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RESUMO

Klein, T. M. Caracterizacéo da Infeccdo pelo Virus Zika em Pacientes com a Sindrome de
Guillain-Barré em Ribeirdo Preto — SP. 2019. 80f. Tese. Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto — Universidade de Séo Paulo, Ribeiréo Preto, 20109.

A Sindrome de Guillain-Barré é uma doenga neurolégica caracterizada como uma
polirradiculoneuropatia inflamatéria aguda imunomediada, que € desencadeada por uma infec¢do
prévia. As manifestacGes clinicas geralmente se apresentam com formigamento, fraqueza progressiva,
paralisia ascendente geralmente simétrica, arreflexia, disfuncdo autonémica e dor. Manifestacdes mais
graves como 0 acometimento da musculatura respiratdria podem ocorrer, e cerca de 3% dos pacientes
vem a 6bito. A incidéncia a SGB teve um aumento de 20 vezes na Polinésia Francesa durante a epidemia
de ZIKV relatada em 2013-2014. Em Ribeirdo Preto observou-se um aumento de 3,5 vezes dessa
incidéncia em 2016, comparado aos trés anos anteriores. Dessa forma, objetivo do presente trabalho foi
investigar e caracterizar a infeccéo pelo ZIKV em pacientes diagnosticados com a SGB tratados no
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto — SP. A pesquisa contou com a participagdo de 75 pacientes, e
42 casos apresentaram manifestacdes neurolégicas, sendo que 31 foram diagnosticados com a SGB.
Amostras clinicas de plasma, soro, urina e liquido cefalorraquidiano (LCR) foram coletadas e testadas
quanto a presenca do ZIKV por qRT-PCR em tempo real. Os resultados demonstraram a deteccdo do
ZIKV em 22 dos 31 pacientes com a SGB (70,9%), revelando uma alta incidéncia da infegdo nos casos
da sindrome em Ribeirdo Preto, e a média de tempo de deteccdo do ZIKV nesses pacientes foi de 55
dias, sendo que em um dos pacientes o virus foi detectado até 186 dias ap0s a primeira detecgdo. A
maior porcentagem de detec¢do do ZIKV foi na urina com cerca de 56% dos resultados positivos dentre
todos os materiais coletados, corroborando com dados da literatura. O LCR também apresentou uma
alta porcentagem de deteccdo (53%). A deteccdo do ZIKV foi obtida em todas as amostras coletadas do
Unico caso de 6bito relacionado a SGB registrado. Dentre os 22 casos de infeccdo pelo ZIKV, a maior
parte deles teve o diagndstico de PIDA com quadro de dissocia¢do albuminocitologica. Dos 22 pacientes
infectados, oito apresentaram anticorpos neutralizantes anti-ZIKV pelo ensaio de PRNT50. Um paciente
negativo para a deteccdo do ZIKV foi positivo para anticorpos neutralizantes. Além da caracterizagdo
da cinética do virus em cada paciente, foi possivel obter dois isolados virais, do soro e do LCR de dois
pacientes diferentes, demonstrando a presenca do ZIKV no SNC dos pacientes com a SGB e sua
viabilidade. Os isolados foram submetidos ao sequenciamento completo de seu genoma viral. O presente
trabalho é de grande relevancia para a contribuicdo de maior conhecimento cientifico sobre 0 ZIKV
como possivel gatilho para o desenvolvimento da SGB, como 0 ZIKV se comporta nesses pacientes,
por quanto tempo persistem nesse caso de uma neuropatia inflamatéria aguda imunomediada, e como
se comportam esses pacientes frente a uma manifestacdo neuroldgica rara, possivelmente induzida pela
infecéo pelo ZIKV.

Palavras-chave: 1. Sindrome de Guillain-Barré; 2. ZIKV; 3. PIDA, 4. Dissocia¢&o albuminocitoldgica;
5. Isolamento do ZIKV no LCR



ABSTRACT

Klein, T. M. Investigation of Zika Virus Infection in Patients with Guillain-Barré
Syndrome. 2019. 80f. Tesis. Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto — Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Guillain-Barré Syndrome is a neurologic disease that is characterized as an immunomediated acute
inflammatory polyradiculoneuropathy, that is triggered by a previous infection. The clinical
manifestations usually present with tingling, progressive weakness, ascending paralysis frequently
simetric, arreflexia, autonomic disfunction and pain. More serious manifestations as the respiratory
muscle involvement can occur, and about 3% of the patients come to death. GBS incidence increased
20 times in French Polynesia during ZIKV epidemic in 2013-2014. In Ribeirdo Preto, it was observed
an increase of 3,5 times of this incidence in 2016, when compared with the last three years. Thus, the
aim of this study was to investigate and characterize ZIKV infection in patients diagnosed with GBS
followed up at the Hospital das Clinicas of Ribeirdo Preto — SP. The research had the participation of
75 patients, and 42 presented neurologic manifestations, 31 of whom were diagnosed with GBS.
Clinical samples of plasm, serum, urine and CSF were collected and tested for the presence of ZIKV
by real time gRT-PCR. Our results demonstrated ZIKV detection in 22 of 31 GBS patients (70,9%),
revealing a high incidence of this infection in this syndrome at Ribeirdo Preto, and the mean detection
time of ZIKV in these patients was 55 days, and in one of the patients the virus was detected up to 186
days after the first detection. The highest percentage of ZIKV detection was in urine with about 56%
of the positive results among all the materials collected, corroborating with data from the literature.
CSF also presented a high percentage of detection (53%). Among the 22 cases of ZIKV infection, most
of them had the diagnosis of PIDA with albumin-cytologic dissociation, and eight presented anti-ZIKV
neutralizing antibodies using PRNT50 assay. A negative patient for ZIKV detection was positive for
anti-ZIKV neutralizing antibodies. In addition to the characterization of virus kinetics in each patient,
it was possible to obtain two viral isolates, from the serum and CSF of two different patients,
demonstrating the presence of ZIKV in the CNS of patients with GBS and its viability. The isolates
were submitted to complete genome sequencing. Our study is of great relevance for the contribution of
greater scientific knowledge about ZIKV as a possible trigger for the development of GBS, as ZIKV
behaves in these patients, for how long they persist in this case of acute immune-mediated inflammatory
neuropathy, and how such patients are confronted with a rare neurological manifestation, possibly
induced by ZIKV infection.

Keywords: 1. Guillain-Barré Syndrome; 2. ZIKV; 3. PIDA; 4. Albumin-citologic dissociation; 5. ZIKV

isolation from CSF
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1. INTRODUCAO

1.1. O virus Zika

1.1.1. Histoérico

O virus Zika (ZIKV) é um membro da familia Flaviviridae pertencente ao género Flavivirus, e
foi isolado pela primeira vez no ano de 1947 na floresta de Ziika em Uganda, no leste da Africa. O
isolamento foi feito a partir de um macaco sentinela de um estudo para a febre amarela (1).
Subsequentemente as fontes epidemioldgicas indicam que o virus se disseminou pela regido da Africa
subsaariana e sudeste da Asia. O primeiro caso de infeccdo humana pelo ZIKV foi descrito na Nigéria
em 1953 (2). Contudo, a infeccdo por esse virus foi bastante subnotificada, ou diagnosticada
erroneamente como casos de infeccdo pelo virus Dengue, por compartilharem manifestagdes clinicas
bastante similares e sorologia cruzada. Dessa forma, o virus se disseminou silenciosamente pela Africa
e Asia com pouco menos de 20 casos confirmados em 60 anos.

O surto causado pelo ZIKV em 2007 na ilha de Yap nos Estados Federados da Micronésia, deu

inicio ao panorama atual dessa arbovirose no mundo. Foram notificados 5000 casos de infec¢do pelo
virus em um total de 6700 habitantes (3). Seis anos mais tarde uma grande epidemia ocorreu na Polinésia
Francesa situada no Pacifico Sul em 2013 e 2014 sendo 32000 casos notificados (4), seguida de
pequenos surtos posteriores em outras ilhas vizinhas (1).
O ZIKYV foi introduzido no Brasil provavelmente entre os anos de 2013 e 2015 pela rota do Pacifico, e
o primeiro surto foi registrado em marco de 2015 no estado da Bahia (5,6). Acredita-se que em Salvador
a epidemia tenha comegado em fevereiro e prolongou-se até meados de julho de 2015 (8). O ZIKV se
espalhou por praticamente todo o territorio nacional, e em dezembro de 2015 o Ministério da Salde
divulgou que havia mais de 1,3 milhdes de casos de infec¢do pelo ZIKV suspeitos no Brasil (7). Em
setembro do mesmo ano pesquisadores no Brasil notaram um aumento no nimero de casos de recém-
nascidos apresentando microcefalia e outras malformagcfes nas mesmas regides onde o virus foi
detectado pela primeira vez, e em fevereiro de 2016 mais de 4300 casos de microcefalia foram
notificados (9). Os primeiros isolamentos do ZIKV foram provenientes do liquido amnidtico de dois
fetos que nasceram com malformacdes neurolégicas graves, confirmando a transmissdo do virus via
placenta (35), e logo em seguida a relagdo do ZIKV as malformagdes congénitas foi confirmada (36-
38).

Em outubro de 2015 a Colémbia notificou a primeira transmisséo autoctone do ZIKV fora do
Brasil, e em marco de 2016 o pais registrou cerca de 50.000 casos suspeitos de infeccdo pelo virus

(10,11,12). O ZIKV se espalhou por pelo menos 33 paises e territdrios das Américas (11,12).

Investigacdo da infeccdo pelo virus Zika em pacientes com a Sindrome de Guillain-Barré



INTRODUCAO | 3

Apesar da circulagdo do ZIKV ter sido notificada na Africa ha 60 anos atras, e na Asia ha 50
anos, casos da infeccdo relacionados a sintomatologia grave da doenca (como a microcefalia e a

Sindrome de Guillain-Barré) s6 foram descritos a partir dos surtos na Polinésia Francesa e no Brasil (1).

2007-2009 2012-2014 2015 — 2015 2015 2016 2016 2016

i or November December January February March
State of Yap, French Polynesia  Malaysia € Cape Verde El Salvador Paraguay French Guiana Bolivia CostaRica Ecuador Haiti Tonga Laos
Micronesia  New Caledonia Phil nuatu Samoa Guatemala Suriname Honduras U.S. Virgin  Guadeloupe Guyana  American Bonaire New Caledonia
Gabon Easter Island, Chile Cambodia  Fiji Solomon Islands Mexico Venezuela Martinique Islands St Martin  Jamaica Samoa Marshall Islands  St. Maarten
Cook Islands Indonesia Colombia Panama Dominican Nicaragua  Curagao St Vincent and  Cuba
Thailand Puerto Rico Republic Barbados Maldives the Grenadines Dominica
Trinidad and
Tobago
Dominican Republic
Pueno Rico
us, Vi " n Islands
SainfMartin and Sint Maaren
Guadeioupe Lo
SR x
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= ok Islands

@ ™o Easter I1land,
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Figura 1. Paises onde a infeccéo pelo ZIKV foi detectada em humanos e a cronologia dos surtos ocorridos (12).

A Sindrome de Guillain-Barré (SGB) associada a infeccdo pelo ZIKV foi confirmada pela
primeira vez através de uma pesquisa de caso-controle realizada na Polinésia Francesa em 2016 (13),
gue demonstrou um aumento de 20 vezes no numero de casos da sindrome no mesmo periodo da
epidemia pelo Zika. No Brasil, um aumento de 80% no nimero de casos da sindrome foi observado na
regido Nordeste do pais na primeira metade de 2015 coincidindo com a epidemia do ZIKV na mesma
época e regido (14). Paises das Américas como Venezuela e Coldmbia também registraram aumento
significativo nesses nlmeros ap0s registrarem as primeiras epidemias do ZIKV em seus territorios
(13,15,16). No periodo de 1 de abril de 2015 a 31 de mar¢o de 2016 foram registrados um total de 1474
casos da SGB na Bahia, Colémbia, Republica Dominicana, El Salvador, Honduras, Suriname e
Venezuela. Um estudo publicado em outubro de 2016 no qual realizou andlises multivariadas da
incidéncia do nimero de casos de infeccdo pelo ZIKV e da incidéncia de casos da SGB em diferentes
paises da América Latina (15), demonstrou que durante as semanas de transmisséo do ZIKV, houve um
aumento significativo na incidéncia da sindrome, em comparagdo a incidéncia basal pré-ZIKV, no
estado da Bahia houve um aumento de 172% da SGB, na Colémbia de 211%, na Republica Dominicana
de 150%, em EI Salvador de 100%, em Honduras de 144%, no Suriname de 400% e na Venezuela de
877%. Em todos os paises foi possivel observar que o pico da infec¢do pelo ZIKV coincidiu com o pico

do aumento do nimero de casos da SGB.
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Numero de casos de ZIKV e da SGB reportados semanalmente em 6 paises da América Latina e no estado da
Bahia no Brasil de 2015-2016
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Figura 2. Casos reportados semanalmente de infeccdo pelo ZIKV e de SGB em seis paises diferentes, e no Brasil no estado
da Bahia. Modificado de Santos T., et al, 2016 (15).

1.1.2.1. Aspectos biolégicos do ZIKV

O virus Zika pertence ao género Flavivirus (familia Flaviviridae), e apresenta as caracteristicas
que toda a sua familia compartilha: presenca de envelope viral e genoma constituido por RNA de fita
simples com polaridade positiva de aproximadamente 10.800 pares de base (10,8 kb). Seu material
genético apresenta um Unico frame de leitura e codifica para uma Unica poliproteina que é entdo
processada posteriormente por proteases virais e do hospedeiro dando origem a trés proteinas estruturais
(Capsideo — C; pré-membrana — prM; e envelope — E) e sete proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2, NS2B,

NS3, NS4A, NS4B e NS5) (39), sendo que essa Ultima proteina apresenta funcdes essenciais para a
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sobrevivéncia do ZIKV, como a realizacdo da replicacdo do RNA viral, processamento da poliproteina
viral e ainda a modulacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro. As proteinas ndo-estruturais atuam
no processo da replicacdo viral, processamento do material genético, bem como na evasao da resposta
imunoldgica do hospedeiro.

A particula viral do Zika é composta pelas trés proteinas estruturais, o envelope lipidico e o
RNA viral. A proteina E tem uma forma alongada e é formada por trés ectodominios. Grande parte dos
isolados do ZIKV apresentam uma modificacdo na proteina E na posi¢do E154 no dominio | (E-DI), e
interessantemente, algumas cepas africanas pré-epidémicas que ndo apresentavam essa modificacdo
apresentaram menor comportamento neuro invasor (41). A proteina E, por estar bastante exposta na
regido do envelope viral é a mais antigénica dentre os flavivirus de uma maneira geral, e responsavel
pela adesdo e entrada da particula viral na célula hospedeira. O dobramento correto dessa proteina é
controlado pela proteina prM, que por sua vez € clivada pela Furina, uma proteina da célula hospedeira,

para dar origem a proteina de membrana na maturagéo viral (43).

Proteinas estruturais Proteinas nao-estruturais
prM/M NS2a/b NS4a/b
5UTR C E NS1 NS3 NS5 3" UTR

Figura 3. Esquema da organizacéo do genoma do ZIKV. O ZIKV possui como material genético uma fita de RNA de polaridade
positiva que codifica para uma Unica poliproteina, a qual é clivada em trés estruturais e sete ndo estruturais. Figura
modificada de Pierson T. C., et al, 2018 (39).

O ZIKV se subdivide em duas linhagens que se diferem a nivel nucleotidico cerca de 10% uma
da outra (42). A linhagem mais antiga isolada em 1947 é a Africana, e posteriormente surgiu a linhagem
Asidtica que foi detectada primeiramente nas Ilhas de Yap. Os isolados posteriores causadores dos surtos
nas Américas sao provenientes da linhagem Asiéatica.

Como esperado, 0 ZIKV compartilha sequencias similares com outros flavivirus como o virus
Spondweni com 68% de similaridade de aminoacidos na proteina E, e como o virus Dengue com 50%
similaridade de aminoacidos na mesma proteina (39). Dessa forma, a similaridade entre os virus dessa
familia dificulta o desenvolvimento de testes diagndsticos especificos para identificar cada um deles.

A transmissdo do ZIKV ocorre geralmente por picada de mosquitos infectados. Os dois
principais ciclos de transmissdo séo o ciclo silvatico, que se da entre primatas ndo-humanos e mosquitos
do género Aedes presentes nas regides de floresta, e o clico urbano entre humanos tanto como

reservatorios como hospedeiros e mosquitos antropofilicos do género Aedes como vetores. Estudos
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demonstraram que 0 mosquito Aedes aegypti é o vetor mais eficiente na transmisséo do ZIKV (44). Esse
mesmo mosquito também transmite o virus dengue, o virus Chikungunya e o virus da febre amarela.
Outros trabalhos sugerem gue mosquitos pertencentes a outros géneros, principalmente o Culex,
sabidamente transmissor do JEV (Japanese Encephalitis Virus) e o WNV (West Nile Virus), poderiam
estar envolvidos também na transmissdo do ZIKV (45,46), ja que no periodo de 2007 & 2017 cerca de
84 paises no mundo todo reportaram casos de infec¢do pelo Zika, ndo se restringindo apenas as regides
tropicais.

Além dessa via cléssica de transmissdo descrita para o ZIKV, outras vias tém sido reportadas.
A transmissdo sexual tem sido documentada desde 2008, quando pessoas morando em regides nédo
endémicas tornaram-se infectadas apds relagdo sexual com parceiros retornando recentemente dessas
areas (47,48). O ZIKV também pode ser transmitido pela via parenteral por transfusdo sanguinea, com
0s primeiros casos documentados em 2014 na Polinésia Francesa (47), e no Brasil em 2016 (49). A
transmissdo materno-fetal do ZIKV também pode ocorrer e teve seu primeiro caso de transmissao
perinatal reportado na Polinésia Francesa no ano de 2013 (50). O primeiro caso de transmissao
intrauterina foi subsequentemente confirmado no Brasil durante o periodo de surto de 2016 (35,51).

O ZIKV ja foi isolado de sangue total, sémen, urina, liquido amniético e leite materno (52-55),
e geralmente pode ser detectado no sangue num periodo curto de 3 a 5 dias ap6s o inicio dos sintomas,
mas pode persistir por periodos mais longos na urina e no sémen, sendo que no sémen ha registro de

detecgcdo do RNA viral por até 62 dias apds a infeccao (56).

1.1.2.2. Aspectos clinicos da infec¢do pelo ZIKV

Os sinais e sintomas mais comuns ou frequentes descritos na infeccéo pelo ZIKV nos paises da
América Latina e na Polinésia Francesa ocorreram em média dentro de 3 a 7 dias ap6s a picada do
mosquito transmissor, e incluiram febre em 72% dos casos, artralgia e mialgia em cerca de 65% dos
casos, conjuntivite em 63% dos casos, cefaleia em 46% dos casos, fadiga e rash cutaneo (18).

Durante as epidemias mais recentes, como sabemos, a infeccdo pelo ZIKV também tem sido
associada, embora com pouca frequéncia, a complicacdes graves em adultos, incluindo faléncia multipla
de o6rgdos (19), mielite transversa (40), meningite, encefalite (20), e trombocitopenia (21). Embora
geralmente a infeccdo pelo ZIKV néo esteja associada a casos de fatalidade, a mortalidade de pacientes
tem sido descrita em individuos contendo outras comorbidades como observado em criangas com
anemia falciforme, adultos com céancer (19), e em individuos que desenvolvem a SGB (22).

Uma caracteristica bastante importante e marcante na infeccdo pelo ZIKV é o seu amplo
tropismo por VArios tipos celulares e érgdos e sua persisténcia no organismo. Dessa forma, novas
manifestacBes clinicas sdo continuamente descobertas. Sabe-se que o ZIKV pode persistir no sangue

total e em regides conhecidas como santuarios imunoldgicos. Em multiplos casos foram reportadas a
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deteccdo do RNA do ZIKV no sangue total de adultos num periodo que variou de 60 a 100 dias ap0s a

primeira deteccdo, apesar do soro e outros fluidos corporais apresentarem negatividade para ele (23,24).

N gy 7

ZIKV

Sintomas leves
semelhantesa gripe

Assintomaticos

7

Sindrome Congénita do Sindrome de Guillain-Barré

ZIKV
Microcefalia

Figura 4. Manifestacdes clinicas. A maioria das infecgfes por ZIKV é assintomatica. Entre os casos sintomaticos, a maioria
dos pacientes desenvolve uma doenca caracterizada por febre, erup¢éo cuténea, conjuntivite, dores de cabeca e dores
musculares e/ou articulares. Durante a gravidez, a infec¢do por ZIKV pode resultar em microcefalia, sindrome congénita do
ZIKV (CZS) e morte fetal. Em um subgrupo de adultos, a infeccao esta ligada a sindrome de Guillain-Barré, que pode
resultar em fraqueza muscular e paralisia. Modificado de Pierson T. C., et al, 2018 (39).

Estudos demonstraram que o ZIKV infecta principalmente mondcitos do sangue na fase aguda
dainfeccdo (25), e podem se replicar de maneira persistente nas células que compdem a camara posterior
e anterior dos olhos, 0 que causa a conjuntivite, uveite e, em alguns casos até a perda da visdo (26,27,28).
A persisténcia do virus no olho foi detectada em camundongos e humanos por até 30 dias ap0s a primeira
deteccdo, e possivelmente pode ser também esta uma via de transmiss&o direta através de secrecéo ocular
(28,29). O ZIKV pode ainda infectar e estabelecer persisténcia no trato reprodutivo masculino, com
deteccdo de RNA viral no esperma e sémen por até 28 meses, apesar de particulas virais infecciosas
serem encontradas por apenas poucas semanas apés o inicio da infeccéo (30). Casos de oligospermia e
hemospermia tem sido observado em humanos apds a infeccéo pelo ZIKV e hé casos de especulacdes
de que o quadro pode afetar a fertilidade (31).

O acometimento do sistema nervoso central de fetos e neonatos na infec¢éo pelo ZIKV é um
dos principais fatores de gravidade para a saide publica e objeto de pesquisas intensivas para a
compreensdo dos mecanismos que levam a esse quadro. A infec¢do durante a gravidez pode causar
graves anomalias no feto, como calcificagdes no cérebro, microcefalia, ventriculomegalia,
anormalidades no corpo caloso cerebral, hipoplasia cerebelar (32), danos na regido ocular posterior

(incluindo cicatrizes maculares, e mancha focal pigmentaria da retina), artrogripose e hipertonia ou
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movimento restrito do corpo logo apds o nascimento (33). A esse conjunto de malformacdes foi dado o
nome de Sindrome Congénita do virus Zika (Congenital Zika virus Syndrome - CZS) no ano de 2017
por Alvarado M e Schwartz D. (34).

Além da CZN, ZIKV também tem sido relacionado ao desenvolvimento da SGB em adultos,
apesar da relagdo causal ainda ndo ter sido comprovada. A SGB é uma polineuropatia inflamatoria aguda
imunomediada, que se apresenta tipicamente com sintomas como parestesia, fraqueza e dor, mas
podendo progredir para casos graves de paralisia, comprometimento do sistema respiratério levando ao
6bito (39).

A infeccéo pelo ZIKV parece induzir respostas inflamatdrias sistémicas no humano. Grande
numero de pacientes infectados sintomaticos apresentaram leucopenia caracterizada por monocitose,
trombocitopenia, inducdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, IL-6, MIP1a), quimiocinas (IP-10 e
RANTES) e citocinas que promovem ativagdo de linfocitos T de uma maneira geral (IL-2, IL-4, IL-9 e
IL-17) (57). A infecgdo pelo ZIKV também induz uma producéo de anticorpos anti-ZIKV amplamente
neutralizantes como resposta humoral contra ambas as linhagens Asiatica e Africana (58), sugerindo um
Unico sorotipo. Interessantemente, outros anticorpos anti-flavivirus pré-existentes no individuo (como
observado para DENV, YFV e WNV), podem reagir cruzadamente com o ZIKV, porém exibindo uma
capacidade limitada de neutralizacdo (sub neutralizagdo). Estudos recentes in vitro e in vivo sugerem
gue esses anticorpos sub neutralizantes podem aumentar a infeccdo pelo ZIKV no paciente, um
fendbmeno chamado Antibody Dependent Enhancement (ADE), ja bastante descrito e conhecido para o0s
sorotipos do DENV (59-61). Um estudo utilizando-se modelo murino, foi realizada a transferéncia
passiva de soro humano de pacientes convalescentes previamente infectados por DENV e WNV nesses
animais que foram infectados pelo ZIKV, e observou-se um aumento da infecgdo e da gravidade da
doenca (60). Contudo, o impacto exato e o progndstico dessas reatividades cruzadas de anticorpos anti-

flavivirus previamente existentes com o ZIKV em humanos ainda precisa ser esclarecido.

2.1. A Sindrome de Guillain-Barré

A Sindrome de Guillain-Barré ¢ uma doenca que se apresenta como uma polirradiculoneuropatia
inflamatéria aguda imunomediada, tipicamente com formigamento, fraqueza progressiva, paralisia
ascendente geralmente simétrica, arreflexia, disfuncdo autondémica e dor (62,63), e pode se manifestar

em um espectro de variacoes.
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Figura 5. Padrdes de fraqueza na sindrome de Guillain-Barré (GBS) e sindrome de Miller Fisher e seus subtipos. A GBS e
SMF e subtipos formam um continuum de sindromes discretas e sobrepostas. Areas sombreadas indicam padrdes de fraqueza.
O contorno duplo (desfoque das figuras) indica a presenca de ataxia. 'Zzzzz' indica hipersomnoléncia. O padré&o de fraqueza
para cada subtipo € o seguinte: GBS cléssico: tetraparesia com ou sem envolvimento do nervo motor craniano; SGB
paraparético: membros inferiores; Fraqueza faringeo-cervical-braquial: bulbar, pescogo e membros superiores; Fraqueza
bifacial com parestesias: facial; Sindrome de Miller Fisher: oftalmoplegia externa; Encefalite do tronco encefalico de
Bickerstaff: oftalmoplegia externa. A fraqueza facial e o envolvimento dos nervos cranianos motores sdo mais frequentes na
SGB cléassica do tipo desmielinizante (polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatéria aguda) do que no tipo axonal
(neuropatia axonal motora). Na sindrome de Miller Fisher, h4 ataxia e, em seu subtipo do sistema nervoso central, a encefalite
do tronco encefélico de Bickerstaff, ha hipersonoléncia adicional. Modificado de Wakerley B., et al, 2014 (64).

i
&Nf"

Pacientes com a SGB classica desenvolvem geralmente tetraparesia, apesar de existirem 3
subtipos da doenca que a paralisia é localizada. Eles incluem a variante de fraqueza branquio-cérvico-
faringeal da SGB (definida por fraqueza bulbar, cervical e dos membros superiores), a SGB paraparética
(definida pela fraqueza bilateral dos membros inferiores), e a fraqueza bifacial com parestesia
(caracterizada pela fraqueza facial bilateral e disturbio sensorial do membro distal (64). Além dessas
variagdes mais classicas da SBG a Sindrome de Miller Fisher também é enquadrada dentro desse
espectro, porém é caracterizada por oftalmoplegia, ataxia e arreflexia do tipo cerebelar na auséncia de
fraqueza nos membros. Os pacientes com envolvimento adicional da formacéo reticular, resultando em
disturbio da consciéncia, tém o subtipo do sistema nervoso central (SNC), conhecido como encefalite
do tronco encefalico de Bickerstaff (65).

A SGB cléassica pode ser subdivida ainda pela origem do dano do sistema nervoso. Quando ha a presenca
de lesdo na bainha de mielina dos nervos periféricos a doenca € classificada como polineuropatia
inflamatoria aguda desmielinizante (Acute Inflammatory Demyelinating Polyneuropathy — PIDA).
Contudo, se a origem da lesdo diretamente nas regides de membranas axonais dos neur6nios a sindrome

é caracterizada como neuropatia axonal motora aguda (Acute Motor Axonal Neuropathy — AMAM) (66).
2.1.1 Epidemiologia

A SGB é uma doenca considerada rara, com uma baixa incidéncia populacional de 0,81-1,89

(mediana de 1,11) por 100.000 pessoas por ano, e apresenta uma ocorréncia maior em pacientes do sexo
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masculino e em idosos (sua incidéncia parece aumentar com a idade). Sua incidéncia mundial apresenta
variacdes em cada regido. No ano de 2009 o Brasil apresentava uma baixa incidéncia da doenga com
uma taxa de 0,40 para cada 100.000 pessoas por ano, em contraste no mesmo ano taxas altissimas de
2,5 para cada 100.000 habitante por ano foram registradas para paises como Curacao e Bangladesh
(67,68).

A proporcéo de pacientes com a SGB gue desenvolveram a PIDA e a NAMA diferem bastante
em diferentes regides do mundo. A PIDA é o subtipo mais predominante na América do Norte e Europa
(cerca de 60-80% dos pacientes), enquanto a NAMA tem maior incidéncia na Asia, América Central e
América do Sul (cerca de 30-65% dos pacientes) (68). A diversidade geogréfica provavelmente ocorre
devido a diferenca na exposicdo a certos patdgenos, possivelmente em combinagdo com fatores
genéticos de susceptibilidade genética do paciente (69,70). Essas variantes também podem ditar de
alguma forma o curso e a gravidade da sindrome, porém esses mecanismos de atuacao ainda ndo foram
esclarecidos.

A maioria dos casos de SGB notificados estdo relacionados a infec¢ao prévia com uma bactéria
chamada Campylobacter jejuni (C. jejuni), e dessa forma, uma grande porcentagem das pesquisas da
imunopatologia da sindrome é realizada tendo como foco este patégeno. Contudo, Vvarios outros
patdgenos, inclusive os virais tém sido relacionados a casos de SGB, como 0 DENV, 0 ZIKV e 0 CHIKV
(71-74). Casos da SGB relacionados a infe¢des previas por CMV, EBV, Mycoplasma pneumonia,
Haemophilus influenzae e Virus Influenza A, e varios outros patdégenos também ja foram notificados
(75,76).

2.1.2. Mecanismos propostos para a imunopatogenese da SGB

A SGB é uma doenca imunomediada, pés-infecciosa, que acomete o sistema nervoso periférico
do individuo. Porém, os mecanismos imunoldgicos e patogénicos que ocorrem para que se tenha o
desenvolvimento do quadro ainda ndo estéo claros. Varios trabalhos vém demonstrando que diferentes
patdgenos estdo relacionados a diferentes quadros clinicos da SGB.

De uma forma generalizada, acredita-se que a SGB seja principalmente mediada por anticorpos,
apesar da participacao de outros elementos da resposta imunoldgica do individuo, como os linfécitos T,
B e macrofagos (62). No periodo em que se tem contato com um patégeno, os antigenos do mesmo séo
capturados por células apresentadoras de antigenos (APCs), que por sua vez os apresentam aos linfécitos
T e B. Sendo assim, uma resposta imunoldgica celular e humoral sdo desenvolvidas, de maneira que 0s
linfocitos B se diferenciam em plasmdcitos produtores de anticorpos neutralizantes especificos
direcionados a esse patdgeno. De alguma forma, em certo momento, esses anticorpos produzidos passam
a reagir cruzadamente com antigenos presentes na bainha de mielina das células de Schwann e na

membrana externa das regiGes axonais dos neurdnios periféricos. Normalmente esses antigenos
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reconhecidos estdo presentes em estruturas chamadas de gangliosidios, que sdo esfingolipidios
constituintes das membranas celulares dos neurbnios e estdo presentes na parte externa dessas
membranas tendo como funcdo basica e sinalizacdo celular. Alguns anticorpos anti-gangliosidios ja
foram identificados em diversos pacientes com a SGB e muitos desses anticorpos estdo associados a
patdgenos especificos, que reconhecem tanto estruturas nesses microrganismos quanto nos
gangliosidios. Um exemplo bastante classico e arquétipo de estudo da SGB como ja mencionado é o C.
jejuni. Pesquisas demonstraram que existe um mimetismo antigénico estrutural entre lipopolissacarideos
(LPS) da parede celular dessas bactérias e estruturas de gangliosidios como 0 GM1 e o GD1a (77-80).
Por estarem presentes na membrana celular dos neurbnios, os anticorpos reconhecem entdo essas
estruturas se tornando auto anticorpos, ativam proteinas do complemento que formam entéo o complexo
de ataque a membrana (Membrane Attack Complex — MAC) induzindo poros nos prolongamentos
axonais desses neurdnios. Esses eventos levam ao dano de neurénios motores e perda da conducdo do
estimulo nervoso.

Esse mecanismo de acéo é aceito para a SGB de subtipo AMAM. Na SGB de subtipo PIDA, o
antigeno que sofre o reconhecimento por auto anticorpos ainda permanece desconhecido. Contudo,
semelhante a0 modelo da imunopatogenese na SGB de dano axonal, acredita-se que na SGB
desmielinizante o gatilho para o desenvolvimento da doenca também seja uma infecgdo prévia por um
patégeno. Anticorpos sao gerados com especificidades para esse microrganismo, porém também passam
a reconhecer estruturas especificas da bainha de mielina produzida pelas células Schwann no SNP. Esses
anticorpos também ativam as proteinas do complemento e ha danos na conducdo da comunicagdo do

SNP com o sistema motor e sensorial do individuo.
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Figura 6. Compreenséo atual da patogénese da sindrome de Guillain-Barré e variantes clinicas. Na sindrome de Guillain-
Barré desmielinizante, antigenos inequivocos ainda precisam ser identificados, mas sdo inferidos pela ativagdo do
complemento, destruigdo da mielina e limpeza por macrofagos. Nas variantes axonal e de Miller Fisher, os gangliosidios
especificos (GM1, GDla, GQ1b) sdo alvos de imunoglobulinas e partilham epitopos antigénicos com vérios antigenos
bacterianos e virais. Esses alvos antigénicos estdo nas estruturas nodais, nas raizes e localizados nos 6rgéos finais. Na
sindrome de Miller Fisher, o antigeno GQ1b também existe dentro do tronco cerebral. Nesta variante, os macréfagos
fagocitam os detritos do axdnio e entram pelos nés. Modificado de Wijdicks E. F. M., et al, 2017 (62).

2.1.3. Diagnostico da SGB

A SGB pode ser confundida com outras doengas com sintomas semelhantes que acometem o
sistema nervoso, dessa forma, a anamnese realizada pelo profissional de satde é um parametro bastante
importante para seu diagndstico. A procura pelo histérico das Gltimas semanas do paciente, 0 exame
médico minucioso que vdo desde os movimentos dos membros, relatos de dores, caracteristicas das
paralisias sdo informacdes de extrema importancia que podem levar ao diagnéstico da sindrome.

Além disso, exames mais especificos e diferenciais como a analise do LCR dos pacientes,
juntamente com o exame médico também podem diagnosticar a SGB. De acordo com o critério de
Brighton a contagem de células no LCR deve ser menos que 50 células/uL (83). A dissociacdo
albumino-citoldgica é uma combinacéo de niveis elevados de proteinas no LCR e contagens normais de
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células, apesar desses parametros serem dependentes do estagio da SGB e do tempo da evolucdo da
doenca, e serem observados em apenas dois tercos dos pacientes (84).

Os estudos neurofisioldgicos sdo de extrema importancia, e sdo bastante aplicados nos casos em
gue o diagndstico clinico ndo é claro ou a SGB ndo se apresenta com sintomatologia classica. O exame
neurofisiolégico possibilita identificar o subtipo da SGB observando-se a conducao do impulso nervoso.
Os subtipos da SGB como a PIDA e a NAMA sao de dificil diagndstico meramente clinico, e o teste

eletrofisioldgico é a ferramenta excelente para tanto.

2. OBJETIVOS

Geral: Caracterizar a infeccdo do ZIKV em pacientes diagnosticados com a Sindrome de Guillain-Barré
gue receberam tratamento no Hospital das Clinicas na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP

no ano de 2016, bem como investigar seu protagonismo no desenvolvimento da doenga.

Especificos:

e Coletar, analisar e avaliar informag6es de caréater clinico-epidemioldgicas relevantes na SGB e
que e possam estar relacionadas a infecgdo pelo ZIKV;

e Investigar a presenca de material genético do ZIKV nas amostras clinicas dos pacientes
diagnosticados com a SGB;

o Demonstrar a viabilidade viral através de seu isolamento a partir de amostras clinicas;

e Investigar a presenca de anticorpos neutralizantes anti-ZIKV no soro dos pacientes
diagnosticados com a SGB

e Investigar a relacdo entre a infeccdo pelo ZIKV e o desenvolvimento da SGB a partir de analises
estatisticas correlacionando dados epidemiol6gicos com os achados clinicos do presente
trabalho.

3. MATERIAL E METODOS

2.1. Producéo do estoque viral e quantificacéo

Para a preparacdo do estoques viral do ZIKV, células Vero foram cultivadas em garrafas de 150
cm2 (KASVI Produtos Laboratoriais - Atuba, Curitiba) em meio DMEM High Glucose suplementado
com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 5% de antibidtico/anti-mic6tico (Penicilina/Estreptomicina e
Anfotericina B — Cultilab, Campinas, S&o Paulo). Ao atingirem 90% de confluéncia as células foram

infectadas com a cepa (sequéncia depositada no GenBank com o n° de acesso KU321639.1 — Cunha et
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al., 2015) isolada em nosso laboratério, com MOI de 0,1. As células foram incubadas por uma hora a
37°C em leve agitacdo, e posteriormente lavadas com solucdo de PBS 1X para retirar as particulas virais
residuais. O meio DMEM High Glucose suplementado com 2% de SBF e 5% de antibidtico/antimicético
foram adicionados e as células foram cultivadas num periodo de 5 a 6 dias (surgimento de efeito
citopatico) e o sobrenadante foi coletado, submetido a centrifugagdo a 5.000 rpm por 10 minutos a 4°C
para a retirada dos debris celulares. Posteriormente, o sobrenadante foi filtrado em filtros de 0,22um, e
aliquotas do estoque foram realizadas para o congelamento em -80°C.
O estoque produzido foi quantificado pelo ensaio de formacéo de placa (Plaque Formation Unit
— PFU), considerado padrdo ouro. Células Vero foram distribuidas em placas de 24 pogos (KASVI) em
uma concentracdo de 3 x 105 células/pogo para atingir confluéncia de 90-100% no dia seguinte. Apds
lavar as células com solucdo de PBS 1X, uma aliquota de 50pL de cada estoque viral foi utilizada para
a quantificacdo, e diluida em 450pL para dilui¢bes seriadas 1:10. Foram feitas 11 diluigdes, e 200uL de
cada diluigcdo foram adicionados em duplicata na placa. Para que os virus adsorvessem na monocamada
de células, a placa foi incubada por uma hora a 37°C em leve agitacdo. Apds esse periodo o indculo foi
retirado lavando os pogos com PBS 1X e em seguida um meio semissolido constituido de 3% de
carboximetilcelulose (CMC) dissolvido em 100mL de agua ultrapura homogeneizada em 100mL de
meio DMEM 2X suplementado com 1% de SFB e 5% de antibidtico/antimicético. Esse meio
semissoélido € de extrema importancia para que limite o virus a infectar apenas um foco celular, gerando
um efeito citopético local e dando origem a uma unidade formadora de placa (plague-forming units —
PFU). A placa foi mantida por cinco dias em estufa a 37°C. Para a revelacéo da placa e contagem do
titulo viral o CMC foi retirado e 500pL de uma solucdo de formaldeido 10X foi adicionada para a
fixacdo das células e mantida por 30 minutos em temperatura ambiente e em movimentacdo. Em seguida
a placa foi lavada com &gua corrente e 300uL de uma solugdo de cristal violeta foi adicionada para corar
as células fixadas por mais 30 minutos. Em seguida a placa foi lavada novamente em agua corrente, o
excesso da coloracéo foi retirado e entdo foi possivel observar pontos sem coloragdo indicando PFUs.
Cada PFU corresponde a uma particula viral infecciosa, e para fazer a titulacdo do virus, os PFUs
foram contados nos pogos que apresentaram o menor nimero de placas, ou seja, a diluicdo em que havia
um numero limitante de particulas virais infecciosas. A quantificacdo foi extrapolada para PFU/mL. O

estoque produzido obteve uma titulagdo de 5 x 10° PFU/mL.

2.2. Pacientes e amostras clinicas

A pesquisa contou com um total de 75 pacientes, e o inicio da prospeccéo dos casos se deu em
janeiro de 2016, sabendo-se que houve um aumento nacional no nimero de casos da sindrome apos a
detecgdo da epidemia pelo ZIKV no Brasil. Os pacientes foram atendidos ou no Hospital das Clinicas

da cidade de Ribeirdo Preto — SP, ou nas Unidades de Emergéncia da cidade apresentando um ou mais
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dos seguintes sintomas: paralisia em alguma regido corporal, perda de equilibrio, perda de sensibilidade
corporal, dificuldades respiratorias eou confusdo mental. Na suspeita da SGB, esses pacientes eram
entdo encaminhados ao Hospital das Clinicas para dar seguimento ao atendimento junto a equipe de
neurologia. Amostras de sangue, urina e liquido encéfalo-raquidiano foram coletadas dentro das 24
horas em que o0 paciente deu entrada no hospital para a realizagdo dos exames clinicos, e dessa forma,
aliquotas foram separadas para serem incluidas no presente estudo.

Os critérios de inclusdo dos pacientes na pesquisa foram:

e Diagnostico positivo para a SGB, de acordo com os pardmetros neurologicos e
eletroneuromioldgicos necesséarios para a caracterizacdo aplicados pela equipe de
neurologia que acompanhou o paciente;

e Apresentarem informacdes sobre a caracterizacdo da manifestacdo neuroldgica no
sistema do HC;

e  Apresentarem nimero e registro no HC.

Os critérios de excluséo foram:

e Diagnostico negativo para a SGB, sendo caracterizado dentro de outras manifestagdes
neuroldgicas;

e Auséncia de registro ou informagdes sobre o diagnostico da manifestacdo neurologica
no sistema do HC;

e Auséncia de registro no sistema do HC.

Todos os pacientes tiveram acesso ao termo de consentimento livre e esclarecido, e a pesquisa
foi desenvolvida foi aprovada pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa de acordo com a Resolucio
466/12 do Conselho Nacional de Salde, bem como suas complementares tendo como registro da CAAE
0 nimero 61385416.1.1001.5.440 e o nimero do Certificado de Apresentacdo para Apreciacio Etica é
0 5440.

2.3. Coleta de dados epidemioldgicos dos pacientes

A coleta dos dados epidemiol6gicos dos pacientes foi realizada acessando o sistema do Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto checando exames, procedimentos realizados, prescricbes médicas e
descrigdes de anamnese dos pacientes. Os dados coletados foram género, raca, idade, data e sintomas
de doenga febril aguda prévia recente, data de inicio e sintomas manifestantes da SGB, tratamento com
imunoglobulinas endovenosas, exames para outras doengas infecciosas, exames para dosagem de
proteinas e células no liquido encéfalo-raquidiano, exame para painel de anticorpos anti-gangliosideos

e presenca de outras doencgas no paciente.
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2.4. Deteccdo do material genético do ZIKV em amostras clinicas

As amostras clinicas coletadas passaram pelo processo de extracdo do RNA viral com o Kit De
Extracdo Mini Spin Virus Dna/Rna (KASVI, Parana, Brasil), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Os RNAs foram quantificados em aparelho espectofotometro NanoDrop® (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA) para observar a pureza e integridade do material genético. O RNA viral
foi quantificado por gRT-PCR em tempo real com o kit TagMan® Fast Virus 1-Step Master Mix
(Thermo Fisher Scientific). A reacdo para cada amostra quantificada continha 2,5 pL do Master Mix
(AmpliTag® Fast DNA Polymerase, Thermostable MMLYV enzyme, dNTPs incluindo dATP, dGTP,
dCTP, and dTTP, RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor, ROX™ dye (referéncia passiva),
buffer), 0,125 pL do forward primer e 0,125 pL do reverse primer, 0,125uL da sonda, 4 uL do RNA
extraido e 3,125 uL de agua ultrapura livre de RNAse, completando um volume total de 10 pyL por
reacdo. Seguem abaixo as sequéncias dos primers e sonda utilizados para a deteccéao e quantificacdo do
ZIKV:

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados na deteccédo do RNA do ZIKV por RT-PCR em tempo real.

Primer/Sonda Sequéncia Referéncia
Primer Forward — ZKEF 5’AAGTTTGCATGCTCCAAGAAAAT 3° Pyke et al., 2014
Primer Reverse — ZKER 5’CAGCATTATCCGGTACTCCAGAT 3’ Pyke et al., 2014

Sonda 5’-FAM-ACCGGGAAGAGCATCCAGCCAGA-MGB-3° Pyke et al., 2014

Para a quantificacdo da carga viral, uma curva padréo foi confeccionada a partir do estoque viral
previamente quantificado. O RNA viral foi extraido e foram feitas dilui¢cbes seriadas com fator de 1:10
iniciando em 10° PFU/mL e finalizando em 10° PFU/mL. Os RNAs diluidos para a curva padréo foram
adicionados a placa junto as amostras a serem quantificadas.

As quantificagdes foram feitas em duplicata para cada amostra, inclusive as dilui¢des da curva
padrdo, e o termociclador utilizado foi o Realplex® 4 Mastercycler (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).
Na primeira etapa (pré-PCR) a reagdo de transcrigdo reversa do RNA (sintese do cDNA) foi feita a 50°C
por 5 minutos, e a inativacdo da transcriptase reversa e ativacdo da DNA polimerase ocorreu a 95°C por
um minuto. Em seguida, 40 ciclos se seguem com 95°C por 15 segundos para a desnaturacdo das fitas
de cDNA, e 60°C por 30 segundos para o0 anelamento dos primers e extensdo das fitas de DNA. A partir
da fluorescéncia emitida pela sonda FAM, o aparelho realizou a quantificacdo detectando a intensidade
da emissdo. Os resultados foram normalizados pelo volume de RNA utilizado na reacéo e foram entdo
calculados para se obter Equivalente de PFU/mL.

Foi estabelecido um padrdo para a caracterizacdo do paciente quanto a positividade para o
ZIKV. O individuo deveria apresentar deteccdo do genoma viral em pelo menos duas de suas amostras

coletadas, seja no mesmo periodo ou em periodos de coletas diferentes.
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2.5. Deteccdo de anticorpos neutralizantes anti-ZIKV nas amostras clinicas por PRNT
(Plague Reduction Neutralizing Test)

A investigacéo da presenca de anticorpos neutralizantes anti-ZIKV foi realizada nas amostras
de soro e LCR primeiramente conduzindo um screenning inicial com base no teste de PRNT (Plaque
Reduction Neutralizing Test — Teste de neutralizacdo por reducdo de placa). Para realizar esse
screenning inicial uma aliquota de cada amostra foi inativada a 56°C por 1 hora e em seguida foram
diluidas 1:500 em meio DMEM sem suplementacdo. Da mesma forma uma amostra com altos titulos
de anticorpos anti-ZIKV (controle positivo) e uma amostra com altos titulos de anticorpos anti-DENV
(controle negativo) foram inativadas e diluidas igualmente. Em seguida as amostras diluidas receberam
60 PFU do ZIKV e foram incubadas a 37°C por 1 hora para que pudesse ocorrer a reacdo de ligacao
entre o antigeno (ZIKV) aos anticorpos se ali presentes. Apos a incubacéo as amostras foram adicionadas
a uma placa de 24 pogos contendo 4 x 10° células Vero/pogo que foram plagueadas no dia anterior. A
placa foi incubada a 37°C por 1 hora para a adsorg¢do viral. Na presenca de altos titulos de anticorpos
neutralizantes anti-ZIKV impediriam a adsorcdo viral nas células Vero e consequentemente a morte
celular. Apos essa etapa o indculo foi retirado, os pogos foram lavados com PBS 1X e um overlay (meio
semi-solido constituido de CMC 15% e meio DMEM suplementado com 2% de
antibidtico/antimicético e 2% de SFB) é adicionado a cada po¢o da placa mantendo cada particula viral
restrita a regido especifica em que infectou a célula. A placa é entdo mantida a 37°C por 5 dias e entdo
o overlay é retirado e uma solucéo de formol a 10% é adicionada a cada pogo para que as células sejam
fixadas. Em seguida uma solugdo de cristal violeta 1% ¢é adicionada a cada po¢o para que as células
sejam coradas e 0s resultados possam ser obtidos.

As regides coradas pelo cristal violeta indicam que as células estdo vivas e continuam aderidas
a placa. A auséncia de coloracdo demonstra regiGes em que houve lise celular formando circulos
pequenos chamados de placas. No controle positivo ndo ha formacéo de placa, pois ha grande quantidade
de anticorpos neutralizantes indicando uma inibicdo total das particulas virais. No controle negativo
uma amostra positiva para o DENV foi utilizada para certificar que esses anticorpos ndo neutralizam de
maneira cruzada o ZIKV. Na auséncia de anticorpos especificos as particulas virais ndo sdo
neutralizadas e causam lise celular (cerca de 60 placas). Amostras de pacientes que neutralizaram 50%
das particulas virais foram consideradas positivas para anticorpos neutralizantes anti-ZIKV e amostras
que neutralizaram menos de 50% das particulas foram consideradas negativas. Somente entdo as
amostras com 50% ou mais de neutralizacdo numa diluicdo de 1:500 foram submetidas ao PRNT. Este
teste é utilizado para identificar e quantificar a quantidade de anticorpos neutralizantes contra particulas
virais infecciosas. O PRNT é um teste soroldgico mais especifico para a identificacdo de arboviroses e
é amplamente utilizado para a titulagdo de anticorpos neutralizantes de um determinado patdgeno.

A realizacdo do PRNT se deu pela diluicdo seriada (realizada em meio DMEM sem

suplementacdo) de anticorpos (diluigdo inicial 1:20 até 1:20480 — 11x) presentes na amostra analisada
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gue serdo incubados com uma quantidade fixa do ZIKV (70 PFU/reacédo) por 1 hora a 37°. Um controle
negativo também é adicionado a placa, o qual apenas recebe virus com um soro sabidamente negativo
para anticorpos anti-ZIKV. Em seguida as dilui¢des sdo adicionadas em uma placa de 24 pocos, sendo
que cada dupla de pocos recebem uma diluicdo. O teste € realizado em duplicata. As placas receberam
previamente células Vero (cerca de 4 x 10° células/pogo) cerca de 24 horas antes. Dessa forma, as células
sdo incubadas com as dilui¢Ges contendo virus + anticorpo diluido serialmente por 1 hora a 37° (tempo
Necessario para a reacao antigeno-anticorpo acontecer e 0 virus permanecer viavel). Apos esse periodo
a placa é lavada com PBS 1X e o overlay (0 mesmo meio semi-solido citado acima) é adicionado a cada
poco da placa. O teste € mantido por 5 dias em estufa a 37° e entdo o overlay é retirado e o teste é
revelado da mesma maneira como ja descrito acima. O controle negativo deve conter o nimero
aproximado de 60 placas e sera utilizado como um pardmetro para observar a capacidade de

neutralizag&o viral a ser verificada em cada amostra testada.

2.6. Isolamento do ZIKV a partir das amostras clinicas

Em algumas amostras de pacientes conseguimos detectar na PCR em tempo real um CT de
amplificacdo do ZIKV relativamente alto, e a partir dessas amostras tentamos realizar o isolamento viral.
Para tanto, uma aliquota de 100uL da amostra do paciente foi diluida em 2mL de meio DMEM sem
suplementagdo, foi filtrada em filtro de 0,22 um para eliminar qualquer contaminacdo bacteriana e entdo
foi inoculada em uma garrafa de 25cm2 contendo células Vero em 90% de confluéncia. Seguiu-se uma
incubacéo a 37° por 1 hora para que as particulas virais se presentes na amostra pudessem infectar as
células. Posteriormente, a garrafa foi completada com 4 mL de meio DMEM suplementado com 2% de
SFB e 2% de antibi6tico/antimicético e mantida em estufa a 37°C por 5 dias.

Ap0s essa primeira passagem o sobrenadante da garrafa foi coletado e aliquotado e 1mL foi re-
inoculado em uma outra garrafa de 25cm2 contendo células Vero com 90% de confluéncia. A infeccdo
ocorreu como descrito acima e a garrafa foi mantida também como descrito a 37°C por 5 dias. O
sobrenadante foi coletado novamente e re-inoculado como descrito acima.

Para observar se houve aumento da carga viral, 140uL dos sobrenadantes da primeira e segunda
passagem foram submetidos a extracdo do RNA viral com o kit QIAmp® Viral RNA (QIAGEN®,
Hilden, Alemanha), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Juntamente com os sobrenadantes
a serem extraidos, duas aguas autoclavadas foram extraidas para verificar qualquer vestigio de
contaminacdo. Apds a extracdo o RNA viral foi quantificado por qRT-PCR em tempo real com o kit
TagMan® Fast Virus 1-Step Master Mix (Thermo Fisher Scientific) com o mesmo protocolo ja descrito
acima utilizando-se os mesmos primers. Para a quantificacdo da carga viral, uma curva padréo foi
confeccionada a partir de estoque viral previamente quantificado como ja descrito nos experimentos
anteriores. As quantificagdes foram feitas em duplicata para cada amostra, inclusive as dilui¢des da

curva padrdo, e o termociclador utilizado foi o Realplex® 4 Mastercycler (Eppendorf, Hamburgo,
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Alemanha). A reacdo de gRT-PCR em tempo real foi conduzida nos mesmos moldes como ja descritos
previamente. Os resultados foram normalizados pelo volume de RNA utilizado na reacdo e foram entdo
calculados para se obter Equivalente de PFU/mL de sobrenadante de cultura.

Para eliminar qualquer hipétese de contaminagcdo no momento da extracdo do RNA viral ou na
confeccdo da RT-PCR em tempo real, o ensaio de titulacdo viral foi realizado para verificar a presenca
de efeito citopatico (lise celular) observado pela formacao de placa. Esse ensaio é considerado padrdo-
ouro para quantificagdo viral. Células Vero foram distribuidas em placas de 24 po¢os em uma
concentracdo de 4 x 10° células/poco para atingir confluéncia de 90-100% no dia seguinte. Ap6s lavar
as células com solugdo de PBS 1X, uma aliquota de 50uL de cada isolado viral foi utilizada para a
quantificagdo, e diluida em 450uL para dilui¢des seriadas 1:10. Foram feitas 11 dilui¢des, e 200uL de
cada diluigcdo foram adicionados em duplicata na placa. Para que os virus adsorvessem na monocamada
de células, a placa foi incubada por 1 hora a 37°C. Ap6s esse periodo o indculo foi retirado lavando os
pogos com PBS 1X e em seguida o overlay ja descrito acima foi adicionado. A adi¢do do overlay € de
extrema importancia para que limite o virus a infectar apenas um foco celular, gerando um efeito
citopético local e dando origem a uma unidade formadora de placa (plaque-forming units — PFU). O
ensaio foi mantido por cinco dias em estufa a 37°C.

Para a revelacéo da placa e contagem do titulo viral o CMC foi retirado dos pocos e 500uL de
uma solucdo de formaldeido 10X foi adicionada para a fixac&o das células e mantida por 30 minutos em
temperatura ambiente e em movimentacdo. Em seguida a placa foi lavada com &gua corrente e 300pL
de uma solucédo de cristal violeta foi adicionada para corar as células fixadas por mais 30 minutos.
Posteriormente a placa foi lavada novamente em agua corrente, 0 excesso da coloragéo foi retirado e
entdo foi possivel observar pontos sem coloragdo indicando PFUs. Cada PFU corresponde a uma
particula viral infecciosa, e para fazer a titulagdo do virus, os PFUs foram contados nos pogos que
apresentaram 0 menor namero de placas, ou seja, a diluigdo em que havia um numero limitante de

particulas virais infecciosas. A quantificag&o foi extrapolada para PFU/mL.

3.7. Sequenciamento dos isolados virais

O sequenciamento dos isolados virais e dos virus presentes nas amostras clinicas,
oligonucleotideos foram desenhados a fim de que o genoma completo fosse sequenciado. Dez pares de
primers foram desenhados para tanto, através do alinhamento de varias sequencias completas do ZIKV
depositadas no GenBank. O cDNA foi confeccionado a partir das amostras de interesse utilizando-se o
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), de
acordo com as recomendagdes do fabricante. A reacdo de PCR foi realizada utilizando-se uma enzima
de alta fidelidade para reduzir a taxa de erros de bases nucleotidicas na sintese do DNA com a enzima
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs Inc., Massachusetts, EUA). A reacdo
foi realizada com 4 pL de Buffer 5X Phusion HF que acompanha a enzima, 0,4 uL de dNTPs 10 mM,

Investigacdo da infeccdo pelo virus Zika em pacientes com a Sindrome de Guillain-Barré

19



3. MATERIAL E METODOS = 20

1 pL do foward primer e 1 pL do reverse primer, 0,2 UL da Phusion DNA Polymerase, 9,4 uL de 4gua
livre de nucleasse e 4 UL do cDNA da amostra, totalizando uma reacao de 20 L. A ciclagem da PCR
compreendeu em um estagio inicial de desnaturacdo das fitas do DNA a uma temperatura de 98°C por
30 segundos, seguido de 35 ciclos 98°C por 10 segundos, a temperatura de anelamento ideal para cada
par de primers por 30 segundos e 72°C por 30 segundos para cada kb do amplicon. Uma extensao final

de 72°C por 7 minutos foi adicionada.

Tabela 2. Relagéo dos oligonucleotideos utilizados para a realizagdo do sequenciamento do genoma do ZIKV.

Oligonucleotideos Sequéncia TNAMAho do Temperatura de
fragmento gerado anelamento
(pb)
ZK_S5'UTR_F 5S’AGTTGTTGATCTGTGTGAATCAGAC3’ 520
ZK_Cap_R 5’TGTCCAAGTACATATAGTATGCACTC3’
ZK_5'UTR_F2 5’GAAACGAGAGTTTCTGGTCATGA3’ 919
ZK_PrM_R 5’AGTCCCTATTGCTGACTCCTATG3’
ZK_Env_F 5S’TACTTGGTCATGATACTGCTGATTG3’ 1611
ZK_Env_R S’TTCAACGTCGTTATAGACGAAC3’
ZK_Env_In S’ACTGGTTGGTTCACAAGGAGT3’
ZK_NS1_F 5’GAGTGTTGATCTTCTTATCCACAG3’ 1121
ZK_NS1 R 5S’CAGAATCACAAGCACTCCAAG3’
ZK_NS1_In S’TTCACACTAGTGTCTGGCTCAA3’
ZK_NS2A_F 5’GATGGCTGTTGGTATGGAATG3’ 1207
ZK_NS2B R 5S’TCTACGAGTCATTACTCTGTACACTC3’
ZK_NS2_In 5’CTGATAACATCACCTTGGCAA3’
ZK_NS3 F 5S’TGATGACCATCTGTGGCATG3’ 1997
ZK_NS3 R 5"TGGAATCTCTCTGTCATGTGTC3’
ZK_NS3_InF 5’CTTCACTTCACGTCTACTACAY’
ZK_NS3_InR 5’AGTCTTTCTGCTGAGCTGTATGA3’
ZK_NS4A_F 5’GACGCCAGAGTTTGTTCAGAT3’ 1331
ZK_NS4B R S’TTTGTAGGAGTAGAACTCCAGG3’
ZK_NS4_InF 5S’ATTCTCAATGGACATTGACCTG3’
ZK_NS4_InR 5’AAGGAGTAGTTGTTGTATGAAGTG3’
ZK_NS5_F1 5’ACTTGGCTGGAGCTTCTCTAAT3’ 1528
ZK_NS5 R1 5’ATCCTCGTTCAAGAATCCAAGG3’
ZK_NS5_InF1 5’CAACTCTACACATGAGATGTACTG3’
ZK_NS5_F2 5’AAGACTGCAGTGGAAGCTGT3’ 1549
ZK_NS5_R2 5’GCGTTCTCGGCCTGACTATAZ’
ZK_NS5_InF2 5S’ATGATTGCGTTGTGAAGCCAATT3’
ZK_3'UTR_F 5’GCAGGATCATAGGTGATGAAGAA3’ 472
ZK_3UTR_R S’TATTCGGCGATCTGTGCCT3’
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Para a purificacdo dos fragmentos, todo o volume (20 pL) dos produtos das amplificacGes foi
submetido a eletroforese horizontal em gel de agarose 1,0% (Invitrogen, Carlsbad, EUA), em tampéo
TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA). Os géis foram corados com Gel Red (Biotium, Hayward, EUA) e as
bandas foram purificadas utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,
Madison, EUA). Apds a purificacdo, a concentragdo dos fragmentos de PCR foi estimada pelo Nanodrop
2000 (Thermo Scientific).

Para a reacdo do sequenciamento as amostras foram preparadas com o kit de reacdo ABI Prism
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Para cada
amostra a ser sequenciada em microplaca de 96 pocos, utilizou-se aproximadamente 40 ng de DNA, 3,2
pmoles de oligonucleotideos, 2 uL de “Big Dye” (deoxinucleotideos, dideoxinucleotideos fluorescentes,
enzima Taq DNA-Polimerase), 3uL de tampdo “Big Dye” (200 mM Tris-HCI pH 9,0 e 5 mM de Cloreto
de Magnésio) e dgua milli-Q estéril, para completar um volume final de 20 uL. A ciclagem utilizada foi
a seguinte: 95°C por 4 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e
60°C por 4 minutos. Apds a amplificagdo as amostras foram purificadas com o kit BigDye®
XTerminator™ Purification Kit (Applied Biosystems, Foster City, EUA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A separacdo eletroforética e a coleta de dados foram realizadas no
sequenciador automatico de DNA ABI Prism ® 3100 sequencer Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, EUA).

Os arquivos obtidos a partir do sequenciamento foram alinhados utilizando o programa Bioedit.
As sequéncias consenso foram montadas e comparados com o banco de dados do GenBank (Benson et
al, 2013) utilizando a ferramenta Blast (Altschul et al, 1990). Foram selecionadas sequéncias de
referéncias do Brasil e de outros paises para a regido 5' UTR do genoma viral (Tabela 3). As sequéncias
selecionadas foram utilizadas para obtencdo de um alinhamento multiplo que foi gerado utilizando o
programa de alinhamento Mafft (Katoh, 2013). O alinhamento foi analisado com o programa jModeltest
(Darriba et al, 2013) para escolha do modelo evolutivo adequado para construgdo das arvores
filogenéticas com o uso da metodologia de AIC (Akaike). As arvores foram obtidas com o uso do
programa PhyML (Dufayard et al, 2010) e Mega 7 (Kumar et al, 2016) utilizando valores de bootstrap

de 500 novas arvores para obtencdo de uma &rvore com maior confianca.
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Tabela 3. Lista das sequéncias do ZIKV obtidas na base de dados do GenBank.
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Identificador | Pais de Origem | Tipo de amostra | Ano da Coleta Origem do virus Cepa viral
(GenBank)

KF383118 Senegal 2001 ArD157995
HQ234501 Senegal 1984 ArD_41519
KF383116 Senegal 1968 ArD7117
HQ234500 Nigeria Sangue 1968 IbH_30656
AY632535 Uganda 1947 MR