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RESUMO

Epstein-Barr virus pertence a subfamilia Gammaherpesvirinae da familia
Herpesviridae e é o0 agente etioldégico da mononucleose infecciosa. A transmissdo de EBV
geralmente é pela saliva, sendo o quadro classico de infec¢do primaria a mononucleose
apenas 5% dos casos evoluem para quadros de meningoencefalites. Os grupos de risco
sdo principalmente criancas na primeira infancia e pacientes imunocomprometidos. No
Brasil, nos ultimos 10 anos foram registrados aproximadamente 22 mil casos de
meningites e encefalites virais, sendo 52% dos casos em criancas com até 14 anos de
idade. O ensaio de PCR em tempo real (QPCR) revoluciona o diagnostico de
neuroinfecgdes virais. O objetivo deste trabalho foi detectar a presengca de DNA gendmico
e de mRNA de EBV por qPCR para casos de meningoencefalites em pacientes de Minas
Gerais e construir, com base na analise de prontuario dos pacientes e dados disponiveis
no DATASUS, um breve panorama dos casos de meningoencefalites por EBV. Amostras
de liquor de 390 pacientes foram avaliados por q°PCR SYBR Green empregando 0s
iniciadores EBNA-1 e gp350. Das amostras testadas 78 foram positivas para EBV (QPCR
e sequenciamento). Destes, 48,7% tinham até 5 anos de idade quando foram internados.
Os resultados obtidos neste estudo corroboram com os casos descritos na literatura e
alertam para a frequéncia de infeccdo por EBV em meningoencefalite, 0 que pode

impactar no progndstico e tratamento da doenca.



ABSTRACT

Epstein-Barr (EBV) belongs to the Herpesviridae family and it is the etiological
agent of infectious mononucleosis (IM). EBV transmission usually its through saliva.
Only 5% of the mononucleosis cases evolves to meningoencephalitis. The risk group are
in major children on the early ages and immunocompromised patients. In Brazil, on the
last 10 years almost 22 thousand cases of viral meningitis and encephalitis were
registered, being in 52% of the cases children up to 14 years old. The real time PCR assay
(gPCR) improve the neuroinfections diagnostic. The aim of this work was to detect the
presence of EBV genomic DNA and mRNA by gPCR in meningoecephalitis cases in
patients from Minas Gerais. Based on patients medical records analysis and
epidemiological data available on DATASUS we build an overview of EBV associated
meningoencephalitis cases. Cerebrospinal fluid (CSF) from 390 patients were evaluated
by gPCR SYBR Green using EBNA-1 and gp350 primers, and 78 samples were EBV
positive. From those, 48,7% were children up to 5 years old. The results obtained in this
study corroborates with articles and cases reported in literature and warn about the
frequency of EBV meningonencephalitis, which may impact on prognosis and treatment

of the infection.
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INTRODUCAO
1. InfecgOes virais do sistema nervoso central (SNC)

O sistema nervoso central (SNC) é sede de infeccdo para diversos agentes, dentre
eles os virus. Infeccbes no SNC ndo ocorrem com facilidade, pois o cérebro apresenta
uma protecdo fisica que é a barreira hematoencefalica e o sistema imune, por isso a

maioria das infeccGes sistémicas ndo envolvem o SNC (Sejvar, 2014).

N&o ha restricdes de hospedeiros nas neuroinfecgdes virais, entretanto, criancas
até 5 anos de idade e imunocomprometidos comp&em o grupo de risco mais propenso a
desenvolver doencas no SNC. Em recém-nascidos e criangas 0s sintomas Sao
inespecificos e iniciam com febre e, ndo indicam de imediato, se tratar de uma infeccéo
viral no SNC (CDC, 2016).

2. Meningoencefalites

A resposta inflamatoria de neuroinfeccGes pode levar a quadros de encefalites,

meningites ou meningoencefalites (Koyuncu & Hogue, 2013).

Encefalite é definida como uma condicdo inflamatéria do parénquima cerebral e
0s sinais clinicos mais comuns sao dores de cabeca, confusdo mental e convulsdes. Em
analises laboratoriais de liquido cefalorraquidiano (LCR) constata-se aumento nos niveis
proteicos. As causas mais comuns de encefalites assépticas sdo virais (Sejvar, 2014;
Klemola, et al., 1965; Ponka & Pettersson, 1982; Ongradi, Ablashi, Yoshikawa, Sterez,
& Ogata, 2017).

A meningite é uma inflamacdo do tecido que recobre o cérebro e a medula
espinhal (as meninges) e é mais frequente do que a encefalite (Sejvar, 2014). Meningites
virais (também classificada como meningite asséptica) sdo menos graves do que
meningites bacterianas e geralmente o quadro de recuperacdo (sem necessidade de
tratamento) ocorre em torno de 7 a 10 dias (Sejvar, 2014; CDC, 2016; P6nka &
Pettersson, 1982). Os sintomas mais comuns em bebés sdo: febre, irritabilidade,
dificuldade para se alimentar, letargia e problemas para dormir. Em adultos, além dos
sintomas supracitados, acrescentem-se as dores de cabega, vomito, sensibilidade a luz e
falta de apetite (CDC, 2016; Sejvar, 2014).
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O que difere as encefalites das meningites € o comprometimento sensorial em

curto prazo, os quadros variam de breves confusdes mentais ao delirio, torpor e coma.

Quando as infec¢bes virais afetam tanto as meninges quanto o cérebro, nestes
casos 0 quadro é chamado de meningoencefalite (Sejvar, 2014; Ongradi, Ablashi,
Yoshikawa, Sterez, & Ogata, 2017)

3. Epidemiologia

Estudos epidemiologicos das décadas de 60 a 90 estimavam cerca de 7 casos a
cada 100.000 pessoas/ano para encefalites e meningites assépticas (Sejvar, 2014;
Klemola, et al., 1965; Ponkd & Pettersson, 1982). A incidéncia de meningite viral nos
Estados Unidos varia, ao longo dos anos, dependendo da idade e histérico de vacinagdo
da populacdo, podendo chegar em até 17 casos a cada 100.000 habitantes (McGill &
Griffiths, 2017; Khetsuriani & Quiroz, 2003).

De acordo com os dados divulgados pelo DATASUS do Ministério da Saude/SVS
— Sistema de Informacdes de Agravos de Notificacdo — Sinan Net, entre os anos de 2008
a 2018 foram registradas mais de 210 mil casos de meningite no Brasil (Figura 1), sendo

que 56% dos casos registrados foram em criancas de até 14 anos de idade.

120000
112140

100000
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40000 39640 40811

20000 ggzg 9891

0
Regido Norte Regido Nordeste ~ Regido Sudeste Regido Sul Regido Centro-
Oeste

Figura 1. Casos registrados como meningites no Brasil em um periodo de 10 anos. Fonte: DATASUS.

As encefalites sdo menos frequentes que as meningites, de acordo com o CDC —
Center for Disease Control and Prevention — a cada ano, nos Estados Unidos, sé&o
registrados entre 1.000 a 5.000 novos casos de encefalites virais em media. No Brasil, 0
DATASUS registrou um pouco mais de 16 mil casos de encefalites virais de 2008 a 2018.
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Nos ultimos 5 anos (2015 a 2019), de acordo com as informacdes divulgadas pelo
DATASUS ja foram registrados 21.884 casos de meningites e encefalites virais (Figura
2), sendo que 52% eram criancas de até 14 anos de idade. No periodo entre agosto/2018

e agosto/2019 foram notificados 5.696 casos.

2500
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, B ]
Regido Norte Regido Nordeste ~ Regido Sudeste Regido Sul Regi?)oesctintro-

Figura 2. Casos de meningites e encefalites virais registrados no Brasil entre agosto/2018 e agosto/2019.
Fonte: DATASUS.

4. Agentes etioldgicos

Os agentes etiolégicos das infeccBes virais do SNC sdo principalmente os

herpesvirus, arbovirus, coxsackievirus, ecovirus e enterovirus (CDC, 2016).

Os enterovirus ndo-pélio sdo os agentes mais comuns de meningites no mundo,
mas nem todos os individuos que contraem enterovirus desenvolvem meningite. Em geral
0 quadro apresenta melhora sem uso de medicamentos (CDC, 2016; Sejvar, 2014).
Doengas conhecidas como ‘doenga mao-pé-boca’ em criangas causadas por enterovirus

podem levar a complicacdes neuroldgicas (McGill & Griffiths, 2017; Ooi, et al., 2007).

Dentre os arbovirus causadores de meningite ou encefalite podem ser citados:
West Nile virus, dengue virus, yellow fever virus, Zika virus (McGill & Griffiths, 2017).
Os casos mais comuns de encefalite virais sdo endémicos. Os arbovirus sdo transmitidos
por vetores artropodes e sdo causadores de doencas endémicas com surtos periddicos
(Sejvar, 2014; Gubler, 2001). Encefalites causadas por arbovirus podem deixar sequelas

graves como deméncia e convulsdes (Araujo, 2010).
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Nos casos de infeccdes por herpesvirus e influenza a administracdo de antivirais
é recomendada (CDC, 2016; Sejvar, 2014). As neuroinfeccOes herpéticas sdo as mais
comuns detectadas entre a populacéo, principalmente a meningite causada por human
alphaherpesvirus 1 (HHV-1),

alphaherpesvirus 3 (HHV-3). Os individuos que sobrevivem a encefalite herpética podem

human alphaherpesvirus 2 (HHV-2) e human

desenvolver danos motores, epilepsia ou distdrbios de comportamento (Aradjo, 2010).
Nas encefalites causadas por herpesvirus, se ndo tratadas, o indice de mortalidade é em
torno de 70% (Chadwick, 2005; McGill & Griffiths, 2017).

5. Meningoencefalites causadas por herpesvirus

Os herpesvirus HHV-1, HHV-2 e HHV-3 sdo os agentes etioldgicos mais
frequentes nos casos de encefalite viral (Tabela 1) (Sejvar, 2014).

Tabela 1. Neuroinfecgdes causadas por herpesvirus. Fonte: Sejvar, 2014.
DISTRIBUICAO
PADRAO
EPIDEMIOLOGICO

VIRUS MANIFESTACOES CLINICAS NEUROLOGICAS

human

alphaherpesvirus 1 e 2 el Espantahee

Causa mais comum de encefalites e meningites assépticas.

Pode causar meningite e encefalite; associado a artrite
granulomatosa; reativagdo (pés-laténcia) pode levar a
ganglionite e radiculite.

Causas ocasionais de meningite e encefalite; associagfes com

human

alphaherpesvirus 3 Mundial / Endémico

IUIGET Mundial / Esporédico

gammaherpesvirus 4

human
betaherpesvirus 5

human
betaherpesvirus 6 e 7

Mundial / Esporadico

Mundial / Esporadico

sindrome GB e linfoma primario do SNC.

Manifestagdes neuroldgicas graves: desordens congeénitas,
meningite, encefalite, associagdo com a sindrome GB! e
imunossupressao.
Causa ocasional de
imunodeprimidos.

encefalites, particularmente em

Encefalites por HHV-1 ocorrem mundialmente esporadicamente e a transmissao
viral se da por contato direto (Sejvar, 2014). Human gammaherpesvirus 4 (Epstein-Barr
virus ou EBV), human betaherpesvirus 5 (Citomegalovirus ou CMV), HHV-3 e human
betaherpesvirus 6 (HHV-6) sdo associados a meningoencefalites em pacientes
imunocomprometidos. (S., F., J., & M., 2015; Asano, et al., 1992; Chadwick, 2005).
Citomegalovirus esta associado também a casos cronicos de meningoencefalites em
pacientes portadores do human immunodeficiency virus 1 (HIV) em estagio avancado
(Chadwick, 2005). EBV e frequentemente detectado em casos de coinfecgdo no SNC,
este fato é associado ao aumento da resposta inflamatdria e o virus é capaz de se

multiplicar ativamente durante a coinfeccdo (Weinberg, Bloch, Li, & Tang, 2005).

L Sindrome Guillain-Barré
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Virus linfotrépicos, principalmente os herpesvirus, podem causar o que é chamado
de meningite linfocitica recorrente (meningite de Mollaret). Dos pacientes acometidos
com meningite herpética, 1/3 relatam repetitividade do quadro (McGill & Griffiths,
2017). A meningite recorrente de Mollaret foi descrita pela primeira vez em 1944 pelo
autor cujo nome batizou a sindrome. E caracterizada por 3 a 10 episodios de febre e
meningismo com duracdo de 2 a 5 dias, seguido por recuperagdo espontanea. No LCR
ocorre pleocitose linfocitica, elevacdo média das proteinas e niveis normais de glicose
(Shalabi & Whitley, 2006; SAINT-MARTIN, et al., 1982).

6. Familia Herpesviridae

A familia Herpesviridae pertence a ordem Herpesvirales, e apresenta 3
subfamilias: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae (ICTV,
2020). Séo virus de DNA fita-dupla de forma toroidal com nucleocapsideo de simetria
icosaédrica contendo 162 capsémeros. O capsideo é envolto de um tegumento proteico e
amorfo seguido pelo envelope composto de poliaminas, lipidios e espiculas de
glicoproteinas que conferem propriedades virais distintas e fornece antigenos para
resposta do hospedeiro (Figura 3) (Pellet & Roizman, 2013; Steiner, Kennedy, & Pachner,
2007).

A divisdo das subfamilias de Herpesvirinae é baseado em propriedades biol6gicas
e nas espécies que infecta. A sub-familia Alphaherpesvirinae é uma subfamilia com virus
que infectam varios hospedeiros, a infeccdo primaria é aguda e o virus entra em laténcia
nos ganglios sensoriais. Alguns dos virus mais conhecidos sdo neurotropicos: HHV-1,
HHV-2 e HHV-3 (Varicela-Zoster virus) (ICTV, 2020).

Figura 3. Envelope e visdo interna do nucleocapsideo de herpesvirus. Diagrama mostrando a estrutura do
nucleocapsideo onde em azul claro estd o nucleocapsideo de aproximadamente 125nm envolto pelo
tegumento amorfo (laranja) e o envelope (azul escuro) com espiculas glicoproteicas (em amarelo). Fonte:
Pellet & Roizman, 2013.
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Membros da subfamilia Betaherpesvirinae apresentam uma faixa restrita de
hospedeiros, seus principais representantes sdo os HHV-5 ou citomegalovirus, HHV-6 e
HHV-7. A subfamilia Gammaherpesvirinae € composta por virus linfotropicos, seus
representantes sdo: HHV-4 (Epstein-Barr virus, EBV) e human gammaherpesvirus 8
(HHV-8), sdo virus cujo o estado de laténcia ocorre em tecido linfoide, diferentemente
dos virus neurotropicos nos quais a a laténcia é nos ganglios (Lussignol & Esclatine,
2017; ICTV, 2020).

Dentre os herpesvirus os que sdo neurotropicos podem ser divididos em dois
grupos: virus oportunistas que acidentalmente infectam o sistema nervoso (EBV e HHV-
6, por exemplo) e virus que tém tropismo para as células nervosas (HHV-1 e HHV-2,
HHV-3, por exemplo) (Koyuncu & Hogue, 2013). EBV tem tropismo por linfdcitos B
que podem migrar para 0 SNC (Tselis, b, 2014). HHV-6 é pleiotropico (infecta varios
tipos celulares) pois se liga ao receptor CD46 (presente em todas as células humanas),

embora seja considerado um virus neurotropico oportunista (Hill & Venna, 2014).
7. Epstein-Barr (EBV)

EBV pertence ao género Lymphocryptovirus da subfamilia Gammaherpesvirinae
e € 0 agente etioldgico da mononucleose infecciosa e também € associado ao linfoma de
Burkitt.

A transmissdo de EBV geralmente é pela saliva. A soroconversdo de EBV pode
ocorrer de forma assintomatica ou apresentar manifestacGes clinicas graves com o
desenvolvimento da Mononucleose Infecciosa (MI). A mononucleose infecciosa € uma
doenca auto limitada e pode levar a sintomas como febre, fadiga, linfadenopatia, tonsilite
e esplenomegalia (Sharon L. Silins, 2001; Tselis, b, 2014). A infeccdo assintomatica
geralmente ocorre na primeira infancia sem linfocitose significativa (Sharon L. Silins,
2001). Na maioria dos casos a recuperacdo ndo deixa sequelas e muitas vezes pode estar
correlacionado a infeccdo primaria do virus (Mathur, Muchantef, & Sze, 2014; Villo &
O'Brien, 2018; Mathew & Parvez, 2013). O virus persiste ao longo da vida adulta do
individuo em estado de laténcia nos linfécitos B (Niesters, et al., 2000; LUPTON &
LEVINE, 1985).

Apenas 5% dos casos evoluem para neuroinfeccfes (Tselis, b, 2014). A maioria
dos quadros de infeccdo no SNC por EBV séo relacionados a reativagcdo do virus
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(Hatanpaa & Kim, 2014). Encefalite causada por EBV na infancia € uma complicacao
grave da infeccdo causada pelo virus. As criangas e jovem adultos compdem o grupo de
risco. Além dos sintomas classicos da mononucleose infecciosa o paciente pode
apresentar febre, dores de cabeca, alteracbes da consciéncia, convulsdes e inducdo de
estado epiléptico. Pode ocorrer também a sindrome chamada ‘Alice no pais das
maravilhas’ que causa oscilagdes de personalidade, ilusdo e metamorfopsia (alucinagdes
de tamanho/espaco/forma), encefalopatia difusa, ataxia, e em casos mais graves 0
paciente pode ir a coma. Geralmente, associada a encefalite o paciente pode apresentar
mielite transversa (afetando a locomocdo e a realizacdo de movimentos do paciente)
(Bonthius & James F. Bale, 2008).

7.1. Caracteristicas do EBV e ciclo de multiplicacao

O genoma de EBV tem 172kb e codifica por volta de 100 proteinas. A particula
viral tem em torno de 180 a 200nm de didmetro (Portegies & Corssmit, 2000). A
organizacdao do genoma é similar aos demais herpesvirus compostos pelas regides US
(Unique Short) e UL (Unique Long) separados por segmentos repetitivos (IRs) (Figura
4). Os genes de EBV sdo separados em dois grandes grupos: genes de laténcia e genes do
ciclo litico (Tselis, b, 2014; Kieff, et al., 1982).

TR1  US IR1 ULT1IR2Z UL2 IR3 UL3 R4 UL4  TR2

Figura 4. Diagrama representativo do genoma do virus Epstein-Barr. O genoma linear de DNA dupla fita
de EBV é dividido em duas regides principais a US (em azul, Unique short) e a regido UL (em rosa,
Unique long). A regido longa (UL) de EBV é subdividida por regides repetitivas internas (em laranja,
IR1-4). Nas extremidades do genoma séo apresentadas repeticdes terminais (em verde, TR1 e TR2).

O ciclo de herpesvirus apresenta duas fases distintas: fase litica e fase latente.
Inicialmente a particula viral se adsorve a superficie celular do hospedeiro e penetra a
célula através da fusdo de seu envelope com a membrana plasmatica ou por endocitose
(Pellet & Roizman, 2013; Lussignol & Esclatine, 2017; Koyuncu & Hogue, 2013). A
entrada de EBV em células B ou células epiteliais é atribuida a 8 glicoproteinas
(Swaminathan & Kenney, 2009).

EBV infecta células B da cavidade oral, e por hiperestimulacdo comecam a
multiplicar e diferenciar em células B de memoria que enviam um sinal as células T que

produzem o ligante CD40L que previne as células B da apoptose. O virus se liga na
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superficie das células B a proteina viral gp350/220 ao receptor CR2 (CD21) (KTristine
Niss Arfelt, 2015; Tselis, b, 2014). O virus utiliza a maquinaria da prépria célula para
maturacdo das mesmas, este processo costuma se desenvolver nas amigdalas (Tselis, b,
2014). A versatilidade do virus em interagir com as células do sistema imune resulta em
imunossupressao. O endotélio funciona como um reservatorio de virus que infectam os
leucdcitos circulantes, que pode dar seguimento a uma viremia que, por sua vez, pode

estender a infecgdo para o sistema nervoso central (Tselis, a, 2014).

A transcricdo e a multiplicacdo ocorrem no nucleo, bem como a montagem inicial
do nucleocapsideo. A multiplicacdo € detectada com 12h-24h apds a infeccao (Lussignol
& Esclatine, 2017; Vancikova & Dvorék, 2001; Koyuncu & Hogue, 2013). Herpesvirus
utilizam a DNA polimerase da célula hospedeira para transcrever o genoma viral em
MRNA, iniciando uma cascata transcricional: a fita de mMRNA é transcrita e encaminhada
para 0 citosol onde ocorre a cascata transcricional (Lussignol & Esclatine, 2017;
Vancikova & Dvorék, 2001; Tselis, a, 2014).

Os primeiros genes transcritos do ciclo litico sdo os imediatamente precoces (IE,
immediate-early proteins), a transcricdo é ativida pelas proteinas do tegumento viral;
estes genes sdo transcritos na presenca de inibidores da replicacdo de DNA. Como uma
cascata, a transcri¢cdo das proteinas IE ativa a transcri¢do das proteinas precoces (E, early
proteins); as proteinas precoces mediam a replicacdo do DNA viral. A replicacdo de DNA
ocorre pelo mecanimo circulo-rolante. Seguido da replicacdo de DNA viral sdo transcritas
as proteinas tardias (L, late proteins) que codificam proteinas estruturais (como por
exemplo as glicoproteinas gp350/220) e permitem a formacéo do capsideo e de virions
(Swaminathan & Kenney, 2009).

A glicoproteina gp350/220 é uma das mais abundantes no envelope viral
(Johannsen, et al., 2004) que é responsavel pela adsor¢édo do virus nas células B (ocorre
ligacdo com o receptor do tipo 2 — CR2). A gp350/220 é uma proteina de membrana
glicosilada, que, como resultado de um splicing alternativo pode apresentar duas formas:
com massa de 350 ou 220kDa. A ligacdo de gp350 ao receptor CR2 da célula ativa a
penetracédo viral por endocitose (Hutt-Fletcher, 2007; Swaminathan & Kenney, 2009).

Durante o processo de formacdo do virus ocorrem duas etapas de envelopamento.

A primeira é durante a travessia do nucleocapsideo pela membrana nuclear, seguido por
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um desenvelopamento, aquisicdo das proteinas do tegumento e entdo ocorre a segunda
etapa de envelopamento na travessia trans-Golgi ou pela membrana plasmaética, no
momento de liberacdo do virus (Swaminathan & Kenney, 2009; Lussignol & Esclatine,
2017; Vancikova & Dvoréak, 2001).

Por fim, a particula viral é liberada extracelularmente pela fusdo da vesicula de
Golgi com a membrana plasmatica da célula (Lussignol & Esclatine, 2017; Owen,
Crump, & Graham, 2015; Tandon & Mocarski, 2012; Vancikova & Dvorék, 2001).

Estudos indicam que os herpesvirus sdo capazes de promover uma subversdo de
autofagia no processo de aquisicdo final do envelope (Fig 5. — 1) (Lussignol & Esclatine,
2017; Nowag, et al., 2014). Autofagia estd envolvida nas respostas inata e adaptativa
como um mecanismo antiviral, entretanto os herpesvirus codificam proteinas que contra-
atacam este processo. Os virus exploram este mecanismo a seu favor, durante a
multiplicacdo viral ou para auxiliar sua persisténcia durante o estado de laténcia. Alguns
herpesvirus conseguem bloquear a degradacéo do lisossomo e por consequéncia bloqueia
a autofagia e utilizam as membranas autofagicas para montar e liberar novas particulas
virais (Lussignol & Esclatine, 2017; Pujals, et al., 2015; Koyuncu & Hogue, 2013).

O genoma linear de EBV circulariza apés a infeccdo e mantém-se no ndcleo da
célula infectada (periodo de laténcia) como se fosse um plasmideo, na forma epissomal
(ndmero de copias entre 5 a 500) (MIDDLETON & SUGDEN, 1992).

Durante a fase litica de EBV ocorre a producédo de particulas virais e permite a
proliferacdo do virus e sua transmissdo entre células e entre hospedeiros (Figura 5).
Devido a citotoxicidade das células T — que respondem diretamente contra proteinas
virais do ciclo litico - ha uma certa dificuldade na deteccdo de células EBV-positivas que

estejam na fase litica (Swaminathan & Kenney, 2009).

Aciclovir e Ganciclovir sdo anti-virais comumente usados e seu principio de
atuacdo € a inibicdo da replicacdo litica de EBV (reduz os riscos de proliferacdo)
(Swaminathan & Kenney, 2009).
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Figura 5. Esquema representativo do ciclo de multiplicacdo de herpesvirus. Adsorc¢éo da particula viral
na superficie celular do hospedeiro e penetracao viral (A). O capsideo é conduzido até o poro nuclear para
liberagdo do DNA no ndcleo (B). Cascata transcricional: proteinas imediatamente precoces, precoces e
tardias (C, D e E). Replicacdo do genoma e montagem do nucleocapsideo para liberagdo no citoplasma
com formagdo de envelope primario (F). Compartimentalizacdo dos nucleocapsideo e formagédo do
envelope definitivo (G). Liberacéo da particula viral (H). Subversdo de autofagia (I). Fonte: Lussignol &
Esclatine, 2017 (Fig. Adaptada).

7.2. Laténcia de Epstein-Barr

Laténcia é definida pela presenca de DNA viral no hospedeiro sem a produgéo de
virus, 0 genoma mantém-se na forma circular (epissoma). E um mecanismo utilizado por
alguns virus para sobreviver em condi¢fes que comprometam sua multiplicacdo (Caccuri,
etal., 2017; Tselis, a, 2014).

A regulacdo da expressao do gene BZLF1 por fatores de transcricdo da célula
desempenham um papel na determinacdo do tipo de infec¢do de EBV (latente ou litica),
0 estimulo da producéo de BZLF1 é o gatilho para reativacdo do ciclo de infec¢éo litica
(Swaminathan & Kenney, 2009).

Durante a laténcia o virus expressa 6 antigenos nucleares codificados (EBNA 1-
6, em inglés: EBV-encoded nuclear antigens), 3 proteinas latentes de membrana (LMPs),
dois RNAs ndo-codificantes (EBER-1 e -2), SRNAs e miRNAs (Lussignol & Esclatine,
2017; Austin, Flemington, Yandava, Strominger, & Speck, 1988; Tselis, b, 2014).
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Para EBV existem quatro fendtipos de laténcia (0, I, Il e 111) que diferem em quais
proteinas de laténcia sdo expressas e as possiveis combinagdes de fenotipos (Tabela 2).
EBNA-1 esta presente no nucleo de todas as células infectadas por EBV, sua expressao é
regulada pelo ciclo celular (Lussignol & Esclatine, 2017; Lee & Sugden, 2008; LUPTON
& LEVINE, 1985; Humme, et al., 2003).

O antigeno LMP-1 (proteina latente de Epstein-Barr) é andlogo ao CD40L e
durante a laténcia induz a sobrevivéncia das células B. Os linfdcitos B proliferam e
diferenciam-se em células de memoria (Kaykas, Worringer, & Sugden, 2001). Durante a
laténcia EBV provoca a imortalizacéo, proliferacdo, ativacdo e infiltracdo dos linfocitos

infectados nos tecidos sistémicos (Tselis, b, 2014).

Tabela 2. Tipos de laténcia de Epstein-Barr
TIPO DE

LATENCIA GENES TRANSCRITOS OCORRENCIA
0 EBERS Celulas,Ef de
memoria

Linfoma de Burkitt
e carcinomas
Linfoma Hodgkin e
outros linfomas

| EBERs + EBNA-1

1 EBERs + EBNA-1 + LMP-1 + LMP-2

1l EBERs + EBNA-1 + EBNA-2 + EBNA-3 + EBNA-LP + LMP-1+ LMP-2  Células blastoides

Herpesvirus tém a capacidade de estabelecer laténcia em diferentes tipos celulares
e persistir durante a vida toda do hospedeiro. As células mieloides, células tronco CD34+,
mondcitos CD14+ e Orgdos parenquimais transplantados provenientes de doadores
soropositivos sdo reservatdrios virais (Lussignol & Esclatine, 2017; Steiner, Kennedy, &
Pachner, 2007; Dupont & Reeves, 2016; Knipe & Cliffe, 2008; Tselis, a, 2014). A laténcia

é uma forma pela qual os herpesvirus evitam reconhecimento pelo sistema imune. ref

EBNA-1 é importante para o estabelecimento da infeccdo latente em células
proliferativas (LEE, DIAMOND, & YATES, 1999). O epissoma de EBV replica um por
célula, em sincronia com o genoma do hospedeiro (Humme, et al., 2003). EBNA-1 é uma
fosfoproteina que se liga na extremidade C-terminal do DNA da célula hospedeira,
envolvida no processo de ativagéo transcricional, replicacdo do DNA e manutencdo do
plasmideo e sobrevivéncia da célula hospedeira (LUPTON & LEVINE, 1985; Humme,
etal., 2003; Lu, et al., 2010).

A regulacdo da autofagia permite ao herpesvirus de manter-se em laténcia e

estender a sobrevivéncia celular por meio de atividades anti-apoptéticas. HHV-1 expressa
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um dos programas de laténcia mais simples, os genes LAT. Os gamaherpesvirus
estabelecem laténcia em tecido linfoide. EBV, além da expressdo dos genes latentes, o
virus regula a proliferacdo celular (Lussignol & Esclatine, 2017; Pujals, et al., 2015;
Vancikova & Dvorak, 2001).

8. Rotas de entradas pelo SNC e laténcia de herpesvirus linfotropicos em células

nervosas

Os virus utilizam diversas rotas de entrada no SNC (Chadwick, 2005). As
infeccdes no SNC podem ser originarias de infecgdes no sistema nervoso periférico (SNP)
ou celulas do sistema circulatério que podem atravessar a barreira hematoencefalica e
alcancar o SNC (Koyuncu & Hogue, 2013). Os herpesvirus infectam o endotélio
microvascular cerebral em condig¢des de imunossupressédo (Koyuncu & Hogue, 2013).

EBV é associado a uma gama de doencas neurologicas como por exemplo
esclerose multipla, Alzheimer, ataxia cerebelar, linfoma do SNC, sindrome de Guillain-
Barré, meningoencefalites e outros. Os indicios dessa associacdo € devido ao
comprometimento do LCR pela infeccdo do virus (Jha, et al., 2016). Em estudos feitos na
deteccdo de EBV em pacientes com esclerose mutipla, foram analisados por qPCR o
tecido cerebral de pacientes e 35% dos pacientes foram EBV positivos. Este estudo
reforca a capacidade do virus infectar o SNC (Hassani, Corboy, Al-Salam, & Khan,
2018).

Herpesvirus sdo capazes de infectar neurbnios e penetram a membrana celular
axonial por endocitose. A disseminacdo viral geralmente ocorre entre neurdnios
conectados, através de sinapses neuroquimicas ou contato célula-célula (Koyuncu &
Hogue, 2013). Os virus também podem ser carreados por linfocitos infectados e
atravessar a barreira hematoencefalica do cérebro e disseminar para 0 espaco
subaracnoide provocando meningite ou podem infectar o tecido nervoso e ganglios
diretamente através dos leucdcitos. (Chadwick, 2005; Hatanpaa & Kim, 2014). Os
linfécitos infectados podem acessar o sistema nervoso pelos vasos parenquimais e
alcancar o fluido cerebrospinais e se acumular no SNC. A resposta inflamatoria aumenta
a permeabilidade da barreira hematoencefélica e a circulacdo de imunoglobulinas; os
virus, por sua vez, conseguem evadir da resposta imune e atravessar a membrana
(Chadwick, 2005).
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Os astrocitos sdo as células em maior niUmero no cérebro e desempenha diversas
fungdes importantes. O receptor CR2 (CD21), presente nos astrocitos, é o principal
receptor para EBV (onde se liga a glicoproteina viral gp350/220), facilitando a penetracdo
do virus nas células nervosas. O receptor CR2 é uma glicoproteina de 145 kDa descrita
inicialmente como receptor C3d componente do complemento expresso em linfdcitos B
(Akhtar, Vranic, Cyprian, & Moustafa, 2018; Menet, et al., 1999). Os sitios de ligacéo de
EBV e C3d contém duas sequéncias amino-terminal consenso repetitivas (SCR — short
consensus repeats). Um receptor CR2 truncado composto por dois SCR, transmembrana
e aregido introcitoplasmatica é suficiente para mediar a adsorcao e multiplicacdo de EBV.
A funcionalidade do receptor CR2 foi avaliada pela especificidade de ligacdo com C3d e
gp350 comprovando que astrécitos humanos e fetais podem interagir com o virus Epstein-
Barr (Akhtar, Vranic, Cyprian, & Moustafa, 2018; Menet, et al., 1999).

A recém descoberta de vasos linfaticos meningeos representam uma nova
possibilidade de rota de infec¢do viral. O mau funcionamento dos vasos linfaticos
cerebrais poderia ser a causa de uma variedade de doencas neuroldgicas (Louveau, et al.,
2015).

9. Diagnosticos de infecgdes virais no SNC

O isolamento em cultura de células e tecidos e os testes sorolégicos foram
considerados por muito tempo como padrdo-ouro no diagndstico de infeccbes virais.
Entretanto, diversos obstaculos no desenvolvimento das técnicas (tempo de detecgéo, por
exemplo), podem retardar o diagnostico e afetar o tratamento dos pacientes (Peaper &
Landry, 2014; Mortimer, 2009; Prince, Calma, Pham, & Seaton, 2009; Chadwick, 2005).

Em encefalites causadas por herpesvirus o diagnéstico de imagem € muito
importante (Mathur, Muchantef, & Sze, 2014; Baringer, 2008). Exames como
eletroencefalograma (EEG), ressonancia magnética (RM) e tomografia computadorizada
(TC) tambem auxiliam na confirmacdo do diagnostico (Mathur, Muchantef, & Sze,
2014). Os exames de imagem auxiliam principalmente no diagnéstico de neuroinfecgdes
no SNC em pacientes pediatricos. Em pacientes neonatal com suspeita de encefalite
herpética séo indicados a RM ao invés da TC. Nestes casos a RM acusa hiperintesindades
no lobo temporal medial, na regido orbitofrontal e no girus cingulado. Anormalidades

também podem ser observadas como edema cerebral, hérnias. Em criangas com mielite



25

viral as anormalidades estdo presentes na medula espinhal, como por exemplo: atrofias,

edemas e lesdes que podem vir a causar hemorragias (Bonthius & James F. Bale, 2008).

A puncdo lombar também é necesséria para distinguir entre menigite bacteriana
ou viral. A analise do LCR é criteriosa e quantitativa, sdo avaliados perfil de celularidade,
dosegem de proteinas glicoricas, glicose, e eventualmente é associado ao diagndstico
molecular e isolamento do agente etiologico (McGill & Griffiths, 2017). Nos casos de
meningite ou encefalite viral, nas analises do LCR sdo observados tipicamente: pleocitose
linfocitica (5 a 500 células/mL), moderada elevacdo de proteinas (50 a 200mg/dL) e
niveis normais de glicose no LCR. Embora, o liquor sem alteragdes também nao exclui o

diagnéstico de infecgdo viral (Bonthius & James F. Bale, 2008).

A PCR (Polymerase Chain Reaction) é altamente recomendada por sua alta
sensibilidade de deteccdo logo nos periodos iniciais da infec¢do, aumentando as chances
de tratamento. Métodos moleculares revolucionaram o diagndstico viral. Hoje a
padronizacdo da PCR de amostras de LCR substitui técnicas mais invasivas como por
exemplo, bidpsias de tecido cerebral (Peaper & Landry, 2014; Rowley, Whitley,
Lakeman, & Wolinsky, 1990). A deteccdo por PCR é o método mais sensivel e ndo
permite s6 o diagndstico, mas também, acompanhar a evolugdo da doenca e do tratamento
e atualmente é indicada como metodologia padrdo-ouro no diagndstico das
neurouinfecces virais (McGill & Griffiths, 2017; Vancikova & Dvorék, 2001). A anlise
do LCR por PCR em casos de suspeita de encefalite herpética é de 75% de sensibilidade

em neonatos, e 95% em criancas e adolescentes (Bonthius & James F. Bale, 2008).
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JUSTIFICATIVA

Para o diagndstico de meningoencefalites virais quanto menos invasivo e mais
répida a deteccao do agente atiologico melhor e mais eficaz seré o tratamento do paciente.
A deteccdo do agente etiologico viral responsavel pelo gquadro clinico permite um
tratamento direto e especifico para cada paciente, aumentando as expectativas de
recuperacdo e reducdo de sequelas (McGill & Griffiths, 2017). Nos dltimos dois anos
(set/2019 — set/2017) foram registrados 445 6bitos dentre mais de 10 mil casos de
meningites e encefalites virais no Brasil. Sendo que um pouco mais de 50% dos casos
foram criancas de até 14 anos de idade (DATASUS, 2019).

O progresso no campo de diagnostico viral é rdpido, com as diferentes
metodologias e descobertas de novos virus e terapias, faz-se necessario a
intercomunicacdo entre pesquisadores e médicos na busca da otimizagdo do diagnostico,
com metodologias menos invasivas aos pacientes e obtencdo de resultados mais sensiveis
e a curto prazo (Peaper & Landry, 2014). Tem se tornado frequente a incluséo de testes
para deteccdo de EBV para o diagndstico e analise de LCR (McGill & Griffiths, 2017).

Se ndo tratadas corretamente, meningites e encefalites virais podem deixar
sequelas como declinio cognitivo e intelectual, disturbios de personalidade, surdez,
convulsbes, além de perdas motoras e sensoriais, sindromes amnésicas e pode
desencadear epilepsia (Hokkanen & Laune, 2007; Oliveira, Madeira, & Celmer, 2015;
Secretaria de Estado da Saude de Séo Paulo, 2006). Sdo traumas psicoldgicos e organicos

gue afetam indeterminadamente a vida dos pacientes e de seus familiares.

A demanda por praticidade e eficiéncia no diagnostico das neuroinfeccdes virais
urge até no setor econdmico. A admissdo de um paciente no hospital gera gastos de
servicos hospitalares, servicos dos profissionais de salde, gestao e servicos gerais, gastos
de internacdo e de AIH (autorizagdo de internacdo hospitalar) dentre outros gastos
comuns da rotina de um hospital. De acordo com os dados disponibilizados pelo
DATASUS, entre o periodo de set/2019 — set/2017 o gasto total com as internagdes de
pacientes com meningites e encefalites virais foi de R$ 16,2 milhdes e uma média de

permanéncia de quase 9 dias no hospital.
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De uma forma geral, dada a ubiquidade de EBV na populacdo mundial e os dados
descritos na literatura sobre a capacidade neurotropica do virus, € necessario incluir EBV
nos testes de deteccdo e diagndstico em casos de suspeita de neuroinfecgdes virais.

OBJETIVOS
1. Objetivos Gerais

Utilizar a técnica de gqPCR para desenvolver uma plataforma de diagndstico de
meningoencefalites associadas ou causadas por EBV.

2. Objetivos Especificos

M Selecionar, desenhar e avaliar a eficiéncia de iniciadores especificos para
detecgéo de Epstein-Barr por gPCR,;

M Aplicar a gPCR como metodologia de deteccdo de EBV em LCR de
pacientes do Hospital Infantil Jodo Paulo Il (Belo Horizonte e regido
metropolitana) e do Hospital Nossa Senhora da Saude (Vale do
Jequitinhonha);

M Descrever o perfil clinico de infeccdo associado aos casos de pacientes
EBV positivos;
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METODOLOGIA
1. Controle positivo

As amostras clinicas positivas para EBV foram cedidas pelo setor de Pesquisa &
Desenvolvimento (P&D) do Instituto Hermes Pardini, localizado na Av. das Nacoes,
2448 em Vespasiano, Minas Gerais. O estoque de controle positivo foi mantido a -80°C

e 0 estoque de uso diluido em &gua de injecdo foi mantido a -20°C.
2. Amostras clinicas

As amostras clinicas de LCR foram coletadas de pacientes do Hospital Infantil
Jodo Paulo II/FEHMIG (HIJPII) da cidade de Belo Horizonte e do Hospital Nossa
Senhora da Saude (HNSS) da cidade de Diamantina, ambos localizados no estado de
Minas Gerais, acompanhados dos dados prontuarios de pacientes com manifestacGes
clinicas neuroldgicas. O critério de coleta, preestabelecidos pelos hospitais, define que
todos os pacientes que apresentam manifestacées neuroldgicas ou febre sem foco deve
ser coletado o LCR. Os médicos realizaram a coleta de uma quantidade suficiente em
criotubos que foram devidamente identificados e armazenados em nitrogénio liquido no
hospital até o dia que as amostras foram encaminhadas para o Laboratorio de Virus
(UFMG) onde sdo posteriormente processadas. Os pacientes sdo recém-nascidos e
criangas (faixa etéria: 0 a 15 anos de idade). Comite de ética: Fhemig 132/2009; CAAE:
09273012.9.0000.5149.

2.1. Diluicdo do LCR

Os estogues de amostras de LCR foram armazenados a -80°C. Foram produzidas
aliquotas de LCR diluidas na proporcao 1:10 (20uL de LCR + 180uL de agua de injecao)
e posteriormente, fervidas a 90°C por 10min e armazenadas no freezer a -20°C.

2.2.  Extragdo de RNA com tratamento de DNAse

A extragdo do RNA viral foi feita utilizando o kit de extragcdo QIAamp Viral RNA
(Qiagen, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante. O RNA viral foi eluido com 60uL
de tampao AVE e armazenado a -80°C. As amostras de RNA foram entdo submetidas ao

tratamento com DNAse (Promega, EUA) seguindo as instrugdes do protocolo produzido
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pelo fabricante. O mMRNA extraido serviu de molde para a sintese de cDNA e para

deteccdo de mRNA viral por qPCR.
2.3.  Sintese de cDNA

Para producdo de DNA complementares (cCDNA), cerca de 1 a 5 ug de RNA
extraido foi incubado a 70°C, por 5 minutos, juntamente com iniciador randémico
(random primer) (Invitrogen, pais). Apds incubacao no gelo por 5 min, foram adicionados
a reacdo inicial: 5 pL de tampdo 5x (250mM Tris pH 8,; 375 mM KCI; 15mM MgCl),
1,25 L de dinucleotideos trifosfatados (ANTPs) (25mM) e 1 uL de transcriptase reversa
M-MLYV (200U) (Promega Corporation, Madison, Wiscosin, EUA) e 2,75 uL de agua.
As amostras foram incubadas a 37°C por 1 hora. As amostras de cDNA obtidas foram
armazenadas a -20°C.

3. Selecdo dos iniciadores

A triagem foi feita in silico através da revisdo de literatura e ferramentas de
bioinformatica disponiveis em plataformas online: OligoAnalyzer 3.1, IDT — (Integrated
DNA Technologies) e BLAST-n (Basic Local Alignment Search Tool), NCBI (National

Center for Biotechnology Information).

Como critério de selecdo foram avaliadas as seguintes propriedades: temperatura
de melting (Tm), conteddo GC%, tamanho do iniciador, tamanho do DNA amplificado,
capacidade de formacdo de dimeros e hairpins (grampos) e a especificidade de

pareamento com 0s Virus de interesse.

Os iniciadores foram desenhados utilizando a plataforma disponivel online pelo
NCBI: Primer BLAST (Primer designing tool). A sintese dos primers foi feita pela IDT

— Sintese Biotecnologia.
3.1.  Diluicéo dos iniciadores

Os iniciadores foram diluidos na concentragdo final de estoque de 200uM com
TE 1X (Tris-HCI 1M, pH 8,0 /EDTA 0,5M pH 8,0), e a concentracdo final de uso de

10uM, diluidos em &gua para injecéo.
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3.2.  Padronizacao da concentragdo dos iniciadores

Para a padronizacdo da qPCR os iniciadores foram testados utilizando o mix
comercial SYBR GREEN® PCR Master Mix (Applied Biosystems) na concentragdo

indicada pelo fabricante.

Com o objetivo de padronizar as concentragfes dos iniciadores buscando
identificar padrdes que mimetizem a eficiéncia de detecgéo nos LCRs, a padronizacéo foi
feita a partir da deteccdo de DNA e RNA (cDNA) viral (controles positivos). Como
controle negativo foi utilizado agua para injecdo. Os testes foram feitos com Master Mix
comercial SYBR Green® PCR Master Mix (Applied Biosystems). As concentracdes
utilizadas de iniciadores foram: 200nM, 500nM, 1uM.

3.3.  CurvaPadrao

Apds a determinacdo concentracao ideal dos iniciadores para a reacdo de gPCR,
a sensibilidade dos mesmos foi testada a partir da construcdo de uma curva padronizada
para cada alvo, utilizando como padréo os respectivos controles (descritos no item 1 da
Metodologia). Com a curva padréo foi avaliada a capacidade dos iniciadores em detectar
diferentes concentracdes de DNA (1ng, 100pg, 10pg, 1pg, 100fg e 1000fg).

3.4.  Teste de Especificidade
A especificidade dos iniciadores foi avaliada por gPCR utilizando HHV-1/2.
4. Real-Time PCR (gPCR)

Os LCRs dos pacientes foram triados para EBV utilizando o sistema SYBR Green,
seguindo o protocolo para cada reacdo: 5uL de Master Mix, 0,5uL de primer foward,
0,5uL de primer reverse, 2L de &gua para injecdo e 1pL de amostra (LCR). As
condigdes utilizadas para o Master Mix comercial SYBR Green® PCR Master Mix
(Applied Biosystems) foram as seguintes: desnaturacdo a 95°C por 10 min, seguido de
45 ciclos de 95°C por 15 seg. e 60°C por 1 min, por fim uma curva de dissociagdo com
aquecimento de de 65 °C até 95 °C. Todas as gPCR foram feitas no termociclador
StepOne® da Applied Biosystems e os dados de deteccdo e quantificagdo coletados e

analisados pelo software StepOne® versdo 2.3 da Applied Biosystems.
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5. Extracédo de DNA do gel

Os produtos amplificados especificos de cada reacdo foram fracionados
eletroforeticamente em gel de poliacrilamida 12% em TBE 1X (0,04M Tris-Base;
0,00IM EDTA) ¢ 1X de SYBR Safe™ (Invitrogen, EUA). O gel foi submetido a
voltagem de 100V imerso em solucdo de TBE (Tris/Borato/EDTA). Foram aplicados
10pL do produto da reacdo da gPCR, misturados a 1 pL do tampé&o de corrida (azul de
bromofenol 2,5%, TAE 10X (Tris/Acetato/EDTA) e glicerol 50%). Por meio de um
transiluminador de luz UV foi possivel visualizar as bandas. Um marcador de tamanho
molecular para identificacdo do amplificado também foi aplicado, o0 100 pb DNA ladder
(Promega, EUA.).

As bandas de interesse amplificadas foram recortadas do gel com o auxilio de um
bisturi e purificadas seguindo o protocolo pré-estabelecido no laboratério. Os fragmentos
de gel foram alocados em microtubos de 0,6 mL perfurados com o auxilio de uma agulha
18G e posicionados dentro de outro microtubo de 1,5 mL; o material foi centrifugado a
18 000 g por 1 min de forma que o gel atravessasse a perfuragdo do microtubo menor
para 0 microtubo maior. Foram adicionados 100uL de agua para injecéo no gel triturado
no microtubo de 1,5 mL e o material foi mantido 24h na geladeira. No dia posterior o
material foi novamente centrifugado e o sobrenadante contendo o material genético

puficado foi coletado e encaminhado para sequenciamento.
6. Sequenciamento e alinhamento das sequéncias nucleotidicas

Os produtos da PCR obtidos foram sequenciados pelo método de SANGER, 1977
em sequenciador automatico capilar “ABI 3730 DNA Analyzer” (Applied Biosystems),
usando o kit “BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), e
obedecendo as condicdes de reacdo e leitura indicadas pelo fabricante. A montagem e
visualizagdo das sequéncias finais foram obtidas a partir da anélise dos cromatogramas,
utilizando o software SeqTrace. As sequéncias obtidas foram comparadas com o banco
de dados do GenBank, utilizando o programa BLASTn. O banco de dados para
alinhamento foi montado com as sequéncias depositadas no GenBank. Para a criacdo do
banco de dados foram avaliados os critérios de origem do isolamento (linfomas,
carcinomas ou mononucleoe inefcciosa) e a geolocalizagdo. O alinhamento das

sequéncias de nucleotideos e aminoacidos foi feito com o auxilio do programa MEGA 10
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(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al., 2007), utilizando-se o
parametro Clustal W versdo 1.6 (THOMPSON et al., 1994; KUMAR et al., 2004,

http//megasoftware.net).
7. Cultivo celular

A linhagem de células A549 (ATCC®CCL-185™) empregada foi proveniente
do banco de células do Laboratorio de Virus, do Departamento de Microbiologia, Instituto
de Ciéncias Biologicas — Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil.

Ac células foram mantidas em meio DMEM 7% SFB e antibidticos
[estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA) 100mg/mL, fungizona (Cultilab, Brasil) Img/mL

e penicilina (Aspen farmacéutica, Brasil) 2,5 x 10° Ul/mL].
8. Isolamento de EBV

Para o isolamento in vitro das amostras foi utilizado o LCR dos pacientes positivos
para EBV em gPCR.

Placas de 24 pocos foram inoculadas com a linhagem e mantidas com o0 meio
DMEM 7% SFB e antibidticos (estreptomicina 100mg/mL, fungizona 1mg/mL e
penicilina 2,5 x 10° Ul/mL). Apds 24h, quando a confluéncia estava em 80-90% foi
removido cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta 0 meio antigo e entdo as células
foram inoculadas com 200 pL de LCR diluido em meio DMEM (0% SFB) . Foi feito o
processo de adsorc¢do por 1h sob agitacdo lenta em cruz de 10 em 10 minutos. Em seguida
foi adicionado meio de cultivo com 3% de SFB e as placas foram mantidas em estufa
B.O.D. a 37°C durante 6 dias com observacdo didria em microscépio Optico para
visualizacdo de efeito citotdxico e/ou citopatico. A primeira passagem o virus foi diluido
na proporcdo 1:5, 1:10 e 1:100. Ao fim do experimento o sobrenadante e o pellet de
células foram coletados separadamente, e desta forma foram realizadas as passagens

consecutivas nas dilui¢ces de 1:10 e 1:100.

Foram realizadas 4 passagens consecutivas em placas de 24 pogos para isolamento
viral e foram considerados como isolamento valido apenas as amostras que apresentaram

efeito citopatico e confirmacdo de deteccdo de DNA genomico por gPCR.
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9. Prontuérios dos pacientes

Os prontuérios com a histéria clinica de alguns pacientes foram cordialmente
cedidos pelo Hospital Infantil Jodo Paulo Il. Foram analisados os dados de evolugéo do
quadro dos pacientes, analise da sintomatologia, tratamento aos quais foram submetidos,
e também os dados como idade, sexo, cidade de origem, foram coletados para posterior

construcdo da andlise epidemiologica.
RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Selecéo dos iniciadores

Para este estudo foram selecionado dois pares de iniciadores especificos para

detectar se o0 virus estava no estado latente ou no ciclo de multiplicacéo viral.

Os iniciadores EBNA-1 (F: GCCGGTGTGTTCGTATATGG;
R: CAAAACCTCAGCAAATATATGAG) amplificam 213pb e sdo especificos para o gene
EBNA-1 que é trasncrito somente durante a laténcia de EBV e é transcritoem todos os
programas de laténcia  (Lay, 2010). Os iniciadores  gp350 (F:
AGAATCTGGGCTGGGACGTT; R: ACATGGAGCCCGGACAAGT) amplificam 203pb e
sdo especificos para o gene que codifica a glicoproteina gp350, que por sua vez €
transcrita somente durante o ciclo de multiplicacdo viral (quando ha formacdo do
capsideo). Ambos os iniciadores foram testados empregando DNA e mMRNA genémico
(previamente tratado com DNAse). Os iniciadores EBNA-1 foram baseados em (Lay,

2010) e gp350 foram projetados com o Primer BLAST.

O critério para determinacao do diagnostico por gPCR foi estabelecido da seguinte
forma: amostras EBNA-1 DNA positivo e cDNA negativo e gp350 DNA positivo, cDNA
positivo foram consideradas como resultado EBV positivo em ciclo de multiplicacdo
viral; amostras EBNA-1 DNA positivo, cDNA positivo e gp350 DNA positivo, cDNA
negativo foram consideradas EBV positivo em estado latente; e por fim, amostras EBNA-
1 DNA negativo, cDNA negativo e gp350 DNA negativo e cDNA negativo foram

consideradas resultado negativo para EBV.
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2. Padronizacéo, curva padréo e teste de especificidade

A padronizagdo da concentragédo ideal de uso dos iniciadores foi determinada e
tanto para EBNA-1 quanto para gp350 a concentracédo ideal foi de de 500 uM. Pode ser
observado que para osiniciadores de EBNA-1 a amplificacdo ocorreu e apresentou um
pico na temperatura de melting (Tm) em 80-85°C (Figura 6A). A amplificacdo de DNA
de amostra EBV-positivo para gp350 pode ser observada na representacdo da curva de
amplificacdo apresentando um Tm em 85-90°C (Figura 6B).
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Figura 6. Padronizag8o da concentracdo de uso dos iniciadores. Foram testados os iniciadores EBNA-1
(A) e gp350 (B) em diferentes concentracdes de uso (200nm, 500nm e 1um) para decidir qual, entre estas,
seria utilizada durante a conducdo de todos os experimentos. Para ambos os iniciadores a concentracao de

uso definida foi 500nm.
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A curva padrdo de EBNA-1 indica que empregando os iniciadores selecionados a

deteccdo de DNA amplificado ocorre com DNA na faixa de, no minimo, entre 1 a 10pg

(Figura 7).
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Figura 7. Curva padrdo de EBNA-1(A) e gp350 (B). Foi feita a curva padrdo para avaliar a sensibilidade
de detecgdo do iniciador. O controle positivo foi diluido nas concentrag¢fes de 1ng até 1000fg e o
iniciador foi capaz de amplificar o controle na faixa entre 1ng até 10pg.

Foi feito o teste de especificidade que comprovou que os iniciadores EBNA-1 e

gp350 amplificaram especificamente apenas DNA de EBV (Figura 9).
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Figura 8. Teste de especificidade de EBNA-1 (A) e gp350 (B). Foi testada a especificidade dos
iniciadores em amplificar outro herpesvirus (HSV-1/2). Ambos sdo especificos para EBV.

3. Triagem das amostras clinicas por gPCR para EBV

Foram triadas no total, 390 amostras de LCR. Destas, 343 amostras foram
coletadas no Hospital Infantil Jodo Paulo Il de Belo Horizonte, do periodo entre 2012 a
2019, e 47 amostras do Hospital Nossa Senhora da Saude de Diamantina, do ano de 2018.
Foram detectadas 64 amostras EBV positivas em estado de multiplicacdo, 14 amostras
EBV positivas em estado latente, 303 amostras negativos e apenas em 9 amostras o
resultado foi inconclusivos (Figura 10). As amostras foram triadas em duplicatas e
apenas quando o DNA foi amplificado em ambas as duplicatas o resultado foi considerado
positivo. As amostras que deram positivo para EBV em apenas uma das duplicatas,
mesmo apés repeticdo dos testes, foram consideradas como resultado inconclusivo.

Quando nenhuma duplicatava foi amplificada o resultado foi considerado negativo.

36
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Figura 9. Relag8o de amostras EBV positivas e negativas apartir dos resultados obtidos por gPCR. Em
78% das amostras ndo foi detectado Epstein-Barr. Entre as amostras positivas, 14 amostras indicaram a
presenca de EBV, possivelmente em estado latente e 64 amostras positivas para EBV em possivel estado
de multiplicacdo. E apenas 2% das amostras apresentaram resultados inconclusivos na qPCR.

4. Sequenciamento de DNA amplificado

As amostras triadas indicadas como EBV positivo foram sequenciadas para fins
de confirmacdo do resultado da gPCR. O resultado da sequencia de nucleotideos foi
alinhado empregando infromacgdes do banco de dados (Tabela 4). Todas as amostras
alinharam com as sequéncias do banco de dados confirmando a detec¢do de DNA de EBV
no LCR dos pacientes avaliados. Foram sequenciados DNA tanto da amplificagdo com
iniciadores de EBNA-1 como de gp350. Com valores de query cover de todas entre 95 a
100%, e-value entre 2E-46 ateé 8E-102, e identidade entre 95,12% até 100%.
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Tabela 3. Sequéncias utilizadas como banco de dados para as analises do sequenciamento

Gene Definigédo GenBank Origem / Geolocalizagéo
) . Al A
Human herpesvirus 4 complete wild type 507799.2 N&o informado
Human herpesvirus 4 strain M81 3737301 Carcinoma / China
Human herpesvirus 4 strain Mutu 2078141 Linfoma de Burkitt / Quénia
Human herpesvirus 4 strain Akata 207813.1 Linfoma de Burkitt / Jap&o
- Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT109 5404641 Bidpsia de tumor / China
% Human herpesvirus 4, isolate PA nuclear antigen EBNA- u Linfoblastos
E 1 gene, partial cds, C-terminal unique domain 21202.1
Human herpesvirus 4 DNA, strain HN15 850654.1 Carcinoma Nasofaringe / China
Human gammaherpesvirus 4 isolate HS048 540294 1 Saliva / Chiva
Human gammaherpesvirus 4 isolate DF_Tonsil_T47 208828 1 Tonsila
Human gammaherpesvirus 4 isolate Toronto-1M- MK Mononucleose Infecciosa / Canadé
328343 EBNA1 EBNAL gene 185455.1
Human herpesvirus 4 isolate 39082 EBNAL protein KT Doenca Desmielinizante de Perth /
(BKRF1) gene 875942.1 Australia
Human herpesvirus 4 strain M81 3737301 Carcinoma / China
Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT115 540470.1 Bidpsia de tumor / China
Human herpesvirus 4 strain Mutu 2078141 Linfoma de Burkitt / Quénia
Human gammaherpesvirus 4 isolate JC_VID41_BWA 29&%8 1 N&o informado / Reino Unido
% Human herpesvirus 4 strain Akata 207813.1 Linfoma de Burkitt / Japdo
o
o Human herpesvirus 4 strain HKNPC1 009%6 5 Carcinoma Nasofaringe / China
Human herpesvirus 4 isolate E1477.0W.CONV KX Mononucleose / EUA
envelope glycoprotein gp350 (BLLF1) gene 271793.1
Epstein Barr virus major outer envelope glycoprotein M )
genes gp350 and gp220 10593.1 Cliores Em (258
Human gammaherpesvirus 4 isolate YCCEL1-GC1 021305.1 Adenocarcinoma
; . Al A
Human herpesvirus 4 complete wild type 507799.2 N&o informado

Isolamento de EBV

Na 4? passagem foi possivel observar um indicio de isolamento viral, confirmado

posteriormente por qPCR. Na literatura ndo sdo descritos registros de efeito citopatico de
Epstein-Barr na linhagem A549. Nem sempre sdo registrados efeito citopatico de EBV
em cultura de células, mas tipicamente o efeito tradicional é a fusdo celular observada e
descrita nas linhagens Raji e NPC-KT (Sullivan, 2019; HIROSHI SATO, 1989; Gary
James Bayliss, 1980).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ507799.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ507799.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF373730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF373730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KC207814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KC207814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC207813
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC207813
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK540464.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK540464.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U21202.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U21202.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB850654.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB850654.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK540294.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK540294.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG298828.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG298828.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK185455.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK185455.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT875942.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT875942.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF373730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF373730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK540470.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK540470.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KC207814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KC207814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG298928.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG298928.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC207813
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC207813
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JQ009376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JQ009376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX271793.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX271793.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M10593.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M10593.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG021305.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG021305.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ507799.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ507799.2
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Figura 10. Isolamento de Epstein-Barr e confirmacdo por gPCR. Isolamento (A) observa-se o controle de células
linhagem A549 sem alteracdes (CC) e a 42 passagem da diluicéo inicial (1:5) diluida em 1:10 observa-se fusdo
celular. Confirmagao por gPCR (B) da presend de EBV.

6. Avaliacao dos prontuarios

Os prontuérios dos pacientes foram analisados, sendo que dos 390 pacientes
foram disponibilizados 262 prontuarios. Os dados coletados estdo resumidos nas tabelas

a sequir.
Tabela 4. Sexo, idade, distribuicdo geografica e 6bitos dos pacientes EBV Negativos
PACIENTES EBV - NEGATIVOS (303 pacientes)
Ne de Ne de DISTRIBUICAO Ne de
S=20) pacientes Ip/Aie5 pacientes GEOGRAFICA pacientes
Masculino 138 <1 més 15 Belo Horizonte 143
Feminino 78 1 -5 meses 46 Raio de 10km 17
Né&o 5 meses — 1 .
informado 87 ano 35 Raio de 10 a 30km 28
OBITO 1-5anos 70 Raio de 30 a 50km 34
Obito 4 5—10 anos 26 Raio de 50 a 100km 14
Sobreviveram 280 > 10 anos 10 Raio maior que 100km 45
Né&o Né&o .
informado 19 informado 101 N&o informado 22
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Tabela 5. Sexo, idade, distribuigéo geogréafica e 6bitos dos pacientes com resultado inconclusivo

PACIENTES INCONCLUSIVOS (9 pacientes)

N° de N° de DISTRIBUICAO N° de
20 pacientes IDADE pacientes GEOGRAFICA pacientes
Masculino 3 <1més 0 Belo Horizonte 1
Feminino 4 1 -5 meses 1 Raio de 10km 1
~ Nao 2 5 meses — 1 3 Raio de 10 a 30km 0
informado ano
OBITO 1-5 anos 2 Raio de 30 a 50km 2
Obito 0 5—10 anos 1 Raio de 50 a 100km 0
Sobreviveram 9 > 10 anos 0 Raio maior que 100km 2
. Ndo 0 . Nao 2 Nao informado 3
informado informado

Tabela 6. Sexo, idade, distribuigdo geogréafica e 6bitos dos pacientes EBV Positivos

PACIENTES EBV - POSITIVOS (78 pacientes)

N° de Ne de DISTRIBUICAO N° de

S0 pacientes IRrRIS pacientes GEOGRAFICA pacientes
Masculino 23 <1més 2 Belo Horizonte 13
Feminino 21 1 -5 meses 12 Raio de 10km 0
_ Nao 34 5 meses —1 11 Raio de 10 a 30km 18

informado ano
OBITO 1-5anos 15 15 1
Obito 3 5—10 anos 4 Raio de 50 a 100km 1
Sobreviveram 42 > 10 anos 0 Raio maior que 100km 12
Nao Nao ..

informado 33 informado 34 Nao'informado 33

A maioria dos pacientes que apresentaram resultado positivo para a presenca de
do DNA genomico de EBV sao criancgas entre 1 més a 5 anos de vida (48,7% dos
pacientes).

DISTRIBUICAO DA FAIXA ETARIA DOS PACIENTES EBV-POSITIVO

B <1 més 1 mésa 5 anos > 5 anos Nio mformado

44%

49%

5%

Figura 11. Distribuicdo da faixa etatia dos pacientes EBV-positivos. Os pacientes em sua maioria estao
na faixa etéria entre 1 més a 5 anos de idade.
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A maior frequéncia de infeccdo pode ser observada em uma faixa etéria
extremamente jovem. Embora os casos relatados na literatura séo raros, existe a
possibilidade de infec¢do congénita. Mulheres gravidas infectadas com EBV sdo capazes
de transmitir o virus para o feto entre a 5% e 62 semana de gestao, ao nascimento a crianca
pode apresentar anomalias congénitas, trombocitopenia, monocitose dentre outros
(Carvalho, 1999; Gerald N. Goldberg et al., 1981).

Outra possibilidade é a transmissdo ap0s 0 nascimento da crianga que € a mais
provavel nos casos apresentados neste estudo. A rota de transmissdo mais comum € pela
saliva. Normalmente entre o nascimento até os 18 meses as criangas se encontram na ‘fase
oral’ de acordo com o desenvolvimento psicossexual, nesta fase o reconhecimento de
objetos e texturas € pela via oral e as crian¢as levam tudo a boca (Zornig, 2008). Nesta
faixa etéria também é possivel que as criangas estejam em convivio social em creches e
pré-escolas, sendo que ¢é determinado pela LDB 9394/96 que a faixa etéaria de 0 a 6 anos
sejam matriculadas em creches e pré-escolas, embora a realidade mineira é o oposto:
segundo dados do IBGE de 2017, Minas Gerais tem 74% das criancas fora das creches e
pré-escolas. No caso dos pacientes avaliados neste trabalho, baseado nos relato dos
responsaveis e familiares nos prontuarios, nenhuma das criancas era frequentadora de
creches ou pré-escolas. Outra rota de transmissdo, embora ndo seja documentada com
frequéncia na literatura, existem casos de transmissao através do aleitamento materno
(Junker, 1991; Ibrahim I. Daud, 2015). A exposicdo das criancas e recém-nascidos é
muito comum em situacdes onde elas séo beijadas, compartilhamento de talheres ou
quando o responsavel sopra o alimento para a crianga, compartilhamento de brinquedos
e quando as criancas levam os objetos até a boca, sdo todas possiveis rotas de transmissdo
de EBV na primeira infancia, sendo os pais provavelmente a principal fonte de

transmissdo oral do virus (Hillman, 2017; Robert Newton et al., 2018; Cederberg, 2018).

Além disso, nota-se uma diversidade em diagndsticos apresentados nos

prontuarios avaliados neste estudo (Figura 12).
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Pneumonia_ Desmielinizaciio

Febre nio especificada 3% 3%
8% L

Meningite viral
13%

Ataxia cerebelar
5%

IVAS

5% Bronquiolite
8%

Intoxicacio
3%

ITU
5%

Meningite bacteriana
19%

Sem diagnostico
informado
18%

Septicemia
Epilepsia 5%
5%

Figura 12. Diagnésticos reportados nos prontuarios dos pacientes EBV positivos (faixa etaria: 1
meés a 5anos). Dados obtidos a partir da avaliacdo dos prontuarios dos pacientes EBV-positivos. A
maioria foi diagnosticado com meningite (bacteriana e viral), bronquiolite e febre ndo especificada.

Em criancas menores de 5 anos de idade o quadro clinico, quando sintomatico,
costuma ser apresentado em formas atipicas e ser diagnosticado como pneumonia,
diarreia, otite média, bronquite, epilepsia, infeccdo do trato urinario (ITU), infecgdo de
vias areas respiratdrias (IVAS), além disso podem estar associados aos sintomas comuns:

linfadenomegalia, visceromegalias (figado e baco) (Carvalho, 1999; Vasileios Bolis,
2016).

7. Relato de casos

Além da avaliacdo geral dos prontuarios, foi feita uma analise minuciosa em
relacdo ao desenvolvimento do quadro de cada paciente em que neste estudo foi detectado
EBV no LCR. Dentre os casos avaliados alguns se destacam no perfil de progressao dos
sintomas e conduta de tratamento, portanto 6 casos foram selecionados para compor 0s
resultados e discussdo deste trabalho.
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7.1. Caso 854

R.E.S.M, sexo masculino, 10 meses de idade, proveniente da regido de Trés Marias,
MG. O paciente foi admitido no HIJPII no dia 31/05/2018. Depois de quatro dias da
admissdo 0 mesmo apresentou episodios de crise convulsiva, vomito e febre e iniciado
tratamento com antibidtico. No dia da admissdo no hospital o paciente apresentava
isquemia cerebral e edema leve, o quadro seguiu se agravando e com mé resposta ao
tratamento. O diagnoéstico inicial foi suspeita de meningite ou meningoencefalite
herpética. O paciente apresentava fontanela tensa, pupilas ndo reativas, extremidades
cianoticas, hipotenso. No dia 3/06/2018 foi iniciado o protocolo de morte encefalica. No
dia 5/06/2018 o paciente foi a 6bito. O exame de urina ndo indicou alteracdes aparentes,
0 hemograma e leucograma correspondiam ao estado grave do paciente, plaquetopenia
acentuada e de rapida evolugdo. A TC indicou apagamento dos giros corticais e
desparecimento da diferenciacdo entre substancias branca e cinzenta. O LCR foi colhido
pos-mortem e indicava possivelmente uma infeccdo viral, indicando pleocitose e
hemorragia, os valores de proteina e lactato estavam superiores aos valores de referéncia
e o nivel de glicose (< 20mg/dL) estava muito abaixo da glicemia capilar (140 mg/dL)
(Tabela 8). Deve-se levar em conta também que a coleta foi feita pds-mortem em estado
maximo de agravo da doenca, portanto os resultados muito acima dos valores de
referéncia podem destoar do padrdo comum de infeccdo viral liquérica que é
caracterizado por niveis glicémicos e proteicos pouco acentuados ou dentro da
normalidade e niveis de lactato abaixo de 2 mmol/L (Secretaria de Estado da Saude de
S&o Paulo, 2006; Mudasir Nazir, 2018; Daniel Damiani, 2012). Nota-se que os testes de
bacteriologia indicaram auséncia de crescimento bacteriano, embora o diagnostico final
do prontuario foi de meningoencefalite, meningomielite bacteriana NCOP? e edema

cerebral.

2 NCOP = ndo classificada em outra parte
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Tabela 7. Dados referentes a avaliacdo do LCR do paciente 854

Valores de Referéncia

Acido Léactico 6,8 mmol/L 0,7 a 2,1 mmol/L
. Recém-nascidos: até 150 mg/dL
Proteinas 2814mg/dL Prematuros: até 170 mg/dL
Glicemia <20mg/dL 12 — 60mg/dL
370mm3
Leucécitos - Linfécitos 55mms3 (15%) RN: até 15/mm3
- Monécitos 22mm3 (6%) Outros: < 5/mm3
- Macréfagos 11mm3 (3%)
Hemacias 4830 mm3 0
Gram Ausente Ausente
Anaerdbios Ausente Ausente
Cultura Sem crescimento Sem crescimento

O paciente 854 chegou ao hospital ja em grave estado debilitado e ndo foi possivel
determinar com exatiddo o agente etiolégico. A triagem por qPCR indicou a presenca de
EBV (confirmada por sequenciamento) e foi negativo para ENTV, HHV-1/2, HHV-3,
ZIKV, SLEV, WNV, YFV, CHIKV, DENV (Crispim, 2020). sim Sabe-se que 0 virus
apresenta potencial controle do sistema imune, que por sua vez, quando prejudicado
permite a reativagdo viral. O fator estressante também leva a desregulagdo do sistema
imune e por sua vez, a reativacdo de EBV (Minz, 2017; Christopher P. Fagundesa et al.,
2014). A complicacdo do quadro nao pode ser atribuida predominantemente ao EBV,
associado como doenca primaria (Carvalho, 1999), mas é necessario considerar como
hip6tese diagndstica.

7.2. Caso 877

J.E.M.O, sexo feminino, 3 anos de idade, proveniente da regido de Belo
Horizonte, MG. A paciente foi admitida no HIJPII no dia 6/05/2018. H& 1 semana da
admissdo a mesma apresentou sintomas de febre, vomito, dificuldade de marcha,
fraqueza, dores nas articulacbes. Ela deu entrada no hospital com linfadenomegalia
cervical bilateral, lesbes crostosas na regido perilabial (herpes ndo confirmada),
paraparesia flacida em membros inferiores e paresia no membro superior esquerdo. Sem
demais alterag@es. As suspeitas iniciais eram Guillain-Barré, mielite aguda infecciosa ou
encefalopatia desmielinizante. Os sintomas mantiveram sem alteragbes até o dia
18/05/2018 quando foi iniciado tratamento de pulsoterapia com metilpredinisona. A
paciente recebeu alta médica no dia 24/05/2018 ap6s melhora dos sintomas. Os exames
de sangue ndo indicavam alteragdes. Foram realizados também testes IgM e 1gG EBV e
CMV reagentes, HHV-1/2 indeterminados. Foram realizadas duas coletas de LCR que
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ndo indicavam sinais de infeccéo bacteriana ou fungica. Os valores de glicose e proteinas
apresentaram comportamento inversamente proporcional entre o periodo de coleta,
evidenciando um perfil classico de infec¢do viral: pleocitose e hipoglicorraquia, lactato
dentro dos valores normais, predominancia linfomonocitaria (Daniel Damiani, 2012;
Mudasir Nazir, 2018; Secretaria de Estado da Saude de Séo Paulo, 2006). O valor
acentuado de hemécias, de acordo com a evolugdo do prontuério, foi devido lesdo
provocada durante a pungédo lombar. A RM exp0s atrofia na cauda equina o que ocasionou
em sequelas motoras dos membros inferiores. O diagnostico final constado em seu

prontuério foi desmielinizacdo disseminada aguda nédo especificada.

A triagem por gPCR indicou a presenga de EBV (confirmada por
sequenciamento) e foi negativo para ENTV, HHV-1/2, HHV-3, ZIKV, SLEV, WNV,
YFV, CHIKV, DENV (Crispim, 2020).

500
450
400
350
300
250
200
150

440

100

<0 R 23 37 el 10

0 . - Halg . S
Glicose (mg/dL)  Proteina (mg/dL) Lactato (mmol/L) Leuc (mm?) Hm (mm?)

m07/05/2018 14/05/2018

Figura 13. Resultado da analise liquérica da paciente 877. Foram feitas duas coletas de LCR da
paciente, uma em 7/05/2018 e otura 14/05/2018.

E um caso raro de doenca desmielinizante causada por EBV em uma paciente
imunocompetente, com sintomas classicos de neuroinfec¢do por EBV. As infeccdes por
EBV podem levar a diversas complicacBes, entre elas: doencas desmielinizantes,
Guillain-Barré, ataxia e paralisias (J. Gordon Millichap, 2015; Schestatsky, Torres,
Moreira, Krug, & Amaral, 2009; Vasileios Bolis, 2016). A linfadenomegalia também é
comum na maioria dos casos (Carvalho, 1999). Inicialmente a paciente foi tratada com
imunoglobulina — para protecdo e melhora da resposta imune — e sintomaticos.
Posteriormente foi realizado o tratamento de pulsoterapia com a metilprednisona,
frequentemente utilizado no tratamento de doencas autoimunes. Alguns artigos
descrevem o tratamento combinado de aciclovir (antiviral que reduz a replicagéo viral)

com a metilprednisona e imunoglobulina demonstrando eficécia no tratamento (H, et al.,



46

1999; H@jberg, 2005; Celik, et al., 2015; Tohru Takahashi et al., 2006; Joseph S. Pagano,
2018).

7.3. Caso 878

J.P.R, sexo feminino, 1 ano e 5 meses de idade, proveniente da regido de Belo
Horizonte, MG. A paciente foi admitida no HIJPII no dia 13/04/2018 com episddios de
crise convulsiva e febre. H4 1 dia da admissdo a mesma apresentou episodios de vémito
e febre. O diagnostico inicial foi de encefalite viral ndo especificada. Foi iniciado o
tratamento com sintomaticos, anti-convulsionantes, antibi6ticos e antivirais (aciclovir).
Dentro de dois dias a paciente apresentou melhora do quadro, sem crises convulsivas,
sem sinais meningeos e o aciclovir foi suspenso. No dia 18/04/2018 a paciente recebeu
alta médica com total melhora do quadro. A TC e 0 ECG néo indicaram alteragdes. Os
exames de sangue indicaram leucocitose (inicialmente com prevaléncia de neutrofilos, e
na segunda coleta linfécitos) e PCR acima dos valores de referéncia. Foram feitas duas
tentativas de puncdo lombar, a primeira sem sucesso e a segunda hemorragica devido a
hematomas na regido de puncdo; a avaliacdo do LCR ndo mostrou alteracfes. Foram
feitos também, TC e ECG que ndo indicaram altaraces neuroldgicas. O diagndstico final
foi epilepsia ndo especificada.

Tabela 8. Dados referentes a avaliagcdo do LCR do paciente 878

Valores de Referéncia
Acido Lactico  1,2mmollL | 0,7 a2,1 mmol/L
Recém-nascidos: até 150 mg/dL
Prematuros: até 170 mg/dL
Glicemia 50 mg/dL \ 12 — 60mg/dL
18%

- Linfdcitos 78%
Leucdcitos - Mondcitos 10%

- Neutrdfilos 10%

- Macrofagos 2%

Proteinas 26 mg/dL

RN: até 15/mm3
Qutros: < 5/mm?3

Hemacias 16000 mm?® | 0
Gram Ausente Ausente
Anaerdbios - \ Ausente
Cultura - Sem crescimento

A triagem por gPCR indicou a presenca de EBV (confirmada por
sequenciamento) e foi negativo para ENTV, HHV-1/2, HHV-3, ZIKV, SLEV, WNV,
YFV, CHIKV, DENV (Crispim, 2020).
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As meningites virais sdo caracterizadas por indicarem pequenas ou nenhuma

alteracdo no LCR (Secretaria de Estado da Salde de S&o Paulo, 2006; Mudasir Nazir,

2018; Daniel Damiani, 2012). Uma das possiveis complicacfes causadas pela infeccdes

por EBV € a epilepsia, alem dos sintomas tipicos de convulsdo e febre (J. Gordon
Millichap, 2015; Schestatsky, Torres, Moreira, Krug, & Amaral, 2009; Vasileios Bolis,

2016). A infeccdo por EBV tipica € caracterizada como uma doenca auto-limitada

(Goldstein MA, 2002). E comum, em criancas menores de 5 anos de idade, a ocorréncia

de um quadro atipico de infec¢do associado a outras patologias, como por exemplo a

epilepsia (Carvalho, 1999).

7.4. Caso 1027 e 1071

Os casos a seguir os pacientes apresentaram a co-deteccdo de EBV com DENV.

Caso 1027: C.V.S, sexo feminino, 3 meses e 8 dias de idade, proveniente da
regido do Barreiro em Belo Horizonte, MG. Paciente teve contato prévio com
lactente doente na vizinhanca. Foi admitida no dia 12/06/2018 no HIJP1l em bom
estado geral, apresentado irritabilidade e pescoco em posicdo antalgica para a
direita. O quadro evoluiu com abaulamento e tenséo da fontanela e com o
aparecimento de maéculas hipocrémicas na genitalia externa. A paciente foi
submetida a uma TC que revelou um empiema frontal e a uma RM do encéfalo
que indicou a presenca de lesdes no parénquima cerebral e refor¢ou o diagnéstico
do empiema. Os exames de sangue indicaram pelocitose e a avaliagdo do LCR
constou hiperproteinorraquia. O tratamento foi feito com sintomaticos e
antibidticos ceftriaxona e posteirormente, cefotaxima. A paciente se manteve
afebril a partir do dia 25/06/2018. Foi observado um leve atraso de
desenvolvimento (sugere-se no prontuario que possivelmente pode ser acarretado
a sequelas da meningite). A troca do antibidtico de ceftriaxona para cefotaxima
coincidiu com a melhora do quadro da paciente que manteve sem queixas €
recebeu alta no dia 16/07/2018. Em seu prontuério o diagndstico final é de
meningite bacteriana por Neisseiria meningitidis grupo C (isolado em cultura de
LCR).
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e (Caso 1071: S.A.B.S, sexo feminino, 10 meses de idade, proveniente de Perdigao
(regido do Alto S&o Francisco), MG. A paciente foi admitida no HIJPII no dia
27/08/2018 com quadro prévio de febre, convulsdo e comprometimento do lado
esquerdo (nistagmo, desvio de rimae hipertonia de membro superior). A paciente
ndo apresentava rigidez na nunca e fontanela estava plana e pulsatil, classificacdo
Glasgow 12/13 foi internada no CTI. Foi tratada inicialmente com sintomaticos,
ceftriaxona e aciclovir, posteriormente mantendo somente o antiviral e
sintométicos. Os exames de sangue indicaram proteina C reativa alta e
leucocitose. A paciente recebeu alta do CTI ap6s 1 dia e foi transferida para
enfermaria onde foi submetida a monitorizacdo rigorosa e evoluiu com melhora
progressiva do quadro, ap6s 21 dias de tratamento com aciclovir, no dia
17/09/2018 a paciente recebeu alta médica. A paciente foi submetida a testes de
IgM e IgG que foram EBV, HSV-1/2 e CMV IgM reagentes e EBV IgG reagente.

O diagndstico final em seu prontuario € de meningoencefalite viral.

N&o é sempre possivel associar EBV como a causa de doenca primaria, ha
possibilidade de coinfeccdo e o desenvolvimento da doenca de forma secundéria,
associada a outro agente infeccioso (Carvalho, 1999). Os dois casos descritos mostram
um quadro de meningoncefalite tipica com sinais meningeos (rigidez na nuca, sinais de
Brudzinki e Kernig), convulsdes e febre. Com estes dois casos € possivel comparar os
efeitos da neuroinfeccao bacteriana com a neuroinfeccdo viral. O primeiro caso € classico
de meningite bacteriana (Daniel Damiani, 2012) com liquido de aspecto turvo/amarelado
e sinais claros de infeccdo liquorica (hiperproteinorraquia, aumento do lactato,
prevaléncia de neutréfilos e latex positivo para Neisseiria meningitidis grupo C). O
segundo caso é uma meningite viral sem alteracbes liquéricas, com prevaléncia
linfocitaria no LCR e no sangue. Na figura 12 foi realizada a comparacdo das

caracteristicas liquoricas de ambos 0s pacientes.



49

60 6000 5433 6 57 16000
48 000 13840
50 5000 5 14
12000
40 4000 4 10000
30 3000 3 8000
20
20 2000 2 - 6000
’ 4000
10 1000 po" 1 2000 a
0 0 0 0
Glicose (mg/dL) Proteina (mg/dL) Lactato (mmol/L) Leuc (mm?)
m1027 m1071 m1027 =1071 = 1027 = 1071 m1027 =1071
600 100 92 90 82 7 P
i 480 80 p
500 80 70 ’
400 m 60 °
5 5 4
300 :g 3
40 3
200 30 2
71 20 12 20
100 10 1
0 0 0 — 0
Hm (mm?) Segmentados (%) Linfocitos (%) Monécitos (%)
m1027 = 1071 ®1027 = 1071 m1027 = 1071 ®1027 = 1071

Figura 14. Comparacao da analise bioquimica e de celularidade do LCR de pacientes com meningite
bacteriana e viral, respectivamente.

7.5.Caso 654

M.H.O.S.S, sexo feminino, 1 ano e 2 meses de idade, proveniente de Sdo Pedro do
Avai (distrito de Manhuagu), MG. Paciente com historia prévia de convulsdes, febre,
tosse, cianose, deficit visual e auditivo. Foi encaminhada para o HIJPII no dia 13/06/2016
apresentando irritabilidade, mas sem sinais meningeos, Glasgow 15. O quadro seguiu
estavel durante todo o periodo de internacdo com melhora progressiva. A TC e a RM
indicaram lesGes difusas no encéfalo e um processo sequelar decorrente das sucessivas
crises convulsivas (quadro desde fevereiro/2016) e possivel envolvimento vascular na
etiologia das mesmas. Os exames de sangue demonstraram a evolucdo de uma
trombocitose e leucocitose, com predominancia linfocitaria. Os exames de LCR néo
indicaram presenca de microrganismos bacterianos. Os niveis de glicose, proteina e
lactato estavam dentro dos valores de referéncia, é possivel observar um aumento discreto
dos niveis proteicos no liquor e normalizagéo dos niveis leucocitarios, além disso os testes
de celularidade indicaram predominancia linfomonocitaria (Figura 15). Na rede de
atendimento local foi submetida a tratamento com ceftriaxona e aciclovir. No HIJPII o
antibiotico foi suspenso, dando continuidade apenas ao antiviral até o dia da alta, dia

05/07/2016. O diagnostico final no prontuario conta como meningoencefalite viral.
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Figura 15. Resultado da andlise liqudrica da paciente 654. Foram realizadas duas coletas de LCR da paciente, a
primeira em 30/05/2016 e a outra 13/06/2016. Observa-se uma alteracéo significativa no leucograma da paciente.

O liquor da paciente foi testado no hospital por meio da técnica de PCR para HSV-
1/2 e o resultado foi negativo. A triagem por qPCR indicou a presenca de EBV
(confirmada por sequenciamento) e foi negativo para ENTV, HHV-1/2, HHV-3, ZIKV,
SLEV, WNV, YFV, CHIKV, DENV (Crispim, 2020). O aciclovir ¢é utilizado como
alternativa de tratamento menos toxica ao paciente desde 1982, inibindo seletivamente a
multiplicagdo viral. Entretanto, sabe-se que este antiviral ndo apresenta eficacia contra a
infeccdo latente de EBV, 0 que garante a persisténcia do virus no hospedeiro. O quadro
desta paciente refere-se a mais um caso de meningoencefalite viral classica (Joseph S.
Pagano, 2018; Carvalho, 1999; Daniel Damiani, 2012).

CONCLUSAO

E necessério reforcar a importancia da prevencdo da transmissdo, evitando o
contato muito préximo a criancas, beijos e compartilhamento de talheres, brinquedos e
alimentos, principalmente entre adultos e criancgas. Os testes moleculares demonstram ser
de maior eficécia e rapidez para a obtencdo de um diagndstico diferencial. Desta forma,
0s resultados apresentados neste estudo corroboram com 0s casos descritos na literatura
e alertam para a frequéncia de infeccdo por EBV em neuroinfecgdes. E imprenscidivel
considerar como hipotese diagnodstica a infeccdo por Epstein-Barr em casos com
manifestacdes neuroldgicas em criangas, a detec¢do precoce do virus pode impactar no

prognastico e tratamento da doenga.
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