl é um centro de referéncia para doencas infectocontagiosas em
pediatria, que acolhe criancas de todo o estado de Minas Gerais, em especial de
Belo Horizonte e regido metropolitana. Em estudos anteriores (Oliveira., 2015;
Marinho., 2019; Crispim., 2020; Rebuite., 2021), com pacientes vindos do mesmo
hospital, as taxas de deteccdo de agentes virais variaram entre 5,3% e 62,9%,
durante pesquisas feitas entre os anos de 2011 e 2020 (tabela 3). A taxa de
deteccdo de resultados € diretamente impactada pelos critérios de selecdo das
amostras, uma vez que as amostras englobadas neste trabalho ndo passaram por
qualquer tipo de triagem prévia. Logo, ndo havia separacdo entre as amostras em
gue os profissionais do hospital ndo suspeitavam de infeccao viral. Adicionalmente,
o HIJPIl tem como procedimento padrao, coletar o LCR de todas as criancas com
menos de dois meses de vida, que apresentam quadros febris, sem causa
determinada. Estes pacientes foram incluidos nas analises realizadas no presente
estudo, e podem contribuir também para a variacdo das taxas de deteccao.

Outras pesquisas realizadas em territério brasileiro, relacionados a deteccgao
de virus em SNC contribuem para um melhor entendimento destas infecgbes. No
estado do Amazonas, um estudo conduzido entre 2010 e 2012, avaliou 165
amostras de LCR de pacientes com suspeita de infecgao viral no SNC, utilizando
diferentes variacdes da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Esta pesquisa
identificou o agente etiologico viral em 29,7% das amostras. Os agentes detectados
em maior quantidade foram os enterovirus, encontrados em 32,6% (n=16) das
amostras positivas. Os herpesvirus foram o segundo tipo mais encontrado, no qual
22,4% (n=11) foram diagnosticados com infeccéo por Epstein-Barr (EBV), VZV foi

identificado em 20,4% (n=10) dos casos positivos. Foram diagnosticadas como
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positivas para citomegalovirus (CMV) nove amostras (18,4%), e para o caso dos
HSV-1 e HSV-2, foram identificados em duas amostras cada (4,1%). Arbovirus
foram identificados nesta mesma pesquisa em 14,3% das amostras, sendo quatro
casos positivos para dengue e trés para o virus oropouche (BASTOS et at., 2014).

Em outra pesquisa no estado do Amazonas (2011 a 2017), 700 amostras de
LCR de pacientes com suspeita de infeccdo em SNC, com pacientes
majoritariamente em idade adulta (média de idade de 28,5 anos), foram submetidas
a testagem molecular e soroldgica para os quatro sorotipos de DENV. Neste caso,
28 amostras foram consideradas como positivas para DENV, sendo que 85,7% das
deteccdes foram realizadas por enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), feitos
para pesquisa de imunoglobulina M (IgM). Ja 14,3% dos casos de DENV foram
identificados por RT-qPCR (BASTOS et at., 2019).

Pacientes atendidos em um hospital na cidade de Salvador (BA), entre os
anos de 2014 até 2016, e que tiveram suspeita de infeccao viral em SNC, tiveram o
LCR coletado e testado para ENTV, DENV, CHIKV e ZIKV, HSV-1 e 2, VZV, EBV e
CMV. Criancas de até 10 anos de idade, representavam 34,1% dos pacientes.
Dentre os 170 pacientes que tiveram o LCR testado, 37 obtiveram resultado positivo
para algum dos virus testados, seja por PCR (17,1% de detec¢des) ou por ELISA
(9,3% de deteccbes). Os agentes virais detectados em maior frequéncia foram os
ENTV e DENV (ambos com 27% dos casos positivos). Curiosamente, 0S casos
identificados como positivos foram detectados apenas em uma das duas
metodologias, ndo havendo nenhuma amostra que obteve, ao mesmo tempo,
resultado final para o mesmo virus, tanto em PCR como por ELISA (DIAS et al.,
2022).

No estado de S&o Paulo, um estudo conduzido com 500 amostras de LCR de
pacientes com suspeita de encefalite aguda, atendidos em um hospital universitario
entre os anos de 2012 e 2013, foram testados por RT-qgPCR para DENV 1, 2, 3 e 4,
virus da febre amarela, virus da encefalite de St. Louis, virus do Nilo ocidental, além
de pesquisa para a regido NS5 dos Alphavirus e para os enterovirus. Foram
pesquisados por PCR: HSV-1 e 2; VZV; CMV; EBV; Roselovirus humanabeta 7, 6a e
6b. Foram identificados resultados positivos em 5,2% das amostras (n= 26). Destes,
12 casos foram positivos para herpesvirus, nove casos positivo para ENTV, além de
dois casos de DENV e uma analise positiva para virus da encefalite de St. Louis
(FERREIRA et al., 2019).
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A partir da comparacao entre os resultados do presente estudo e de estudos
anteriores com caracteristicas semelhantes, é possivel observar que a taxa de casos
em que foi possivel identificar o agente etiologico viral (5%), é condizente com a
literatura, em especial para as pesquisas em que nao houve triagem prévia das
amostras submetidas a analise, com base em sinais e sintomas.

Até o presente momento, sdo escassas as pesquisas realizadas no Brasil,
relacionadas a investigacdo de infeccdées em SNC por virus, feitas exclusivamente
com pacientes pediatricos. Além das investigacdes feitas em Belo Horizonte (MG)
por pesquisadores do Laboratério de Virus (Instituto de Ciéncias Biologicas -
Universidade Federal de Minas Gerais), entre os anos de 2011 e 2023, ao qual o
presente estudo faz parte, foi encontrada apenas uma analise, realizada no estado
do Amazonas (MARINHO et al.,, 2023). Esta pesquisa englobou 689 pacientes
atendidos em diferentes hospitais, admitidos entre os anos de 2014 e 2019, que
tinham de trés meses de vida até os 15 anos de idade. Apés testagens com o LCR
por gPCR, RT-gPCR e por sorologia, 30 amostras obtiveram resultado positivo para
enterovirus, citomegalovirus, VZV, EBV ou arbovirus. Os enterovirus constituem os
principais agentes virais detectados por estes autores, estando presentes em 43,3%
das amostras de LCR que testaram positivo. Dos casos, seis foram identificados
com meningite e cinco com encefalite (MARINHO et al., 2023).

Os enterovirus sdo amplamente conhecidos como agentes virais associados
as infeccdes do sistema nervoso central (SNC) (HUANG; SHIH, 2015; ROCHA et al.,
2021). Neste estudo, houve resultados positivos somente para ENTV (n=10), no
entanto, as tentativas de sequenciamento para posterior genotipagem néo foram
bem sucedidas. Em estudo conduzido na cidade de S&o José do Rio Preto,
localizada no interior do estado de S&o Paulo, foram testadas 288 amostras de LCR,
coletadas de pacientes de todas as idades. Diversos enterovirus diferentes foram
testados, utilizando metodologias de RT-PCR, RT-gPCR e ELISA. Foram
identificados 16 casos positivos para ENTV e a genotipagem de cinco amostras
indicou a presenca de echovirus 3 (E3), coxsackie virus A6 (CVAB6) e coxsackie virus
B4 (CVB4) (ROCHA et al., 2021). Um estudo multicéntrico realizado em territério
brasileiro foi capaz de identificar que ha uma diversidade de enterovirus sendo
responsaveis por infeccbes em SNC, no entanto, 66,8% dos casos identificados
foram causados por echovirus 30 e echovirus 6 (RAMALHO et al., 2019).

No ano de 2005, foi reportado um surto de meningite viral no estado do Rio de
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Janeiro, do qual 22 pacientes tiveram infeccdo confirmada para echovirus 30, com
criancas de 1 a 9 anos como as mais afetadas (PINTO JUNIOR et al., 2019). Em
2004, localizado na cidade de Sdo Joaquim da Barra (SP) outro surto de meningite
foi identificado, no qual 12 amostras de LCR coletadas no periodo testaram positivo
para echovirus 6 (LUCHS et al., 2008). A circulacdo de echovirus 6 na cidade de
Belo Horizonte, em pacientes pediatricos, foi constatada por Rebuite os Santos
(2021), apds analisar por RT-gPCR, amostras advindas do HIJPIl, mesmo hospital
em que o presente estudo coletou as amostras de LCR. Outros estudos realizados
em paises diversos sugerem predominéncia para coxsackie virus e echovirus, como
responsaveis por causar encefalite e meningite (SAWYER, 2001; ZAOUTIS, 1998;
TAVAKOLI et al., 2008; KUPILA, 2006)

A porcentagem de deteccdo de virus em LCR, entre diferentes estudos e
localidades, apresenta variacdes que podem ser impactadas por questdes como
estacdes do ano e sazonalidade (PONS-SALOR et al., 2018), critérios de incluséo e
exclusdo de pacientes ou presenca e auséncia de aglomeracdes, como no caso do
distanciamento social, uso de mascaras e medidas de higienizacéo, estabelecidas
como contencdo durante a pandemia de coronavirus (HATOUN et al., 2020). Este
ualtimo fez com que as pessoas de forma geral, incluindo criancas, ficassem reclusas
durante longo periodo de tempo. Interferindo diretamente na dindmica de
transmissao de diversas outras doencas infectocontagiosas (HATOUN et al., 2020).
Parcela significativa das amostras analisadas neste estudo foi coletada quando
medidas relacionadas ao controle da disseminacdo de SARS-CoV-2 estavam em
vigor. Desta forma, é possivel observar que fatores como: presenca ou auséncia de
triagem prévia dos pacientes; utilizacdo ou ndo de metodologias complementares
para diagndstico; diversidade de agentes etioldgicos capazes de eliciar manifestacéo
em SNC e a sensibilidade dos testes adotados, como fatores capazes de interferir
diretamente nas porcentagens encontradas entre os estudos aqui observados e 0s
dados obtidos nas andlises trazidas pelo presente trabalho.

Em relacdo aos achados celulares e bioquimicos em LCR das criangas que
testaram positivo para ENTV neste estudo, houve predominancia, em meédia, de
83% de linfocitos, frente a presenca de outros leucocitos. ALMEIDA et al., (2007)
indica que criangcas saudaveis tendem a apresentar mondcitos em maiores
quantidade, em até 80% da contagem total de leucocitos. A presenca de linfocitose €

associada, comumente, a infeccdes de origem fungicas, micobacterinas ou virais em
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SNC (STRASINGER & LORENZO, 2008)

Valores aumentados de proteinas em LCR sdo considerados como alteracdes
comuns em andlise (JERRARD et al., 2001). Este dado é abordado como
inespecifico, uma vez que é possivel observar aumento de proteinas em LCR, em
casos de hemorragias intracranianas, uso de medicamentos, processos
inflamatorios, doencas infecciosas, Guillain-Barré, esclerose mudltipla, processos
carconogénicos e alteracfes endocrinoldgicas. Portanto, estes valores devem ser
considerados apenas quando ha correlacdo entre a clinica e os outros resultados de
exames solicitados (SEEHUSEN et at., 2003).

A privacdo de oxigénio e destruicdo tecidual levam ao aumento nas
concentracbes de lactato em LCR, sendo, portanto, relacionado com diferentes
origens de dano na regido do SNC (SEEHUSEN et at., 2003). As quantificacfes de
lactato podem ser utilizadas, junto com outros marcadores, para contribuir com a
diferenciacdo entre meningites de origem viral ou bacteriana (DIMAS & PUCCIONI.,
2008)

Entre os padrdes hematimétricos observados, foram identificadas diferencas
estatisticas em cinco indices entre pacientes diagnosticados com DENV e ENTV. Os
valores de hemoglobina, HCM, VCM e hematdcrito mostraram-se mais elevados nos
casos positivos para ENTV do que nos positivos para DENV. No entanto, em ambos
0S casos, as médias aritméticas estdo dentro dos valores de referéncia. O mesmo
padrao foi observado para o RDW, que apresentou valores mais altos nos casos
positivos para DENV. No entanto, nota-se uma maior variacdo nos indices
hematimétricos nos casos de DENV.

Em pacientes com dengue, os parametros hematimétricos variam de acordo
com o estagio e gravidade da infeccdo. Menores valores encontrados dentre os
parametros estdo associados a duracdo da internacdo hospitalar, desenvolvimento
de complicacdes, mortalidade, entre outros (NANDWANI et al., 2021). Quadros
infecciosos mais graves de dengue estdo ligados a maiores niveis de
hemoconcentracédo, resultando em elevagcdo dos valores de hemoglobina e
hematocrito (JAYADAS et al., 2019). No presente estudo, os valores dos parametros
hematimétricos encontrados na maioria dos pacientes com DENV podem estar
relacionados a quadros infecciosos brandos. Isso € corroborado pelo RDW, em
decorréncia a existéncia de diferentes tipos de hemacias com variados tamanhos e

coloracdes, resultantes de valores alterados de HCM, VCM e hemoglobina. Ja
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infeccdo por enterovirus esta mais associada a quadros assintomaticos, infec¢des
respiratérias e gastrointestinais em casos mais leves, ou a doencas mais graves,
como encefalite, meningite, hepatite, entre outras (DE CROM et al., 2016). Em
certos casos, 0s padrdes hematimétricos podem ser usados em conjunto com outros

exames como preditores de condi¢cdes mais graves (CHUANG; HUANG, 2019).
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7. Conclusdes

A partir das andlises realizadas, ndo foram encontrados arbovirus, herpes
virus humano do tipo 1, 2 e 3 e nem SARS-CoV-2 nas amostras. Este estudo
reforcou a significativa relevancia dos enterovirus como principais agentes virais
associados as infec¢des no sistema nervoso central (SNC) em neonatos e criangas,
uma vez que foram encontrados em 5% dos casos. Além disso, foi possivel
caracterizar esses pacientes em relacdo a diversos aspectos, como idade média,
sexo, sintomas, resultados de hemograma e andlise bioquimica do liquido
cefalorraquidiano (LCR). Tais dados n&o apenas enriquecem a compreensao dessas
infeccbes na populacdo pediatrica, mas também ressaltam a importancia de
intensificar os testes para diferentes virus, utilizando tanto a RT-gPCR e qPCR
quanto a incorporacdo de imunoensaios, como 0 ELISA, que se mostrou uma
metodologia complementar eficaz em pesquisas de caracteristicas semelhantes
realizadas por diversos autores.

Frente a pesquisas que adotaram metodologias e pacientes com
caracteristicas semelhantes, € possivel concluir que os resultados obtidos no
presente estudo, estdo em consonancia e de acordo com a literatura.

Adicionalmente, a comparacado realizada neste estudo entre os dois virus
diagnosticados com maior frequéncia nos LCRs dos pacientes atendidos no Hospital
Infantil Jodo Paulo Il (HIJPII) entre os anos de 2014 e 2019 - o DENV e o0 ENTV -
revelou diferengas significativas, como a sugestiva baixa frequéncia de convulsdes
em pacientes infectados por ENTV no SNC. Além disso, as andlises também
evidenciaram diferencas nos achados de hemograma entre as infec¢cdes por DENV
ou ENTV. Portanto, mais estudos sao necessarios, com a expansado das
metodologias adotadas para a pesquisa e identificacdo dos virus de interesse, bem
como dos exames laboratoriais requeridos. Esse conjunto de observacdes podera
permitir a obtencdo de dados robustos relacionados aos agentes etiologicos que
causam infec¢des virais no SNC na populacdo pediatrica, bem como a sua

patogénese.
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9. Material suplementar

Tabela suplementar 1 — Informagdes clinicas coletadas dos prontuarios dos pacientes que

testaram positivo para ENTV
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336 a6 303 231000 8.7 2o oazz 17,7 13220 3662 a0 132 4036 bastonetes
4,07 ar 283 00000 238 335 T 171 1EGED 175 - &0 - bastonetes
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Anilize do LCR

*rezemga de

. cElulas Lemcocite Linfociteo Mondcito Memtrafilos h.””nﬂ.ﬂ.—nn.ﬂ. Glicose -uq.u.ﬁn“.n-l PCR AST ALT
imateras? = [mm") = [X]) = [X) [x]) [mgidL]
o 1 [mgfdL}
guai=s?
] 2 100 Ju] Ju] 1.5 161 13 159 - -
] 1 i 21 1 1.1 1] 15 <8 - -
] 2 ] 0 Ju] 1.7 3] Bag 1499 BE 10
] 3 72 12 g 1.2 36 537 <5 - -
bastonetes 3 T2 1z a 12 36 EG <6 1= -
] 2 94 5 1 1.2 ] 55 6.3 25 -
bastonetes 2E a0 i} 10 12 a3 23 .7 14 12
bastonetes 1 ET 1= 1] 14 56 A4 26 - -
bastonetes 2 55 0 1 E.1 B3 34 25833 26 13

bastonetes g 53 16 Ju] 16 vv <10 <10 B2 -

trado/coletado, N = negativo.

a0 encon

sexo feminino, M = sexo masculino, - = dado na

F =
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10. Participacéo e organizagcdo em eventos cientificos e atividade de extenséo

- Participagdo no programa de extensao “Ciéncia pra vocé — UFMG”, voltado para

divuldacao cientifica em redes sociais. (Setembro de 2022 a agosto de 2023)
- Organizacao do Simpésio de Microbiologia — UFMG (27 a 29 de setembro de 2022)
- Apresentacgodes de trabalhos:

58° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical (10 a 13 de setembro
de 2023)

1- Infeccbes no sistema nervoso central causadas por dengue virus ou
enterovirus relacionados a diferentes padrées hematimétricos, em pacientes

pediatricos de Minas Gerais.
V FAMERP-UTMB Emerging Infections in the Americas (25 a 28 de julho de 2023)

1- Identification of enterovirus and absence of detection of flavivirus and
Chikungunya virus in pediatric patitents with suspected central nevous system
infection in the metropolitan region of Belo Horizonte (MG), during 2022.

34° Congresso da Sociedade Brasileira de Virologia (24 a 27 de setembro de 2023)

1- Central nevous sistem infections by dengue virus are more related to the
presence of seizures when compared to enterovirus infections in pediatric
patients.

2- Detection of enterovirus in cerebroespinal fluid from pediatric patients with
suspected central nervous system infection in the metropolitan region of Belo
Horizonte (MG), during 2022.



