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RESUMO 

Epstein-Barr virus pertence à subfamília Gammaherpesvirinae da família 

Herpesviridae e é o agente etiológico da mononucleose infecciosa. A transmissão de EBV 

geralmente é pela saliva, sendo o quadro clássico de infecção primária a mononucleose 

apenas 5% dos casos evoluem para quadros de meningoencefalites. Os grupos de risco 

são principalmente crianças na primeira infância e pacientes imunocomprometidos. No 

Brasil, nos últimos 10 anos foram registrados aproximadamente 22 mil casos de 

meningites e encefalites virais, sendo 52% dos casos em crianças com até 14 anos de 

idade. O ensaio de PCR em tempo real (qPCR) revoluciona o diagnóstico de 

neuroinfecções virais. O objetivo deste trabalho foi detectar a presença de DNA genômico 

e de mRNA de EBV por qPCR para casos de meningoencefalites em pacientes de Minas 

Gerais e construir, com base na análise de prontuário dos pacientes e dados disponíveis 

no DATASUS, um breve panorama dos casos de meningoencefalites por EBV. Amostras 

de líquor de 390 pacientes foram avaliados por qPCR SYBR Green empregando os 

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 frequência de infecção por EBV em meningoencefalite, o que pode 

impactar no prognóstico e tratamento da doença. 
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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 

(qPCR) improve the neuroinfections diagnostic. The aim of this work was to detect the 

presence of EBV genomic DNA and mRNA by qPCR 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 qPCR 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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INTRODUÇÃO 

1. Infecções virais do sistema nervoso central (SNC) 

O sistema nervoso central (SNC) é sede de infecção para diversos agentes, dentre 

eles os vírus. Infecções no SNC não ocorrem com facilidade, pois o cérebro apresenta 

uma proteção física que é  a barreira hematoencefálica e o sistema imune, por isso a 

maioria das infecções sistêmicas não envolvem o SNC (Sejvar, 2014).  

Não há restrições de hospedeiros nas neuroinfecções virais, entretanto, crianças 

até 5 anos de idade e imunocomprometidos compõem o grupo de risco mais propenso à 

desenvolver doenças no SNC. Em recém-nascidos e crianças os sintomas são 

inespecíficos e iniciam com febre e, não indicam de imediato, se tratar de uma infecção 

viral no SNC (CDC, 2016).  

2. Meningoencefalites 

A resposta inflamatória de neuroinfecções pode levar a quadros de encefalites, 

meningites ou meningoencefalites (Koyuncu & Hogue, 2013). 

Encefalite é definida como uma condição inflamatória do parênquima cerebral e 

os sinais clínicos mais comuns são dores de cabeça, confusão mental e convulsões. Em 

análises laboratoriais de líquido cefalorraquidiano (LCR) constata-se aumento nos níveis 

proteicos. As causas mais comuns de encefalites assépticas são virais (Sejvar, 2014; 

Klemola, et al., 1965; Pönkä & Pettersson, 1982; Ongrádi, Ablashi, Yoshikawa, Sterez, 

& Ogata, 2017). 

A meningite é uma inflamação 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) são menos graves do que 

meningites bacterianas e geralmente o quadro de recuperação (sem necessidade de 

tratamento) ocorre em torno de 7 a 10 dias (Sejvar, 2014; CDC, 2016; Pönkä & 

Pettersson, 1982). Os sintomas mais comuns em bebês são: febre, irritabilidade, 

dificuldade para se alimentar, letargia e problemas para dormir. Em adultos, além dos 

sintomas supracitados, acrescentem-se as dores de cabeça, vômito, sensibilidade à luz e 

falta de apetite (CDC, 2016; Sejvar, 2014).  
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O que difere as encefalites das meningites é o comprometimento sensorial em 

curto prazo, os quadros variam de breves confusões mentais ao delírio, torpor e coma.  

Quando as infecções virais afetam tanto as meninges quanto o cérebro, nestes 

casos o quadro é chamado de meningoencefalite (Sejvar, 2014; Ongrádi, Ablashi, 

Yoshikawa, Sterez, & Ogata, 2017) 

3. Epidemiologia  

Estudos epidemiológicos 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; Pönkä & Pettersson, 1982).  A incidência de meningite viral nos 

Estados Unidos varia, ao longo dos anos, dependendo da idade e histórico de vacinação 

da população, 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 Saúde/SVS 

– Sistema de Informações de Agravos de Notificação – 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 crianças de até 14 anos de idade.  

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

As encefalites são menos frequentes que as meningites, de acordo com o CDC – 

Center for Disease Control and Prevention – a cada ano, nos Estados Unidos, são 

registrados entre 1.000 a 5.000 novos casos de encefalites virais em média. No Brasil, o 

DATASUS registrou um pouco mais de 16 mil casos de encefalites virais de 2008 a 2018.  
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Nos últimos 5 anos (2015 a 2019), de acordo com as informações divulgadas pelo 

DATASUS já foram registrados 21.884 casos de meningites e encefalites virais (Figura 

2), sendo que 52% eram crianças de até 14 anos de idade. No período entre agosto/2018 

e agosto/2019 foram notificados 5.696 casos. 

 

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

Fonte: DATASUS. 
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graves como demência e convulsões (Araújo, 2010).  
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Nos casos de infecções por herpesvírus e influenza a administração de antivirais 

é recomendada (CDC, 2016; Sejvar, 2014). As neuroinfecções herpéticas são as mais 

comuns detectadas entre a população, principalmente a meningite causada por human 

alphaherpesvirus 1 (HHV-1), human alphaherpesvirus 2 (HHV-2) e human 

alphaherpesvirus 3 (HHV-3). Os indivíduos que sobrevivem à encefalite herpética podem 

desenvolver danos motores, epilepsia ou distúrbios de comportamento (Araújo, 2010). 

Nas encefalites causadas por herpesvírus, se não tratadas, o índice de mortalidade é em 

torno de 70% (Chadwick, 2005; McGill & Griffiths, 2017). 

5. Meningoencefalites causadas por herpesvírus 

Os herpesvírus HHV-1, HHV-2 e HHV-3 são os agentes etiológicos mais 

frequentes nos casos de encefalite viral (Tabela 1) (Sejvar, 2014). 

Tabela 1. Neuroinfecções causadas por herpesvírus. Fonte: Sejvar, 2014. 

VÍRUS 

DISTRIBUIÇÃO 

PADRÃO 

EPIDEMIOLÓGICO 

MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS NEUROLÓGICAS 

human 

alphaherpesvirus 1 e 2  
Mundial / Esporádico Causa mais comum de encefalites e meningites assépticas. 

human 

alphaherpesvirus 3 
Mundial / Endêmico 

Pode causar meningite e encefalite; associado a artrite 

granulomatosa; reativação (pós-latência) pode levar a 

ganglionite e radiculite. 

human  

gammaherpesvirus 4  
Mundial / Esporádico 

Causas ocasionais de meningite e encefalite; associações com 

síndrome GB e linfoma primário do SNC. 

human  

betaherpesvirus 5  
Mundial / Esporádico 

Manifestações neurológicas graves: desordens congênitas, 

meningite, encefalite, associação com a síndrome GB1 e 

imunossupressão. 

human  

betaherpesvirus 6 e 7 
Mundial / Esporádico 

Causa ocasional de encefalites, particularmente em 

imunodeprimidos. 

Encefalites por HHV-1 ocorrem mundialmente esporadicamente e a transmissão 

viral se dá por contato direto (Sejvar, 2014). Human  gammaherpesvirus 4 (Epstein-Barr 

vírus ou EBV),  human  betaherpesvirus 5 (Citomegalovírus ou CMV), HHV-3 e human  

betaherpesvirus 6 (HHV-6) são associados à meningoencefalites em pacientes 

imunocomprometidos. (S., F., J., & M., 2015; Asano, et al., 1992; Chadwick, 2005). 

Citomegalovírus está associado também a casos crônicos de meningoencefalites em 

pacientes portadores do human immunodeficiency virus 1 (HIV) em estágio avançado 

(Chadwick, 2005). EBV é frequentemente detectado em casos de coinfecção no SNC, 

este fato é associado ao aumento da resposta inflamatória e o vírus é capaz de se 

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

 
1 Síndrome Guillain-Barré 
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Vírus linfotrópicos, principalmente os herpesvírus, podem causar o que é chamado 

de meningite linfocítica 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 síndrome. É caracterizada por 3 a 10 episódios de febre e 

meningismo com duração de 2 a 5 dias, seguido por recuperação espontânea. No LCR 

ocorre pleocitose linfocítica, elevação média das proteínas e níveis normais de glicose 

(Shalabi & Whitley, 2006; SAINT-MARTIN, et al., 1982).  

6. Família Herpesviridae  

A família Herpesviridae pertence a ordem Herpesvirales, e  apresenta 3 

subfamílias: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae (ICTV, 

2020). São vírus de DNA fita-dupla de forma toroidal com nucleocapsídeo de simetria 

icosaédrica contendo 162 capsômeros. O capsídeo é envolto de um tegumento proteico e 

amorfo seguido pelo envelope composto de poliaminas, lipídios e espículas de 

glicoproteínas que conferem propriedades virais distintas e fornece antígenos para 

resposta do hospedeiro (Figura 3) (Pellet & Roizman, 2013; Steiner, Kennedy, & Pachner, 

2007). 

A divisão das subfamílias de Herpesvirinae é baseado em propriedades biológicas 

e  nas espécies que infecta. A sub-familia Alphaherpesvirinae é uma subfamília com vírus 

que infectam vários hospedeiros, a infecção primária é aguda e o vírus entra em latência 

nos gânglios sensoriais. Alguns dos vírus mais conhecidos são neurotrópicos: HHV-1, 

HHV-2 e HHV-3 (Varicela-Zoster vírus) (ICTV, 2020). 

 

Figura 3. Envelope e visão interna do nucleocapsídeo de herpesvírus. Diagrama mostrando a estrutura do 

nucleocapsideo onde em azul claro está o nucleocapsídeo de aproximadamente 125nm envolto pelo 

tegumento amorfo (laranja) e o envelope (azul escuro) com espículas glicoproteicas (em amarelo). Fonte: 

Pellet & Roizman, 2013. 
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Membros da subfamília Betaherpesvirinae apresentam uma faixa restrita de 

hospedeiros, seus principais representantes são os HHV-5 ou citomegalovírus, HHV-6 e 

HHV-7. A subfamília Gammaherpesvirinae é composta por vírus linfotrópicos, seus 

representantes são: HHV-4  (Epstein-Barr vírus, EBV) e human gammaherpesvirus 8 

(HHV-8), são vírus cujo o estado de latência ocorre em tecido linfoide, diferentemente 

dos vírus neurotrópicos nos quais a a latência é nos gânglios (Lussignol & Esclatine, 

2017; ICTV, 2020).  

Dentre os herpesvírus os que são neurotrópicos podem ser divididos em dois 

grupos: vírus oportunistas que acidentalmente infectam o sistema nervoso (EBV e HHV-

6, por exemplo) e vírus que têm tropismo para as células nervosas (HHV-1 e HHV-2, 

HHV-3, por exemplo) (Koyuncu & Hogue, 2013). EBV tem tropismo por linfócitos B 

que podem migrar para o SNC (Tselis, b, 2014). HHV-6 é pleiotrópico (infecta vários 

tipos celulares) pois se liga ao receptor CD46 (presente em todas as células humanas), 

embora seja considerado um vírus neurotrópico oportunista (Hill & Venna, 2014). 

7. Epstein-Barr (EBV) 

 EBV pertence ao gênero Lymphocryptovírus da subfamília Gammaherpesvirinae 

e é o agente etiológico da mononucleose infecciosa e também é associado ao linfoma de 

Burkitt.  

A transmissão de EBV geralmente é pela saliva.  A soroconversão de EBV pode 

ocorrer de forma assintomática ou apresentar manifestações clínicas graves com o 

desenvolvimento da Mononucleose Infecciosa (MI). A mononucleose infecciosa é uma 

doença auto limitada e pode levar a sintomas como febre, fadiga, linfadenopatia, tonsilite 

e esplenomegalia (Sharon L. Silins, 2001; Tselis, b, 2014). A infecção assintomática 

geralmente ocorre na primeira infância sem linfocitose significativa (Sharon L. Silins, 

2001).  Na maioria dos casos a recuperação não deixa sequelas e muitas vezes pode estar 

correlacionado à infecção primária do vírus (Mathur, Muchantef, & Sze, 2014; Villo & 

O'Brien, 2018; Mathew & Parvez, 2013). O vírus persiste ao longo da vida adulta do 

indivíduo em estado de latência nos linfócitos B (Niesters, et al., 2000; LUPTON & 

LEVINE, 1985). 

Apenas 5% dos casos evoluem para neuroinfecções (Tselis, b, 2014). A maioria 

dos quadros de infecção no SNC por EBV são relacionados a reativação do vírus 
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(Hatanpaa & Kim, 2014).  Encefalite causada por EBV na infância é uma complicação 

grave da infecção causada pelo vírus. As crianças e jovem adultos compõem o grupo de 

risco. Além dos sintomas clássicos da mononucleose infecciosa o paciente pode 

apresentar febre, dores de cabeça, alterações da consciência, convulsões e indução de 

estado epiléptico. Pode ocorrer também a síndrome chamada ‘Alice no país das 

maravilhas’ que causa oscilações de personalidade, ilusão e metamorfopsia (alucinações 

de tamanho/espaço/forma), encefalopatia difusa, ataxia, e em casos mais graves o 

paciente pode ir à coma. Geralmente, associada a encefalite o paciente pode apresentar 

mielite transversa (afetando a locomoção e a realização de movimentos do paciente) 

(Bonthius & James F. Bale, 2008).  

7.1. Características do EBV e ciclo de multiplicação 

O genoma de EBV tem 172kb e codifica por volta de 100 proteínas. A partícula 

viral tem em torno de 180 a 200nm de diâmetro (Portegies & Corssmit, 2000). A 

organização do genoma é similar aos demais herpesvírus compostos pelas regiões US 

(Unique Short) e UL (Unique Long) separados por segmentos repetitivos (IRs) (Figura 

4). Os genes de EBV são separados em dois grandes grupos: genes de latência e genes do 

ciclo lítico (Tselis, b, 2014; Kieff, et al., 1982).  

 

Figura 4. Diagrama representativo do genoma do vírus Epstein-Barr. O genoma linear de DNA dupla fita 

de EBV é dividido em duas regiões principais a US (em azul, Unique short) e a região UL (em rosa, 

Unique long). A região longa (UL) de EBV é subdividida por regiões repetitivas internas (em laranja, 

IR1-4). Nas extremidades do genoma são apresentadas repetições terminais (em verde, TR1 e TR2). 

O ciclo de herpesvírus apresenta duas fases distintas: fase lítica e fase latente. 

Inicialmente a partícula viral se adsorve à superfície celular do hospedeiro e penetra a 

célula através da fusão de seu envelope com a membrana plasmática ou por endocitose 

(Pellet & Roizman, 2013; Lussignol & Esclatine, 2017; Koyuncu & Hogue, 2013). A 

entrada de EBV em células B ou células epiteliais é atribuída a 8 glicoproteínas 

(Swaminathan & Kenney, 2009). 

EBV infecta células B da cavidade oral, e por hiperestimulação começam a 

multiplicar e diferenciar em células B de memória que enviam um sinal às células T que 

produzem o ligante CD40L que previne as células B da apoptose. O vírus se liga na 
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superfície das células B à proteína viral gp350/220 ao receptor CR2 (CD21) (Kristine 

Niss Arfelt, 2015; Tselis, b, 2014). O vírus utiliza a maquinaria da própria célula para 

maturação das mesmas, este processo costuma se desenvolver nas amígdalas (Tselis, b, 

2014). A versatilidade do vírus em interagir com as células do sistema imune resulta em 

imunossupressão. O endotélio funciona como um reservatório de vírus que infectam os 

leucócitos circulantes, que pode dar seguimento à uma viremia que, por sua vez, pode 

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

A transcrição e a multiplicação ocorrem no núcleo, bem como a montagem inicial 

do nucleocapsídeo. A multiplicação é detectada com 12h-24h após a infecção (Lussignol 

& Esclatine, 2017; Vancíková & Dvorák, 2001; Koyuncu & Hogue, 2013). Herpesvírus  

utilizam a DNA polimerase da célula hospedeira para transcrever o genoma viral em 

mRNA, iniciando uma cascata transcricional: a fita de mRNA é transcrita e encaminhada 

para o citosol onde ocorre a cascata transcricional (Lussignol & Esclatine, 2017; 

Vancíková & Dvorák, 2001; Tselis, a, 2014). 

Os primeiros genes transcritos do ciclo lítico são os imediatamente precoces (IE, 

immediate-early proteins), a transcrição é ativida pelas proteínas do tegumento viral; 

estes genes são transcritos na presença de inibidores da replicação de DNA. Como uma 

cascata, a transcrição das proteínas IE ativa a transcrição das proteínas precoces (E, early 

proteins); as proteínas precoces mediam a replicação do DNA viral. A replicação de DNA 

ocorre pelo mecanimo círculo-rolante. Seguido da replicação de DNA viral são transcritas 

as proteínas tardias (L, late proteins) que codificam proteínas estruturais (como por 

exemplo as glicoproteínas gp350/220) e permitem a formação do capsídeo e de vírions 

(Swaminathan & Kenney, 2009).  

A glicoproteína gp350/220 é uma das mais abundantes no envelope viral 

(Johannsen, et al., 2004) que é responsável pela adsorção do vírus nas células B (ocorre 

ligação com o receptor do tipo 2 – CR2). A gp350/220 é uma proteína de membrana 

glicosilada, que, como resultado de um splicing alternativo pode apresentar duas formas: 

com massa de 350 ou 220kDa. A ligação de gp350 ao receptor CR2 da célula ativa a 

penetração viral por endocitose (Hutt-Fletcher, 2007; Swaminathan & Kenney, 2009).  

Durante o processo de formação do vírus ocorrem duas etapas de envelopamento. 

A primeira é durante a travessia do nucleocapsídeo pela membrana nuclear, seguido por 
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um desenvelopamento, aquisição das proteínas do tegumento e então ocorre a  segunda 

etapa de envelopamento na travessia trans-Golgi ou pela membrana plasmática, no 

momento de liberação do vírus (Swaminathan & Kenney, 2009; Lussignol & Esclatine, 

2017; Vancíková & Dvorák, 2001).  

Por fim, a partícula viral é liberada extracelularmente pela fusão da vesícula de 

Golgi com a membrana plasmática da célula (Lussignol & Esclatine, 2017; Owen, 

Crump, & Graham, 2015; Tandon & Mocarski, 2012; Vancíková & Dvorák, 2001). 

Estudos indicam que os herpesvírus são capazes de promover uma subversão de 

autofagia no processo de aquisição final do envelope (Fig 5. – I) (Lussignol & Esclatine, 

2017; Nowag, et al., 2014). Autofagia está envolvida nas respostas inata e adaptativa 

como um mecanismo antiviral, entretanto os herpesvírus codificam proteínas que contra-

atacam este processo. Os vírus exploram este mecanismo a seu favor, durante a 

multiplicação viral ou para auxiliar sua persistência durante o estado de latência. Alguns 

herpesvírus conseguem bloquear a degradação do lisossomo e por consequência bloqueia 

a autofagia e utilizam as membranas autofágicas para montar e liberar novas partículas 

virais (Lussignol & Esclatine, 2017; Pujals, et al., 2015; Koyuncu & Hogue, 2013). 

O genoma linear de EBV circulariza após a infecção e mantém-se no núcleo da 

célula infectada (período de latência) como se fosse um plasmídeo, na forma epissomal 

(número de cópias entre 5 a 500) (MIDDLETON & SUGDEN, 1992). 

Durante a fase lítica de EBV ocorre a produção de partículas virais e permite a 

proliferação do vírus e sua transmissão entre células e entre hospedeiros (Figura 5). 

Devido a citotoxicidade das células T – que respondem diretamente contra proteínas 

virais do ciclo lítico - há uma certa dificuldade na detecção de células EBV-positivas que 

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

Aciclovir e Ganciclovir são anti-virais comumente usados e seu princípio de 

atuação é a inibição da replicação lítica de EBV (reduz os riscos de proliferação) 

(Swaminathan & Kenney, 2009).  
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Figura 5. Esquema representativo do ciclo de multiplicação de herpesvírus. Adsorção da partícula viral 

na superfície celular do hospedeiro e penetração viral (A). O capsídeo é conduzido até o poro nuclear para 

liberação do DNA no núcleo (B). Cascata transcricional: proteínas imediatamente precoces, precoces e 

tardias (C, D e E). Replicação do genoma e montagem do nucleocapsídeo para liberação no citoplasma 

com formação de envelope primário (F). Compartimentalização dos nucleocapsídeo e formação do 

envelope definitivo (G). Liberação da partícula viral (H). Subversão de autofagia (I). Fonte: Lussignol & 

Esclatine, 2017 (Fig. Adaptada). 

7.2. Latência de Epstein-Barr 

Latência é definida pela presença de DNA viral no hospedeiro sem a produção de 

vírus, o genoma mantém-se na forma circular (epissoma). É um mecanismo utilizado por 

alguns vírus para sobreviver em condições que comprometam sua multiplicação (Caccuri, 

et al., 2017; Tselis, a, 2014). 

A regulação da expressão do gene BZLF1 por fatores de transcrição da célula 

desempenham um papel na determinação do tipo de infecção de EBV (latente ou lítica), 

o estímulo da produção de BZLF1 é o gatilho para reativação do ciclo de infecção lítica 

(Swaminathan & Kenney, 2009). 

Durante a latência o vírus expressa 6 antígenos nucleares codificados (EBNA 1-

6, em inglês: EBV-encoded nuclear antigens), 3 proteínas latentes de membrana (LMPs), 

dois RNAs não-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 fenótipos de latência (0, I, II e III)  que diferem em quais 

proteínas de latência são expressas e as possíveis combinações de fenótipos (Tabela 2). 

EBNA-1 está presente no núcleo de todas as células infectadas por EBV, sua expressão é 

regulada pelo ciclo celular (Lussignol & Esclatine, 2017; Lee & Sugden, 2008; LUPTON 

& LEVINE, 1985; Humme, et al., 2003). 

O antígeno LMP-1 (proteína latente de Epstein-Barr) é análogo ao CD40L e 

durante a latência induz a sobrevivência das células B. Os linfócitos B proliferam e 

diferenciam-se em células de memória (Kaykas, Worringer, & Sugden, 2001). Durante a 

latência EBV provoca a imortalização, proliferação, ativação e infiltração dos linfócitos 

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

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

LATÊNCIA 
GENES TRANSCRITOS OCORRÊNCIA 

0 EBERs 
Células B de 

memória 

I  EBERs + EBNA-1 
Linfoma de Burkitt 

e carcinomas 

II EBERs + EBNA-1 + LMP-1 + LMP-2 
Linfoma Hodgkin e 

outros linfomas 

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

Herpesvírus têm a capacidade de estabelecer latência em diferentes tipos celulares 

e persistir durante a vida toda do hospedeiro. As células mieloides, células tronco CD34+, 

monócitos CD14+ e órgãos parenquimais transplantados provenientes de doadores 

soropositivos são reservatórios virais (Lussignol & Esclatine, 2017; Steiner, Kennedy, & 

Pachner, 2007; Dupont & Reeves, 2016; Knipe & Cliffe, 2008; Tselis, a, 2014). A latência 

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

EBNA-1 é importante para o estabelecimento da infecção 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 

fosfoproteína que se liga na extremidade C-terminal do DNA da célula hospedeira, 

envolvida no processo de ativação transcricional, replicação do DNA e manutenção do 

plasmídeo e sobrevivência da célula hospedeira (LUPTON & LEVINE, 1985; Humme, 

et al., 2003; Lu, et al., 2010).  

A regulação da autofagia permite ao herpesvírus de manter-se em latência e 

estender a sobrevivência celular por meio de atividades anti-apoptóticas. HHV-1 expressa 
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um dos programas de latência mais simples, os genes LAT. Os gamaherpesvírus 

estabelecem latência em tecido linfoide. EBV, além da expressão dos genes latentes, o 

vírus regula a proliferação celular (Lussignol & Esclatine, 2017; Pujals, et al., 2015; 

Vancíková & Dvorák, 2001). 

8. Rotas de entradas pelo SNC e latência de herpesvírus linfotrópicos em células 

nervosas 

Os vírus utilizam diversas rotas de entrada no SNC (Chadwick, 2005). As 

infecções no SNC podem ser originárias de infecções no sistema nervoso periférico (SNP) 

ou células do sistema circulatório que podem atravessar a barreira hematoencefálica e 

alcançar o SNC (Koyuncu & Hogue, 2013). Os herpesvírus infectam o endotélio 

microvascular cerebral em condições de imunossupressão (Koyuncu & Hogue, 2013).  

EBV é associado a uma gama de doenças neurológicas como por exemplo 

esclerose múltipla, Alzheimer, ataxia cerebelar, linfoma do SNC, síndrome de Guillain-

Barré, meningoencefalites e outros. Os indícios dessa associação é devido ao 

comprometimento do LCR pela infecção do vírus (Jha, et al., 2016). Em estudos feitos na 

detecção de EBV em pacientes com esclerose mútipla, foram analisados por qPCR o 

tecido cerebral de pacientes e 35% dos pacientes foram EBV positivos. Este estudo 

reforça a capacidade do vírus infectar o SNC (Hassani, Corboy, Al-Salam, & Khan, 

2018).  

Herpesvírus são capazes de infectar neurônios e penetram a membrana celular 

axonial por endocitose. A disseminação viral geralmente ocorre entre neurônios 

conectados, através de sinapses neuroquímicas ou contato célula-célula (Koyuncu & 

Hogue, 2013). Os vírus também podem ser carreados por linfócitos infectados e 

atravessar a barreira hematoencefálica do cérebro e disseminar para o espaço 

subaracnoide provocando meningite ou podem infectar o tecido nervoso e gânglios 

diretamente através dos leucócitos. (Chadwick, 2005; Hatanpaa & Kim, 2014). Os 

linfócitos infectados podem acessar o sistema nervoso pelos vasos parenquimais e 

alcançar o fluído cerebrospinais e se acumular no SNC. A resposta inflamatória aumenta 

a permeabilidade da barreira hematoencefálica e a circulação de imunoglobulinas; os 

vírus, por sua vez, conseguem evadir da resposta imune e atravessar a membrana 

(Chadwick, 2005). 
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Os astrócitos são as células em maior número no cérebro e desempenha diversas 

funções importantes. O receptor CR2 (CD21), presente nos astrócitos, é o principal 

receptor para EBV (onde se liga a glicoproteína viral gp350/220), facilitando a penetração 

do vírus nas células nervosas. O receptor CR2 é uma glicoproteína de 145 kDa descrita 

inicialmente como receptor C3d componente do complemento expresso em linfócitos B 

(Akhtar, Vranic, Cyprian, & Moustafa, 2018; Menet, et al., 1999). Os sítios de ligação de 

EBV e C3d contém duas sequências amino-terminal consenso repetitivas (SCR – short 

consensus repeats). Um receptor CR2 truncado composto por dois SCR, transmembrana 

e a região introcitoplasmática é suficiente para mediar a adsorção e multiplicação de EBV. 

A funcionalidade do receptor CR2 foi avaliada pela especificidade de ligação com C3d e 

gp350 comprovando que astrócitos humanos e fetais podem interagir com o vírus Epstein-

Barr (Akhtar, Vranic, Cyprian, & Moustafa, 2018; Menet, et al., 1999).  

A recém descoberta de vasos linfáticos meníngeos representam uma nova 

possibilidade de rota de infecção viral. O mau funcionamento dos vasos linfáticos 

cerebrais poderia ser a causa de uma variedade de doenças neurológicas (Louveau, et al., 

2015). 

9. Diagnósticos de infecções virais no SNC 

O isolamento em cultura de células e tecidos e os testes sorológicos foram 

considerados por muito tempo como padrão-ouro no diagnóstico de infecções virais. 

Entretanto, diversos obstáculos no desenvolvimento das técnicas (tempo de detecção, por 

exemplo), podem retardar o diagnóstico e afetar o tratamento dos pacientes (Peaper & 

Landry, 2014; Mortimer, 2009; Prince, Calma, Pham, & Seaton, 2009; Chadwick, 2005).   

Em encefalites causadas por herpesvírus o diagnóstico de imagem é muito 

importante (Mathur, Muchantef, & Sze, 2014; Baringer, 2008). Exames como 

eletroencefalograma (EEG), ressonância magnética (RM) e tomografia computadorizada  

(TC) também auxiliam na confirmação do diagnóstico (Mathur, Muchantef, & Sze, 

2014). Os exames de imagem auxiliam principalmente no diagnóstico de neuroinfecções 

no SNC em pacientes pediátricos. Em pacientes neonatal com suspeita de encefalite 

herpética são indicados a RM ao invés da TC. Nestes casos a RM acusa hiperintesindades 

no lobo temporal medial, na região orbitofrontal e no girus cingulado. Anormalidades 

também podem ser observadas como edema cerebral, hérnias. Em crianças com mielite 
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viral as anormalidades estão presentes na medula espinhal, como por exemplo: atrofias, 

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

A punção lombar também é necessária para distinguir entre menigite bacteriana 

ou viral. A análise do LCR é criteriosa e quantitativa, são avaliados perfil de celularidade, 

dosegem de proteínas glicóricas, glicose, e eventualmente é associado ao diagnóstico 

molecular e isolamento do agente etiológico (McGill & Griffiths, 2017).  Nos casos de 

meningite ou encefalite viral, nas análises do LCR são observados tipicamente: pleocitose 

linfocítica (5 a 500 células/mL), moderada elevação de proteínas (50 a 200mg/dL) e 

níveis normais de glicose no LCR. Embora, o líquor sem alterações também não exclui o 

diagnóstico de infecção viral (Bonthius & James F. Bale, 2008). 

A PCR (Polymerase Chain Reaction) é altamente recomendada por sua alta 

sensibilidade de detecção logo nos períodos iniciais da infecção, aumentando as chances 

de tratamento. Métodos moleculares revolucionaram o diagnóstico viral. Hoje a 

padronização da PCR de amostras de LCR substitui técnicas mais invasivas como por 

exemplo, biópsias de tecido cerebral (Peaper & Landry, 2014; Rowley, Whitley, 

Lakeman, & Wolinsky, 1990). A detecção por PCR é o método mais sensível e não 

permite só o diagnóstico, mas também, acompanhar a evolução da doença e do tratamento 

e atualmente é indicada como metodologia padrão-ouro no diagnóstico das 

neurouinfecções virais (McGill & Griffiths, 2017; Vancíková & Dvorák, 2001). A análise 

do LCR por PCR em casos de suspeita de encefalite herpética é de 75% de sensibilidade 

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

Para o diagnóstico de meningoencefalites virais quanto menos invasivo e mais 

rápida a detecção do agente atiológico melhor e mais eficaz será o tratamento do paciente. 

A detecção do  agente etiológico viral responsável pelo quadro clínico permite um 

tratamento direto e específico para cada paciente, aumentando as expectativas de 

recuperação e redução de sequelas (McGill & Griffiths, 2017). Nos últimos dois anos 

(set/2019 – set/2017) foram registrados 445 óbitos dentre mais de 10 mil casos de 

meningites e encefalites virais no Brasil. Sendo que um pouco mais de 50% dos casos 

foram crianças de até 14 anos de idade (DATASUS, 2019). 

O progresso no campo de diagnóstico viral é rápido, com as diferentes 

metodologias e descobertas de novos vírus e terapias, faz-se necessário a 

intercomunicação entre pesquisadores e médicos na busca da otimização do diagnóstico, 

com metodologias menos invasivas aos pacientes e obtenção de resultados mais sensíveis 

e a curto prazo (Peaper & Landry, 2014). Tem se tornado frequente a inclusão de testes 

para detecção de EBV para o diagnóstico e análise de LCR (McGill & Griffiths, 2017).  

Se não tratadas corretamente, meningites e encefalites virais podem deixar 

sequelas como declínio cognitivo e intelectual, distúrbios de personalidade, surdez, 

convulsões, além de perdas motoras e sensoriais, síndromes amnésicas e pode 

desencadear epilepsia (Hokkanen & Laune, 2007; Oliveira, Madeira, & Celmer, 2015; 

Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo, 2006). São traumas psicológicos e orgânicos 

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

A demanda por praticidade e eficiência no diagnóstico das neuroinfecções virais 

urge até no setor econômico. A admissão de um paciente no hospital gera gastos de 

serviços hospitalares, serviços dos profissionais de saúde, gestão e serviços gerais, gastos 

de internação e de AIH (autorização de internação hospitalar) dentre outros gastos 

comuns da rotina de um hospital. De acordo com os dados disponibilizados pelo 

DATASUS, entre o período de set/2019 – set/2017 o gasto total com as internações de 

pacientes com meningites e encefalites virais foi de R$ 16,2 milhões e uma média de 

permanência de quase 9 dias no hospital. 
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De uma forma geral, dada a ubiquidade de EBV na população mundial e os dados 

descritos na literatura sobre a capacidade neurotrópica do vírus, é necessário incluir EBV 

nos testes de detecção e diagnóstico em casos de suspeita de neuroinfecções virais.  

OBJETIVOS 

1. Objetivos Gerais 

Utilizar a técnica de qPCR para desenvolver uma plataforma de diagnóstico de 

meningoencefalites associadas ou causadas por EBV. 

2. Objetivos Específicos 

 Selecionar, desenhar e avaliar a eficiência de iniciadores específicos para 

detecção de Epstein-Barr por qPCR; 

 Aplicar a qPCR como metodologia de detecção de EBV em LCR de 

pacientes do Hospital Infantil João Paulo II (Belo Horizonte e região 

metropolitana) e do Hospital Nossa Senhora da Saúde (Vale do 

Jequitinhonha); 

 Descrever o perfil clínico de infecção associado aos casos de pacientes 

EBV positivos; 
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METODOLOGIA 

1. Controle positivo 

As amostras clínicas positivas para  EBV foram cedidas pelo setor de Pesquisa & 

Desenvolvimento (P&D) do Instituto Hermes Pardini, localizado na Av. das Nações, 

2448 em Vespasiano, Minas Gerais. O estoque de controle positivo foi mantido à -80ºC 

e o estoque de uso diluído em água de injeção foi mantido à -20°C. 

2. Amostras clínicas 

As amostras clínicas de LCR foram coletadas de pacientes do Hospital Infantil 

João Paulo II/FEHMIG (HIJPII) da cidade de Belo Horizonte e do Hospital Nossa 

Senhora da Saúde (HNSS) da cidade de Diamantina, ambos localizados no estado de 

Minas Gerais, acompanhados dos dados prontuários de pacientes com manifestações 

clínicas neurológicas. O critério de coleta, preestabelecidos pelos hospitais, define que 

todos os pacientes que apresentam manifestações neurológicas 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 nitrogênio líquido no 

hospital até o dia que as amostras foram encaminhadas para o Laboratório de Vírus 

(UFMG) onde são posteriormente processadas. Os pacientes são recém-nascidos e 

crianças (faixa etária: 0 a 15 anos de idade). Comite de ética: Fhemig 132/2009; CAAE: 

09273012.9.0000.5149. 

2.1. Diluição do LCR 

Os estoques de amostras de LCR foram armazenados à -80°C. Foram produzidas 

alíquotas de LCR diluídas na proporção 1:10 (20µL de LCR + 180µL de água de injeção) 

e posteriormente, fervidas à 90°C por 10min e armazenadas no freezer a -20°C. 

2.2. Extração de RNA com tratamento de DNAse 

A extração do RNA viral foi feita utilizando o kit de extração QIAamp Viral RNA 

(Qiagen, EUA) seguindo as instruções do fabricante. O RNA viral foi eluído com 60μL 

de tampão AVE e armazenado a -80ºC. As amostras de RNA foram então submetidas ao 

tratamento com DNAse (Promega, EUA) seguindo as instruções do protocolo produzido 
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pelo fabricante. O mRNA extraído serviu de molde para a síntese de cDNA e para 

detecção de mRNA viral por qPCR. 

2.3. Síntese de cDNA 

Para produção de DNA complementares (cDNA), cerca de 1 a 5 ug de RNA 

extraído foi incubado a 70ºC, por 5 minutos, juntamente com iniciador randômico 

(random primer) (Invitrogen, pais). Após incubação no gelo por 5 min, foram adicionados 

à reação inicial: 5 µL de tampão 5x (250mM Tris pH 8,; 375 mM KCl; 15mM MgCl), 

1,25 µL de dinucleotideos trifosfatados (dNTPs) (25mM) e 1 µL de transcriptase reversa 

M-MLV (200U) (Promega Corporation, Madison, Wiscosin, EUA) e 2,75 µL de água. 

As amostras foram incubadas à 37ºC por 1 hora. As amostras de cDNA obtidas foram 

armazenadas à -20°C. 

3. Seleção dos iniciadores 

A triagem foi feita in silico através da revisão de literatura e ferramentas de 

bioinformática disponíveis 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 seleção foram avaliadas as seguintes propriedades: temperatura 

de melting (Tm), conteúdo GC%, tamanho do iniciador, tamanho do DNA amplificado, 

capacidade de formação de dímeros e hairpins (grampos) e a especificidade de 

pareamento com os vírus de interesse.  

Os iniciadores foram desenhados utilizando a plataforma disponível online pelo 

NCBI: Primer BLAST (Primer designing tool). A síntese dos primers foi feita pela IDT 

– Síntese Biotecnologia. 

3.1. Diluição dos iniciadores 

Os iniciadores foram diluídos na concentração final de estoque de 200µM com 

TE 1X (Tris-HCl 1M, pH 8,0 /EDTA 0,5M pH 8,0), e a concentração final de uso de 

10µM, diluídos em água para injeção.  
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3.2. Padronização da concentração dos iniciadores 

Para a padronização da qPCR os iniciadores foram testados utilizando o mix 

comercial SYBR GREEN® PCR Master Mix (Applied Biosystems) na concentração 

indicada pelo fabricante.  

Com o objetivo de padronizar as concentrações dos iniciadores buscando 

identificar padrões que mimetizem a eficiência de detecção nos LCRs, a padronização foi 

feita a partir da detecção de DNA e RNA (cDNA) viral (controles positivos). Como 

controle negativo foi utilizado água para injeção. Os testes foram feitos com Master Mix 

comercial SYBR Green® PCR Master Mix (Applied Biosystems). As concentrações 

utilizadas de iniciadores foram: 200nM, 500nM, 1µM. 

3.3. Curva Padrão  

Após a determinação concentração ideal dos iniciadores para a reação de qPCR, 

a sensibilidade dos mesmos foi testada a partir da construção de uma curva padronizada 

para cada alvo, utilizando como padrão os respectivos controles (descritos no item 1 da 

Metodologia). Com a curva padrão foi avaliada a capacidade dos iniciadores em detectar 

diferentes concentrações de DNA (1ng, 100pg, 10pg, 1pg, 100fg e 1000fg). 

3.4. Teste de Especificidade 

A especificidade dos iniciadores foi avaliada por qPCR utilizando HHV-1/2. 

4. Real-Time PCR (qPCR) 

Os LCRs dos pacientes foram triados para EBV utilizando o sistema SYBR Green, 

seguindo o protocolo para cada reação: 5µL de Master Mix, 0,5µL de primer foward, 

0,5µL de primer reverse, 2µL de água para injeção e 1µL de amostra (LCR). As 

condições utilizadas para o Master Mix comercial SYBR Green® PCR Master Mix 

(Applied Biosystems) foram as seguintes:  desnaturação 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 dissociação com 

aquecimento de de 65 °C até 95 °C. Todas as qPCR foram feitas no termociclador 

StepOne® da Applied Biosystems e os dados de detecção e quantificação coletados e 

analisados pelo software StepOne® versão 2.3 da Applied Biosystems.  
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5. Extração de DNA do gel 

Os produtos amplificados específicos de cada reação foram fracionados 

eletroforeticamente em gel de poliacrilamida 12% em TBE 1X (0,04M Tris-Base; 

0,001M EDTA) e  1X de SYBR Safe™ (Invitrogen, EUA). O gel foi submetido à 

voltagem de 100V imerso em solução de TBE (Tris/Borato/EDTA). Foram aplicados 

10µL do produto da reação da qPCR, misturados a 1 µL do tampão de corrida (azul de 

bromofenol 2,5%, TAE 10X (Tris/Acetato/EDTA) e glicerol 50%). Por meio de um 

transiluminador de luz UV foi possível visualizar as bandas. Um marcador de tamanho 

molecular para identificação do amplificado também foi aplicado, o 100 pb DNA ladder 

(Promega, EUA.). 

As bandas de interesse amplificadas foram recortadas do gel com o auxílio de um 

bisturi e purificadas seguindo o protocolo pré-estabelecido no laboratório. Os fragmentos 

de gel foram alocados em microtubos de 0,6 mL perfurados com o auxílio 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 perfuração do microtubo menor 

para o microtubo maior. Foram adicionados 100µL de água para injeção 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 sequências nucleotídicas 

Os produtos da PCR obtidos foram sequenciados pelo método de SANGER, 1977 

em sequenciador automático capilar “ABI 3730 DNA Analyzer” (Applied Biosystems), 

usando o kit “BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems),  e 

obedecendo as condições de reação e leitura indicadas pelo fabricante. A montagem e 

visualização das sequências finais foram obtidas a partir da análise dos cromatogramas, 

utilizando o software SeqTrace.  As sequências obtidas foram comparadas com o banco 

de dados do GenBank, utilizando o programa BLASTn. O banco de dados para 

alinhamento foi montado com as sequências depositadas no GenBank. Para a criação do 

banco de dados foram avaliados os critérios de origem do isolamento (linfomas, 

carcinomas ou mononucleoe inefcciosa) e a geolocalização. O alinhamento das 

sequências de nucleotídeos e aminoácidos foi feito com o auxílio do programa MEGA 10 
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(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al., 2007), utilizando-se o 

parâmetro Clustal W versão 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 Laboratório de Vírus, do Departamento de Microbiologia, Instituto 

de Ciências Biológicas – Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil. 

Ac células foram mantidas em meio DMEM 7% SFB e antibióticos 

[estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA) 100mg/mL, fungizona (Cultilab, Brasil) 1mg/mL 

e penicilina (Aspen farmacêutica, Brasil) 2,5 x 105 UI/mL]. 

8. Isolamento de EBV 

Para o isolamento in vitro das amostras foi utilizado o LCR dos pacientes positivos 

para EBV em qPCR. 

Placas de 24 poços foram inoculadas com a linhagem e mantidas com o meio 

DMEM 7% SFB e antibióticos (estreptomicina 100mg/mL, fungizona 1mg/mL e 

penicilina 2,5 x 105 UI/mL). Após 24h, quando a confluência estava em 80-90% foi 

removido cuidadosamente com o auxílio de uma pipeta o meio antigo e então as células 

foram inoculadas com 200 µL de LCR diluído em meio DMEM (0% SFB)  . Foi feito o 

processo de adsorção por 1h sob agitação 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. à 37°C durante 6 dias com observação diária em microscópio óptico para 

visualização de efeito citotóxico e/ou citopático. A primeira passagem o vírus foi diluído 

na proporção 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 diluições de 1:10 e 1:100. 

Foram realizadas 4 passagens consecutivas em placas de 24 poços para isolamento 

viral e foram considerados como isolamento válido apenas as amostras que apresentaram 

efeito citopático e confirmação de detecção de DNA genomico por qPCR. 
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9. Prontuários dos pacientes 

Os prontuários com a história clínica de alguns pacientes foram cordialmente 

cedidos pelo Hospital Infantil João Paulo II. Foram analisados os dados de evolução do 

quadro dos pacientes, análise da sintomatologia, tratamento aos quais foram submetidos, 

e também os dados como idade, sexo, cidade de origem, foram coletados para posterior 

construção da análise epidemiológica. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

1. Seleção dos iniciadores 

Para este estudo foram selecionado dois pares de iniciadores específicos para 

detectar se o vírus estava no estado latente ou no ciclo de multiplicação viral.  

Os iniciadores EBNA-1 (F: GCCGGTGTGTTCGTATATGG; 

R:  CAAAACCTCAGCAAATATATGAG) amplificam  213pb e são específicos para o gene 

EBNA-1 que é trasncrito somente durante a latência de EBV e é transcritoem todos os 

programas de latência (Lay, 2010). Os iniciadores gp350 (F: 

AGAATCTGGGCTGGGACGTT; R: ACATGGAGCCCGGACAAGT) amplificam 203pb e 

são específicos para o gene que codifica a glicoproteína gp350, que por sua vez é 

transcrita somente durante o ciclo de multiplicação viral (quando há formação do 

capsídeo). Ambos os iniciadores foram testados empregando DNA e mRNA genômico 

(previamente tratado com DNAse). Os iniciadores EBNA-1 foram baseados em  (Lay, 

2010) e gp350 foram projetados com o Primer BLAST. 

O critério para determinação do diagnóstico por qPCR 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 multiplicação 

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. Padronização, curva padrão e teste de especificidade 

A padronização da concentração ideal de uso dos iniciadores foi determinada e 

tanto para EBNA-1 quanto para gp350 a concentração ideal foi de de 500 µM. Pode ser 

observado que para osiniciadores   de EBNA-1 a amplificação ocorreu e apresentou um 

pico na temperatura de melting (Tm) em 80-85°C (Figura  6A). A amplificação de DNA 

de amostra EBV-positivo para gp350 pode ser observada na representação da curva de 

amplificação apresentando um Tm em 85-90°C (Figura  6B). 

 

Figura 6. Padronização da concentração de uso dos iniciadores. Foram testados os iniciadores EBNA-1 

(A) e gp350 (B) em diferentes concentrações de uso (200nm, 500nm e 1µm) para decidir qual, entre estas, 

seria utilizada durante a condução de todos os experimentos. Para ambos os iniciadores a concentração de 

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

detecção de DNA amplificado ocorre com DNA na faixa de, no mínimo, entre 1 a 10pg 

(Figura  7). 

 

Figura 7. Curva padrão de EBNA-1(A) e gp350 (B). Foi feita a curva padrão para avaliar a sensibilidade 

de detecção do iniciador. O controle positivo foi diluído nas concentrações 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 específicamente apenas DNA de EBV (Figura 9).  



36 

 

 

Figura 8. Teste de especificidade de EBNA-1 (A) e gp350 (B). Foi testada a especificidade dos 

iniciadores em amplificar outro herpesvírus (HSV-1/2). Ambos são específicos para EBV. 

3. Triagem das amostras clínicas por qPCR para EBV 

Foram triadas no total, 390 amostras de LCR. Destas,  343 amostras foram 

coletadas no Hospital Infantil João Paulo II de Belo Horizonte, do período entre 2012 a 

2019, e 47 amostras do Hospital Nossa Senhora da Saúde de Diamantina, do ano de 2018. 

Foram detectadas 64 amostras EBV positivas em estado de multiplicação, 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 após repetição dos testes, foram consideradas como resultado inconclusivo. 

Quando nenhuma duplicatava foi amplificada o resultado foi considerado negativo. 
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Figura 9. Relação de amostras EBV positivas e negativas apartir dos resultados obtidos por qPCR. Em 

78% das amostras não foi detectado Epstein-Barr. Entre as amostras positivas, 14 amostras indicaram a 

presença de EBV, possivelmente em estado latente e 64 amostras positivas para EBV em possível estado 

de multiplicação. 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 confirmação do resultado da qPCR. O resultado da sequencia de nucleotídeos foi 

alinhado empregando infromações do banco de dados (Tabela 4). Todas as amostras 

alinharam com as sequências do banco de dados confirmando a detecção de DNA de EBV 

no LCR dos pacientes avaliados. Foram sequenciados DNA tanto da amplificação com 

iniciadores de EBNA-1 como de  gp350. Com valores de query cover de todas entre 95 a 

100%, e-value entre 2E-46 até 8E-102, e identidade entre 95,12% até 100%.  
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Tabela 3. Sequências utilizadas como banco de dados para as análises do sequenciamento 

Gene Definição GenBank Origem / Geolocalização 
E

B
N

A
-1

 

Human herpesvirus 4 complete wild type 
AJ 

507799.2 
Não informado 

Human herpesvirus 4 strain M81 
KF 

373730.1 
Carcinoma / China 

Human herpesvirus 4 strain Mutu 
KC 

207814.1 
Linfoma de Burkitt / Quênia 

Human herpesvirus 4 strain Akata 
KC 

207813.1 
Linfoma de Burkitt  / Japão 

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT109 
MK 

540464.1 
Biópsia de tumor / China 

Human herpesvirus 4, isolate PA nuclear antigen EBNA-

1 gene, partial cds, C-terminal unique domain 

U 

21202.1 
Linfoblastos 

Human herpesvirus 4 DNA, strain HN15 
AB 

850654.1 
Carcinoma Nasofaringe / China 

Human gammaherpesvirus 4 isolate HS048 
MK 

540294.1 
Saliva / Chiva 

Human gammaherpesvirus 4 isolate DF_Tonsil_T47 
MG 

298828.1 
Tonsila 

Human gammaherpesvirus 4 isolate Toronto-IM-

328343_EBNA1 EBNA1 gene 

MK 

185455.1 
Mononucleose Infecciosa / Canadá 

Human herpesvirus 4 isolate 39082 EBNA1 protein 

(BKRF1) gene 

KT 

875942.1 

Doença Desmielinizante de Perth / 

Australia 

g
p

3
5

0
 

Human herpesvirus 4 strain M81 
KF 

373730.1 
Carcinoma / China 

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT115 
MK 

540470.1 
Biópsia de tumor / China 

Human herpesvirus 4 strain Mutu 
KC 

207814.1 
Linfoma de Burkitt / Quênia 

Human gammaherpesvirus 4 isolate JC_VID41_BWA 
MG 

298928.1 
Não informado / Reino Unido 

Human herpesvirus 4 strain Akata 
KC 

207813.1 
Linfoma de Burkitt / Japão 

Human herpesvirus 4 strain HKNPC1 
JQ 

009376.2 
Carcinoma Nasofaringe / China 

Human herpesvirus 4 isolate E1477.OW.CONV 

envelope glycoprotein gp350 (BLLF1) gene 

KX 

271793.1 
Mononucleose / EUA 

Epstein Barr virus major outer envelope glycoprotein 

genes gp350 and gp220 

M 

10593.1 
Clones em B95-8 

Human gammaherpesvirus 4 isolate YCCEL1-GC1 
MG 

021305.1 
Adenocarcinoma 

Human herpesvirus 4 complete wild type 
AJ 

507799.2 
Não informado 

5. Isolamento de EBV 

Na 4ª passagem foi possível observar um indício de isolamento viral, confirmado 

posteriormente por qPCR. Na literatura não são descritos registros de efeito citopático de 

Epstein-Barr na linhagem A549. Nem sempre são registrados efeito citopático de EBV 

em cultura de células, mas tipicamente o efeito tradicional é a fusão 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 confirmação por qPCR. Isolamento (A) observa-se o controle de células 

linhagem A549 sem alterações (CC) e a 4ª passagem da diluição inicial (1:5) diluída em 1:10 observa-se fusão 

celular. Confirmação por qPCR (B) da presenã de EBV. 

6. Avaliação dos prontuários 

Os prontuários dos pacientes  foram analisados, sendo que dos 390 pacientes 

foram disponibilizados 262 prontuários. Os dados coletados estão resumidos nas tabelas 

a seguir. 

Tabela 4. Sexo, idade, distribuição geográfica e óbitos dos pacientes EBV Negativos 

 

 

PACIENTES EBV - NEGATIVOS (303 pacientes) 

SEXO 
Nº de 

pacientes 
IDADE 

Nº de 

pacientes 

DISTRIBUIÇÃO 

GEOGRÁFICA 

Nº de 

pacientes 

Masculino 138 < 1 mês 15 Belo Horizonte 143 

Feminino 78 1 – 5 meses 46 Raio de 10km 17 

Não 

informado 
87 

5 meses – 1 

ano 
35 Raio de 10 a 30km 28 

ÓBITO 1 – 5 anos 70 Raio de 30 a 50km 34 

Óbito 4 5 – 10 anos 26 Raio de 50 a 100km 14 

Sobreviveram 280 > 10 anos 10 Raio maior que 100km 45 

Não 

informado 
19 

Não 

informado 
101 Não informado 22 
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Tabela 5. Sexo, idade, distribuição geográfica e óbitos dos pacientes com resultado inconclusivo 

Tabela 6. Sexo, idade, distribuição geográfica e óbitos dos pacientes EBV Positivos 

A maioria dos pacientes que apresentaram resultado positivo para a presença de 

do DNA genomico de EBV são crianças entre 1 mês a 5 anos de vida (48,7% dos 

pacientes).  

 

Figura 11. Distribuição da faixa etátia dos pacientes EBV-positivos. Os pacientes em sua maioria estão 

na faixa etária entre 1 mês a 5 anos de idade. 

PACIENTES INCONCLUSIVOS (9 pacientes) 

SEXO 
Nº de 

pacientes 
IDADE 

Nº de 

pacientes 

DISTRIBUIÇÃO 

GEOGRÁFICA 

Nº de 

pacientes 

Masculino 3 < 1 mês 0 Belo Horizonte 1 

Feminino 4 1 – 5 meses 1 Raio de 10km 1 

Não 

informado 
2 

5 meses – 1 

ano 
3 Raio de 10 a 30km 0 

ÓBITO 1 – 5 anos 2 Raio de 30 a 50km 2 

Óbito 0 5 – 10 anos 1 Raio de 50 a 100km 0 

Sobreviveram 9 > 10 anos 0 Raio maior que 100km 2 

Não 

informado 
0 

Não 

informado 
2 Não informado 3 

PACIENTES EBV – POSITIVOS (78 pacientes) 

SEXO 
Nº de 

pacientes 
IDADE 

Nº de 

pacientes 

DISTRIBUIÇÃO 

GEOGRÁFICA 

Nº de 

pacientes 

Masculino 23 < 1 mês 2 Belo Horizonte 13 

Feminino 21 1 – 5 meses 12 Raio de 10km 0 

Não 

informado 
34 

5 meses – 1 

ano 
11 Raio de 10 a 30km 18 

ÓBITO 1 – 5 anos 15 15 1 

Óbito 3 5 – 10 anos 4 Raio de 50 a 100km 1 

Sobreviveram 42 > 10 anos 0 Raio maior que 100km 12 

Não 

informado 
33 

Não 

informado 
34 Não informado 33 
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A maior  frequência de infecção pode ser observada em uma faixa etária 

extremamente jovem. Embora os casos relatados na literatura são raros, existe a 

possibilidade de infecção congênita. Mulheres grávidas infectadas com EBV são capazes 

de transmitir o vírus para o feto entre a 5ª e 6ª semana de gestão, ao nascimento a criança 

pode apresentar anomalias congênitas, trombocitopenia, monocitose dentre outros 

(Carvalho, 1999; Gerald N. Goldberg et al., 1981).  

Outra possibilidade é a transmissão após o nascimento da criança que é a mais 

provável nos casos apresentados neste estudo. A rota de transmissão mais comum é pela 

saliva. Normalmente entre o nascimento até os 18 meses as crianças se encontram na ‘fase 

oral’ de acordo com o desenvolvimento psicossexual, nesta fase o reconhecimento de 

objetos e texturas é pela via oral e as crianças levam tudo à boca (Zornig, 2008). Nesta 

faixa etária também é possível que as crianças estejam em convívio social em creches e 

pré-escolas, sendo que é determinado pela LDB 9394/96 que a faixa etária 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 crianças fora das creches e 

pré-escolas. No caso dos pacientes avaliados neste trabalho, baseado nos relato dos 

responsáveis e familiares nos prontuários, nenhuma das crianças era frequentadora de 

creches ou pré-escolas. Outra rota de transmissão, embora não seja documentada com 

frequência na literatura, existem casos de transmissão através do aleitamento materno 

(Junker, 1991; Ibrahim I. Daud, 2015). A exposição das crianças e recém-nascidos é 

muito comum em situações onde elas são beijadas, compartilhamento de talheres ou 

quando o responsável sopra o alimento para a criança, compartilhamento de brinquedos 

e quando as crianças levam os objetos até a boca, são todas possíveis rotas de transmissão 

de EBV na primeira infância, sendo os pais provavelmente a principal fonte de 

transmissão oral do vírus (Hillman, 2017; Robert Newton et al., 2018; Cederberg, 2018).  

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

prontuários avaliados neste estudo (Figura 12). 
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Figura 12. Diagnósticos reportados nos prontuários dos pacientes EBV positivos (faixa etária: 1 

mês a 5anos). Dados obtidos a partir da avaliação dos prontuários dos pacientes EBV-positivos. A 

maioria foi diagnosticado com meningite (bacteriana e viral), bronquiolite e febre não especificada. 

Em crianças menores de 5 anos de idade o quadro clínico, quando sintomático, 

costuma ser apresentado em formas atípicas e ser diagnosticado como pneumonia, 

diarreia, otite média, bronquite, epilepsia, infecção do trato urinário (ITU), infecção de 

vias áreas respiratórias (IVAS), além disso podem estar associados aos sintomas comuns: 

linfadenomegalia, visceromegalias (fígado e baço) (Carvalho, 1999; Vasileios Bolis, 

2016).  

7. Relato de casos 

Além da avaliação geral dos prontuários, foi feita uma análise minuciosa em 

relação 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 progressão dos 

sintomas e conduta de tratamento, portanto 6 casos foram selecionados para compor os 

resultados e discussão deste trabalho. 
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7.1. Caso 854 

R.E.S.M, sexo masculino, 10 meses de idade, proveniente da região de Três Marias, 

MG. O paciente foi admitido no HIJPII no dia 31/05/2018. Depois de quatro dias da 

admissão o mesmo apresentou episódios de crise convulsiva, vômito e febre e iniciado 

tratamento com antibiótico. No dia da admissão no hospital o paciente apresentava 

isquemia cerebral e edema leve, o quadro seguiu se agravando e com má resposta ao 

tratamento. O diagnóstico inicial foi suspeita de meningite ou meningoencefalite 

herpética. O paciente apresentava fontanela tensa, pupilas não reativas, extremidades 

cianóticas, hipotenso. No dia 3/06/2018 foi iniciado o protocolo de morte encefálica. No 

dia 5/06/2018 o paciente foi a óbito. O exame de urina não indicou alterações aparentes, 

o hemograma e leucograma correspondiam ao estado grave do paciente, plaquetopenia 

acentuada e de rápida evolução. A TC indicou apagamento dos giros corticais e 

desparecimento da diferenciação entre substâncias branca e cinzenta. O LCR foi colhido 

pós-mórtem e indicava possivelmente uma infecção viral, indicando pleocitose e 

hemorragia, os valores de proteína e lactato estavam superiores aos valores de referência 

e o nível 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 pós-mortem em estado 

máximo de agravo da doença, portanto os resultados muito acima dos valores de 

referência podem destoar do padrão comum de infecção viral liquórica que é 

caracterizado por níveis glicêmicos e proteicos pouco acentuados ou dentro da 

normalidade e níveis de lactato abaixo de 2 mmol/L (Secretaria de Estado da Saúde de 

São Paulo, 2006; Mudasir Nazir, 2018; Daniel Damiani, 2012). Nota-se que os testes de 

bacteriologia indicaram ausência de crescimento bacteriano, embora o diagnóstico final 

do prontuário foi de meningoencefalite, meningomielite bacteriana NCOP2 e edema 

cerebral. 

 

 

 

 

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

  Valores de Referência 

Ácido Láctico 6,8 mmol/L 0,7 a 2,1 mmol/L 

Proteínas 2814mg/dL 
Recém-nascidos: até 150 mg/dL 

Prematuros: até 170 mg/dL 

Glicemia <20mg/dL 12 – 60mg/dL 

Leucócitos 

370mm³ 

- Linfócitos 55mm³ (15%) 

- Monócitos 22mm³ (6%) 

- Macrófagos 11mm³ (3%) 

RN: até 15/mm³ 

Outros: < 5/mm³ 

Hemácias 4830 mm³ 0 

Gram Ausente Ausente 

Anaeróbios Ausente Ausente 

Cultura Sem crescimento Sem crescimento 

 O paciente 854 chegou ao hospital já em grave estado debilitado e não foi possível 

determinar com exatidão o agente etiológico. A triagem por qPCR indicou a presença 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 o vírus 

apresenta potencial controle do sistema imune, que por sua vez, quando prejudicado 

permite a reativação viral. O fator estressante também leva à desregulação do sistema 

imune e por sua vez, à reativação de EBV (Münz, 2017; Christopher P. Fagundesa et al., 

2014).  A complicação do quadro não pode ser atribuída predominantemente ao EBV, 

associado como doença primária (Carvalho, 1999), mas é necessário considerar como 

hipótese diagnóstica.  

7.2. Caso 877 

J.E.M.O, sexo feminino, 3 anos de idade, proveniente da região de Belo 

Horizonte, MG. A paciente foi admitida no HIJPII no dia 6/05/2018. Há 1 semana da 

admissão a mesma apresentou sintomas de febre, vômito, dificuldade de marcha, 

fraqueza, dores nas articulações. Ela deu entrada no hospital com linfadenomegalia 

cervical bilateral, lesões crostosas na região perilabial (herpes não confirmada), 

paraparesia flácida em membros inferiores e paresia no membro superior esquerdo. Sem 

demais alterações. As suspeitas iniciais eram Guillain-Barré, mielite aguda infecciosa ou 

encefalopatia desmielinizante. Os sintomas mantiveram sem alterações até o dia 

18/05/2018 quando foi iniciado tratamento de pulsoterapia com metilpredinisona. A 

paciente recebeu alta médica no dia 24/05/2018 após melhora dos sintomas. Os exames 

de sangue não indicavam alterações. Foram realizados também testes IgM e IgG EBV e 

CMV reagentes, HHV-1/2 indeterminados. Foram realizadas duas coletas de LCR que 
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não indicavam sinais de infecção bacteriana ou fúngica. Os valores de glicose e proteínas 

apresentaram comportamento inversamente proporcional entre o período de coleta, 

evidenciando um perfil clássico de infecção viral: pleocitose e hipoglicorraquia, lactato 

dentro dos valores normais, predominância linfomonocitária (Daniel Damiani, 2012; 

Mudasir Nazir, 2018; Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo, 2006). O valor 

acentuado de hemácias, de acordo com a evolução do prontuário, foi devido lesão 

provocada durante a punção lombar. A RM expôs atrofia na cauda equina o que ocasionou 

em sequelas motoras dos membros inferiores. O diagnóstico final constado em seu 

prontuário foi desmielinização disseminada aguda não especificada. 

A triagem por qPCR indicou a presença de EBV (confirmada por 

sequenciamento) e foi negativo para ENTV, HHV-1/2, HHV-3, ZIKV, SLEV, WNV, 

YFV, CHIKV, DENV (Crispim, 2020). 

 

Figura 13. Resultado da análise liquórica da paciente 877. Foram feitas duas coletas de LCR da 

paciente, uma em 7/05/2018 e otura 14/05/2018. 

É um caso raro de doença desmielinizante causada por EBV em uma paciente 

imunocompetente, com sintomas clássicos de neuroinfecção por EBV. As infecções por 

EBV podem levar a diversas complicações, entre elas: doenças 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 proteção e melhora da resposta imune – e sintomáticos. 

Posteriormente foi realizado o tratamento de pulsoterapia com a metilprednisona, 

frequentemente utilizado no tratamento de doenças autoimunes. Alguns artigos 

descrevem o tratamento combinado de aciclovir (antiviral que reduz a replicação viral) 

com a metilprednisona e imunoglobulina demonstrando eficácia no tratamento (H, et al., 
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1999; HØjberg, 2005; Çelik, 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 região de Belo 

Horizonte, MG. A paciente foi admitida no HIJPII no dia 13/04/2018 com episódios de 

crise convulsiva e febre. Há 1 dia da admissão a mesma apresentou episódios de vômito 

e febre. O diagnóstico inicial foi de encefalite viral não especificada. Foi iniciado o 

tratamento com sintomáticos, anti-convulsionantes, antibióticos e antivirais (aciclovir). 

Dentro de dois dias a paciente apresentou melhora do quadro, sem crises convulsivas, 

sem sinais meníngeos e o aciclovir foi suspenso. No dia 18/04/2018 a paciente recebeu 

alta médica com total melhora do quadro. A TC e o ECG não indicaram alterações. Os 

exames de sangue indicaram leucocitose (inicialmente com prevalência de neutrófilos, e 

na segunda coleta linfócitos) e PCR acima dos valores de referência. Foram feitas duas 

tentativas de punção lombar, a primeira sem sucesso e a segunda hemorrágica devido a 

hematomas na região de punção; a avaliação do LCR não mostrou alterações. Foram 

feitos também, TC  e ECG que não indicaram altarações neurológicas. O diagnóstico final 

foi epilepsia não especificada. 

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

  Valores de Referência 

Ácido Láctico 1,2 mmol/L 0,7 a 2,1 mmol/L 

Proteínas 26 mg/dL 
Recém-nascidos: até 150 mg/dL 

Prematuros: até 170 mg/dL 

Glicemia 50 mg/dL 12 – 60mg/dL 

Leucócitos 

18% 

- Linfócitos 78% 

- Monócitos 10% 

- Neutrófilos 10% 

- Macrófagos 2% 

RN: até 15/mm³ 

Outros: < 5/mm³ 

Hemácias 16 000 mm³ 0 

Gram Ausente Ausente 

Anaeróbios - Ausente 

Cultura - Sem crescimento 

A triagem por qPCR indicou a presença 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 são caracterizadas por indicarem pequenas ou nenhuma 

alteração no LCR (Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo, 2006; Mudasir Nazir, 

2018; Daniel Damiani, 2012). Uma das possíveis complicações causadas pela infecções 

por EBV é a epilepsia, além dos sintomas típicos de convulsão e febre (J. Gordon 

Millichap, 2015; Schestatsky, Torres, Moreira, Krug, & Amaral, 2009; Vasileios Bolis, 

2016). A infecção por EBV típica é caracterizada como uma doença auto-limitada 

(Goldstein MA, 2002). É comum, em crianças menores de 5 anos de idade, a ocorrência 

de um quadro atípico de infecção associado à outras patologias, como por exemplo a 

epilepsia (Carvalho, 1999).   

7.4. Caso 1027 e 1071 

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

• Caso 1027: C.V.S, sexo feminino, 3 meses e 8 dias de idade, proveniente da 

região do Barreiro em Belo Horizonte, MG. Paciente teve contato prévio com 

lactente doente na vizinhança. Foi admitida no dia 12/06/2018 no HIJPII em bom 

estado geral, apresentado irritabilidade e pescoço em posição antálgica para a 

direita. O quadro evoluiu com abaulamento e tensão da fontanela e com o 

aparecimento de máculas hipocrômicas na genitália externa. A paciente foi 

submetida à uma TC que revelou um empiema frontal e à uma RM do encéfalo 

que indicou a presença de lesões no parênquima cerebral e reforçou o diagnóstico 

do empiema. Os exames de sangue indicaram pelocitose e a avaliação do LCR 

constou hiperproteinorraquia. O tratamento foi feito com sintomáticos e 

antibióticos 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 prontuário que possivelmente pode ser acarretado 

a sequelas da meningite). A troca do antibiótico de ceftriaxona para cefotaxima 

coincidiu com a melhora do quadro da paciente que manteve sem queixas e 

recebeu alta no dia 16/07/2018. Em seu prontuário o diagnóstico final é de 

meningite bacteriana por Neisseiria meningitidis grupo C (isolado em cultura de 

LCR). 
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• Caso 1071: S.A.B.S, sexo feminino, 10 meses de idade, proveniente de Perdigão 

(região do Alto São Francisco), MG. A paciente foi admitida no HIJPII no dia 

27/08/2018 com quadro prévio de febre, convulsão e comprometimento do lado 

esquerdo (nistagmo, desvio de rimae hipertonia de membro superior). A paciente 

não apresentava rigidez na nunca e fontanela estava plana e pulsátil, classificação 

Glasgow 12/13 foi internada no CTI. Foi tratada inicialmente com sintomáticos, 

ceftriaxona e aciclovir, posteriormente mantendo somente o antiviral e 

sintomáticos. Os exames de sangue indicaram proteína C reativa alta e 

leucocitose.  A paciente recebeu alta do CTI após 1 dia e foi transferida para 

enfermaria onde foi submetida a monitorização rigorosa e evoluiu com melhora 

progressiva do quadro, após 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 diagnóstico final em seu prontuário é de meningoencefalite viral.  

Não é sempre possível associar EBV como a causa de doença primária, há 

possibilidade de coinfecção e o desenvolvimento da doença de forma secundária, 

associada à outro agente infeccioso (Carvalho, 1999). Os dois casos descritos mostram 

um quadro de meningoncefalite típica com sinais meníngeos (rigidez na nuca, sinais de 

Brudzinki e Kernig), convulsões e febre. Com estes dois casos é possível comparar os 

efeitos da neuroinfecção bacteriana com a neuroinfecção viral. O primeiro caso é clássico 

de meningite bacteriana (Daniel Damiani, 2012) com líquido de aspecto turvo/amarelado 

e sinais claros de infecção liquórica (hiperproteinorraquia, aumento do lactato, 

prevalência de neutrófilos e látex positivo para Neisseiria meningitidis grupo C). O 

segundo caso é uma meningite viral sem alterações liquóricas, com prevalência 

linfocitária no LCR e no sangue. Na figura 12 foi realizada a comparação das 

características liquóricas de ambos os pacientes.  
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Figura 14. Comparação da análise bioquímica 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 São Pedro do 

Avaí (distrito de Manhuaçu), MG. Paciente com história prévia de convulsões, febre, 

tosse, cianose, déficit visual e auditivo. Foi encaminhada para o HIJPII no dia 13/06/2016 

apresentando irritabilidade, mas sem sinais meníngeos, Glasgow 15. O quadro seguiu 

estável durante todo o período de internação com melhora progressiva. A TC e a RM 

indicaram lesões difusas no encéfalo e um processo sequelar decorrente das sucessivas 

crises convulsivas (quadro desde fevereiro/2016) e possível envolvimento vascular na 

etiologia das mesmas. Os exames de sangue demonstraram a evolução de uma 

trombocitose e leucocitose, com predominância linfocitária. Os exames de LCR não 

indicaram presença de microrganismos bacterianos. Os níveis de glicose, proteína e 

lactato estavam dentro dos valores de referência, é possível observar um aumento discreto 

dos níveis proteicos no líquor e normalização dos níveis leucocitários, além disso os testes 

de celularidade indicaram predominância linfomonocitária (Figura 15). Na rede de 

atendimento local foi submetida a tratamento com ceftriaxona e aciclovir. No HIJPII o 

antibiótico foi suspenso, dando continuidade apenas ao antiviral até o dia da alta, dia 

05/07/2016. O diagnóstico final no prontuário conta como meningoencefalite viral. 
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Figura 15. Resultado da análise liquórica 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 alteração significativa no leucograma da paciente. 

O líquor 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 presença 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 tóxica ao paciente desde 1982, inibindo seletivamente a 

multiplicação viral. Entretanto, sabe-se que este antiviral não apresenta eficácia contra a 

infecção latente de EBV, o que garante a persistência do vírus no hospedeiro. O quadro 

desta paciente refere-se a mais um caso de meningoencefalite viral clássica (Joseph S. 

Pagano, 2018; Carvalho, 1999; Daniel Damiani, 2012). 

CONCLUSÃO 

É necessário reforçar a importância da prevenção da transmissão, evitando o 

contato muito próximo à crianças, beijos e compartilhamento de talheres, brinquedos e 

alimentos, principalmente entre adultos e crianças. Os testes moleculares demonstram ser 

de maior eficácia e rapidez para a obtenção de um diagnóstico diferencial. Desta forma,  

os resultados apresentados neste estudo corroboram com os casos descritos na literatura 

e alertam para a frequência de infecção por EBV em neuroinfecções. É imprenscidível 

considerar como hipótese diagnóstica a infecção por Epstein-Barr em casos com 

manifestações neurológicas em crianças, a detecção precoce do vírus pode impactar no 

prognóstico e tratamento da doença. 
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