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RESUMO

Os mosquitos do género Aedes, endémico em todo o Brasil, sdo os transmissores
dos virus da Zika (ZIKV), Dengue (DENV) e Chikungunya (CHIKV). Esses virus séo
os causadores de doencas infecciosas virais que podem apresentar diferentes
quadros clinicos, e em alguns casos, geram consequéncias graves para a saude,
incluindo complica¢gdes neurolégicas com grande risco de sequelas permanentes.
Em uma parcela dos pacientes, acredita-se que o virus pode desencadear reacdes
imunes que resultariam em doencas inflamatérias agudas tanto do sistema nervoso
central (SNC) quanto do sistema nervoso periférico (SNP). Dentre elas,
encefalomielite disseminada aguda (ADEM), distarbio do espectro da neuromielite
optica (NMOSD), neurites Opticas, mielites transversas, sindrome de Guillain-Barré
(SGB) e a polineuropatia desmielinizante inflamatéria crénica (CIDP). No entanto, a
relacéo entre a infec¢éo viral e o risco de desenvolvimento destas doencgas € pouco
compreendida. O presente estudo teve como objetivo investigar as complicacbes
neuroimunologicas secundarias a infeccdo por arbovirus (Zika, Dengue e
Chikungunya) no soro de pacientes infectados. Noventa e oito amostras de soro
coletadas no Nordeste e Sudeste do Brasil foram analisadas através de técnicas
imunoenzimaticas e de imunofluorescéncia indireta para verificar a positividade das
arboviroses. Testes de deteccdo de autoanticorpos anti-gangliosideos, anti-
aquaporina-4 (anti-AQP4) e anti-glicoproteina da mielina dos oligodendrécitos (anti-
MOG) foram realizados por meio de immunoblotting e pelo ensaio baseado em
células (CBA). Do total de amostras testadas, 77 foram positivas para deteccdo de
DENV e ZIKV, e 52 foram positivas para deteccdo de CHIKV. Devido ao tempo
decorrido entre o inicio dos sintomas clinicos até a realizacdo da coleta, a maioria
dos pacientes ja estavam num periodo convalescente da infeccdo demonstrando
um status sorolégico IgM negativo. Os autoanticorpos anti-AQP4 foram negativos
para todas as amostras, e somente duas foram positivas para autoanticorpos anti-
MOG. Os autoanticorpos anti-gangliosideos IgG foram negativos para todas as
amostras, e os IgM tiveram uma reacdo fraca (borderline) para 8 amostras. O
sintoma viral mais relatado foi febre (20,7%) e o sintoma neurolégico, foi déficit
motor (32,1%). A SGB e suas variantes foram as neuropatias mais encontradas nos
pacientes poliflavivirus reativos. Ja CIDP, polineuropatia aguda e mononeurite
foram as outras neuropatias mais encontradas nos pacientes alphavirus reativos.
Em conjunto, estes dados contribuem para que ndo somente a SGB seja associada
as infeccdes por arbovirus, mas também outras doencas neuroldgicas. E de
fundamental importancia investigar a amplitude de outras sindromes, como
mielopatia, CIDP, encefalite, ADEM, NMOSD e neurite éptica que podem estar
associadas as infec¢des pelo ZIKV, DENV e CHIKV.

Palavras-chave: Virus da Zika, Virus da Chikungunya, Virus da Dengue,
autoanticorpos, doencas infecciosas, arboviroses, sindromes neurologicas.



ABSTRACT

Mosquitoes of the genus Aedes, endemic throughout Brazil, are the transmitters of
the Zika (ZIKV), Dengue (DENV) and Chikungunya (CHIKV) viruses. These viruses
are the cause of viral infectious diseases that can present different clinical
conditions, and in some cases have serious health consequences, including
neurological complications with a high risk of permanent sequelae. In a portion of
patients, it is believed that the virus can trigger immune reactions that would result
in acute inflammatory diseases of both the central nervous system (CNS) and the
peripheral nervous system (PNS). Among them, acute disseminated
encephalomyelitis (ADEM), spectrum disorder of optic neuromyelitis (NMOSD), optic
neuritis, transverse myelitis, Guillain-Barré syndrome (GBS) and chronic
inflammatory demyelinating polyneuropathy (CIDP). However, the relationship
between viral infection and the risk of developing these diseases is poorly
understood. The present study aimed to investigate the neuroimmunological
complications secondary to arbovirus infection (Zika, Dengue and Chikungunya) in
the serum of infected patients. Ninety eight serum samples collected in the Northeast
and Southeast of Brazil were analyzed by immunoenzymatic and indirect
immunofluorescence techniques to verify the positivity of arboviruses.
Autoantibodies against gangliosides, aquaporin-4 (AQP4) and myelin
oligodendrocyte glycoprotein (MOG) were detected by immunoblotting and cell-
based assay (CBA). Of the total samples tested, 77 were positive for DENV and
ZIKV detection, and 52 were positive for CHIKV detection. Due to the time elapsed
between the beginning of the clinical symptoms until the collection, the majority of
the patients were already in a convalescent period of the infection demonstrating a
negative IgM serological status. Anti-AQP4 autoantibodies were negative for all
samples, and only two were positive for anti-MOG autoantibodies. 1gG anti-
ganglioside autoantibodies were negative for all samples, and IgM had a weak
(borderline) reaction for 8 samples. The most reported viral symptom was fever
(20.7%), and the neurological symptom was motor deficit (32.1%). GBS and its
variants were the neuropathies most found in reactive polyflaviviruses. Already,
CIDP, acute polyneuropathy and mononeuritis were the others neuropathies most
found in reactive alphavirus patients. Together, these data contribute to clarify the
fact that not only the GBS is associated with arbovirus infections, but also other
neurological diseases. It is of fundamental importance to investigate the amplitude
of other syndromes, such as myelopathy, CIDP, encephalitis, ADEM, NMOSD and
optic neuritis, which may be associated with ZIKV, DENV and CHIKV infections.

Keywords: Zika virus, Chikungunya virus, Dengue virus, autoantibodies, infectious
diseases, arboviruses, neurological syndromes.
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1. INTRODUCAO

Entre os anos de 2015 a 2017, o Brasil enfrentou uma epidemia de infec¢des
causadas pelos virus da Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) e principalmente
Zika (ZIKV). As trés doencas tém como principal vetor o mosquito Aedes aegypti,
espécie endémica em todo o Brasil (FIGUEIREDO, 2015; LIANG; GAO; GOULD,
2015; MOTA et al., 2016). Essas doencas, geralmente, se manifestam por um
guadro exantematico, com artralgia e febre, mas, ndo infrequentemente, os
pacientes podem ser oligossintomaticos (MOTA et al.,, 2016). No entanto, as
reacdes imunoldgicas secundarias as infec¢des virais, especialmente pelo ZIKV,
podem causar complicacdes neurolégicas diretas ou indiretas com alto risco de
sequelas permanentes (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017). A sequela
neurolégica mais grave da infeccao pelo ZIKV €&, certamente, a microcefalia, quando
a infeccdo ocorre no periodo pré-natal. Contudo, alguns pacientes com suspeita de
infec¢des por arbovirus podem apresentar quadros desmielinizantes do sistema
nervoso central (SNC) ou do sistema nervoso periférico (SNP), como a
encefalomielite = disseminada aguda (ADEM - Acute Disseminated
Encephalomyelitis), disturbio do espectro da neuromielite 6ptica (NMOSD -
Neuromyelitis Optica Spectrum Disorder), neurites Opticas, mielites transversas,
sindrome de Guillain-Barré (SGB) e polineuropatia desmielinizante inflamatéria
cronica (CIDP - Chronic Inflammatory Demyelinating Polyneuropathy) (Acosta-
Ampudia et al., 2018; Leonhard et al., 2018; Mehta et al., 2018a). Todavia, ndo esta
clara a relacéo entre a infeccao viral e o risco de desenvolvimento destas doencas,
como também a positividade para autoanticorpos contra antigenos do sistema

nervoso que podem estar presentes em algumas destas patologias.
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2. REFERENCIAL TEORICO

O Aedes aegypti, originario do Egito, chegou ao Brasil no periodo colonial,
por meio de navios que traficavam escravos. Em 1762, o vetor foi descrito
cientificamente pela primeira vez com o nome de Culex aegypti. Somente em 1818,
foi estabelecido o nome definitivo de Aedes aegypti. Este mosquito é o vetor de
transmissao dos virus da Dengue, Chikungunya e Zika (Bogoch et al., 2016; Riickert
et al., 2017). Por terem 0 mesmo vetor, a distribuicdo geografica das infec¢bes por
esses arbovirus se sobrep6em amplamente (Figura 1).

Figura 1. Distribuicdo global dos casos de exposi¢do ao virus da Zika, Dengue e

Chikungunya por paises.

B CHIKV
DENV
W 2ikv
B CHIKV & DENV .
CHIKV & ZIKV N
M DENV & ZIKV g
B CHIKV, DENV & ZIKV

Fonte: Rickert C, Weger-Lucarelli J, Garcia-Luna S M, Young M C, et al. Impact of simultaneous
exposure to arboviroses on infection and transmission by Aedes aegypti mosquitoes. Nature
Communications. 8, 15412 (2017).

A Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) aponta que a primeira
epidemia pelo DENV no continente americano ocorreu no inicio do século XIX, no
Peru, com surtos no Caribe, Estados Unidos, Colémbia e Venezuela. No Brasil, 0s
primeiros relatos datam do final do século XIX, em Curitiba (PR), e do inicio do

século XX, em Niterdi (RJ). No entanto, somente no periodo de 1981-1982, em Boa
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Vista (RR), aconteceu a primeira ocorréncia da Dengue causada pelos virus tipo 1
e 4. Logo em seguida, surgiu a epidemia no Rio de Janeiro, se disseminando em
todo territério nacional até os dias atuais (Fiocruz, 2019). O Levantamento Répido
de indices de Infestacdo pelo Aedes aegypti (LIRAa) identificou que, de janeiro a
dezembro de 2017, foram notificados 252 mil casos provaveis de infeccao pelo
DENV em todo pais. Os nameros representam uma reducdo de 83% em relacéo ao
mesmo periodo de 2016, quando foram notificados 1,5 milhdes de casos (Ministério
da Saude, 2017). Entre os anos de 2017 e 2018, ocorreu um pequeno aumento de
5,3% nos casos provaveis de infec¢bes pelo DENV (252 mil para 265 mil) (Ministério
da Saude, 2019). Estima-se que ocorram mais de 500 mil hospitaliza¢des e 25 mil
mortes devido a infeccdo pelo DENV (Muller; Depelsenaire; Young, 2017).

Apoés a epidemia de DENV, outro arbovirus foi identificado. O ZIKV foi
isolado pela primeira vez em 1947 em macacos rhesus (Mavigner et al., 2018) e em
1952 nos humanos (Kam et al., 2017). A sua capacidade de infiltrar-se no cérebro,
bem como de induzir alteragdes patoldgicas, foram relatadas desde o final da
década de 1950 (Mavigner et al., 2018), no entanto, casos de infeccdo humana
eram raras até 2007 (Blumberg; Fishman, 2017). Surtos recentes que resultaram
em defeitos congénitos fizeram com que a infeccédo pelo ZIKV fosse considerada
uma emergéncia global de saude (Franca et al., 2016; Lessler et al., 2016). No ano
de 2017, foram notificados 17 mil casos provaveis de infec¢des pelo ZIKV no Brasil,
segundo o Ministério da Saude, o que representa uma reducdo de 92,1% em
relacdo a 2016, quando houve 215,3 mil registros (Ministério da Saude, 2017). Ja
entre 0s anos de 2017 e 2018 a queda foi menor, cerca de 50% (17.452 para 8.680)
(Ministério da Saude, 2019).

Antecedendo ao surto de infeccdo pelo ZIKV, houve o surgimento de
infeccBes pelo CHIKV onde, no ano de 2014, no Brasil, foram identificados 37 casos
em individuos originarios, principalmente, do Haiti e da Republica Dominicana.
Ainda em 2014, foram confirmados dois casos autdéctones no municipio de
Oiapoque (AP). Logo depois, ocorreu a epidemia nas cidades do Nordeste,
alastrando-se para todo o Brasil. No ano de 2017, o pais registrou 185,7 mil casos

provaveis de infeccdes pelo CHIKV, representando uma taxa de incidéncia de 90,1



19

casos para cada 100 mil habitantes. A reducgéo foi de 31% em relagdo ao ano de
2016, quando foram registrados 271,8 mil casos (Ministério da Saude, 2017). Entre
os anos de 2017 e 2018 a diminuicdo foi de 52%, sendo notificados 87,6 mil casos
(Ministério da Saude, 2019).

Como as infecgBes por arbovirus continuam a emergir em novas regioes, a
probabilidade de co-infeccdo por mdltiplos virus pode estar aumentando. E
importante ressaltar que a frequéncia de co-infeccdo na natureza e suas
implicacBes clinicas e epidemioldgicas sdo pouco compreendidas. No entanto,
recentemente co-infeccbes tém sido relatadas durante varios surtos de
CHIKV/DENV, bem como durante o surto do ZIKV nas Américas (Ruckert et al.,
2017).

2.1. VIRUS DA ZIKA

O ZIKV pertence ao género Flavivirus, familia Flaviridae e possui em torno
de 40-50 nanbmetros de tamanho. O virus tem formato esférico e € envolto por
lipidios. O seu genoma é um RNA de fita Unica, de sentido positivo ndo segmentado.
O RNA contém aproximadamente 11.000 quilobases que codificam 3.419
aminoacidos. As duas proteinas de superficie estdo dispostas em uma simetria
semelhante a icosaédrica (Figura 2) (Paixdo; Teixeira; Rodrigues, 2018; Slon

Campos; Mongkolsapaya; Screaton, 2018).

Figura 2. Estrutura do virus da Zika.

Proteina de superficie

Fonte: Lin H H, Yip B S, Huang L M, Wu S C. Zika virus structural biology and progress in vaccine
development. Biotechnology Advances. 36, 47-53 (2018).
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Infeccdes pelo ZIKV tém sido reportadas em humanos desde 1952, na
Africa e na Asia. Fora dos continentes africano e asiatico, as infecgdes por este
virus foram relatadas pela primeira vez na ilha de Yap na Micronésia em 2007
(Lessler et al., 2016; Vasconcelos, 2015). Desde a sua descoberta até 2007, os
casos confirmados de infecgao por ZIKV eram raros (Rasmussen et al., 2016). Em
2013, o ZIKV causou uma epidemia nas ilhas do Pacifico. Nesse cenario, ocorreu
um aumento no numero de casos de SGB associadas ao ZIKV, sendo possivel
detectar a presenca do virus no liquido cérebro-raquidiano (LCR) dos pacientes
infectados (Lessler et al., 2016). Estes foram os primeiros casos reconhecidos de
sequelas neuroldgicas associadas a infeccao pelo ZIKV. Além de ter associacao
com a SGB, possui relacdo com diversas complicacBes neurolégicas em adultos,
como a mielite transversa, meningoencefalite e manifestacbes oftalmologicas
(Nascimento et al., 2017).

A partir de 2015, o ZIKV espalhou-se rapidamente pela América do Sul e
Central (Faria et al., 2016). No Brasil, foi constatada a relagcdo da microcefalia com
a infeccao pelo ZIKV, apos o virus ser detectado nas amostras de liquido amniotico
de duas mulheres gravidas (Martines et al., 2016; Melo et al., 2017). A associagao
causal foi reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pelo Centro
para o Controle e Prevencéo de Doencas dos EUA (CDC, Atlanta), em abril de 2016
(Caires-Junior et al., 2018; Franca et al., 2016).

A ocorréncia de microcefalia causada pela infeccdo por esse virus foi
rapidamente confirmada em outras regiées do Brasil, confirmando sua rapida
disseminacdo. No Rio Grande do Sul (RS), infeccbes autdctones ocorreram

somente em 2016 com um total de 44 casos (Gregianini et al., 2017) (Figura 3).

2.1.1. Manifestacdes clinicas do virus da Zika

Na maioria dos casos de infeccdo pelo ZIKV, as manifestacdes clinicas
comecam a surgir entre 3 a 12 dias apos a transmissao do virus pelo mosquito
(Calvet; Santos; Sequeira, 2016). Entretanto, os sintomas clinicos ocorrem em
apenas 20% das pessoas infectadas (Hajra; Bandyopadhyay; Hajra, 2016). Entre

0s sintomas clinicos mais comuns estéo: febre baixa, conjuntivite (ndo purulenta),
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dor muscular e nas articulagdes, dor nas costas, mal-estar e dor de cabeca com
duracédo de 2 a 7 dias (Hajra; Bandyopadhyay; Hajra, 2016). No entanto, a
manifestacao clinica mais evidente nos casos de infec¢ao pelo ZIKV é o exantema
e eritema (Hajra; Bandyopadhyay; Hajra, 2016). Os sintomas séo semelhantes aos
de outras arboviroses, como a Dengue e a Chikungunya, e a diferenca entre elas
esta na intensidade e na distribuicdo em regides especificas do corpo. A maioria
dos pacientes ndo necessita de internacao, e o risco de mortalidade secundaria a
infeccdo por ZIKV é relativamente baixo (Hajra; Bandyopadhyay; Hajra, 2016).
Apesar disso, a estreita relacdo do virus com o aumento da incidéncia de doencas
neuroldgicas, tais como a SGB e as malforma¢gBes congénitas, acarretou na
declaracéo de estado de emergéncia internacional pela OMS em fevereiro de 2016
(Gulland, 2016; Nunes; Pimenta, 2016).

Figura 3. Casos reportados de infec¢do pelo virus da Zika no Brasil em 2014, 2015
e 2016.

~ }

/ 4 o o

Fonte: O autor a partir de dados do Ministério da Saude do Brasil. Disponivel em:
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2016/janeiro/07/2015-svs-be-pncd-se48.pdf.
Acessado em 19 de marco de 2019.

2.2. VIRUS DA DENGUE

Semelhante ao ZIKV, o DENV pertence ao género Flavivirus da familia

Flaviridae e, portanto, também é um virus de fita Unica de RNA. Este RNA é de


http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2016/janeiro/07/2015-svs-be-pncd-se48.pdf
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sentido positivo, ndo segmentado e de aproximadamente 11.000 quilobases
(Mukhopadhyay; Kuhn; Rossmann, 2005).

O DENV, nos ultimos anos, foi uma das maiores preocupacdes, tanto para
o Ministério da Saude quanto para a populacédo, em relacdo a doencgas infecciosas
no Brasil (Hasan et al., 2016). Além disso, foi a doenca viral mais alarmante
transmitida por mosquitos em todo o mundo (Muller; Depelsenaire; Young, 2017).
Nos ultimos 30 anos, houve uma enorme expansdo na transmissdo do DENV,
tornando-o endémico em mais de 100 paises (Yacoub; Mongkolsapaya; Screaton,
2016).

O DENV possui 4 sorotipos conhecidos denominados DENV 1, DENV 2,
DENV 3, DENV 4. Nao foi relatada a existéncia de imunidade cruzada entre eles,
logo, a infecgdo por um dos sorotipos s6 confere imunidade humoral por longos
periodos ou permanente para aquele sorotipo. Porém, existe a possibilidade de
imunidade cruzada transitoria, de curta duracdo, entre os diferentes sorotipos
(Chen; Wilson, 2010; De Alwis et al., 2014). Apos uma infecgcao primaria, o paciente
esta imunologicamente protegido da doenca causada por esse sorotipo especifico
do virus (Muller; Depelsenaire; Young, 2017).

O DENV tem como vetores 0os mosquitos do género Aedes, ou seja, Aedes
aegypti e Aedes albopictus. O Aedes albopictus é o vetor de manutencédo do DENV
no continente Asiatico e ndo esta associado com a transmissdo do DENV nas
Américas. J4 o Aedes aegypti € o mais importante vetor na transmissao do DENV,
como também de outras doencas de notificacdo compulséria nas Ameéricas
(Ferreira-de-Lima; Lima-Camara, 2018; Medeiros et al., 2018).

Os municipios brasileiros vém sofrendo com sucessivas epidemias de
DENV, devido ao carater endémico da doenca e do clima favoravel para a
reproducao de seus vetores no pais (Viana; Ignotti, 2013). A infeccéo ressurge em
ciclos sazonais, sendo necessario que se compreenda sua dindmica em cada
localidade, a fim de implementar a¢des que intervenham no ciclo e provoguem a
reducéo da cadeia de transmissao, bem como a melhora no tratamento da doenca,

na tentativa de diminuir a ocorréncia de mortes (Polwiang, 2015).
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O Ministério da Saude alerta que a manutencao da saude do povo brasileiro
enfrenta novos desafios impostos pela circulagdo do Aedes aegypti. Os sintomas
semelhantes entre os arbovirus torna o assunto de grande importancia para a

prevencao, controle e erradicacdo dessas doencas (Brasil et al., 2016a).
2.2.1. Manifestacdes clinicas do virus da Dengue

A Dengue é definida como uma doenca febril de estado clinico agudo, que
pode ser de curso benigno ou grave, podendo evoluir para o ébito. A doenca
causada pelo DENV pode apresentar um amplo espectro clinico, ou seja, alguns
individuos conseguem se recuperar e tratar a doenca que, aparentemente,
manifesta-se de forma leve. J& outros individuos sdo acometidos pelas formas mais
graves, podendo chegar ao oObito (Salles et al., 2018).

Fatores relacionados tanto ao virus, quanto ao hospedeiro, determinam a
gravidade. As principais formas clinicas da Dengue sdo a Dengue classica, a
Dengue com complicactes e a febre hemorragica da Dengue, podendo evoluir para
a forma mais grave associada com hipotenséao grave (choque devido ao aumento
de permeabilidade vascular). Outros sintomas que podem surgir sdo dor abdominal
intensa e continua, vomitos persistentes, hipotensdo postural, hipotensédo arterial,
hemorragias, diminuicdo da diurese, diminui¢éo repentina da temperatura corporea

ou hipotermia (Hasan et al., 2016).
2.3. VIRUS DA CHIKUNGUNYA

O CHIKV pertence ao género Alphavirus, familia Togaviridae (Donalisio;
Freitas; Zuben, 2017) e possui aproximadamente 70 nanémetros de tamanho. O
virus € esférico, envelopado e seu genoma € uma cadeia Unica de RNA de
polaridade positiva. O tamanho do genoma varia de 9.700 a 11.800 quilobases. As
proteinas de membrana contém em média 80 pontas, cada ponta com trimeros de
proteinas (Figura 4) (Mendes; Kuhn, 2018).
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Figura 4. Estrutura do virus da Chikungunya.

Fonte: Adaptado de Viral Zone (Instituto Suico de Bioinformatica). Disponivel em:
https://viralzone.expasy.org/3?outline=all by species. Acessado em 5 de abril de 2019.

O CHIKV foi primitivamente encontrado na Africa, no sul e sudeste da Asia
e em ilhas do Oceano indico, regides tropicais e subtropicais. O CHIKV foi isolado
pela primeira vez apés uma epidemia em 1952-1953 na atual Tanzania — Africa. Em
1954, sua presenca foi confirmada na Asia, em um surto nas Filipinas e,
posteriormente, em outros paises, como Tailandia e india (Weaver; Lecuit, 2015).

A disseminacao ocorreu principalmente em areas urbanas e periurbanas no
continente de origem e aumentou a possibilidade de epidemias em regifes tropicais.
Diferente do DENV e do ZIKV, o CHIKV também se distribuiu nas regides
subtropicais e até mesmo em regides temperadas, como o territério Europeu. No
ano de 2014, foi detectada a transmissdo autoctone do virus no Amapa,

disseminando-o para todos os estados do Brasil (Donalisio; Freitas; Zuben, 2017).

2.3.1. Manifestacdes clinicas do virus da Chikungunya

O virus provoca uma doenca febril de inicio agudo associado com artralgia
grave, astenia intensa, mialgia, cefaleia e erupcéo cutanea. Os sinais e 0s sintomas
sdo clinicamente parecidos com aqueles causados pelo DENV, no entanto a
principal manifestagéo clinica que os diferencia sdo dores intensas nas articulacoes.
Apoés a fase inicial, a doenca pode evoluir em duas etapas subsequentes: fase

subaguda e cronica. Na maioria dos casos, 0S pacientes se recuperam, mas


https://viralzone.expasy.org/3?outline=all_by_species
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esporadicamente, o envolvimento articular pode persistir causando incapacidade e
afetando a qualidade de vida. Por vezes, durante o curso da infec¢do, complicacbes
neuroldgicas graves, bem como hepéticas, podem ocorrer. A viremia pode persistir
por até dez dias apds o surgimento das manifestacdes clinicas (Lo Presti et al.,
2016). A tabela 1 resume os principais sintomas clinicos apresentados por
individuos acometidos pelos ZIKV, DENV e CHIKV.

Tabela 1. Principais sintomas clinicos decorrentes das infeccbes causadas pelos
virus da Zika, Dengue e Chikungunya.

Sintomas Zika Dengue Chikungunya

Pode estar presente
Febre . P Presente (alta) Presente (alta)

(baixa)

. Pode estar presente Pode estar presente .

Artralgia P P Presente (intensa)

(leve) (moderada)

Presente a partir do Pode estar presente a Pode estar presente
Exantema . . . .

1°dia partir do 4° dia entre 2° e 5° dia
Prurido Leve a intensa Leve Leve

. Frequente: moderada
Edema articular  Frequente: leve Raro e
a intensa

Dor Média Leve Intensa
Nausea/Vomito Pode estar presente  Presente Pode estar presente

Fonte: Adaptado de Hajra et al., 2016; Hasan et al., 2016; Lo Presti et al., 2016.

2.4. TRANSMISSAO DAS ARBOVIROSES ZIKA, DENGUE E CHIKUNGUNYA

O DENV e o ZIKV sao transmitidos pelas fémeas do mosquito Aedes
aegypti no ciclo ser humano - Aedes aegypti - ser humano, que pica apenas durante
o dia. O CHIKV ¢ transmitido pela picada de fémeas dos mosquitos Aedes aegypti
e Aedes albopictus (Figura 5). Fatores ambientais favoraveis para esses vetores
podem desencadear o rapido surgimento das infec¢bes. As mudancas climéaticas e

a boa adaptacdo do mosquito ao meio ambiente das cidades podem facilitar a sua
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propagacao e, consequentemente, a propagacao do virus (Hajra; Bandyopadhyay;
Hajra, 2016; Hasan et al., 2016).

Figura 5. Fotografia dos vetores transmissores dos virus da Zika, Dengue e
Chikungunya. A. Aedes aegypti. B. Aedes albopictus.

X | B :
N v
< - i . / - >
; \
/
/ ~

Fonte: Center for Disease Control and Prevention. Disponivel em:
https://www.cdc.gov/chikungunya/transmission/index.html. Acessado em 15 de marco de 2019.

Casos de transmissao vertical podem ocorrer, quase que exclusivamente,
durante o periodo intraparto em gestantes virémicas e, muitas vezes, provoca
infeccdo neonatal grave (Brasil, 2017). Diferentemente das manifestagdes clinicas
observadas nas criancas e nos adultos, a infeccdo pelos CHIKV, DENV ou ZIKV
nos recém-nascidos parece ser bastante especifica e representa um grupo de alto

risco de manifestacdes atipicas e/ou graves (Charlier et al., 2017).

2.5. TRATAMENTO, PREVENCAO E CONTROLE

O tratamento para as infeccdes pelos ZIKV, DENV e CHIKV é basicamente
sintomatico, com analgésicos, ingestao de liquidos e repouso (Lo Presti et al., 2016).
Devido a isto, o papel da prevencao das doencas e controle do vetor é de extrema
importancia para evitar a disseminacdo das infeccdes. As medidas devem ser
focadas principalmente na prevencdo da picada do vetor, além da eliminacdo de
criadouros do mosquito por meio da aplicacdo de inseticidas (Halstead, 2015;
Petersen et al., 2016).

2.6. METODOS DIAGNOSTICOS

O diagnéstico definitivo para as infeccfes pelos ZIKV, DENV e CHIKV
somente € possivel com a associagcdo entre 0s sintomas clinicos e dados

laboratoriais, uma vez que os sintomas clinicos sdo semelhantes ao de outras
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infecgBes por arbovirus em areas endémicas. Atualmente, as técnicas mais comuns
utilizadas séo: os testes sorolégicos (método indireto) e os testes moleculares
(método direto). Dependendo da fase da doencga, € necessaria uma combinacao de
métodos (Figura 6) (Yacoub; Mongkolsapaya; Screaton, 2016).

As técnicas moleculares, cujo objetivo é a deteccdo da presenca do virus
por meio da amplificacdo do material genético (RNA), sdo capazes de identificar o
virus na fase aguda da doenca. Entre os métodos mais utilizados esta a Transcri¢cao
Reversa combinada a Reagdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) e a PCR em
tempo real (QRT-PCR).

Song e colaboradores (2018) identificaram um painel de biomarcadores
para deteccao altamente especifica que permite discriminar a infeccao por ZIKV da
infeccdo por DENV com grande precisdo. Os autores empregaram a proteina do
capsideo do ZIKV Africano (MR766) e outras cinco proteinas (NS1, NS2A, NS3,
NS4B e NS5) com 90% de especificidade e sensibilidade. A proteina NS1 do DENV,
por exemplo, é produzida durante o metabolismo do virus e, portanto, reflete a
atividade viral. A NS5 que é mais conhecida para ZIKV, representa regiées ndo
estruturais 5 do virus (Song et al., 2018).

Figura 6. Métodos laboratoriais diretos e indiretos para diagnéstico de infeccdes

pelos virus da Zika, Dengue e Chikungunya.

Métodos Diretos Métodos Indiretos

Nota: Oportunidade refere-se ao fato de que o teste de anticorpos €, geralmente, a opcdo de
diagndstico mais prética disponivel.

Fonte: Adaptado de Peeling RW, Artsob H, Pelegrino JL, Buchy P, et al. Evaluation of diagnostic
tests: dengue. Nature Rev Microbiol. 8(12 Suppl):S30-8 (2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peeling%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21548185
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Artsob%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21548185
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pelegrino%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21548185
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buchy%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21548185
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21548185
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Pabbaraju e colaboradores (2016) identificaram regibes do genoma
especificas para cada virus. Para o CHIKV, a regido NSP4 que codifica a RNA
polimerase foi descrita. E para o DENV tipo 1 a 4, a regido 3'UTR tendo muitos
nucleotideos altamente conservados, essenciais para a replicacao viral (Pabbaraju
et al., 2016).

Entre os testes indiretos, a detecgcéo de anticorpos pode ser feita por meio
de diferentes metodologias, tais como o0 teste imunoenzimatico e/ou a
imunofluorescéncia indireta. A diferenca entre os dois testes € que o de
imunofluorescéncia indireta contém o substrato de células infectadas que
expressam todos os epitopos dos virus, aumentando as chances de cruzamento
por proteinas comuns aos flavivirus (ZIKV e DENV), além de ter como funcédo
determinar previamente se o paciente esta infectado por alguma arbovirose atraves
do alto nivel de sensibilidade. Ja o teste imunoenzimatico utiliza proteinas
purificadas, por isso possui uma maior especificidade, além de determinar qual
arbovirose infectou o paciente (De Ory et al., 2018).

O teste de ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) se baseia nas
reacdes antigeno-anticorpo detectaveis através de reacdes enzimaticas. O teste de
imunofluorescéncia indireta (IFI) visa reconhecer anticorpos contra agentes
infecciosos presentes em amostras de soro de pacientes infectados por algum
arbovirus. Este € considerado o melhor teste para uma triagem inicial das amostras
em relacdo as infeccdes devido a sua alta sensibilidade, além de permitir a detecgéo
simultanea de anticorpos para DENV, CHIKV e ZIKV por meio de células infectadas
com os agentes (Donalisio; Freitas, 2015).

Nestes testes, 0s anticorpos contra o virus podem ser detectados a partir
do 4° dia para anticorpos da classe IgM e a partir do 12° dia para anticorpos da
classe IgG. As infec¢Bes agudas sao geralmente caracterizadas pela ocorréncia de
anticorpos IgM, com IgG aparecendo ao mesmo tempo ou pouco tempo depois. IgM
permanece detectavel durante varias semanas, enquanto que IgG persiste durante
toda a vida (Pustiglione, 2016) (Figura 7). No entanto, a sorologia para ZIKV em
populacdes com circulacao simultanea ou prévia de outros flavivirus, como DENV,

sdo passiveis de imprecisdo devido ao risco de reacdo cruzada com epitopos
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comuns, levando a resultados falsos positivos (Muller; Depelsenaire; Young, 2017).
Por esse motivo, resultados positivos devem ser analisados com cautela, podendo
representar exposicao prévia a outros flavivirus ou vacinacao no passado (Petersen
et al., 2016).

Os métodos de diagnostico permitem a utilizacdo de diversos tipos de
amostras bioldgicas. Geralmente, o RNA viral é o primeiro a ser detectado e pode
ser avaliado em amostras de sangue, urina, saliva, LCR ou sémen. Enquanto a
resposta imune se desenvolve, concentracdes de IgM aumentam no sangue periférico,
e o nivel de RNA viral geralmente decai. Semanas apés o virus desaparecer da corrente
sanguinea, ele ainda permanece nos ganglios linfaticos e no SNC. Essas informacdes
foram verificadas em macacos rhesus e descritas no estudo de Aid e colaboradores
(2017) (Aid et al., 2017). Os virus desaparecem do sangue apos 10 dias, mas se
mantém por até 42 dias no LCR, circulando por todo o cérebro e, até 72 dias nos
ganglios linfaticos. Mesmo que os anticorpos que reconhecam e desativem o ZIKV
possam aparecer dentro de alguns dias na corrente sanguinea, ndo sao detectados no
LCR. Habitualmente, quando comparados 0s niveis séricos de proteinas no soro e
no LCR de pacientes clinicamente normais, observa-se que o nivel proteico relativo
do soro costuma ser maior. Isto € creditado a presenca da barreira
hematoencefalica (BHE) e da baixa presenca de células da imunidade adaptativa
no SNC (Kilpatrick; Ransohoff; Wesselingh, 2010). Porém, uma vez que se
estabelece um processo imune no sistema nervoso, ocorre um aumento da
producédo de anticorpos in situ e, consequentemente, havera aumento de proteinas
detectadas na amostra liquérica. Sendo assim, a analise do LCR torna-se uma
ferramenta importante para o diagnostico diferencial da sindrome e para a exclusao

de outros fatores (Van Den Berg et al., 2014)
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Figura 7. llustracdo demonstrando o periodo que os anticorpos IgM e IgG sédo

detectaveis.

inicio dos
dia0 sintomas

Detecgdo direta - Sorologia

Fonte: Adaptado de Diagnostics - Zika, Dengue & Chikungunya Viruses. Disponivel em:
https://www.euroimmun.com/fileadmin/euroimmun/pdf/news/article/Hl 2668 L UK A.pdf.
Acessado em 12 de setembro de 2019.

2.7. COMPLICACOES NEUROIMUNOLOGICAS SECUNDARIAS A INFECCAO
POR ARBOVIRUS

2.7.1. Sistema Nervoso Periférico

O SNP é composto por todos os nervos que estao fora do SNC, ou seja,
cérebro e medula espinhal. Fazem parte do SNP 0s nervos cranianos e 0S nervos
gue saem da medula espinhal. Entre as doencas causadas pelos arbovirus e que
afetam o SNP, a SGB € a mais conhecida, mas ha também a CIDP, entre outras
(Brizzi; Lyons, 2014).

2.7.1.1. Sindrome de Guillain-Barré e suas variantes

A SGB é uma polineuropatia desmielinizante aguda, mediada por uma

resposta imunoldgica. E considerada a neuropatia paralitica aguda mais comum e


https://www.euroimmun.com/fileadmin/euroimmun/pdf/news/article/HI_2668_L_UK_A.pdf
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mais grave. Cerca de 100.000 pessoas desenvolvem a doenca a cada ano em todo
o mundo (Willison; Jacobs; Van Doorn, 2016).

A SGB é caracterizada por fraqueza bilateral e simétrica dos membros, com
reflexos diminuidos ou ausentes, que progride ao longo de um periodo de 12 horas
a 28 dias. Os sintomas atingem o pico em quatro semanas, seguidos de um periodo
de recuperacdo que pode durar meses ou anos, a medida que a resposta imune
decai e o nervo periférico passa por um processo de reparo enddégeno (Styczynski
et al.,, 2017). Embora os resultados clinicos sejam geralmente favoraveis,
aproximadamente 20% a 30% das pessoas desenvolvem insuficiéncia respiratéria
neuromuscular, que é a causa mais comum de morte na SGB. As taxas de
mortalidade relatadas variam de 3% a 7% na América do Norte e Europa e 13% em
partes da Asia (Styczynski et al., 2017).

O estudo eletrofisiologico através da eletroneuromiografia é de extrema
importancia na avaliagdo prognostica e na classificacdo do subtipo eletrografico de
cada paciente. O envolvimento encontrado pode ser do tipo desmielinizante ou
axonal, sendo este ultimo puramente motor ou sensitivo-motor. Esta classificacéo é
obtida através da analise de parametros como velocidade de conducéo, laténcia
distal, amplitude e laténcia de onda-F (Rajabally et al., 2017). Nos casos da
Polineuropatia Desmielinizante Inflamatéria Aguda (AIDP) sdo encontrados
achados compativeis com desmielinizacdo, incluindo: prolongamento dos
potenciais de acdo musculares compostos, prolongamento das laténcias motoras
distais, reducéo da velocidade de conducédo nervosa, prolongamento das laténcias
das ondas-F, dispersdo temporal e bloqueio da conducdo. Na Neuropatia Motora
Axonal Aguda (AMAN) e na Neuropatia Sensitivo Motora Axonal Aguda (AMSAN)
sdo encontradas caracteristicas tipicas de degeneracdo axonal, tais como: a
auséncia ou reducdo dos potenciais de acdo musculares compostos, sem
evidéncias de desmielinizacdo. Para diferenciar a AMAN da AMSAN, séo essenciais
os estudos sensitivos com achados de auséncia ou reducdo das amplitudes dos
potenciais sensitivos na AMSAN, mas ndo na AMAN. Nesta variante axonal motora
pura, os achados podem ser complexos, visto que alguns pacientes podem

apresentar um fenémeno conhecido como bloqueio reversivel da conducao, isto é,



32

uma falha transitoria da conducéo que rapidamente volta ao normal dentro de 2 a 5
semanas. Relativamente a sindrome de Miller Fisher, a Gnica alteracao presente em
75% dos pacientes € a auséncia dos reflexos-H (Melo et al., 2017).

Até o momento, ndo se sabe se as manifestacdes clinicas da SGB surgem
pelo dano direto aos gangliosideos ou se sdo estes apenas marcadores isolados.
Cerca de 50% dos pacientes que sdo avaliados para anti-gangliosideos apresentam
tais anticorpos. Sendo comumente encontrados nas formas axonais de SGB (anti-
GM1, anti-GM1b, anti-GD1a) e na variante Miller Fisher (anti-GQ1b) (Yuki, 2012). A
pesquisa de tais anticorpos ainda nédo tem papel bem estabelecido quanto ao valor

prognostico ou direcionamento terapéutico.

e Sindrome de Miller Fisher

A sindrome de Miller Fisher foi identificada pela primeira vez por James
Collier, em 1932, como uma triade clinica separada de oftalmoplegia, ataxia e
arreflexia. Mais tarde, a sindrome recebeu o nome de Charles Miller Fisher, que a
relatou, em 1956, como uma variante limitada da SGB (Bukhari; Taboada, 2017).

A sindrome de Miller Fisher geralmente comeca a manifestar os sintomas
ao longo de dias com o rapido desenvolvimento de trés sinais que constituem a
triade clinica: oftalmoplegia (fraqueza dos musculos dentro ou ao redor do olho),
ataxia (presenca de movimentos anormais e descoordenados) e arreflexia (perda
dos reflexos no exame fisico) sem qualquer fraqueza (Dimachkie; Barohn, 2013). O
pico da doenca ocorre em média em uma semana, e a melhora comeca,
geralmente, em duas semanas. A recuperacéo da ataxia e da oftalmoplegia ocorre,
em média, entre um e trés meses apods o inicio do tratamento, respectivamente
(Yuki; Hartung, 2012). Embora a sindrome de Miller Fisher represente 5 a 10% dos
casos de SGB nos paises ocidentais, € mais comum na Asia Oriental,
representando até 25% dos casos (Dimachkie; Barohn, 2013). Alguns casos de
sindrome de Miller Fisher podem progredir para a SGB classica. A sindrome de
Miller Fisher estéa fortemente associada a presenca de anticorpos anti-gangliosideos
(anti-GQ1b). Este marcador soroldgico estd presente em mais de 90% dos

pacientes afetados pela sindrome (Yepishin et al., 2016).
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e Neuropatia Motora Axonal Aguda

A Neuropatia Motora Axonal Aguda (AMAN - Acute Motor Axonal
Neuropathy) foi relatada em 1993, no norte da China. Desde ent&o, essa variante
também foi descrita em outros paises. Atualmente, a AMAN é menos comum nos
Estados Unidos e mais frequente na China, no Japdo e também no México. Ela
afeta principalmente criancas e adultos jovens e corresponde a uma forma motora
pura, sem envolvimento sensitivo (Dimachkie; Barohn, 2013).

Os pacientes com AMAN tém uma progressdo mais rapida da fraqueza
muscular do que as outras variantes, resultando em paralisia prolongada e
insuficiéncia respiratéria ao longo de alguns dias (Ito et al., 2011). Nesta variante,
0s pacientes apresentam fraqueza proximal e distal simétrica sem anormalidades
sensitivas. O curso clinico tende a ser menos grave do que nas outras formas (Ito
et al., 2011).

Embora o mecanismo patoldgico exato ndo seja totalmente compreendido,
a AMAN esta associada a presenca de anticorpos anti-gangliosideos
(principalmente anti-GM1/GD1a/GM1b). O diagnéstico da AMAN baseia-se na
diminuicdo dos potenciais de acdo muscular e na auséncia de achados

desmielinizantes com potenciais sensitivos normais (Yildirim et al., 2016).

e Neuropatia Sensitivo Motora Axonal Aguda

A Neuropatia Sensitivo Motora Axonal Aguda (AMSAN — Acute Motor and
Sensory Axonal Neuropathy) é uma variante axonal da SGB. Os pacientes
apresentam fraqueza muscular e déficits sensitivos. Geralmente, € uma forma grave
e a recuperacdo, na maioria das vezes, é incompleta. Afeta, preferencialmente,
adultos e é pouco comum. Embora o mecanismo patolégico exato seja pouco
compreendido, tanto a AMAN como a AMSAN estdo associadas a presenca de
anticorpos anti-gangliosideos (anti-GM1/GD1a/GM1b) (Ito et al., 2011).

e Polineuropatia Desmielinizante Inflamatoria Aguda

A Polineuropatia Desmielinizante Inflamatéria Aguda (AIDP — Acute

Inflammatory Demyelinating Polyneuropathy) é desmielinizante, sendo a forma
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clinica da SGB. A AIDP afeta mais adultos do que criangas e ha uma incidéncia
maior em homens (Dimachkie; Barohn, 2013).

O curso clinico da AIDP é dividido em trés fases. A primeira fase, que dura
algumas semanas, é caracterizada por fraqueza muscular rapidamente progressiva.
E simétrica e pode causar paralisia neuromuscular aguda. Também podem ocorrer
perturbacdes sensitivas (formigamento e dorméncia). Outros locais envolvidos
incluem os musculos respiratérios, que leva a insuficiéncia respiratéria aguda, com
20-30% dos doentes necessitando de ventilacdo mecéanica, os musculos da
degluticdo e os musculos dos olhos que causa oftalmoplegia. Durante a segunda
fase, os sintomas tornam-se estaveis, mas podem ocorrer outras manifestacées
como arritmias cardiacas, hiper/hipotensédo e alteracbes da motilidade gastrica.
Durante a terceira fase, de recuperacéao, com duracéo de alguns meses ou mais, 0S
sintomas regridem lentamente. Muitos doentes apresentam alteracGes residuais
gue podem ser fraqueza, disturbios sensitivos, cansaco ou dor, por muitos meses

Ou mesmo anos.

Tabela 2. Principais diferencas entre a Miller-Fisher, AMAN, AMSAN e AIDP.

Miller-Fisher AMAN AMSAN AIDP
Lesao nervosa Axonal/Desmielinizante  Axonal Axonal Desmielinizante
desencadeante
~ Triade:  oftalmoplegia, Fraqueza motora Fraqueza ~motora Fraqueza motora
Apresentacéao . .
clinica ataxia sensorial e ascendente sem ascendente com ascendente
arreflexia perda sensitiva perda sensitiva perda sensitiva

Criancas e adultos

Epidemiologia Adultos . Adultos Adultos
jovens
Prognéstico Recuperacéo entre 1 e 3 Recuperago répida Recupera(;ao R}eguperaqao
meses incompleta rapida
Frequentemente Frequentemente Nenhum anticorpo
. o . o . ainda claramente
Anticorpos Frequentemente positivo positivo para anti- positivo para anti- dentificado
para anti-GQ1b GM1, anti-GDla e GM1, anti-GDla e eventualme’nte anti-
anti-GM1b anti-GM1b

GM1

Fonte: Adaptado de Van Doorm et al., 2008; Ito, 2011; Yuki, 2012; Dimachkie & Barohm, 2013;
Yildirim et al., 2016; Melo et al., 2017; Bukhari et al., 2017.
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2.7.1.2. Polineuropatia Desmielinizante Inflamatoria Crénica

A Polineuropatia Desmielinizante Inflamatéria Crénica (CIDP — Chronic
Inflammatory Demyelinating Polyneuropathy) € um distarbio neuroldgico
imunomediado, causado por um processo inflamatério ou edema dos nervos, que
leva a destruicdo da mielina, gerando dano axonal. E a neuropatia crénica mais
comum em todo o mundo, com prevaléncia variando de 1 a 9 casos por 100.000
habitantes (Mathey et al., 2015).

A causa da CIDP é desconhecida, embora tenham sido demonstradas
anormalidades na imunidade celular e humoral. Até recentemente, nenhuma forma
de CIDP foi associada a um antigeno/anticorpo especifico e ndo existe um
biomarcador para auxiliar no diagnostico, ou para classificar os pacientes em
subgrupos (Rajabally et al., 2017).

Clinicamente, a CIDP foi classificada em casos tipicos e atipicos. Em sua
forma tipica, a CIDP produz fraqueza muscular proximal e distal simétrica em
todos os quatro membros, perda sensitiva de fibras grandes e reflexos reduzidos
ou ausentes. A CIDP é geralmente progressiva por pelo menos 8 semanas,
embora possa ocorrer um padrao recidivante-remitente com longos periodos de
remissdo. A CIDP atipica pode ser tdo comum quanto as formas tipicas, incluindo
formas sensitivas puras motoras e puramente assimétricas focais e multifocais
assimeétricas e distais (Lewis, 2017).

O curso progressivo da CIDP a distingue da SGB, pois 0s sintomas da
SGB aparecem rapidamente (maximo em 4 semanas) e logo atingem o status de
emergéncia. Os efeitos duradouros do dano podem levar meses ou anos para se
ajustar, mas os sintomas ndo pioram. Pessoas com CIDP frequentemente
desenvolvem sintomas que evoluem lentamente levando cerca de 8 semanas.
Portanto, o que distingue as duas neuropatologias é o tempo de progressdo da

piora clinica (Dyck; Tracy, 2018).

2.7.1.3. Presenca de anticorpos IgM e IgG anti-gangliosideos

Os gangliosideos séo glicolipideos amplamente distribuidos pelos tecidos

do corpo, encontrados, principalmente, aderidos a superficie externa da membrana
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plasmatica de células do sistema nervoso (Figura 8). Eles sédo particularmente
abundantes no cérebro, onde constituem 10% a 12% do total da massa lipidica da
membrana neuronal (Palmano et al., 2015; Yuki, 2012). Atuam, portanto, como
receptores para a sinalizacao entre células e o meio extracelular, além de mediar
fungcbes como reconhecimento de célula-célula (Groux-Degroote; Guérardel,
Delannoy, 2017).

No cérebro h4 mais de 12 tipos diferentes de gangliosideos, embora 0s
monossialogangliosideos (GM1), dissialogangliosideos (GDla, GD1b) e os
trissialogangliosideos (GT1b) correspondam a mais de 90% do total. Eles estéo
predominantemente localizados nos compartimentos neuronais/axonais (Allende;
Proia, 2002; Massaad et al., 2015).

Os anticorpos anti-gangliosideos sao autoanticorpos que reagem a
gangliosideos e que s&o encontrados em algumas neuropatias autoimunes,
particularmente em AMAN, AMSAN e Miller Fisher. N&o se sabe ao certo como o
ataque aos gangliosideos atua no dano a mielina e eventualmente ao axénio do
SNP (Gong et al., 2002). A especificidade dos anticorpos anti-gangliosideos esta
associada com os subtipos dentro do espectro da sindrome. Os anticorpos para 0s
gangliosideos GM1/GD1a/GM1b estdo associados as variantes axonais motoras da
sindrome, enquanto que anticorpos para os gangliosideos GQ1b estédo fortemente
associados com a sindrome de Miller Fisher. A explicacdo para esta associacao é
gue a composicao gangliosidica varia entre os nervos periféricos, e 0s anticorpos
ligam-se apenas ao subgrupo de nervos com os gangliosideos alvo (Delmont;
Willison, 2015; Dimachkie; Barohn, 2013).
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Figura 8. Diagrama esqueméatico dos gangliosideos aderidos a superficie da

membrana plasmaética.

Gangliosideos

£A

Fluido extracelular

I

Fonte: Adaptado de Luessen D J, Chen R. Psychostimulants, Brain Membrane Lipids and Dopamine
Transmission. J Biomol Res Ther. 5(2):2 (2016).

2.7.2. Sistema Nervoso Central

Doencas inflamatorias do SNC sao caracterizadas por ativagao do sistema
imune, provocando lesdes no cérebro e na medula espinhal. A desmielinizacao
ocorre com a presenca de inflamacéo que pode ser secundaria a outra causa, uma
vacina ou uma infeccao, ou primariamente autoimune. As lesdes podem dificultar a
conducdo de sinais nervosos, causando prejuizos na sensacdo, movimento,
cognicao e outras funcbes dependendo do local envolvido. Estas doencas sao
também conhecidas como doencas desmielinizantes do SNC. A doenca mais
comum deste grupo é a esclerose multipla (EM), mas também o NMOSD e a ADEM

sdo doencas que tém recebido grande atencéo por sua gravidade (Sato et al., 2014).

2.7.2.1. Encefalomielite Disseminada Aguda

A ADEM é uma doenca inflamatéria desmielinizante que acomete
principalmente criancas e, menos frequentemente, adultos jovens. Na maioria dos
casos, infeccbes virais, bacterianas ou imunizacdes antecedem o inicio dos
sintomas. O mecanismo patofisiolégico permanece desconhecido, sendo um
possivel fator a resposta autoimune a mielina, desencadeada por infeccdo ou
imunizacao (Guimarées; Garrett, 2016).

A ADEM possui um curso clinico de inicio agudo com confuséo, cefaleia,

febre e alteracdo do nivel de consciéncia, muitas vezes associado a crises
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convulsivas e sinais neuroldgicos focais (ataxia, paraplegia, anormalidade dos
nervos cranianos). Em alguns pacientes, as manifestacbes mentais se apresentam
como alteragbes de comportamento, ndo havendo relagéo entre o quadro mental e
as lesdes observadas na substancia branca. Sintomas neuroldgicos multifocais, tais
como neurite 6ptica, defeitos do campo visual, déficit motor e sensitivo, ataxia,
movimentos anormais, sinais de meningoencefalite aguda com hemi, para, ou
tetraparesia e paralisia de nervos craniais podem dominar o quadro (Matas et al.,
2013).

O critério diagnéstico é baseado nas manifestacdes clinicas, no entanto,
devido a semelhanca das manifestacbes com a EM, nem sempre € possivel
diferencid-las num primeiro momento. O prognoéstico associado a ADEM é
determinado pela presenca de sequelas apos a fase aguda, sendo a cognitiva, a
mais comum. Assim, um tratamento precoce da doenca pode reduzir as chances de
invalidez permanente. Nao ha tratamento padronizado para ADEM e, por ter uma
tendéncia a ser uma doenga monofasica, o tratamento se concentra na fase aguda.
A maioria dos pacientes sdo submetidos a pulsoterapia e/ou plasmaférese (Pohl et
al., 2016).

2.7.2.2. Disturbio do Espectro da Neuromielite Optica

O NMOSD ¢é uma doenca inflamatéria, autoimune e desmielinizante grave
do SNC caracterizada por ataques de neurite 6ptica (nervos oOpticos) e mielite
transversa (medula espinhal) (Abboud et al., 2016). A doenca pode seguir dois
cursos: monofasico e de surto e remissdo. A maioria dos casos (70%) segue 0 Curso
de surto e remissdao com forte predominancia do sexo feminino e a idade de inicio
da doenca gira em torno da terceira e quarta década de vida. No curso monofasico,
0 paciente apresenta somente um surto e entra em recuperacgdo, 0 que na maioria
dos casos é parcial (Zamvil; Slavin, 2015).

As manifestacdes clinicas no NMOSD sdo episédios de neurite Optica
unilaterais ou bilaterais. Os ataques de mielites, muitas vezes, causam alteracdes
sensitivas, motoras e esfincterianas graves por afetarem grande area transversal da

medula espinhal. Além disso, pacientes com NMOSD possuem frequentemente
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lesdes no tronco encefalico que se caracteriza por ndusea, vémitos e solucos que
permanecem por mais de 48 horas (Zalewski et al., 2017).

Um grande avanco para o diagnostico do NMOSD foi a descoberta, em
2004, de autoanticorpos reativos a um canal de agua altamente expresso nos
astrocitos, denominado aquaporina-4 (AQP4) (Braz; Guimaraes, 2016; Wang et al.,
2017). Desde a identificagao dos anticorpos anti-AQP4 e sua forte associagdo com
0 NMOSD, o interesse cresceu visando o desenvolvimento de novos biomarcadores
laboratoriais que poderiam ser usados no diagnoéstico diferencial das diversas
condicdes desmielinizantes do SNC. O diagnéstico diferencial consiste em separar
os pacientes com NMOSD daqueles com EM, uma vez que o tratamento para EM
parece nao controlar o NMOSD, e alguns pacientes podem apresentar aumento do
numero de ataques apos a introducédo de medicamentos para reduzir surtos de EM,
agravando seu quadro clinico (Guo et al., 2017).

O ultimo consenso internacional sobre critérios diagnoésticos para NMOSD,
publicado em 2015, definiu seis critérios basicos, além do status sorologico positivo
para o anticorpo anti-AQP4 (Tabela 3). Estes critérios incluem a apresentacao de
(1) neurite o6ptica, (2) mielite aguda, (3) sindrome da area postrema (vomito e
soluco), (4) sindrome do tronco encefalico agudo, (5) narcolepsia sintomatica ou
sindrome clinica diencefalica aguda e (6) sindrome cerebral sintomatica com lesbes
cerebrais tipicas de NMOSD (Baghbanian et al., 2018).

Para diagnosticar NMOSD com anticorpos anti-AQP4 positivo € necessario
somente uma caracteristica clinica central. Para diagnosticar casos de NMOSD com
anticorpos anti-AQP4 negativo € necessario ter duas caracteristicas clinicas
centrais, e obrigatoriamente duas destas caracteristicas deve ser neurite optica,
mielite transversa ou sindrome da area postrema. Além disso, requisitos adicionais
de imagem para qualquer um dos dois critérios principais sdo obrigatérios
(Wingerchuk et al., 2015).

2.7.2.3. Anticorpos anti-aquaporina-4

As aquaporinas (AQPs) sdo uma familia de proteinas de canal de agua

altamente seletivas, com ampla distribuicdo em diferentes espécies, sendo
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encontradas em todas as formas de vida. Esses canais promovem o transporte
rapido de agua, permitindo a manutencdo de processos biologicos (Badaut et al.,
2002; Hsu; Tran; Linninger, 2015). Até entdo, treze tipos diferentes de AQPs foram
identificados em mamiferos (Yukutake; Yasui, 2010).

A AQP4 é o principal canal regulador da homeostase hidrica no SNC. E um
canal transmembrénico encontrado nos pés de astrdcitos (Figura 9), nos vasos
sanguineos da BHE e nos ax6nios. A AQP4 é formada por 4 subunidades, sendo
duas M1 e duas M23. As sequéncias de aminoacidos das duas subunidades séo
equivalentes, porém, a subunidade M1 possui 23 aminoacidos a mais que a
subunidade M23 (Pisani et al., 2015).

Tabela 3. Critérios de diagndsticos de NMOSD estabelecidos pelo consenso
internacional no ano de 2015.

Critérios diagnosticos para NMOSD com anticorpo anti-AQP4 positivo

1) Pelo menos uma caracteristica clinica central,

2) Teste positivo para anticorpos anti-AQP4 utilizando o melhor método de deteccdo
disponivel (ensaio baseado em células);

3) Exclusdo de diagndsticos alternativos.

Critérios diagndsticos para NMOSD com anticorpos anti-AQP4 negativo ou com
status desconhecido de anticorpos anti-AQP4
1) Pelo menos duas caracteristicas clinicas principais ocorrem como resultado de um ou
mais ataques clinicos e atendem a todos 0s seguintes requisitos:
a) Pelo menos uma caracteristica clinica central deve ser neurite éptica, mielite aguda
ou sindrome da area postrema;
b) Disseminagédo no espaco (duas ou mais caracteristicas clinicas centrais diferentes);
¢) Cumprimento de requisitos adicionais de ressonéncia magnética, conforme
aplicavel.
2) Testes negativos para anticorpos anti-AQP4 utilizando o melhor método de deteccéo
disponivel (ensaio baseado em células);

3) Excluséo de diagnésticos alternativos.

Fonte: Wingerchuk D M, Banwell B, Bennett J L, et al. International consensus diagnostic criteria for
neuromyelitis optica spectrum disorders. Neurology. 85(2):177-89 (2015).
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O anticorpo anti-AQP4 foi originalmente chamado NMO-IgG. Este anticorpo
€ encontrado em pacientes com NMOSD ou em alto risco para a doencga. Quando
o anti-AQP4 foi identificado, revolucionou-se a compreenséo dessa doenga (Lennon
et al.,, 2005). A presenca do anticorpo sugere que 0 paciente tenha a doenca,
permitindo o diagnéstico precoce dos casos durante o primeiro ataque (Sato et al.,
2013).

Cerca de 90% dos pacientes com NMOSD sé&o positivos para anticorpos
anti-AQP4 (Sato et al., 2014; Melamed et al., 2015). No entanto, em torno de 10%
dos pacientes com NMOSD néo apresentam anticorpos anti-AQP4. Neste caso, foi
identificado outro anticorpo conhecido como anti-MOG, anticorpo reativo contra a
glicoproteina da mielina dos oligodendrdcitos (MOG). Esse anticorpo foi encontrado
em alguns pacientes com diagnostico de ADEM, neurite Optica bilateral e neuropatia
oOptica inflamatoria recidivante crénica (Cobo-Calvo et al., 2017).

Figura 9. Diagrama esquematico da localizacdo da AQP4 nos prolongamentos

astrocitarios.

AQI:4 g Célula endotelial
Y
»”

L\
Porcéo final dos astrocitos ¥
= =
AQP4 % ¥AOP4
“ Y
eyl
AQP4

Fonte: Adaptado de Mader S, Brimber L. Aquaporin-4 Water Channel in the Brain and Its Implication
for Health and Disease. Cells. 8(2), 90 (2019).

2.7.2.4. Anticorpos contra a Glicoproteina da Mielina dos Oligodendrdcitos

A MOG é um membro da superfamilia de imunoglobulinas. E composta por
245 aminoacidos e é expressa exclusivamente no SNC, na superficie mais externa

da bainha de mielina e na membrana plasmatica dos oligodendrdcitos (Figura 10)
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(Peschl et al., 2017). A MOG é expressa em paralelo com a mieliniza¢ao, tornando-
a um potencial marcador de maturagdo dos oligodendrdcitos (Reindl et al., 2013). A
funcdo da MOG ndo é totalmente compreendida ainda, mas existem algumas
evidéncias de que ela é uma molécula de adeséo celular, reguladora da estabilidade
de microtubulos e um mediador das interacdes entre o sistema imune e a mielina.
Embora esta proteina seja um componente minoritario da mielina (0,05%), sua
conformacdo na superficie da mielina e oligodendrécitos e suas caracteristicas
especiais, tornam-na um alvo para a ligacdo de anticorpos e respostas imunes
mediadas por células em doencas desmielinizantes inflamatérias (Peschl et al.,
2017).

Figura 10. Diagrama esquematico mostrando a localizagdo de MOG no neurdnio.
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Fonte: Adaptado de Horellou P, Wang M, Keo V, Chrétien P, Serguera C, Waters P, Deiva K.
Increased interleukin-6 correlates with myelin oligodendrocyte glycoprotein antibodies in pediatric
monophasic demyelinating diseases and multiple sclerosis. Journal of Neuroimmunology. 289, 1-7
(2015).

Kitley e colaboradores, em 2012, descreveram pela primeira vez quatro
pacientes com fendtipos de NMOSD, mas sem anticorpos anti-AQP4. Esses
pacientes foram apresentados com anticorpos anti-MOG (Kitley et al., 2012). Sato
e colaboradores, em 2014, conduziram uma pesquisa com mdultiplos pacientes e
demonstraram que pacientes com NMOSD e anticorpos anti-MOG apresentavam
caracteristicas clinicas distintas e melhor recuperacdo do que aqueles com
anticorpos anti-AQP4 ou soronegativos para ambos os anticorpos (Sato et al.,

2014). Foi visto que pacientes com positividade para anticorpos anti-MOG seguiram
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uma tendéncia de desenvolver somente um ataque ou menor frequéncia de ataques
de neurite optica e mielite extensa (Hamid et al., 2017; Sato et al., 2014). A maioria
dos pacientes apresenta anticorpos anti-AQP4 positivos, mas cerca de 10% deles
tém anticorpos anti-AQP4 negativos e anticorpos anti-MOG positivos (Hyun et al.,
2017).

A funcdo patogénica do MOG estd bem estabelecida em modelos
experimentais de encefalomielite experimental autoimune (EAE) nos quais foi
possivel demonstrar que anticorpos monoclonais contra MOG induzem
desmielinizacdo in vivo. O objetivo mais comum é desencadear a resposta
inflamatdria em animais suscetiveis com autoantigenos (Ramanathan; Dale; Brilot,

2016).
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3. JUSTIFICATIVA

O Brasil enfrentou nos ultimos anos uma epidemia de infec¢des causadas
pelos DENV, CHIKV e ZIKV. Essas doencas possuem manifestacfes clinicas
semelhantes, no entanto, podem ser muitas vezes assintomaticas. Além das
manifestacdes clinicas, as infec¢des virais podem acarretar reagdes imunologicas
secundéarias, gerando complicacdes neuroldgicas diretas ou indiretas com grande
risco de sequelas permanentes. A sequela neuroldgica mais grave e conhecida da
infeccdo pelo ZIKV é a microcefalia, porém alguns pacientes podem apresentar
guadros desmielinizantes do SNC ou do SNP.

Esse estudo visa verificar se ha uma relacéo entre a infecgéo viral e o risco
de desenvolvimento de complicacdes neurologicas como mielite transversa, ADEM,
NMOSD, SGB e CIDP, e comparar o desenvolvimento de tais complicacdes entre
os arbovirus, além de investigar a positividade para autoanticorpos contra antigenos
do sistema nervoso que podem estar presentes em algumas destas doencas
desmielinizantes. Como ainda n&o foi desenvolvido nenhum método de prevencao
eficaz, e as vacinas ainda estdo em fases de teste, 0s numeros de casos de co-
infeccbes tendem a aumentar e, € de extrema importancia entender a fisiopatogenia
das complicacdes neuroldgicas pos-infeccdes, para identificar populacdes de risco
e tentar prevenir mais casos com acometimento do sistema nervoso.

Com o grande numero de casos de infeccéo pelo ZIKV como também pelos
DENV e CHIKV, o aumento do numero de complicacdes neurologicas exigiu e
continuara exigindo uma resposta imediata do sistema de saude publica. Além de
gue ndo ha nenhum estudo realizado com a populagcédo brasileira feito de forma
abrangente, ou seja, amostras de diversas regides endémicas, que verifique se ha
associacao entre o desenvolvimento de quadros desmielinizantes e infeccao pelos
ZIKV, DENV e CHIKV.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Investigar as complica¢cdes neuroimunolégicas secundarias a infeccao por

arbovirus (Zika, Dengue e Chikungunya) no soro de pacientes infectados.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar o agente infeccioso, ZIKV, DENV e/ou CHIKV em soro de paciente

infectados através do método de imunofluorescéncia em mosaico e ELISA;

Determinar a classe de anticorpos predominante (IgG e/ou IgM) em soro de
pacientes infectados, através do método de imunofluorescéncia em mosaico
e ELISA;

Investigar a presenca de autoanticorpos contra AQP4, MOG e gangliosideos
(GM1, GM2, GM3, GDla, GD1b, GT1b, GQ1b) no soro de pacientes

infectados;

Descrever os sintomas clinicos, neurolégicos e as sindromes neurologicas

presentes em pacientes infectados pelos ZIKV, DENV e/ou CHIKV;

Avaliar a presenca de reacéo cruzada entre os testes soroldgicos de ZIKV e

DENV em soro de pacientes infectados.
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5. METODOLOGIA

5.1. ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa, por ndo envolver a coleta de sangue diretamente de
pacientes, foi apreciada somente pela Comissdo Cientifica da Faculdade de
Medicina da PUCRS (Anexo 1), isto €, ndo se enquadra na Resolucédo N°466/12. O
presente estudo seguiu a Resolugdes e Normas Regulamentadoras pertinentes aos
estudos envolvendo material biol6égico (NR 15, NR 32 e leis de biosseguranga). Os
experimentos foram realizados no Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do
Instituto do Cérebro do Rio Grande do Sul da Pontificia Universidade Catdlica do
Rio Grande do Sul.

5.2. DELINEAMENTO DO ESTUDO

O estudo foi observacional, transversal, ndo intervencionista para analise
de aspectos clinicos e neuroimunolégicos de pacientes infectados pelos ZIKV,

DENV e CHIKV. A figura 11 apresenta um fluxograma dos experimentos realizados.

Figura 11. Fluxograma dos experimentos do estudo.
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5.3. AMOSTRAS DE SORO

Um total de 98 amostras de soro foram obtidas de pacientes que
apresentaram sintomas clinicos altamente sugestivos de infeccdo por ZIKV, DENV
ou CHIKV, com complicacdes neuroldgicas associadas as infec¢des e atendidos em
unidades de saude das regifes Sudeste e Nordeste do Brasil (Fortaleza/CE,
Recife/PE, Sobral/CE e Rio de Janeiro/RJ). As coletas foram realizadas no periodo
compreendido entre 2015 a 2018. ApGs a coleta das amostras nos seus respectivos
centros, o material foi enviado ao Laboratorio de Biologia Celular e Molecular onde
foi armazenado em freezer -80°C.

Os dados clinicos, que compreendem os sintomas virais e neurolégicos,
foram coletados nos centros de saude por equipes treinadas e chefiadas por
médicos neurologistas e infectologistas. O diagnostico neurolégico também foi
determinado por médicos referéncia na area. Esses dados nos foram enviados e
apos, foi criado um banco de dados eletrénico, no qual foi mantido o anonimato de

cada paciente (Figura 12).

5.4. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Inclusdo: foram avaliadas todas as amostras de pacientes que
desenvolveram algum sintoma neurolégico depois dos sintomas clinicos sugestivos
de infeccao por arbovirus durando mais de 24 horas.

Excluséo: foram excluidas todas as amostras de pacientes que possuiam
sintomas neuroldgicos antes do inicio dos sintomas clinicamente sugestivos de

infeccéo por arbovirus.



Figura 12. Fluxograma da coleta de sangue e envio das amostras de soro.
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Fonte: O autor.
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5.5. TESTES DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA DETECCAO DE
ANTICORPOS IgM E IgG CONTRA ARBOVIRUS

Foram utilizados kits de imunofluorescéncia indireta (IFl) fornecidos pela
empresa EUROIMMUN AG (Lubeck, Alemanha) para a detec¢éo de anticorpos IgM
e 1gG especificos para ZIKV, DENV e CHIKV, em amostras de soro de pacientes
infectados.

Para a identificacdo dos arbovirus, foi utilizado um biochip (Iamina de vidro)
revestido com substrato do ZIKV, em paralelo com o substrato do CHIKV e, dos
sorotipos 1 a 4 do DENV. De forma breve, os soros dos pacientes foram diluidos
em tampao de amostra (1:10) e 30 pl de soro foi adicionado a cada poc¢o do biochip,
seguida de uma incubacdo de 30 min a temperatura ambiente (Figura 13). Apos
esse periodo, o biochip foi lavado com PBS Tween e adicionado 25 ul do anticorpo
marcado com fluorescéncia (fluorescein-labelled anti-human 1gG). Protegido da luz,
o biochip ficou incubando por 30 min a temperatura ambiente. Por fim, os resultados
positivos e negativos foram avaliados em microscépio confocal (Zeiss LSM-5
Exciter) através da intensidade da marcacéo da fluorescéncia que € proporcional a

guantidade de anticorpos presentes na amostra do paciente.

Figura 13. Biochip para identificacdo dos arbovirus revestido com substratos do

virus da Zika, Dengue e Chikungunya.
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Fonte: Adaptado de Ohst C, Saschenbrecker S, Stiba K, et al. Reliable serological testing for the
diagnosis of emerging infectious diseases. Advances in Experimental Medicine and Biology.
1062(1):19-43 (2018).
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5.6. TESTE IMUNOENZIMATICO PARA DETECCAO DE ANTICORPOS IgM E IgG
CONTRA ARBOVIRUS

Foram utilizados kits de ELISA fornecidos pela empresa EUROIMMUN AG
(Lubeck, Alemanha) para a deteccdo de anticorpos IgM e IgG especificos para
ZIKV, DENV e CHIKV. Os valores de sensibilidade dos kits ficaram entre 95,4% a
100% e os valores de especificidade entre 98% a 100%.

Para a determinacdo da classe de anticorpos, isto €, IgM ou IgG, foram
utilizadas placas de ELISA revestidas com antigeno NS1 especifico do DENV,
antigeno especifico do ZIKV e antigeno recombinante do CHIKV. Os soros dos
pacientes foram diluidos em tampdo de amostra (1:100) e a cada poco foram
adicionados 100 ul dessa solucéo, seguido de incubacéo a 37°C por 60 min (ZIKV
e CHIKV) ou a temperatura ambiente por 30 min (DENV). ApoOs esse periodo, a
placa foi lavada com PBS Tween e adicionado 100 pl do anticorpo conjugado (anti-
human IgG-HRP). A placa foi incubada a temperatura ambiente por 30 min protegida
da luz. Por fim, 100 ul do substrato foi adicionado seguido de incubacdo a
temperatura ambiente por 15 min. Os resultados foram avaliados pelo equipamento
de leitura de placas de ELISA Robonik - Readwell Plate (Navi Mumbai, India) (Figura
14).

Para a deteccéo de anticorpos da classe IgM os passos foram semelhantes
aos procedimentos descritos acima, com excecdo do preparo da amostra. Antes da
amostra ser testada, os anticorpos especificos da classe IgG foram removidos por
centrifugacédo. Este procedimento foi realizado para evitar que qualquer fator
reumatéide da classe IgM reagisse com ligacdo IgG especifica, o que levaria a
resultados falsos positivos de IgM. Portanto, foi adicionado a amostra um tampao
contendo uma preparacao de anticorpos anti-lgG humano onde todas as subclasses
de IgG foram ligadas e precipitadas através de centrifugacdo. Os calibradores,
controles positivos e negativos fornecidos pelo fabricante foram utilizados e a

densidade o6ptica (DO) foi determinada com um comprimento de onda de 450 nm.
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Figura 14. Diagrama esquematico das etapas do método ELISA indireto.
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Fonte: Adaptado de Nicésio, R G. Teste de ELISA. Disponivel em:
https://www.biomedicinabrasil.com/2011/07/teste-de-elisa.html

5.7. TESTE PARA DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-GANGLIOSIDEOS

Os anticorpos IgM e IgG contra os gangliosideos GM1, GM2, GM3, GD1a,
GD1b, GT1lb e GQ1lb foram avaliados com o uso dos kits de immunoblotting
fornecidos pela empresa EUROIMMUN AG (Lubeck, Alemanha). Ao usar uma
combinacéo de diferentes antigenos altamente purificados em uma Unica tira, 0s
diversos autoanticorpos contra gangliosideos podem ser investigados
simultaneamente (Figura 15).

Na primeira etapa de reacao, tiras de immunoblot foram incubadas por 120
min a temperatura ambiente num agitador orbital com amostras diluidas (1:51) de
soro de pacientes. Para detectar anticorpos especificos ligados aos antigenos
correspondentes, uma segunda incubacao foi realizada com uso de um conjugado
enzimatico (alkaline phosphatase-labelled anti-human IgG). A incubacgéo por 60 min
a temperatura ambiente foi realizada em um agitador orbital. Apds esse periodo, foi
adicionada a solucéo de substrato, seguida por 10 min de incubacédo a temperatura

ambiente sob agitacdo. Apds esse periodo, a solucdo foi aspirada e as tiras de


https://www.biomedicinabrasil.com/2011/07/teste-de-elisa.html
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immunoblot foram posicionadas no protocolo de avaliacdo (Software

EUROLineScan) fornecido pelo fabricante.

Figura 15. llustracdo do perfil de gangliosideos analisados neste estudo. A.
Autoanticorpos contra os tipos especificos de gangliosideos. B. Diagrama

esquematico da posicao dos anticorpos especificos na tira de immunoblot.

A Nome Tipo de gangliosideo Origem

GM1 Monosialogangliosideo GM1 Cérebro bovino
GM2 Monosialogangliosideo GM2 Cérebro bovino
GM3 Monosialogangliosideo GM3 Entrocitos caninos
GD1a Disialogangliosideo GD1a Cérebro bovino
GD1b Disialogangliosideo GD1b Cérebro bovino
GT1b Trisialogangliosideo GT1b Cérebro bovino
GQ1b Tetrasialogangliosideo GQ1b Cérebro bovino

B GM2 GDla GTl1b Controle

I

GM1 GM3 GD1b GQ1b

5.8. TESTE PARA DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-AQP4 E ANTI-MOG

Os anticorpos anti-AQP4 e anti-MOG foram testados utilizando o ensaio
baseado em células vivas transfectadas (CBA - live cell-based assay) conforme
descrito por Sato e colaboradores (2014). Culturas da linhagem celular humana
HEK-293 (Human Embryonic Kidney) foram transfectadas com plasmideos
(PIRES2-DsRED2 5,3 kb) contendo o cDNA da isoforma AQP4-M23 ou MOG. Para
tal, 20 pl do agente de transfeccdo FUGENE (Promega, Madison, Wisconsin, EUA),
225 pl de Opti-MEM (Gibco, Life Technologies, EUA) e 5 ul de cDNA de AQP4-M23
ou MOG, e incubou-se por 15 min a 37°C. ApGs a transfeccéo, estas células foram
incubadas a 37°C por 24 horas em laminas de teflon (Matsunami Glass, Osaka,
Japan) com 12 pocos em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de
estreptomicina e 100 pg/mL de gentamicina. Apds esse periodo, as células
transfectadas foram expostas ao soro de pacientes (diluicdo 1:16 AQP4 e diluicao

1:128 MOG) e incubadas por 30 min a temperatura ambiente. As células foram
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lavadas com solucéo de PBS, seguido da exposi¢do a um anticorpo secundario anti-
IgG humano marcado com fluorescéncia (Alexa-Fluor ou Dy-488, Thermo-Scientific,
Life Technologies, EUA) diluido 1:500 em meio de cultura por 30 min. Por fim, as
células foram lavadas novamente e fixadas com alcool absoluto por 15 min. Os
resultados positivos e negativos foram avaliados no microscopio confocal (Zeiss
LSM-5 Exciter) (Figura 16).

Figura 16. Fotografia e ilustracdo da técnica baseada em células HEK-293 vivas
transfectadas. A. Lamina de teflon onde sdo colocadas as células HEK-293
transfectadas (AQP4 e MOG). B. Imagem ilustrativa da organizacdo dos controles
e das amostras na lamina, onde A sdo as amostras.
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Fonte: O autor. Controle +M23
Controle +MOG

5.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados no software SPSS v. 24 para Windows. O valor
de p=<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. As variaveis categoricas
foram descritas por meio de sua frequéncia absoluta e relativa. As variaveis
continuas foram analisadas quanto a sua parametricidade utilizando o teste de
Kolmogorov Smirnov. Quando paramétricas, foram descritas através de sua média
e desvio padrdo. Quando ndo-paramétricas, foram descritas através de suas
medianas e intervalos interquartis. Quando cabivel, as variaveis foram plotadas em

graficos de barra (categéricas) ou box-plots (continuas).
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6. RESULTADOS

6.1. PARTICIPANTES DO ESTUDO

De 2015 a 2018, 98 pacientes foram avaliados em quatro centros de
referéncia das regides Nordeste e Sudeste do Brasil. A média de idade dos
pacientes que apresentaram sintomas clinicos sugestivos de infeccdo por arbovirus
e complicagdes neurolégicas foi de 48,11 + 19,54 anos (Figura 17). A amostra foi

composta pela proporcéao praticamente igual de homens (51%) e mulheres (49%).

Figura 17. Distribuicdo dos pacientes com complica¢des neurolégicas pés-infeccéo

viral por grupos de idade.
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Todos os pacientes eram habitantes de areas endémicas e as respectivas
amostras foram oriundas de centros de referéncia em neurologia e tratamento para

infec¢Bes virais, incluindo Sobral, Rio de Janeiro, Recife e Fortaleza (Figura 18).
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Figura 18. Distribuicdo dos pacientes com complica¢des neurolégicas pos-infeccéo

viral por cidade onde estéo localizados os centros de referéncia.
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Dos 98 pacientes, 84 (85,7%) apresentaram sintomas caracteristicos de
infeccéo viral e 14 (14,3%) eram assintomaticos. Os 98 pacientes apresentaram
sintomas neurologicos, sendo 53 com diagnoéstico do SNP e 45 com diagndstico do
SNC (Figura 19).
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Figura 19. Frequéncia do diagndstico neuroldgico do Sistema Nervoso Periférico e
Sistema Nervoso Central.
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6.2. PERFIL IMUNOLOGICO, VIROLOGICO E AUTOANTICORPOS DAS
AMOSTRAS DO ESTUDO

6.2.1. Perfil imunolégico dos participantes do estudo

Apos a avaliacdo imunoldgica dos 98 pacientes participantes do estudo, as
amostras de soro foram testadas para ZIKV, DENV e CHIKV tanto para os
anticorpos IgM quanto IgG. Para isto, foram utilizados dois métodos distintos, sendo
o primeiro a IFl, e o segundo, ELISA. As duas técnicas tém sensibilidade e
especificidade diferentes, mas dentro de um algoritmo de analise, elas podem ser
utilizadas em conjunto conforme preconizado pela OMS (World Health Organization,
2016). Portanto, utilizando a combinacdo dos resultados dos dois métodos e
levando em consideracdo que a grande maioria dos pacientes eram sintomaticos,
viviam em regifes endémicas e estavam em periodo epidemioldgico favoravel a
infeccdo, foi possivel separa-los por grupos virais, ou seja, pelo agente infeccioso
(Tabela 4).
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Tabela 4. Estratificacdo dos grupos virais.

Grupo Tipos Virais

Grupo 1 Poliflavivirus

Grupo 2 Alphavirus

Grupo 3 Contato exclusivo com DENV
Grupo 4 Contato exclusivo com ZIKV

O grupo 1, denominado Poliflavivirus, foi caracterizado pelos flavivirus ZIKV
e DENV reativos. Este grupo possui 77 pacientes (Figura 20), sendo 42,8% com
diagnéstico de neuropatia de SNC, e 57,1% com diagnostico de neuropatia de SNP
(Figura 27). Todos os pacientes foram IgG positivos e somente 16 foram IgM

positivos concomitante (Tabela 5).

Figura 20. Porcentagem de pacientes com anticorpos positivos e negativos para o

grupo viral Poliflavivirus.
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Tabela 5. Distribuicdo dos pacientes do grupo viral Poliflavivirus pelos anticorpos

IgM e 19G.
Anticorpos N° de pacientes
IgM+ e IgG+ 16
IgM+ 0
lgG+ 61

O grupo 2, denominado Alphavirus, foi caracterizado somente pelo CHIKV
reativo (Figura 21) e possui 52 pacientes (Figura 22). Do total, 55,8% foram
diagnosticados com neuropatia do SNC, e 44,2% com diagnostico de neuropatia do
SNP (Figura 27). Dos 52 pacientes, 24 foram positivos para os anticorpos IgM e 1gG,
24 foram positivos somente para IgG e 4 pacientes foram positivos somente para
IgM (Tabela 6).

Figura 21. Fotomicrografia da imunofluorescéncia indireta realizada em pacientes
positivos para o virus da Chikungunya. A. Controle negativo (Aumento de 200X). B.
Marcacéao de anticorpos IgG presentes na amostra do paciente (Aumento de 200X).
C. Marcacao de anticorpos IgG presentes na amostra do paciente (Aumento de
400X).




59

Figura 22. Porcentagem de pacientes com anticorpos positivos e negativos para o

grupo viral Alphavirus.
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Tabela 6. Distribuicdo dos pacientes do grupo viral Alphavirus pelos anticorpos IgM

e lgG.
Anticorpos N° de pacientes
IgM+ e IgG+ 24
IgM+ 4
lgG+ 24

O grupo 3, denominado Contato exclusivo com DENV (Figura 23), possui
16 pacientes (Figura 24), sendo 56,3% pacientes com diagndstico de neuropatia do
SNC, e 43,8% pacientes com diagndstico de neuropatia do SNP (Figura 27). De
todos os pacientes deste grupo, 15 foram positivos para IgG e somente 1 foi positivo

para IgM (Tabela 7).
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Figura 23. Fotomicrografia da imunofluorescéncia indireta realizada em pacientes
positivos para o virus da Dengue. A. Controle negativo (Aumento de 200X). B.

Marcacéao de anticorpos IgG presentes na amostra do paciente (Aumento de 200X).

C. Marcacdo de anticorpos IgG presentes na amostra do paciente (Aumento de
400X).

Figura 24. Porcentagem de pacientes com anticorpos positivos exclusivamente
para DENV.

100
801
i
2 G0
o)
=
o
a
| .
W 40
20
16,33%
D—

Megativo Positivo



61

Tabela 7. Distribuicdo dos pacientes do grupo viral Contato exclusivo com DENV

pelos anticorpos IgM e 1gG.

Anticorpos N° de pacientes
IgM+ e IgG+ 0
IgM+ 1
IgG+ 15

O grupo 4, denominado Contato exclusivo com ZIKV (Figura 25), possui 1
paciente (Figura 26), sendo este o Unico com diagndstico de neuropatia do SNC
(Figura 27). A amostra obteve somente IgG positivo com IgM negativo (Tabela 8).

Figura 25. Fotomicrografia da imunofluorescéncia indireta realizada em pacientes
positivos para o virus da Zika. A. Controle negativo (Aumento de 200X). B.

Marcacéao de anticorpos IgG presentes na amostra do paciente (Aumento de 200X).

C. Marcacao de anticorpos IgG presentes na amostra do paciente (Aumento de
400X).
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Figura 26. Porcentagem de pacientes com anticorpos positivos exclusivamente
para ZIKV.
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Tabela 8. Distribuicdo dos pacientes do grupo viral Contato exclusivo com ZIKV

pelos anticorpos IgM e IgG.

Anticorpos N° de pacientes
IgM+ e IgG+ 0
IgM+ 0
IgG+ 1

Dentro dos grupos virais, as amostras puderam ser divididas em diagnéstico
envolvendo o SNC e SNP. A figura 27 representa a frequéncia, em porcentagem,
dessas amostras nos seus respectivos grupos. E possivel visualizar que o
diagndstico de SNC obteve maiores valores em quase todos 0s grupos virais, com
porcentagem acima de 55%. A excec¢do € encontrada no grupo Poliflavivirus, no

gual o diagnéstico de SNP se sobressai com 57%.
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Figura 27. Porcentagem de pacientes infectados por arbovirus manifestando

neuropatias no Sistema Nervoso Central e Sistema Nervoso Periférico.
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6.2.2. Perfil viroldgico dos participantes do estudo

Através da combinacéo da IFl e do ELISA, estimou-se o periodo virologico
dos pacientes. Estes foram estratificados em trés momentos: Infeccdo ativa
(IgM+/1gG-), Soro convertendo — infeccao recente (IgM+/IgG+) e Convalescente, ou
seja, infeccdo antiga (IgM-/IgG+). Devido ao tempo decorrido entre o inicio dos
sintomas clinicos sugestivos de infeccao por arbovirus até a realizacao da coleta da
amostra, a maioria dos pacientes ja se encontravam num periodo convalescente da
infeccéo, apresentando um status sorolégico IgM negativo.

O periodo virolégico foi determinado para todos os pacientes independente
se eles tiveram uma, duas ou trés infecgdes. Portanto, dos 78 pacientes que haviam
sido infectados pelo ZIKV, 92,3% deles encontravam-se em periodo convalescente

e somente 7,7% em periodo de infecgdo recente. Dentre os 93 pacientes com
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positividade para DENV, 93,5% apresentaram, assim como o ZIKV, infec¢éo antiga,
5,4% infeccao recente e 1,1% infeccdo ativa. O CHIKYV, diferente dos dois virus
anteriores, apresentou valores mais proximos entre os periodos. Sendo assim, dos
52 pacientes com infeccdo para o CHIKV, 48,1% estavam com infecgao antiga e
44,2% estavam com infeccdo recente. Um numero consideravel de 7,7% pacientes
apresentou CHIKV como infecgéo ativa (Figura 28).

Figura 28. Frequéncia, em porcentagem, do periodo viroldgico em que 0s pacientes
se encontravam para virus. O periodo virologico foi estratificado em infec¢éo ativa,

infeccéo recente e infecgcao antiga.
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6.2.3. Infeccédo mais recente

Para ser possivel estimar qual virus causou a infeccdo mais recente,
empregou-se a titulagdo nas amostras de soro dos pacientes. A titulacdo foi

realizada através de uma diluicdo seriada onde ha um ponto de corte. Este ponto
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indica que um dos virus € mais alto que o outro, sendo possivel supor que o virus
que apresentar o maior valor é considerado como a infec¢do mais recente.

A ordem cronoldgica das infec¢des foi analisada somente nos pacientes
com duas ou trés infecgbes. O ZIKV foi a infecgdo mais recente (67,5%). Como
infeccao intermediaria, o DENV obteve maior porcentagem (50%). Ordenando como
infeccdo mais antiga, destacou-se o DENV com 46,3% (Figura 29).

Figura 29. Distribuicdo da ordem cronoldgica em que ocorreram as infecgbes por

arbovirus.

60

Frequéncia
I
o
|

|46 3%|

207

1 1 1
ZIKY 1° DENYV 1° CHIKY 1° ZIKY 2° DENV 2° CHIKV 2° ZIKV 3° DENV 3° CHIKY 3°
Ordem Cronologica

6.2.4. Perfil de autoanticorpos dos participantes do estudo

6.2.4.1. Anti-MOG e anti-AQP4

Das 98 amostras, apenas duas foram positivas para os autoanticorpos anti-

MOG (Figura 30). Estes pacientes possuiam em comum a febre como sintoma viral.
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O aspecto neurolégico também foi similar, assim como o diagndstico neurologico
pré-determinado pelos centros que as enviaram. Outra similaridade entre as duas
amostras foi que elas pertenciam ao mesmo grupo viral (Tabela 9). O teste para
autoanticorpos anti-AQP4 foi negativo para todas as amostras analisadas.

Figura 30. Fotomicrografia de células HEK-293T evidenciando a ligacdo dos
anticorpos anti-MOG aos antigenos que sdo expressos nas células (Aumento de
20X).

Tabela 9. Aspectos virais, neurolégicos e diagnéstico das amostras positivas para

autoanticorpos anti-MOG.

. Aspectos Diagnostico .
Aspectos viral P L Grupo viral
neurolégicos neurolégico
Febre, exantema e Déficit motor, sensitivo e Mielopatia Poliflavivirus
cefaleia esfincteriano
Febre e sintomas Déficit motor, sensitivo e Mielopatia Poliflavivirus
articulares esfincteriano

6.2.4.2. Anti-gangliosideos

N&o houve positividade para anticorpos IgG contra qualquer gangliosideo
nas 50 amostras analisadas. No entanto, foi encontrada, em 8 pacientes, uma
positividade fraca para anticorpos IgM contra alguns dos gangliosideos medidos,

considerada borderline (Tabela 10). Cinco pacientes com SGB apresentaram
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anticorpos contra GM1, GM2, GM3 e GD1b, dois pacientes com CIDP apresentaram
anticorpos contra GM1 e GM2 e um paciente com polineuropatia aguda apresentou
anticorpos contra GM1.

As tiras de imunoblot foram digitalizadas utilizando um scanner de bancada
e avaliadas através do Software EUROLineScan. A figura 31 exemplifica o método
de deteccdo de anticorpos para os gangliosideos (GM3) utilizando o scanner e o
software EUROLineScan.

Tabela 10. Valores fornecidos no kit de immunoblot da EUROIMMUN para

interpretagéo dos resultados.

Sinal de Intensidade -

Avaliagéo visual EUROLineScan Resultado
Sem sinal 0-5 Negativo
Banda muito fraca 6 -10 Borderline
Banda média a forte 11-50 Positivo
Banda muito forte > 50 Positivo Forte

Figura 31. Figura representativa da deteccao de GM3 por immunoblot pelo Software
EUROLineScan. A. Valor da intensidade do sinal fornecido pelo software. B.

Avaliacao visual da banda.
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Fonte: O autor.
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6.3. DESCRICAO DOS SINTOMAS NEUROLOGICOS APRESENTADOS PELOS
PARTICIPANTES DO ESTUDO

A andlise dos aspectos neurolégicos foi realizada pelos médicos
neurologistas dos respectivos centros do Nordeste e Sudeste do Brasil. Dos 98
pacientes analisados, déficit motor, déficit sensitivo e alteracdo do sensoério foram
0s aspectos neurolégicos com maior expressao (Tabela 11).

Tabela 11. Sintomas neurolégicos apresentados pelos pacientes em associagao a

infeccao viral.

Variaveis N° de pacientes (Frequéncia)
Déficit motor 69 (32,1%)
Déficit sensitivo 49 (22,8%)
Alteracdo do sensorio? 26 (12,1%)
Ataxia 20 (9,3%)
Paralisia facial 20 (9,3%)
Alteracéo esfincteriana 9 (4,2%)
Visuais® 9 (4,2%)
Crises epilépticas 8 (3,7%)
Sinais de irritacdo meningea 2 (0,9%)
Oftalmoparesia 2 (0,9%)
Hipoacusia 1 (0,5%)

aCompreende alteracéo de nivel de consciéncia, delirium e/ou desorientagcdo tempo/espaco.
bCompreende baixa acuidade visual e/ou escotomas.

6.4. DESCRICAO DOS SINTOMAS VIRAIS APRESENTADOS PELOS
PARTICIPANTES DO ESTUDO

A analise dos aspectos clinicos foi realizada por profissional treinado com
base no que é preconizado pelo Ministério da Saude em relacdo aos sintomas para
infeccdo por arbovirus. Dos 98 pacientes, 84 foram sintomaticos. Febre, sintomas
articulares e exantema foram os sintomas mais frequentes nos pacientes (Tabela
12).
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Tabela 12. Sintomas virais apresentados pelos pacientes infectados com arbovirus.

Variaveis

N° de pacientes (Frequéncia)

Febre
Articulares?
Exantema
Cefaléia
Mialgia
Astenia

Sintomas gastrointestinais®

Prurido

Dor retrorbitaria

Conjuntivite

64 (20,7%)
52 (16,8%)
40 (12,9%)
36 (11,6%)
34 (11%)
33 (10,6%)
23 (7,4%)
17 (5,5%)
7 (2,2%)
3 (0,9%)

aCompreende artralgia, edema articular e artrite.
bCompreende diarreia, vomito e nausea.

6.5. DESCRICAO DOS DIAGNOSTICOS NEUROLOGICOS APRESENTADOS

PELOS PARTICIPANTES DO ESTUDO

Os diagnosticos neurologicos foram pré-determinados pelo médico

neurologista responsavel pelo acompanhamento dos casos de cada centro que

enviou as amostras. A tabela 13 demonstra, por ordem crescente, as neuropatias

tanto do SNC quanto do SNP desenvolvidas pelos pacientes.

Tabela 13. Neuropatias identificadas em pacientes atendidos nos quatro centros.

Variaveis

N° de pacientes

Sindrome de Guillain-Barré e variantes
Outras neuropatias?

Encefalite

Mielopatia

Encefalomielite Disseminada Agura
Neuromielite Optica

Neurite Optica

33 (33,3%)
20 (21,2%)
15 (15,2%)
14 (14,1%)
11 (11,1%)
3 (3%)
2 (2%)

aCompreende Polineuropatia Aguda, CIDP e Mononeurite.
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6.6. DESCRICAO DOS SINTOMAS NEUROLOGICOS ESTRATIFICADOS POR

GRUPOS VIRAIS

Ao analisar 0os aspectos neurol6gicos com 0s quatro principais grupos virais,

foi possivel verificar que tanto os sintomas de déficit motor, quanto o sensitivo,

estavam prevalentes. Apesar disso, alteracbes do sensorio, que compreende

alteracdo de nivel de consciéncia, delirium e/ou desorientacdo quanto ao

tempo/espaco, estavam presentes em mais de 40% dos pacientes positivos para

Alphavirus (Tabela 14).

Tabela 14. Sintomas neurologicos manifestados pelos pacientes distribuidos nos

respectivos grupos virais.

Sintomas neuroldgicos Poliflavivirus Alphavirus ZIKV+ DENV- DENV+ ZIKV-
Sintomas visuais 6 (7,8%) 5 (9,6%) 0 (0%) 2 (12,5%)
Oftalmoparesia 1(1,3%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (6,3%)
Paresia facial 17 (22,1%) 4 (7,7%) 0 (0%) 3 (18,8%)
Hipoacusia 1(1,3%) 1(1,9%) 0 (0%) 0 (0%)
;igs;rs]gdeeaimtagéo 2 (2,6%) 2 (3,8%) 0 (0%) 0 (0%)
Alteracdes do sensorio 22 (28,6%) 22 (42,3%) 0 (0%) 3 (18,8%)
Crises epilépticas 5 (6,5%) 6 (11,5%) 0 (0%) 2 (12,5%)
Ataxia 16 (20,8%) 12 (23,1%) 0 (0%) 3 (18,8%)
Déficit motor 56 (72,7%) 30 (57,7%) 1 (100%) 11 (68,8%)
Déficit sensitivo 42 (54,5%) 25 (48,1%) 0 (0%) 6 (37,5%)
Alteracao Esfincteriana 8 (10,4%) 3 (5,8%) 0 (0%) 1 (6,3%)

6.7. DESCRICAO DOS SINTOMAS CLINICOS ESTRATIFICADOS POR GRUPOS

VIRAIS

Na comparacao entre 0s grupos virais e 0s sintomas clinicos sugestivos das

infecgdes, os pacientes dos grupos Poliflavivirus, ZIKV+ e DENV+ obtiveram a febre
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como principal aspecto, sendo mais de 60% dos pacientes que desenvolveram esta
sintomatologia. Ja no grupo viral Alphavirus, mais de 80% dos pacientes tiveram

problemas articulares, incluindo artralgia, edema articular e artrite (Tabela 15).

Tabela 15. Sintomas clinicos manifestados pelos pacientes subdivididos nos grupos

virais.

Sintomas virais  Poliflavivirus  Alphavirus  ZIKV+ DENV- DENV+ ZIKV-
Febre 49 (63,6%) 40 (76,9%) 1 (100%) 11 (68,8%)
j;”stt‘:g:sfe e 17(221%)  14(269%)  1(100%) 3 (188%)
Milagia 26 (33,8%) 24 (46,2%) 0 (0%) 6 (37,5%)
Articulares 41 (53,2%) 42 (80,8%) 0 (0%) 8 (50%)
Conjuntivite 3 (3,9%) 3 (5,8%) 0 (0%) 0 (0%)
Exantema 34 (44,2%) 31 (59,6%) 0 (0%) 4 (25%)
Prurido 14 (18,2%) 15 (28,8%) 0 (0%) 2 (12,5%)
Cefaleia 29 (37,7%) 24 (46,2%) 0 (0%) 6 (37,5%)
Dor retrorbitaria 7 (9,1%) 6 (11,5%) 0 (0%) 0 (0%)
Astenia 25 (32,5%) 27 (51,9%) 1 (100%) 5 (31,3%)
Ausencia de 11 (14,3%) 2 (3,8%) 0 (0%) 3 (18,8%)

sintomas virais

6.8. DESCRICAO DOS DIAGNOSTICOS NEUROLOGICOS ESTRATIFICADOS
POR GRUPOS VIRAIS

Separando as analises do SNC do SNP, observou-se que cada grupo viral
teve um diagnaostico prevalente, sendo no grupo Poliflavivirus, ADEM em mais de
14% dos pacientes. Tanto no grupo Alphavirus como o grupo DENV+, 23% e 25%
dos pacientes, respectivamente, foram diagnosticados com encefalite. Ja em
relacdo ao SNP, mais de 33% dos pacientes que compdem o grupo Poliflavivirus
foram diagnosticados com SGB. O mesmo foi encontrado no grupo DENV+, em 37%

dos pacientes diagnosticados. Ja 25% dos pacientes do grupo Alphavirus foram
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diagnosticados com outras neuropatias, sendo elas, Polineuropatia Aguda, CIDP e
Mononeurite (Tabela 16).

Tabela 16. Diagnéstico neuroldgico dos pacientes infectados por arbovirus

distribuidos nos seus respectivos grupos virais.

Diagnostico o g vivirus  Alphavirus  ZIKV+ DENV-  DENV+ ZIKV-

neuroldgico
Encefalite 10 (13%) 12 (23,1%) 0 (0%) 4 (25%)
Mielopatia 10 (13%) 6 (11,5%) 1 (100%) 3 (18,8%)
ADEM 11 (14,3%) 8 (15,4%) 0 (0%) 0 (0%)
NMOSD 2 (2,6%) 2 (3,8%) 0 (0%) 1 (6,3%)
Neurite Optica 0 (0%) 1(1,9%) 0 (0%) 1 (6,3%)
SGB e variantes 26 (33,8%) 11 (21,2%) 0 (0%) 6 (37,5%)
Outras

neuropatias?® 18 (23,4%)  13(25%)  0(0%) 1 (6,3%)

aCompreende Polineuropatia Aguda, CIDP e Mononeurite.

6.9. DESCRICAO DOS DIAGNOSTICOS NEUROLOGICOS DE PACIENTES QUE
ENTRARAM EM CONTATO COM UM A TRES ARBOVIRUS

Ao relacionar a frequéncia de neuropatias do SNC e SNP com os pacientes
gue entraram em contato com um, dois ou trés arbovirus, a presenca de neuropatias
foi maior quando o paciente teve contato com os trés arbovirus, sendo o diagnéstico
prevalecente intitulado Outras Neuropatias, ou seja, Polineuropatia Aguda, CIDP e
Mononeurite. Poliflavivirus foi o segundo grupo com maior numero de

acometimento, sendo o diagndéstico SGB maior (Figura 32).
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Figura 32. Frequéncia de neuropatias do SNC/SNP em pacientes que tiveram

contato com um, dois ou trés arbovirus.
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6.10. DESCRICAO DO PERIODO ENTRE SINTOMAS VIRAIS, NEUROLOGICOS
E COLETA DAS AMOSTRAS DOS PACIENTES PARTICIPANTES DO ESTUDO

O valor médio entre os dias em que 0s pacientes iniciaram 0s sintomas
clinicos sugestivos de arboviroses e a chegada a um centro especializado em
atendimento neuroldgico foi de 319,90 (DP 375,42) dias. Ja o valor médio entre 0s

dias em que os pacientes comecaram a relatar sintomas neurologicos até a
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admisséo em centro especializado foi de 254,52 (DP 355,60) dias. O valor da
mediana entre o inicio dos sintomas sugestivos de arbovirose e o inicio dos
sintomas neuroldgicos foi de 11 dias (IQR 5,25 — 25,75) (Figura 33).

Figura 33. Dias decorridos entre o inicio dos sintomas clinicos sugestivos de
arbovirose e a coleta da amostra, inicio dos sintomas neurolégicos e a coleta da
amostra e entre o inicio dos sintomas clinicos sugestivos de arboviroses e inicio dos

sintomas neuroldgicos.

319,90 dias

Sintomas virais ‘ Sintomas neurolégicos ‘ Coleta de soro
| |
' 11dias |

254,52 dias
Fonte: O autor.

6.11. CORRELACAO ENTRE OS TiTULOS DE DENV E ZIKV

Considerando que populacdes com circulacdo simultanea dos virus sao
passiveis de imprecisdo devido ao risco de reacao cruzada com epitopos comuns,
podendo levar a resultados falsos positivos, os valores sorologicos para ZIKV e
DENV foram correlacionados. Através da andlise dos titulos dos anticorpos IgG, em
relacdo a DENV e ZIKV, verificou-se que uma parte das amostras foram positivas
somente para DENV, enquanto uma unica amostra foi positiva somente para ZIKV.
A grande parte das amostras ficaram num limiar em que nao é possivel distinguir
se sdo positivas somente para DENV, somente para ZIKV ou para os dois virus. Um

numero pequeno de amostras foram negativas para os dois virus (Figura 34).
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Figura 34. Distribuicdo das amostras conforme o titulo do anticorpo IgG tanto para
DENV quanto para ZIKV.
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Destaque em vermelho: amostras positivas somente para DENV; Destaque em verde: amostra
positiva somente para ZIKV; Destaque em azul: ndo é possivel distinguir se a amostra € positiva
somente para DENV, somente para ZIKV ou para os dois virus; Destaque em preto: amostras
negativas para os dois virus. O teste utilizado foi 0 Rho de Spearman com coeficiente de correlacdo
de 0.538 sendo p<0,0001.
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7. DISCUSSAO

O Brasil é considerado um pais favoravel para disseminacdo viral, uma vez
que possui uma ampla extensao territorial e altos indices de vetores competentes
para transmitir arbovirus. Além disso, possui uma condic¢ao climéatica de temperatura
e umidade que beneficia a dindmica populacional dos mosquitos do género Aedes.
Atualmente, dentre as arboviroses que apresentam maior circulagao, estdo o DENV,
CHIKV e ZIKV. Estes virus representam um grave problema de saude publica pois
compartilham os mesmos vetores, se sobrepdem em suas &reas endémicas e
apresentam manifestacfes clinicas semelhantes, especialmente nos estagios
iniciais da infeccéo (Pabbaraju et al., 2016). No entanto, a maior preocupagao Sao
0s pacientes que desenvolvem complicagcdes neurolégicas pos infeccdo viral
(Acevedo et al., 2017a). O desafio € que algumas dessas manifestacdes
neurologicas sao consideradas fendmenos auto-imunes poés-infecciosos como a
SGB, mielite transversa e ADEM (Da Cruz et al., 2018).

7.1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

O Ministério da Saude do Brasil, através de boletins epidemiologicos
realizados pela Secretaria de Vigilancia em Saude, fornece dados de caracter
técnico-cientifico com foco na investigacdo e resposta a alteracdo do padrdo de
ocorréncia de doencas causadas pelos ZIKV, DENV e CHIKV no pais. O acesso a
esses dados ¢é livre, e a periodicidade € mensal e semanal. Através da consulta a
esses boletins foi possivel confirmar que, entre os anos de 2015 a 2018, as regides
gue compreendem Fortaleza, Recife, Sobral e Rio de Janeiro (Nordeste e Sudeste)
estavam sempre em primeiro ou segundo lugar no ranking das regiées com maiores
numeros de casos notificados e confirmados para os trés arbovirus estudados. Além
disso, os primeiros seis casos neurolégicos associados ao ZIKV, no Brasil, foram
observados em um hospital de referéncia em neurologia de Pernambuco (Brito
Ferreira et al., 2017). Este hospital forneceu 38,8% das amostras para o presente

estudo.
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Em relagéo a faixa etéria, neste trabalho, foram incluidos pacientes com
idades bem discrepantes, desde 7 anos até 88 anos. Considerando esta diferenga
significativa entre as idades, pode ocorrer discordancia quanto a média geral de
idade de pacientes em relacdo a literatura. Ja nas séries onde foram avaliados
pacientes adultos, ndo houve divergéncia com a literatura. A idade média dos
pacientes foi de 48 anos o que esta, em parte, de acordo com o estudo de Malta et
al., (2017). Este autor investigou casos de SGB e outras complica¢des neurolbgicas
advindas da infeccdo por DENV, CHIKV e ZIKV, na regido metropolitana de
Salvador/BR, em pacientes com idade em torno de 44 anos (Malta et al., 2017). Da
Silva et al., (2017) com o objetivo de avaliar as taxas de infeccao por ZIKV entre
pacientes hospitalizados com complicacdes neurolégicas, também obteve uma
amostra com idade mediana de 44 anos (Da Silva et al., 2017).

O estudo aqui proposto obteve pequena variagdo entre 0 numero de
participantes do sexo masculino e feminino, tendo uma breve inclinacdo de 51%
para o sexo masculino. Esse dado vai de acordo com os trabalhos de Acevedo et
al., (2017a) e Malta et al., (2017), onde as porcentagens do sexo masculino também
foram maiores, 62,5% e 56%, respectivamente. Provavelmente, as mulheres
buscam mais pelos servicos de saude enquanto os habitos comportamentais dos

homens, frente a busca pelos servicos de saude, sdo mais displicentes.

7.2. CARACTERISTICAS IMUNOLOGICAS DOS PARTICIPANTES DO ESTUDO

Somente com base nos dados clinicos, é extremamente dificil diferenciar as
infeccBes causadas pelos ZIKV, DENV e CHIKYV, pois todos eles podem manifestar
sintomas muito semelhantes. Assim, o diagndstico laboratorial € essencial durante
um surto de arboviroses, ainda mais em locais com casos endémicos (Da Cruz et
al., 2018). Como as infeccbes pelos arbovirus se tornaram um problema de saude
global, a Organizacdo Mundial da Saude publicou varios algoritmos para um
diagndstico preciso das doencas (Granger et al., 2017). O critério padrao baseia-se
principalmente na demonstracéo do virus em fluidos corporais por meio da andlise
de PCR em tempo real para detectar o RNA viral; entretanto, sua positividade é

muito transitéria, geralmente persistindo ndo mais do que 5 a 7 dias no sangue (Da
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Cruz et al., 2018; STeinhagen et al., 2016). Algumas das manifestacdes
neurolégicas em adultos sdo consideradas fendmenos auto-imunes pos-
infecciosos, e no periodo do desenvolvimento dos sintomas, o RNA viral pode néo
ser mais detectavel. Portanto, é recomendado a avaliacdo sorolégica para
anticorpos da classe IgM e 1gG, por meio de um ELISA, considerando que os
anticorpos permanecem detectaveis por um periodo mais longo (Da Cruz et al.,
2018; Granger et al., 2017; Vieira et al., 2018b).

A maioria dos servicos de saude utliza os testes sorolégicos para
confirmacéo de casos suspeitos de infec¢cdo por arbovirus (Charrel, 2016). Do ponto
de vista biolégico, estes testes sao considerados qualitativos, pois permitem estimar
se houve o contato entre o virus e o organismo do paciente. Porém nesta forma de
deteccéo, pode ocorrer uma reatividade cruzada entre ZIKV e DENV, dificultando a
interpretagcéo, e podendo levar a resultados nao confiaveis (Vieira et al., 2018b).
Collins et al., (2017) e Anaya et al., (2017), observaram uma extensa reatividade
cruzada entre o DENV e o ZIKV, confirmando que anticorpos de ligacao reativa
cruzada sdo mantidos por muitos anos apos a infec¢do (Anaya et al., 2017; Collins
et al., 2017). Nossos resultados também demonstraram uma elevada reatividade
cruzada entre ZIKV e DENV. Como o ZIKV surgiu em areas com altas taxas de
prevaléncia de DENV, a extenséo da reatividade cruzada de anticorpos entre esses
dois virus precisa ser cuidadosamente avaliada. A reatividade cruzada na ligacéo
de IgG entre esses virus, claramente ocorre, consistente com a homologia de
sequéncia e similaridade estrutural entre diferentes sorocomplexos de flavivirus
(Collins et al., 2017).

Através da deteccdo soroldgica, foi possivel observar que houve a
circulacao de ZIKV, DENV e CHIKV nos estados de PE, CE e RJ, durante os anos
de 2015, 2016, 2017 e 2018. Conforme os boletins epidemiolédgicos fornecidos pelo
Ministério da Saude, sabe-se que nestas regidées ocorreram a co-circulacao dos trés
arbovirus. A maioria dos pacientes desta investigacdo foram positivos para o grupo
Poliflavivirus (78%), ou seja, ZIKV e DENV positivo. Porém, ndo se sabe se houve
reacdes cruzadas entre esses dois virus. O numero elevado de pacientes neste

grupo pode ser atribuido a falta de imunidade populacional, pois o virus da DENV
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emergiu no Brasil em 1981, j& o virus da ZIKV foi mais recente, no ano de 2015
(Lessler et al., 2016), acometendo individuos susceptiveis. Além disso, ambas
arboviroses compartilham o mesmo vetor, favorecendo a rapida expansao dos virus
por diversas localidades, especialmente regides Nordeste e Sudeste.

O tempo médio entre os sintomas clinicos de ZIKV, DENV e/ou CHIKV e o
surgimento de manifestacdes neurolégicos foi de 11 dias. Nos relatos de Brito et al.,
(2017), o tempo médio variou de 3 a 5 dias, j4 no estudo de Anaya et al., (2017), o
valor médio foi 8 dias e no estudo de Cao-Lormeau et al., (2016), uma média de 6
dias (Anaya et al., 2017; Brito Ferreira et al., 2017; Cao-Lormeau et al., 2016). O
curto espaco de tempo entre a apresentacdo clinica da infeccdo viral e o
aparecimento das manifestacdes neuroldgicas, pode indicar um efeito neuropético
direto do virus. Ja nos casos de SGB, podem indicar mecanismos imunomediados
com sintese de anticorpos que danificam os nervos periféricos e raizes espinhais
gue ocorre semanas apos a apresentacao clinica da infeccao viral.

A coleta das amostras ocorreu, em média, 319 dias apds o inicio dos
sintomas virais, justificando o quase inexistente anticorpo IgM positivo para os
arbovirus. Valor elevado também foi encontrado por Anaya et al., (2017) com uma
média de 108 dias (Anaya et al., 2017). A coleta das amostras foi tardia pois 0s
sintomas neurologicos comecaram muitos dias apds o inicio da infeccéo
aguda. Outro motivo esta no atendimento inicial dos pacientes em unidades basicas
de saude, e somente entdo encaminhados aos hospitais referéncias em neurologia,

onde realizou-se a investigacdo completa para definicdo da etiologia.

7.3. PERFIL DE AUTOANTICORPOS

Neste estudo procuramos avaliar a presenca de autoanticorpos contra MOG
e AQP4 nos pacientes que manifestaram complicacdes neurolégicas pos infeccao
por arbovirus. Assim como Anaya et al., (2017), anticorpos anti-AQP4 nao foram
observados na populacdo estudada (Anaya et al., 2017). No entanto, anticorpos
anti-MOG foram positivos em dois pacientes. Sabe-se que 0s sintomas mais
comuns em pacientes com NMOSD e anticorpos anti-MOG positivo sdo neurite

Optica e mielite transversa longitudinalmente extensa (LETM). A neurite optica foi a
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primeira manifestagéo clinica, em 64% dos pacientes, ja a mielite ocorreu em 33%
dos pacientes, como sintoma inicial. Conforme revisao de Armangue et al., (2016),
anticorpos anti-MOG tém sido associados a varios tipos de transtornos
desmielinizantes em criangas, sendo predominante em ADEM, seguido por ordem
de frequéncia em NMOSD, neurite 6ptica e LETM (Armangue et al., 2016). De
acordo com o estudo desenvolvido por Cobo-Calvo et al., (2017), de 177 pacientes
com suspeita de transtornos desmielinizantes, 27 foram positivos para anticorpos
anti-MOG. Dos 27 pacientes, 9 foram diagnosticados com mielite monofasica
isolada (3 pediatricos e 6 adultos) (Cobo-Calvo et al., 2017). J& no estudo de
Sepulveda et al., (2016), foram analisadas 846 amostras de soro, 56 foram positivas
para anticorpos anti-MOG e 10 apresentaram mielite isolada. Dados deste, e de
outros estudos, sustentam que a neurite optica, LETM, NMOSD e ADEM séo as
principais sindromes associadas a anticorpos anti-MOG (Sepulveda et al., 2016).
Da Costa et al., (2017) também relata que anticorpos anti-MOG sé&o observados em
varias sindromes clinicas, tais como NMOSD, neurite Optica, mielite isolada, ADEM
e em EM pediatrica (Costa et al., 2017). Sendo assim, os dois pacientes que foram
positivos para anticorpos anti-MOG, neste estudo, tiveram mielopatia como
diagnaostico neurologico corroborando com a literatura.

Em relac&o aos anticorpos anti-gangliosideos, nenhum paciente foi positivo
para anticorpos IgG, o que também foi verificado no estudo de Anaya et al., (2017)
através da técnica de imunoblot (Anaya et al.,, 2017). JA4 os anticorpos anti-
gangliosideos IgM, 8 pacientes (16%) obtiveram uma positividade fraca sendo
considerados bordeline para GM1, GM2, GM3 e GD1b. O estudo de Langerak et al.,
(2016), apresentou trés pacientes do Suriname com diagndstico de SGB durante o
surto de ZIKV. Nao foram encontrados anticorpos anti-gangliosideos IgM e IgG no
soro desses pacientes (Langerak et al., 2016). Conforme descrito por Van Doorn et
al., (2016), anticorpos anti-gangliosideos sdo encontrados apenas em cerca de 50%
dos casos de SGB, e sua auséncia ndo descarta o diagndéstico de SGB (Van Doorn;
Jacobs, 2016). O estudo de Nico et al., (2018), relata que a SGB ocorre, geralmente,
devido a infeccao prévia por Campylobacter jejuni. Esse patdégeno tem epitopos

semelhantes a gangliosideos, acarretando em um mimetismo molecular. O
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mimetismo molecular € um mecanismo pelo qual as infec¢des precedentes podem
desencadear a producdo de anticorpos de reacdo cruzada aos gangliosideos,
conforme demonstrado para a SGB relacionada ao C. jejuni. No entanto, a origem
da autoimunidade na SGB po6s infeccao por ZIKV ainda ndo esta clara, uma vez que
anticorpos anti-gangliosideos foram encontrados apenas em uma fracdo pequena
de pacientes (Nico et al., 2018). Segundo Bonyadi et al., (2010), a frequéncia de
anticorpos anti-GM1, em diferentes séries de pacientes com SGB, varia de menos
de 2% a cerca de 30% (Bonyadi et al., 2010). Além disso, Schessl et al., (2007),
relata que anti-gangliosideos raramente sdo mostrados em mais de 30% dos
pacientes com SGB (Schessl et al., 2007). Todos os estudos mencionados estao de
acordo com os nossos achados aonde nao foram encontrados positividade para

anticorpos anti-gangliosideos.

7.4. SINTOMAS VIRAIS MANIFESTADOS PELOS PARTICIPANTES DO ESTUDO

A maioria dos pacientes deste estudo, 85,7%, relataram sintomas de
infeccdo viral prévia, antes do inicio das manifestacdes neurologicas. Esse
resultado estd de acordo com os estudos anteriores realizados na Polinésia
Francesa, que mostraram sintomas em 88% dos casos (Cao-Lormeau et al., 2016).

Analisando o0s achados clinicos, observou-se que o0s pacientes
apresentaram manifestacdes tipicas da fase aguda da infeccdo, como a febre,
causados pelos ZIKV, DENV e CHIKV (Poliflavivirus - 63,6%) (ZIKV reativo - 100%)
(DENV reativo - 68,8%). Este dado vai de acordo com relatos de que a febre é um
dos sintomas mais comuns durante a infeccdo por ZIKV, DENV e CHIKV (Acosta-
Ampudia et al., 2018; Anaya et al., 2017; Carod-Artal et al., 2013; Da Cruz et al.,
2018; Vieira et al., 2018b). No entanto, no estudo de Brito Ferreira et al., (2017), o
rash foi o sintoma mais encontrado seguido por febre. No estudo de Cao-Lormeau
et al., (2016), a erupcao cutanea (81%), artralgia (74%) e febre (58%) foram os
sintomas mais comumente relatados. Apesar das diferencas na frequéncia dos
sintomas relatados nesses artigos em compara¢cdo com 0S nossos achados, os

sintomas virais descritos sédo sugestivos de infeccao pelos ZIKV, DENV e CHIKV.
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No grupo viral Alphavirus, o sintoma mais frequente foi problemas
articulares (80,8%). Estes sintomas vao de acordo com a literatura que destaca a
poliartralgia como sintoma mais caracteristico de infec¢éo pelo CHIKV. Os estudos
de Mehta et al., (2018b), Campos et al., (2018), Da Cruz et al., (2018) e Costa-da-
silva et al., (2017) destacam a artralgia como frequente na fase aguda da infec¢éo
durando de 1 a 2 semanas. O segundo sintoma mais encontrado no nosso estudo,
foi a febre em 76,9% dos pacientes com CHIKV. Conforme Campos et al., (2018) e
Costa-da-Silva et al., (2017), a infeccao por CHIKV também esté associada a febre
com inicio subito, dor nas costas, dor de cabeca, fotofobia e erup¢céo cutanea. Em
relacdo a poliartralgia, acredita-se que esse sintoma se deve a producdo das
citocinas pro-inflamatoérias IL-7 e IL-15 (Borgherini et al., 2007; Chow et al., 2011).
A IL-6 também parece ser fundamental para a persisténcia da artrite causada pelo
CHIKYV por meio da osteoclastogénese (Ng et al., 2009).

7.5. PERFIL NEUROLOGICO DOS PACIENTES INFECTADOS PELOS
ARBOVIRUS

As infeccbes pelos arbovirus ZIKV, DENV e/ou CHIKV tém sido associadas
a uma série de manifestagcdes neurologicas. Em adultos, um elevado nimero de
sindromes como a SGB, mielite transversa, encefalite, ADEM e meningoencefalite,

sdo relatadas.

7.5.1. Manifestacfes neurologicas dos pacientes infectados pelo virus Chikungunya

Ao se tratar de CHIKV (Alphavirus), as complicacdes neurologicas séo
responsaveis por até 25% dos casos atipicos, e de até 60% dos casos atipicos
graves. Os casos variam de encefalite, neurite éptica ou mielorradiculite a SGB. Os
sinais neurolégicos, muitas vezes, iniciam apos um intervalo sem sintomas de uma
a trés semanas, apontando para um processo autoimune (Vieira et al., 2018b).
Ainda é desconhecido o exato mecanismo patogénico pelo qual h4 acometimento
do SNC, no entanto, ja foi demonstrado o neurotropismo de cepas africanas e

asiaticas do CHIKV em camundongos, por meio de lesées cerebrais (Griffin, 2005).
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Microevolucao gendmica, distarbios imunoldgicos e interagdes virus-hospedeiro, de
uma maneira global, podem ser fatores influentes na neuroviruléncia do CHIKV
(Schuffenecker et al., 2006).

No estudo de Croshy et al.,, (2016), as manifestacbes neuroldgicas
relacionadas ao CHIKV foram observadas em 18 pacientes (28%). Cinco pacientes
(8%) apresentaram disturbios do SNC, sendo que trés deles preencheram os
critérios para encefalite, e dois apresentaram isquemia cerebral difusa, levando
a morte encefalica (Croshy et al., 2016). Segundo Crosby et al., (2016) e Rajapakse
(2010), a infeccdo pelo CHIKV pode afetar o sistema nervoso. Até o momento,
a encefalite parece representar a manifestacdo neuroldgica mais comum, relatada
em 19 dos 33 pacientes hospitalizados na UTI durante as epidemias das ilhas
Reunido (Lemant et al., 2008). No estudo de Mehta et al., (2018), a apresentacéo
clinica mais comum da doenca neuroldgica associada a infec¢cdo por CHIKV, em
adultos, foi a encefalite, responsavel por 322 (40,5%) dos 781 pacientes descritos
(Mehta et al., 2018b). No estudo de Viera et al., (2018), a encefalite acometeu 47,2%
dos pacientes e destes, 17% haviam tido contato com CHIKV (Vieira et al., 2018b).
No presente estudo, 23,1% dos pacientes receberam diagndéstico para encefalite
pos infeccdo por CHIKV, apresentado uma porcentagem semelhante ao estudo de
Crosby et al., (2016).

A incidéncia da SGB relacionada ao CHIKV (21,2%) neste estudo, é
consistente com relatos de epidemias anteriores. Na Polinésia Francesa, entre 2014
e 2015, foram relatados 66.000 casos de infeccdes por CHIKV e destes, 50
desenvolveram SGB. No Hospital Terciario da Polinésia Francesa, 9 pacientes
foram internados por SGB com base em avaliacdo clinica e com resultado
sorologico positivo tanto para IgM quanto para IgG para CHIKV (Oehler et al.,
2015). No estudo de Wielanek et al., (2007), foram relatados 3 casos de pacientes
com SGB ap6és infeccéo pelo CHIKV, na ilha da Reunido. A ilha sofreu um grande
surto de CHIKV envolvendo 38% da populacdo (297.000 casos). Em comum, os
trés pacientes desenvolveram formigamento, fraqueza e paralisia facial em torno de
7 dias ap6s sintomas como febre, artralgia e erupcdo cutdnea. Através de testes

neurofisiolégicos, foi confirmada a SGB, e através de testes soroldgicos, a infeccao
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por CHIKV (Wielanek et al., 2007). Lebrun et al., (2009), também relatou dois casos
de SGB poés infeccao por CHIKV. Os sintomas iniciais foram febre, artralgia, erupgéo
cutanea e diarreia. Uma semana depois, 0s pacientes desenvolveram fraqueza
motora e distlrbios sensoriais. O diagnostico de SGB foi baseado em resultados da
eletromiografia que mostrou sinais tipicos da sindrome, e a infec¢édo por CHIKYV foi
detectada no soro dos dois pacientes (Lebrun et al., 2009). Agarwal et al., (2017)
descreveu dois casos de SGB ocorridos na india, aonde a apresentacdo neuroldgica
foi grave e ambos pacientes necessitaram de suporte ventilatério (Agarwal et al.,
2017). O estudo de Balavoine et al., (2017) demonstrou que 48% dos casos
estudados desenvolveram SGB relacionado ao CHIKV. O diferencial deste estudo
€ que os pacientes eram mais velhos, com idade média de 61 anos (Balavoine et
al., 2017). Embora outros surtos de doengas virais, como ZIKV, tenham sido
exaustivamente relacionados a SGB, a ameaca do CHIKV ainda € menos relatada.
O tropismo neurolégico do CHIKV parece ser menor do que o de outros arbovirus,
como DENV, virus do Nilo Ocidental ou febre amarela, mas varios estudos
descreveram, especialmente durante epidemias, manifestacdes neurolégicas como
SGB.

Como outras infecgdes virais, 0 CHIKV pode desencadear uma sindrome
inflamatoria aguda envolvendo o parénquima cerebral e a medula espinhal, que é
considerada uma resposta imunomediada a infeccéo, e ndo devido a invasao viral
direta. Essa sindrome é chamada de ADEM (Mait et al., 2014). O estudo de Teixeira
et al., (2019) descreve o caso de uma paciente com sinais classicos de CHIKV e
sintomas neuroldgicos onde, através de analise do LCR e ressonancia magnética,
foi possivel confirmar o diagnéstico de ADEM. O CHIKYV foi positivo no soro e no
LCR, confirmando-o como agente etiologico (Teixeira; Ferreira; Neto, 2018).
Conforme diagndstico de ADEM pos infeccdo por CHIKV, descrito por Taraphdar et
al., (2015), o paciente iniciou com sintomas clinicos como febre, mialgias severas,
dores de cabeca e desorientacdo e apds desenvolveu fraqueza nos quatro membros,
semiconsciéncia e fraqueza cardiaca. Tanto as amostras de soro quanto de LCR
foram positivas para CHIKV através de ELISA. Os achados de ressonancia

magnética demonstraram lesdes fechando diagnéstico de ADEM (Taraphdar; Roy;
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Chatterjee, 2015). Musthafa et al., (2008) relata um caso, no Sul da india, em que
um paciente desenvolveu febre, dor e inchago nas articulagdes durante surto de
CHIKV no pais. Seis dias apds o inicio dos sintomas, ele desenvolveu tetraplegia
progressiva, problema de fala e reflexos alterados. O soro do paciente foi positivo
para CHIKV. Através de ressonancia magnética foi possivel ver multiplas lesbes
consistentes com ADEM (Musthafa; Abdurahiman; Jose, 2008). No nosso estudo,
15,4% dos pacientes tiveram o diagnostico de ADEM e infecgcdo confirmada por
CHIKV.

Em relacdo a mielopatia, a partir de relatos da epidemia que assombrou a
india em 2005, Wadia (2007) relata que dos 74 pacientes atendidos com
manifestacbes neuroldgicas, 33 (44,6%) tinham sinais de mielopatia, 16
apresentavam mielopatia como caracteristica predominante e 4 tinham mielopatia
isolada. O estudo mostrou que a epidemia € causada pelo gendtipo do CHIKV da
Africa central/oriental e ndo pelo gendtipo asiatico que causou epidemias anteriores
na india. Como esta é uma nova cepa, a falta de imunidade pode ser um fato para
essa enorme epidemia (Wadia, 2007). Conforme estudo realizado no distrito de
Nagpur, uma provincia no Oeste da india, por Chandak et al., (2009), dos 300
pacientes com CHIKV vistos durante o periodo de junho a dezembro de 2006, 49
apresentaram complicacfes neuroldgicas. As complicagcdes incluiram encefalite (n
= 27), mielopatia (n = 7), neuropatia periférica (n = 7), mieloneuropatia (n = 7) e
miopatia (n = 1) (Chandak et al., 2009). Na india, no ano de 2006, Tandale et al.,
(2009) relata as sindromes neurolégicas em casos de Ahmedabad e Pune.
Sindromes neuroldgicas foram detectadas em 40 casos de Ahmedabad, e em 59
casos de Pune. Dos 99 pacientes, 14 foram diagnosticados com mielopatia e 12
com mieloneuropatia (Tandale et al., 2009). Todos os estudos relatados
anteriormente demonstram mielopatias pos CHIKV ficando semelhante ao deste
estudo aonde foram encontrados 11,5% dos pacientes com diagnoéstico de
mielopatias.

O envolvimento ocular na infeccdo por CHIKV inclui mudltiplas
manifestacbes que vao desde o comprometimento do segmento anterior até o

desenvolvimento de lesdes no polo posterior (Martinez-Pulgarin et al., 2016). Dentre
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as manifestacbes oculares estdo uveite, episclerite, panuveite, neurite Optica,
paralisia do sexto nervo, neurite retrobulbar, retinite, ceratite, descolamento de
retina e glaucoma secundario (Lalitha et al., 2007; Mahendradas et al., 2008; Murthy
etal., 2008; Rose et al., 2011). O mecanismo exato do envolvimento do nervo optico
apos a infeccao pelo CHIKV é desconhecido, no entanto, a manifestacdo ocular
pode estar presente no momento da doenca sistémica ou apds a resolucdo da
doenca sistémica (Martinez-Pulgarin et al., 2016). No estudo de Mittal (2007), de 15
pacientes, 14 desenvolveram algum problema visual, e destes, 12 pacientes tiveram
envolvimento do nervo o6ptico na forma de papilite, neurite retrobulbar ou
neurorretinite. Os dois pacientes restantes possuiam caracteristicas sugestivas de
comprometimento do trato 6ptico. O inicio simultdneo da doenca sistémica e ocular
em 5 pacientes sugere envolvimento viral direto, no entanto, os 9 pacientes
restantes apresentaram comprometimento tardio do nervo optico, sugerindo uma
resposta imune tardia (infeccéo pos-viral) (Mittal, 2007). Rose et al., (2011) relatou
as caracteristicas dos seus 10 pacientes com neurite ¢ptica associada a infeccao
por CHIKV. As possiveis causas podem ser o envolvimento viral direto e uma
resposta imune retardada ap6s uma infecgao viral (Rose et al., 2011). Os sintomas
oftalmoldgicos podem ser observados em casos agudos ou crénicos de CHIKV. No
entanto, fotofobia e dor retro-orbital sdo caracteristicas principalmente da fase
aguda da CHIKV (Mahendradas; Avadhani; Shetty, 2013). Células endoteliais e
epiteliais da cornea, bem como ceratécitos esclerais, sdo descritos como alvos
preferenciais de CHIKV (Martinez-Pulgarin et al., 2016). A uveite anterior,
granulomatosa ou nao granulomatosa, € 0 sintoma ocular mais comumente
associado a doenca, ja os disturbios do nervo Optico sdo os sintomas menos
comuns (Giacomin et al., 2018). O nosso estudo demonstrou um valor bem
reduzido de pacientes com neurite Optica e NMOSD (1,9% e 3,8%,
respectivamente). Estudos abordando NMOSD e CHIKV s&o escassos, o0 que reflete

a falta de casos com esse diagnostico.
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7.5.2. Manifesta¢cBes neuroldgicas dos pacientes infectados pelo virus Dengue

As manifesta¢Bes neurologicas tém sido observadas ha muito tempo entre
0s casos de DENV (Wan Sulaiman et al., 2017). Como a incidéncia de DENV
aumentou nas Ultimas duas décadas, uma variedade de manifestacdes
neuroldgicas também comecaram a ser relatadas. Desde 2009, a Organizacao
Mundial da Saude considerou a presenca de manifestac6es neurolégicas como um
marcador de apresentacdo de Dengue Grave (Vieira et al., 2018b).

A SGB é relacionada ndo somente com o ZIKV, mas também com o DENV.
A infeccéo pelo DENV que precede a SGB foi descrita em diversos relatos de casos
de pacientes com manifestacdes neuroldgicas. O relato de Kumar e Prabhakar
(2005) trata sobre um paciente que apresentou febre, mialgia, dor lombar grave e
erupcao cutanea por 3 dias. O diagndstico virologico foi confirmado por PCR e sete
dias depois, 0 paciente desenvolveu fraqueza de inicio agudo e arreflexia. A SGB
foi confirmada por testes eletrofisiologicois (Kumar; Prabhakar, 2005). Ralapanawa
et al., (2015) relata o caso de um paciente do Sri Lanka que apresentou febre, dor
de cabeca e mialgia por 3 dias. O diagnostico de DENV foi confirmado, pois ele
apresentou teste de antigeno NS1 positivo para DENV. Seis dias apés os sintomas
iniciais, o0 paciente apresentou fraqueza flacida aguda em todos os membros. A
eletromiografia e 0 LCR apresentavam evidéncias de SGB (Ralapanawa; Kularatne;
Jayalath, 2015). Esack et al., (1999) descreveram um caso de SGB com
confirmacado eletroneuromiografica e sorologia IgM positiva para DENV (Esack;
Teelucksingh; Singh, 1999). Santos et al., em 2004, publicaram um caso de SGB
no 7° dia de evolucdo do DENV (Santos et al., 2004). Goncalves (2011) relata o
caso de uma crianga com sintomas virais, incluindo febre, mialgia e paresia, que
obteve a confirmacéo de diagndstico, por teste sorolégico, para DENV. A paciente
desenvolveu SGB 20 dias apds o inicio dos sintomas virais, com a confirmacao
sendo feita por exames de LCR e achados de eletrofisiolégicos (Goncalves, 2011).
Ha diversos outros relatos que relacionam a SGB pés infeccao por DENV, estando
de acordo com os nossos achados (Oehler et al.,, 2011; Qureshi et al., 2012,
Ralapanawa; Kularatne; Jayalath, 2015; Santos et al., 2004; Soares et al., 2008).

Conforme nossos resultados, o grupo composto por ZIKV e DENV obteve 33,8%
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dos pacientes diagnosticados com SGB além de 37,5% dos pacientes do grupo
somente com DENV.

Encefalite e encefalopatia sdo as complicacdes parainfecciosas
neuroldgicas mais comumente descritas durante a fase aguda do DENV, enquanto
as complicacBes no periodo pés-infeccdo incluem ADEM, neurite Optica, SGB e
mielite transversa (Carod-Artal et al., 2013; Lana-Peixoto et al., 2018; Vieira et al.,
2018b; Wan Sulaiman et al., 2017). Segundo avaliacéo retrospectiva da Indonésia,
Hendarto et al., (1992) relata que 6% dos pacientes com DENV positivo,
desenvolveram encefalopatia (Hendarto; Hadinegoro, 1992). No estudo de
Domingues et al., (2008), 61% dos pacientes com caracteristicas de infeccdo por
DENV foram classificados como portadores de encefalite (Domingues et al., 2008).
Em vérios estudos realizados em areas endémicas, uma grande proporcao de
encefalites foi causada pelo DENV. No entanto, embora o envolvimento do SNC
seja incluido como critério para Dengue Grave na classificacdo de casos da OMS
de 2009, ndo foram estabelecidas definicdes de casos padronizados ou critérios
diagnosticos para encefalite ou encefalopatia por DENV, o que leva ao uso
inconsistente desses termos em publicacdes (Carod-Artal et al., 2013). No nosso
estudo, o segundo diagndstico mais encontrado em pacientes com DENV foi a
encefalite (25%). Evidéncias recentes sugerem que o DENV tem capacidade
neuroinvasiva aonde infiltrados perivasculares e alteracfes endoteliais mediados
por citocinas pro-inflamatorias, durante o quadro viral, favorecem o aumento da
permeabilidade capilar com quebra da BHE, justificando a presenca do virus ou
anticorpo no sistema nervoso (Cam et al., 2001).

Diversos estudos relacionando a mielite transversa pés infeccéo por DENV
ja foram descritos. Seet et al., (2006) relata o caso de uma paciente internada com
febre, dor nas articulacdes e erupcdes cutaneas. Dezesseis dias depois, a paciente
desenvolveu fraqueza, retencdo urinaria e dorméncia nos membros inferiores e
superiores. Foi feito diagnostico clinico de mielopatia toracica e o diagnostico
virolégico confirmado por sorologia (Seet; Lim; Wilder-Smith, 2006). Chanthamat et
al., (2010) descreveu o caso de uma mulher com sintomas de febre, cefaleia e

petéquias generalizadas. Apos trés dias de tratamento, ela desenvolveu retencdo
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urinaria seguida de paraplegia aguda com perda sensitiva. A avaliagdo neurologica,
juntamente com a ressonancia magnética, confirmou a suspeita de mielopatia. A
confirmacdo de contato com DENV foi por teste sorolégico (Chanthamat;
Sathirapanya, 2010). No estudo retrospectivo de Puccioni-Sohler et al., (2009)
envolvendo 10 pacientes com manifestacdes neuroldgicas associadas a infeccédo
por DENV em diversas instituicdbes do RJ, a infeccdo aguda por DENV foi
confirmada através de IgM positivo no teste ELISA. Dentre esses 10 pacientes, 3
foram diagnosticados com mielopatia. O diagnéstico de mielopatia foi confirmado
pelo teste de ressonancia magnética (Puccioni-Sohler et al., 2009). Salomon et al.
(2000) relataram no seu estudo uma série de 21 pacientes aonde dois
desenvolveram mielite (Solomon et al., 2000). No estudo de Ferreira et al., (2005)
em uma coorte de 41 pacientes, dois obtiveram diagnostico de mielite (Ferreira et
al., 2005). Soares et al., (2006) descreveram 2 casos de mielite numa série de 13
pacientes (Soares et al., 2006). O envolvimento da medula espinhal pode acontecer
em pacientes com DENV durante e ap0s a infeccdo. A invasao direta do virus pode
ocorrer na fase parainfecciosa, enquanto os fatores imunomediados sdo notados
apos a infeccao (Carod-Artal et al., 2013). Nos casos de mielopatia, a invasao da
infeccdo viral na medula espinhal produz um local especifico de resposta imune
(Puccioni-Sohler et al., 2009). O nosso estudo apresenta 18,8% de pacientes com
DENV reativo e diagnostico de mielopatia.

O comprometimento dos nervos Opticos é descrito como uma das
complicacBes neuroldgicas do DENV. Preechawat et al., (2005) descreveram um
caso de neurite Optica bilateral apos infeccdo pelo DENV (Preechawat;
Poonyathalang, 2005). De Aragéo et al., (2010) relata dois casos de neurite bilateral
pos infeccdo por DENV. Ambos apresentavam baixa acuidade visual, papilite e
alteracdes no campo visual. A contaminacdo por DENV foi avaliada no soro. Os
pacientes foram avaliados detalhadamente para determinar a causa da neurite.
Como ambos apresentaram sorologia positiva para DENV sem nenhuma outra
causa aparente de neurite e também pelo fato da neurite ter resolvido
espontaneamente, como pode ocorrer em doencas virais, concluiu-se que 0s casos
resultaram da infeccdo pelo DENV (De Aragao, 2010). De Sousa et al., (2006)
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relatou um caso de crianca brasileira que desenvolveu NMO apds uma semana dos
sintomas de DENV. A infecc¢éo foi confirmada através do soro e do LCR (De Sousa
et al., 2006). Lana-Peixoto et al.,, (2018) traz dois relatos de pacientes que
apresentaram sintomas sugestivos de infec¢do por arbovirus e, apés alguns dias,
realizaram exames sorolégicos que identificaram o DENV no soro dos pacientes.
Um dos pacientes iniciou episédios de nauseas, vomitos, vertigem e zumbido. O
outro desenvolveu perda de visdo. Através de um ensaio baseado em células HEK-
293 transfectadas, foi possivel determinar que o anticorpo AQP4 era positivo para
os dois pacientes, iniciando o tratamento para NMOSD (Lana-Peixoto et al., 2018).
Puccioni-Sohler et al., (2017) relatou o caso de uma paciente com viremia por DENV
e diagnostico de NMOSD. A infeccdo por DENV foi detectada por RT-PCR
(Puccioni-Sohler et al., 2017). Conforme demonstrado pelos estudos anteriores,
casos de neurite Optica ja foram relatados e nosso estudo encontrou 6,3% dos
pacientes com esse diagnostico e associacdo ao DENV. No entanto, casos de
NMOSD pos infeccdo por DENV ainda n&o sao rotineiros e nosso estudo

encontrou somente um paciente.

7.5.3. Manifestacdes neurologicas dos pacientes infectados pelo virus Zika

Desde o inicio da epidemia global do ZIKV, diferentes paises relataram um
aumento na incidéncia de SGB em paralelo com o aumento da incidéncia de
infeccdo por ZIKV (Leonhard et al., 2018). Em 2013-2014, um aumento na
ocorréncia de casos neurologicos, especialmente da SGB, foi relatado na Polinésia
Francesa apos a epidemia de ZIKV, sendo estabelecida pela primeira vez em um
estudo caso-controle (Oehler et al., 2014). No Brasil, os primeiros surtos da doenca
foram registrados em novembro de 2014, especialmente nos estados de
Pernambuco e Rio Grande do Norte (Pan American Health Organization, 2016). A
partir de entdo, o ZIKV foi associado a SGB, bem como a outros disturbios
neurolégicos em adultos (Acevedo et al., 2017b; Acosta-Ampudia et al., 2018; Aid
et al., 2017; Campos et al., 2018). Parra et al., (2016), demonstrou que, de 2015 a
2016, ocorreram 2.603 infeccbes por ZIKV na Colémbia, e dentre elas, 401

pacientes com alguma sindrome neuroldgica. Dos 401 pacientes, 270 (67%)
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correspondiam a SGB (Parra et al., 2016). Langerak et al., (2016) descreveu trés
casos de SGB, no Suriname, em 2016. No ano de 2015, foi observado um aumento
de 5 a 10 vezes na incidéncia de SGB. Neste estudo, dois pacientes tiveram
fraqgueza muscular nas pernas, e parestesias nas maos e pés. Eles também
desenvolveram erupc¢des cutaneas, olhos vermelhos e artralgia sete dias antes do
inicio dos sintomas de fraqueza e parestesias. Devido a apresentacéo tipica de
sintomas sugestivos de SGB e auséncia de sintomas confundidores, o diagndstico
foi concluido. O terceiro paciente apresentou paralisia do nervo facial periférico e
nenhum sintoma viral. Apos alguns dias internado, o paciente desenvolveu fraqueza
muscular e arreflexia em todos os membros. O PCR para ZIKV foi realizado na urina
dos trés pacientes. Amostras de soro, plasma e LCR também foram analisadas
(Langerak et al., 2016). No estudo de Anaya et al., (2017), 69% dos pacientes com
ZIKV foram diagnosticados com SGB e os pacientes restantes foram classificados
com outros distarbios neurologicos. Dentro deste grupo, 6 pacientes
apresentavam mielite transversa, 3 apresentavam encefalite e 1 apresentava
mielopatia (Anaya et al., 2017). E possivel verificar que nossos resultados possuem
uma semelhanca com o estudo citado, pois 0 Unico paciente ZIKV reativo, foi
diagnosticado com mielopatia. Encontramos uma proporc¢ao inferior de casos de
SGB (33,8%) e esse grupo de pacientes era composto por DENV e ZIKV reativo.

A partir do surto da infeccéo pelo ZIKV, surgiram relatos de outros casos de
sindromes neuroldgicas, como mielite aguda. Mecharles et al., (2016) descreve o
caso de um paciente do Caribe que desenvolveu hemiparesia, dor lombar aguda e
fragueza nos membros superiores, no entanto, sete dias antes ele havia
demonstrado cefaleia e hiperemia conjuntival. Através de PCR foi detectado altas
concentragfes de ZIKV no soro, urina e LCR. O diagndstico de mielopatia foi
confirmado através de ressonancia magnética (Mécharles et al., 2016). Conforme
revisdo de Da Cruz et al., (2018), com a descricdo de casos de infeccdo pelo ZIKV
e complicacdes neurolégicas, ha relatos sugerindo a associacéo entre mielopatia e
o virus. O comprometimento da medula espinhal no ZIKV pode variar, e relatos
anteriores descreveram diferentes formas de envolvimento. Os sintomas clinicos

sao diversos e dependem da localizac&o e extensao da leséo (Da Cruz et al., 2018).
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Palacios et al., (2016), relata o caso de um paciente com dor pélvica seguida de
retencdo urinaria. Apos 24 horas, ele desenvolveu perda progressiva de forga nos
membros inferiores. Os sintomas eram compativeis com mielite transversa e a
infeccao pelo ZIKV foi confirmada por PCR no soro (Palacios et al., 2019). Conforme
Acosta-Ampudia et al., (2018), aproximadamente metade dos casos de mielopatia
€ parainfecciosa, isto é, a lesdo neuroldogica pode estar associada a infeccéo
microbiana direta, ou infeccdo indireta, seguida por uma resposta sistémica,
induzindo lesdo neural. Entre os agentes causadores da mielopatia parainfecciosa
estdo bactérias, parasitas, fungos e virus. Em relacéo a infeccao viral, recentemente,
0 ZIKV parece ser um novo agente desencadeante da doenga, uma vez que em
alguns paises onde ocorreram surtos, casos associados a mielopatia tém sido
relatados (Acosta-Ampudia et al., 2018). No nosso estudo, 13% dos pacientes
tiveram diagnostico de mielopatia, no entanto, esses pacientes eram ZIKV e DENV
positivo.

Da Cruz et al., (2018) relata que, semelhante as observacdes de outras
infecgdes virais, a infeccdo por ZIKV também pode estar relacionada a ADEM (Da
Cruz et al., 2018). O estudo de Brito Ferreira et al., (2017), descreve 0s primeiros
seis casos neuroldgicos associados ao ZIKV no Brasil. Entre os seis, somente um
teve diagnostico de ADEM relacionado a infeccéo pelo virus (Brito Ferreira et al.,
2017). Alves-Leon et al., (2019) descreveu a deteccdo de ZIKV em um paciente com
EM com evento de ADEM. Os anticorpos IgM e IgG foram positivos para ZIKV em
soro e urina. Uma resposta imune concomitante a infeccdo por ZIKV pode estar
envolvida nos mecanismos da sindrome tipo ADEM (Alves-Leon et al., 2019). O
estudo de Niemeyer et al., (2017), relata o caso de um paciente que apresentou
tetraplegia, retencédo urinaria e reducédo do nivel de consciéncia. Este paciente tinha
um histérico de infeccdo por ZIKV 3 semanas antes destes sintomas. O exame
neurolégico confirmou o diagnostico de ADEM, e o PCR, a infeccdo pelo virus
(Niemeyer et al., 2017). Os nossos resultados totalizam 14,3% dos pacientes com
diagndstico de ADEM e infecgéo por ZIKV e DENV.

O nosso estudo obteve dois casos de NMOSD em pacientes com infeccéo
pelos DENV e ZIKV (2,6%). O relato de caso feito por Aspahan et al., (2019),
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demonstra que um paciente infectado por DENV desenvolveu, 18 meses depois,
sintomas sugestivos de infec¢éo por arbovirus. A confirmacgéo de infecgdo pelo ZIKV
foi realizada através de exames de PCR no sangue, urina e saliva. Este paciente
demonstrou parestesias em membros inferiores e face, vertigem, constipacao,
vomito, sonoléncia e perda auditiva. O paciente preenchia os critérios 1 para
NMOSD com AQP4-IgG negativa (Aspahan et al., 2019).

A encefalite associada ao ZIKV esté relacionada a uma série de desfechos
clinicos, desde a recuperacéo completa, até a morte (Leonhard et al., 2018). Vieira
etal., (2018), relata o caso de um paciente de 8 anos que teve sintomas epilépticos,
além de ataxia cerebelar, espasmos e déficit intelectual. Trés dias apos estes
sintomas, a crianga apresentou febre, sonoléncia e adinamia. O LCR foi testado
para ZIKV, que deu positivo. Conforme as definicbes de casos de encefalite da
Brighton Collaboration, o caso se enquadrava no nivel 3 de certeza diagndstica
(Vieira et al., 2018a). Rozé et al., (2016) descreveu dois casos de encefalite que
ocorreram no Caribe, em 2016. Um dos pacientes apresentou episodio de
convulsdes seis horas apds o aparecimento de sintomas, como febre, artralgia,
astenia e cefaleia. O outro paciente demonstrou confusdo mental aguda, distarbio
de fala e paralisia facial. Sintomas como conjuntivite, edema bilateral das maos e
artrite estavam presentes. A deteccdo do ZIKV por PCR no soro, urina e LCR foi
positiva para os dois pacientes. A encefalite foi confirmada através dos critérios
diagnasticos definidos pela Brighton Collaboration (Rozé et al., 2016). Soares et al.,
(2016) relata o primeiro caso fatal de encefalite associada ao ZIKV. A paciente do
Brasil apresentou erupc¢éo cutanea e artralgia. Quatro dias depois, ela desenvolveu
fragueza nos membros inferiores, disartria e confusdo. No mesmo dia em que foi
internada, seu quadro clinico deteriorou rapidamente. A analise por PCR e ELISA
para o ZIKV foi positivo na urina, soro e LCR, e uma tomografia computadorizada
do cérebro confirmou o diagndstico de encefalite (Soares et al., 2016). O presente
estudo demonstra 13% dos pacientes com diagndstico de encefalite e contato viral
com ZIKV e DENV.
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8. CONCLUSOES

>

Com base nos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que:

O grupo viral Poliflavivirus obteve maior positividade em comparacdo aos
demais grupos;

O SNP apresentou maior positividade em relacdo ao SNC;
A maior parte dos pacientes apresentou os trés virus como infeccéo antiga;

Em ordem cronoldgica das infec¢des, ZIKV foi a infecgcdo mais recente, dentre
0S trés virus;

N&o foi encontrada positividade para os anticorpos anti-gangliosideos IgG;

Em 8 pacientes encontrou-se uma positividade fraca (borderline) para os
anticorpos anti-gangliosideos IgM (GM1, GM2, GM3 e GD1b);

Os autoanticorpos anti-AQP4 foram negativos para todas as amostras, e o anti-
MOG, positivo somente para duas amostras. Provavelmente, 0 mecanismo
relacionado ao desenvolvimento das sindromes neuroldgicas, apos infeccdes
por arbovirus, ndo seja mediado pela formacéo desses anticorpos.

Todos os trés arbovirus causam uma sindrome inicial febre-artralgia associados
a complicacdes neuroldgicas;

Déficit motor foi a complicacdo neuroldgica mais relatada,;

» Nossos dados demonstraram a amplitude de sindromes neuroldgicas associadas

as infeccbes por ZIKV, CHIKV e/ou DENV, sendo relatado SGB, mielopatia,
encefalite, ADEM, NMOSD e neurite éptica;

» Foi possivel verificar um namero consideravel de reagdes cruzadas entre as

amostras positivas para o virus da Zika e da Dengue, o que néo foi observado
para as amostras positivas para Chikungunya.

Dentre as limitaces da pesquisa, destacam-se (1) a grande concentracéo

de amostras recebidas na fase convalescente da infecgéo, o que resultou num maior
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namero de positividade sorolégica para 1gG; (2) a falta de um grupo controle; (3) a
reatividade cruzada entre os flavivirus tornando a diferenciacdo do ZIKV e DENV
por testes sorologicos desafiadores e (4) o estudo incluiu um numero relativamente
peqgueno de pacientes.

Este estudo apresenta importante relevancia pois as complicacdes
neuroldgicas das arboviroses tendem a se tornar mais importantes, uma vez que as
epidemias continuam a ocorrer, e em proporcdes cada vez maiores. Evidenciamos
a relevancia de casos neuroldgicos em regides endémicas durante epidemia, onde
preponderou ZIKV e DENV. Nosso estudo contribui para as crescentes evidéncias
gue defendem um amplo espectro de doencas neurolégicas associadas a infeccao
pelos ZIKV, DENV e CHIKYV, incluindo doengas do sistema nervoso central. A
emergéncia de saude publica foi recentemente declarada encerrada, reconhecendo
gue os virus vao permanecer, logo, uma resposta técnica e de pesquisa continua
séo necessarias. Para entender completamente a carga da doenca dos arbovirus,
médicos e autoridades de saude publica precisam olhar além da SGB, e investigar

outros arbovirus que podem causar doenca neuroldgica semelhante.

9. PERSPECTIVAS

Futuramente, a presenca dos virus Zika, Dengue e Chikungunya nas
amostras de soro e LCR dos pacientes poderéo ser quantificadas por meio da PCR
em tempo real, a fim de confirmar a hipotese de que 0s virus permanecem por um

periodo prolongado no LCR quando comparado com a presenca no soro.
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Abstract

The identification of autoantibodies in central nervous system (CNS) inflammatory
disorders improves diagnostic accuracy and the identification of patients with a
relapsing disease. Usual methods to detect autoantibodies are usually divided into
3 categories: tissue-based assays, protein-based assays and cell-based assays
(CBA). Tissue-based assays are commonly used for initial identification of
autoantibodies based on staining patterns and co-localization. Once the antigen is
known, autoantibodies can be detected using other antigen-specific methods based
on recombinant proteins and CBA using transfected cells expressing the protein in
their cell membranes. Compared to traditional methods using recombinant proteins
such as ELISA and western-blot, the CBA have advantage of detecting
conformational sensitive antibodies using natively folded proteins in the cell

membrane. This article reviews the utility of CBA into the clinical practice.

Keywords: Cell-Based Assay; Neuromyelitis Optica Spectrum Disorders;

Aquaporin-4; Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein; Autoimmune Encephalitis.

1. Autoantibodies as disease biomarkers

The acquired inflammatory central nervous system (CNS) diseases
encompass a heterogeneous group that includes multiple sclerosis (MS),
neuromyelitis optica spectrum disorders (NMOSD), acute disseminated
encephalomyelitis (ADEM) and autoimmune encephalitis, among others (Hu and
Lucchinetti, 2009). Sometimes, the initial clinical presentation may overlap (e.g.
isolated optic neuritis, myelitis or solitary brain lesions), making precise diagnosis
very difficult without surrogate markers.

In the recent years, autoantibodies have emerged as important tools as
biomarkers for the diagnosis of an increasing number of diseases. In 2004,
antibodies against aquaporin-4 (AQP4) water channels expressed in the end-foot
processes of astrocytes were found in patients with NMOSD (Lennon et al., 2004,
2005). In 2007, antibodies against N-methyl-D-aspartate receptor (NMDA) were

described in paraneoplastic encephalitis associated with ovarian teratoma (Dalmau
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et al.,, 2008, 2007), following an increasing number of autoimmune encephalitis
associated with antibodies targeting neuronal surface antigens (Dalmau and Graus,
2018). More recently, antibody against myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG)
have been associated with transverse myelitis (Ramanathan et al., 2014), optic
neuritis (ON) (Chalmoukou et al., 2015; Nakajima et al., 2015), ADEM (Di Pauli and
Berger, 2018), cortical encephalitis (Ogawa et al., 2017) and antibodies to
aquaporin-4 (AQP4-Ab) seronegative NMOSD (Sato et al., 2014).

Identification of these autoantibodies as biomarkers can not only help us
better understand the underlying mechanism of each disorder, but also improve
diagnostic accuracy, stratify prognosis (including the risk of a relapsing disease) and
even help developing new treatments targeting specific molecules. In this review, we
will describe the main techniques for the detection of autoantibodies, specially the

clinical application of cell-based assays in neurological diseases.
2. ldentification of antibody in CNS inflammatory disorders

Over 40 different methods have been described to identify specific
autoantibodies. Some of these tests are developed using in-house research
protocols, others are already commercially available. In common, all of them require
the binding of patient’s antibody to animal tissue slices, recombinant proteins
(Lennon et al., 2004) or transfected cells expressing the protein of interest in the
membrane surface (Takahashi et al., 2007, 2006; Waters et al., 2008). These assays
can be divided into three categories: tissue-based assays, protein-based assays and
cell-based assays (CBA) (Wolburg et al., 2011).

2.1 Tissue-based assays

Tissue-based immunohistochemistry (TBI) assays use animal tissue sections
(e.g. brain slices from mouse, rat or monkeys) with a few micrometers of thickness.
These slices are chemically fixed and pre-treated to reduce unspecific binding. After
these slices have been exposed to diluted patient serum samples, they are labelled
with a secondary anti-human antibody conjugated to fluorophores or non-fluorescent
peroxidase-conjugated polymer (conventional immunohistochemistry) (Sven Jarius
and Wildemann, 2013).
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TBI assays are commonly used for initial identification of autoantibodies
based on staining patterns for unknown CNS antigens. The potential antigen can be
identified by the mass-spectroscopy or co-localization using a monoclonal antibody.
However, TBI results interpretation is subjective and requires an experienced
observer to discriminate specific and unspecific binding patterns. In addition,
sensitivity can be very low, and TBI protocols are time- and resource-consuming
(Chan et al., 2010; Fazio et al., 2009).

2.2 Protein-based assays
2.2.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Compared to other tests, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) is a
simple method widely commercially available in routine clinical laboratories, as it
does not require cutting-edge research laboratory resources. ELISA usually uses
coated wells with recombinant proteins or linear peptides produced in transfected
bacteria (e.qg. E. coli) or baculovirus-infected insect cells (Jarius et al., 2012; Possee,
1997).

ELISA-based antibody assays usually has a low variability between
laboratories and allows high-output testing of a large number of samples, since it
can be fully-automated (Jarius et al., 2012). However, it cannot quantify samples
that exceed the reference range of its standard curve (S Jarius and Wildemann,
2013).

The test has a sensitivity usually is higher than immunohistochemistry (IHC),
as the antigen concentration many times higher than it is expressed on normal tissue
(S Jarius and Wildemann, 2013; Kim et al., 2012). However, ELISA-based antibody
assays may not discriminate unspecific binding patterns and have higher rate false-
positive results. Moreover, ELISA is not suitable for the detection of conformational
sensitive antibodies, which requires expression of human protein in the cellular

membrane of eukaryotic cells.
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2.2.2 Western Blot

Western Blot (WB) uses proteins extracted from a protein lysate from cells
expressing the targeted protein. After the exposition to the patient sample, proteins
are separated by gel electrophoresis based on their weight and electrical properties
(Jensen, 2012; Towbin et al., 1979).

WB is useful to confirm the antibody binding to single or multiple proteins that
may be present in a single sample. However, since WB requires protein
denaturation, it is not suitable for conformational sensitive antibodies. Moreover, WB
assays may have nonspecific protein binding, leading to a lower specificity compared
to assays using natively folded membrane expressed proteins (Bass et al., 2017).

2.2.3 Fluorescence immunoprecipitation assay

Fluorescence immunoprecipitation assay (FIPA) uses recombinant proteins
based on the protein of interest tagged with a fluorescent protein produced in
eukaryotic cells. The antigen-antibody complex is purified using protein-A or -G
beads binding to immunoglobulins. The advantage of protein-based assays such as
FIPA is to reduce the substrate complexity, eliminating non-target proteins that may
provide unspecific binding seen on the TBI. FIPA may provide quantitative antibody
titer results, as the fluorescence signal is proportional to the amount of antibodies
binding to the antigen (S Jarius and Wildemann, 2013; Kim et al., 2012). This may
be useful for monitoring circulating antibody levels as a surrogate marker of antibody
production and disease activity. FIPA usually has a high specificity but a relatively
low sensitivity. This may be attributable to changes in the protein conformation after
the protein processing or due to the protein tagging. For some antigens, the loss of
specific membrane arrays may also interfere in the sensitivity. Furthermore, it is also
an time- and resource-consuming technique, requiring multiple step protocols (S
Jarius and Wildemann, 2013; Waters and Vincent, 2008).

2.2.4 Radioimmunoassay

Radioimmunoassay (RIPA) are similar to FIPA, but the protein is labeled with a
radioisotope and incubated with the patient sample. The radioactivity quantification

of the antigen-antibody bound is done throughout a scintillation counter. RIPA has a
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relatively low sensitivity but provides high specificity. Due to its cost and time
required for execution, this technique is has limited use in the clinical practice (S
Jarius and Wildemann, 2013; Paul et al., 2007).

2.3 Cell-based Assays

CBA uses eukaryotic cell lines (such as HEK293 and CHO) transfected with
plasmids encoding the human sequence of the protein of interest. Mock-transfected
cells are usually used as controls. Transfected cells used in CBA express high levels
of natively folded protein in the cell membrane, being useful for the validation of new
protein targets for autoantibodies (Ricken et al., 2018). Therefore, CBA usually have
a higher sensitivity compared to TBI and protein-based assays (Fryer et al., 2014;
Hoftberger et al., 2013; S Jarius and Wildemann, 2013; E. S. Kang et al., 2012).

The pattern of the antigen-antibody binding can be verified using indirect
immunofluorescence or by multiparametric flow-cytometry, but some antigens may
not be suitable for both methodologies. Indirect immunofluorescence requires
attention on binding patterns and a highly trained reader. Antibodies titers are usually
provided in semi-quantitative serial dilutions using indirect immunofluorescence.
Flow-cytometry requires a multi-channel flow-cytometer equipment and experienced
user on cell gating and analysis protocol. Antibodies titers using flow-cytometry are
usually calculated in two main formats - mean fluorescence intensity (MFI) between
transfected and non-transfected cells or a ratio between the patient’s sample MFI
and a negative sample MFI (Amatoury et al., 2013; Chan et al., 2010; Gastaldi et al.,
2018; E. Kang et al., 2012; Ramberger et al., 2015; Ricken et al., 2018).

Pre-fixed slices containing transfected cells may be produced on a
commercial scale and stored for a relatively long period of time on low temperatures
(E. S. Kang et al., 2012), thus, it can be performed in clinical laboratories using
indirect immunofluorescence. However, there may have some loss of sensitivity and
specificity compared to the live CBA performed in research laboratories (Waters et
al., 2016). Although increasing, the CBA is not widely available yet. Commercially
available kits are usually expensive and the need of a specialized environment for

the transfection and maintenance of eukaryotic cell culture lines for live-CBA makes
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it inaccessible for most laboratories, especially in poor-resource or developing
countries (Jarius and Wildemann, 2010).

3. Clinical Applications of CBA in CNS inflammatory disorders
3.1 NMOSD

After the discovery of AQP4-Ab in 2004 in NMOSD patients using TBI assay
(Lennon et al., 2004), an increasing number of AQP4-Ab positive patients were
described having limited forms such as longitudinally extensive myelitis (LETM) or
recurrent and/or bilateral ON, area postrema attacks with persistent (>48 hours)
hiccups, nausea and vomiting and those patients with associated diencephalic,
brainstem and cerebral lesions or coexisting autoimmune systemic diseases.
According to the international consensus diagnostic criteria for NMOSD published
on 2015, the diagnosis of NMOSD for AQP4-Ab positive cases is possible if there is
a suggestive attack with involvement 1 of 6 core locations (optic nerve, spinal cord,
area postrema of the dorsal medulla, brainstem, diencephalon or cerebrum). In
seronegative patients, two or more core locations must be affected, with at least one
of the attacks in the optic nerve, spinal cord or the area postrema, and additional
magnetic resonance imaging (MRI) criteria should be fulfilled (Wingerchuk et al.,
2015).

The 2015 NMOSD diagnostic criteria recommends that AQP4-Ab should be
tested with CBA. Waters et al. (2012) performed a multicenter study that compared
the AQP4-Ab assays, concluding that the most sensitive and specific assays were
those using CBA protocols (73-77%) (Waters et al., 2012). In general, CBA using
AQP4 M23-isoform results in slightly higher sensibility compared to assays using
AQP4 M1l-isoform due to the formation of AQP4 orthogonal array of particles. In
addition, CBA using live transfected cells usually have lower background and higher

sensitivity compared to pre-fixed cells.
3.2 MOG-associated disease

MOG-associated disease has recently emerged as a new subgroup of
inflammatory CNS demyelinating disorder distinct from MS. Although antibodies to

MOG were firstly described in patients with clinical isolated syndromes converting to
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definitive MS using a WB assay with recombinant MOG peptide (Reindl et al., 2013),
this finding was not confirmed in other studies indicating limited clinical utility of this
methodology (Kuhle et al., 2007).

Nevertheless, the clinical spectrum of antibodies to myelin oligodendrocyte
glycoprotein (MOG-Ab) positive patients clarified when conformational sensitive
antibodies against MOG were evaluated using CBA. The first studies reported the
association of MOG-Ab with ADEM in pediatric patients (Brilot et al., 2009;
Mclaughlin et al., 2009; O’Connor et al., 2007). Moreover, patients with persistent
MOG-Ab have a higher rate of relapsing disease among those that remained
seropositive after an ADEM-like episode (Probstel et al., 2011).

Further studies related MOG-Ab seropositivity in NMOSD patients who were
negative to AQP4-Ab (Reindl et al., 2013; Sato et al., 2014). Sato et al. (2014)
described the clinical features of NMOSD MOG-AD positive in comparison to AQP4-
Ab positive patients (Sato et al., 2014). NMOSD MOG-Ab patients have no gender
predominance, with high frequency of ON and with better functional recovery after
an attack compared to AQP4-Ab positive patients. When myelitis was present it
commonly involved lower spinal segments compared to AQP4-Ab patients. Other
studies correlated MOG-ADb to recurrent and/or bilateral isolated ON (Chalmoukou
et al., 2015; Nakajima et al., 2015; Ramanathan et al., 2014), isolated LETM (Cobo-
Calvo et al., 2016), ON following an ADEM episode (Baumann et al., 2016) and
encephalitis (Ogawa et al., 2017). Taken together, the identification of MOG-IgG
using CBA allowed the clinical characterization of the patients encompassed under
the term MONEM (MOG-IgG-associated ON, encephalitis - including ADEM-like
lesions and cortical encephalitis, and myelitis) (dos Passos et al., 2018). As the
clinical spectrum of MOG-associated disease expands, the clinical phenotypes
associated with MOG-Ab are not limited to ADEM and aquaporin-4-lgG-negative
NMOSD (dos Passos et al., 2018).

Even though significant advances have been accomplished to guarantee high
specificity of detection of MOG-Ab using CBA, there is still some issues that need to

be improved. Waters et al. (2015) evaluated the specificity of the secondary
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autoantibodies used in CBA assays and they found that use of anti-human I1gG1
secondary antibodies was more specific than IgG that recognizes heavy and light
chains. This was partially explained by cross-reactivity of IgG light chains secondary
antibody with IgM. The use of secondary IgG1 anti-human antibody increased the
assay accuracy and differentiated MOG-Ab positive from MS patients (sensitivity
24%, 95% confidence interval [Cl] 9%—-45%; specificity 100%, 95% CI 88%—100%)
(Waters et al., 2015). Therefore, it is recommended to select secondary antibodies
against human IgG without cross-reactivity to other immunoglobulin subclasses.

Although these findings still need to be confirmed by larger studies, apparently
MONEM represents a new phenotype of CNS demyelinating disorder with MOG-Ab
detected by CBA. For persistent MOG-Ab seropositive patients, MOG-ADb titers might
be a prognostic tool that could be used to guide therapeutic decision-making. The
follow-up of the titers of this autoantibody may help to identify the cases that remain
seropositive and potentially might have a higher recurrence rate and could benefit

from long-term immunosuppression (Oliveira et al., 2018).
3.3 Autoimmune encephalitis

Autoimmune encephalitis is a group of recently described diseases with
autoantibodies directed to cell-surface neuronal antigens that are pathogenic by
altering the function of neuronal receptors (Dalmau et al., 2017). Following the
antibodies against N-methyl-D-aspartate positive cases, this emerging group of
diseases has been characterized from the observation of groups of patients with
similar phenotypes and patterns of IHC staining that allowed the identification of the
specific antigens by mass-spectroscopy (Dalmau et al., 2017). Then, these antigens

were validated in CBA with transfected cells.

The antibodies directed to these cell-surface antigens can only be detected if they
are in their native conformation preserving protein folding (Graus et al., 2016). This
is accomplished by CBA, IHC of fresh animal brain sections or immunocytochemistry
of live neurons (Lai et al., 2009). CBA has been used in commercial kits of prefixed
transfected cells in several centers. Even though this method has been proven to be

specific, it may lack sensitivity to some antibodies (McCracken et al., 2017). To
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increase sensibility, ideally both serum and cerebrospinal fluid should be tested and
in case of doubt the CBA results should be confirmed by IHC (Graus et al., 2016).

Overall, the detection of autoantibody in autoimmune encephalitis using CBA
allows the definition of the diagnosis, helps to make differential diagnosis in atypical
cases (Graus et al., 2016) and in research, and helps to define the spectrum of
phenotypes associated with each autoantibody. Nevertheless, its prognosis value is

still under investigation.

CBA has several advantages in the evaluation of autoimmune encephalitis. It
is more available than other methods that preserve the native conformation of the
antigens making possible to test a higher number of suspected cases. Moreover,
some auto-Ab, such as glycine receptor antibody, are better detected using specific
CBA than IHC (McCracken et al., 2017). However, it is important to evaluate the
results of the CBA (as any other diagnostic method) according to the clinical
hypothesis to define its interpretation and the necessity of further analysis.

4. Conclusions

Autoantibodies have revolutionized the diagnosis of inflammatory CNS disorders.
NMOSD diagnostic criteria have incorporated the presence of AQP4-Ab as a major
criterion, and MOG-associated disease have been described as a new potential
disease entity. Moreover, an increased number of surface neuronal antigens have
been described in autoimmune encephalitis. All these autoantibodies have high
diagnostic application in the clinical practice with the development of CBA detecting
conformational sensitive antibodies. Nevertheless, the prognostic value of most of

them is still unclear and requires further research.
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Table. Clinical application of autoantibodies in patients using CBA.

_ _ Diagnostic Prognostic
Disease Antigen o o
application application
High-risk of relapsing disease;
Antibody titers might be used in
NMOSD AQP4 Yes o
selected individual cases for
disease monitoring
Seroconvertion to negative status
MONEM MOG Yes during the follow-up may indicate a

lower risk of relapsing disease

NMDA receptor
LGI1
Caspr2
AMPA receptor
GABAD receptor
GABAa receptor

Autoimmune
DPPX Yes Unknown

encephalitis* _
Dopamine-2 receptor

IgLONS
P-Q-type VGCC
mGLUR1
mGLUR5

Glycine receptor

NMOSD: Neuromyelitis optica spectrum disorders, MONEM: MOG-associated optic neuritis,
encephalitis and myelitis, AQP4: Aquaporin-4, MOG: Myelin oligodendrocyte glycoprotein,
NMDA: N-methyl-D-aspartate, LGI1: Leucine-rich glioma inactivated 1, CASPR2: Contactin-
associated protein-like 2, AMPA: a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid, GABA:
Gamma-aminobutyric acid, DPPX: Dipeptidyl-peptidase-like protein-6, VGCC: voltage-gated
calcium channel, mGLUR: Metabotropic glutamate receptor.

* This list refers only to cell-surface autoantigens with detected autoantibodies




