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RESUMO

A meningoencefalite é uma doenca inflamatdria do sistema nervoso central, podendo ou
nao ser infecciosa. A doenga pode ser causada por diversos agentes etioldgicos, sendo na
maioria das vezes causada por virus, incluindo os arbovirus. Em grande parte dos casos, o
agente etioldgico permanece desconhecido. O diagndstico do agente etiolégico permite o
correto manejo clinico do paciente e gera dados para melhoria do sistema de vigilancia
epidemioldgica. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de arbovirus,
herpes humano do tipo 1 e 3, enterovirus e coronavirus (SARS-CoV-2) em liquor de pacientes
com meningoencefalite. Para isso, amostras de liquido cefalorraquidiano de pacientes de até
16 anos com suspeita de infec¢do do sistema nervoso central, coletadas no Hospital Infantil
Jodo Paulo Il entre agosto de 2019 e abril de 2021, foram utilizadas para detecgdo de DNA
ou RNA viral pelas técnicas de qPCR e RT-gPCR. Amostras que tiveram o genoma viral
detectado foram utilizadas para tentativas de isolamento viral e sequenciamento. De 170
amostras testadas, uma foi positiva para o virus zika (ZIKV) e oito foram positivas para
enterovirus. Uma das amostras foi identificada como Enterovirus B, gendtipo echovirus 6. O
presente estudo destaca a circulacdo de enterovirus e virus zika em Belo Horizonte,

associados a meningite e outras manifestacdes neurolédgicas em pacientes infantis.

Palavras-chave: Meningoencefalite. Enterovirus. Zika virus. Sistema nervoso central. PCR em

tempo real.



ABSTRACT

Meningoencephalitis is a central nervous system inflammatory disease that can have an
infectious nature. The disease can be caused by a wide range of microbes, most often it is
caused by viruses, including arbovirus. In many cases, the causative microbe remains
unknown. A correct diagnosis allows a better clinical management for the patients and
contribute with data to epidemiological surveillance. Thus, the goal of this work was to
investigate the presence of arboviruses, herpesviruses, enteroviruses, and coronavirus
(SARS-CoV-2) in cerebrospinal fluid samples from patients with meningoencephalitis. To this
end, cerebrospinal fluid samples from patients aged up to 16 years, collected at the Hospital
Infantil Jodo Paulo Il between August 2019 and April 2021, were used for detection of viral
DNA or RNA by the techniques of gPCR and RT-qPCR. Positive samples were selected for viral
isolation attempts and partial genome sequencing. From 170 tested samples, eight was
positive for enterovirus genome and one for zika virus genome. One of the samples was
identified as an Enterovirus B species, genotype echovirus 6. The present study highlights the
circulation of enteroviruses and Zika virus in Belo Horizonte, associated with meningitis and

other neurological manifestations in pediatric patients.

Keywords: Meningoencephalitis. Enterovirus. Zika virus. Central nervous system. Real time

PCR.
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1. Introdugao
1.1. Meningoencefalites

A encefalite é definida como inflamag¢ao do parénquima cerebral associado com
disfuncdo neuroldgica (TUNKEL et al., 2008). Ela pode ser resultado tanto de uma doenca
autoimune como de uma infeccdo por agentes infecciosos. As encefalites causadas por
microrganismos sao mais frequentemente de etiologia bacteriana ou viral, sendo a ultima a
maior causa da doenga (HASBUN et al., 2017). Quando a inflama¢do também acomete as
meninges, a doenca é chamada de meningoencefalite (HAMMON, 1973). A encefalopatia,
por sua vez, é definida como alteracdo no funcionamento do cérebro mediada por processos
metabdlicos, que pode ser causada por drogas, intoxicacbes, disfuncdes de 6rgdos ou
infecgdes sistémicas. Ela ndo envolve dano estrutural ou processo inflamatério do cérebro

(STEINER et al., 2010).

O diagnéstico clinico das encefalites ocorre quando o paciente apresenta alteracao
no nivel de consciéncia por pelo menos 24 horas e pelo menos dois dos seguintes critérios:
febre ocorrida nas ultimas 72 horas, sinais neuroldgicos focais, pleocitose, convulsdo,
alteracdo em exame de imagem ou eletroencefalograma compativel com encefalite (COSTA;

SATO, 2020).

Os sintomas que dao suporte ao diagndstico clinico das meningites incluem febre e
os definidos como sinais meningeos. Estes incluem rigidez nucal, cefaleia e fotofobia.
Contudo, uma ampla gama de sintomas esta associada a manifestacdes neuroldgicas, como
ataxia, parestesia, alteragcdes do comportamento, fontanela abaulada, sonoléncia e

irritabilidade (VENKATESAN; MURPHY, 2018).

Para o diagndstico laboratorial, sdo feitos testes soroldgicos e/ou moleculares e
exames de imagem. O liquido cefalorraquidiano (LCR) é uma amostra muito valiosa no
diagndstico de doencas do sistema nervoso central (SNC) (HE et al., 2016). Um dos principais
fatores para a suspeita de infeccdo do SNC por agente viral é o aspecto macroscépico do
LCR. Se a amostra estiver com alta turbidez e o cultivo for positivo para bactéria ou fungo, a
suspeita de agente viral é descartada. As meningites assépticas sdo aquelas onde ndo ha
alteracdo na turbidez do liquor. Quando a meningite ocorre por infeccdo viral, geralmente o

numero de leucdcitos presentes ndo é elevado o suficiente para tornar o liquor turvo, e por



isso as meningites virais sdo consideradas nesta categoria. O padrdo ouro para diagndstico é
o isolamento viral a partir do LCR, mas o procedimento é lento, ndo possui alta sensibilidade

e seu custo é elevado (CHADWICK, 2005).

A anadlise de proteinas e glicose do LCR de pacientes com meningoencefalite viral
geralmente apresenta niveis normais em adultos, mas as proteinas podem estar um pouco
elevadas. Nos casos de meningoencefalites virais, a cor do LCR tende a ser transparente, mas
se houver pleocitose (aumento de glébulos brancos no liquor), ele se apresenta turvo
(NGHIEM; SCHATZBERG, 2010). A analise citolégica do LCR pode, raramente, identificar o
agente etioldgico quando este nao for viral e determinar a contagem de leucécitos, que
pode ou ndo ser alta em casos de meningoencefalite viral (CHADWICK, 2005). Em criancas, o
diagnodstico pode diferir dos adultos devido as peculiaridades da idade. Por exemplo, os
valores de globulos brancos no liquido cefalorraquidiano sdo maiores nas criangas quando

comparados com adultos (MESSACAR et al., 2018).

Além do isolamento viral, os testes de diagndstico virolégico incluem a detec¢do do
genoma por PCR ou PCR em tempo real e de anticorpos no LCR. Outras amostras, como
fezes, urina ou sangue, podem ser utilizadas para dar suporte ao diagndstico de infeccdo. A
PCR pode indicar a carga viral relativa na amostra através do cycle threshold (nimero de
indica o ciclo da reacdo em que houve deteccdo do alvo). A sensibilidade da deteccdo do
genoma por PCR vai depender da carga genbmica viral na amostra, que pode ser
influenciada pelo tempo entre o aparecimento dos sintomas e a coleta da amostra bioldgica.
O mesmo pode ser dito para a detecgdao de IgM, em que é necessario um tempo de

soroconversao (STEINER et al., 2010).

No Brasil, o numero de casos de meningites teve uma queda nos ultimos anos
(Tabela 1). Apesar de avancos terem sido feitos no diagndstico, o nimero de casos de
meningoencefalites em que a etiologia permaneceu desconhecida ainda é alto (TYLER,
2009). A maioria dos casos de meningite viral em que ha identificacdo do patdgeno sao
causados por enterovirus (HASBUN et al., 2019). Porém, alguns estudos mostram que uma
parcela significativa dos casos de suspeita de infeccdo do SNC pode ser causada por

arbovirus (MARINHO et al., 2019).
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Tabela 1 - Numero de casos confirmados de meningites (sem especificar agente etioldgico) de 2007 a

2019.

.Ano 1% Casos confirmados

sintoma
2007 29.949
2008 24.342
2009 22.085
2010 20.536
2011 20.801
2012 21.807
2013 19.268
2014 17.703
2015 16.087
2016 15.665
2017 17.017
2018 17.564
2019 15.678

Excluidos casos ndo residentes no Brasil. Fonte: Ministério da Satide/SVS - Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificagdo - Sinan Net

Varios sdo os agentes etioldgicos virais associados as encefalites e meningites. Os
membros da familia Herpesviridae relacionados a encefalites incluem os géneros
Simplexvirus, Cytomegalovirus e Lymphocryptovirus. Os enterovirus (Picornaviridae) sdo a
causa mais comum de meningites virais, sendo prevalente tanto nos casos infantis quanto

em adultos (SOARES et al., 2011).

Dentre os membros da familia Flaviviridae destacam-se como causadores de
infeccdes do SNC o West Nile virus (WNV), Yellow Fever virus (YFV), Saint Louis encephalitis
virus (SLEV), Japanese encephalitis virus, Murray Valley encephalitis virus e Powassan virus
(WRIGHT et al., 2019; MARINHO et al., 2019). A infeccdo por esses virus geralmente, quando
sintomatica, causa doencas febris e/ou hemorragicas, mas alguns pacientes podem

desenvolver manifestacdes diversas no SNC (MARINHO et al., 2017; VIEIRA et al., 2018).

Outros arbovirus associados a encefalites pertencem as familias Peribunyaviridae, no
caso do Oropouche virus (PINHEIRO et al., 1982), e Togaviridae. Na ultima familia, destacam-
se Eastern equine ncephalitis virus (EEEV), Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV) e

Western equine encephalitis virus (WEEV). Esses virus tém o nome de acordo com o local em
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que foram descobertos e causam encefalites tanto em humanos quanto em equinos (ZACKS,

PAESSLER, 2010).
1.2. Flaviviridae

A familia Flaviviridae tem grande importancia clinica humana por incluir varios
arbovirus e ter distribuicdo em quase todo o globo. Os virus dessa familia sdo envelopados e
o capsideo possui simetria icosaédrica (Figura 1). O virus possui genoma de fita simples de
RNA de senso positivo, seu genoma tem aproximadamente 11 kb e possui apenas uma
janela de leitura (do inglés open reading frame - ORF) que permite a tradug¢ao de todos os
genes em uma Unica poliproteina (Figura 2). Essa poliproteina contém as proteinas
estruturais do capsideo (C), envelope (E) e proteina pré-membrana (prM) e as ndo
estruturais (NS1, NS2A-B, NS3, NS4A-B e NS5). Além disso, o genoma possui regides nao
traduzidas tanto em seu inicio como no final (UTRs) que desempenham fung¢des na

estabilidade do RNA e modulagao da replicagdao (OLIVEIRA; PERON, 2019).

Figura 1 - Representacdo da particula viral de flavivirus mostrando a disposicdo das proteinas E, M e
C. O genoma esta representado vem verde dentro do capsideo formado pela proteina C.

Fonte: adaptado de ViralZone. Disponivel em:
https://viralzone.expasy.org/43?outline=all by species

17


https://viralzone.expasy.org/43?outline=all_by_species

5 UTR Open reading frame 3" UTR

| il c|pM E

m’GpppA.

Figura 2 - Diagrama mostrando a estrutura de genoma de um flavivirus

Fonte: adaptado de BARROWS et al., 2018

O DENV utiliza o sulfato de heparan como fator de adesdo e DC-SIGN como receptor.
Apdbs a adsor¢do do virus a célula, a particula é internalizada via endocitose através de
vesiculas com clatrina. O pH do endossomo é diminuido pela atividade de ATPases, que
permite a fusdo da membrana do envelope viral com a membrana do endossomo e a
liberacdo da ribonucleoproteina no citoplasma, que é seguida pelo desnudamento
(LINDENBACH et al., 2013). A traducdo do genoma viral parece ser iniciada pelo
recrutamento de proteinas celulares, em parte, devido as sequencias na regido 3’ UTR. Apds
o recrutamento do ribossomo, que parece ser dependente das fosfoproteinas RPLP1 e
RPLP2, a tradugdo da poliproteina é iniciada. O processo de tradugdo termina com o
complexo associado ao reticulo endoplasmatico. (BARROWS et al., 2018) A poliproteina viral
possui varios dominios transmembrana e é processada tanto por proteases virais quanto por
proteases celulares. A porc¢ao citoplasmatica é processada por proteases virais, enquanto a
porcao no lumen do reticulo endoplasmatico é processada por proteinas celulares. Ela
também é clivada por uma furina na regido prM, dando origem a proteina M (BARROWS et

al., 2018).

Dentre os arbovirus clinicamente relevantes que circulam no Brasil, destaca-se o
DENV, YFV, WNV, ZIKV e SLEV. WNV e SLEV sdo transmitidos por vetores do género Culex
(COLPITTS et al., 2012; MAY et al., 2008), enquanto DENV e ZIKV sdo transmitidos por
mosquitos do género Aedes (JAVED et al., 2017). No Brasil, o YFV é mantido em um ciclo
silvestre e tem como vetores mosquitos do género Haemagogus e Sabethes (MONATH;

VASCONCELOS, 2015).

As infeccoes por flavivirus podem ser assintomdaticas ou sintomaticas. Quando
sintomaticas, a doencga é tipicamente febril, apresentando sintomas como febre, dor de

cabeca, mal-estar e dor nas articulagcdes. Em casos mais raros, o paciente pode evoluir para
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um quadro hemorrdgico ou desenvolver encefalite, de acordo com o agente infeccioso

(FARES et al., 2015).

Uma das arboviroses mais recorrentes do mundo é causada pelo DENV. No Brasil, ha
registro da doenca desde 1851. A partir da erradicacdo do mosquito nos ambientes urbanos,
como parte dos esforgos para prevenir a febre amarela urbana, o pais ndo teve registro de
surto até reintroducdo do vetor, em 1976 (FARES et al., 2015). Desde entdo, varios casos sao
registrados anualmente por todo o pais, principalmente durante periodos com maior
incidéncia de chuvas (FARES et al., 2015). Com quatro sorotipos geneticamente divergentes
(GUZMAN; HARRIS, 2015), o DENV é responsavel por mais de 119 casos por 100.000
habitantes no Brasil por ano (PAHO, 2017).

O DENV causa uma ampla gama de manifestacdes neuroldgicas associado a invasdo
do SNC em criangas, que incluem encefalite, meningite e mielite. Os sintomas mais
frequentes associados foram sinais meningeos, convulsdes, fraqueza muscular e sinais de
aumento de pressdo intracraniana e alterag¢dao do nivel de consciéncia. Além disso, é exibida
uma discreta pleocitose. Podem ocorrer manifesta¢cdes neurolégicas com ou sem sintomas
de dengue cldssica, ou manifestacGes associadas a resposta imune induzida por DENV

(ALMEIDA BENTES; KROON; ROMANELLI, 2019).

O YFV é mantido no Brasil em um ciclo silvestre que tem como hospedeiros
vertebrados primatas ndo humanos. Um surto atingiu recentemente a regido sudeste do
pais, culminando com a morte de mais de 500 pessoas (DE OLIVEIRA FIGUEIREDO et al.,
2020; SACCHETTO et al., 2020; SILVA et al., 2020). O YFV causa a febre amarela e, uma das
caracteristicas que a difere das demais flaviviroses é a possibilidade resurgimento dos
sintomas apds um curto periodo, caracterizando a fase de intoxicacdo. Ela é marcada pelo
retorno da febre, dor abdominal, acrescida de nausea, vomitos e a ictericia (WAGGONER;

ROJAS; PINSKY, 2018).

O ZIKV foi isolado pela primeira vez a partir de macacos em 1947 e tinha sua
distribuicdo restrita a Africa e Asia. O ZIKV foi detectado pela primeira vez no Brasil em 2015,
com o primeiro caso confirmado na regido nordeste e logo foi detectado em outros paises
sul-americanos. Diferente de outros membros do género Flavivirus, o ZIKV ja foi encontrado
no sémen humano, indicando possivel transmissdo sexual (MUSSO et al., 2015). O virus
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ganhou ateng¢do no Brasil e no mundo apds determinada sua relagdo com os casos de
microcefalia que ocorreram no pais apds sua introdugdo (JAVED et al., 2017). Existem
poucos casos relatados de caso que associam manifestacdes neuroldgicas a infeccdo por zika
em criangas, apresentando sindrome de Guillain-Barré, mielite e sinais focais (ALMEIDA
BENTES; KROON; ROMANELLI, 2019). Um estudo recente avaliando o LCR de criancas com
suspeita de infeccdao do SNC detectou o RNA de zika em 3% das amostras testadas (SILVA
MARINHO; KROON, 2019).

O SLEV foi isolado pela primeira vez nos Estados Unidos, em 1933, no surto de Saint
Louis (HEINEN et al., 2015). O SLEV circula por todo o continente americano e no Brasil, o
virus foi isolado pela primeira vez na década de 60, a partir de um pool de Sabethes
belisarioi, no Para. O caso mais recente reportado no Brasil é de S3o Paulo, 2014, a partir de
um paciente com suspeita de dengue (MAIA et al., 2014). SLEV causa doenca febril quando
sintomatica, que pode evoluir para encefalite. No Brasil, o virus provavelmente é
subdiagnosticado devido aos sintomas parecidos com outras doencas e falta de diagndstico
diferencial de rotina (MONDINI et al., 2007). Ja foi demonstrada a presenca do virus durante

surtos de dengue, em S3o Paulo (TERZIAN et al., 2011).

O WNV foi isolado pela primeira vez em Uganda, em 1937 e introduzido no
continente americano em 1999, com um caso reportado em New York, nos Estados Unidos
(LANCIOTTI, 1999). No Brasil, evidencias soroldgicas a partir de amostras de equinos e aves
indicavam a circulacdo do virus na regido Centro-Oeste e, em 2015, o virus foi confirmado
pela primeira vez em um caso de encefalite humana no pais (VIEIRA et al., 2015). O virus foi
isolado também em 2018 a partir do SNC de um cavalo acometido pela encefalite. Assim
como SLEV, WNV pode causar doenca febril e/ou evoluir para encefalite (COLPITTS et al.,
2012).

1.3. Peribunyaviridae — Orthobunyavirus

A familia Peribunyaviridae pertence a ordem Bunyavirales e compreende quatro
géneros: Herbevirus, Orthobunyavirus, Pacuvirus e Shangavirus (ICTV, 2016). Membros da
familia Peribunyaviridae possuem formato esférico, com particulas de 80 a 120 nm de
didmetro, e um envelope lipidico externo (ROSA et al., 2017). Virus dessa familia possuem
genoma de RNA senso negativo, segmentado e composto por trés moléculas classificadas de
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acordo com o numero de bases: S, o menor segmento que codifica proteinas estruturais; M,
o segmento de tamanho médio que também codifica proteinas estruturais e L, o maior
segmento, que codifica proteinas relacionadas a replicacdo e transcricdo dos segmentos de

RNA (SAKKAS et al., 2018) (Figura 3).
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Figura 3 - Organizagdo da particula viral e do genoma de orthobunyavirus. (A) O ribonucleocapsideo
(RNP) esta representado. A glicoproteinas (Gn e Gc) se localizam no envelope. Os trés segmentos do
genoma, S, M e L, estdo associados a nucleoproteina (N) e a polimerase (L). (B) Esquema mostrando
os segmentos do genoma (S, M e L), o tamanho em quilobases (kb) e as proteinas codificadas por
cada um deles (Nucleoproteina, glicoproteinas e RNA polimerase, respectivamente). Fonte:
ROMERO-ALVAREZ e ESCOBAR, 2017

Fonte: ROMERO-ALVAREZ e ESCOBAR, 2017

Os segmentos de RNA sdo conectados individualmente a proteina L e ligados a
proteina do nucleocapsideo (N), formando trés ribonucleocapsideos (MURPHY; HARRISON;
WHITFIELD, 1973). Um estudo com células HeLa mostrou que a interacdo entre a particula e
o receptor celular provavelmente ocorre por mediacdo das glicoproteinas virais e que a

penetracao ocorre por endocitose através de vesiculas revestidas por clatrina. O mesmo
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estudo mostrou que a liberacdo das particulas na célula é dependente da acidificacdo do

endossomo (ACRANI et al., 2010).

O Oropouche virus (OROV) é o agente etioldgico da febre Oropouche, pertence a
familia Peribunyaviridae e género Orthobunyavirus. O virus foi encontrado, pela primeira
vez, em 1955 em Trindade, no vilarejo Vega de Oropouche. (ANDERSON et al., 1961). No
Brasil, o virus foi isolado pela primeira vez em Belém, no estado Pard, em 1961 (PINHEIRO et
al., 1962) Posteriormente, o virus foi isolado nos estados de Maranhdo e Mato Grosso
(VASCONCELOS et al., 1989). Sucessivos surtos foram descritos desde entdo, a maioria na

regidao da bacia amazonica (PINHEIRO et al., 1976; FREITAS et al., 1982; DIXON et al., 1981).

A febre Oropouche se manifesta de forma similar a outras arboviroses, com quadros
de febre de aproximadamente 399C, dor de cabeca, dores no corpo, nduseas, tonturas e
fotofobia (ROSA et al., 2017). Também ja foram relatados casos em que a doenca se
manifestou com erupg¢des cutaneas, dor retro orbital, mal-estar generalizado, sangramento
gengival e meningite ou encefalite (ROMERO-ALVAREZ e ESCOBAR, 2017). Infec¢Ges com
manifestacdo de dor de cabeca extrema e rigidez no pescogo anteciparam casos de
meningite asséptica (PINHEIRO et al., 1981). Os casos de infecgdo pelo OROV s3ao mais
frequentes durante as estagdes chuvosas e tem tempo de incuba¢do entre quatro e oito
dias. Depois desse periodo, os sintomas se manifestam nas infec¢cbes sintomaticas e ocorre
alta viremia, tempo em que o hospedeiro serve como fonte de virus para os mosquitos do

género Culicoides (ROMERO-ALVAREZ e ESCOBAR, 2017).

O OROV é transmitido por vetores, principalmente os mosquitos do género
Culicoides. Pesquisas de campo e de laboratério ja mostraram que Culicoides paraensis
(Diptera) é o principal vetor para o OROV. Ja foi demonstrado que o mosquito Culex
quinquefasciatus, encontrado em dareas urbanas no Brasil, também tem a capacidade de

atuar como vetor do OROV (HOCH et al., 1987).
1.4. Togaviridae — Alphavirus

A familia Togaviridae inclui o género Alphavirus, que integra diversos arbovirus. O
virus prototipo do género Alphavirus possui formato esférico e capsideo com simetria
icosaédrica, com aproximadamente 70nm de didametro. O capsideo, formado pelas proteinas

do capsideo (C), é revestido por um envelope lipidico derivado do hospedeiro com
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glicoproteinas transmembrana associadas (E1 e E2). Outra proteina transmembrana
encontrada no envelope, porém em menores quantidades, é a denominada 6K (MENDES;
KUHN, 2018) (Figura 4).
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Figura 4 - Diagrama mostrando a particula viral de um togavirus. A proteina do capsideo (CP) e as
proteinas do envelope (E1 e E2) estdo representadas. Adaptado de ViralZone. Disponivel em:
https://viralzone.expasy.org/3?outline=all by species.

O genoma dos alphavirus é constituido por uma fita simples de RNA de senso
positivo, com extremidade 3’ poliadenilada e CAP 5’. O genoma possui aproximadamente
11,7 kb e os genes codificantes para as proteinas relacionadas a replicacdo e proteinas
estruturais estdo divididos em dois segmentos dentro do genoma. As proteinas estruturais
(E1, E2, E3, 6K e C) sdo traduzidas a partir de um RNA mensageiro subgendmico, contendo
apenas estes genes, enquanto as proteinas nao estruturais (NSP1-4), envolvidas na

replicacdo, sdo traduzidas diretamente do RNA genomico (CAREY et al., 2019) (Figura 5).
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Figura 5 - Esquema mostrando a estrutura de genoma de um alphavirus. O genoma possui duas
janelas de leitura (Proteinas ndo estruturais e proteinas estruturais). As proteinas ndo estruturais
(nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) sdo traduzidas diretamente do genoma e clivadas pela protease nsP2
(triangulos azul-claros). As proteinas estruturais (CP, E3, E2, 6k e E1) sdo traduzidas a partir de um
RNA subgendmico e clivadas pelas proteinas CP (triangulo verde), por furinas (triangulo laranja) e a
partir  do peptideo  sinal (setas  azuis). Fonte: ViralZone. Disponivel em:
https://viralzone.expasy.org/3?outline=all by species

A proteina E2 se liga a fatores de adesdo, levando a aproximagdao do virus com a
superficie celular, facilitando a interacdo entre o ligante viral e o receptor, levando a
penetracao pela via endocitica dependente de clatrina. Sob estimulo de baixo pH, o
envelope se funde com a membrana da vesicula liberando o nucleocapsideo no citoplasma,
gue é desmontado e liberando o RNA viral no citoplasma. A replicacdo do genoma é
regulada pela disponibilidade das proteinas nao estruturais e é feita pela sintese de uma fita
de RNA com polaridade negativa que serve de molde para para o RNA de polaridade
positiva. O RNA mensageiro subgendmico também é produzido a partir da fita de polaridade
negativa. As proteinas estruturais sdo processadas no trafico do complexo de Golgi até a
membrana, onde o capsideo contendo o genoma viral recebe o envelope e é liberado

(CAREY et al., 2019).

O Chikungunya virus (CHIKV) é o agente etiolégico da febre Chikungunya. A doenca é
caracterizada por sintomas como febre e principalmente dor nas articulagdes, que pode
persistir por meses ou até mesmo anos (GONZALEZ-SANCHEZ; RAMIREZ-ARROYO, 2018). O
CHIKV foi isolado pela primeira vez a partir de uma amostra um individuo que apresentou
febre e dor nas articulagbes durante um surto em 1952, na Tanzania (ROSS, 1956). A

transmissdo é mantida por um ciclo enzodtico que tem como hospedeiros vertebrados
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primatas ndo humanos e vetores mosquitos do género Aedes, e um ciclo urbano que tem
como hospedeiro vertebrado os seres humanos e tem como vetores mosquitos urbanos

como o Aedes aegypti e Aedes albopictus (CUNHA et al., 2020).

Em 2013, o primeiro caso de febre Chikungunya foi reportado no continente
americano e em 2014 houve o primeiro caso na América do Sul, que ocorreu na Guiana
Francesa. A primeira transmissdo detectada de CHIKV no Brasil ocorreu em 2014, no estado
do Amapa. A partir de entdo, o virus se espalhou pelo territério brasileiro e tem causado

grandes surtos no pais (CUNHA et al., 2020).

Em alguns casos, o CHIKV pode causar manifestacdes neuroldgicas. As manifestacées
neurolégicas por CHIKV mais comuns em criangas sao convulsdes, encefalites, meningismo e
alteragdes comportamentais, sendo que algumas vezes pode haver sequelas (ALMEIDA

BENTES; KROON; ROMANELLI, 2019).

O Mayaro virus (MAYV) é o agente etiolégico da febre mayaro. O MAYV foi
identificado pela primeira vez, na ilha de Trindade, no sangue de trabalhadores rurais que
apresentavam doenca febril (CASALS; WHITMAN, 1957). O tempo de incubagdo varia de trés
a onze dias e os sintomas sao parecidos com o de outras arboviroses febris, que incluem
erupc¢Oes cutaneas, febre, dor muscular, dor retro orbital, dor de cabeca, diarreia e dores
nas articulacdes que podem persistir por meses ou até mesmo anos (TAYLOR, PATEL,

HEROLD 2005; SLEGERS et al 2014).

Os vetores do MAYV incluem mosquitos do género Hemagogus, os mesmos
envolvidos na transmissdao do virus da febre amarela, contudo ja foi demonstrado por
estudos de competéncia vetorial que mosquitos do género Aedes sdo capazes de transmitir
o virus (LONG et al 2011). Os reservatérios do MAYV ndo sdo totalmente conhecidos, mas ja
foi demonstrado que ele pode infectar uma ampla gama de hospedeiros que incluem varios
mamiferos como carnivoros, marsupiais, roedores, primatas, artiodatilos e preguicas

(SEYMOUR, PERALTA e MONTGORY, 1983; THOISY et al., 2003).

No Brasil, o MAYV foi isolado pela primeira vez, em uma fazenda no Rio Guama, no
estado do Para em 1955. Na época, o virus foi isolado de mais de trinta trabalhadores que
apresentavam febre e dor de cabeca. (CAUSEY e MARQJA, 1962). Em 2008, foi reportado um

surto de mayaro em Santa Barbara, no Pard. Na época, foram encontrados anticorpos IgM
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em 36 pessoas (AZEVEDO et al., 2009). No mesmo ano, em Manaus, anticorpos IgM foram
encontrados em 33 pacientes e o genoma viral foi isolado de uma pessoa (MOURAO et al.,
2012). No Mato Grosso, durante um surto de dengue, foi encontrado o RNA do virus em 15
pacientes, de 604 investigados (ZUCHI et al., 2014). Mais recentemente, em Goids, foram
detectados anticorpos IgM contra Mayaro em pacientes que viajaram para dreas rurais no

estado, mas ainda assim préximas da capital (BRUNINI et al 2017).

O virus da encefalite equina do leste foi isolado pela primeira vez a partir do cérebro
de cavalos, durante um surto nos Estados Unidos, em 1933 (GILTNER e SHAHAN;
TENBROECK e MERRIL, 1933). S3o reconhecidas quatro linhagens do virus, com diferencas na
antigenicidade e distribuigao geografica. A linhagem | circula na América do Norte, enquanto
as linhagens II, lll e IV circulam na América Central e do Sul (BRAULT et al., 1999). Em 2012 as
linhagens I, lll e IV desse virus foram separadas em uma nova espécie, o Madariaga Virus,
dentro do complexo EEEV. Isso ocorreu devido a similaridade genética das linhagens, das
caracteristicas clinicas da doenca, aspectos ecoldgicos e diferencas da distribuicdo
geografica. (ICTV, 2012). Os principais vetores que transmitem o virus para equinos e
humanos sdao mosquitos do género Aedes, Culex e Coquillettidia, sendo que os dois primeiros

sdo de maior importancia na América do Sul.

A infeccdo pelo virus pode ser assintomatica ou causar de doenca febril (BLOHM et
al., 2018; LEDNICKY et al., 2019) até casos de encefalite (LUCIANI et al., 2015). O periodo de
incubacdo dura de quatro a dez dias e, apds esse tempo, os sintomas comecam com febre,
dor muscular e dor de cabec¢a. Em casos de encefalite podem ocorrer vomitos, convulsdes,

leucocitose, hematuria, sintomas respiratorios e coma (ZACKS e PAESSLER 2010).

Recentemente, a linhagem Ill foi detectada e isolada de um paciente que
apresentava quadro febril, no Mato Grosso (COSTA et al., 2019). O primeiro isolamento foi
feito por Carneiro e Cunha (1943) na epizootia de Tatui, a partir de hospedeiro equino. A
partir dai, o virus foi isolado (hospedeiros equinos e vetores) ou detectado por métodos
sorologicos (humanos e equinos) diversas vezes no pais, com casos desde a regido Norte até
o Sul do pais (LENNETTE; FOX, 1943; CUNHA, 1945; SANTOS et al., 1946; ALICE, 1951; CUNHA
et al., 1948; CAUSEY et al., 1960; BRUNO-LOBO et al., 1961; KOTAIT et al., 1992; FERNANDEZ

et al., 2000). Recentemente, em surtos ocorridos na regido Nordeste (Pernambuco, Ceara e
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Paraiba), o virus foi identificado por PCR e isolado (SILVA et al.,, 2015). Cunha e
colaboradores (2009) em estudo de soroprevaléncia identificaram anticorpos neutralizantes

para EEEV em municipios do sul de S3o Paulo.

O virus da encefalite equina do oeste (WEEV) foi isolado pela primeira vez em 1930,
nos Estados Unidos, a partir do cérebro de um cavalo com encefalite (MEYER et al., 1931). As
infecgdes pelo virus podem ser assintomaticas ou se manifestar como doenga febril, com
sintomas como febre, dor de cabeg¢a, dor muscular e mal-estar. Uma parte menor das
infeccOes ocorre com a manifestacdo de encefalite ou encefalomielite, com sintomas que
incluem rigidez da nuca e convulsdes, podendo levar a coma ou a 6bito. As infec¢cbes

sintomaticas sao mais frequentes em criangas (ZACKS; PAESSLER, 2010).

No Brasil, um estudo de vigilancia conduzido por Ferreira e colaboradores (1994), no
estado de S3o Paulo ano, reportou aves com anticorpos contra WEEV, sugerindo sua
circulagao na regido. Na América do Norte o WEEV tem maior prevaléncia na costa oeste e é
responsavel por varios surtos de encefalite equina e humana (KUMAR et al., 2018). Os
vetores responsaveis pela transmissao sao mosquitos do género Culex e Culiseta, tendo aves
como reservatérios e humanos e equinos como hospedeiros finais (KUMAR et al., 2018).
Contudo, neste continente o numero de surtos tem diminuido nas ultimas décadas

(BERGREN et al., 2014).

O virus da encefalite equina venezuelana (VEEV) foi isolado pela primeira vez durante
um surto de encefalite equina na Colombia e Venezuela, a partir do cérebro de equinos
acometidos (BECK; WYCKOFF, 1938). As infec¢Oes pelo VEEV podem resultar em uma ampla
gama de sintomas. Ha relatos de pacientes que manifestaram sintomas parecidos com de
doencas febris, com febre, dor de cabeca e dor muscular (GO; BALASURIYA; LEE, 2014).
Algumas pessoas manifestam doenca neurolégica, apresentando convulsdes, tontura e
confusdo mental, apesar de isso ser mais comum em criancas (RIVAS et al.,, 1997; GO;
BALASURIYA; LEE, 2014). Em equinos, aproximadamente 50% dos infectados desenvolvem
encefalite (JOHNSON; MARTIN, 1974).

O ciclo enzodtico do VEEV é mantido por reservatérios roedores e outros
vertebrados, e tem como vetores mosquitos do género Culex (WEAVER et al., 2004;
DEARDORFF; WEAVER, 2010). Diferentemente dos ciclos do EEEV e WEEV, no ciclo do VEEV
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0s equinos ndo sdo os hospedeiros finais e funcionam como amplificadores, atingindo altos
titulos virais no periodo de viremia e sendo capaz de infectar vetores que participam do ciclo
epizodtico, como mosquitos do género Aedes e Psorophora. Além de humanos, esses
mosquitos podem infectar outros animais, como caes, gatos, morcegos e aves (WEAVER et

al., 1999).

Varios surtos de encefalite causada por VEEV ja foram registradas, acometendo tanto
equinos como humanos. Na Colémbia, em um surto ocorrido na década de 60, foram
registrados mais de 200,000 casos em humanos (WEAVER et al., 2004). Em outro surto
ocorrido no mesmo pais, em 1995, foram registrados mais de 100,000 casos em humanos
(RIVAS et al., 1997). No Brasil, o VEEV ja foi isolado de morcegos e de mosquitos Culex por
Calisher e colaboradores (1982) e causou doenca em um grupo de treinamento de militares
no estado de S3do Paulo (IVERSON, 1993). Também em S3o Paulo, ja foram detectados

anticorpos contra o virus em amostras de soro de equinos (CUNHA et al., 2009).
1.5. Enterovirus

Os enterovirus (ENTV) sdo membros da familia Picornaviridae e compreendem quatro
géneros de importancia médica humana, Enterovirus A, Enterovirus B, Enterovirus C e
Enterovirus D, além dos Rhinovirus A, Rhinovirus B e Rhinovirus C (WALKER et al., 2020). A
particula é esférica e ndo envelopada, com aproximadamente 30 nm de diametro (Figura 6)
(FRY; STUART, 2014). Os ENTV possuem genoma de RNA de senso positivo, variando de
7.200 a 8.500 bases, que é utilizado para a traducdo de uma unica poliproteina, que
posteriormente é clivada em varias proteinas virais (Figura 7) (PALMENBERG; NEUBAUER,;
SKERN, 2014).
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Figura 6 - Diagrama mostrando a particula viral de um enterovirus. As proteinas que compdes o
capsideo (VP1, VP2, VP3 e VP4) estdo representadas. Adaptado de ViralZone. Disponivel em:
https://viralzone.expasy.org/97
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Figura 7 - Esquema mostrando a estrutura de genoma de um enterovirus. Sdo mostrados os sitios de
clivagem. Fonte: adaptado de ViralZone. Disponivel em: https://viralzone.expasy.org/97

Os ENTV apresentam alta diversidade genética e os capazes de infectar seres
humanos sdo divididos em mais de 100 tipos dentro das espécies de A a D. Os enterovirus
mais conhecidos sdo os poliovirus. Os poliovirus compreendem trés tipos de enterovirus da
espécie Enterovirus C e foram responsaveis por grandes surtos de poliomielite ao longo da
histéria, até sua quase erradicacdo global com o advento da vacina. Os outros enterovirus
sdo divididos entre 21 coxsackievirus do tipo A, seis coxsackievirus do tipo B, 28 echovirus e
48 enterovirus numerados (SIMMONDS et al.,, 2020). Os enterovirus sdo transmitidos
principalmente pela via fecal-oral, mas alguns podem ser transmitidos por via respiratoéria

(KNIPE et al., 2013).

Apesar das infeccbes por enterovirus causarem sintomas respiratdrios ou
grastrointestinais que muitas vezes se resolvem sozinhos em poucos dias, muitos tem
habilidade de invadir o sistema nervoso central e podem causar manifestacdes neuroldgicas
como meningites ou encefalites. Outra manifestagdio comum é a doen¢a mao-pé-boca,

causada principalmente por coxsackievirus. Os ENTV sdo responsaveis pela maior parte dos
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casos de meningite viral em criancas, correspondendo a mais de 50% do total de infeccdes

(HASBUN et al., 2019).

Os casos de meningite por ENTV possuem sintomatologia bem definida e alteram
caracteristicas do LCR de forma consistente. Na maioria dos casos de meningite por ENTV, as
criangas apresentam sintomas como febre, dor de cabega, rigidez nucal, ndusea e vomitos,
fotofobia e cansaco. Apesar de ndo ser tdo comum, pacientes com meningite por ENTV
também podem apresentar sintomas gastrointestinais, como diarreia (MICHOS et al., 2007).
As caracteristicas do LCR sdo alteradas seguindo um padrao de infeccdo viral do SNC.
Pacientes com acometimento neurolégico infectados por ENTV apresentam pleocitose, com
predominio de neutrdéfilos polimorfonucleares e aumento de lactato no liquor (BRAUNOVA

etal., 2019).
1.6. Herpesviridae

Os herpesvirus sdo virus que pertencem a familia Herpesviridae. Virus deste grupo
gue possuem importancia médica para humanos estdo inclusos principalmente nos géneros
Simplexvirus, Varicellovirus, Cytomegalovirus e Lymphocryptovirus (WALKER et al., 2020).
Virus dessa familia possuem simetria icosaédrica, sdo envelopados e o tamanho da particula
varia de 150 a 200 nm (Figura 8). O genoma é composto por uma fita dupla de DNA linear,
variando de 120 a 140 mil pares de base. Esses virus possuem complexos de glicoproteina

inseridos em seu envelope, e o capsideo é envolto por um tegumento (KNIPE et al., 2013).

Uma caracteristica importante dos herpesvirus é a sua capacidade de permanecer em
um estado de laténcia e sofrer reativagdo. Apds a infecgcdo no sitio primario, o virus migra
para neurdnios do SNC e entra em laténcia, encerrando a expressdo de genes envolvidos no
ciclo litico, impedindo mecanismos de defesa da célula infectada (como apoptose) e

evadindo a resposta imune inata e adaptativa (BRADSHAW; VENKATESAN, 2016).

O Human alphaherpesvirus 1 (HHV-1) é um herpesvirus pertencente ao género
Simplexvirus endémico no mundo inteiro. E o agente etiolégico do herpes labial e
corresponde a mais de 90% dos casos de encefalites por herpesvirus (STEINER; BENNINGER,
2013). Levantamentos soroldgicos mostram que 60 a 90% dos adultos possuem anticorpos
contra o HHV-1 (SMITH; ROBINSON, 2002). A incidéncia de encefalite por herpesvirus no

mundo é estimada em dois a quatro casos por milhdo de casos (HJALMARSSON;
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BLOMQVIST; SKOLDENBERG, 2007). As manifestacGes mais comuns em casos de encefalite
por herpesvirus sdao encefalopatia, febre, convulsdes, dor de cabeca e sinais neurolégicos

focais (BRADSHAW; VENKATESAN, 2016).

O Human alphaherpesvirus 3 (HHV-3) é o agente etiolégico da catapora e da herpes-
zoster. E um virus que circula exclusivamente em humanos e infecta principalmente
criangas, em paises que ndao possuem campanha de vacinacdo para o publico infantil. A
infeccdo primaria geralmente se manifesta como catapora, doenga caracterizada
principalmente pelas lesdes no corpo, mas também pode ocorrer manifestagdes
neuroldgicas, tais como encefalite ou meningite (SCIENCE et al., 2014). A reativa¢do do virus
pode causar a herpes-zoster, em que ha lesdes na pele em regiGes préximas do nervo
afetado. Mais raramente, a reativagdo do HHV-3 também pode causar acometimento
neurolégico, como encefalite ou meningite (GRAHN; STUDAHL, 2015; NAGEL; GILDEN, 2014).
As manifestacdes neuroldgicas podem ser acompanhadas ou ndo das lesbes na pele

(CIANCIA et al., 2020).

Outros herpesvirus humanos também s3o associados com manifestagdes
neuroldgicas em adultos e criancas. A infeccdo pelo Esptein-Barr virus (EBV) geralmente é
assintomatica, mas também pode causar a mononucleose. E estimado que 90% da
populacdo humana possua anticorpos contra o EBV. O EBV infecta linfocitos B e se torna
latente nesta mesma célula. A reativacdo na maioria das vezes é assintomatica (COHEN,
2000). O EBV também pode causar manifestacdes neurolégicas, principalmente encefalites e
meningites. Um estudo com amostras de LCR de pacientes adultos admitidos em um hospital
da Coreia entre 2010 e 2019 detectou o DNA do EBV em 6% dos casos. As manifestacées

mais comuns desses pacientes foram meningite e encefalite (LEE et al., 2021).
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Figura 8 - Esquema mostrando a particula viral de um herpesvirus. Fonte: adaptado de ViralZone.
Disponivel em: https://viralzone.expasy.org/176

1.7. Coronavirus

Os coronavirus sao virus que pertencem a familia Coronaviridae e sdo divididos em
qguatro géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus e Gammacoronavirus
(WALKER et al., 2020). Os virus sdao envelopados, possuem formato esférico e
aproximadamente 120 nm de diametro (Figura 9). O genoma é composto por um RNA de
senso positivo, que varia de 27 a 32 mil bases em tamanho. O genoma também é usado com
RNA mensageiro viral, codificando duas poliproteinas que sdo posteriormente clivadas em

proteinas estruturais e proteinas nao estruturais (KNIPE et al., 2013).

Os coronavirus sdo agentes etioldgicos de algumas infec¢des respiratérias do trato
superior, como otites, rinite, laringite e faringite, mas alguns também tem a capacidade de
atingir o trato respiratdrio inferior causando bronquite e pneumonia (NICHOLLS et al., 2006).
Os primeiros coronavirus de importancia médica para humanos foram isolados na década de
60, a partir de amostras de pacientes com infec¢des respiratérias do trato superior (HAMRE;

PROCKNOW, 1966).

Em 2002, o SARS-CoV-1 emergiu e causou uma grande epidemia. O virus é originario
de morcegos e foi demonstrado que as civetas foram hospedeiros intermediarios, que

permitiram a infeccdo de seres humanos (GUAN, 2003). Os casos comecaram na China, mas
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espalharam-se pela Europa e chegaram na América do Norte. Os sintomas iniciais dos
pacientes infectados eram semelhantes aos da gripe, mas em 20% dos pacientes o quadro
evoluia para sindrome respiratoria aguda grave (DESFORGES et al., 2019). A epidemia foi
controlada com medidas sanitdrias como isolamento de pacientes e quarentena, mas muitos
profissionais da saude foram infectados. No total, houve 8096 casos e 774 mortes, com uma

taxa de mortalidade de aproximadamente 10% (CHERRY, 2004).

Em 2012 outro coronavirus emergiu, o MERS-CoV. O virus foi detectado em
individuos viajando da peninsula arabe para o Reino Unido, com manifesta¢des graves no
trato respiratdrio inferior e manifestagdes gastrointestinais (RAJ et al., 2014). O MERS-CoV
provavelmente se originou a partir de coronavirus de morcegos e tem dromeddrios como
hospedeiros intermediarios. A transmissdao entre humanos nao é muito eficiente, e a maior
parte dos casos foi observada entre membros da mesma familia ou profissionais de saude

(COTTEN et al., 2013).

No final de 2019, o SARS-CoV-2 emergiu. Assim como o SARS-CoV-1, o virus
provavelmente se originou em morcegos, mas ainda ndo esta claro se houve um hospedeiro
intermediario (ANDERSEN et al., 2020). O SARS-CoV-2 é o agente etiolégico da COVID-19. Os
sintomas relacionados a infeccdao pelo SARS-CoV-2 em humanos sdo febre, tosse seca,
mialgia, e em casos mais raros, diarreia. Algumas pessoas infectadas podem desenvolver
pneumonia e sindrome respiratoria aguda grave (KHAN et al., 2021). O virus é transmitido
entre humanos de forma eficiente e de acordo com os dados mais recentes da Organizacdo
Mundial de Saude sobre a pandemia, houve mais de 168 milhdes de casos confirmados e

mais de trés milhdes de mortes (WHO, 2021).

Com o aumento de casos de COVID-19, houve também aumento de manifestacbes
neuroldgicas associadas ao SARS-CoV-2 reportadas. Uma ampla gama de manifesta¢des
neuroldgicas ja foi descrita para pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, como encefalite,
meningite, encefalopatia, mielite aguda, sindrome de Guillain-Barré, anosmia e hiposmia
(ZHANG et al., 2020). Os coronavirus ja foram associados a doencas do sistema nervoso
central mesmo antes do surgimento do SARS-CoV-2. HCoV-OC43 e HCoV-229E ja foram
associados a casos de encefalite, esclerose multipla e encefalomielite (DESFORGES et al.,

2019).
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Figura 9 - Esquema mostrando a estrutura da particula de um coronavirus. Estdo representadas as
proteinas de membrana (M), espicula (S), nucleoproteina (N) e proteina do envelope (E). Fonte:
adaptado de ViralZone. Disponivel em: https://viralzone.expasy.org/764?outline=all by species

1.8. Patogénese

Os arbovirus formam um grupo artificial que compartilham a necessidade de um
vetor artrépode para manter seus ciclos de transmissdao. O termo vem da expressao inglesa
arthropod borne viruses, adotada para designar infec¢des virais cujos agentes sdo
transmitidos para vertebrados através de um vetor artrépode hematéfago. Apesar do grupo
conter tanto virus tipicamente viscerotrépicos quanto neurotrépicos, a forma como a
infeccdo se inicia é parecida devido ao mecanismo de entrada dos virus no hospedeiro
vertebrado (ONG; LUM; NG, 2014). Os virus sdo introduzidos na pele pela picada de um
mosquito e uma multiplicacao inicial ocorre principalmente em células dendriticas, que
migram para os linfonodos onde a multiplicacdo continua, produzindo uma viremia que
permite a infecgdo sistémica ou do alvo especifico (MUSTAFA et al., 2019; ONG; LUM; NG,
2014).

Apesar de arbovirus serem detectados em casos de infeccdo do sistema nervoso
central (SNC) (WRIGHT et al., 2019; MARINHO et al., 2019; ZACKS, PAESSLER, 2010), a forma
como os virus chegam ao SNC variam de espécie para espécie e ainda nao estdo

completamente elucidadas. Contudo, a via hematdgena é frequentemente investigada como
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forma de invasdo do SNC por arbovirus. Nessa hipdtese, a alta viremia resultante da
multiplicagdo nos linfonodos permite que o virus cruze a barreira hematoencefalica e chegue

ao SNC (SUEN et al., 2014).

A barreira hematoencefdlica é uma estrutura que envolve o encéfalo e o protege de
patdgenos ou substancias nocivas que possam estar presentes no sangue. Ela é formada por
varias células, dentre elas células endoteliais, astrdcitos, microglias e pericitos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008). Varios mecanismos para o0s virus atravessarem a barreira
hematoencefilica ja foram propostos. Um estudo de Dropulic e Masters (1989) utilizando
células do endotélio cerebral de camundongos mostrou a capacidade de alguns arbovirus
atravessarem a camada de células em cultura e até mesmo de se multiplicarem atingindo

altos titulos.

Além do transporte transendotelial, outros estudos mostraram que a infeccdo e
multiplicagdo em células endoteliais pode afetar os niveis de claudina e ocludina, proteinas
constituintes das jungdes de oclusdo. Alterando esse balan¢co, ha uma diminuicdo das
jungdes de oclusdo e aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica, permitindo
a invasdao do SNC (NEAL, 2014). Outro mecanismo de infeccdo do SNC que também se
beneficia do aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica é o chamado “cavalo
de Trdia”. Leucdcitos periféricos infectados pelo virus migram e atravessam a barreira
hematoencefilica, liberando as particulas diretamente no SNC (VERMA et al., 2009).
Contudo, o aumento da permeabilidade da barreira hematoencefdlica ja foi demonstrado
em estudo in vivo apds a inoculagdo intracraniana de WNV em camundongos C57BL/6,
sugerindo que o aumento da permeabilidade pode ser uma consequéncia e ndo a causa da

infeccdo do SNC (ROE et al., 2012).

Outra rota possivelmente explorada por arbovirus para chegar ao SNC é a
transneural. Nela, o virus chega ao SNC através das fibras nervosas, tanto motoras como
sensoriais. Estudos in vivo mostraram que a partir de um indculo feito em nervo cidtico de
hamster, o virus é posteriormente detectado no SNC. Além disso, em estudos em que WNV
foi inoculado pela via intraperitoneal, anticorpos foram posteriormente detectados pela
técnica de imuno-histoquimica na regido do bulbo olfatério antes de se espalhar pelo

encéfalo. Apesar de ainda ndo haver muitos trabalhos, a hipdtese é que o virus chegue ao
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epitélio olfatério através dos vasos fenestrados e seja transportado pelas células nervosas

até o SNC (SUEN et al., 2014).

Os coronavirus humanos causam infec¢des do trato respiratdrio superior e inferior,
mas também estdo associados a manifestacdes neuroldgicas, que podem ou ndo estar
associadas a invasdao do SNC. As rotas de invasdao propostas para os coronavirus sao a
hematdgena, com infeccdo de leucdcitos para atravessar a barreira hematoencefalica, ou
pela via neural, onde os virus sdo transportados por transporte axonal nos nervos olfatdério
ou trigémeo, no caso de infeccdo das vias aéreas superiores, ou pelo nervo vago, no caso de

infeccdes do trato respiratério inferior (GENEROSO et al., 2021).

Os enterovirus podem utilizar algumas das vias descritas anteriormente para invasao
do SNC, mas a infeccdo comeca de forma diferente. Os virus se replicam inicialmente no
trato gastrointestinal ou nos pulmdes e a partir dai ocorre a disseminagdo para outros
orgdos e tecidos (HUANG; SHIH, 2015). Uma das rotas utilizadas por enterovirus é a do
transporte axonal, descrito para poliovirus. Apds ganhar acesso ao musculo, o poliovirus
entra nos neurdnios motores pelas jungdes neuromusculares e é transportado em vesiculas
endociticas do axbnio até o corpo celular (MAJER; MCGREEVY; BOOTH, 2020). Essa rota de
transporte ndo é muito eficiente, o que pode explicar o nimero de casos com acometimento
do SNC dado o total de infeccdes. Porém, ja foi demonstrado que lesGes podem aumentar
significativamente a eficiéncia do transporte axonal (LANCASTER; PFEIFFER, 2010). Outra
forma de invasdao do SNC por ENTV seria pela estratégia de cavalo de troia, jd descrita nessa
secdo para os arbovirus. Essa estratégia é suportada pois ja foi demonstrada a habilidade
dos ENTV de infectar mondcitos e outras células do sistema imune (KRAMER et al., 2007;
TABOR-GODWIN et al., 2010). Por fim, outro possivel mecanismo para invasdao do SNC por
ENTV é a infeccdo direta de células que compde a barreira hematoencefdlica e da barreira
sangue-liquido cefalorraquidiano, localizada nos quatro ventriculos cerebrais que controlam
a producdo do LCR. Ja foi demonstrada a capacidade de echovirus 30 e coxsackievirus B3 de
causar infeccdo nessas barreiras. Além disso, o poliovirus pode infectar células endoteliais

dos vasos sanguineos no cérebro (MAJER; MCGREEVY; BOOTH, 2020).
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2. Justificativa

O numero de notificacdes de casos de meningites tem diminuido nos Ultimos anos no
Brasil. Essa mudanga, no entanto, ainda chama atenc¢dao para o fato de boa parte das
infeccdes do SNC permanecerem sem a identificacdo do agente etiolégico. Meningites
podem ser causadas por bactérias, virus e fungos. Dentre as meningites virais, as
manifestacdes clinicas e sintomas podem ser muito semelhantes para os diferentes agentes

etioldgicos, o que dificulta o diagndstico correto.

O emprego de técnicas como a PCR traz vantagens para a pratica clinica, reduzindo o
tempo para o diagndstico e aumentando a sensibilidade de deteccdo dos agentes
etioldgicos. Contudo, o uso destas técnicas ainda ndo é acessivel a todos os hospitais
encontrados em diferentes regides do pais, o que impede o preenchimento de lacunas no
diagnodstico das infecgdes do SNC. Ha ainda a preocupagdo com virus que podem estar
circulando e que sdo negligenciados no momento do diagndstico. Enquadram-se neste

contexto, principalmente, WNV, SLEV, MAYV, OROV e outros arbovirus.

O diagndstico correto dos casos de meningoencefalites permite o manejo clinico
adequado do paciente e pode reduzir seu tempo de internacdo ou evitar uso de
medicamentos desnecessarios. No caso de infec¢des do sistema nervoso central, esse
aspecto é muito importante devido a utilizagao de antibidticos e antivirais, que podem trazer

efeitos colaterais para os pacientes.

A identificacdo do agente etioldgico, além de trazer vantagens para o manejo clinico
do paciente, gera dados que podem ser usados para avaliar a situacao epidemiolégica de
uma regido, prever e prevenir surtos. Essas informacdes podem auxiliar no desenvolvimento

continuo e introducdo de vacinas para prevenir meningites e encefalites.

Dessa forma, se faz necessdrio investigar os agentes etiolégicos das
meningoencefalites em seres humanos, visto que hd dados que mostram a circulacdo de
varios virus associados a meningoencefalites na regido, hd um nimero consideravel de casos

de infec¢cOes do SNC e grande parte destes permanece com a etiologia desconhecida.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

Investigar a presenca de arbovirus, herpesvirus, enterovirus e coronavirus em pacientes com

suspeita de meningoencefalite.
3.2. Objetivos especificos

e Realizar triagem molecular utilizando PCR em tempo real para deteccdo de arbovirus
como DENV, YRV, SLEV, ZIKV, WNV, CHIKV, MAYV e OROV, herpesvirus como HHV-1 e
HHV-3, enterovirus e SARS-CoV-2

e Realizar caracterizagdo genética dos virus detectados

e Relacionar os dados clinicos com os resultados diagndstico laboratorial molecular
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4. Materiais e métodos

A metodologia empregada neste trabalho consistiu na obtencdo de amostras
bioldgicas, triagem molecular através de extragcdo de acidos nucleicos seguida por PCR.
Amostras positivas para enterovirus foram submetidas a tentativas de isolamento e
caracterizagdo genética dos virus utilizando sequenciamento parcial de genoma e analises
filogenéticas (Figura 10).

Positivas na PCR Coleta de dados
Amostras ] P
clinicos

i

Extracdo dos
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Isolamento viral g l molecular
Confirmagdo
por PCR b » RT-gPCRe gPCR
|
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Figura 10 - Esquema mostrando a metodologia adotada neste trabalho.

4.1. Amostras

Este é um estudo retrospectivo feito com amostras de conveniéncia. As amostras de
liquido cefalorraquidiano foram obtidas através de pungdes de pacientes do Hospital Infantil
Jodo Paulo I, no periodo de agosto de 2019 a abril de 2021. Foram obtidas amostras de
pacientes com suspeita de infeccdo do sistema nervoso central de até 16 anos e de
pacientes menores de 2 meses que apresentaram febre sem causa aparente. As amostras
coletadas no hospital foram armazenadas em tanques de nitrogénio liquido até o transporte
para o Laboratério de Virus. Para o transporte, as amostras foram acondicionadas em
embalagens especificas para o transporte de material bioldgico, em caixas devidamente

identificadas contendo gelo seco para manter a temperatura. Ao chegar no laboratério, as
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amostras foram armazenadas em freezers a -80°C, mantidos em salas trancadas e com

acesso restrito.

Além das amostras, foram obtidos dados clinicos e demograficos dos pacientes a
partir dos prontudrios eletronicos no hospital. Foram relacionados dados demogréficos e

clinicos dos pacientes.

Este trabalho possui aprovagao do comité de ética em pesquisa da UFMG, nimero de
CAEE 09273012.9.0000.5149. Todos os pacientes que participaram dessa pesquisa foram
autorizados pelos seus pais por meio de assinatura do termo de compromisso livre e

esclarecido (Anexo 1).

Amostras positivas detectadas neste trabalho foram cadastradas no Sistema Nacional

de Gestdo do Patrimonio Genético no projeto com cddigo de identificagdo AODEC28.
4.2. Extragao de acidos nucleicos
4.2.1 Extragao de RNA

O RNA total foi obtido com o uso do kit de extragdao QlAamp® Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN, EUA), seguindo o protocolo do fabricante. O RNA obtido foi identificado e

armazenado em freezers -80°C, quando nao foi utilizado imediatamente para PCR.
4.2.2. Extracdao de DNA

O protocolo descrito por Oliveira foi utilizado (OLIVEIRA, 2015). Foi feita a diluicdo na
propor¢cdao 1:10 da amostra de liquido cefalorraquidiano em &gua livre de nuclease.
Posteriormente, a amostra foi aquecida a 94°C por 10 minutos em banho seco e armazenada

a -20°C, quando nao foi utilizada imediatamente para PCR.
4.3. PCR em tempo real e convencional

O RNA ou a amostra preparada foram submetidas a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase para a triagem molecular. Foram utilizadas as técnicas de gPCR ou RT-gPCR, a
depender da natureza do material genético do virus pesquisado. Foram feitas reacdes para
deteccdo de arbovirus, herpesvirus, enterovirus e SARS-CoV-2. As reacdes foram feitas em
um volume final de 10 L, utilizando de 2,5 a 3,5 uL de RNA ou DNA. As condig¢des utilizadas

nas corridas foram: 45°C por 15 minutos, para transcricdo reversa (exceto para virus da
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familia Herpesviridae); 95°C por 2 minutos; 95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos
para desnaturacao e extensdo, respectivamente, repetidos por 40 vezes. Quando ndo foi
utilizada a sonda, foi feita uma etapa adicional para gerar a curva de melting. As
temperaturas e tempos utilizados nas reagdes foram ajustados de acordo com o protocolo
utilizado. Foram utilizados os reagentes do kit GoTaqg 1-step RT-gPCR (Promega, EUA) para

todas as reag0es.

Todas as amostras foram testadas em duplicata e consideradas positivas quando
houve amplificacdo em ambos os pocos e o Ct (cycle threshold — ciclo em que foi detectada a
amplificacao) foi menor ou igual a 38,5, quando ndo especificado no protocolo utilizado.
Amostras em que houve amplificacdo em apenas uma das replicatas foram consideradas

indeterminadas e repetidas posteriormente.
4.3.1. Arbovirus

Foram feitas reagdes para deteccao de YFV, DENV, ZIKV, WNV, SLEV, CHIKV, OROV e
MAYV utilizando o RNA extraido das amostras. Para deteccdao de MAYV e OROV, foram
feitas reag6es multiplex 45°C por 15 minutos para transcricdo reversa, 95°C por 2 minutos
para desnaturacdo inicial, 95°C por 3 segundos para desnaturacdo, 60°C por 30 segundos
para anelamento e extensdo. As etapas de desnaturacao e anelamento e extensdao foram
repetidas por 45 vezes. Para os outros arbovirus, foi utilizado o ciclo ja descrito

anteriormente. Os primers utilizados e as referéncias estdo indicados nas tabelas 2 e 3.
4.3.2. Herpesvirus

Foram feitas reacdes para deteccao de HHV-1 e HHV-3 utilizando o DNA extraido das
amostras. Foi utilizado o ciclo ja descrito anteriormente, sem a etapa de transcricdo reversa
e com adi¢do da curva de melting. Os primers utilizados e as referéncias estao descritos na

tabela 3.
4.3.3. Enterovirus — RT-gPCR

Foram feitas reacOes para deteccdo de enterovirus utilizando o RNA extraido das
amostras. Os primers utilizados sdo capazes de detectar uma ampla gama de genétipos de
varias espécies de enterovirus. Foi utilizado o ciclo ja descrito anteriormente, com adicdo da
curva de melting. Os primers utilizados e a referéncia estdo descritos na tabela 3.
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4.3.4. SARS-CoV-2

Para deteccdo do genoma viral do SARS-CoV-2, foi utilizado o kit de iniciadores e
sondas “SARS-CoV-2 (2019-nCoV) CDC qPCR Probe Assay” (IDT, EUA). As condig¢des utilizadas
nas corridas foram as seguintes: 45°C por 15 minutos, 95°C por 2 minutos, 95°C por 3
segundos, 55°C por 30 segundos, sendo as Ultimas duas etapas repetidas por 45 vezes (CDC,

2020). O volume final da reacdo foi de 20 pL, sendo 5 pL de RNA.
4.3.5. Enterovirus — RT-PCR

As amostras que tiveram o RNA viral detectados na RT-qPCR foram submetidas a
outra reacdo, dessa vez utilizando a técnica de PCR convencional para amplificar um
fragmento maior e permitir o sequenciamento. As amostras positivas para enterovirus foram
submetidas a nova rea¢ao com a seguinte configuragao de ciclo: 94°C por 3 minutos, para
desnaturacao inicial; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 42°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos, para desnaturagdo, anelamento e extensao, respectivamente; 72°C por 5 minutos,

para extensdo final. Os iniciadores estdo listados na tabela 4.
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Tabela 2 - Iniciadores e sondas utilizados na triagem molecular de virus em amostras de liquor por

PCR em tempo real — Sondas Tagman

Iniciadores e Tamanho
sondas Sequéncia Gene alvo / virus do Referéncia
fragmento
D1-F CAAAAGGAAGTCGTGCAATA
D1-P CATGTGGTTGGGAGCACGC NS5 - DENV1 112bp
D1-R CTGAGTGAATTCTCTCTACTGAAC
D2-F CAGGTTATGGCACTGTCACGAT
D2-P CTCTCCGAGAACAGGCCTCGACTTCAA E - DENV2 78bp
D2-R CCATCTGCAGCAACACCATCTC SANTIAGO et al.,
D3-F GGACTGGACACACGCACTCA 2013
D3-P ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG prM - DENV3 74bp
D3-R CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGTCT
D4-F TTGTCCTAATGATGCTGGTCG
D4-p TTCCTACTCCTACGCATCGCATTCCG prM - DENV4 89bp
D4-R TCCACCTGAGACTCCTTCCA
ZIKV 1086 CCGCTGCCCAACACAAG
i%\\; 1107- AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA E - ZIKV 76pb LANCKZ)JJ; Bl
ZIKV 1162c CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT
YFallF GCTAATTGAGGTGYATTGGTCTGC
YFallP ATCGAGTTGCTAGGCAATAAA UTR5'-YFV 88pb DOMIggIlOZ etal,
YFallR CTGCTAATCGCTCAAMGAACG
WNV F CAGACCACGCTACGGCG
WNV P TCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGAT UTR 3' - WNV 103pb OLIVEIRA, 2015
WNV R CTAGGGCCGCGTGGG
F-CHIKV AAGCTYCGCGTCCTTTACCAAG
P-CHIKV CCAATGTCYTCMGCCTGGACACCTTT E - CHIKV 208pb PASTORINO
R-CHIKV CCAAATTGTCCYGGTCTTCCT
MAYV_FNF CACGGACMTTTTGCCTTCA
MAYV_FNP  ACAGATCAGACATGCAGG NSP1 - MAYV 60pb
MAYV_FNR  AGACTGCCACCTCTGCTKGAG
NAVECA et al., 2017
OROV_FNF TCCGGAGGCAGCATATGTG
OROV_FNP  CATTTGAAGCTAGATACGG Fragmento S - 63pb

OROV_FNR  ACAACACCAGCATTGAGCACTT

OROV
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Tabela 3 - Iniciadores utilizados na triagem molecular de virus em amostras de liquor por PCR em
tempo real — SYBR green

Gene alvo / Tamanho
Iniciadores Sequéncia B do Referéncia
virus
fragmento
SLEV F CAGGGAATTACCCAATGTCTAAAAA
UTR 5'-SLEV 64pb OLIVEIRA, 2015
SLEV R AGCATATTGACAACCCGGTTTC
HHV1 F TTGTCTCCTTCCGTGTTTCAGTT
TK - HHV1 83pb WILSON et al., 2006
HHV1 R GGCTCCATACCGACGATCTG
HHV3 F CATCTGCAATTATGCGTCCAA DNA pol -
78pb OLIVEIRA, 2015
HHV3 R GTTTCCATTGCTGAAT HHV3
ENTV F ACATGGTGTGAAGAGTCTATTGAGCT
UTR 5' - ENTV 142pb DIERSSEN et al.,
ENTV R CCAAAGTAGTCGGTTCCGC 2008

Tabela 4 - Iniciadores para PCR convencional — amostras positivas para enterovirus

.. a . Gene alvo / Tamanho do A .
Iniciadores Sequéncia i Referéncia
virus fragmento
292 MIGCIGYIGARACNGG
VP1 - ENTV 357 OBERSTE et al., 2006
222 CICCIGGIGGIAYRWACAT

4.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida

O material amplificado por PCR convencional foi separado por eletroforese em gel de
poliacrilamida 8%. O gel foi preparado utilizando tampdo TBE (Tris base-EDTA) e bis
acrilamida. Foi adicionado 18 ul do produto amplificado e 2 ul de loading dye em cada poco.
A corrida foi feita utilizando 10V/cm por uma hora. Apds a separagdo das bandas, a
coloracdo foi feita com o corante Sybr Gold, de acordo com o protocolo do fabricante. As

bandas foram visualizadas em aparelho transiluminador de luz azul (Invitrogen, EUA).
4.5. Purificagao do DNA

Amostras que tiveram bandas separadas por eletroforese no item anterior foram
submetidas ao processo de purificacdo de DNA. As bandas com o tamanho de interesse

foram cortadas e transferidas para um microtubo de 0,6 ml com um furo no fundo. O tubo
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foi inserido em outro tubo de 1,5 ml e submetido a centrifugacdo por 1 minuto a 10000 xg e
4°C. Apos a centrifugacdo, o tubo de 0,6 ml foi descartado e 70 ul de agua livre de nuclease
foi adicionado. O material foi homogeneizado e refrigerado a 4°C por 12 horas. Apds esse
periodo, o tubo foi novamente homogeneizado e centrifugado por 1 minuto a 10000 xg e
4°C. O sobrenadante foi coletado, transferido para outro tubo e armazenado a —20°C até ser

utilizado.
4.6. Sequenciamento

Amostras positivas para enterovirus foram submetidas a tentativas de
sequenciamento. O sequenciamento foi feito pelo método de Sanger (SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977) utilizando o sequenciador automatico capilar “ABI 3730 DNA Analyzer”
(Applied Biosystems) e usando o kit “BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing” (Applied
Biosystems), obedecendo as condi¢cOes de reacdo e leitura indicadas pelo fabricante. A
qualidade das sequéncias obtidas foi analisada com o software BioEdit 7.1, onde foram
obtidas as sequéncias consenso daquelas que apresentavam alta qualidade e a sequencias

dos iniciadores foram removidas.
4.7. Genotipagem

Para a genotipagem, foi feita uma busca por sequéncias similares as obtidas
anteriormente com o software BLAST 2 (ALTSCHUL et al., 1990). As sequéncias foram
alinhadas com o software ClustalW, no pacote MEGA X. Foi utilizado o modelo de Tamura-
Nei, de acordo com o teste de selecdo de modelos implementado no préprio MEGA X. A
arvore de maxima verossimilhanga foi construida com o modelo indicado e o teste de

bootstrap foi realizado com 1000 replicatas.
4.8. Isolamento viral

Foram cultivadas células Vero (ATCC CCL-81), Hela (ATCC CCL-2) e RD (ATCC CCL-
136). As células foram mantidas a 37°C em estufa com 5% de CO,. Para as células Vero e
Hela, foi utilizado meio MEM com 10% de soro fetal bovino. Para as células RD, foi utilizado
uma mistura com partes iguais dos meios MEM e L15, e 15% de SFB. As células foram

observadas diariamente para verificar seu crescimento e possivel contaminacdo do meio de
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cultura. Para manutengdo das células e isolamento, foi utilizado estreptomicina 0,1 ug/ml,

penicilina 100 Ul/ml e anfotericina B 2ug/ml.

Amostras positivas para enterovirus tiveram as tentativas de isolamento de
realizadas utilizando as células Vero, Hela e RD. Foram inoculados 100 ul de liquido
cefalorraquidiano nos pogos correspondentes (placa de 6 pogos) e adicionado 300 ul do
meio respectivo do item anterior sem soro fetal bovino. Pelo periodo de uma hora, a placa
foi incubada em estufa a 37°C sob com homogeneizagdo a cada 15 minutos. Apds esse
periodo, foi adicionado 2 ml de meio de cultura contendo antibidticos e sem soro fetal
bovino. As células foram observadas diariamente, por sete dias, para verificar a presenca de
efeito citopatico. Nos casos em que ndo houve efeito citopatico, foi feita uma passagem
cega com o sobrenadante e observacao por mais sete dias. Os resultados foram confirmados

por gPCR.
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4. Resultados
4.1. Caracterizagao dos pacientes

Foram analisadas amostras de 170 pacientes do Hospital Infantil Jodo Paulo Il. O
periodo de atendimento dos pacientes desse trabalho compreende os anos de 2019 até
2021. A maior parte das amostras foi coletada entre agosto de 2019 e dezembro de 2020.

(Figura 11)

Numero de amostras por ano de coleta

74 73

2019 2020 2021
Ano de coleta

Figura 11 - NUmero de amostras por ano de coleta neste estudo

Nesta secdo serdo apresentados os dados demograficos referentes a uma parcela
(n=98) do total de 170 pacientes. A maioria dos pacientes era de Belo Horizonte e regiao
metropolitana de Minas Gerais, mas o hospital recebe pacientes de diversas cidades do
estado. O maior numero de pacientes é de Belo Horizonte (n=38), seguido por Ribeirdo das
Neves (n=6) e outras cidades da regido metropolitana (Figura 12). Além disso, a maioria dos

pacientes é do sexo masculino (54%).

A idade dos pacientes variou bastante. A maior parte sdo pacientes com menos de
dois meses de idade (n=23), seguido por criancas entre 6 meses e 1 ano (n=19) e por
criangas com idade entre 2 e 6 meses (n=18). Apenas 5 pacientes possuiam mais de 10 anos

(Figura 13).

O tempo de internacdo dos pacientes variou entre 1 e 68 dias. A maioria dos
pacientes ficou internado por um periodo que variou entre 1 e 10 dias (Figura 14).
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Figura 12 - Cidades de origem dos pacientes envolvidos neste estudo
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Figura 13 - Idade dos pacientes no momento da coleta do liquor

O diagndstico presuntivo para os pacientes variou muito. Em 6% dos casos, havia
suspeita de meningite bacteriana. Em 16% dos casos, a suspeita era meningite viral. Em 9 e
15% dos casos, respectivamente, a suspeita era meningite ou encefalite ndo especificada.
Contudo, em 30% dos casos havia descricdo de sinais meningeos, mas sem suspeita de
meningite. Febre estava em 35% dos prontuarios, e em 9% dos casos havia descrigdo apenas

de outros sintomas e suspeitas, como sindrome de Guillain-Barré e sintomas respiratérios.
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Figura 14 - Numero de pacientes por tempo de internacao
4.2. Triagem molecular
Ao todo, foram testadas 170 amostras. Dessas, oito foram positivas para enterovirus e uma
para Zika virus (Tabela 5). Ainda, trés amostras tiveram o rna viral detectado em apenas uma

replicata para Zika virus e duas para Dengue virus do sorotipo 1. Foi possivel detectar o

genoma viral em 9 amostras (5,3%) utilizando as metodologias descritas.

Tabela 5 — Virus pesquisados por PCR em amostras de LCR de pacientes do Hospital Infantil Jodo

Paulo Il
Quantidade de amostras de
LCR
Virus Positivas Né(,) . Total
detectaveis

Human alphaherpesvirus 1 0 170 170
Human alphaherpesvirus 3 0 170 170

Sars-CoV-2 0 83 83
Enterovirus 8 162 170
Dengue virus 0 170 170
Yellow fever virus 0 170 170
Zika virus 1 169 170
Saint Louis encephalitis virus 0 170 170
West Nile virus 0 170 170
Chikungunya virus 0 170 170
Mayaro virus 0 170 170
Oropouche orthobunyavirus 0 170 170
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As amostras positivas para enterovirus tiveram um Ct médio de 31,18, variando de 28,6 a

35,4. (Tabela 6)

Tabela 6 — Carga viral relativa das amostras de LCR

Enterovirus Zika virus
Ct das Ct das
Amostra . Amostra .
replicatas replicatas
35,4 37,2
1120 1242
34,6 38
31,9
1271
30,7
29,1
1283
29,2
33,3
1265
34,1
31,6
1241
32,1
31,1
1217
31
30,1
1278
29,8
29,9
1309
30

4.3. Dados clinicos dos pacientes com amostras positivas para enterovirus

Dos pacientes positivos para enterovirus, metade possuia menos de um ano de idade

e todos eram de municipios da regido metropolitana de Minas Gerais. Quatro dos pacientes

positivos para enterovirus eram residentes da cidade de Belo Horizonte, e os outros de

cidades da regido metropolitana. O tempo de internagdo variou de dois a cinco dias e

nenhum paciente teve sequelas (Tabela 7). Além disso, a maioria dos pacientes era do sexo

masculino.

50



Tabela 7 - Idade e tempo de internagao dos pacientes com diagndstico laboratorial

confirmado para enterovirus

Identificacdo dos pacientes

1120 1271 1283 1265 1241 1217 1278 1309
2 N
Idade 7 meses CEBEE - DEMLEE més SEESEE 2 meses 6 meses 4 anos
meses 10 meses meses

Tempo de
internagao 4 2 2 4 3 4 5 2
(em dias)
Sexo Masculino Masculino Masculino Masculino Masculino Feminino Masculino Masculino

O diagndstico presuntivo de todos os pacientes com amostras positivas para
enterovirus era suspeita de meningite viral e/ou sinais meningeos, como fontanela abaulada,
rigidez na nuca e cefaleia. O exame do liquor desses pacientes, em geral, revelou pequena
alteracdo no numero de leucdcitos, indicativo de infeccdo viral. Os valores de glicose,
proteina e lactato se apresentaram dentro dos valores de referéncia ou com pequenos

desvios. (Tabela 8)

Tabela 8 — Caracteristicas do liquor de pacientes positivos com diagndstico laboratorial confirmado
para enterovirus

Leucdcitos  Linfocitos  Mondcitos  Neutroéfilos Glicose Proteina Lactato
(cel/mm3) (%) (%) (%) (nmol/1) (mg/dl) (mmol/1)
i <25 20+ 15 70 20 2 45-65 20-45 1-2,2
Valor de semanas
referéncia ser:asnas <5 60£20  30+15 4 30-60 40-80 0,9-2,2
1120 1 80 29 1 52 29 1
o 1271 16 47 13 40 58 14 -
_g © 1283 20 23 8 59 69 13 1,6
TS5 1265 7 50 5 44 41 56 1
£ g 124 40 75 23 1 43 30 1,6
é ® 1217 16 23 52 19 46 26 1,4
- 1278 93 50 30 20 49 19 1,3
1309 75 63 27 6 68 30 2,1

Os pacientes apresentaram valores hemoglobulina e hematécrito dentro ou muito
préximo da faixa de referéncia. Contudo, sete dos pacientes apresentaram valores elevados
para proteina C reativa. Um dos pacientes apresentou ligeiro aumento no numero de

plagquetas. (Tabela 9)
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Tabela 9 - Valores de hemoglobina, hematécrito, plaguetas e proteina C reativa dos pacientes com
diagndstico laboratorial confirmado para enterovirus

. . . Proteina C
Hemoglobina Hematdcrito Plaquetas reativa
cL % células/mm3
(8/cV) (%) (células/mm3) "
>4e<8
Valor de 13,6-19,6 44-62 150000-
. semanas <5
referéncia 450000
> 8 semanas 11,2-14,4 36-42
. 1120 11,5 30,8 533000 9,4
B 1271 12,8 40,2 276000 2
g 1283 12,1 35,2 199000 8,9
g 1265 11,8 34,2 262000 14,9
g 1241 12 35 339000 22
§ 1217 10,8 30,6 297000 14,3
£ 1278 12,2 35,7 403000 37
C
2 1309 12,8 37,8 288000 19,3

A contagem de leucécitos no sangue apresentou valor levemente elevado em um
paciente. Nos outros, os valores estdao dentro da faixa de referéncia. Contudo, trés pacientes
apresentaram elevagao no percentual de basdfilos, quatro pacientes apresentaram elevagao
no numero de neutréfilos segmentados e quatro pacientes apresentaram reducdo no

percentual de linfécitos (Tabela 10).
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Tabela 10 - Contagem de leucdcitos no sangue de pacientes com diagndstico laboratorial confirmado

para enterovirus

Amostra Leucdcitos Basofilos sgger::::;do; Eosindfilos Linfocitos Mondcitos
(%) (%) (%) (%)
(%)
1més  5.0-19.5 32-67 0-2 25-37 0-9
Valorde BR2il o g 108 0 20-46 28-84 0-7
referéncia meses -
1-6anos  5.0-14.5 20-48 34-88 0-5
. 1120 9480 2 25 1 57 8
b= 1271 10600 0 83 0 12 5
2 1283 7980 2 67 0 25 6
E 1265 5480 5 40 4 48 3
9 1241 15520 7 80 0 6 4
g 1217 6710 0 40 2 49 7
£ 1278 12760 0 45 3 50 2
§ 1309 10070 10 65 2 16 3

4.4. Dados clinicos de pacientes com amostras positivas para flavivirus

O paciente com amostra positiva para zika virus (amostra 1242) possuia trés meses

de idade. O tempo de internacdo foi oito dias, o paciente era do sexo masculino e foi a dbito.

Tabela 11 - Idade e tempo de internagao dos pacientes com diagndstico laboratorial confirmado para

flavivirus

Identificacdo dos

pacientes
1242
Idade 3 meses
Tempo de
internagao 8
(em dias)
Sexo Masculino

O diagnéstico presuntivo dos pacientes positivos para zika virus era de septicemia. O

exame do liquor desse paciente mostrou pleocitose elevada, com aumento dos mondcitos.

Os valores de proteina estavam com leve queda e o lactato estava aumentado, mas o

paciente também apresentava septicemia (Tabela 12). Ndo foi possivel obter os valores dos
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exames de contagem de leucécitos e hemograma do paciente com amostra positiva para

Zika virus.

Tabela 12 - Caracteristicas do liquor de pacientes com diagnéstico laboratorial confirmado para
flavivirus

Leucdcitos Linfécitos Mondcitos Neutrdfilos — Glicose Proteina Lactato

(cel/mm3) (%) (%) (%) (nmol/I) (mg/dl)  (mmol/l)

valorde — >8 <5 60+20  30+15 4 30-60  40-80  09-2,2
rEferenC|a semanas

) (]

w ©

g 3 1242 ] 40 52 ; ; 20 7

o o

= £

— [¢0]

QQ @©

'E o

4.5. Isolamento das amostras positivas para enterovirus

As tentativas de isolamento de amostras positivas para enterovirus foram feitas em células
Vero, Hela e RD. De nove amostras positivas, apenas a amostra 1265 ndo foi selecionada
para tentativa de isolamento devido ao baixo volume disponivel. O isolamento foi
confirmado por PCR em cinco amostras com uma passagem em células RD, duas amostras
apos a segunda passagem em células Hela e nenhuma amostra apds trés passagens em

células Vero (Tabela 13).

Tabela 13 - Deteccdo de genoma viral de enterovirus por PCR apds infeccdo de células com amostras
de liquor de pacientes com diagndstico laboratorial confirmado para enterovirus

Célula
Amostra
RD Hela Vero
Ct na gPCR
1120 33,7 35,3 -
1283 29,9 - -
1271 - - -
1241 - - -
1217 - - -
1278 23,5 - -
1309 14,9 35,1 -

Nas células RD, foi possivel observar efeito citopatico em na amostra 1309 no segundo dia

apos infeccdo e na amostra 1278 no terceiro dia apds infeccdo. Nos pogos com essas
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amostras, havia um numero maior de células arredondadas e soltas, bem como muitos

espacos na monocamada. (Figura 15)

Figura 15 - Efeito citopatico de amostras positivas em célula RD. 1309 e controle 22 dia: aumento de
100x. 1278 e controle 32 dia: aumento e 40x.

4.6. Caracterizagcao molecular

Foi possivel realizar o sequenciamento de amplicon obtido de uma das amostras
positivas para enterovirus (amostra 1309). O sequenciamento foi feito a partir do amplicon
obtido do sobrenadante da primeira passagem em célula RD. Foi obtida uma sequéncia de
350 bases. Nas outras amostras, a banda observada no gel relativa ao amplicon esperado
estava fraca, ndo gerando quantidade de DNA purificado suficiente para o sequenciamento.
O mesmo ocorreu com as amostras zika virus positivas, em que a tentativa ocorreu a partir

do préprio LCR.

Para determinar o gendtipo da amostra, foi feita uma reconstrucdo filogenética
utilizando o modelo de substituicdo de nucleotideos de Tamura-Nei, pelo método da

maxima verossimilhanca. Todas as sequéncias da mesma espécie se agruparam em um clado
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com alto suporte estatistico. Para a espécie Enterovirus B, apesar da relacdo entre os
genotipos nao estar bem resolvida, as sequéncias do mesmo gendtipo foram agrupadas
entre si com alto suporte estatistico. A sequéncia obtida a partir da amostra 1309 se
agrupou em um clado formado apenas por sequéncias de echovirus 6 (Figura 16; a

reconstrucdo filogenética sem compressées pode ser vista no apéndice 1).
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Figura 16 - Reconstrucdo filogenética mostrando agrupamento da amostra sequenciada com
echovirus 6.

A histdria evolutiva foi inferida usando o método da maxima verossimilhanca e o modelo
Tamura-Nei (TAMURA; NEI, 1993). A porcentagem de arvores em que os taxons associados
se agruparam juntos esta mostrada préxima aos ramos. Foi usada uma variagdo gamma para
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modelar as diferentes taxas evolutivas entre os sitios de nucleotideos (cinco categorias (+G,
parametro = 0.4405)). A arvore esta exibida em escala, com o comprimento dos ramos
medido em numero de substituicGes por sitio. A analise envolveu 63 sequencias de
nucleotideos. Havia 285 posi¢cdes no dataset final. As analises evolutivas foram conduzidas
no pacote MEGA X (KUMAR et al., 2018).
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5. Discussao

O Hospital Infantil Jodo Paulo Il é referéncia em pediatria e se localiza em Belo
Horizonte, na regido metropolitana de Minas Gerais. Isso justifica a quantidade de pacientes
provenientes dessa regido do estado de Minas Gerais. Contudo, pessoas de outras cidades
podem ser encaminhadas para o hospital, dadas as limitagdes nos recursos de cada cidade

e/ou hospitais.

O percentual de pacientes cujas amostras foram positivas em testes moleculares,
indicando uma infec¢do viral no SNC, nesse trabalho foi de 5,3%. Em mais de 90% das
amostras, ndo foi possivel identificar o agente etiolégico no LCR, dentre os virus investigados
com as metodologias aqui empregadas. A taxa de amostras positivas em trabalhos similares
é variavel. Durante os anos de 2019 e 2020, Crispim (CRISPIM, 2020) obteve uma taxa de
36% de amostras positivas para os virus pesquisados, utilizando metodologia similar e
amostras de LCR provenientes de pacientes de idade similar e do mesmo hospital que as
utilizadas neste trabalho. Marinho (MARINHO, 2019), utilizando também amostras do
mesmo hospital e de pacientes de idade similar, coletadas entre 2014 e 2018, teve uma taxa
de amostras positivas de 19% considerando todos os virus pesquisados. Em um estudo
retrospectivo (AKKAYA et al., 2017) com amostras de LCR de criancas e adultos realizado na
Europa, houve 21% de amostras positivas considerando bactérias e virus. Um estudo similar
realizado em Sao Paulo (FERREIRA et al., 2019), no periodo de agosto de 2012 a janeiro de
2013, resultou em uma taxa de amostras positivas de aproximadamente 5% para os virus

pesquisados.

Alguns fatores podem alterar a taxa de amostras positivas no estudo, principalmente
os critérios para selecdo de amostras. Considerar apenas amostras de pacientes com
suspeita de meningite e/ou encefalite viral ou apenas amostras sabidamente negativas para
bactérias e fungos aumentaria a taxa de amostras positivas. Porém, esses critérios também

poderiam excluir amostras em que ha coinfeccao entre bactérias e virus.

Neste trabalho foram incluidas amostras de pacientes com menos de dois meses de
idade. Por protocolo do hospital, todos os pacientes nesta faixa etaria que apresentam febre
sem causa aparente sdo puncionados, o que justifica o nimero elevado de pacientes nesta
idade comparado com a quantidade de pacientes com mais de um ano de idade. Uma
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vantagem de utilizar as amostras desses pacientes, em que muitas vezes ndo havia suspeita
de infeccdo do SNC, é a possibilidade de encontrar manifestagdes atipicas relacionadas aos

virus pesquisados.

Mais da metade das amostras analisadas neste trabalho foi coletada de pacientes
com menos de um ano de idade. Somente as amostras de pacientes que foram puncionados
com menos de dois meses de idade representam aproximadamente 25% do total de
amostras. Um cendrio semelhante foi observado em um estudo feito nos Estados Unidos
(HASBUN et al., 2019), que revelou um numero alto de pacientes menores de um ano de
idade, assim como neste trabalho. Neste mesmo estudo (HASBUN et al., 2019), houve um
numero ligeiramente maior de pacientes do sexo masculino (55%), o que também foi
observado no presente trabalho (54% do sexo masculino). Essa proporgdo maior de
pacientes do sexo masculino em casos de meningite viral é observada em diversos paises e
em diversos periodos e ressalta a importancia do sexo em infeccdes do SNC em pacientes

menores de 15 anos (PEER; SCHWARTZ; GREEN, 2019).

Os enterovirus foram os virus mais detectados neste trabalho, representando 88%
(8/9) das amostras em que foi possivel identificar o genoma viral. Enterovirus sdo a causa
mais comum de meningite em criancas e representam a maior parte dos agentes etioldgicos
identificados em casos de meningite viral. No trabalho de Hasbun (HASBUN et al., 2019), que
avaliou os agentes etioldgicos em casos de infec¢do do sistema nervoso em criangas dos
Estados Unidos, mais de metade (58%) dos agentes etiolégicos identificados foram
enterovirus. Porém, pode haver variacao nesse indice, principalmente de acordo com a
regido geografica e a circulacdo de outros virus que afetam o sistema nervoso central, como
os arbovirus ou herpesvirus. Um trabalho realizado na Amazénia (BASTOS et al., 2014) no
periodo de 2010 a 2012 com amostras de LCR pacientes de todas as idades teve 32% das
amostras positivas identificadas como enterovirus, mas ao considerar os herpesvirus como
um grupo, estes foram os mais encontrados (considerando Epstein-Barr virus,

citomegalovirus, varicella-zoster virus e os herpesvirus humanos tipo 1 e 2).

As amostras positivas para enterovirus, analisadas neste trabalho, foram coletadas
entre os meses de setembro e marco do periodo de 2019 a 2020. Apenas uma das amostras

foi coletada no més de maio. Essa sazonalidade dos enterovirus é esperada, em que ha
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aumento de casos nos meses da primavera e verdo. Outros trabalhos realizados com
amostras de LCR de pacientes com idade similar e desse mesmo hospital também
verificaram essa sazonalidade para o perfil de infec¢cbes causadas por enterovirus (CRISPIM
2020; MARINHO, 2019). George e colaboradores, ao avaliar dados de pacientes
hospitalizados nos Estados Unidos entre 2000 e 2010, também observou aumento nos casos
de encefalite viral por enterovirus nos meses do verao (GEORGE; SCHNEIDER; VENKATESAN,
2014).

A sazonalidade também é observada para a circulacdo dos arbovirus. A amostra
positiva para zika virus analisada neste trabalho foi coletada em novembro de 2019 (amostra
1242). Crispim (CRISPIM, 2020), ao analisar amostras de LCR de pacientes infantis
provenientes do mesmo hospital, observou predominancia de amostras positivas para
dengue nos meses de janeiro e fevereiro de 2019. O trabalho de Viana, que analisou estudos
referentes a dengue a variacdes meteorolégicas, mostrou uma relacdo entre o periodo com
maior pluviosidade com o aumento do niumero de casos de dengue, principalmente entre o

segundo e quarto més do ano (VIANA; IGNOTTI, 2013).

Ndo foram encontradas amostras positivas para o RNA do virus da dengue neste
trabalho. Trabalhos anteriores realizados no mesmo hospital com amostras de LCR de
pacientes infantis, nos periodos de 2010 a 2019, tiveram taxas de amostras positivas para
dengue bastante variadas, indo de 6 a 27% do total de amostras incluidas nos estudos (DE
OLIVEIRA et al., 2017; SILVA MARINHO; KROON, 2019). Uma variacdo muito intensa no
numero de casos de dengue nos uUltimos anos foi observada. No primeiro semestre de 2019
houve um numero alto de casos no estado de Minas Gerais e outras regides do pais, o que
pode estar associado ao elevado nimero de amostras positivas para dengue no trabalho de
Crispim, LCR de pacientes infantis no HIJPII (CRISPIM, 2020). No periodo em que foi atendida
a maior parte dos pacientes incluidos no presente trabalho, que vai de setembro de 2019 a
dezembro de 2020, o nimero de casos de dengue no estado de Minas Gerais foi baixo
comparado a anos epidémicos. Em 2020, foram notificados 84.636 casos provaveis de
dengue em MG, enquanto em 2019 esse numero foi de 474 mil (MINAS GERAIS, 2021).
Estudos similares também mostram variacdo no numero de amostras positivas para dengue.
Um trabalho realizado no estado do Amazonas, com amostras de LCR de adultos e criancas

no periodo de 2010 a 2012, obteve quatro amostras positivas para dengue, em um total de
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165 (BASTOS et al., 2014). Outro trabalho, realizado no Equador com amostras de LCR de
pacientes adultos com sintomas atendidos em 2016, encontrou cinco amostras positivas
(pacientes foram diagnosticados com encefalite, sindrome de Guillain-Barré e meningite)
para dengue em um total de 16, utilizando PCR multiplex para zika, chikungunya e dengue

(ACEVEDO et al., 2017).

Um paciente teve amostra positiva para o RNA de Zika virus no liquor. O Zika virus foi
introduzido no Brasil em 2015 e causou uma grande epidemia no ano de 2016. Desde entao,
0 numero de casos tem sido distribuido principalmente nos periodos chuvosos e vem
diminuindo em relagdo ao primeiro surto de 2016 (BRASIL, 2018; BRASIL, 2019; BRASIL,
2021a; BRASIL, 2021b). Na epidemia de 2016 o Zika virus foi associado ao aumento de casos
de microcefalia em fetos (KLEBER DE OLIVEIRA et al., 2016). Apesar de ndo serem
frequentes, manifestacdes neuroldgicas associadas ao Zika virus também podem acontecer
em criancas e adultos. Vieira e colaboradores (VIEIRA et al., 2018) relataram um caso de
encefalite associada ao Zika virus e reativagdao do Varicella-zoster em uma crianga de oito
anos. Em trabalhos anteriores (SILVA MARINHO; KROON, 2019; CRISPIM, 2020) com
amostras do Hospital Infantil Jodo Paulo Il houve deteccdo do RNA de zika em liquor de
pacientes com suspeita de meningite ou encefalite, todos provenientes da regido
metropolitana de Minas Gerais. Um estudo realizado no Rio de Janeiro e conduzido no
Hospital Universitario Antonio Pedro acompanhou pacientes admitidos entre 2015 e 2016 e
comparou os dados com um periodo similar de 2013 a 2014, isso mostrou um aumento no
nimero de pacientes admitidos com sindrome de Guillain-Barré e encefalite desde a

epidemia de zika em ocorrida em 2016 (DA SILVA et al., 2017).

N3o foram encontradas amostras de LCR positivas para o virus da febre amarela
neste trabalho. Ndo ha detecgao de casos de febre amarela no estado de Minas Gerais desde
2018. Contudo, Marinho e colaboradores encontraram uma amostra positiva para YFV em
paciente com acometimento neurolégico (MARINHO, 2019), durante o periodo da epidemia
de febre amarela ocorrida em 2017. No presente trabalho, no entanto, uma amostra teve
IgM para YFV detectada no liquor (amostra 1408, sem detec¢do do genoma viral). A amostra
é proveniente de uma crianca do sexo feminino com um ano e um més de idade.
Manifestacdes neuroldgicas também podem ocorrer como reagdes causadas pela vacinacao

contra febre amarela. Um estudo realizado em Sdo Paulo encontrou 42 casos de
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acometimento neuroldgico em pacientes apds a vacinacao, sendo que em 15 deles houve
detec¢do de anticorpos contra febre amarela no liquor (RIBEIRO et al., 2021). Varios fatores
sdo importantes para a deteccdo do genoma viral na amostra, principalmente o tempo da

coleta em relagdo ao aparecimento dos sintomas e a carga viral associada.

Neste trabalho ndo foram encontradas amostras de liquor positivas para o genoma
do SARS-CoV-2. Contudo, uma das amostras analisadas foi coletada de um paciente com
suspeita de manifestacao neurolégica por COVID-19, que testou positivo para SARS-CoV-2
em amostra de swab nasal, seis dias antes da coleta do liquor (amostra 1419). A COVID-19
pode causar manifestacdes neuroldgicas diversas. Fragoso (FRAGOSO et al., 2021) e
colaboradores reportaram um caso de encefalite associado a covid-19 em um recém-nascido
em que houve detec¢ao do genoma viral por PCR em swab nasal, mas ndao houve detec¢ao
no liquor. Apesar de raros, existem casos em que o RNA viral pode ser detectado em liquor e
gue podem indicar neuroinvasdo. Li e colaboradores (LI; ZHANG; TAN, 2021), em uma
revisdo com dados coletados até outubro de 2020, indicam o potencial neuroinvasivo do
SARS-CoV-2 ao apresentar 30 casos de pacientes com sintomas neuroldgicos que tiveram o

liguor submetido a PCR e houve detec¢do do genoma viral do SARS-CoV-2.

Uma das amostras de pacientes com infeccdo por enterovirus confirmada por
diagnéstico laboratorial foi identificada por sequenciamento como echovirus 6. O paciente
amostrado apresentou quadro tipico de meningite viral, com febre, cefaleia, vomitos e
rigidez nucal. O liquor apresentou pleocitose compativel com quadro viral e sem altera¢des
nos valores de glicose e proteina. O exame de sangue do paciente revelou aumento na
proteina C reativa. O paciente possuia quatro anos de idade na época do atendimento, se

recuperou bem e nao teve sequelas.

Os enterovirus sdo a causa mais comum de meningite viral em criangcas nos Estados
Unidos (HASBUN et al., 2019). Estudos anteriores, com amostras de pacientes menores de
quinze anos do mesmo hospital detectaram, a presenca do RNA viral de enterovirus e
tiveram taxas de amostras positivas muito variadas (DE OLIVEIRA et al., 2017; SILVA
MARINHO; KROON, 2019; CRISPIM, 2020). Um estudo realizado no Ird, com pacientes de até
treze anos de idade com suspeita de meningite asséptica, detectou enterovirus por PCR em

nove das 50 amostras incluidas, mas sem a identificacdo do gendtipo (SADEGHI et al., 2017).
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No Brasil, Bastos e colaboradores (BASTOS et al., 2014) detectaram enterovirus em 16 de
165 amostras testadas, provenientes de adultos e criangas de Manaus com suspeita de
infeccdo viral do SNC, também sem a identificacdo do gendtipo. No trabalho de Marinho
(MARINHO, 2019), das 14 amostras positivas para enterovirus, seis foram identificadas como
pertencentes a espécie Enterovirus B, sem identificacdo do gendtipo. Um estudo realizado
em Sao Paulo (ROCHA et al., 2021), com amostras de LCR de 288 pacientes coletadas entre
julho e dezembro de 2017, detectou enterovirus em 16 amostras e identificou cinco delas,
revelando a circulagdo de echovirus 3 e coxsackievirus B4 (pertencentes a espécie

Enterovirus B) e coxsackievirus A6 (espécie Enterovirus A).

No presente trabalho, foi mostrada a circulacdo de echovirus 6 em Belo Horizonte.
Echovirus 6 causam mais comumente manifestacées no sistema nervoso, como meningite e
encefalite, mas também estdo associados a infeccdo do trato respiratério superior e
pneumonia (LEE et al.,, 2010). Um estudo identificou echovirus 6 na maior parte das
amostras de LCR obtidas em um surto de meningite na Fran¢a, em 2006, com amostras de
adultos e criancas (MIRAND et al., 2008). Um trabalho que analisou amostras de fezes e
liguor obtidas de criancas com meningite na Pol6nia entre 2015 e 2019 identificou
principalmente coxsackievirus B5, echovirus 30 e echovirus 6 (TOCZYLOWSKI et al., 2020).
Um cendrio semelhante foi observado na Grécia, por um estudo que analisou amostras de
LCR, de pacientes adultos e criancas coletadas entre 2006 e 2007, e a maioria dos
enterovirus identificados foram echovirus 6 (PAPA et al., 2009). No Brasil, o echovirus 6 foi
identificado em 12 amostras de liquor coletadas de pacientes de todas as idades durante um
surto de meningite asséptica ocorrido em S3o Paulo, na cidade de S3o Joaquim da Barra, no
ano de 2004 (LUCHS et al., 2008). Na Italia, um estudo realizado com amostras de esgoto
coletadas no ano de 2016, apontou a presenca de echovirus 6 na maior parte das amostras
(PELLEGRINELLI et al., 2019). Por fim, um estudo realizado na Russia com amostras de esgoto
coletadas entre 2004 e 2017 mostrou relacdo entre a deteccdo de echovirus 6 nessas
amostras com isolados obtidos de amostras de fezes de pacientes adultos e criangas com

meningite asséptica (IVANOVA et al., 2019).

Sete amostras positivas para enterovirus por qPCR foram selecionadas para tentativa
de isolamento. Apds uma passagem em célula, foi possivel detectar o RNA viral no

sobrenadante celular de cinco das sete amostras, utilizando célula RD. Em duas delas foi
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possivel observar efeito citopatico no segundo (amostra 1309) e terceiro dia (amostra 1278)
apos a infecgdo. O isolamento é uma técnica importante para o diagndstico microbiolégico,
mas possui limitacdo em relagdo aos microrganismos ndo cultivaveis e particulas ndo viaveis.
Nem todos os enterovirus sdao cultivaveis atualmente, como alguns membros do antigo
grupo dos coxsackievirus A (MAZZULLI, 2008). A célula RD é altamente susceptivel a infeccao
por varios enterovirus, o que pode explicar a alta taxa de detecgdao do RNA viral apds uma

passagem em célula (WHO, 2015).

O exame do liquor dos oito pacientes positivos para enterovirus revelou pleocitose
em cinco deles. Contudo, o nimero de leucdcitos em nenhum dos casos estava acima de
100/mm?3, o que é tipico de liquor com padrio de infeccdo viral (MONTEIRO DE ALMEIDA et
al., 2007). Trés dos pacientes ndo apresentaram pleocitose. Dois deles tinham menos de dois
meses e idade e o outro possuia sete meses. Um estudo retrospectivo na Coreia (KO et al.,
2019) investigou a diferenca entre varias caracteristicas em pacientes com meningite por
enterovirus com e sem pleocitose e relatou uma diferenga na frequéncia dos casos em que
ndo ha pleocitose de acordo com a idade. Os casos em que ndo hd pleocitose sdo mais
comuns em pacientes com menos de trés meses de idade (82,8%), seguido por pacientes
com idade entre trés meses e trés anos (53,8%). Ndao houve alteracdo nos valores de glicose
e proteinas dos oito pacientes analisados. A porcentagem de neutréfilos e linfcitos também

ndo apresentou valores alterados nesses mesmos pacientes.

A realizacdo de testes laboratoriais para a identificacdo do agente etiolégico é
necessaria para o diagndstico de infecgbes virais, uma vez que apenas as manifestacdes
clinicas ndo podem diferenciar os agentes etiolégicos na maior parte dos casos. Nesse
sentido, a PCR é muito importante para diagndstico em infec¢des do sistema nervoso
central. A técnica pode ser executada em poucas horas em um laboratério de diagndstico e
pode ter sensibilidade e especificidade extremamente elevadas, quando realizada com os
iniciadores corretos. Além disso, a PCR pode ser feita em laboratérios NB2, sendo

considerada de menor risco para o operador que o isolamento viral.

O isolamento viral é uma técnica importante, mas que possui varias limitacdes para o
diagndstico, sendo a principal delas o tempo necessario, que pode variar de poucos dias a

mais de uma semana. Além disso, outra limitacdo do isolamento é a disponibilidade de
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células adequadas, visto que diferentes virus precisam de células especificas para

multiplicagdo e que nem todos os virus sao cultivaveis, até o momento.

Este estudo mostrou a deteccao de RNA viral de enterovirus e zika virus em LCR de
criangas com suspeita de infeccdo do SNC. Enquanto os enterovirus sdo a causa mais comum
de meningite viral em criangas (HASBUN et al., 2019), este trabalho mostrou que o zika virus
pode ser um importante agente infeccioso do SNC. O diagndstico correto das infec¢des do
SNC é importante para o manejo clinico do paciente, ja que pode reduzir o uso
desnecessario de antibidticos e antivirais, ambos capazes de causar efeitos diversos em
pacientes ja debilitados. Este trabalho também fornece dados para a caracterizacdo
epidemioldgica das meningites em Minas Gerais. Essa caracterizacdo é importante pois pode
ajudar na caracterizagdo e preven¢ao de surtos de meningite, bem como guiar a

implementacdo e desenvolvimento continuo de vacinas para prevencao da doenga.

Mais testes precisam ser feitos para aumentar o conhecimento sobre a etiologia das
infeccdes do sistema nervoso central, uma vez que mesmo com 0s avanc¢os e ampliagdo do

diagndstico molecular, o nimero de casos com etiologia desconhecida permanece alto.
6. Conclusodes

e Foram analisadas 170 amostras de pacientes com menos de 16 anos atendidos no
Hospital Infantil Jodo Paulo Il entre 2019 e 2021, oito delas foram positivas para
enterovirus e uma para zika virus;

e Pacientes com amostras positivas para enterovirus eram majoritariamente do sexo
masculino;

e Analise de caracteristicas do liquor e sangue de pacientes positivos para enterovirus
revelou o perfil tipico de meningite viral;

e A partir de oito amostras positivas para enterovirus inoculadas em células RD, foram
isolados os virus em cinco amostras;

e Echovirus 6 foi identificado e seu papel como agente causador de meningite viral é
reconhecido mundialmente;

e Enterovirus exibem importancia epidemioldgica em casos de meningite asséptica.
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Apéndice 1 — Reconstrucao filogenética mostrando agrupamento da amostra

sequenciada com echovirus 6, sem compressoes

67 - AF160044.1:133-480 Coxsackievirus B4 isolate 12215net91 polyprotein gene partial cds
% |1 11G845888.1:2387-2734 Coxsackievirus B4 isolate BAMOG3015 polyprotein gene complete cds

% X05690.1:2447-3298 Coxsackievirus B4 complete genome

NC 001472.1 Human enterovirus B complete genome

AAQ73085.1: VP1 Echovirus E24
100 ' AJ241432.1:102-451 Echovirus 24 VP1 gene partial isolate DeCamp

25

s

1309
HG793698.1:103-437 Echovirus E6 partial 1D gene for polyprotein VP1 region isolate CF339014/CSF 4.47 FRA11

%2 | KP205038.1-7-348 Echovirus E6 isolate MY130/13P2 15T VP1 gene partial cds
32| MK570447.1 Echovirus E6 strain HWBRA2017/E6/PR 50754 VP1 gene partial cds
77' MT212627 1:103-437 Echovirus E6 strain HW/BRA/2016/E6 VP1 gene partial cds

— AY302560.1 Enterovirus 69 strain Toluca-1 complete genome
MFE78302.1:2099-2439 Coxsackievirus B3 isolate NSW-V13B-2008-CVB3 complete genome

i{ NC 038307.1 Coxsackievirus B3 mRNA complete genome
KJ818297.1:1812-2152 Coxsackievirus B3 isolate Nancy 11207M capsid protein gene partial cds
AF081485.1 Coxsackievirus B2 strain Ohio complete genome
AF039205.1 Coxsackievirus B6 strain Schmitt complete genome

AF105342.1:2549-2892 Coxsackievirus BE strain Schmitt complete genome

KT380952.1:2548-2891 Coxsackievirus B6 strain DUCT polyprotein gene complete cds
:102-448 Coxsackievirus B isolate 1026/PL08/2001 capsid protein gene partial cds

1

] KU189238.1
4{ AF114383.1 Coxsackievirus B5 strain Faulkner complete genome
MH752988.1:2517-2863 Coxsackievirus BS strain USA/MI2009-23030 complete genome
MK570317_1:102-454 Echovirus E30 strain HWBRA/2014/E30/PR 44552 VP1 gene partial cds
MK570308.1 Echovirus E30 strain HWBRA/2013/E30/PR 43429 VP1 gene partial cds
22| HQ152908 1:102-454 Humman echovirus 30 isolate 33241-RJ/BRA/2005 polyprotein gene partial cds
43" MK410194.1:103-454 Echovirus E30 isolate CHA463-ARG12 capsid protein VP1 gene partial cds
¥ 61 AM492475 1-7-339 Human echovirus 3 partial VP1 gene genomic RNA isolate FR-09-2005-139
83 | JFO80719.1:102-449 Human echovirus 3 strain $162-08. TUN2008 capsid protein gene partial cds
% |l 1MF838735.1:1053-1400 Echovirus E3 isolate NSW-V05-2006-ECHO3 polyprotein gene partial cds
GQ329777.1 Human echovirus 3 strain 04342/SD/CHN/2004/E3 VP1 (VP 1) gene partial cds

AY843303.1 Human enterovirus 85 strain BAN0OO-10353 complete genome
EU443625.1:1824-2173 Human echovirus 11 strain 3123/28 polyprotein gene partial cds

MT461245.1:102-446 Echovirus E11 isolate 18066/SD/CHN VP1 gene partial cds
BAA00518.1:569-870 polyprotein Coxsackievirus A9

AY843308.1 Human enterovirus 101 strain CIV03-10361 complete genome

KF312882.1 Enterovirus B111 strain Q0011/XZ/CHN/2000 complete genome
JN203965.1:103-437 Human echovirus 32 isolate N-465 capsid protein VP1 gene partial cds

AAQT3092.1: VP1 Echovirus E32
99 ' AF295475.1:102-451 Echovirus 32 strain 50/99 VP1 gene partial cds

99 | AAQ73080.1 VP1 ECHOVIRUS E17
AF295504.1:102-454 Echovirus 17 strain CHHE-29 VP1 gene partial cds
AY843298.1 Human enterovirus 80 strain USA/CAG7-10387 complete genome
DQ802712.1 Human enterovirus 84 isolate CIV2003-10603 complete genome

AY556057.1 Enterovirus 74 strain USA/CA75-10213 complete genome
KF412981.1:90-427 Human enterovirus 100 isolate NIV089315 VP1 gene partial cds
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AY919484.1:90-442 Human enterovirus 100 isolate 10500 VP1 gene partial cds
95 ' DQY02713.1 Human enterovirus 100 isolate BAN2000-10500 complete genome
—— KF980476.1 Human enterovirus 106 isolate 148/YN/CHN/12 complete genome
AJ241433.1:96-451 Echovirus 26 VP1 gene partial isolate Coronel (11-3-8)

1

4{ AF081337.1:96-451 Echovirus E26 strain Coronel capsid protein VP1 (VP1) gene partial cds

AY302550.1 Human echovirus 26 strain Coronel complete genome
AF499635.1:2448-3336 Human coxsackievirus A1 strain Tompkins complete genome

70 | AF405667.1:2299-3399 Human poliovirus 1 isolate HAI01002 complete genome
AF405669.1:2300-3400 Human poliovirus 1 isolate HAI00003 complete genome
MK989713.1:2300-3400 Enterovirus C strain 20692 55 Poliovirus 2 polyprotein gene complete cds

93 1
99 ' X00595.1:2300-3400 Poliovirus type 2 genome (strain Sabin 2 (P712 Ch 2ab))
8 | JN8T4547 1:1696-2586 Human enterovirus 71 strain A-BrCr-USA-70 polyprotein gene partial cds

E A
%9 U22521.1:2439-3329 Human enterovirus 71 polyprotein gene complete cds
MT350228.1:2441-3355 Coxsackievirus AB strain CAG/JXC836/2019 polyprotein mRNA complete cds
6376.1:2371-3303 Human enterovirus 94 isolate E210 complete genome

B 96 | DQY1 b -
DQ816379.1:1-933 Human enterovirus 94 isolate E438 VP1 protein gene partial cds
KU844178.1:2365-3289 Enterovirus D68 isolate US/CA/Rhyne polyprotein gene complete cds

% I NC 038308.1:2389-3315 Human enterovirus 68 strain Fermon complete genome

@




Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DOS PAIS OU
RESPONSAVEIS EM CASO DE MENOR DE IDADE

Titulo do Projeto:“DOENCAS INFECCIOSAS DE SISTEMA NERVOSO CENTRAL:
IDENTIFICACAO DE AGENTES ETIOLOGICOS E ANALISE DE RESPOSTA
IMUNE DOS PACIENTES”

Prezado Senhor (a),

Este Termo de Consentimento pode conter palavras que vocé ndo entenda. Peca ao
pesquisador que explique as palavras ou informagdes ndo compreendidas
completamente.

1) Introducéo

Seu filho de 0 a 12 anos de idade estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa
com o objetivo entender os agentes infecciosos que causam meningoencefalites. Para
realizagio deste estudo € necessdrio proceder a coleta de materiais clinicos necessdrios
para o diagnostico dessa infeccio quando suspeitado pelos médicos. Nio serd coletado
nada além do material clinico usado na rotina do diagnéstico do hospital. Seu filho foi
selecionado porque tem suspeita clinica de meningoencefalite e sua participacdo nio é
obrigatdria.

Além de participar e colaborar com estudos de meningites, os materiais clinicos
coletados fardo parte de um biorrepositorio do LabVirus UFMG para futuras pesquisas
relacionados a agentes infecciosos, principalmente agentes infecciosos virais.

2) Procedimentos do estudo

Para participar desse estudo, solicito a sua especial colaborac@o para ceder parte da(s)
amostra(s) clinicas coletadas pela equipe médica para os exames de rotina do seu filho.
Nesse sentido solicitamos sua permissdo para usar uma pequena parte das amostras ja
coletadas (para os exames de rotina no hospital). As amostras que utilizaremos do seu
filho serdo de liquido cefalorraquidiano (liquor), fezes, urina, swab ocular, swab oral ou

saliva, sangue total e soro.

Em caso de diividas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé poderd consultar:
CEP - Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - UFMG
Av. Antdnio Carlos, 6627, Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP 31270-901
Unidade Administrativa II - 2° Andar - Sala: 2005/ Telefone: (031) 3409-4592 —
E-mail: coep@prpg.ufmg.br / Hordrio de atendimento: 09:00 as 11:00 / 14:00 as 16:00
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Essas amostras serdo armazenadas para manter a maior integridade das amostras
biologicas utilizadas na pesquisa. O prazo de armazenamento dessas amostras é
indeterminado, sendo a manutencio de seu credenciamento subordinada ao atendimento
de normas vigentes, tais como que a cada projeto que em que as amostras forem
empregadas, deverdo ser submetidas a um novo comité de ética. Além disso, a cada
cinco anos, contados a partir da sua constitui¢do, ou a qualquer tempo, por solicitacio
da CONEP, o LabVirus apresentard relatério de atividades do periodo ao sistema
CEP/CONEP, constando, obrigatoriamente, o nimero de sujeitos incluidos no periodo e

a relacdo de pesquisas que utilizaram amostras armazenadas.

3) Riscos e desconfortos
Os tnicos desconfortos que seu filho podera passar serd durante a coleta do material
clinico, o liquor e o sangue. Entretanto os volumes coletados serio pequenos, a coleta
serd realizada por médicos/técnicos treinados que darfio todo o auxilio necessdrio. O
liquor e o sangue utilizados na pesquisa serd parte do coletado para seus exames na
rotina do hospital.
4) Beneficios
Como resultado deste estudo, teremos informacdes que possam preencher lacunas
importantes no conhecimento sobre as meningoencefalites e que possam no futuro
ajudar no controle desses agentes infecciosos do sistema nervoso central. Estas
informagdes podem ser de grande utilidade para os gestores de satde, médicos e outros
pesquisadores para o controle desses agentes. Porém, essa pesquisa ndo traz nenhum
beneficio direto para o tratamento do seu filho.
5) Custos/Reembolso
Vocé e seu filho, nido terdo nenhum gasto com a sua participagio no estudo e também
ndo receberd pagamento pelo mesmo.
6) Responsabilidade
Efeitos indesejdveis sdo possiveis de ocorrer durante a coleta do liquor, sangue e swabs,
apesar de todos os cuidados possiveis, e podem acontecer sem que a culpa seja sua ou
dos pesquisadores. Se seu filho (ou tutelado) sofrer efeitos indesejdveis durante a coleta
Em caso de dividas, com respeito aos aspectos €ticos desta pesquisa, vocé poderd consultar:
CEP - Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - UFMG
Av. Antdnio Carlos, 6627, Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP 31270-901

Unidade Administrativa Il - 2° Andar - Sala: 2005/ Telefone: (031) 3409-4592 —
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das amostras, a necessdria assisténcia profissional serd providenciada. Os médicos
responsdveis pelas coletas ou supervisio delas dardo todo o apoio necessdrio para que
todo desconforto e efeitos indesejdveis sejam minimizados.

7) Carater Confidencial dos Registros

A sua identidade serd mantida em sigilo. Os resultados do estudo serdo sempre
apresentados como o retrato de um grupo ou de um relato de caso e ndo de uma pessoa.
Dessa forma, seu filho nio serd identificado quando o material de seu registro for
utilizado, seja para propésitos de publicagio cientifica ou educativa. O questiondrio serd
utilizado apenas para obter informacdes relevantes a pesquisa. Os resultados obtidos as
amostras clinicas coletadas serdo tratados de forma desvinculada ao nome do doador.
Em nenhum momento os resultados ou informagdes clinicas serdo associados com o
nome do doador das amostras clinicas.

Ainda sobre o cariter confidencial, as futuras amostras biolégicas utilizadas e
credenciadas no BiobancoLabVirus terdo sigilo em todos os futuros projetos, como
esclarecido acima.

8) Participacao

A participagio do menor de idade de 0 a 12 anos, neste estudo é muito importante e
voluntiria. Vocé tem o direito de ndo autorizar a participacio do menor, ou querer que
ele saia do estudo a qualquer momento, sem penalidades ou perda de qualquer beneficio
ou cuidados a que ele tenha direito nesta instituicdo. O menor de idade também pode ser
desligado do estudo a qualquer momento nas seguintes situagdes: (a) caso ele ndo use
ou siga adequadamente as orientagdes/tratamento em estudo; (b)sofra efeitos
indesejdveis nido esperados; (c) o estudo termine. Em caso de vocé decidir retirar o
menor de idade do estudo, favor informe o pesquisador e/ou a pessoa de sua equipe que

esteja atendendo-o.

O material biolégico a ser coletado (soro ou sangue total, saliva, fezes, urina, swab
ocular e liquor) serd transportado e armazenado em Biorrepositério no LabVirus na
UFMG, sob a responsabilidade da pesquisadora, durante periodo correspondente a
duragfio da pesquisa.
Em caso de dividas, com respeito aos aspectos €ticos desta pesquisa, vocé poderd consultar:
CEP - Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - UFMG
Av. Antdnio Carlos, 6627, Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP 31270-901

Unidade Administrativa Il - 2° Andar - Sala: 2005/ Telefone: (031) 3409-4592 —
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Pedimos sua concordincia em relagiio ao futuro do material biolégico armazenado em
Biorrepositorio no LabVirus na UFMG:

() Concordo que o material biol6gico do menor sob minha responsabilidade seja
utilizado somente para esta pesquisa.

() Concordo que o material biolégico possa ser utilizado em outras pesquisas, mas
serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento

livre e esclarecido que explique para que serd utilizado o material.

As amostras que forem armazenadas no Biorrepositério do LabVirus poderio ser
descartadas em qualquer momento de qualquer pesquisa submetida ao comité de ética
ou pelo uso incorreto de armazenagem. Também poderd ser descartada pela retirada do
termo de consentimento formalizada por manifestacao, por escrito e assinada, cabendo a
devolugdo das amostras existentes.

9) Informacoes

Para a realizagio deste projeto, os pesquisadores o submeteram ao Comité de Etica. O
projeto foi aprovado pelo COEP/UFMG, que poderd ser contatado para esclarecimentos
com contato  de Vivian  Resende, telefone (031) 3409-4592, por
emailcoep@prpg.ufmg.br ou no seguinte endereco: Av. Anténio Carlos, 6627,

Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP 31270-901Unidade Administrativa II - 2°

Andar - Sala: 2005. O projeto completo estd disponivel para que todo e qualquer
participante possa ter conhecimento. Se quiser conhecer o projeto mais detalhado, basta
solicitar uma cépia a Professora Erna G. Kroon (31) 3409-2755. O termo seguird em

duas vias com espago destinado para rubricas.

Em caso de diividas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé poderd consultar:
CEP - Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - UFMG
Av. Antdnio Carlos, 6627, Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP 31270-901
Unidade Administrativa Il - 2° Andar - Sala: 2005/ Telefone: (031) 3409-4592 —
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Termo de consentimento livre apés esclarecimento dos pais ou responsaveis em caso de menor de idade
O menor, sob sua responsabilidade, estd sendo convidado(a) como voluntério(a) a participar desta pesquisa.

Eu

li e/ou ouvi o esclarecimento acima e compreendi o objetivo do estudo e qual o procedimento a que serei submetido. As

informagdes esclarecem riscos e beneficios do estudo, deixando claro que sou livre para interromper minha participagio a qualquer

momento, sem justificar minha decisdo. Sei que meu nome nio serd divulgado, que nio terei despesas e ndo receberei dinheiro para

participar do estudo. O termo seguird em duas vias com espago destinado para rubricas.

Assim sendo, declaro que concordo em permitir que 0 menor, sob minha responsabilidade, participar desse estudo

Belo Horizonte, / /

Assinatura do voluntdrio ou responsavel

Nome:

Identidade:

Telefone pessoal:
Telefone para contato:

Nome do contato:

Erna G Kroon / Talitah Candiani
Pesquisadoras responsdveis

Membro da equipe responsivel por conduzir o processo

Nome completo:

Telefones para contato: Erna GeessienKroon(31) 3409-2755

Enderego e telefone COEP:Universidade Federal de Minas GeraisAv.
Anténio Carlos, 6627, Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP 31270-
901Unidade Administrativa II - 2° Andar - Sala: 2005

Telefone: (031) 3409-4592

Email: kroone@icb.ufmg.br

Em caso de dividas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé poderd consultar:
CEP - Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - UFMG
Av. Antdnio Carlos, 6627, Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP 31270-901
Unidade Administrativa Il - 2° Andar - Sala: 2005/ Telefone: (031) 3409-4592 —
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) como voluntdrio (a) a participar da pesquisa “Doencas infecciosas
de sistema nervoso central: identificacio de agentes etiologicos e anilise de resposta imune
dos pacientes”. O motivo que nos leva a estudar esse assunto é conhecer os microorganismos
(seres microscopicos, que vocé nao pode ver a “olho nu”) que causam doenca nas criancas de
0 a 12 anos. Para realizar essa pesquisa precisarmos que vocé concorde em ceder parte das

amostras coletadas para seus exames no hospital.

Para participar desta pesquisa, o responsdvel por vocé deverd autorizar e assinar um termo de
consentimento. Vocé ndo terd nenhum custo, nem receberd qualquer vantagem financeira. Apesar
disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, vocé tem
assegurado o direito a indenizacdo. Vocé serd esclarecido (a) em qualquer aspecto que desejar e
estard livre para participar ou recusar-se. O responsdvel por vocé poderd retirar o consentimento ou
interromper a sua participagdo a qualquer momento. A sua participacdo ¢ voluntdria e a recusa em
participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que é atendido (a). O
pesquisador ird tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Vocé ndo serd
identificado em nenhuma publicag@o. Os riscos envolvidos na pesquisa consistem de desconfortos
que vocé podera passar serd durante a coleta do material clinico, o liquor ou o sangue. Entretanto os
volumes coletados serdo pequenos, a coleta serd realizada por médicos/técnicos treinados que dario
todo o auxilio necessdrio. O liquor e o sangue utilizado na pesquisa serd parte do coletado para seus
exames na rotina do hospital.

A pesquisa contribuird para conhecer melhor doengas que causam graves “dores de cabeca em
criancas”, essa doenga tem o dificil nome de meningoencefalite, porem nesse momento nio trard
nenhum beneficio para o seu tratamento. Os resultados estardo a sua disposi¢@o quando finalizada.
Seu nome ou o material que indique sua participacio ndo serd liberado sem a permissio do
responsdvel por vocé. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficarfio arquivados com o
pesquisador responsdvel por um periodo de 5 anos, e apés esse tempo serdo destruidos. Este termo

de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais: sendo que uma serd arquivada pelo

Em caso de diividas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé poderd consultar:
CEP - Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - UFMG
Av. Antdnio Carlos, 6627, Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP 31270-901
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pesquisador responsdvel, e a outra serd fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardo a sua identidade
com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira (Resolugio N°® 466/12 do
Conselho Nacional de Saide), utilizando as informacOes somente para os fins académicos e
cientificos. O termo seguird em duas vias com espago destinado para rubricas.

O material coletado serd armazenado em Biorrepositério no LabVirus na UFMG, sob a
responsabilidade da pesquisadora, e usado nessa pesquisa ou se vocé permitir em outras, mas nesse

.
caso serd consultado novamente.

Eu, , portador (a) do documento de
Identidade (se ja tiver documento), fui informado (a) dos objetivos da
presente pesquisa, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas dividas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informagdes, € o meu responsavel poderd modificar a decisdo de
participar se assim o desejar. Tendo o consentimento do meu responsdvel jd assinado, declaro que

concordo em participar dessa pesquisa. Recebi o termo de assentimento e me foi dada a
oportunidade de ler e esclarecer as minhas diividas.

Belo Horizonte, de de 20___.

Assinatura do (a) menor Assinatura do (a) pesquisador (a)

Membro da equipe responsével por conduzir o processo
Nome completo:

Nome dos Pesquisadore Responsiveis: Erna G Kroon / Talitah Candiani
Endereco: Av. Antonio Carlos, 6627, Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP 31270-901/ Belo Horizonte Minas
Gerais / Fone: (31) 3409-2755 / E-mail: kroone @icb.ufmg.br

Em caso de diividas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé poderd consultar:
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