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Currently, immunocompetent and elderly patients are receiving more attention in
relation to viral infections. Reactivation of herpesviruses may eventually occur in
the nervous system and the absence of adequate treatment can cause sequels.
The standard for laboratorial confirmation of the presence of herpesvirus DNA in
the nervous system is PCR in the cerebrospinal fluid (CSF). In this study, it was
also used plasma as a sample test. The aim was to determine the incidence of
herpesviruses in patients with suspect of virus infections of the nervous system
using nested PCR in cerebrospinal fluid and compare the results with nested PCR
performed on DNA extracted from plasma, by checking the correlation between
them. The study included 52 samples of CSF and plasma from 52
immunocompetent patients with clinical symptoms of disorders in the nervous
system. Clinical data were obtained from the information contained in the medical
records. As a result, in 27/52 (52%) patients, herpesvirus DNA was detected at
least once in CSF samples by nested PCR. These samples, 15/27 (55%) had initial
diagnosis of encephalitis. The occurrence of monoinfection was 10/27 (37%)
patients. Coinfection occurred in 17/27 (63%) positive patients. The most prevalent
viruses found were Epstein-Barr virus and human cytomegalovirus, with 12/27
(44%) and 15/27 (55%), respectively. A patient with initial hypothesis of
encephalitis that was positive for these two viruses died due to acute respiratory
failure, epilepsy and encephalitis. Herpesvirus simplex 1 was observed in 5/27
(18%); herpesvirus simplex 2 in 2/27 (7%); varicella-zoster, 3/27 (11%);
herpesvirus 6, 10/27 (37%) and herpesvirus 7, 9/27 (33%). Herpesvirus 8 was not
detected. In DNA samples extracted from plasma, herpesviruses were positive in
32/52 (61%). Monoinfection occurred in 13/32 (41%) and coinfection occurred in
19/32 (59%). Herpesvirus simplex 1 occurred in 1/32 (3%); herpesvirus simplex 2
in 2/32 (6%); Epstein-Barr 5/32 (16%); human cytomegalovirus in 11/32 (34%);
herpesvirus 6 in 7/32 (22%); herpesvirus 7 in 5/32 (16%) and herpesvirus 8 in 1/32
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(3%). Using McNemar's test for analysis of agreement between the tests
performed with DNA samples extracted from CSF with the plasma were observed
that for herpesvirus 1, 2, Epstein-Barr, cytomegalovirus, herpesvirus type 6 and 7
positive studied, there was no statistically significant difference between the tests.
For VZV and HHV-8 herpesvirus, could not be assessed due to the low number of
positive cases. The qualitative detection of herpesvirus DNA in plasma by nested
PCR can be as useful as the detection of CSF over time to identify patients with
neurological disorders caused by these viruses, both immunocompetent as
immunocompromised. Therefore, in this study it was seem the role human
herpesvirus infections play in the nervous system in immunocompetent patients,
focusing on diagnoses of viral infection in the central and peripheral nervous
system. With the detection of viral DNA, early antiviral therapy may be institute for
the virus that are antivirals available. Evaluating the efficiency of laboratorial
diagnostic methods based on detection of DNA of the herpesvirus in the plasma,
values obtained can be considered in relation to specificity, as well as the true
negative values can be detected and empiric treatment can be avoided. These
findings suggest that even occurring false negative results, this test can be used in
patients who have problems related to the collection of CSF.
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Atualmente, pacientes imunocompetentes e idosos estdo recebendo maior
atencao em relacao as infecgdes virais. A reativagao dos herpesvirus pode ocorrer
eventualmente no sistema nervoso e a auséncia de tratamento adequado pode
causar sequelas. O teste padrdo para a confirmacao laboratorial da presenca do
DNA dos herpesvirus no sistema nervoso é a PCR no liquor e, neste trabalho
utilizamos também o plasma como amostra-teste. Nosso objetivo foi determinar a
incidéncia dos herpesvirus em pacientes com suspeita de infecgcdes no sistema
nervoso utilizando a nested PCR no liquor e comparar os resultados obtidos com a
nested PCR realizada em DNA extraido de plasma, verificando a concordancia
entre eles. Foram incluidos no estudo 52 amostras de liquor e 52 amostras de
plasma de pacientes imunocompetentes com sintomas clinicos de disturbios no
sistema nervoso. Os dados clinicos foram obtidos a partir das informacoes
constantes dos prontuarios médicos. Como resultados, em 27/52 (52%) pacientes,
o DNA dos herpesvirus foi detectado pelo menos uma vez nas amostras de liquor
pela nested PCR. Destas amostras 15/27 (55%) tinham hip6tese diagnéstica inicial
de encefalite. A ocorréncia de monoinfeccdo foi de 10/27 (37%) dos pacientes.
Coinfecgdo ocorreu em 17/27 (63%) dos pacientes positivos. Os virus mais
encontrados foram o Epstein-Barr e o citomegalovirus humano, com 12/27 (44%)
e 15/27 (55%), respectivamente. Um paciente com hipétese inicial de encefalite
que apresentou positividade para estes dois virus foi a 6bito por insuficiéncia
aguda respiratoria, epilepsia e encefalite. O Herpesvirus 1 foi observado em 5/27
(18%); herpesvirus 2 em 2/27(7%); varicela-zoster, 3/27 (11%); herpesvirus 6,
10/27 (37%) e herpesvirus 7, 9/27 (33%). O Herpesvirus 8 nao foi detectado. Nas
amostras de DNA extraido de plasma, a positividade para os herpesvirus foi de
32/52 (61%). Monoinfeccao ocorreu em 13/32 (41%) e coinfeccdo ocorreu em
19/32 (59%). Herpesvirus tipo 1 ocorreu em 1/32 (3%); herpesvirus 2 em 2/32
(6%); Epstein-Barr em 5/32 (16%); citomegalovirus humano em 11/32 (34%);



herpesvirus tipo 6 em 7/32 (22%); herpesvirus 7 em 5/32 (16%) e herpesvirus 8
em 1/32 (3%). Utilizando o teste de McNemar para andlise de concordancia entre
0s exames realizados com amostras de DNA extraidas de liquor com as de
plasma, observamos que para os herpesvirus 1, 2, Epstein-Barr, citomegalovirus,
herpesvirus tipos 6 e 7 positivos estudados, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre os testes. Para os herpesvirus VZV e HHV-8, nao foi possivel
avaliar, devido ao baixo numero de casos positivos. A detecgéo qualitativa do DNA
dos herpesvirus no plasma por nested PCR pode ser tdo util quanto a detecgéo do
liguor ao longo do tempo para identificar os pacientes que apresentam disturbios
neurolégicos causados por esses virus, tanto imunocompetentes quanto
imunodeprimidos. Sendo assim, neste estudo verificamos o papel que os
herpesvirus humanos desempenham nas infeccbes do sistema nervoso em
pacientes imunocompetentes, com foco nas hipéteses diagnosticas de infeccao
viral no sistema nervoso central e periférico. Com a deteccdo do DNA viral, o
tratamento antiviral precoce podera ser instituido para os virus ao qual existem
antivirais disponiveis. Avaliando a eficiéncia dos métodos de diagndstico
laboratorial baseado na deteccdo do DNA dos herpesvirus no plasma, os valores
obtidos podem ser considerados em relacdo a especificidade, assim como 0s
valores verdadeiros negativos podem ser detectados e o tratamento empirico pode
ser evitado. Esses achados sugerem que mesmo ocorrendo resultados falsos
negativos, este teste podera ser utilizado nos pacientes que enfrentam problemas
relacionados a coleta do liquor.



Li///?ﬂ’/zﬂz

1. INTRODUGAO. ...ttt ee et en s 1
2. OBUETIVOS. ...ttt ee e e neeee e 4
2.1. ODbJetiVO eral...ccc o 4
2.2. ODbjetivos €SPECITICOS. ...ciiiiiiiiiiiie e 4
3. REVISAO DA LITERATURA. ..ottt en e, 5
3.1. Taxonomia dOS herpeSVIIUS.......cccuueiiiieieiiiiiiee et e 5
3.2. Caracteristicas biologicas dos herpesvirus humanos............ccceeeeeennne. 5
3.3. Estrutura geral dos herpesVirus..........c.ueeeieiiiiiiiieei e 7
3.4. Ciclo de replicagcdo doS herpesVirus. .........cceeiiiiiieieeieeiiiiieeee e e 7
3.5. Mecanismo de infecgao dos herpesvirus. .....cccccoveeeeeeeenicieeee e 9
3.6. Herpesvirus Simplex (1 e 2) e Varicela Zoster (VZV).......coovcceeeeene. 9
3.6.1. Herpesvirus SImpIeX T.........ooi e 9
3.6.2. Herpes SIMPIEX 2. 13
3.6.3. Varicela ZoSter (VZV) ... 14
3.7. Epstein -Barr Virus (EBV) ... 17
3.8. Citomegalovirus Humano (HCMV), Herpesvirus 6 e 7 (HHV-6 e

HHV - 7 ) e ettt s e e e e nneee s 21
3.8.1. Citomegalovirus HUM@aNO..........couiiiiiiiiieeeeeeeee e 21
3.8.2. Herpesvirus tipo 6 (HHV-6) .......oeiiiiiiee e 23
3.8.2.1. Integracdes do HHV-6 no cromossomo humano .............cccceeeeene... 27
3.8.3. Herpesvirus tipo 7 (HHV- 7). 28
3.9. HHV-8 ou Virus causador do Sarcoma de Kaposi (KSHV).................. 29
3.10.Liquido Cefalorraquidiano .........ccoooeeiuiieeeee i 34
3.11.Diagnosticos de infecgdes virais no Sistema Nervoso..........cccuveeeeeee... 38
3.12 Tratamento das INfECGOES VIraiS........ceeviiiiiiiiiiiiieiiieeeee e 41
3.13. Diagndstico das infecgdes herp[eticas no sistema nervoso................. 44

3.14.Infecgao ativa por herpesvirus humanos em individuos

IMUNOCOMPEIENTES....ciiiiiiiieee et e 46

Xi



4.CASUISTICAS E METODOS. .. oo, 47

i A O U £ (o PRSP 47
4.1.1. Desenho do @StUO.........ccoiuiiiiie e 47
4.1.2. Critérios para inclusdo dos pacientes .......cccoecvveeeeeeiiiiiieeiee e 48

4.1.3. Critério para definicao de infecgcédo ativa causada pelos Herpesvirus.. 48

4.1.4. Critérios para Exclus&o ou encerramento...........ccceveeeeeeiiiiieeeeecee 48
4.2. Avaliagbes clinicas e classificacdo do quadro neurol6gico................... 49
4.3. Andlise critica de riscos e benefiCios.......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 49
=Y (oo [ 1= SO S 50
4.4 1. Extracdo de DNA de plasma e de LCR e reacdo em cadeia da

[o10] 10 1= 2= 1= T PP UPPPPPTUOPPPPRPO 51
4.4.2. Deteccédo do DNA do gene da beta 2-microglobulina humana........... 52
4.4.3. Deteccao dos DNA dos genes dos Herpesvirus humanos pela

reacdo em cadeia da polimerase tipo Nested............ccoovveeiiiiiiiii i, 52
4.4.3.1. Nested PCR para detecgdo do DNA do HSV-1 ... 53
4.4.3.2. Nested PCR para detecgdo do DNA do HSV-2........cooeiiiiiiieinnnneee 53
4.4.3.3. Nested PCR para detecgdo do DNA do VZV........cccceiiiiiiiiiienennnnns 53
4.4.3.4. Nested PCR para detecgdo do DNA do EBV.......ccoooiiiiiiiinnnn 54
4.4.3.5. Nested PCR para detecgdo do DNA do HCMV........ccveeeiiiiiiiiinenn. 54
4.4.3.6. Nested PCR para deteccao do DNA do HHV-6 (tipo A e B)............ 55
4.4.3.7. Nested PCR para detecgdo do DNA do HHV-7......cccoieiiiiiiineen. 55
4.4.3.8. Nested PCR para detecgdo do DNA do HHV-8.........ccceeeiiiiiiinnen. 55
4.5. SEQUENCIAMENTO ...oiiiiiiiiiee e 57
4.5.1. PUMTICAGEOD. .. ettt 57
4.5.2. Reagao de sequenCiamentO.........oooeeeiiiiiiiiiiiiiiieiee et s 57
4.6. Caracteristicas clinicas e laboratoriais.............ccceieeeriieenciecceeceeee 58
4.7. Analises estatistiCas......ccccccuuiiiiiiiiie e 58

4.8. Cuidados especiais para evitar contaminacado das amostras durante a
reaCa0 da PCR....co e e 59
TS I =TT 11T =To (U] = U (o= F TP 59

xii



5. RESULTADOS. ...ttt e e e e e e e e s s e e e e e e
5.1. Caracteristicas dos pacientes, dados clinicos e resultados da
pesquisa do DNA dos HHV nos pacientes
21 (00 F=To [0 PP

5.2. Sintomas de alteragcées neuroldgicas apresentadas pelos pacientes
com DNA de HHV positivos pela nested PCR no LCR............cccccciiinnnneee.
5.3. Proporcdo de pacientes com DNA de HHV negativos no LCR e
associagdo entre a idade e sexo com infecgbes do virus herpes no
sistema nervoso dos pacientes imunocompetentes estudados..............

5.4. Achados de exames EEG, TC e RM do cérebro de pacientes com
DNA de HHV POSITIVOS. ...

5.5 Resultados laboratoriais Citologicos e Bioquimicos no LCR..............
5.6.Avaliagédo do teste de nested PCR em amostras de DNA extraidas de
plasma pareadas com as amostras de LCR dos pacientes.............cccueveeee.
5.7. Correlacéo entre os resultados da nested PCR realizada nas
amostras de DNA extraido de plasma com as amostras de DNA de LCR
COMO refer@ncia PAAr80..........eeeii i
5.8. Casos de &bitos ocorridos N0S pacientes.........couveeeereeeeiiiieeeee e
5.9.Resultados do sequenciamento dos fragmentos de DNA dos
herpesvirus humanos amplificados. .........coooeiiiiiiiiii e
5.10. Resultados das amplificagdes dos fragmentos da nested PCR para
todos os HHV analisados. Fotos dos géis de eletroforese.........oocuueeeeennes
B. DISCUSSAQ.......ooieeeceeeeeeeeeee et
7. CONCLUSAO........oiuieeeeieeecteteeeee e
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cooviieeieeeeeeeeeeeie e
Anexo1.Regulamento do laboratério de diagnostico de doencas
infecciosas por técnicas de biologia molecular e antigenemia, FCM-
UNICAMP quanto ao armazenamento e utilizacdo de material biol6gico
01 4= U T F PR
Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)...................
Anexo 3. Parecer COmite de EHCa.........ceueveeieeeeeeeeeeeeeeeeee e

Xiii

63

63

64

65
66

67

70

72

73

77

81

93
96



Anexo 4. ARTIGO PUBLICADO: Human Herpesvirus Infections of the
Central Nervous System: Laboratory Diagnosis based on DNA Detection
by Nested PCR on Plasma and  Cerebrospinal  Fluid
= 10101 0] =
Anexo 5. Descricdes de todos os casos estudados para herpesvirus pela

Reacdo em Cadeia da Polimerase (N=52).........cccccooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeen .

Xiv

134



N\
—

(Aitode” For”

Dedico este trabalho a minha querida orientadora que ndo esta na minha vida por

acaso, e que muito me ajudou na realizacdo desta conquista....

XV



XVi



Agradecimentos

Quero agradecer primeiramente a Deus por todas as minhas conquistas, pois sem
as suas béncaos eu nao poderia alcangar meus objetivos, quero agradecer
também por todas as pessoas que o senhor me enviou que me ensinaram muito

no decorrer da minha vida...

Ao meu querido esposo José Roberto Rimério Junior por ser meu grande
companheiro, amigo e patrocinador. N&o tenho palavras para expressar meu

profundo agradecimento a vocé...

Ao meu filho José Roberto Rimério Neto e a minha filha Maria Laura Tavares
Rimeério pela oportunidade de ser mae, sentir e viver a mais pura forma de amor, e

por ocupar um lugar especial em meu coracao. Amo voceés...

Os meus pais Carlos Lucio e Lucia por serem exemplos de dedicagéo e de vida,
por muitas vezes abrirem mao dos proprios sonhos para poderem me ajudar na

realizacdo dos meus, por serem 0s maiores responsaveis por tudo que sou...

Ao meu querido irméo Heleno, que mesmo em seu mundinho sempre ilumina meu
caminho com todo seu amor e saiba que nunca medirei esfor¢os para te proteger

e ajudar...

Ao meu irmao Jonas e minha cunhada Gisele pelo incentivo e aos meus queridos

sobrinhos Sofia e Heitor...

Ao meu sogro Roberto e minha sogra Berenice pela ajuda incondicional e pela
dedicagao aos meus filhos, sem isso nao seria possivel a conclusao deste

trabalho...

Xvii



A minha querida orientadora Sandra Helena Alves Bonon, que sempre me
estimulou e ajudou muito na realizagdo desta tese. Muito obrigada pela
oportunidade de desenvolver um trabalho como esse, por estar ao meu lado
sempre que preciso e por partilhar todo o seu conhecimento e experiéncia. Nada

disso seria possivel sem a sua primorosa e rica orientacao.

As professoras e Doutoras Ana Marli Nucci e Sandra Cecilia Botelho Costa, por
todo o aprendizado que me proporcionaram, e por me fazer crescer como pessoa

e como profissional. Obrigada por agregar conhecimento

Aos meus amigos de trabalho, Paula Telles, Andreia Gulin, Rodrigo Lima,
Thamires Fajardo, Priscila Mompean, Liriam Samejima, Stella V. Torres, Talita
Dellariva, Silvia Menoni e Caroline Baldi, por proporcionarem um étimo ambiente
de trabalho, de aprendizado e porque nao de diverséo. Fico extremamente feliz de

té-los conhecido e de partilhar esse momento com vocés.

Um obrigado muito especial aos meus grandes amigos, Murilo Queiroz de
Almeida Bonatelli e Renato Souza de Oliveira que prestaram valiosa ajuda na
parte técnica. Obrigado por estarem ao meu lado todos esses anos, dividirem os
momentos de alegrias e tristezas, e por acreditarem que eu poderia chegar até

aqui.

Xviii



Mas it cspuiops o guco rindes wids

B smiaion emptresn b smisniti..
gwmmw%w%ém

Tl fdbs, o scontvos guus vl o fronas wivor

W pton ot s dbsaslos incompirconsies o fosiodlss o i
T el ¢ dbiver o sor lirncs Los pisolloncas o

T tosrcon wrrs custon s pirgfinio Kostori..
gmmﬁéwmmW%W
s o o scimatt obs s abnc..

& pratioos 0 Ds o s smandly ol milipno oo wridh
T ft & i tor sacctls s firffviins dondimenton
gda&%z%ﬁ”m

g@ww/w&mm :/go:/’//
g@WMﬂWéLWW

@WWW?

XiX



XX



/7 C/] O
Lot % . 0’% 7

Tabela 1 -Caracteristicas Clinicas das Infec¢des por Herpesvirus Humanos... 6
Tabela 2 - Manifestagdes neuroldgicas mais comuns de infecgbes causadas

PEIOS HEIPESVITUS. ..ottt e e e e e nnee s 34
Tabela 3 - Indicacdes do exame de LCR, segundo a AAN.........cceeevieeiiiiienenn. 35
Tabela 4 - LCR- Valores de Referéncias...........occoveiiiieiiiiiiee e 37

Tabela 5 - Recomendacgdes para o Uso de Reagcdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para o diagndéstico de Sistema Nervoso (SN) nas infecgdes virais........... 40
Tabela 6 - Sequéncia de primers que flanqueiam uma regido conservada do
gene da B 2 - Microglobulina utilizados na PCR............ceeiie 52
Tabela 7 - Sequéncia de primers que flanqueiam regides conservadas dos
genes para deteccao do DNA dos herpesvirus humanos (utilizados na PCR e
NESIEA PCR ... e e e e e e e e e e e e e e e e e nnes 56
Tabela 8 - Caracteristicas dos pacientes, hipdtese clinica inicial e infecgcbes
positivas e negativas causadas pelos HHV detectada pela nested PCR no
07 T USSP PRRP 62
Tabela 09 - Resultados de DNA de HHV em monoinfecgdes e coinfeccoes
em pacientes com encefalites e ndo-encefalites.........ccccccoviiiiiiiiei, 63

Tabela 10 - Hipo6teses neuroldgicas, sintomas e deteccdo do DNA do HHV

NO LCR pela nested PCR..... ..o e 64
Tabela 11 - Resultados dos exames laboratoriais e de imagem do SNC em
relacdo aos 27 pacientes com DNA de HHV positivos.........cccccvveeiiiieviiieenennn. 66
Tabela 12 - Resultados de DNA de HHV positivos no LCR de pacientes com
hipoteses neuroldgicas (27/52 PaCIENIES).......cccceeeceiiieeeeeee e e e e 68
Tabela 13 - Resultados de DNA de HHV positivos no PLASMA de pacientes
com hipoteses neuroldgicas (32/52 pacientes)........ceueeeviiiiieeieeiiiiiiieeee e 69

Tabela 14 - Comparacao entre os testes de nested PCR realizados no DNA
extraido do LCR em relacao ao nested PCR utilizando DNA extraido do

XX1



Tabela 15. Comparacgéo entre
em amostras de LCR e plasma

infeccdo por HHV detectada com nested PCR

xXxii



%/ (e

Figura 1 - A Familia Herpesviridae..............ccccooooeooieeeiiiicieeeaees 5

Figura 2 - Representagéo esquematica dos Herpesvirus................. 7

Figura 3 - Visdo geral de um ciclo de replicacéao viral hipotético....... 8

Figura 4 - Estrutura do HSV-1.....o e, 10
Figura 5 - Laténcia e reativacdo do HSV..........ccooiiiiiiiiie 11
Figura 6 - Sitio de Laténcia do VZV........cccooiiiiiiniiiie e, 16
Figura 7 - Infeccao dos linfocitos B pelo virus EBV...........ccccooueeeee. 19
Figura 8 - Manifestagdes Clinicas do EBV..........ccooooeiiiiiiiines 20
Figura 9 - Célula CitomegaliCa..........ccouveiieiiiiiie e 21
Figura 10 - Herpesvirus HUmMano tipo 6..........cccooiiiiiiieiiiiiiiieeee e 24
Figura 11 - Etapas da histéria natural da infecgdo por HHV-6.......... 26
Figura 12 - Estrutura tridimensional do HHV-8.............cccccciiiics 30
Figura 13 - Lesdes provocadas pelo HHV-8...........ccooiiiiiiincns 33
Figura 14 - Herpesvirus Simples 1 (HSV-1).....oooois 74
Figura 15 - Herpesvirus Simples 2 (HSV-2)........cooiiiiiiiiiiiiienes 74
Figura 16 - Varicella Zoster Virus (VZV).......ccooiiiiiiiiiiieee e 74
Figura 17 - Epstein-Barr Virus (EBV)........ccoooiiiiiiiiee 75
Figura 18 - Citomegalovirus Humano (HCMV)...........cccooeiiiiniiinnen. 75
Figura 19 - Herpesvirus 6, tipo B (HHV-6 B).........cocooviiiieiiiiiiee. 75
Figura 20 - Herpesvirus 7 (HHV-7).......oe e 76
Figura 21 - Herpesvirus 8 (HHV-8)........oooi e 76
Figura 22 - Amplificagdo do fragmento do HSV-1.........cccciiiiis 77
Figura 23 - Amplificagdo do fragmento do HSV-2........cccccoiienens 77
Figura 24 - Amplificagcdo do Fragmento do VZV.........cccccoiiiieennnnns 78
Figura 25 - Amplificagdo do fragmento do EBV...........cccccoiiien, 78
Figura 26 - Amplificagdo do fragmento do HCMV............ccooieies 79
Figura 27 - Amplificagdo do fragmento do HHV-6 B.......................... 79
Figura 28 - Amplificacdo do fragmento do HHV-7...........ccccceeernine 80

Xxiii



Figura 29 - Amplificacdo do fragmento do HHV-8

XX1v



.

Liter il S s torser

a.C
AAN
Anti-VCA
ANVISA
C

CD4+
CD46
DMC
DNA
DNTP
DR

DST
EBNAs
EBV
EDTA
EEG

EM

EPC

Alfa

Beta

Gama

Grau Celsius

Simbolo de porcentagem

Menor que

Maior que

Sentido de transcricao

Microlitro

Micrograma

Mililitro

Adenina

Antes de Cristo

Academia Americana de Neurologia
Anticorpos IgM (VCA)

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Citosina

Linfocitos T CD4+

Componente essencial receptor membrana
Doencga Multicéntrica de Castleman
Acido desoxirribonucléico
Desoxirribonucleotideos fosfatados
Repeti¢bes terminais diretas
Doenca sexualmente transmissivel
Proteinas do antigeno nuclerares
Epstein-Barr Virus

Acido etilenodiaminotetracético
Eletroencefalografia

Esclerose multipla

Equipamento de protecao coletiva

XXV



EPI

ES
ExoSap-It
F

FCM
FDA
GVHD
HBLV
HC
HCMV
HHV ou HHVs
HHV-3
HHV-4
HHV-5
HHV-6 A
HHV-6 B
HHV-7
HIV
HSV
HSV-1
HSV-2
HVS
ICTV

lg G

lg M

Kb
KSHV

LAT
LB

LCR
LEP

Equipamento de protecao individual
Exantema subito

Exonuclease | e fosfatase alcalina de camarao
Feminino

Faculdade de Ciéncias Médicas

Food and Drugs administration

Doenca do enxerto contra o hospedeiro
Virus Linfotropicos de células B humanas
Hospital das Clinicas

Citomegalovirus humano

Herpesvirus Humano

Herpesvirus humano 3

Herpesvirus humano 4

Herpesvirus humano 5

Herpesvirus humano 6 tipo A
Herpesvirus humano 6 tipo B
Herpesvirus humano 7

Virus da imunodeficiéncia humana
Herpesvirus simplex

Herpesvirus simplex 1

Herpesvirus simplex 2

Herpesvirus Saimiri

Cémite Internacional de Taxonomia dos Virus
Imunoglobulina G

Imunoglobulina M

Kilo bases

Herpesvirus associado ao Sarcoma de Kaposi
Componente longo

Laténcia associada a transcritos

Linfoma de Burkitt's

Liguido Cefalorraquidiano

Linfoma de efusao primaria

XXVi



M Masculino

MB Meduloblastoma

mg/dL Miligramas por decilitros

Ml Mononucleose Infecciosa

MM Mieloma Multiplo

MMC’s Células mononucleares do sangue

NK Célula natural killer

nM Nanomolar

N-PCR Reacéo em cadeia da polimerase tipo Nested
NR’s Normas Regulamentadoras

OMS Organizacdo Mundial da Saude

ORF’s Open Reading Frames

pb Pares de base

PBMCS Células mononucleares do sangue periférico
PBS Tampéao fosfato salino

PCR Reacao em cadeia da polimerase

PEL’'S Linfoma de efusado primaria

pp65 Antigeno do citomegalovirus

p-value Valor de p

RI Repetitivos internos

RNA Acido ribonucléico

RNAmM Acido ribonucleico mensageiro

RNM Ressonancia Magnética

RPM Rotacao por minuto

S Componente curto

SIDA Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
SK Sarcoma de Kaposi

SN Sistema Nervoso

SNC Sistema Nervoso Central

SNP Sistema Nervoso Periférico

SPSS Statistical package for the social sciences

T Timina

XX Vil



Taq
TC
TMO
TR

U
uo4
UER
uL32
uL82
uL83
Unicamp
Vzv

Thermus aquaticus

Tomografia computadorizada
Transplante de Medula Ossea
Repetitivos terminais

Regido central unica

Proteina tegumento U 94

Unidade de emergéncia referenciada
Proteina tegumento U32

Proteina tegumento U82

Proteina tegumento U83
Universidade Estadual de Campinas
Varicela Zoster Virus

XX Viii



/fW

Os Herpesvirus Humanos (HHV) causam varias doencas agudas, subagudas
e cronicas no sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP), tanto em adultos
como em criangas. Ambos os individuos imunocompetentes e
imunocomprometidos podem ser afetados (1, 2, 3). Nas ultimas décadas, devido a
utilizacao de técnicas de diagndstico sensiveis e precoces de infec¢ao ativa com a
deteccdo do DNA viral, o uso da técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) no liquido cefalorraquidiano (LCR) e em tecidos tem se mostrado muito util
para os clinicos e patologistas (4, 5).

Membros da familia Herpesviridae s&o produtores de infec¢coes que
acometem o sistema nervoso (SN) com maior frequéncia em comparacao com as
bactérias, leveduras e protozoarios (6,7,8). Todos o0s herpesvirus apresentam
algum tipo de neurotropismo, seja por disseminagdo hematogénica ou transmissao
neuronal (9).

As manifestacbes clinicas das doengas virais em individuos
imunocompetentes podem ser diferentes da populacdo de imunocomprometidos
(10). O quadro clinico de individuos com infeccdo do SN por virus apresenta-se
em graus variaveis, dependendo das caracteristicas do agente e/ou do hospedeiro
(11). Nos quadros de encefalite, os pacientes evoluem a partir dos sintomas
iniciais, com alteracbes do estado de consciéncia, excitacdo, comportamento
anormal e deterioracao de fungdes mentais (12). Clinicamente, isto se reflete na
classica tétrade clinica da encefalite: cefaléia, febre, vomitos e déficit neuroldgico
(13).

No Brasil, em média, sdo notificados 11.500 casos/ano de meningite de
provavel etiologia viral. Entretanto, na maioria dos casos, ndo hé identificacao do
agente etioldgico (14). Estabelecer o agente etiolégico das infeccoes de SN
permanece um desafio. Varios fatores devem ser analisados e os sinais e
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sintomas associados sdo dados que também auxiliam no estreitamento das
possibilidades diagndésticas (13), portanto, torna-se imperativo aumentar os
esforgos para melhorar os testes diagnosticos (15).

Geralmente, o diagnostico de doengas virais em individuos
imunocompetentes é baseado em manifestagdes clinicas e exames laboratoriais.
Um diagnéstico definitivo requer a deteccdo do virus especifico em amostras
obtidas dos tecidos envolvidos, bem como amostras de sangue (soro/plasma)
(16), ou mesmo evidéncias histopatologicas. O padrao ouro para o diagnéstico da
maioria das doencas virais € encontrar caracteristicas histopatolégicas especificas
e deteccao do virus nos tecidos envolvidos. No entanto, a biépsia é muitas vezes
inviavel (16, 17).

A PCR de LCR tem revolucionado o diagnédstico de infec¢des virais do
SN, particularmente aquelas causadas por HHV (18, 19, 20). E um método
acessivel, de alta sensibilidade e especificidade (94 e 98% respectivamente) e
contribui para auxiliar no diagnostico, substituindo as incertezas e evitando assim
a bidpsia no cérebro, que é considerada bastante invasiva (21). A apresentagéao
clinica e os achados na ressonancia magnética (RM) geralmente completam o
diagnéstico.

A verdadeira frequéncia da infec¢do causada pelos HHV no sistema
nervoso (SN) em hospedeiros imunocompetentes e em idosos é agora melhor
estudada com a utilizacdo da PCR no LCR. O uso da nested PCR no DNA
extraido de plasma pode também ser utilizado para detectar o DNA de HHV,
principalmente em pacientes que apresentem contraindicagéo na puncgéao (22).

E de fundamental importancia lembrar-se da possibilidade etiolégica
da encefalite herpética, confirmar a suspeita diagnostica através de uma
combinacao de dados clinicos e exames complementares, a fim de instituir um
tratamento precoce e adequado.

O presente estudo indica que a nested PCR pode ser uma ferramenta
potencialmente util para a confirmacao diagnéstica da infeccdo no sistema
nervoso causada pelos herpesvirus e sugere que estes virus podem ser um dos
possiveis fatores causais das encefalites e de outras alteragdes neuroldgicas.
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Apesar de existir alguns métodos comerciais para o diagndstico viral, alguns ainda
nao estdo disponiveis ou sdo muito caros para serem adquiridos. Neste estudo,
nao fizemos comparagdes com Kits comerciais disponiveis.

Em paises em desenvolvimento, poucos dados sdo relatados sobre a
deteccao das infeccOes virais através da pesquisa de DNA viral pela metodologia
da PCR no sistema nervoso (23,24). Por serem virus que podem manter infecgéo
latente, estudos adicionais s&o necessarios para compreender melhor a
patogénese destas viroses e sua associagao com outras doengas em pacientes
imunocompetentes. Com o avanco nas técnicas de detecgdo, a quantificacao da
carga viral através da PCR em Tempo Real é outro método que poderia ser
utilizado, mas ainda néo esta disponivel nos centros de atendimento e laboratdrios

de diagnostico.
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2.1. OBJETIVO GERAL

A principal meta do presente estudo é pesquisar a presenca do DNA
dos Herpesvirus Humano Simplex tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2), Herpesvirus
Humano tipo 3 (Varicela Zoster - VZV), Herpesvirus Humano tipo 4 (Epstein-Barr
virus - EBV), Herpesvirus Humano tipo 5 (Citomegalovirus Humano - HCMV),
Herpesvirus Humano tipo 6 e 7 (HHV- 6 e HHV- 7) e Herpesvirus Humano tipo 8
(HHV-8 ou Virus Causador do Sarcoma de Kaposi) em amostras de plasma e de
liquido cefalorraquidiano de pacientes imunocompetentes com sintomas de
doenca infecciosa no sistema nervoso central e periférico, utilizando a nested
PCR;

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Associar a positividade do DNA dos herpesvirus encontrados nas amostras

dos pacientes com a manifestacao clinica;

e Analisar monoinfeccdo e coinfeccdo causada pelos herpesvirus com a
manifestacao clinica de doenca no sistema nervoso e com as alteracoes

nos exames bioquimicos e de imagem convencionais;

. Avaliar a utilidade da técnica da nested PCR realizada em amostras de
DNA extraidas de plasma e comparar os resultados obtidos com o teste
utilizando as amostras de DNA extraidas de LCR.
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3.1. TAXONOMIA DOS HERPESVIRUS

O Comité Internacional de Taxonomia dos virus (ICTV) em 2008
dividiu a familia matriz Herpesviridae em trés familias, as quais foram
incorporadas na nova ordem Herpesvirale, sendo estas Alloherpesviridae,
Malacoherpesviridae e Herpesviridae revisada. Desta forma, a ultima contém os
virus dos mamiferos e esta subdividida em 3 subfamilias: Alphaherpesvirinae (a-
herpesvirinae), Betaherpesvirinae (B—herpesvirinae) e a Gammaherpesvirinae (y-
herpesvirinae) (25). Estas se distinguem pelas suas caracteristicas virais e
estruturais, bem como pelo seu poder patogénico (Figura 1).

Sarcoma de kaposi's H
Gammaherpesvirus [ associado Herpesvirug 1 Herpes Oral :
i .
(HHV-8) i (HSV-1) Alphaherpesvirus :
i
i

2 .
Epstein-Barr Virus

i
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(HHV-4) : e | Herpes Genital
! (HSV-2)
i
i
i

Varicella-Zoster virus
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I

I

1 I

: i

i I

| i
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e ! 1

Roseolavirus ' |

HHV-6, HHV-7 . .

(HHV-6, HHV-7) Citomegalovirus

(HHV-5)

Betaherpesvirus

Figura 1: Familia Herpesviridae (26).

3.2. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DOS HERPESVIRUS HUMANOS

Todos os tipos de virus inseridos nesta familia sdo virus de DNA com
cadeia dupla e os diferentes tipos de herpesvirus (HHV) partilham caracteristicas
estruturais semelhantes (6).

A principal caracteristica dos herpesvirus € a sua capacidade de

permanecer em estado latente ou persistente em seus hospedeiros e reativar-se
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durante os periodos de imunodepressao relativa (27,28). Atualmente, ha cerca de

100 herpesvirus descritos e com ampla disseminacdo na natureza; destes, oito

infectam humanos (29). Na Tabela 1, é apresentada a lista de herpesvirus que

infectam humanos (30,31).

Tabela 1 - Caracteristicas Clinicas das Infec¢oes por Herpesvirus Humanos.

Nomes e

Abreviacoes

Subfamilias

Células alvo
primarias

Principais
locais de

Transmissao

Manifestacoes
Clinicas

Herpesvirus simplex -1
(HSV-1)

Herpesvirus simplex-2
(HSV-2)

Varicella-Zoster virus
(vVzv)

Epstein-Baar virus
(EBV)

Citomegalovirus
Humano
(HCMV)

Herpesvirus Humano-6
(HHV-6)
(A) e (B)

Herpesvirus Humano-7
(HHV-7)

Herpesvirus Humano-8
(HHV-8) virus
associado ao Sarcoma
de Kaposi

Alphaherpesvirinae

(o)

Alphaherpesvirinae

(o)

Alphaherpesvirinae

(cr)

Gammabherpesvirinae

)

Betaherpesvirinae

(B)

Betaherpesvirinae

®)

Betaherpesvirinae

(B)

Gammaherpesvirinae

)

Mucoepitélio

Mucoepitélio

Mucoepitélio

Linfécitos B e
Epitélio

Epitélio, Mondcitos
e Linfécitos.

Linfécitos T e
outros

Linfécitos T e
outros

Linfocitos e
epitélios

laténcia

Ganglio nervoso,
sensorial e cranial

Ganglio nervoso
sensorial e cranial

Ganglios
nervosos,
sensorial e cranial

Linfécitos B e
Epitélio

Mondcitos,
Linfocitos e outros

Varios leucécitos

Linfécitos T e
outros

Linfécitos B

Contato préximo

Contato préximo e
sexual

Vias respiratorias

Saliva

Contato proximo,
transfusées
sanguineas,
transplante e

congénito.

Vias respiratorias

Desconhecido

Troca fluidos
corporais

Oral/e ou genital
(Predominantemente
orofacial)

Oral/e ou genital
(Predominantemente
genital)

Varicela e
Herpes zoster

Mononucleose
infecciosa, Linfoma de
Burkitt e no SN

Sindrome
Mononucleose
infecciosa e retinite

Doenga Sexto

(Roséola infantum ou
Exantema subito)

(Roséola infantum
ou exantema subito)

Sarcoma de Kaposi,
Linfoma primario e
alguns tipos de
multicéntrica doenga
de Castleman

Fonte: Adaptacéo Grinde; Ryan e Ray (30,31).



3.3. ESTRUTURA GERAL DOS HERPESVIRUS

A familia dos herpesvirus apresentam nucleocapsideo ecosaédrico,
constituido por 162 capsémeros arranjados ao redor da dupla cadeia de DNA;
possui um tegumento proteico; e um envelope protolipideo. Cada uma delas tem
diferentes glicoproteinas de superficie em diferentes herpesvirus, que dao as
caracteristicas distintas para todos os virus (9,32) (Figura 2).

Os seres humanos sao os Unicos reservatorios para eles (6). Os
vetores costumam se espalhar pelo contato direto com as secreg¢des infectadas
por virus de outros seres humanos, e raramente por transfusdo de sangue e

transplante de tecidos (33)

Glicoproteinas

Capsideo

Envelope

DNA

Tegumento

Figura 2: Representacao esquematica dos Herpesvirus (34).

3.4. CICLO DE REPLICACAO DOS HERPESVIRUS

A replicacdo dos herpesvirus corresponde a um processo de varias
etapas e sua descricdo baseia-se na observacdo dos eventos que ocorrem na
replicacdo do HHV (Figura 3). A replicacdo dos HHV é iniciada pela interacao de
glicoproteinas virais com receptores de superficie celular. O tropismo de alguns
HHV é restrito devido a expressao de receptores tecido-especifico. O nucleo
capsideo é liberado no citoplasma através da fusdao do envoltério com a
membrana plasmatica. Enzimas e fatores de transcricdo sdo transportados para o



interior da célula. O nucleo capsideo fixa-se a membrana nuclear e libera o

genoma no nucleo, onde é transcrito e replicado (35).

Virus de DNA

il N\
_-'_ Adsorcéo

-~ ]

x.mtid.a Proteinas

\ Transcricdo
THTIT T {:}

Figura 3: Visao geral de um ciclo de replicacao viral hipotético: Adsorcao; Entrada;

Desnudamento; Transcricdo e Traducao; Replicacdo do genoma; Montagem e
Liberagao (35).

A transcrigdo do genoma viral e a sintese de proteinas virais ocorrem
de maneira coordenada e regulada em trés fases:
1- Sintese de proteinas precoces imediatas (Alfa) que consistem em

proteinas de ligacdo do DNA, importantes para a regulacéo da transcricdo génica.

2- Sintese de proteinas precoces (Beta), que consistem em fatores de

transcricao e enzimas, incluindo a DNA polimerase.

3- Sinteses de proteinas tardias (Gama), constituida principalmente de
proteinas estruturais (36).
O genoma viral é transcrito por RNA — polimerase celular DNA

dependente, e regulado por fatores nucleares da célula hospedeira. A inter-relacao
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destes fatores determina se a infeccao sera litica, persistente ou latente. As
células que promovem infeccdo latente restringem a transcricio a genes
especificos, sem replicagdo do genoma.

A replicacado é realizada pela DNA polimerase codificada pelo virus. A
progressao para genes precoces e tardios resulta em morte celular e infeccéao
litica (36).

Os pro-capsideos vazios organizam-se no nucleo onde sao preenchidos
com DNA. As glicoproteinas s&o sintetizadas e em seguida, difundem-se para a
membrana nuclear. Os capsideos contendo DNA brotam a partir de porcdes da
membrana nuclear modificadas pelas glicoproteinas virais. O virus brota do
reticulo endoplasmatico e é transferido em uma vesicula para o complexo de
Golgi, onde as glicoproteinas sado processadas. O virus abandona a célula por
exocitose ou lise celular (36).

3.5. MECANISMO DE INFECCAO DOS HERPESVIRUS

A pele, a conjuntiva e a mucosa da orofaringe ou genitalia sdo as locais
de entrada primarias para HHV. Apds a replicacdo no local da inoculagao, eles
costumam causar uma disseminacao hematogénica, chamada de viremia, para
tecidos distantes (6,37). Todos os herpesvirus mostram algum tipo de
neurotropismo seja pela disseminagdo hematogénica ou transmissao neuronal (6).
A neuroviruléncia do virus de herpes é mediada pelo gene da timidina-quinase e
os terminais do componente G (32). O gene y134.5 é necessario para a replicagao
do virus de herpes no tecido cerebral e previne a apoptose de células neuronais
infectados (38).

3.6. HERPESVIRUS SIMPLEX (1 e 2) e VARICELA ZOSTER (VZV)

3.6.1. HERPESVIRUS SIMPLEX 1

A subfamilia Alphaherpesvirinae (HSV-1 e HSV-2) foram os primeiros
virus a serem descobertos. O virus Herpes Simplex tipo 1 (HSV-1), também
conhecido como Herpesvirus Humano tipo 1 (HHV-1), foi documentado pela
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primeira vez pelo médico grego Hipdcrates (460/377 a.C.), que o batizou de
herpes (do latim herpin=rastejar, réptil) devido ao aspecto das lesbes causadas
pelo virus, como vesiculas no trato bucal, febre e ulceragbes nos labios (39). Sao
considerados virus neurotropicos e estes sao responsaveis por infec¢cées agudas,
nao epidémicas do SN, tendo como consequéncia a encefalite herpética, em que
os virus (principalmente o HSV-1) destroem o tecido nervoso do lobo frontal e
temporal do cérebro, podendo causar também a meningite herpética (40).

Possui como caracteristicas um ciclo de multiplicagéo curto, com rapida
disseminagcdo em cultura celular, capacidade de lisar as células infectadas e
estabelecer laténcia apo6s as infecgdes primarias (Figura 4) (41).

A infeccao por HSV-1 é bastante frequente, e mais preocupante nos
paises subdesenvolvidos, onde as condi¢cdes higiénico-sanitarias s&o muito
limitadas, verifica-se que a prevaléncia de anticorpos anti-HSV-1 é superior a 90%
em criancas com dois anos de idade, enquanto que os anticorpos anti-HSV-2
ocorrem, geralmente, em individuos pds-puberes, uma vez que o seu principal
modo de transmissdo € através da relacdo sexual (40) e contato com lesdes
clinicas (42).

Proteinas do
envelope

{gB-gN)

Tegumerito

DNA

Nucleocapsideo

Figura 4: Estrutura do HSV-1. A particula viral € composta por: um envelope:
lipidico, com glicoproteinas na superficie, um tegumento, um capsideo que tem a

forma ecosaédrico e um genoma de fita dupla de DNA (41).



A infecc¢do primaria causada pelo HSV-1 resulta muitas vezes em
lesbes dolorosas na pele ou lesdes na mucosa, mas também pode ser
assintomatico. A porta de entrada para replicacdo do virus, ou seja, a infecgéo
primaria normalmente ocorre por via oral, faringe , tecido da mucosa genital ou
pequenas escoriacdes na pele, nos primeiros anos de vida, com frequente
acometimento do SN. Entdo este é transportado para ganglios regionais onde se
estabelece a laténcia (Figura 5) (43). A encefalite por HSV-1 é considerada a mais
comum encefalite esporadica ndo sazonal (44). Ela ocorre em todas as idades e
em ambos 0s sexos (45), embora alguns estudos relatem uma predominancia de
encefalite causada por HSV em pessoas de meia idade e idosos (46). Estima-se
que um terco das encefalites é decorrente de infec¢ao primaria e apenas 10% dos
pacientes apresentam um histérico de recidiva herpética (42).

A recorréncia esta diretamente relacionada a gravidade da infecgcao
primaria, como refletido pelo tamanho, nimero e propagacédo das lesées. O
mecanismo pelo qual o HSV-1 infecta o SN para causar encefalite ndo foi
definitivamente estabelecido (47).

Lat&ncia Reativagio
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Tk S £

Infecgdo recorrente

Ciclo de vida Herpes Simplex

Figura 5: Laténcia e reativacdo do HSV: a) Translocagdo do DNA viral para o
nucleo da célula epitelial; b) Transporte axonal retrégrado; ¢) Transporte axonal
anterogrado (48).



Em individuos com o sistema imune normal, a infecgdo primaria pelos
HSV-1 ¢é, geralmente, mais dolorosa e prolongada do que as infeccbes
recorrentes, sendo que, caso o individuo ja possua anticorpos para o HSV-2, a
infeccdo € menos grave, quando comparada com individuos soronegativos para
os dois tipos deste virus (40).

Apesar do HSV-1 ser classicamente conhecido como causador do
herpes labial e 0 HSV-2 do herpes genital, pode-se encontrar infec¢gées por HSV-2
no sitio labial e por HSV-1 no trato genital (49).

Infelizmente, o quadro clinico de HSV-1 é inespecifico. Os sintomas
mais importantes sao febre, dor de cabeca, confusdo mental, alteragcdo de
consciéncia, perda de memédria e mudangas de personalidade (50). A
manifestagdo clinica mais grave é a encefalite herpética que ocorre quando o
HSV-1 infecta o tecido cerebral.

A maioria desses casos ocorre por reativagdo do virus e a rota mais
comum para atingir o SN é feita através do nervo olfatorio. Os principais locais de
laténcia sdo os ganglios trigémeos e os olfatérios (42). Quando neonatos séo
infectados pelo HSV-1 podem ocorrer dois outros padrdes de infeccao além da
encefalite: o primeiro € uma infeccao que é limitada a pele, olhos e boca; e a
segunda que € a forma disseminada, envolve figado, glandula adrenal e pulméo.
Esta forma disseminada se assemelha ao quadro observado na sepse bacteriana
(51).

De fato, nesses pacientes as manifestagdes podem variar de formacoes
vesiculares limitadas as regides orofaciais e genitais até doenga disseminada em
pele e mucosas, com frequente acometimento do SN deixando sequelas em 80%
das vitimas (43).

No caso de encefalite herpética podem ocorrer no seu inicio transtorno
de consciéncia, com déficit de atencdo, sonoléncia, desorientacdo de tempo e
espaco e fotofobia (52).



3.6.2. HERPES SIMPLEX 2

Em 1968, os pesquisadores Nahmias e Dowdle classificaram o virus
herpes no género Simplex, com base em diferengas imunoldgicas,
epidemioldgicas e clinicas, separaram este virus em duas espécies diferentes,
classificando-os em HSV-1 e HSV-2 (39).

O Herpesvirus tipo-2 (HSV-2) é responsavel pelo herpes genital e tem
como caracteristica biolégica o rapido crescimento em cultivo celular, uma ampla
gama de hospedeiros e a capacidade, comum a todos os herpesvirus, de se
manter latente em células de seus hospedeiros por tempo indeterminado (53). O
capsideo encontra-se envolvido por um invélucro, que surge durante processo de
maturacéo, na passagem pela membrana nuclear ou pelo aparelho de Golgi. Este
ultimo confere a este virus uma grande fragilidade e condiciona 0 seu modo de
propagacao e replicacao (35,40, 54).

O HSV-2 foi isolado a partir de ganglios humanos normais da regiao
sacral, mas o estado fisico do DNA e a expressdo do gene em laténcia humana
ndao foram estudados tdo amplamente como as caracteristicas do HSV-1 em
ganglios trigeminais (47).

A reativacdo do HSV-2 pode produzir dor e erupg¢ao cutanea abaixo da
cintura. Ha geralmente sintomas iniciais de neuralgia difusa, muitas vezes com
mal-estar e febre, seguidos dentro de alguns dias pelo aparecimento de vesiculas
na area genital. O HSV-2 também pode causar meningite, encefalite de tronco
monofasico ou recorrente e mielite (47).

O HSV-2 apresenta acentuada tendéncia a recorréncia (média de 4
episddios/ano), superior a observada na infecgdo herpética genital causada pelo
HSV-1 (média de menos de 1 episddio/ano) (55).

A prevaléncia do HSV-2 aumenta com a idade, com incremento
cumulativo ap6s puberdade. O herpes simples genital, como esperado para uma
doenca sexualmente transmissivel (DST), tem alta prevaléncia em pacientes com
vida sexual promiscua. A infeccdo primaria por HSV-2 em pessoas

imunocompetentes é caracterizada por lesdes da mucosa genital, seguido pela



persisténcia latente dentro ganglios sacrais. Em alguns casos, o envolvimento da
medula espinal pode conduzir a mielite ascendente e meningite (56).

As infecgbes neonatais por HSV sdo consequéncias mais sérias da
forma genital de infeccdo materna por HSV-2, embora o HSV-1 possa
ocasionalmente ser identificado (57).

Ao contrario dos pacientes imunocompetentes, o HSV-2 em
imunocomprometidos provoca encefalite subaguda, que mostra o envolvimento
mais difuso ou multifocal da infecgdo temporo frontal focal. Além disso, o HSV-2
pode causar meningite asséptica ou meningite linfocitaria benigna recorrente em
adultos imunocompetentes (58), caracterizada clinicamente por sinais e sintomas
de irritacdo meningea e radiologicamente por realco meningeo difuso ou
espessamento em pos-contraste em tomografia computadorizada ou Ressonancia
Magnética. A meningite asséptica por HSV-2 tem sido relatada em 36% das
mulheres e 11% homens (59). Embora muitos pacientes nao apresentem
evidéncias clinicas de lesdes genitais no momento de um ataque de meningite,
aproximadamente 40 % destes pacientes tem uma historia prévia de lesbes
genitais (59).

As manifestagbes clinicas da encefalite por HSV-2 incluem convulsées,
febre, letargia, irritabilidade, tremores, ma alimentagdo e abaulamento das
fontanelas (60). Estudos neurodiagndsticos para a triagem da infecgéo por HSV-2
em SN incluem o exame do LCR, eletroencefalografia (EEG) e diagndstico por
imagem (50).

3.6.3. VARICELA ZOSTER (VZV)

O herpesvirus humano tipo 3 (HHV-3) também conhecido como
Varicela Zoster (VZV), assim como o HSV-1 e HSV-2, estabelece uma relacao
evolucionaria entre eles, e sua principal caracteristica € a capacidade de
estabelecer infecgéo latente em células nervosas. Reativagdes virais s&o comuns
em imunodeprimidos e idosos e resultam na formacgéo de bolhas (zoster) (13).

Antigamente, a varicela e o Herpes-Zoster foram considerados
patégenos diferentes. A natureza infeciosa desse virus foi observado por
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VonBokay, que relatou a catapora em pessoas que mantiveram contato estreito
com outras pessoas que sofriam de herpes zoster. Em 1925, Kundratitz mostrou o
aparecimento de varicela em pacientes apds inocular um liquido retirado da
vesicula biliar de um paciente com herpes zoster (40). Desde o inicio do século XX
as caracteristicas histopatolégicas de lesdes de pele, estudos epidemioldgicos e
imunolégicos, indicavam que a varicela e herpes zoster eram causados pelo
mesmo agente. O isolamento do virus ocorreu em 1958, e este fator contribuiu
para definir a sua biologia. Virus isolados de pacientes com varicela e herpes
zoster resultou semelhantes em culturas de tecidos, especificamente no
aparecimento de inclusées eosinofilicas intranucleares e células gigantes
multinucleadas. Nesse mesmo ano, Wellere e colaboradores foram capazes de
estabelecer que ndo havia diferencas entre os dois agentes virais isolados de
pacientes com essas diferentes entidades clinicas, o que foi confirmado com o
estudo de DNA (40).

O herpesvirus tipo 3 (HHV-3) ou VZV estéa intimamente relacionado com
o herpes simplex (HSV), e seu genoma compartilha de grande homologia. As
glicoproteinas de seu envelope conhecidas como gB, gC, gE, gH, gl, gK, gL
correspondem com aquelas do HSV (61). O VZV também produz a LAT (laténcia
associadas a ftranscritos) que desempenha um papel importante no
estabelecimento de laténcia dos HSV (13).

Apoés infeccao primaria, o VZV permanece latente nos ganglios da raiz
dorsal e nervo trigémeo (Figura 6). Em cerca de 10-20% dos casos o VZV reativa-
se (Zoster) mais tarde na vida produzindo uma doenga conhecida como “cobreiro”.
Esta manifestacao afeta principalmente pessoas idosas e pessoas com SIDA ou
com o sistema imunoldgico debilitado (62). Complicagdes graves incluem
neuralgia pés-herpética, mielite, herpes oftalmico, que é bastante comum em
adolescentes (33,61).
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Figura 6: Sitio de Laténcia do VZV (63).

A distribuicao dermatoldgica das lesbes de Herpes Zoster (VZV),
combinadas com o aumento do titulo de VZV em varicela ou vesiculas herpes
zoster, indicam que o virus foi reativado do estado latente nos ganglios do sistema
nervoso periférico (SNP) e se espalha para a epiderme por transporte intra-axonal.

O VZV esta presente em multiplos érgaos e dessa maneira também pode
sofrer disseminacdo hematogénica. O VZV foi associado a viremia e ao
linfotropismo durante a varicela mesmo em adultos normais sadios. Durante a
varicela, as células T sdo produtivamente infectadas, provavelmente contribuindo
para a disseminagao viral (47).

O herpes zoster é uma doencga infecciosa aguda, resultante da
reativacao do virus latente da VZV em individuos parcialmente imunizados apéds
infeccdo prévia. Neste caso, a reativagdo provoca manifestacao clinica diferente
da infeccao primaria que, no entanto, é causada pelo mesmo virus (64) podendo
provocar com menor frequéncia a encefalite causada pelo VZV. A infecgéo direta
do SN pelo VZV durante a varicela também pode ocorrer, porem na maioria das
vezes a encefalite que ocorre é a cerebelite.

Na maioria das criancas saudaveis, a doenca geralmente evolui sem
gravidade. Algumas vezes, no entanto, pode ocorrer comprometimento de érgéos
internos (principalmente do sistema nervoso central - SNC), infec¢des bacterianas
superpostas mais raramente, manifestacdes

(comumente na pele) e,



hemorragicas (sangramentos espontaneos). As manifestagdes neuroldgicas
(ataxia cerebelar e encefalite), embora ndo sejam comuns, podem estar
associadas com sequelas. E caracterizada por perda de coordenacdo dos
movimentos, vomitos, alteracao da fala, tontura e tremores (35,40).

Complicacdes neurolégicas agudas podem afetar tanto o sistema nervoso
periférico (neuropatias cranianas, radiculopatias motoras), como o sistema
nervoso central (meningite, mielite, encefalite, vasculite) (65). Também podem
ocorrer complicagées da infeccao por VZV sem prurido (66); complicagbes
neurolégicas aparecem mais frequentemente em pacientes imunodeprimidos.

A encefalite, que é um acometimento mais difuso e grave, ocorre mais
em adultos, com letalidade de até 37%. S&o caracterizadas por diminuicdo do
nivel de consciéncia, dor de cabega, vémitos, febre e convulsdo. Dos individuos
que sobrevivem, cerca de 15% permanecem com algum grau de sequela
neurolégica. A infeccdo herpética causada pelo herpes zoster pode gerar
complicagdes em 0,2 a 0,5 % dos individuos afetados e resulta em alteragcdes do
SN, dando origem a encefalites e meningoencefalite (67,68). O herpes zoster
facial pode estar associado com comprometimento ocular e pode levar a cegueira
se nao for adequadamente tratado (69).

A rapida confirmacgéo laboratorial do diagndstico nos casos de suspeita
de varicela e herpes-zoster pode ser um importante recurso clinico para orientar a
prescricio de terapia antiviral; testes sorolégicos sao Uuteis para identificar
individuos que podem se beneficiar a partir de imunizagdo com a vacina da

varicela (70).

3.7. EPSTEIN BARR VIiRUS (EBV)

O EBYV foi descoberto em 1964, por Tony Epstein, Yvonne Barr e Burt
Achong, quando examinaram bidpsias de tumores recém-extirpados de Linfoma
de Burkitt (LB) e com um microscopio eletrénico encontraram um virus parecido as
particulas dos herpesvirus. Desta forma, estabeleceu-se que o mesmo se tratava
de um novo virus, o Epstein-Barr, (71) e, em 1968, foi demonstrado que 0 mesmo
era o agente etiol6gico da mononucleose infecciosa (72).
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O herpesvirus humano tipo 4 (HHV-4), ou virus causador da
Mononucleose Infecciosa (MI), pertence a subfamilia Gammaherpesvirinae, sendo
considerado um dos mais comuns dos herpesvirus (73). Acomete
aproximadamente 95% da populagdo mundial adulta (74), sendo que a infecgéo
primaria ocorre normalmente na adolescéncia e em aproximadamente 30-50% dos
casos causam a MI. Essa associacao de idade e desenvolvimento da MI ndo esta
muito clara, sendo sugerido como principal fator a carga viral de contagio (75).

Sintomas no SN podem ocorrer imediatamente antes, durante ou
depois da MI, bem como apés a infeccdo aguda pelo EBV na auséncia de Ml
sintomatica. Complicagdes do SN incluem meningite, encefalite, cerebelite,
polirradiculomielite, mielite transversa e neuropatias craniais e periféricas (76).

A transmissao do EBV requer contato intimo com a saliva de uma
pessoa infectada. O periodo de incubacdo, ou o tempo entre a infeccdo e o
aparecimento dos sintomas, varia de 4 a 6 semanas. Pessoas com MI podem ser
capazes de espalhar a infeccao para outras pessoas por um periodo de semanas.
No entanto, nenhuma precaucdo especial ou procedimentos de isolamento sao
recomendados, ja que o virus também é encontrado frequentemente na saliva de
pessoas saudaveis. De fato, muitas pessoas saudaveis podem carregar e
transmitir o virus de forma intermitente durante a vida. Essas pessoas geralmente
sao reservatdrios primarios para a transmissdo pessoa-pessoa. Por esta razdo, a
transmisséo do virus € quase impossivel de se evitar (71).

Ainda parece incerto como se estabelece a replicacdo do EBV em
individuos saudaveis. As tonsilas parecem ser candidatas para o sitio de
replicagéo do EBV (Figura 7) (77,78). Infeccbes do SN pelo EBV podem ser
classificadas em dois grupos: sindromes do SN associadas com a infeccéao
primaria pelo EBV ou reativagdo da infecgdo (79). Como o EBV nao apresenta
laténcia em neurdnios ou outras células nao linfoides, uma infeccdo do SN apés a
reativacdo do virus, é provavel que ocorra em locais extraneurais, com a
subsequente disseminacao do virus no SN através de linfécitos infectados (80).

Apos a exposicdo, EBV estabelece uma infeccdo persistente no
hospedeiro e € periodicamente eliminado nas secregbes de orofaringe. O virus
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também pode infectar células epiteliais e pode replicar-se inicialmente na
orofaringe antes de infectar as células B. Reativacao periddica de linfocitos B de
memdéria com infecgao latente parece facilitar a infecgdo de células epiteliais na
orofaringe permitindo a transmissao do virus na saliva para novos hospedeiros
(81).

O EBV estd latente em células linfécitos B e deve ser tomadas
precauc¢des em atribuir doengas neuroldgicas para EBV puramente na base de um
PCR positivo no LCR (47).
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Figura 7: Infeccao dos linfécitos B pelo virus EBV (80).

De qualquer forma, na laténcia do EBV ocorre a proliferagdo da célula
infectada, e ndo de particulas virais como ocorre na infeccao litica viral (82).

Em pacientes imunocompetentes portadores de EBV, pode ocorrer o
estabelecimento de uma infeccdo persistente de longa duracdo, nestes casos
ocorre a liberacao constante ou intermitente do virus através da saliva, infectando
outros individuos através do contato oral (75, 83).

A invasdo do SN por células infectadas pelo EBV esta envolvidas na
patogénese de algumas formas de doenca neural. Estudos mostram que células
infectadas com EBV tém sido isoladas de LCR de pacientes com
meningoencefalite (79).



A apresentacao clinica da encefalite causada pelo EBV néo difere da
encefalite viral em geral, o que significa que ndo é especifica. Os pacientes podem
apresentar convulsdes, coma, alteragées de personalidade, do tronco cerebral
focal ou achados cerebrais, ataxia cerebelar ou distorgdes de percepcao. Embora
a encefalite por EBV possa envolver qualquer area do cérebro, o cerebelo é
comumente afetado; a maioria dos pacientes apresentam anormalidades da
marcha (76,84).

O EBV pode causar meningite asséptica, febre baixa, dor de
garganta e dor de cabeca (Figura 8), encefalomieloneurites, neurite,
esplenomegalia, mielite (85), encefalite (86), neuropatias (87) e erupcao cutanea
(33).
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Figura 8: Manifestacdes Clinicas do EBV (88).

As neuropatias causadas pelo EBV apresentam-se com oftalmoplegia,
plexopatia lombo sacral e neuropatia sensorial ou auténoma. Historicamente, a
associacdo do virus com doenca neurolégica foi sugerida por um titulo de
anticorpos do soro heterofilo positivo mais tarde pela presenca de DNA de EBV,
anticorpos ou ambos em liquido cefalorraquidiano (87).

O desaparecimento do DNA viral do LCR no momento de melhora da
doenca neurolégica, particularmente antes de um declinio dos glébulos brancos,
apoia a teoria de que o resultado de doenga no SN tem vazéo direta no SN pelo
virus (89).
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3.8. CITOMEGALOVIRUS HUMANO (HCMV), HERPESVIRUS 6 e 7 (HHV-6 e
HHV-7)

3.8.1. CITOMEGALOVIRUS HUMANO

A subfamilia Betaherpesvirinae inclui o citomegalovirus humano
(HCMV), que esta intimamente relacionado com os herpesvirus humanos 6 e 7
(HHV-6 e HHV-7) (90). O HCMV, também conhecido como herpesvirus humano-5
(HHV-5), € um patégeno humano comum adquirido no inicio da vida, na maioria
dos individuos imunocompetentes, sendo a infeccao primaria caracterizada por um
curso clinico benigno.

Em 1904, alguns pesquisadores relataram achados de células grandes
com nuacleos excéntricos rodeados por um halo claro e com inclusbes
intranucleares (Figura 9) em 6rgaos como pulméo, figado, rins e glandulas
parétidas de natimortos, no entanto, o motivo da existéncia dessas células era
desconhecido (92,93). H& cerca de 50 anos Smith, isolou esse herpesvirus em

culturas de tecidos (40).

Figura 9: Célula citomegalica: Nucleo excéntrico, circundado por um halo claro e
apresentando inclusao nuclear (92).

A soroprevaléncia mundial do HCMV é de aproximadamente 60% a
100% da populacdo de imunocomprometidos e imunocompetentes (94). A maior
parte das pessoas, em algum momento, é infectada pelo HCMV. Entre 30% e 90%

dos adultos imunocompetentes apresentam anticorpos IgG-HCMV presentes no
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organismo, sendo descritos como soropositivos para HCMV (95 - 97) e tem
relagdo com seu nivel socioeconémico (98 - 100).

O HCMV tem genes que interferem com as células apresentadoras de
antigenos, limitando assim a resposta imune (101). A replicagdo do HCMV em
células do ducto epitelial promove a excrecao do virus em muitos fluidos
corporais. A replicacdo do HCMV é altamente associada a célula e € transmitida

por células infectadas, incluindo linfécitos e leucocitos (102).

O material genbémico do HCMV pode ser encontrado em
mondcitos/macréfagos, neutréfilos, linfécitos e células endoteliais. Em pacientes
imunocompetentes, a maior parte do virus é destruida (por células citotoxicas

especificas para HCMV) e a infec¢do procede de forma assintomatica (103).

O periodo de incubacao apos a infeccédo é de 4 a 12 semanas, periodo
durante o qual o antigeno pode ser detectado. Seguidamente ocorre a fase aguda
da doenca; o virus é transmitido na maioria das secrecoes, particularmente saliva,
urina, secrecdes vaginais e sémen (que mostra o maior titulo de qualquer fluido
corporal), ou seja, pode ser encontrado em secregdes corporais sendo, portanto,
sexualmente transmissivel (104).

O HCMV causa uma sindrome similar a mononucleose infecciosa
enquanto que o HHV-6 e o HHV-7 causam roseola infantum, ataques febris e
outras sindromes febris em criangcas (105,106). Apds a infeccdo primaria, esses
virus permanecem em laténcia no hospedeiro humano ou mantendo baixos niveis
de replicacdo viral, que é adequadamente controlado pela vigilancia imunoldgica
(105,107, 108,109).

Durante a infec¢ao primaria, o HCMV replica-se em leucdécitos e células
endoteliais vasculares, apo6s isso o0 virus se torna latente principalmente em

células progenitoras da medula 6ssea e em células mieldides (110).

O HCMV é responsavel por varias causas de manifestagdes clinicas
quando presente no SN (111). As complicacées neuroldgicas incluem encefalite,
mielite e polirradiculopatia. No caso da encefalite, nenhuma caracteristica clinica
especial é produzida. Resultados laboratoriais ou de neuroimagem tipicos também
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estdo ausentes. Isso faz com que o diagndstico de encefalite por HCMV seja muito
dificil. Além disso, a encefalite é clinicamente indistinguivel da deméncia
provocada pelo HIV. Sinais inespecificos de encefalopatia (por exemplo, confuséo,
letargia, desorientac&o, convulsdes) representam a principal caracteristica clinica
da infeccao, portanto, em alguns casos, o diagnéstico requer autépsia (96,112).

Um segundo tipo de manifestacao pelo HCMV ocorre apds a infeccao
inicial, e & uma reativagdo do HCMV latente. Se uma pessoa se torna
imunodeprimida, ou realiza algum tipo de transplante (6rgdo ou de medula 6ssea)
(113), ou mesmo sob estresse, 0 virus pode reativar-se. Se isso ocorrer, 0s
sintomas podem ser mais graves e incluem pneumonia (114), hepatite (115),
encefalite (116), mielite (117), colite, retinite, neuropatia (13).

O terceiro tipo de manifestacdo por HCMV €& a congénita ou perinatal.
Em HCMV congénita, uma mulher gravida passa a doenca através da placenta
para o feto. Em HCMV perinatal, uma méae passa HCMV para o filho através da
amamentacdo. Os sintomas variam de gravidade e vao desde uma simples febre
de origem desconhecida, para aumento do figado e/ou bago, e até mesmo retardo

mental e motor (118).

3.8.2. HERPESVIRUS TIPO 6 (HHV- 6)

O HHV-6 foi isolado pela primeira vez em 1986, por Salahuddin e seus
associados, em doentes com disturbios linfoproliferativos e, posteriormente, em
doentes com SIDA (11,40). O herpesvirus humano tipo 6 (HHV-6) (Figura 10)
pertence a familia Herpesviridae e esta inserido na subfamilia B-herpesviridae,
juntamente com o HCMV, devido, principalmente, a homologia genética existente
entre ambos (40).

Foram identificadas as variantes A e B do HHV-6, distintas por
caracteristicas genéticas, imunologicas e moleculares, que, apesar de
apresentarem grau de similaridade de nucleotideos maior do que 90% possuem
patogénese e manifestacdes clinicas diferentes (119). Cepas pertencentes a um
grupo, que inclui o isolado original (estirpe GS), sdo principalmente isoladas de
pacientes com doenca linfoproliferativa e sdo chamados de variante A ou HHV-6 A
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e a outra, que inclui a estirpe Z-29, isolado principalmente em material proveniente
de pacientes com Exantema Subito (ES), variante B ou HHV-6 B (120).
O HHV-6 A nao foi etiologicamente ligado a qualquer doencga; ja 0 HHV-
6 B é o agente causador da ES conhecido também como roseola infantum, uma
doenca da infancia caracterizada por febre alta e uma erupcéo cutanea leve,
ocasionalmente complicada por convulsdes ou encefalite (121,122,123). Esta
também associado a episodios de esclerose multipla, sem haver ainda estudo
conclusivo entre doenga e este agente viral (40).
O HHV-6 apresenta tropismo por células T CD4+, porém ha relatos de
infeccdo em diversos tipos celulares como mondécitos, macréfagos, linfocitos B,

células NK, astrocitos, células dendriticas, epiteliais e endoteliais (124).

Figura 10: Herpesvirus Humano tipo 6 (125).

Como o HHV-6 se torna latente nas células da linhagem dos monécitos
- macréfago, (47, 126) a deteccao do DNA e do antigeno no tecido de cerebral sdo
provaveis reflexos da reativacao da laténcia do HHV-6 nas células mononucleares
do sangue (MNCs) que traficam através do cérebro nos pacientes com doenca
inflamatéria do SN. O CD46 é um receptor do HHV-6 que é expresso na maior
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parte em macréfagos e células que revestem o0s vasos sanguineos, € menos
frequentemente, em células de origem neuronal.

O virus entra na célula através de interagdo com o receptor celular
CD46, uma glicoproteina que esta presente na membrana das células nucleares e
esta fisiologicamente envolvida na regulacdo da ativacdo do complemento
(28,1217).

A infeccdo primaria causada pelo HHV-6 ocorre que quase
exclusivamente na infancia. Estudos sorol6gicos indicam que com 12 meses de
idade , mais de 90 % dos imunocompetentes podem ser infectados pelo virus do
HHV-6 (128). Aos 3 anos de idade praticamente todas as criangas foram
infectadas pelo HHV-6 tornando-o o mais ubiquo de todos os herpesvirus
humanos (129). O HHV-6 pode ser detectado na saliva de 2% a 3% das criancas
com idades de trés anos e em cerca de 25% dos adultos (130). O pico da infeccao
pelo HHV-6 é observada em 6-9 meses (122). Nao ha testes sorologicos
convenientes para discriminar as variantes do HHV-6, no entanto, a disposicao
sugere evidéncias que a maioria das infecgbes em pacientes imunocompetentes
sdo causadas por HHV-6 tipo B (131).

O HHV-6 nao possui, até o0 momento, vias de transmissao conhecidas,
sendo provavel que a saliva ocupe o lugar central como veiculo de transporte
usualmente nos primeiros 2 anos de vida (132-134), uma vez que, as glandulas
salivares sdo um reservatério muito importante deste virus (transmissao
horizontal), podendo também ocorrer transmissao vertical (40).

O papel da doenga do HHV-6 e HHV-7 no SN € uma area que esta
atualmente sendo investigada. A variagdo das manifestacées clinicas no SN inclui
infeccdo assintomatica, convulsdes febris, meningite, meningoencefalite, paralisia
facial e, raramente, encefalite fatal (135,136).

De uma forma geral, as manifestac¢des clinicas da infecgao primaria por
HHV-6 em hospedeiros imunocompetentes s&o usualmente benignas e
autolimitadas (Figura 11) (137).

O quadro pode complicar-se caso surjam convulsées e sintomas no SN
(138). Embora a maioria das criangas infectadas por este virus apresente
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recuperacdo completa, o DNA do HHV-6 pode permanecer nas células
mononucleares do sangue periférico, na saliva e no LCR, sem causar

sintomatologia (periodos de laténcia ou dorméncia) (139).
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Figura 11: Etapas da histéria natural da infeccdo por HHV-6: 1. A infeccdo primaria
ocorre em latentes, pode resultar em exantema subito (erupcdo cutanea no térax
da crianca), e se espalha para 6rgaos. Il. Em criangas e adultos saudaveis, HHV-6 esta
presente em forma persistente nos ganglios linfaticose é produzidade forma
assintomdtica nas  glandulas salivares e saliva,a rota mais provavel de
transmisséo. Ill. HHV-6 infeccado/reativacao ocorre em pessoas submetidas a terapéutica
imunossupressora apés transplante de 6rgaos ou em doentes com SIDA (140).

A reativagdo do virus pode ocorrer por diferentes estimulos, sendo
comum em pessoas com imunodepressao e, apesar de ser assintomatica na
maioria dos casos, pode causar febre, encefalite ou convulsées febris (28,141,
142). Em pessoas imunocompetentes, a reativacdo do virus pode ocorrer durante
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a gravidez ou em casos de coinfeccdo com outros virus como o HHV-7, sarampo e
o0 virus da dengue (143).

Nos adultos, o virus tem sido associado a uma vasta gama de
desordens neuroldgicas, incluindo esclerose multipla (EM) (144), epilepsia do lobo
temporal (145) e encefalite limbica aguda pés-transplante.

Ha relatos descrevendo outras possiveis doengas associadas a
reativacdo do HHV-6 (28), e pode ser encontrada em pneumonias (apés infecgéo
primaria), convulsdes febris, meningite, encefalite entre outras, o que demonstra
que este patdgeno possui um elevado potencial neuroinvasivo (146).

O SN é um alvo potencial para a patogénese do HHV-6 e o DNA do
HHV-6 é frequentemente detectado também em tecido cerebral de individuos
saudaveis (147,148), indicando que o virus € capaz de invadir e persistir de forma
assintomatica no SN, e tem sido associado a complicacbes neurolégicas
principalmente em criangas com infec¢do primaria (142, 149) e encefalite tanto em
pacientes imunocompetentes e imunocomprometidos (150,151), encefalomielite
desmielinizante (152,153) e mielopatia crénica (154). Alguns pesquisadores
sugerem que o HHV-6 A pode ter maior neurotropismo do que HHV-6 B
(4,155,156).

3.8.2.1. INTEGRACOES DO HHV-6 NO CROMOSSOMO HUMANO

Evidéncias recentes sugerem que 0 genoma do virus pode ser
integrado no DNA da célula hospedeira, tanto in vivo como in vitro, nas
terminagcbes dos cromossomos (157, 158) com uma frequéncia de 0,2-0,8%,
podendo ocorrer em células germinativas (159). Estas descobertas séo
fundamentadas pela presenca de sequéncias teloméricas, nos cromossomos
humanos, semelhantes as sequéncias repetidas na porcdo terminal do genoma do
HHV-6, e pela proteina U94, que funciona como mediador da integracdo do DNA
nas células humanas (28).

O HHV-6 integrado no cromossomo foi descrito e quantificado em
individuos saudaveis. Cerca de 1% dos doadores de sangue tém DNA de HHV-6

integrado no seu genoma (160). O nivel de carga viral no sangue total vai desde
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10° coépias/ml a 107 cépias/ml (161). Assim, as amostras sanguineas de individuos
com sequéncias de HHV-6 integradas nos cromossomos celulares podem
apresentar elevada carga viral, mesmo quando estes individuos estao saudaveis
(162,163).

3.8.3. HERPESVIRUS TIPO 7 (HHV- 7)

O herpesvirus humano tipo 7 (HHV-7), foi identificado, pela primeira
vez, em 1989, depois de se ter verificado a ativacdo de linfocitos T CD4+ de
individuos saudaveis, e posteriormente, através da saliva de individuos infectados
com o HHV-6. Todavia, apenas se isolou em 1992, em doentes com sindrome de
fadiga crénica (40).

O HHV-7 apresenta altas homologias, genéticas e bioldégicas com o
HHV-6 e, também ele, foi recentemente considerado um agente etiolégico do ES,
que ocorre principalmente em criancas e € caracterizado pela presenca de febre
elevada e erupcoes cutaneas (40).

O DNA viral foi completamente sequenciado em 1996 (164), e sua
sequéncia completa foi confirmada dois anos mais tarde (165).

O HHV-7 também foi isolado a partir da saliva em uma proporcao
elevada de adultos saudaveis (131), sugerindo que possa replicar in vivo, pelo
menos em locais selecionados, sem consequéncias clinicamente apreciaveis. Este
possui um tropismo seletivo para linfocitos T CD4+, e as células CD4
glicoproteicas € um componente essencial do receptor de membrana celular para
o HHV-7 (166).

Este virus atinge a populacdo adulta em aproximadamente 90 a 95%
(167), a infeccao primaria ocorre no inicio da infancia, em uma alta incidéncia
(168) e em alguns pacientes, esta associado a episoddios de exantema subito (ES)
ou doenca febril (169) e mais de trés quartos das pessoas sdo infectadas antes
de seis anos de idade e ficam imune ao HHV -7 (170,171).

A infecgéo priméaria do HHV-7 entre as criangas geralmente ocorre entre
as idades de 2 e 5 anos, 0 que significa que ocorre apds a infeccao primaria de
HHV-6, e pode ser responsavel por alguns casos de ES (133,172). Na Europa e
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nos EUA, a taxa de prevaléncia deste virus é superior a 85% (40), fato este que,
dificulta a interpretacdo de dados laboratoriais na investigacdo da presenca deste
virus num determinado individuo, na medida em que apenas os marcadores
diretamente relacionados com a replicacao viral (presenga de DNA viral no plasma
e antigenos virais nos tecidos, entre outros) permitem diagnosticar uma infeccéao
recente. Esta taxa de prevaléncia € ainda mais significativa em criancas infectadas
pelo HHV-6 (40).

O espectro de doencgas associadas com a infecgao primaria pelo HHV-7
é semelhante ao HHV-6, embora as apresentagbes clinicas geralmente sejam
mais suaves. A infeccao primaria pode ser assintomatica ou cursar com febre e
convulsao febril. Menos comumente ocorrem sintomas respiratérios altos, vémitos
e diarreia. Leucopenia é frequente. Em raros casos € causa de encefalite em
imunocompetentes ou imunossuprimidos. Pode causar exantema subito, apesar
de o HHV-6 ser 0 agente etiol6gico mais implicado ou febre elevada sem erupcéao
cutédnea, o que permite inferir que o HHV-7 corresponde a um virus com menor
patogenicidade que o HHV-6, podendo também encontrar-se associado a
infeccdes oportunistas (64).

Apesar de relativamente ter poucos casos descritos de infeccao
primaria causada pelo HHV- 7, é surpreendente que muitos deles envolvam
manifestagcbes no SN, como hemiplegia (173,174) e convulsbes febris (174,175,
176). As infecgbes primarias em adultos sdo muito raras, uma vez que
virtualmente todos os individuos sao infectados por HHV-7 durante a primeira
infancia. No entanto, a infecgdo primaria HHV-7 em adultos tem sido associada
com encefalite e paralisia flacida (177).

3.9. HHV-8 ou VIRUS CAUSADOR DO SARCOMA DE KAPOSI (KSHV)

Em 1994, o HHV-8 foi descrito pela primeira vez por Change
colaboradores como Herpesvirus Humano tipo 8 (HHV-8) (Figura 12), também
chamado de Herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi (SK) (178, 179).

E o mais novo membro da familia Herpesviridae, sendo classificado no

género Rhadinovirus, o primeiro a infectar humanos (180). Esse agente apresenta
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regibes de DNA homdlogas a dois gamaherpesvirus: Epstein-Barr virus (EBV),
relacionado a formacdo de linfoma de Burkitt e tumores nasofaringeanos em
humanos e o herpesvirus saimiri (HVS), responsavel pelo desenvolvimento de um
tipo de linfoma fulminante em macacos.

Foi encontrado em tecidos de sarcoma de Kaposi de um doente com
SIDA e em todas as variantes do sarcoma de Kaposi: classica, endémica,
iatrogénica e associada a SIDA (181). A caracteristica principal deste grupo é a
transformacao celular e a capacidade de causar lesbes tumorais em seus
hospedeiros (182).

O fato do HHV-8 ter sido detectado em pacientes de ambos os sexos e
em todos os grupos etarios, sugere uma distribuicdo ampla do virus na populagéo
geral, inclusive em individuos sadios (183,184).

Herpesvirus Humano tipo & (HHV-8)

Tegumento

Envelope

Capsideo

Glicoproteinas

Figura 12: Estrutura tridimensional do HHV-8 proposta por Louis E. Henderson,

Frederick. Cancer Research Center (185).

O HHV-8 possui 12 genes que tém homologia celular, incluindo genes
que codificam produtos estimuladores da divisdo celular, inibidores do apoptose e
moduladores da funcdo imune. Quatro genes do HHV-8 tém propriedades de

transformacao do crescimento celular. Os genes envolvidos no crescimento e
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regulacao imune estdo claramente relacionados com a patogénese do HHV-8, no
entanto, essa regulacédo nao esté totalmente definida (186)

Um possivel mecanismo proposto para a patogenicidade do HHV-8
seria a sintese de produtos homdlogos a receptores celulares que sdo importantes
no crescimento e diferenciacdo celular, enzimas e proteinas que estimulam a
divisdo celular, inibem a apoptose e modulam a funcao imune, produzindo, dessa
forma, efeitos carcinogénicos (186,187).

O HHV-8 infecta linfécitos B em divisdo, durante a mitose (179) e
persiste em laténcia, sob a forma de um epissoma, em células infectadas
(179,188) e apenas uma pequena parcela dos genes deste virus sao expressos
(189). Durante a reativacgao (ciclo litico), o virus produz formas lineares do genoma
para o empacotamento nos virions que, depois de adquirirem o envelope a partir
da membrana nuclear, sdo libertados por destruicdo da célula inicialmente
infectada (189).

As caracteristicas clinicas da infeccdo primaria causada pelo HHV-8
nao foram claramente definidas. No entanto, com base na presenca do virus em
mondécitos do sangue, tumores linfoides e tumores endoteliais linfaticos, € bem
provavel que o HHV-8 pode persistir em tecidos hematopoiéticos e linfaticos (186).

Em doentes com SIDA e SK, o DNA do HHV-8 pode ser detectado na
saliva, nos mondcitos do sangue periférico, nos tecidos linfoides, na pele normal,
préstata, e na medula 6ssea (190 - 194). Uma vez que, o HHV-8 foi detectado nos
ganglios linfaticos, sugere-se que o sitio de laténcia do HHV-8 seja os tecidos
linfoides periféricos (195).

Os niveis de replicagdo do HHV-8 sdo muito mais altos em pacientes
com SK. Isso mostra que a replicacdo do HHV-8 é provavelmente ciclica, podendo
ficar latente em pacientes imunologicamente competentes, assim como outros
herpesvirus (196).

A transmissdo sexual do HHV-8 ja foi comprovada e depende do
namero de parceiros € do tempo de atividade homossexual do paciente. A
prevaléncia do HHV-8 na populacdo heterossexual é bastante baixa, sugerindo
que essa forma de transmissdo ndo seja comum e que a via sexual ndo seja a
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Unica rota de transmissdao (197). Outras formas de transmissdo tém sido
evidenciadas em &reas endémicas, como transmissdo horizontal, parenteral e
vertical (198).

Estudos buscando a presenca de DNA do HHV-8 em cérvix uterino de
mulheres soropositivas para HIV e em sémen de homens homossexuais HIV+
apresentaram uma positividade semelhante na maioria dos casos (27% e 20%
respectivamente) (HOWARD et al,1997; VIVIANO et al,, 1997). No estudo de
Whitby em 1995, o DNA do HHV-8 foi detectado em 3 de 11 amostras de cérvix
uterino de mulheres soropositivas para o HHV-8, sugerindo que a transmissao do
HHV-8 via contato vaginal é possivel (197).

A alta prevaléncia e numero de copias do DNA do HHV-8 nas células
mononucleares de sangue periférico sugerem que ha transmissdo do virus por
transfusdo de produtos celulares do sangue (199).

Sugere-se que o desenvolvimento da doenca parece depender de co-
fatores como hormonais, predisposicdo genética e/ou coinfecgcdo com outros
agentes infecciosos (189). O HHV-8 esta associado, com bastante seguranca a
trés doencas: SK e duas enfermidades linfoproliferativas raras: o “Linfoma de
Efusdo Primaria” e a doenca Multifocal de Castleman (179).

O diagnéstico do SK na pele e mucosas efetua-se habitualmente com
base nas seguintes caracteristicas clinicas: 1. Maculas ou nédulos de cor violacea;
2. Distribuicao pelas linhas de tensao da pele; 3. Coloracao esverdeada (como das
contusdes) em torno da lesdo tumoral; 4. Edema circundante; 5. Disseminacao
das lesdes, possivelmente com comprometimento muco cutaneo (200).

Apesar de estas lesbes serem bastante dolorosas, principalmente
quando ha formacdo de um edema, raramente provocam perigo de vida. Ao
contrario do SK classico, o SK endémico ocorre principalmente em criancas e
jovens da Africa sub-Saariana. Nesta forma de SK os doentes apresentam,
geralmente, linfoadenopatia e ndo lesées cutaneas. Outra forma de SK ocorre em
receptores de 6rgaos, que apresentam lesdes na pele e na mucosa oral (Figura
13) e normalmente regride com o fim do tratamento imunossupressor (189).
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No tecido neuronal, o HHV-8 associado ao SK pode ter uma distribuicao
variceliforme e dermatomal, em local onde previamente ocorreu herpes zoster
cutaneo (201). Da mesma forma o HHV- 8 foi encontrado no géanglio paravertebral
de pacientes com SIDA e SK (194), sugerindo entdo neurotropismo deste virus, e
talvez sendo responsavel pela distribuicao clinica de algumas lesdes.

Figura 13: Lesdes provocadas pelo HHV-8 (64).

A incidéncia de infecgcdo no sistema nervoso e a manifestacdo da
doenga produzida pelos herpesvirus varia consideravelmente entre pacientes
imunocompetentes e imunocomprometidos. Dependendo do virus, a patogénese
das infecgbes no SN consiste de uma mistura de lesdo celular direta (efeito
citopatico) e ou uma resposta imune mediada.

Para a maioria dos virus, o parénquima cerebral ou 0s neurdnios sao
infectados primeiramente, mas, para alguns, 0os vasos sanguineos sao lesados,
levando a uma grave vasculite. Também pode ocorrer desmielinalizacdo seguida
de infecgdo. Um dos principais meios pelos quais os virus entram no SN é durante
uma viremia e subsequente propagacado por meio da barreira hematoencefélica
(202).
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Na tabela 2, podemos observar as manifestacées neurolégicas mais
comuns de infeccbes causadas pelos Herpesvirus.

Tabela 2 - Manifestag6es neuroldgicas mais comuns de infecgbes causadas pelos

Herpesvirus em pacientes imunocompetentes e em imunocomprometidos.

Pacientes Imunocompetentes Pacientes Imunocomprometidos

HSV-1 Encefalite (distribuicao frontal-temporal)  Incomum, mas afeta pacientes
usualmente com encefalite

HSV-2 Meningite aséptica (mulheres adultas Incomum, mas afeta pacientes
jovens) usualmente com mielite
vzv Zoster (Sistema Nervoso Periférico) e Encefalite Multifocal

Meningite (Sistema Nervoso Central)

EBV Incomum EBV associado Linfoma primario no
Sistema Nervoso Central

HCMV Meningoencefalite neonatal Retinite, Encefalite

HHV-6 Convulsao febril (criangas muito jovens)  Meningoencefalites/Leucoencefalite

Fonte: KLEINSCHMIDT-DeMASTERS e GILDEN (9).

3.10. LIQUIDO CEFALORAQUIDIANO (LCR)

O exame do liquido cefalorraquidiano (LCR) ou liquor vem sendo
utilizado como arma diagnostica desde o final do século XIX, contribuindo,
significativamente, para o diagnéstico de patologias neurolégicas. Além do
diagnéstico, a andlise do LCR permite o estadiamento e o seguimento de
processos vasculares, infecciosos, inflamatérios e neoplasicos que acometem,
direta ou indiretamente, o sistema nervoso. Através da puncao liquorica é
possivel, também, a administracdo intratecal de quimioterapicos, tanto para
tratamento de tumores primarios ou metastaticos do sistema nervoso central,

como para a profilaxia do envolvimento neuroldgico de tumores sistémicos (203).
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Na Tabela 3, estao listadas as indicagdes do exame do LCR, segundo a
Academia Americana de Neurologia (204).

Tabela 3 - Indicagdes do exame de LCR, segundo a Academia Americana de
Neurologia.

Indicacoes para o exame de LCR pela AAN: ‘

Processos infecciosos do SN e seus envoltérios
Processos granulomatosos com imagem inespecifica
Processo desmielinizante

Leucemias e linfomas (estadiamento e tratamento)
Imunodeficiéncias

Processos infecciosos com foco ndo identificado
Hemorragia subaracndidea

Fonte: AAN- Academia Americana de Neurologia (204).

Nao ha preparo especifico para o exame do LCR. O paciente pode
alimentar-se normalmente e nao deve estar fazendo uso de medicacao
anticoagulante ou de drogas que interfiram na coagulacdo sanguinea. A sedacéo
esta indicada naqueles pacientes extremamente agitados, mas pode ser realizada
em todos aqueles que o desejarem.

A puncao liquérica estéa formalmente contraindicada nos individuos com
hipertensdo intracraniana ou quando houver processo infeccioso no trajeto da
agulha. Naqueles individuos sob tratamento anticoagulante, o médico deve estar
atento para o risco de sangramento decorrente da pungdo e para a real
necessidade desta (205).

O nivel preferencial para puncdo € o lombar, mas fica a critério do
médico solicitante e da avaliacdo do médico que efetuarda o procedimento a
definicdo deste nivel. A utilizacdo de agulhas descartaveis e com o bisel mais
pontiagudo aumenta significativamente os riscos da puncdo suboccipital
(206,207).
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Com relacdo a puncao lombar, observa-se cefaleia pos-puncdo em
cerca de 30% dos pacientes, independentemente do repouso ou da reposi¢ao
hidrica, sendo recomendada a utilizagdo de agulha atraumatica e a recolocacao
do mandril na agulha antes da retirada da agulha do espaco subaracnoideo apos a
coleta da amostra.

A complicacdo mais frequente da puncéao liquérica € o sangramento
discreto devido a lesdo de vasos aracnoides. Lesdes arteriais sdo mais raras,
porém mais graves, podendo dar origem a hemorragias subaracndideas,
hematomas subaracnoéideos de fossa posterior (no caso de puncdao SOD) ou no
fundo de saco lombar podendo levar a paraparesia crural. O posicionamento
inadequado da agulha pode atingir raizes raquidianas desencadeando parestesias
(choques) nos territorios correspondentes as raizes atingidas (206,207).

Mesmo especialistas experientes podem néao ter sucesso na realizacéao
da puncgéo liqudrica. A causa mais comum da dificuldade em coletar LCR é a
presenca de ostedfitos, mas também podem ser listadas, entre outros,
malformagdes da coluna vertebral, escolioses ou lordoses extremas,
malformagdes occipito-vertebrais, agitacdo psicomotora, que &, inclusive, uma
contraindicacdo a puncéo liquérica. Pode ocorrer no espago subaracnéideo ser
atingido e nao haver a saida de LCR (puncao branca). Esta situagdo pode ocorrer
nas aracnoidites, nas hipotensdes liquéricas e no preenchimento do fundo de saco
lombar ou da cisterna magna por um processo expansivo, tipo neoplasia, cisto ou
granuloma (203,208).

A analise do liquor inicia-se ho momento da coleta com a verificacao
das pressées. Posteriormente, efetua-se a contagem global do numero de células
presentes e a determinacdo das diferentes populagdes celulares encontrados.
Uma vez que a quantidade de células é, habitualmente, baixa no LCR, para a
andlise especifica dos tipos celulares deve se langar mao de técnicas como a
citocentrifugacao e a citometria de fluxo (203).

A introducgédo de tecnologia automatizada permite, em curto espaco de
tempo e com maior precisdo, a determinacdo dos teores de proteinas, glicose,
lactato, enzimas, pigmentos entre outros.
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A Tabela 4 descreve os valores de referéncia da analise laboratorial do

LCR.

Tabela 4 - LCR- Valores de Referéncias

Parametro Valor de referéncia

Cor
Aspecto
Proteinas totais

Albumina
Glicose
Acido latico
Cloretos
LDH

Glutamina
Leucocitos

Citologia diferencial

Incolor

Limpido

Adultos: 15 - 45 mg/dl

Adultos > 60 anos: 15 - 60 mg/dl
Neonatos: 15 - 100 mg/dI

10 - 30 mg/dl

50 - 80 mg/dl

9,0 - 26,0 mg/dl; 1,13 - 3,23 mmol/l
115 - 130 mmol/l

0-25Ul/
LDH1>LDH2>LDH 3 >

LDH 4> LDH 5

15 - 20 mg/dl

<1ano:0-30 /ul

1a4 anos: <20 /ul

5 anos até puberdade: < 10 /ul
Adultos: 0 - 5 /ul

Adultos

Linfécitos: 60% * 20%
Monécitos: 30% + 15%
Neutréfilos: 2% + 4%
Neonatos

Linfécitos: 20% * 15%
Mondécitos: 70% * 20%
Neutréfilos: 4% + 4%

Fonte: KIELDSBERG, KNIGHT (209).

O diagnostico de processos infecciosos do SNC é sem duvida alguma a

principal indicagdo de exame do LCR. A andlise dos resultados obtidos no exame

do LCR deve ser sempre feita em conjunto e tendo como base a sintomatologia

apresentada pelo paciente.
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O padrdao liquérico nas infeccobes do SNC depende de algumas
variaveis, como tempo de evolucdo, agente etiologico, atividade imunolégica do
SNC e integridade da barreira hematoencefalica (BHE). Em linhas gerais existe,
em maior ou menor grau, aumento da pressao liquérica, aumento do numero de
células e alteragdes de ordem bioquimica (203,210,211).

Classicamente, os processos infecciosos podem ser divididos de
acordo com o periodo de evolugdo em agudos, subagudos e crbnicos. Na fase
aguda, o LCR mostra uma resposta celular com pleocitose, presenca de
neutréfilos e eosindfilos e uma resposta humoral caracterizada pela quebra da
BHE e consequente aumento dos teores de albumina. Na fase crénica, a resposta
celular € pouco intensa, a BHE ja se refez e existe producao intratecal de
anticorpos especificos com aumento dos teores de globulinas gama (203, 210,
211).

Além das caracteristicas gerais e inespecificas, o diagnédstico de varios
agentes infecciosos no LCR pode ser feito diretamente, através da detecgédo de
antigenos ou particulas gendémicas por biologia molecular, aglutinacdo em latex e
cultura, ou, indiretamente, através da determinacdo de anticorpos, por
imunofluorescéncia indireta, hemaglutinagdo passiva, ensaio imunoenzimatico
(ELISA) (2083, 205, 212).

O exame de LCR sozinho nédo € especifico. A tecnologia da PCR foi
utilizada para ajudar a diagnosticar doenga neurolégicas produzida por enterovirus
e herpesvirus e garantir a especificidade (213).

3.11. DIAGNOSTICO DE INFECCOES VIRAIS NO SISTEMA NERVOSO
Através do EFNS-ENS, publicado em 2012, no European Journal of
Neurology, para o uso da tecnologia da PCR no diagnostico de infec¢des no
sistema nervoso, varias recomendacodes especificas séo feitas:
1. A PCR nao somente permite um diagnéstico especifico em um paciente
individual, mas também pode definir o espectro da doenca causada por um
virus em particular, geralmente por analise retrospectiva, tal como a

moderada e atipica encefalite causada pelo herpesvirus simples;
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A PCR pode ser utilizada em um grande numero de amostras clinicas e pode
auxiliar na definicAo da frequéncia do virus causador de determinada
infecgdo neuroldgica;

A PCR tem aumentado o diagndstico definitivo do virus, mostrando que um
paciente com uma PCR positiva pode ter um diagnostico definitivo de
infecgdo viral no SN 88 vezes mais quando comparado a um paciente com
PCR negativo;

O tempo de coleta e a estocagem sao fundamentais para um diagndstico de
PCR, por isso é importante este aspecto;

Mais recentemente, as pesquisas de varios virus podem ser feitas na mesma
amostra ou em outra amostra usando a PCR multiplex, ao qual varios pares
de primers especificos para sequencias virais sao utilizadas;

Fatores na avaliagdo dos resultados da PCR no LCR sao a sensibilidade e a
especificidade do método em particular, denotando a possibilidade de
resultados falso positivos ou falso negativos.

Em alguns casos, a técnica da PCR quantitativa em tempo real tem sido
aplicada e determina a carga viral no sangue ou LCR do paciente;

Embora a PCR deva ser realizada em amostras de LCR, ela pode ser
realizada em outros tecidos, como sangue periférico, cérebro e outras

amostras de tecido biopsiado.
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A Tabela 5 mostra as recomendagdes para o uso da técnica da PCR no

diagnéstico das infeccdes no SN.

Tabela 5 - Recomendacdes para o Uso de Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR) no diagndstico de infecgdes virais no sistema nervoso (SN).

Sensibilidade e Especificidade

Classe de Evidéncia e

Encefalite pelo
HSV-1

Varicela-Zoster
(VZV)

Citomegalovirus
Humano (HCMV)

Epstein—Barr
(EBV)

Enterovirus

JC vitus (JCV)

Virus da
imunodeficiéncia
humana (HIV)

Virus de células T
humano
Linfotropicas
(HTLV-1)

PCR no LCR
96% e 99%
(Tebas, Nease e Storch, 1998)

80% e 98%
(Corral et al., 2003)

92% e 94%
(Gozlan et al., 1995)

97%—100% e 98,5%
(D’Arminio Montforte et al., 1997;
Cinque et al., 1993;
Cinque et al., 1996)
31%—-95% e 92%—100%
(Romero, 1999; DeBiasi & Taylor,
1999; Pérez-Vélez et al., 2007)
50%—-82% e 98,5%—100%
(Weber et al., 1994;
Weber et al., 1997;

Hirsch et al., 1998)

Diagnéstico ja realizado
no sangue

75%—-99.4% e 98.5%
(DeBiasi e Taylor, 1999;
Andrade et al., 2010)

Nivel de Recomendacao
Classe 1, Nivel A
Pode ocorrer falsos
negativos  durante 0S
primeiros 3 dias
Classe lll, Nivel C
lgG-anti-VZV no LCR é
mais sensivel do que a
PCR em vasculopatia pelo
VzZVv
Classe Il, Nivel B
PCR quantitativa pode ser
também clinicamente Uutil
Classe IV, Nivel C
PCR quantitativa pode ser
também clinicamente util

Classe Il, Nivel B

PCR quantitativa pode ser
também clinicamente Util
Classe Il, Nivel B

PCR quantitativa pode ser
também clinicamente Util

Carga viral no LCR: uma
ferramenta util na avaliacdo
do envolvimento
neurologico

Classe lllI, Nivel C

A combinacdo de PCR no
LCR e indice de anticorpos
anti-HTLV-1 sdo uteis no
diagnostico

Abreviaturas: LCR: liquido cefalorraquidiano; IgG: imunoglobulina G; JC: John
Cunningham; PCR: reacdo em cadeia da polimerase (214).
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3.12. TRATAMENTO DAS INFECCOES VIRAIS

Apesar dos avancgos das terapias antivirais, a encefalite causada pelo
HSV-1 é uma das mais devastadoras infeccoes do SN com uma taxa de
mortalidade acima de 20%, sendo que 50% dos sobreviventes apresentam
sequelas neurolégicas graves (215). As sequelas mais comuns apresentadas por
criangas que sobrevivem as encefalites virais s&o dificuldades cognitivas, motores
e sensoriais, epilepsias, problemas comportamentais e transtornos psiquiatricos
(216).

O aciclovir é a droga de escolha no tratamento do herpes simples. E um
analogo aciclico do nucleosideo 2'-deoxiguanosina. Age como inibidor seletivo da
replicagdo do HSV, sendo administrada sob a forma de pr6-droga inativa. Sua
posterior fosforilagdo (monofosfato de aciclovir) € efetuada por uma enzima viral,
conhecida como timidina quinase. Esse novo composto volta a ser fosforilado
pelas enzimas celulares, transformando-se, finalmente, na forma ativada (trifosfato
de aciclovir) (217). A droga ativada concentra-se apenas nas células infectadas,
reduzindo os efeitos colaterais observados em antivirais mais antigos. O
aciclovir trifosforilado inibe, especificamente, a replicacdo do DNA do HSV ao
competir com o trifosfato de desoxiguanosina pela DNA polimerase viral. A
molécula de aciclovir é ligada ao genoma do HSV através da DNA polimerase; a
auséncia do grupo 3'- hidroxila impede a incorporagdo dos novos nucleotideos
necessarios para a sintese da cadeia de DNA viral, efetuando assim sua
terminagao obrigatéria (218,219).

A utilizagéao racional do aciclovir indica que este deva ser empregado
em todos os casos de infecgcdo primaria herpética e nos casos graves,
especialmente o herpes neonatal e a encefalite herpética.

O foscarnet (acido fosfonoférmico trissédico) é a opcado no caso dos
HSV resistentes ao aciclovir, sendo eficaz na destruicao dos virus desprovidos da
timidina quinase. O foscarnet deve ser instituido 10 dias apds a utilizagdo
ineficiente do aciclovir e mantido até a cura clinica (217,218).

A terapia antiviral com aciclovir impede a progressdo da varicela e de
sua forma visceral, compensando a diminuicdo da resposta do hospedeiro em
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imunocomprometidos. A mortalidade por varicela € diminuida principalmente
porque pneumonia por VZV nao ocorre ou é impedida (220). Estudos
comprovaram que esta terapia antiviral tem mudado dramaticamente o
prognostico da varicela em criangas de alto risco, diminuindo a taxa de
mortalidade de 7 a 10% para poucas ou nenhuma. Para melhor eficacia do
tratamento, o aciclovir em imunocomprometidos deve ser iniciado dentro de 24 a
72 horas ap6és o inicio da erupgao cutanea. Terapia com aciclovir precoce também
reduz a gravidade da varicela cutdnea exantema, o que pode reduzir o risco de
infecgbes bacterianas secundarias.

Tratamento com aciclovir por via intravenosa € indicado para
imunocompetentes, bem como pacientes de alto risco com varicela que tém
pneumonia, hepatite, trombocitopenia ou encefalite (221).

Pacientes imunocompetentes e imunocomprometidos com herpes
zoster, que foram tratados dentro de 72 horas apés o inicio da lesdo obtiveram um
otimo resultado com a terapia antiviral (222,223).

A dor neuropatica aguda, que geralmente acompanha reativagdo do
VZV em individuos saudaveis com mais de 50 anos de idade também foi menos
grave em pacientes tratados com aciclovir, na maioria dos ensaios clinicos.

Ao contrario dos virus herpes simplex, nao existem farmacos
disponiveis para o tratamento de infeccao pelo EBV. Este fato ocorre devido a
auséncia de uma timidina-quinase codificada por este virus (drogas tais como o
aciclovir que sao ativas contra herpes simplex é ativado pela timidina-quinase
viral).

Uma vacina ainda esta sendo desenvolvida (47,123). Ja na encefalite
causada pelo EBV n&o ha relatos clinicos para determinar um esquema para o
tratamento do mesmo. Existem relatos do uso de ganciclovir com sucesso no
tratamento de encefalite por EBV em pacientes submetidos a transplante de
medula éssea e em imunocompetentes. Até o momento, ndo se pode recomendar
tratamento especifico (13).

As drogas disponiveis para tratar encefalite causada por HCMV sao

Ganciclovir, Foscarnet, Cidofovir e, mais recentemente o Valganciclovir.
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Tradicionalmente, o tratamento da encefalite por HCMV é feito com Ganciclovir e
Foscarnet, aprovados pelo FDA (Food and Drugs Administration). Ambas as
drogas possuem pouca biodisponibilidade oral e elevada toxicidade. Agem de
forma virustatica, ou seja, inibindo a replicacao viral enquanto sdo administradas
(13,100).

A suscetibilidade do HHV-6 a antivirais € semelhante a do HCMV,
sendo suscetivel a ganciclovir, foscarnet e cidofovir. No entanto,
estudos prospectivos da terapia antiviral séo necessarios para
elucidar completamente qualquer beneficio potencialmente clinico em pacientes
com HHV-6 e doencas neurolégicas relacionadas.

O ganciclovirinibe a replicacado do HHV-6in vitro, embora
inconsistentemente, Foscarnet e o Cidofovir ambos tém atividade contra o HHV-6,
mas o virus tem pouca ou nenhuma sensibilidade in vitro para timidina quinase -
drogas dependentes, como o aciclovir (224).

Ha relatos de casos de pacientes na literatura de que o tratamento da
encefalite por HHV-6 com ganciclovir € seguido por uma diminuigdo progressiva
da carga viral do HHV-6 no LCR (13).

Até a presente data ndo houve ensaios clinicos controlados com a
terapia antiviral contra HHV-7. As drogas que podem ser eficazes sdo: foscarnet,
ganciclovir e cidofovir, todos tém efeitos colaterais graves. Por conseguinte,
existem recomendacdes especificas para sua utilizacdo no paciente
imunocompetente, exceto em situacdes potencialmente fatais (133).

Os estudos clinicos de famciclovir e valaciclovir indicam que esses
novos agentes sao tao eficazes como o aciclovir para o tratamento de herpes

zoster agudo em individuos imunocompetentes (225-227).
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3.13. DIAGNOSTICO DAS INFECCOES HERPETICAS NO SISTEMA NERVOSO

A PCR no LCR tem revolucionado o diagnéstico de infecgdes virais do
sistema nervoso, particularmente aquelas causadas por herpesvirus humanos
(50).

O diagnéstico laboratorial para o HSV-1 tem aplicagcdo complementar
para as manifestacdbes comuns causadas pelo virus (vesiculas oro labiais),
embora seja importante para individuos imunocomprometidos, transplantados e
neonatos e em suspeitas de encefalite.

Em todos os casos é necessario o desenvolvimento de técnicas
diagnésticas mais rapidas e sensiveis que possam detectar o virus em tecidos
diferentes e em pequenas quantidades (9,228).

As avaliagbes sorologicas sao Uteis no diagnostico diferencial dos
herpesvirus, contudo, a PCR apresenta sensibilidade de 98% no diagnéstico da
infecgao herpética ou eritema polimorfo induzido pelo HSV-1 (39,229).

A PCR do LCR é o método de diagnostico de escolha para a HSV -2,
mas os resultados negativos tém que ser interpretados no contexto da
apresentacao clinica do paciente e do momento da amostragem do LCR.

A cultura do LCR para este virus é de pouco valor em todos os
pacientes. Medi¢des de anticorpos no LCR (intratecal) ndo sdo recomendadas
para fins de diagnéstico. No entanto, a demonstracdo de uma resposta de
anticorpos anti-HSV intratecal pode ser util no diagndstico retrospectivo ou nos
casos em que PCR no LCR é negativo.

Medicbes de anticorpos séricos de HSV nado sdo de utilidade no
diagnéstico de encefalites por HSV-2 em adultos. Em criangas e adultos jovens, a
sorologia pode ajudar a definir se o HSV-2 é parte de uma infecgdo primaria ou
uma infeccao reativada, embora as caracteristicas clinicas, terapia e prognostico
dessas duas formas de encefalite pelo HSV sejam semelhantes (59).

Métodos de hibridizacdo e PCR s&o sensiveis e especificos para a
deteccdo de VZV em espécimes clinicos de doentes com infeccoes de VZV
primarios ou recorrentes, sendo geralmente mais sensivel que a cultura viral, mas
€ necessaria a normalizagdo destes métodos para evitar resultados falso-
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positivos. Uma andlise cuidadosa da condicdo clinica do paciente se faz
necessaria, assim como a correlacdo com o estado clinico do paciente (230).

Na mononucleose infecciosa, esfregago de sangue mostram o0s
linfécitos atipicos (células de Downey). Ha também testes soroldgicos disponiveis.
Anticorpos heterofilos sdo produzidos pelas células sem proliferacao (123).

A PCR detectou DNA de EBV no LCR de pacientes com encefalite
(231), mielite (232) e neuropatia (87). As pesquisas de anticorpos heterofilos
geralmente sdo negativas nos casos de infecgcdo do SN por EBV. Em termos de
sorologia, o ideal é usar anticorpo anticapsideo viral IgG e IgM (anti-VCA IgG e
IgM). A presenga de anti-VCA IgM no LCR é evidéncia de provavel de encefalite
por EBV, persistindo positivo por alguns meses. Aparentemente, a infeccao latente
pelo EBV né&o produz PCR positivo no LCR, porém ha relatos de falso-positivo em
outras encefalites virais e bacterianas (13).

Ha varios métodos para a deteccdo do HCMV. O diagnéstico, que
antigamente era apenas baseado em dados clinicos, atualmente apresenta
sofisticacdo nas técnicas laboratoriais. O isolamento viral em cultura de
fibroblastos humanos € o método convencional. O virus geralmente esta presente
na urina com elevados titulos, principalmente na infeccdo congénita sintomatica
por HCMV, e as culturas sdo comumente positivas apds 3 a 5 dias (100).

A PCR para detecgédo do HCMV costuma ser o melhor diagnédstico, com
sensibilidade de 79 - 95 % (13). Pode ser utilizado tanto qualitativamente
(diagnéstico por PCR), quanto quantitativamente na medicao da carga viral, que é
proporcional ao nivel de DNA do HCMV (233).

Atualmente, a deteccdo e quantificacdo de DNA de HHV-6 em fluidos
bioldgicos, tais como soro, plasma e LCR, sdo consideradas como marcadores de
infeccdo ativa pelo HHV-6. A sensibilidade do método € um problema muito
importante, considerando que o HHV-6 geralmente pode ser detectado em
amostras biolégicas por causa da lise celular (234).

Varios métodos e diferentes materiais biolégicos tém sido propostos
para detectar a infecgao ativa do HHV-7. A nested PCR utiliza materiais bioldgicos
extraido a partir de soro ou plasma podendo ser usada para detectar apenas
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infeccdo ativa (235,236), mas alguns autores sugeriram o uso de PCR
quantitativo, tal como a PCR em tempo real (237).

A PCR foi o primeiro método usado para diagnosticar infeccao pelo
HHV-8 (238,239), posteriormente, foram desenvolvidos testes sorologicos de
ensaio imunoenzimdtico (Elisa) e imunofluorescéncia indireta, baseados na
expressao de antigenos do HHV-8 presentes em células infectadas, tendo como
finalidade a detecgédo de anticorpos especificos para o HHV-8 (240).

A maioria dos estudos de deteccdo de DNA do HHV-8 utilizam métodos
de PCR, e a hibridac&o in situ € utilizada para determinar células especificas que
expressam o genoma do virus (179).

Um diagnéstico etioldgico rapido e confiavel de infeccdo viral no SN
podem ser uteis a fim de fornecer o agente causador e a conduta terapéutica
antiviral adequada a ser utilizada.

3.14. INFECCAO ATIVA POR HERPESVIRUS HUMANO EM INDIVIDUOS
IMUNOCOMPETENTES

Atualmente, nota-se uma maior atencdo aos pacientes

imunocompetentes e idosos em relagdo as infeccoes causadas por virus.
Raros séo os trabalhos publicados a respeito, tendo em vista a andlise da

ocorréncia da infeccdo causada pelos herpesvirus em pacientes

imunocompetentes com sintomas de quadros neurolégicos agudos.

Sendo assim, verificamos o papel que os herpesvirus humanos
desempenham nas infecgbes do sistema nervoso em  pacientes
imunocompetentes, com foco nas hipéteses diagnosticas de infeccdo viral no
sistema nervoso central e periférico. Com a deteccéo precoce da infeccéo ativa, o
tratamento antiviral precoce podera ser instituido para os virus que existem

antivirais disponiveis.

46



4 %Mé&ﬂ&%ﬂéé

4.1. CASUISTICA

4.1.1. DESENHO DO ESTUDO

O estudo foi do tipo coorte transversal, ndo prospectivo, onde todas
as analises foram feitas num unico "momento", ndo existindo, portanto, periodo de
seguimento dos individuos. As informagdes clinicas referem-se ao periodo agudo,
por informacdes de prontuario da emergéncia e/ou no maximo nos primeiros dias
de internacdo em enfermarias do Hospital de Clinicas, ndo sendo nosso objetivo o
confronto com o diagndstico final na alta hospitalar. Portanto, as amostras foram
coletadas no momento da suspeita de infecgdo viral aguda e os dados foram
obtidos nesta fase.

Foram analisadas amostras de sangue (plasma) e liquido cefalorraquidiano
(liquor) de 52 pacientes imunocompetentes, com manifestacbes clinicas de
infecgdes ativas virais no sistema nervoso, atendidos primeiramente pela Unidade
de Emergéncia Referenciada (UER) do Hospital de Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas (HC/UNICAMP) e apés, encaminhados ao Ambulatério ou
Enfermaria de Neurologia/HC/UNICAMP para acompanhamento. O periodo de
estudo foi de janeiro de 2008 a abril de 2012.

No Hospital de Clinicas da Unicamp, o protocolo para tratamento dos
pacientes com suspeita de infeccdes virais neurolégicas causadas por herpesvirus
é o seguinte: Encefalite (HSV ou VZV): aciclovir 15 mg/kg a cada 8 horas, por 21
dias; HCMV: ganciclovir 5mg/kg a cada 12 horas, por 14 a 21 dias. Para todas as
condigdes, terapia de suporte, sedacéo, etc.

Também néo foi nosso objetivo transmitir os resultados dos testes
diagndsticos para tratamento com antivirais neste primeiro momento. Porém, apds

o estudo, estes testes poderéo ser utilizados no momento da suspeita clinica e os
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resultados transmitidos imediatamente apds execucgéo do teste para otimizacao do

tratamento.

4.1.2. CRITERIOS PARA INCLUSAO DOS PACIENTES

1. Pacientes imunocompetentes, ou seja, 0s que nao apresentavam doencas
imunodepressoras, transplantados e o0s que nao estavam em uso de
corticosteroides;

2. Pacientes com suspeita de infec¢do viral no sistema nervoso central e periférico,
sempre que houvesse quadros agudos de encefalites ou outros distarbios
neurolégicos;

3. Pacientes a partir de 1 dia de idade;

4. Consentimento do paciente ou responsavel para utilizagdo das amostras de

plasma e de LCR para analise;

4.1.3.CRITERIO PARA DEFINICAO DE INFECCAO ATIVA CAUSADA PELOS
HERPESVIRUS

Nas amostras dos pacientes estudados, foi considerada como critério para
definicdo de infecgdo ativa causada pelos herpesvirus humanos, a presenca de 1
resultado de HHV-DNA positivo ho LCR pela técnica da Nested-PCR.

4.1.4. CRITERIOS DE EXCLUSAO OU ENCERRAMENTO

1. Foram excluidos os pacientes que nao apresentaram suspeita de infeccédo
viral no sistema nervoso (infecgbes causadas por fungos, parasitas ou
bactérias), pacientes imunodeprimidos, com o virus da imunodeficiéncia
Humana (HIV), com doengas autoimunes e transplantados;

2. O estudo poderia sofrer descontinuidade se houvesse suspensdao dos
atendimentos aos pacientes no Hospital de Clinicas da FCM/UNICAMP;

3. O estudo foi encerrado quando houver um numero de pacientes suficiente,
para serem realizadas as analises conclusivas sobre os objetivos propostos.
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4.2. AVALIACOES CLINICAS E CLASSIFICACAO DO QUADRO
NEUROLOGICO

Os pacientes foram classificados de acordo com a sintomatologia
apresentada durante o quadro agudo neuroldgico. Durante a avaliagéo clinica dos
pacientes foram considerados todos os resultados apresentados pelos exames de
Ressonancia Magnética (RM), Tomografia Computadorizada (TC) e
Eletroencefalografia (EEG), aléem da analise dos exames bioquimicos realizados
no LCR pelo Servico de Liquidos Biolégicos do Laboratério de Patologia
Clinica/FCM/UNICAMP.

As classificacdes da hipotese clinica inicial dos pacientes foram:
encefalite, encefalopatia, meningite, meningoencefalite, epilepsia, plexopatia
lombossacral, paralisia facial, sindrome cerebelar, mononeurite, polineuropatia,
esclerose multipla, parestesia, mielite e polirradiculopatia. Também foram
observados sintomas como febre, cefaléia, alteracdes de consciéncia, déficits
motores, alteracdes de comportamento, perda de memdria, alteracées da fala,
confusdo mental, convulsées, paralisia, dor abdominal, neuropatia, parestesia,
sonoléncia, vémitos, fraqueza, perda de peso, mioclonia, alteracdo visual e
lentificacdo. Esses dados foram obtidos a partir dos prontuarios dos pacientes ou

informados pela equipe médica.

4.3. ANALISE CRITICA DE RISCOS E BENEFICIOS

Realizando uma andlise inicial critica do projeto, observa-se que o0s
riscos para os pacientes foram nulo visto o rigoroso cuidado e assepsia quanto a
coleta das amostras de plasma, realizadas pelo corpo de Enfermagem ou de
Analises Clinicas, do Hospital de Clinicas da FCM/UNICAMP, ambos altamente
qualificados na area.

A coleta de liquor, realizada por médicos neurologistas, como toda
técnica invasiva, apresenta riscos inerentes ao proprio procedimento. Acidentes
derivados da puncdo, com danos neuroldgicos, sao raros e descritos apenas na
puncédo suboccipital, podendo ocorrer, por exemplo, lesdo de centro respiratorio,

cardiaco e hemorragia no espaco subaracnodideo. Na pun¢do lombar poderiam
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ocorrer dorméncias transitérias, dor local e, muito raramente, infeccdo; a

incidéncia destas complicacdes é muito pequena.

As amostras de liquor foram provenientes de uma aliquota do material
que FOI encaminhado aos liquidos bioldgicos do LPC/HC/UNICAMP para a
execucao da analise do liquido cefalorraquidiano, portanto, sua coleta nao foi
exclusiva para realizagao deste trabalho e sim um compartilhamento do material
coletado. Esta amostra coletada e processada também foi utilizada para a
pesquisa de bactérias e fungos e apresentando positividade para estes

microrganismos, foram excluidas deste estudo.

Os beneficios deste projeto visaram um diagnéstico laboratorial precoce
das infec¢bes ativas herpéticas e um tratamento especifico da doenca causada
por estes virus neste e em outros grupos de pacientes e o resultado da pesquisa
visou uma contribuicdo ao estudo destes herpesvirus e das interrelacées entre

eles, podendo agilizar o tratamento e evitar sequelas permanentes.

4.4. METODOS

Foram realizadas coletas de amostras de plasma e LCR dos pacientes

estudados, seguindo o protocolo da Neurologia/FCM/UNICAMP. As amostras de

plasma foram coletadas em tubo EDTA (acido etilenodiaminotetracético) e as

amostras de liquido cefalorraquidiano foram coletadas por pungdo suboccipital ou

lombar pela equipe de médicos.

Apoés utilizagdo das amostras nos servicos de Bioquimica Clinica do

Laboratério de Patologia Clinica do HC/UNICAMP, o restante do material foi

imediatamente encaminhado ao Laboratério de Virus da Faculdade de Ciéncias

Médicas/UNICAMP, para a analise molecular, onde foram centrifugadas, transferidas

para tubos tipo eppendorf de 1,5 ml e estocados em freezer a -80°C até o momento

do uso.
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4.4.1. EXTRACAO DE DNA DE PLASMA E DE LCR E REAGCAO EM CADEIA
DA POLIMERASE

O material biolégico plasma e LCR, foram separados em aliquotas para
tubos tipo Eppendorf e para o inicio do processo de extragdo de DNA, foi utilizado
em um kit de extracao da marca QIAamp DNA Blood Mini Kit (Cologne, Germany),
seguindo as especifica¢des do fabricante.

O DNA foi extraido a partir de 200 pl da amostra (plasma e LCR) e o
pellet resultante foi eluido em 20ul de tampao TE (Tris-EDTA) e a amostra
armazenada em freezer até 0 momento do uso.

Foi utilizado o GoTag® Green Master Mix, da Promega Corporation,
USA , 2X: GoTag DNA Polymerase, contendo um tampao 2X (pH 8.5), 400uM
dATP, 400puM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP e 3mM MgCl,. Green GoTag®
Tampao de Reacao é um tampao que contém um componente que aumenta a
densidade da amostra e corantes azuis e amarelos, cuja funcao é carregamento
do corante quando o produto da reagéo é analisado através do gel de agarose por
eletroforese. As visualizages das bandas foram realizadas apo6s a aplicagéo de 5
ul do produto amplificado na segunda PCR em gel de Agarose 2% em tampao
TEB (TRIS-EDTA-BORATO), contendo 1,0 pg/ml de brometo de etidio e,
submetida a eletroforese em imersdo em tampao TEB por 30 minutos a 90 Volts.
ApGs a corrida eletroforética, os géis foram colocados sob luz ultravioleta para a
visualizacdo das bandas amplificadas, usando um padrdo de peso molecular de
100 pares de bases (DNA-Ladder, Gibco-BRL).

4.4.2. DETECCAO DO DNA DO GENE DA BETA 2 - MICROGLOBULINA
HUMANA

A amplificagdo de um fragmento do gene da Beta 2 - Microglobulina
(B2 - Microglobulina) humana foi utilizada para checar a qualidade do DNA em
todas as amostras testadas assim como Schmittgentd, 2000 e colaboradores. O
produto obtido foi de 102 pares de bases indicando principalmente a presenca de
DNA nas amostras e que o DNA extraido é de boa qualidade, garantindo assim,
um controle interno de qualidade do experimento, indispensavel a seguranca dos
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resultados.

Foram completados 35 ciclos de amplificacdo para cada amostra e
cada ciclo foi constituido por 3 etapas: a) separacado das hélices de DNA por
aquecimento a 94°C durante 30 segundos (desnaturagdo); b) ligagéo
complementar entre os primers e o DNA em temperatura de 55°C por 30 segundos
(anelamento); c) sintese do DNA pela Taq Polimerase, em temperatura de 72°C
por 30 segundos (extensdo). Os ciclos foram realizados automaticamente em
equipamento apropriado (“DNA Thermal Cycler” - MJ, EUA). As amostras foram
aquecidas inicialmente a 94°C por 4 minutos, para inativacdo de qualquer
atividade de proteases que pudessem interferir com a reacdo enzimatica e, apos o
ultimo ciclo, o periodo de extenséo final foi de 72°C por 10 minutos.

Foram utilizados dois iniciadores que flanqueiam uma regido constante
do gene da B2 - Microglobulina (Tabela 6).

Tabela 6 - Sequéncia de primers que flanqueiam uma regido conservada do gene

da B 2 - Microglobulina utilizados na PCR:

PRIMERS SEQUENCIA (5’ -3’)

B 2 — Microglobulina 1 TCCCCCAAATTCTAAGCAGA

B 2 — Microglobulina 2 TCCAACATCAACATCTTGGT

4.4.3. DETECCAO DOS GENES DOS HERPESVIRUS HUMANOS PELA
REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE TIPO NESTED

As condicoes da reacdo e os primers (Tabela 7) seguiram a
metodologia classica da reacdo em cadeia da polimerase. As amplificacoes foram
realizadas em um (“DNA Thermal Cycler’” - MJ, EUA). Controles positivos e
negativos para HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, CMV, HHV-6 (A e B), HHV-7 e HHV-8
foram incluidos de forma sistematica a cada bateria de reacoes.
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4.4.3.1. NESTED PCR PARA DETECCAO DO DNA DO HSV-1

A nested PCR para o HSV-1 seguiu o método descrito por DANISE et
al.; 1997 (241), com algumas modificacées. Através de 15 pul de reagéo final com
7,5 pl de PCR Master Mix (2X), 5,9 ul de agua livre de DNA, 0,3 pl primers (10uM)
e 1 yl de amostra, a PCR foi realizada com uma temperatura de desnaturacao
inicial de 95°C por 3 minutos, seguida de 20 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30
segundos a 57°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C (extensao), e extensao final de
72°C por 7 minutos. Na segunda PCR, utilizamos as seguintes condigdes:
desnaturacao inicial de 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 30 segundos
a 95°C (desnaturacao), 30 segundos a 57°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C
(extensao) e, extensao final de 72°C por 10 minutos. O produto final da nested
PCR para HSV-1 nas amostras positivas foi de 138 pares de bases.

4.4.3.2. NESTED PCR PARA DETECCAO DO DNA DO HSV-2

A nested PCR para a detecgcdo do DNA do virus HSV-2 seguiu o
método descrito por DANISE et al.; 1997 (241), com algumas modificacoes.
Através de 15 ul de reacgéo final com 7,5 yl de PCR Master Mix (2X), 5,9 pl de
agua livre de DNA, 0,3 pl primers (10uM) e 1 pl de amostra. A PCR foi realizada
com uma desnaturacgéao inicial de 95°C por 3 minutos, seguida de 20 ciclos de 30
segundos a 95°C (desnaturacdo), 30 segundos a 57°C (anelamento) e 1 minuto a
72°C (extensdo) e, extensado final de 72°C por 7 minutos. Na segunda PCR,
utilizamos as seguintes condi¢des: desnaturacao inicial de 95°C por 5 minutos,
seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 95°C (desnaturacao), 30 segundos a 57°C
(anelamento) e 1 minuto a 72°C (extensdo) e, extensao final de 72°C por 10
minutos. O produto final da nested PCR para HSV-2 foi de 101 pares de bases.

4.4.3.3. NESTED PCR PARA DETECCAO DO DNA DO VzV

A nested PCR seguiu o método descrito por DANISE et al.; 1997
(241), com algumas modificagcdes. Através de 15 pl de reagao final com 7,5 pl de
PCR Master Mix (2X), 5,9 ul de agua livre de DNA, 0,3 ul primers (10uM) e 1 ul de
amostra. A PCR foi realizada com uma desnaturacao inicial de 95°C por 3
minutos, seguida de 20 ciclos de 30 segundos a 95°C (desnaturacgdo), 30
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segundos a 57°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C (extensao) e, extensao final de
72°C por 7 minutos. Na segunda PCR, utilizamos as seguintes condigdes:
desnaturacao inicial de 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 30 segundos
a 95°C (desnaturacao), 30 segundos a 57°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C
(extensdo) e, extenséo final de 72°C por 10 minutos. O produto final da nested
PCR para VZV foi de 266 pares de bases.

4.4.3.4. NESTED PCR PARA DETECCAO DO DNA DO EBV

A nested PCR seguiu o método descrito por CINQUE et al.; 1993,
(242) com algumas modificacdes. Através de 15 pul de reacao final com 7,5 ul de
PCR Master Mix (2X), 5,9 ul de 4gua livre de DNA, 0,3 pl primers (10Um) e 1 pl
de amostra. A PCR foi realizada com uma desnaturagéo inicial de 95°C por 3
minutos, seguida de 40 ciclos de 30 segundos a 95°C (desnaturagéo), 30
segundos a 60°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C (extenséao) e, extensao final de
72°C por 7 minutos. Na segunda PCR, utilizamos as seguintes condic¢des:
desnaturacao inicial de 95°C por 2 minutos, seguida por 30 ciclos de 30 segundos
a 95°C (desnaturacao), 30 segundos a 60°C (anelamento) e 1 minuto a 70°C
(extensao) e, extensao final de 68°C por 7 minutos. O produto final da nested PCR
para EBV foi de 209 pares de bases.

4.4.3.5. NESTED PCR PARA DETECCAO DO DNA DO HCMV

A nested PCR seguiu o método descrito por EHRNST et al.; 1995,
(243) com algumas modificacdes. Através de 15 pul de reacao final com 7,5 ul de
PCR Master Mix (2X), 5,9 pl de agua livre de DNA, 0,3 pl primers (10uM) e 1 ul
de amostra. A PCR foi realizada com uma desnaturacdo inicial de 95°C por 3
minutos, seguida de 40 ciclos de 30 segundos a 95°C (desnaturacéo), 30
segundos a 55°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C (extensao) e, extensao final de
72°C por 10 minutos. Na segunda PCR, utiizamos as seguintes condicdes:
desnaturacao inicial de 95°C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos de 30 segundos
a 95°C (desnaturacao), 45 segundos a 57°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C
(extensdo) e, extensédo final de 72°C por 10 minutos. O produto final da nested
PCR para HHV-5 foi de 167 pares de bases.
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4.4.3.6. NESTED PCR PARA DETECCAO DO DNA DO HHV-6 (tipo A e B)

A nested PCR seguiu o método descrito por WANG et al.; 1996 (244),
com algumas modificagdes (Tabela 3). Através de 15 ul de reacéo final com 7,5 pl
de PCR Master Mix (2X), 5,9 ul de agua livre de DNA, 0,3 pl primers (10uM) e 1 pl
de amostra. A PCR foi realizada com uma desnaturagao inicial de 95°C por 3
minutos, seguida de 40 ciclos de 30 segundos a 95°C (desnaturacéo), 30
segundos a 56°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C (extensao) e, extensao final de
72°C por 7 minutos. Na segunda PCR, utilizamos as seguintes condigdes:
desnaturacao inicial de 95°C por 3 minutos, seguida de 30 ciclos de 1 minuto a
95°C (desnaturacao), 1 minuto a 62°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C (extensao)
e, extensao final de 72°C por 10 minutos. O produto final da nested PCR para
HHV-6 (A) foi de 195 pares de bases e HHV-6 (B) foi de 423 pares de bases.

4.4.3.7. NESTED PCR PARA DETECCAO DO DNA DO HHV-7

A nested PCR seguiu o método descrito por YALCIN et al.; 1994, (245)
com algumas modificacdes. Através de 15 pl de reacao final com 7,5 pl de PCR
Master Mix (2X), 5,9 pl de agua livre de DNA, 0,3 pl primers (10um) e 1 ul de
amostra. A PCR foi realizada com uma desnaturacdo inicial de 95°C por 3
minutos, seguida de 40 ciclos de 45 segundos a 95°C (desnaturagéo), 45
segundos a 57°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C (extenséo) e, extensao final de
72°C por 10 minutos. Na segunda PCR, utilizamos as seguintes condigées:
desnaturacao inicial de 95°C por 3 minutos, seguida de 30 ciclos de 45 segundos
a 95°C (desnaturacao), 45 segundos a 55°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C
(extensao) e, extenséao final de 72°C por 10 minutos. O produto final da nested
PCR para HHV-7 foi de 264 pares de bases.

4.4.3.8. NESTED PCR PARA DETECGCAO DO DNA DO HHV-8

A nested PCR para HHV-8 seguiu o método descrito por CHAN et al.;
2000 (73), com algumas modificacdes (Tabela 7). Através de 15 ul de reacao final
com 7,5 pl de PCR Master Mix (2X), 5,9 ul de agua livre de DNA, 0,07uM de cada

primer e 1 ul de DNA extraido. A PCR foi realizada com uma desnaturagéo inicial
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de 94°C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C (desnaturacgao), 1
minuto a 55°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C (extensao) e, extensao final de
72°C por 8 minutos. Na segunda PCR, utilizamos as seguintes condigdes:
desnaturacao inicial de 94°C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos de 1 minuto a
94°C (desnaturagao), 30 segundos a 55°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C
(extensao) e, extensao final de 72°C por 8 minutos. O produto final da nested PCR
para HHV-8 foi de 213 pares de bases (gene ORF 25).

Tabela 7: Sequéncia de primers que flanqueiam regides conservadas dos genes
para deteccdo do DNA dos herpesvirus humanos (utilizados na PCR e nested
PCR.

Primers

Primers externos

Sequéncia (5’ -3’)

ATCACGGTAGCCCGGCCGTGTGACA

Fragmentos

Amplificados

HSV-1 CATACCGGAACGCACCACACAA
HSV-1
Primers internos Sequéncia (5’ -3)
HSV-1 TACCGACCACACCGACGA 138 pb
HSV-1 GGTAGTTGGTCGTTCGCGCTGCTGAA
Primers externos Sequéncia (5 -3’)
HSV-2 TCAGCCCATCCTCCTTCGGCAGTA 187 pb
HSV-2 GATCTGGTACTCGAATGTCTCCG
Primers internos Sequéncia (5’ -3’)
HSV-2 AGACGTGCGGGTCGTACACG 101 pb
HSV-2 GGCGCGGTCCCAGATCGGCA
Primers externos Sequéncia (5 -3’)
vzv TCCACGTATGACTCTCTCAC 375 pb
vzv GATCAGACACATGACGAATC
Primers internos Sequéncia (5’ -3)
vzv ATGTCCGTACAACATCAACT 266 pb
vzv CGATTTTCCAAGAGAGACGC
Primers externos Sequéncia (5’ -3’)
EBV AAGGAGGGTGGTTTGGAAAG 297 pb
EBV AGACAATGGACTCCCTTAGC
Primers internos Sequéncia (5’ -3’)
EBV ATCGTGGTCAAGGAGGTTCC 209 pb
EBV ACTCAATGGTGTAAGACGAC
Primers externos Sequéncia (5’ -3’)
CMV ATGGAGTCCTCTGCCAAGAG 310 pb
CMmv CAATACACTTCATCTCCTCG
Primers internos Sequéncia (5’ -3)
CMmv GTGACCAAGGCCACGACGTT 167 pb
CMmv TCTGCCAGCACATCTTTCTC
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Primers externos

Sequéncia (5’ -3’)

HHV-6 CAAGCCCTAACTGTGTATGT (A) 325 pb
HHV-6 TCTGCAATGTAATCAGTTTC (B) 553 pb
Primers internos Sequéncia (5’ -3’)
HHV-6 CTGGGCGGCCCTAATAACTT (A) 195 pb
HHV-6 ATCGCTTTCACTCTCATAAG (B) 423 pb
Primers externos Sequéncia (5’ -3’)
HHV-7 AGTTCCAGCACTGCAATCG 388 pb
HHV-7 CACAAAGCGTCGCTATCAA
Primers internos Sequéncia (5’ -3’)
HHV-7 CGCATACACCAACCCTACT 264 pb
HHV-7 GACTCATTATGGGGATCGAC
Primers externos Sequéncia (5’ -3)
HHV-8 AGGCAACGTCAGTGAATGC 328 pb
HHV-8 GAAATTACCCACGAGATCGA
Primers internos Sequéncia (5’ -3)
HHV-8 CATGGGAGTACATTGTCAGGACCTC 213 pb
HHV-8 GGAATTATCCAGTCGCAGGTTGCC

4.5. SEQUENCIAMENTO
A reacao de sequenciamento foi realizada através do método de Sanger,
1979 e foi utilizado o Kit “Big Dye Terminator versdo 3.1”. O produto da nested

PCR obtido para os diferentes virus estudados foi submetido as seguintes etapas:

4.5.1. PURIFICACAO

Esta etapa é exigida, pois garante a remocao de oligonucleotideos e
dNTPs que podem interferir na reacdo de sequenciamento. Em cerca de 10uL do
produto amplificado foi adicionado 0,4 pL de ExoSAP-IT da Affymetrix, para
purificacdo do produto da PCR a 37°C, durante 30 minutos. Posteriormente o

material foi mantido a 80°C durante mais 15 minutos em termociclador automatico.

4.5.2. REACAO DE SEQUENCIAMENTO

A etapa seguinte consiste na reacdo de sequenciamento propriamente
dita com: 1,0 uL do produto da amplificag&o purificado (dependendo da quantidade
de DNA vista em gel com Low Mass), 1,0 uL de primer (1,6 uM), 0,5 uL de Byg
Dye Terminator verséo 3.1 e 4gua Milli-Q para completar para 5 pL. A amostra foi
mantida em termociclador nos seguintes programas: 96°C durante 60 segundos,
96°C durante 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C durante 4 minutos,
perfazendo um total de 25 ciclos. Apds esta etapa, o material foi lavado com 5 uL
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de EDTA 125 mM, 60 pL de &lcool 10% e incubado por 15 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida foi centrifugado a 13.000 rpm por 30 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e entao adicionados 60 pL de alcool 60% e
centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido e o
material foi seco em temperatura ambiente ou a 55°C em banho seco por 20
minutos.

Adicionaram-se 10 pL de Hi-Di Formamida ao produto obtido, ao qual foi
incubado por 95°C por 2 minutos. O material foi colocado imediatamente no gelo e
as amostras transferidas para a placa de 96 pocos. As amostras foram
sequenciadas em ABI Prism 3100 - da Applied Byosistems, Walton,
Massachussets, California, USA, com utilizagdo do software Start 3100 Data
Collection Softwares.

O alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando o software ATSQ.
As sequéncias obtidas foram analisadas pelo BLAST e a leitura comparada com

as sequéncias descritas no Banco de Dados do GeneBank (246).

4.6. CARACTERISTICAS CLINICAS E LABORATORIAIS

As caracteristicas clinicas e achados laboratoriais dos pacientes
(n=52) foram obtidas nos prontuarios médicos e no sistema informatizado de
laudos do HC/UNICAMP. As caracteristicas de alguns pacientes ndo foram
disponibilizadas e, portanto, quando descritas neste trabalho, apresentam uma

amostragem menor do que o numero total de pacientes.

4.7. ANALISES ESTATISTICAS

As variaveis foram estudadas de maneira descritiva, através do calculo
de frequéncias absolutas e relativas, e no caso das variaveis continuas, através do
célculo de média, desvio padrao, percentis (25% e 75%), mediana, valores de
minimo e maximo. As diferencas das médias das variaveis categoricas entre os
grupos foram avaliadas através do teste de Fisher.

Sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivos e negativos
foram obtidos como descrito previamente (247). Dados para o estudo de
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concordancia entre os testes foram analisados utilizando o teste de McNemar. A
analise estatistica foi feita com auxilio do programa SPSS 16.0. Foi adotado o
limite de significancia de p<0,05 para as analises e testes estatisticos, ou seja, o

p-valor inferior a 0,05 confirmando a significancia das analises.

4.8. CUIDADOS ESPECIAIS PARA EVITAR CONTAMINACAO DAS
AMOSTRAS DURANTE A REACAO DA PCR

e As amostras a serem amplificadas foram manipuladas em salas diferentes
(sala pré-PCR) de onde a amplificacéo foi realizada (sala p6s-PCR);

e Todos os reagentes e materiais pré-PCR e pds-PCR foram preparados e
utilizados em ambientes diferentes;

e Antes da abertura dos tubos de microcentrifuga, foi efetuada rapida
centrifugagcéo para concentrar o liquido contido no tubo na regiéo inferior e
evitar a dispersao dos aerossois;

e Todo material plastico (ponteiras e tubos plasticos para PCR) utilizado foi
novo e autoclavado;

e Trocas constantes de luvas foram feitas durante todo procedimento;

e Lavagem das maos constantes foram realizadas.

4.9. BIOSSEGURANCA

O laboratério esta atuando desde o dia vinte e nove de abril do ano de
dois mil e oito de acordo com as Normas da Vigilancia Sanitaria e estd adequado
para o funcionamento através da emenda que estabelece o regulamento Técnico
de Produtos para Diagnéstico de uso in vitro e seu registro, cadastramento, e suas
alteracoes, revalidacdes e cancelamento, tendo como érgdo emissor a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da Resolugcdo RDC 206, de 17
de novembro de 2006 e RDC 302 de 13 de outubro de 2005.
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Precaucoes Padrao:

Para o desenvolvimento do trabalho, entramos em contato com material
bioldgico. Estes materiais bioldgicos, ou seja, sangue e outros fluidos corporais
podem alojar microrganismos e por isso consideramos estes fluidos contaminados
por agentes transmissores de doencas. Sempre devemos estar conscientes da
importancia de protecdo na manipulacdo destes materiais, artigos, residuos e
ambientes. Para isso, utilizamos as precau¢des padrao:

- Uso sistematico de EPIs (equipamentos de protecéo individual), de acordo com
os procedimentos a serem realizados e especificos para este fim;

- Atencao para riscos ao manipular, preparar, recolher, transportar ou limpar
materiais perfuro-cortantes usados;

- Cuidados ao desprezar material perfuro-cortante de unico uso em contentor
adequado (EPC — equipamento de protecao coletiva) e descarte sistematizado de
material usado, de acordo com as NRs (Normas Regulamentadoras de Seguranca
no Trabalho).
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5 O sotborcti

5.1. CARACTERISTICAS DOS PACIENTES, DADOS CLINICOS E
RESULTADOS DA PESQUISA DO DNA DOS HHV NOS PACIENTES
ESTUDADOS

As caracteristicas dos pacientes, as hipoteses diagndsticas iniciais, as
infecgbes positivas e negativas causadas pelos HHV detectadas pelo teste de
nested PCR no LCR estdo apresentadas na Tabela 9. As idades variaram de 1 dia
(recém-nascido) até 74 anos de idade (mediana de 23 anos).

Em 27/52 (52%) dos pacientes, o DNA de herpesvirus foi detectado em
pelo menos uma amostra de LCR.

A ocorréncia de monoinfeccao (um tipo de DNA de HHV encontrado na
amostra) ocorreu em 10/52 (19%); a ocorréncia de coinfeccao (dois ou mais
DNAs de HHV na mesma amostra) ocorreu em 17/52 (33%) dos pacientes

infectados (Tabela 8).
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Tabela 8. Caracteristicas dos pacientes, hip6tese clinica inicial e infec¢des
positivas e negativas causadas pelos HHV detectada pela nested PCR no LCR.

Caracteristicas (n =52)

Idade, mediana (variacao) anos 23.0 (0,1 -74.4)
Sexo, M/F (%) 25/27 (48 /52)
Hipotese n (%) Monoinfeccao Coinfeccao Infeccao
Inicial Positiva Positiva Negativa
Encefalite 22 (42.3) 4 11 7
Encefalopatia 13 (25) 2 2 9
Meningite 3 (5.8) - 2
Meningoencefalite 3 (5.8) 1 1 1
Convulsoes 2 (3.8) - - 2
Plexopatia 1(1.9) 1 - -
Lombossacral
Paralisia Facial 1(1.9) - 1 -
Sindrome Cerebelar 1(1.9) 1 - -
Mononeurite 1(1.9) - - 1
Polineuropatia aguda 1 (1.9) - - 1
Esclerose Multipla 1(1.9) 1 - -
Parestesia 1(1.9) - - 1
Mielite Transversa 1(1.9) - 1 -
Polirradiculoneuropatia 1 (1.9) - > 1
TOTAL 52 (100) 10 (19.2) 17 (32.7) 25 (48.1)

Legenda: med.= mediana; Var.= variacdo; M= masculino; F= feminino

Nos pacientes com suspeita de encefalites virais, 15/22 (68%) estavam
com positividade para HHV pela nested PCR no LCR e doze tinham outras
hipoteses diagndsticas (Tabela 10).
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Tabela 09 - Resultados de DNA de HHV em monoinfecgbes e coinfec¢des em

pacientes com encefalites e nao-encefalites.

Desordem Monoinfecgao Coinfecgao Total p valor*
Neurolégica

Encefalite 4 11 15
Nao-encefalite** 6 6 12 0.2566
Total 10 17 27

*Teste de Fisher; ** Plexopatia Lombossacral; Paralisia Facial; Convulsées; Encefalopatia;
Sindrome Cerebelar; Meningoencefalite; Meningite; Mononeurite; Parestesia; Polineuropatia Aguda;
Polirradiculoneuropatia, Esclerose Multipla, Parestesia e Mielite Transversa.

5.2. SINTOMAS DE ALTERACOES NEUROLOGICAS APRESENTADAS PELOS
PACIENTES COM DNA DE HHV POSITIVOS PELA NESTED PCR NO LCR.

Os sintomas mais frequentes dos pacientes infectados por HHV-DNA e os

virus detectados nas alteracoes neuroldgicas estao apresentados na Tabela 10.

63



Tabela 10. Hip6teses neuroldgicas, sintomas e deteccao do DNA do HHV no LCR

pela nested PCR.

Hipéteses Neuroldgicas Sintomas Virus detectado no LCR

Encefalite (n=15) Convulsoes, febre, vbémitos, dor de
cabeca, fraqueza, epilepsia, paralisia,
alteracdo de comportamento, confusdo
mental, perda de peso, dor abdominal, HSV-1, VZV, EBV,
baixo nivel de consciéncia, tonturas, HCMV, HHV-6 e HHV-7
sonoléncia, alteragdo visual, perda de

memoria (infecgao viral anterior)

Encefalopatia (n=4) Dor de cabeca, epilepsia, alteracao
motora com andar lentificado, alteragdo HSV-2, EBV, HCMV,
de comportamento, febre, mioclonia HHV-6 e HHV-7

Meningite (n=1) Dor de cabega e vémito EBV, HCMV, HHV-6 e

HHV-7

Mielite (n=1) Neuropatia EBV, HHV-6 e HHV-7

Meningoencefalite (n=2) Parestesia, paralisia, dor de cabega, VZV, EBV, HCMV, HHV-
nauseas, vomitos 6 e HHV-7

Paralisia Facial (n=1) Febre e paralisia EBV, HCMV e HHV-7

Esclerose Multipla (n=1) Convulsao EBV

Sindrome Cerebelar Alteracdo motora HSV-2

(n=1)

Plexopatia Paralisia VzVv

Lombossacral (n=1)

5.3. PROPORCAO DE PACIENTES COM DNA DE HHV NEGATIVOS NO LCR E
ASSOCIAGCAO ENTRE IDADE E SEXO COM INFECCOES DO VIRUS HERPES NO
SISTEMA NERVOSO DOS PACIENTES IMUNOCOMPETENTES ESTUDADOS

Um numero de casos (69% encefalopatia, 32% encefalite, 100% convulsbes
e 69% de outras sindromes neurolégicas) ndo resultou em nenhum dos agentes
infecciosos pesquisados.
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Em relacdo a idade e ao género e a ocorréncia de deteccao de DNA de
HHV em LCR, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de
idades (0-13 anos; 19-59 anos e 60-75 anos) e sexo (masculino/feminino) (p= 0,553).

5.4. ACHADOS DE EXAMES EEG, TC E RM DO CEREBRO DE PACIENTES COM
DNA DE HHV POSITIVOS

Os achados laboratoriais e de imagem do SN central e periférico dos
pacientes, resgatados de prontuarios médicos nao foram sistematicamente anotados
em todos os prontudrios de pacientes. Em relacao aos 27 pacientes com DNA de
HHV positivo, EEG foi realizada em 19/27 (70,3%); TC em 11/27 (40,7%); MRI em
18/27 (66,6%).

Dezenove pacientes fizeram exames de eletroencefalograma (EEG) frente
a positividade do DNA do HHV detectado no LCR. Entre eles, 17/19 (89,4%) eram
anormais. Destes pacientes, 13/17 (76,4%) tinham como suspeita diagndstica
encefalite viral. Dois pacientes com DNA de HHV positivo tinham EEG normal e um
destes apresentou sintomas de encefalite.

Onze pacientes com DNA de HHV no LCR fizeram tomografia
computadorizada (TC) e 6/11 (54,5%) apresentaram resultados anormais. Destes
pacientes, 5/6 (83,3%) tinham suspeita de encefalite. Cinco pacientes resultaram TC
normal e 3 deles tinham sintomas de encefalite (60%).

A ressonancia magnética (RM) foi realizada em 18 pacientes positivos para
DNA de HHV e 12/18 (66,6%) resultaram anormais. Sete dos 12 pacientes (58,3%)
tinham como hipotese diagndstica encefalite. Seis pacientes com encefalite nao
apresentaram alteragdes de imagem (33,3%). RM normal ocorreu em seis pacientes
(33,3%) e quatro deles tinham hip6tese diagnéstica de encefalite (66,6%) (Tabela
11).
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5.5. RESULTADOS LABORATORIAIS CITOLOGICOS E BIOQUIMICOS NO LCR

Niveis de Proteina no LCR foram examinadas em 17/27 pacientes (62,9%);
glicose em 6/27 (22,2%); pleocitose em 15/27 (55,5%) e 1gG em 14/27 (51,8%)
(Tabela 12).

Niveis de Proteina anormal (niveis acima de 42 mg/dl) ocorreu em 9/17
pacientes (52,9%) e trés deles tiveram HD: encefalite (33,3%). Proteina normal
ocorreu em 8/17 (47%) e 5 pacientes com HD: encefalite (62,5%).

Niveis de Glicose anormal ocorreu em 5/6 pacientes (83,3%) e trés deles
tiveram HD: encefalite (60%).

Pleocitose anormal foi observada em 7/15 (46,6%) amostras DNA de HHV
positivas no LCR. Esta pleocitose incluiu a ocorréncia de 2/7 (28,6%) de casos de
HD: encefalite. Pleocitose normal ocorreu em 8/15 (53,3%) pacientes e 3/8 tinham
como HD: encefalite 3 (37,5%).

Presenca de IgG anormal ocorreu em 8/14 pacientes (57,1%) e 2/8 (25%)
tinham HD: encefalite. IgG normal ocorreu em 6 pacientes, sendo que em 50% a HD:
encefalite.

Tabela 11. Resultados dos exames laboratoriais e de imagem do SNC em relagao
aos 27 pacientes com DNA de HHV positivos.

Exames Anormal Normal

h (%) n (%)

EEG 19/27 (70,3%)  17/19 (89,4%)  2/19 (10,5%)  8/27 (29,6%)
TC 11/27 (40,7%)  6/11(54,5%)  5/11 (45,4%) 16/27 (59,2%)
IRM 18/27 (66,6%)  12/18 (66,6%)  6/18 (33,3%)  9/27 (33,3%)
Proteina  17/27 (62,9%)  9/17 (52,9%) 8/17 (47%)  10/27 (37%)

Glicose 6/27 (22,2%) 5/6 (83,3%) 1/6 (16,6%)  21/27 (77,7%)
Pleocitose 15/27 (55,5%)  7/15(46,6%)  8/15(53,3%) 12/27 (44,4%)
IgG 14/27 (51,8%) 814 (57,1%)  6/14 (42,8%) 13/27 (48,1%)

Legenda: EEG: eletroencefalografia; TC: tomografia computadorizada; IRM: imagem
ressonancia magnética, N.E. ndo efetuado exame.
*Obs. Cinco pacientes foram excluidos dos resultados laboratoriais (quatro tiveram

acidente de pung¢ao e um nao foi coletado).
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5.6. AVALIACAO DO TESTE DE NESTED PCR EM AMOSTRAS DE DNA
EXTRAIDAS DE PLASMA PAREADAS COM AS AMOSTRAS DE LCR DOS
PACIENTES ESTUDADOS.

Neste estudo, foi avaliada a incidéncia de positividade de infeccoes
causadas pelos herpesvirus no SN utilizando como amostra principal o LCR. Para
examinar a eficiéncia dos métodos laboratoriais baseados na deteccao pela
técnica de nested PCR em amostras extraidas de plasma, realizamos uma
comparacao entre estes dois tipos de compartimentos biol6gicos, onde é possivel
a utilizacdo para extracdo de DNA e utilizacdo destes materiais em biologia
molecular.

Cinquenta e duas amostras de LCR/plasma pareadas (1 par de amostra
por paciente) foram testadas.

Entre os resultados dos testes realizados nas amostras de DNA extraidas
de LCR, pelo menos um tipo de HHV foi detectado em 27/52 pacientes (52%).
Entre as amostras de plasma, pelo menos um tipo de DNA de HHV foi detectado
em 32/52 pacientes (61%). Coinfeccao pelo HHV foi detectada em 17/27 (62,9%)
em DNA de LCR e em 19/32 (59,3%) em DNA de plasma (Tabelas 12 e 13).
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Tabela 12. Resultados de DNA de HHV positivos no LCR de pacientes com hip6teses neuroldgicas (27/52 pacientes).

Hipotese Neuroldgica Numero de resultados positivos por nested PCR

Monoinfeccao=10 Coinfeccao=17

n % HSVI HSV2 VZV EBV HCMV FHSVi+ EBV+ EBV+ VZVs HCMV: HHVer HSVi+ EBV+  EBVs  EBV+  HCMV: HSVIy VZVs+
HCMV  HCMV  HHV6 HHV?  HHV?  HHV?Z  EBV+ HCMV+ HHV6:+ HCMV+ HHV6+  EBVs+ HCMV+
HCMV ~ HHV?  HHV7  HHV6  HHV7  HCMV+  HHV6+

HHV6 HHV7
Amostras de
LCR positivas 27/52 51.9 2 2 1 2 3 1 2 2 1 1 1 1 1 1 2 ) 1 1
(n=27)
Encefalite 15/22  68.2 2 - - - 2 1 1 2 1 1 1 1 - - 2 1 - -
Encefalopatia 413 31 - 1 - - 1 - 1 - - - 5 5 S - - 1 - -
Meningite 173 333 - - - - - - - - - - - - - : : - - 1
Meningoencefalite 2/3  66.6 ® = - 1 - - - - = = = - - . . : - 1
Plexopatia 1 100 - - 1 - - - - - - - - - - R R - i -
Lombosacral
Esclerose 11 100 = - - 1 - 5 5 - - - - - - - - - ; ;
Multipla
Paralisia Facial 11 100 - - - - - - - - - - - - 1 - . . _ _
Sindrome 11 100 - 1 - - - 5 - - - - - - - - - i . B}
Cerebelar
Mielite 11 100 - - - - - - - - - - - - - 1 - - i
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Tabela 13. Resultados de DNA de HHV positivos no PLASMA de pacientes com hipoteses neuroldgicas (32/52

pacientes).
Hipotese Neuroldgica Numero de resultados positivos por nested PCR
Monoinfeccao=13 Coinfeccao=19
n % HSV1 HSV2 HCMV  HHV6 HHV7  HSVi+ EBV+ EBV+ HCMV+ HHV6+ HHV7+ HSV2+  HSV2+ EBV+ HSV1i+ HCMV+ HSV1+ HSV2+ EBV+

HSV2 HCMV  HHV6 HHV7 HHV7 HHV8 HHV6 EBV HCMV+  HSV2+ HHV6+ EBV+ HCMV+  HCMV+
HHV6 HCMV HHV7 HCMV+ HHV6+ HHV6+
HHV7 HHV7 HHV7

Amostras de

plasma positivas 32/52 61.5 3 1 6 2 1 1 1 1 2 1 1 2 1 3 1 1 1 1 )
(n=32)

Encefalite 14/22 636 1 - 4 2 - - - - 1 1 - 2 - 1 1 - - 1 -
Encefalopatia 6/13  46.1 - 1 1 - - - 1 - 1 - - - B, 1 i 1 B} i )
Meningite 33 100 1 - - - - - - - - - 1 - - - - - - . 1
Meningoencefalite 2/3 66.6 1 - - - 1 = - - - - . - - - - : : i i
Epilepsia 1/2 50 - - - - - 1 - - - - - - - - - - - - -
Plexopatia 11 100 = = - - - - - 1 = - - - - . - - - - .
Lombosacral

Esclerose 11 100 - - 1 - - - - - - - - - - - - - - i, i
Multipla

Paralisia Facial 11 100 > - - - - - - = = 2 2 - - - - - 1 i .
Sindrome 1/1 100 - - - - - - - - - - - - 1 - - - - i i
Cerebelar

Mielite i1 100 - = = = - - - - - = = 5 5 . . - - B 1
Parestesia 11 100 - - - - - - - - - - - - - 1 - - - - -
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5.7. CORRELACAO ENTRE OS RESULTADOS DA NESTED PCR REALIZADA
NAS AMOSTRAS DE DNA EXTRAIDO DE PLASMA COM AS AMOSTRAS DE
DNA DE LCR COMO REFERENCIA PADRAO.

Os resultados obtidos a partir do DNA de plasma e LCR utilizando a
nested PCR indicaram uma clara separacdo entre as amostras positivas e
negativas. Embora a técnica de PCR seja altamente sensivel por natureza, devido a
amplificagdo do genoma presente na amostra testada.

Neste trabalho, a fim de comparar duas amostras diferentes, o LCR foi
utilizado como referéncia padrdo. A sensibilidade foi baixa para alguns virus, como o
HSV-1 e EBV, enquanto que o valor preditivo positivo (VPP) foi baixo para HSV-1 e
HSV-2 (Tabela 15).

Os valores de sensibilidade e especificidade foram obtidos a partir dos
resultados do teste de nested PCR no plasma, utilizando o LCR como referéncia
padrao. A sensibilidade foi baixa para o HSV-1 e EBV, ao passo que o valor preditivo
positivo (VPP) foi baixo para o HSV-1 e HSV-2. Foram considerados valores falsos
positivos de nested PCR no plasma para HCMV em 5/52 amostras (9,6%), pois
apresentaram resultados negativos na nested PCR no LCR.

A acuracia dos testes diagnosticos é utilizada para determinar os
verdadeiros resultados tanto positivos quanto negativos. Em relacédo aos resultados
obtidos neste estudo, podemos observar que a melhor acurdcia obtida foi com o
HSV-2, porém, ndo podemos levar em conta devido ao baixo numero de casos. A
acuracia para os virus HSV-1, HHV-6 e HHV-7 foram os testes que demonstraram
melhor acuracia (Tabela 14).
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Tabela 14 — Comparacao entre os testes de nested PCR realizados no DNA
extraido do LCR em relacao ao nested PCR utilizando DNA extraido do plasma.

Nested PCR Nested PCR
LCR Plasma VPN Especificidade Sensibilidade Acuracia

Positivo  Negativo

HSV-1

Positivo 1 5 16.7%  91.3% 89.4% 20% 82,7%
Negativo 4 42

HSV-2

Positivo 2 5 28.6%  100% 90% 100% 90,4%
Negativo 0 45

EBV

Positivo 5 5 50%  83.3% 87.5% 41.7% 76,9%
Negativo 7 35

HCMV

Positivo 11 6 64.7%  88.6% 83.8% 73.3% 80,7%
Negativo 4 31

HHV-6

Positivo 7 6 53.8% 92.3% 85.7% 70% 82,7%
Negativo 3 36

HHV-7

Positivo 5 5 50% 90.5% 88.4% 55.6% 82,7%
Negativo 4 38

Legenda: VPP: Valor preditivo positivo, VPN: Valor preditivo negativo; VZV e HHV-8: o
teste néo foi aplicado devido a auséncia de resultados positivos em um dos dois tipos de
amostras testadas, impossibilitando analise comparativa. Os testes de concordancia

foram realizados nas mesmas amostras e do mesmo paciente.

Os testes de nested PCR realizadas no DNA de plasma foram
concordantes em relacéo aos testes de nested PCR no LCR para os virus HSV-2
(p=0.063), HCMV (p=0.754) e HHV-6 (p=0.508); no entanto, os casos de HSV-2
positivos apresentaram baixo VPP (baixo nUmero de casos positivos).
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O DNA do EBYV foi detectado nas amostras de DNA extraidas de LCR
em 44,4% (12/27) dos pacientes e nas amostras de DNA de plasma em 18,5%
(5/27); 50% (6/12) tiveram hipotese clinica inicial de encefalite e os resultados de
EEG, TC e RM foram anormais.

A Tabela 15 apresenta os resultados do teste de McNemar nas

amostras pareadas.

Tabela 15. Comparacéao entre infeccdo por HHV detectada com nested PCR em

amostras de LCR e plasma.

Herpesvirus Resultado Resultado Teste de Concordancia
Humano Positivo Positivo McNemar (%)
LCR (%)* Plasma (%) (p)

HSV-1 5(18.5) 1(3.7) 1.000? 20.0
HSV-2 2(7.4) 2(7.4) 0.063* 100
vzv 3(11.1) 0 2 0

EBV 12 (44.4) 5(18.5) 0.774% 41.6
HCMV 15 (55.6) 11 (40.7) 0.754° 73.3
HHV-6 10 (37) 7 (25.9) 0.508% 70.0
HHV-7 9 (33.3) 5(18.5) 1.000% 55.5
HHV-8 0 1(3.7) 2 -
TOTAL 56 32

% Distribuicao binomial utilizada; * LCR: exame padrdo-ouro. Resultados obtidos utilizando
o teste de McNemar nas amostras pareadas.

5.8. CASOS DE OBITOS OCORRIDOS NOS PACIENTES

Cinco ébitos ocorreram entre os pacientes deste estudo. Dois pacientes
tinham como hipétese clinica inicial encefalite. Um paciente com a idade de
2 anos, apresentou resultados positivos para EBV e HCMV no LCR e apresentou
no plasma positividade para o HSV-1, HSV-2 e HCMV, os exames de TC, EEG e
RM foram anormais, os testes laboratoriais convencionais apresentaram-se todos
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normais; foi a ébito 75 dias apds a coleta das amostras utilizadas neste estudo. A
causa do O6bito foi insuficiéncia respiratéria e sepse, com o diagnéstico de
encefalite viral, apesar do tratamento com aciclovir. Outros quatro pacientes que
apresentaram resultados de nested PCR negativos para HHV no LCR foram a
Obito, sendo o primeiro por estado de mal epiléptico, insuficiéncia hepatica aguda
e sepse; outro também por estado de mal epiléptico e sepse; o terceiro por choque
séptico por Staphylococcus aureus, e o ultimo deles faleceu devido a trombose
cerebral maligna. Todos foram tratados inicialmente com doses convencionais de

drogas antivirais.

5.9. RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO DOS FRAGMENTOS DE DNA DOS
HERPESVIRUS HUMANOS AMPLIFICADOS

De acordo com o sequenciamento realizado, foi possivel identificar as
respectivas sequencias correspondentes a cada um dos oito herpesvirus. As figuras
14 a 21 demonstram os resultados dos sequenciamentos dos fragmentos de DNA
amplificados para cada gene dos HHV pesquisados. Todos os fragmentos obtidos
nas reacoes de nested PCR realizadas foram confirmados no GeneBank (Blast).
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HSV-1 A

HSV-1 B

Figura 14: Sequéncia correspondente ao fragmento do HSV-1 pesquisado.

HSV-2 &

A\

HSV-2 B

Figura 15: Sequéncia correspondente ao fragmento HSV-2 pesquisado.

Figura 16: Sequéncia correspondentes ao
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fragmento VZV pesquisado.



| SEIEN

Figura 17: Sequéncia correspondente ao fragmento do EBV pesquisado.

Figura 18: Sequéncia correspondente ao fragmento do HCMV pesquisado.

HHV-& A regifo B

sy

HHV-€ B regido

Figura 19: Sequéncia correspondente ao fragmento HHV-6 tipo B pesquisado.
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Figura 20: Sequéncia correspondentes ao fragmento do HHV-7 pesquisado.

HHV-8

gl

MM

fT 5 G AT C A ©C G T & & 3 AT A C

B C

T

)

C T & & &

G T T ¢ ¢ T ¢ G C

Figura 21: Sequéncia correspondente ao fragmento do HHV-8 pesquisado.
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5.10. RESULTADOS DAS AMPLIFICACOES DOS FRAGMENTOS DA NESTED-
PCR PARA TODOS OS HHVS ANALISADOS. FOTOS DOS GEIS DE
ELETROFORESE.

As figuras 22 a 29 mostram as fotos de géis com os fragmentos
amplificados pela Nested PCR dos 8 virus estudados.

138 pb HSV-1

Figura 22: Amplificag&o do fragmento do HSV-1

Legenda: 1 - Ladder 50pb; 2 e 3 - Controle positivo; 4, 7 e 8 - Pacientes negativos; 5 e 6 - Pacientes
positivo.

101 pb HSV-2

Figura 23: Amplificacdo do fragmento do HSV-2

Legenda: 1- Ladder 100pb; 2 - Controle positivo HSV-2; 3, 4 e 5 - Pacientes positivos; 6 e 7 -

Pacientes negativos e 8 - Controle negativo.
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266 pb VZV

Figura 24: Amplificacdo do fragmento do VZV

Legenda: 1 - Ladder 100pb; 2 - Controle positivo VZV; 3 e 5 - Paciente negativo; 4 -
Paciente positivo e 6 - Controle negativo.

209 pb EBV

Figura 25: Amplificagcdo do fragmento do EBV

Legenda: 1 - Ladder 100pb; 2 - Controle positivo EBV; 3 - Paciente positivo; 4 e 5 -
Pacientes negativos e 6- Controle negativo.
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167 pb HCMV

Figura 26: Amplificacao do fragmento do HCMV

Legenda: 1 - Ladder 100pb; 2- Controle positivo HCMV; 3 e 5 - Pacientes positivos; 4 e
6- Pacientes negativos e 7 - Controle negativo.

423 pb HHV-6 (B)

Figura 27: Amplificagcdo do fragmento do HHV-6 tipo B

Legenda: 1 - Ladder 100pb; 2 - Controle positivo para HHV-6; 3 - Paciente positivo; 4,
5, 6, 7 - Pacientes negativos e 8 - Controle negativo.
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264 pb HHV-7

Figura 28: Amplificagédo do fragmento do HHV-7

Legenda: 1 - Ladder 100pb; 2 e 3 - Controles positivos HHV-7; 4 — Controle negativo; 5
e 6 - Pacientes negativos; 7 e 8 - Pacientes positivos.

213 pb HHV-8

Figura 29: Amplificacdo do fragmento do HHV-8.
Legenda: 1 - Ladder 100pb; 2 e 3 - Controles positivos para HHV-8; 4 e 5 - Pacientes
positivos e 6 - Controle negativo.
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Os HHV podem causar infec¢des e resultar em doencas agudas ou
crbnicas, tanto em pacientes imunocompetentes como em imunocomprometidos
(248). As infecgbes primarias e recorrentes causadas pelos HHV podem
comprometer o SN, causando, por exemplo, encefalite, com elevada mortalidade.

O diagndstico laboratorial precoce é importante para reduzir a
morbidade, mortalidade e minimizar as sequelas, por permitir o rapido tratamento
com antivirais e melhorar o prognostico (46, 249, 250, 251).

A deteccao do DNA de HHV usando a técnica da nested PCR a partir
de amostras de LCR em pacientes com hipétese clinica inicial de doenca do SN
pode esclarecer também, com maior precisdo, a frequencia destas viroses em
pacientes hospitalizados (214). Esta técnica revolucionou o diagndstico das
infecgdes virais do SN (214,252, 253,254), particularmente aquelas causadas pelo
HHV e o diagnéstico precoce de doencas neurolégicas devem, assim, ter alta
prioridade (50).

A amplificagdo de acidos nucleicos no DNA extraido do LCR permite
otimizar o diagnéstico das infec¢des pela diminuicdo no tempo de execucéo e
aumento na sensibilidade e acuracia (255,256,257). A importancia na identificacao
da etiologia viral responsavel pelas infeccoes usando a PCR pode ajudar nas
decisdes clinicas e nas escolhas da terapia antiviral para diminuir os custos,
evitando a hospitalizacdo, o tratamento com antibiéticos, ou investigacdes
radiolégicas complementares e caras (257).

Todos os HHV tem o potencial de causar infeccdo no SN (46,258) e ndo
esta suficientemente conhecido se a infeccdo causada por determinado HHV
produz quadros clinicos semelhantes ou diferentes.

Alteracdes bioquimicas e celulares podem ser determinadas por
exames no liquido céfaloraquidiano (LCR) e a alteragdo estrutural pode ser
detectada por testes de imagem, tais como ressonancia magnética, tomografia
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computadorizada; além da  documentacdo das disfuncdes por
eletroencefalograma, que auxiliam a concluir o diagnéstico, muitas destas
infecgbes podem ser tratadas (19,21,272, 47), como apresentamos nestes estudo.

Apesar de causar uma variedade de sindromes clinicas, os HHV podem
reativar-se devido a inumeros gatilhos, um deles é a imunossupressao, mas em
pacientes imunocompetentes a encefalite causada pelo HSV-1 e VZV sao as mais
prevalentes (259). Todos os HHV s&o capazes de invadir o sistema nervoso e
persistir longitudinalmente no cérebro (260,261). A encefalite € a alteracdo no
sistema nervoso mais comum que pode ser ocasionada por virus, principalmente
do grupo herpes.

Observamos em nosso estudo, que 68,2% dos casos de hipbtese
diagnéstica de encefalite tinham positividade pelo HHV, porém n&o houve
diferenca estatisticamente significativa entre a positividade em casos de pacientes
com suspeitas de encefalites ou com outras enfermidades neuroldgicas (nao
encefalites), portanto, estes agentes podem causar infecgcbes em qualquer tipo de
doenca neuroldgica, como apresentado neste estudo.

Embora outros métodos para a identificacao de infeccao por HHV terem
sido desenvolvidos, a sensibilidade das técnicas de deteccao dos antigenos e dos
anticorpos do HHV no diagndstico das infeccbes no SN é muito baixa. Por
exemplo, o aumento dos titulos de anticorpos no LCR pode ser estabelecido
retrospectivamente, mas em somente 80% dos casos. Anticorpos podem aparecer
no LCR como consequéncia de um estravazamento da barreira hemato-
encefalica, levando a um resultado falso-positivo (262,263,264).

O presente estudo mostrou a frequéncia da infecgdo ativa causada
pelos HHV, com a detec¢do do DNA viral em 52 pacientes imunocompetentes com
sintomas de doencas do SN, com varias manifestagdes diagndsticas iniciais. A
técnica nested PCR é excelente para um diagnostico adequado, substituindo e
evitando a bidpsia cerebral invasiva ( 214,272).

A nested PCR com primers especificos tem sido utilizada para
detectar os herpesvirus “in house”, como utilizamos neste trabalho, pelo baixo

custo em comparacao aos dispendiosos kits de PCR multiplex , mas com
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excelente performance e a PCR no LCR pode ser considerada o “gold standard”
para o diagnéstico destas infec¢des (265,266).

Neste estudo, 7% do total das amostras de pacientes
imunocompetentes estudadas (LCR e plasma) foram identificadas como sendo
positivas para o HHV, sendo que 6,5% das amostras de DNA de LCR foram
positivas e 7,7% das amostras de DNA de plasma apresentaram positividade.

Calvario e colaboradores, 2002, usando 320 amostras de LCR de 286
pacientes e 154 amostras de soro investigou a detec¢ao de doencgas virais do SN,
utiizando o kit de PCR Herpes Consenso (multiplex), para seis HHV, em
associacao com a nested PCR. Em contraste com muitos outros estudos com foco
em pacientes imunodeprimidos, os autores particularizaram a selegdo de um
grupo de pacientes imunocompetentes para comparar a concordancia entre a
deteccédo do virus no LCR e no plasma, usando a nested PCR, a semelhanca
desse estudo. Nestas 320 amostras de DNA de LCR, 15,9% foram positivas para
HHV. Das 154 amostras de soro, 11% foram positivas (5).

Rimério e colaboradores, 2015, demonstraram que a técnica de nested
PCR realizada em plasma e no LCR permitiram uma clara separagdo entre a
infeccdo pelo HHV positivo e negativo. Embora a técnica de nested PCR seja
altamente sensivel, devido a amplificacdo de um milhdo de vezes o genoma
presente na amostra testada, a exata sensibilidade em situagcdes clinicas
especificas ndo é bem conhecida. A deteccdao do DNA viral no plasma, mas nao
no LCR, pode ser interpretado como indicativo de uma fase precoce da infeccao
(22) e pode ser utilizada ao invés do LCR em determinadas situagcdes. Esta
hipotese foi verificada por outros autores (5,267,268).

Os resultados de nested PCR no plasma neste estudo podem ser
considerados em relagdo a especificidade, de tal modo que o0s pacientes
verdadeiramente negativos podem ser detectados e os tratamentos empiricos
podem ser evitados. O teste de nested PCR com DNA extraido de plasma pode
ser utilizado em pacientes que enfrentam problemas relacionados a coleta de LCR
e um aspecto positivo da utilizacdo de plasma em vez de LCR para diagnosticar
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infecgdes de origens virais (incluindo outros virus, como enterovirus) € que nao é
necessario submeter os pacientes a dolorosa e dificil pun¢do lombar.

A técnica da puncéo lombar, é uma técnica neuroldgica que ndo esta
isenta de riscos e sempre esta cercada de incertezas, mesmo realizadas pelas
pessoas mais experientes (269,270,271). Pacientes obesos, com deformidades,
enfermidades degenerativas e cirurgia prévia da coluna lombar apresentam
dificuldades em realizar a puncao liqudrica, necessaria ao exame (269,271) e esta
contra indicada nas seguintes situagdes: coagulapatia (<50.000 plaquetas/mm?,
RNI>1,5, administracao de heparinas de baixo peso molecular, infeccdo no local
da puncao, e hipertensao intracranial (269,271).

Em relacdo a positividade dos HHV neste trabalho, iremos discutir
individualmente os virus encontrados. O HCMV teve uma incidéncia de 55,6% e
foi o mais frequente dos oito HHV estudados, sobretudo nos casos de suspeita
clinica inicial de encefalite (60%), porém, raramente tem sido relatados casos de
encefalite causados pelo HCMV em pacientes imunocompetentes adultos, por ser
quase que exclusivamente uma doencga de pacientes imunocomprometidos (273).

Complicagdes neurologicas causadas pela infeccdo pelo HCMV
incluem encefalite, mielite e poliradiculopatia. No caso da encefalite pelo HCMV,
nenhuma caracteristica clinica Unica € produzida e também, os diagndsticos
laboratoriais e por imagem tipicos podem estar ausentes, fazendo com que o
diagnéstico da encefalite por HCMV seja muito dificil de ser confirmado (50).

A detecgéo por nested PCR de DNA de HCMV em LCR continua a ser
um meétodo adequado para o diagnostico de doengas neurolédgicas relacionadas
com HCMV, como mostrado no nosso laboratério e em muitos outros (22,50,96,
112,274).

Entretanto, um resultado positivo para o HCMV obtido através da
nested PCR no LCR de pacientes imunocompetentes requer interpretacao
cuidadosa no que diz respeito ao contexto clinico individual (275), mas também
particularmente no SN, pode fornecer informagbes ao tratamento adequado,
podendo evitar a hospitalizacdo desnecessaria do paciente.
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Apesar do papel importante para o diagndstico da infeccao ativa pelo
HCMV detectado no plasma, as suas propriedades bioldégicas nao sao
completamente compreendidas. Uma hipdtese é que ele reflete a replicagdo do
virus ativo.

Alternativamente, a alta abundancia de HCMV nos leucédcitos
(DNAemia) em pacientes infectados por HCMV levou a hipétese de que a
DNAemia no plasma pode ser, pelo menos em parte, um resultado de lise do
sangue periférico. Esta hipdtese implicaria que, para pacientes com DNAemia por
HCMV, o armazenamento a longo prazo de amostras de sangue total antes da
separacao do plasma/soro pode causar a libertacdo de DNA viral na fragcdo de
plasma, desse modo distorcendo os resultados de PCR (276). Neste trabalho,
realizamos a separacéo do plasma imediatamente apds a chegada da amostra no
laboratério. O sangue periférico introduzido no LCR ap6s uma puncao traumatica
(acidente de puncao) resulta em um aumento artificial da contagem global de
leucécitos, e pode resultar em resultados falsos positivos da nested PCR no LCR,
podendo refletir na infecgéo latente do virus nos leucécitos que extravasou para o
meio extracelular (277).

Studahl e colaboradores, 2000, estudaram a presenca de HCMV,
EBV, HHV-6 e HSV em amostras de LCR obtidas de pacientes com suspeita de
infecgdo viral (87% eram imunocompetentes) e encontraram uma incidéncia de
DNA de HHV em 10,4% no LCR (278). Davies e colaboradores, 2005, verificaram
que 7% (53/753) de amostras de LCR de seis HHV (HSV-1, HSV-2, VZV, EBV,
HCMV, HHV-6) tinham uma correlacdo clinica com desordens do SN. Outros
autores apresentaram percentuais semelhantes de positividade em suas analises,
incluindo Sghaier e colaboradores, 2012, que encontrou uma positividade de 8,5%
(279,280).

No presente estudo, 44,4% de EBV foi detectada principalmente no
LCR em comparagcdo com o plasma (18,5%), e 50% destes pacientes
apresentaram  hipdtese clinica de encefalite. A nested PCR do LCR é
extremamente Util no diagnéstico de infecgdes por EBV do SN, corforme outros
autores (79,89, 265, 266, 278, 281, 282, 283)
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Um estudo usando a nested PCR, detectou DNA de EBV no LCR em
7,4% dos individuos imunocompetentes e que apresentaram doenca do SN de
etiologia desconhecida (284). Surpreendentemente, dado que a soropositividade
se aproxima de 90% em adultos idosos, a nested PCR para EBV positiva no LCR
deve ser interpretada com cautela, pois o EBV pode ser encontrado
concomitantemente no SN como um possivel “espectador passivo” a outras
doencas infecciosas no SN, tais como tuberculose, meningite bacteriana e
encefalite causada pelo HSV (268,285,286,287).

Em cinco dos nossos casos, houve discordancia na deteccao positiva
entre o LCR e o plasma em relacdo ao EBV. A possivel explicagdo desses
resultados negativos de nested PCR no plasma, seria de que a viremia fosse
transitoria, n&o associada ao momento da coleta.

A deteccéo do EBV e do HCMV no LCR pode ocorrer a partir de uma
reativagao do virus causada por estresse simultdneo no hospedeiro ou de infecgao
latente com o trafico de leucécitos no espaco intratecal (278, 279). Resultados
semelhantes foram encontrados por Martelius e colaboradores em 2011.

O tempo entre o inicio dos sintomas e a coleta de amostras é
essencial para 0 sucesso na detecgao viral, para isso, as amostras devem ser
coletadas e processadas no mesmo dia, conforme anteriormente dito (268, 288).

Resultados de EBV e HCMV positivos devem, portanto, ser
interpretados com cautela. Embora a deteccao de EBV e HCMV poderem resultar
da apresentacao de uma infeccao viral do SN em alguns casos, em outros casos
podem representar um epifenémeno (3, 286, 289, 290).

Estudos de PCR quantitativo foram realizados em alguns laboratérios
de pesquisa, bem como a determinacdo de um numero de copias de DNA de EBV
que podem ajudar a distinguir mais infec¢des ativas verdadeiro-positivos de raros
casos de resultados falso positivos que estao relacionados com a laténcia do virus
ou casos incomuns com nested PCR positivas do LCR (278).

O valor preditivo de qualquer teste ndo depende apenas da
especificidade e da sensibilidade, mas também da prevaléncia do patdégeno ou
doenca a ser testada numa dada populacdo. Um bom exemplo disto é o que diz
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respeito aos testes de plasma para o HSV-1 e HSV-2 como demonstram nossos
resultados. Neste estudo, verificamos uma boa sensibilidade para o HSV-2, HCMV e
o HHV-6. Como o valor preditivo positivo para o HSV-2 foi baixo devido aos poucos
casos de positividade, a nested PCR no plasma foi mais bem indicada para o HCMV
e HHV-6, com uma étima sensibilidade. A melhor acuracia ocorreu para o HSV-1,
HHV-6 e HHV-7.

Entre a familia HHV, apenas o HCMV e, em menor grau, o HHV-8 séo
relevantes em medicina transfusional. Devido ao neurotropismo, os tipos de HSV-

1 e 2 sdo consideradas de menor importancia. No entanto, varios trabalhos tém
mostrado evidéncias de que a DNAemia por HSV pode ocorrer e que, portanto,
pode ser transmissivel por produtos de sangue (291).

Em relacao a detec¢cao do HHV-6 no LCR neste estudo, a positividade
foi de 37% e esses resultados pode expressar um genoma integrado, herdado
cromossomicamente e, portanto, pode ndo ser a causa de doencas do SN (292,
293,294,295). Casos de HHV-6 associados a encefalites em pacientes
imunocompetentes tem sido descritos (296,297) e também, um caso de recidiva
de encefalite por HHV-6 (298).

O HHV-6 é frequentemente reativado durante a infecgdo aguda com
outras viroses, especialmente com outros herpesvirus (121). Estudo realizado por
Yao e colaboradores, em 2009, demonstrou que grande quantidade de pacientes
com encefalite tinham DNA de HHV-6, mas esses achados devem ser
confirmados (299).

A presenca do HHV-6 no LCR , sugere a presencga da reativagao viral
ou da persisténcia do virus no SN (132). Complicagdes neuroldgicas sdao mais
comuns em individuos imunocomprometidos, especialmente apds o transplante de
células progenitoras hematopoéticas, mas ha casos relatados em criangcas e
adultos imunocompetentes (151, 300). O virus pode causar meningite, encefalite
ou mielite, como ocorreu em pacientes deste estudo (283).

O DNA HHV-7 foi detectado em LCR em 33,3% neste trabalho e pode
ter sido a causa de encefalites, encefalopatias, meningite, mielite,
meningoencefalite e paralisia facial. Observamos que em apenas um paciente
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com hipétese clinica inicial de meningoencefalite, monoinfeccao por HHV-7 foi
detectada no plasma. No LCR todas as positividades ocorridas por HHV-7 foram
acompanhadas por coinfecg¢des por outros HHV, com os pacientes apresentando
as manifestagbes clinicas iniciais descritas acima. Isto pode significar que ele
pode ser um dos gatilhos para a reativacao viral de outros virus ou favorecer o
agravamento dos sintomas causados por eles.

Em outro estudo do grupo do laboratério, utilizando a nested PCR e a
antigenemia para a deteccdo do HHV-7 em transplantados de medula éssea,
observamos estatisticamente que a presenca do DNA do HHV-7 pode ter um
efeito imunolégico protetor no desenvolvimento da doenga e morte pelo HCMV
apoés o transplante (dados ainda ndo publicados).

O HHV-7 pode ser responsavel por convulsbes febris,
meningoencefalite e encefalites necrotizantes envolvendo os ganglios basais e as
areas corticais (301, 302).

Poucos trabalhos mostram a ocorréncia de coinfec¢des virais em
pacientes imunocompetentes (303). No presente estudo, observamos coinfeccéo
em 17/27 dos pacientes que tiveram DNA de HHV detectado em suas amostras de
LCR, sendo que 64,7% tiveram diagnéstico de encefalite viral. Nestes 11
pacientes infectados com HHV-encefalite, apenas um foi a ébito e teve coinfeccéao
do SN por HSV-1, HSV-2 e HCMV, confirmada por nested PCR no LCR. DNA de
HHV positivo, numa combinacdo de dois ou mais virus detectados no LCR, foi
também encontrado por Davies, 2005; Weinberg, 2005 (279,286).

Casos individuais de coinfecgbes por HHV na doenca do SN, tem sido
descritas (265;266). Estudos tem demonstrado que os HHV induzem a uma
concomitante liberacédo de Interleucinas-6 (IL-6), desde modo ocorre um distarbio
na homeostase do sistema imune (304, 305). Este efeito pode ser por si s6
imunossupressor, e pode permitir o estabelecimento da reativagdo de outros
agentes no hospedeito, deste modo aumentando a ocorréncia de coinfec¢cdo no
SN (306).

Neste trabalho, VZV, HSV-1 e HSV-2 foram encontrados

principalmente em pacientes com sistomas clinicos de encefalite ou encefalopatia,
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plexopatia lombosacral e sindrome cerebelar. HSV-1 e HSV-2, VZV e o HCMV
podem causar encefalite, enquanto VZV e HSV-2 causam meningite aguda.
Meningoencefalite e mielite / radiculite podem ser causados pelo virus de Epstein-
Barr (EBV). Mielite est4 associada com VZV, HCMV, EBV e HSV-2, e ventriculite e
encefalite por VZV e HCMV (254,307).

A deteccdo do HSV no sangue pode estar associada com uma
variedade de sinais e sintomas de morbidade em imunocompetentes e
imunocomprometidos adultos hospitalizados e esta relacionada com taxas
elevadas de mortalidade, embora causalidade s6 possa ser determinada por
estudos adicionais (308).

Os resultados deste trabalho mostraram que cinquenta e nove amostras
positivas pelos HHV foram identificadas (7%) a partir de 832 amostras. Dentre elas
o EBV, HCMV, HHV-6 e HHV-7 foram os agentes mais comumente detectados. O
DNA do HHV-8 ou o HHV associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV) nao foi
observado nestas amostras através da nested PCR realizada em amostra de DNA
extraida de LCR, mas foi detectado em uma amostra de plasma de um paciente
com meningite e coinfecg¢ao pelo HHV-7.

O HHV-8 é o agente causador do Sarcoma de Kaposi e também esta
associado a algumas doencas hematoldgicas raras. O genoma viral contém grave
potencial oncogénico, o que foi adquirido durante a sua evolugdo. O papel do
HHV-8 em individuos saudaveis é, contudo, incerto. O aspecto completo das
doencas humanas associadas a este virus ainda ndo esta bem estabelecido e o
rapido desenvolvimento da biologia molecular continuard a fornecer novos
esclarecimentos sobre a interacao entre estes virus 0 0s seus hospedeiros (309).

De acordo com Ory, 2013, um total de 270 casos positivos foram
identificados (46,5% dos estudados), utilizando a PCR. Entre os casos de
meningite, os HHVs foram encontrado em 10,3%; HSV-1 em 1,6%; HSV-2 em
1,0% e HHV néo tipificado em 0,5%; entre meningoencefalite, 43,2% tinham HSV-
1; VZV em 27%, e foi o agente mais freqUente. Nos casos de encefalite, 27,6%
eram causadas por HSV-1, 19,1% por VZV. Gaeta e colaboradores, 2009,
encontraram HHVs detectados em 52 de 155 amostras analisadas (33,5%).

89



Quinze pacientes com encefalite tiveram alguma infeccéo pelo HHV detectado em
amostra de LCR (15/22, 68,2%) (254,310). No DNA de LCR, o HSV-1 foi
detectado neste trabalho em cinco casos, todos com hipotese clinica inicial de
encefalite. Coinfeccdo ocorreu em trés casos (o primeiro com HSV-1+ HCMV, o
segundo caso com HSV-1+EBV+HCMV e outro com HSV-1+EBV+HCMV+ HHV-
6). Os sintomas apresentados foram dor de cabeca, convulsées e confusdo mental
e em 40% dos pacientes imunocompetentes com hipotese clinica de encefalite,
com sintomas de cefaléia e convulsao.

Encefalite causada pelo HSV é a causa mais comum de encefalite
fatal esporadica no mundo ocidental, com uma incidéncia anual de 1 a 4 por
milhdo da populagéo, segundo Linde e colaboradores, 1997. Este virus provoca
uma grande variedade de manifestagcbes clinicas no SN em criangas e adultos
com encefalite, atingindo 90% de positividade.

Apesar de todo o conhecimento sobre o HSV-1, ainda ha varias
perguntas sobre a patogénese e a terapia para o virus, que atualmente desafia o
conhecimento (311). Encefalite causada pelo herpes simplex 1 conta com
aproximadamente 2 a 19% de todos os casos de encefalite e 20 a 75% de todos
os casos de encefalite necrotizante (312, 313).

O HSV-2 foi 0 menos frequente HHV e nao foi detectado em doentes
com hipdtese clinica inicial de encefalite, mas dois casos ocorreram, um com
sintomas de encefalopatia inespecifica e outro com sindrome cerebelar. A
literatura sugere que a infecgdo pelo HSV-2 pode ocorrer com um curso benigno
em adultos mas, em um caso na literatura o desfecho foi diferente, com a
apresentacao de um caso grave de encefalite causada pelo HSV-2 (342). Pode
ser que os casos de doenga causada pelo HSV-2 possam ser subestimados e
nem todos facam diagndstico laboratorial diferencial.

Poucos estudos tém sido diretamente relacionados com a incidéncia
da deteccdo do DNA do VZV em tecidos de autopsia de individuos saudaveis.
Liedtke e colaboradores (314) usaram a PCR para determinar a presenca de DNA

de HSV-1 e VZV em ganglios trigémeos e bulbos olfatérios de 109 casos forenses
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postmortem. O HSV-1 foi encontrado em 15,5% dos bulbos olfatérios, mas o VZV
foi encontrado em apenas 1% dos bulbos olfatérios.

Varios estudos avaliaram o papel do VZV em varias doencas
neurolégicas, fornecendo evidéncias adicionais de que o VZV ndo € incidental,
pois é largamente detectado em tecidos cerebrais postmortem. Analises por PCR
falharam em revelar o DNA do VZV em cértex do lobo temporal de 8 pacientes
esquizofrénicos, 8 pacientes nao esquizofrénicos vitimas de suicidio e 8 individuos
controle saudaveis (315). Similarmente, nenhum DNA de VZV foi demonstrado por
PCR em tecido cerebral de criancas epilépticas com encefalite cronica de
Rassmussen (316) e em tecido cerebral de individuos idosos sadios e pacientes
com doenca de Alzheimer (317). Somente um estudo descreveu a detecgdo do
DNA do VZV em uma proporgcdo significante de cérebros de pacientes com
esclerose multipla e individuos controle (318), porém, estes resultados nunca
foram confirmados.

A PCR tem excluido o VZV como a causa de arterite de células
gigantes (319) e encefalomalacia multifocal, (320) mas tem-se verificado o papel
do virus em algumas infeccées congénitas (77) O virus varicela zoster (VZV),
pode reativar e causar o herpes zoster. Complicacdes do SN central pode seguir
tanto na infeccdo primaria como na reativacdo do VZV. As manifestagbes mais
graves surgem quando o VZV invade a medula espinal ou as artérias cerebrais
apos reativacao do virus, provocando doencas tais como mielite e vasculopatias
focais.

O Foérum de Gestdo Internacional dos Herpesvirus (IHMF)
desenvolveu diretrizes para ajudar no diagnostico e tratamento de sindromes do
SN associadas com VZV e estes tém-se centrado em vasculopatias. As novas
diretrizes recomendam que em caso de suspeita de vasculopatia causada pelo
VZV, andlises de LCR por nested PCR devem ser realizadas. Como anticorpos de
VZV podem estar presentes no LCR mesmo na presenga ou auséncia de DNA de
VZV detectavel, anticorpos especificos de VZV no LCR devem também ser
analisados e pode existir uma elevada probabilidade de doenga do SN. O
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diagnéstico precoce dessas complicagdes graves é importante, pois o tratamento
antiviral pode ser eficaz (321).

Neste trabalho, um caso de VZV+HHV-7 ocorreu em um paciente com
suspeita de encefalite, que apresentou dor de cabecga, convulsdes e alteracdes no
comportamento.

Como dito anteriormente, doze pacientes infectados por EBV foram
detectados em amostras de LCR e 40% tinham como hipotese clinica inicial
encefalite. Todos o0s casos positivos detectados foram de coinfeccdo: a) dois
casos EBV+HHV-6 com suspeita clinica de encefalite: convulsédo; b) dois casos
EBV+HCMV+HHV-6 -encefalite: dor de cabeca, vomitos, fraqueza; c) dois casos
EBV + HCMV- um com encefalite, febre, convulsao, baixo nivel de consciéncia e o
outro, com suspeita clinica de encefalopatia, sofria de dor de cabeca, alteragéo no
comportamento; d). um paciente com esclerose multipla e; €) meningoencefalite.

Podemos supor, que todos estes sintomas apresentados pelos
pacientes com coinfec¢des pelos HHVs podem ter o quadro clinico exacerbado.
Mesmo assim, ao apresentarmos os resultados, verificamos que possa existir uma
relacao entre a reativacdo e a mesma pode ter ocorrido sequencialmente, com o
HHV-7 sendo o primeiro a ser reativado, e em seguida, provocando a reativacao
dos outros HHVs.

Verificamos que apenas dois pacientes tiveram monoinfeccdo para
HSV-1 (virus do herpes simplex). Esses pacientes tinham encefalite cronica, com
dor de cabeca e convulsao.

Varios estudos tém revelado que a base molecular para o virus podem
ser repeticbes no genoma de HSV e o gene da timidina quinase e que estas
sequéncias podem transmitir neuroviruléncia. Além disso, as interacgoes
complexas entre o virus e hospedeiro, da resposta imune celular podem estar
envolvidos na neuroviruléncia (322, 333,334).

Estudo realizado por Martelius em 2011, mostrou que o DNA do EBV
foi encontrado frequentemente em conjunto com outros achados microbioldgicos
em amostra de LCR de pacientes imunocomprometidos. EBV parece estar
associado com encefalite em receptores de transplante de células-tronco (268).
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Os dados apresentados no presente estudo demonstraram que o DNA
do HSV tipos 1 e 2, VZV, o EBV, HCMV, HHV-6 e HHV-7 podem ser detectados
em amostras de LCR e plasma usando a nested PCR em pacientes com suspeita
de infecgao herpética no SN.

Os virus da subfamilia alphaherpesvirus (VZV, HSV-1 e HSV-2)
podem causar infeccdes graves do SN em hospedeiros imunocompetentes (61), e
podem apresentar principalmente meningite ou encefalite durante a uma infeccéo
primaria ou reativacao (42, 61, 335, 336, 337, 338).

Embora complicacdes causadas por estes virus sejam raras e ainda
nao estdo claros quais os fatores que contribuem para o desenvolvimento de
doenca do SN somente em alguns individuos, ha uma quantidade bem maior de
populacao infectada (338, 339, 340,341).

A importancia da coinfec¢cdo por HHV no SN e as manifestacdes
clinicas associadas requerem uma investigacdo mais aprofundada. A deteccéao de
DNA viral em amostra de LCR por PCR trouxe uma nova dimensdo para 0s
diagnésticos laboratoriais de infeccao do SN (40).

Os resultados deste estudo sugerem que uma suspeita de diagnéstico
consistente com doenca causada por HHV no SN pode ser confirmada por testes
especificos de biologia molecular, tal como a nested PCR.

Observou-se que a presenca de coinfeccdo ocorreu com a deteccéo
do DNA de mais do que um herpesvirus na mesma amostra. E € um evento que
pode ocorrer em pacientes com disturbios do SN e também em pacientes
immunocompetentes, em uma populagdo com alta soroprevaléncia para HHV. O
reconhecimento dos padrdes clinicos e as caracteristicas de imagem de doenca
produzida por diferentes HHVs é importante porque a infec¢cdo pode ser tratada

com sucesso.
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Neste estudo, conseguimos detectar através da técnica da nested PCR, o
DNA de cada espécie de HHV, causadores de infeccoes no SN em LCR em
pacientes imunocompetentes com disfuncdes neurolbgicas.

A técnica da nested PCR realizada em DNA extraida de LCR mostrou uma
positividade de 51,9% (27/52) pacientes positivos para os HHV estudados, sendo
que a faixa etaria variou de 1 dia a 74,4 anos, com predominio do sexo feminino.

O HHV mais frequente encontrado foi o HCMV, com 55,6% (15/27), seguido
pelo EBV, com 44,4% (12/27), HHV-6 (10/27, 37%), HHV-7 (9/27, 33,3%), HSV-1
(5/27, 18,5%), VZV (3/27, 11,1%) e por ultimo, o HHV-2, com 2/27 (7,4%).

Infeccao causada por um unico subtipo viral ocorreu em 37% das amostras
e a deteccao de dois ou mais subtipos de HHV (coinfecc&o) ocorreu em 63%.

Os valores de sensibilidade e especificidade do teste de nested PCR
realizado com DNA extraido de plasma foram obtidos utilizando os resultados do
nested PCR no LCR como referéncia padrao. Os testes de nested PCR realizados
no plasma mostraram concordancia com aqueles realizados no LCR para os
subtipos HSV-2 (p=0,063), HCMV (p=0,754) e HHV-6 (p=0,508).

Com este trabalho, conseguimos chegar as seguintes conclusées:

- diagnosticamos o tipo de infeccdo causada pelos herpesvirus em pacientes com
suspeitas de infecgdes virais no sistema nervoso utilizando a nested PCR;

- realizamos o diagnostico diferencial de cada tipo de DNA de HHV encontrado
com a utilizacao de primers especificos para cada espécie.

- investigamos as associacdes entre estes virus e a expressao clinica associada,
permitindo a utilizag&o de antivirais disponiveis

O encontro de elevadas taxas de positividade dos virus HHV nos pacientes
imunocompetentes, principalmente nos casos de deteccdo de um até mais tipos

de HHV encontrados na mesma amostra, sugere que esta familia exerce um papel
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importante na patogénese das infeccbes do sistema nervoso e que,
provavelmente, um virus age em conjunto com o outro, ou separadamente.

Testes para estimar as cargas virais de cada um destes agentes podem ser
realizados, com o intuito de verificar realmente qual dos virus estd causando maior
dano aos pacientes. Medindo a carga viral com outros testes moleculares, tais
como a PCR em Tempo Real, poderemos distinguir ou apontar melhor qual o virus
que apresenta maior carga viral e determinar que se este determinado virus € o
principal coadjuvante na relagéo da causa de infecgdo e dano no sistema nervoso,
tanto em pacientes imunocompetentes como em imunodeprimidos.

O plasma pode ser utilizado ao invés do LCR na detec¢gdo molecular do

DNA dos herpesvirus.
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Departamento de Clinica Médica
Laboratorio de Diagnoéstico de Doengas Infecciosas por
Técnicas de Biologia Molecular e Antigenemia

REGULAMENTO DO LABORATORIO DE DIAGNOSTICO DE DOENCAS
INFECCIOSAS POR TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR E ANTIGENEMIA,
FCM-UNICAMP _QUANTO AO ARMAZENAMENTO E UTILIZACAO DE
MATERIAL BIOLOGICO HUMANO

Orientados pela Resolugdo N° 347 do Conselho Nacional de Saude

determinamos que o armazenamento e utilizacdo de material biolégico humano
para pesquisa no laboratoério de Diagnéstico de Doencas Infecciosas por Técnicas
de Biologia Molecular e Antigenemia da FCM-UNICAMP somente sera permitido
de acordo com as regras abaixo:

1. Deverao ser apresentadas ao CEP local as justificativas quanto a
necessidade e oportunidade para usos futuros do material biol6gico humano
em questao.

2. Seréa obtido consentimento dos sujeitos de pesquisa, doadores do material
biolégico, autorizando a guarda do referido material.

3. Serd incluida uma declaragao esclarecendo que “TODA NOVA PESQUISA A
SER FEITA COM O MATERIAL SERA SUBMETIDA A APROVACAO
DESTE CEP, E SE CABIVEL, TAMBEM DA CONEP”.

4. Seguiremos as seguintes normas para armazenagem do material biol6gico

em questao:
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a. As amostras serdo armazenas em equipamentos de congelacédo
(freezers -20° C e/ou -80° C) especificos e utilizados somente para este fim.
As amostras serdo codificadas apenas por numeros e a chave de ligagéo
entre numeros e nomes de pacientes sera armazenada em programa de
computador protegido por senha. Somente 2 pessoas terdo acesso a esta
chave de coédigo (pela posse da senha) a Profa. Dra. Sandra Cecilia
Botelho Costa, (matricula UNICAMP 05.617-1), Docente do Departamento
de Clinica Médica, FCM-UNICAMP e a responsavel pelos projetos
desenvolvidos no laboratério, a bibloga Dra. Sandra Helena Alves Bonon
(matricula UNICAMP 22.976-8), biologista do laboratério.

b. A guarda e a autorizacdo do uso do referido material estara sob a
responsabilidade exclusiva das pessoas acima citadas.

c. Serao assegurados a todos os sujeitos de pesquisa, doadores do material,
a garantia de que os resultados obtidos que sejam de seu interesse Ihes seja
comunicada (e/ou ao médico responsavel por seu tratamento, quando for o
caso). Para tanto, informacdes sobre endereco para contato e telefone seréo
armazenadas num programa de computador protegido por senha, e utilizado
como descrito no item a acima.

d. Serédo assegurados a todos os sujeitos de pesquisa, doadores do material,
a garantia de que consentimento especifico para uso em novo projeto de
pesquisa desenvolvido no futuro com o material.

Regulamento em vigor a partir de 25/04/2006

Profa. Dra. Sandra Cecilia Botelho Costa
Responsavel pelo Laboratoério de Diagndstico de Doencas Infecciosas por
Técnicas de Biologia Molecular e Antigenemia - FCM-UNICAMP
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Eu,
n® de identidade: , paciente/responsavel (grau de
parentesco: ), aceito colaborar com o estudo “DETECGCAO DE

HERPESVIRUS HUMANOS EM SISTEMA NERVOSO CENTRAL PELA
REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE” que seré realizado na Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas, para pesquisa da
infeccdo ativa e coinfecgdo pelo herpesvirus humanos, utilizando uma técnica
rapida e precoce: a N-PCR. Para isso, sei que colherdo amostras de sangue e
liquido cefalorraquidiano (4,0 mL de sangue em tubo contendo EDTA como
anticoagulante e 1,0 mL de liquido cefalorraquidiano em frasco estéril). Estou
ciente de que poderei desistir da participacéo deste estudo a qualquer momento, e
que isto nada ira prejudicar o tratamento, além de que esta colaboragao em muito
auxiliara o tratamento dos pacientes que apresentam complicacées no sistema
nervoso central. Estou ciente de que todos os dados colhidos através de
informacgdes clinicas obtidas dos prontuarios médicos serdo sigilosos, e que o
nome do colaborador ndo sera utilizado em qualquer tipo de publicacdo. Apds o
estudo, as amostras coletadas serdo descartadas, e caso (quando se fizer
necessario) sejam utilizadas em outro trabalho, 0 mesmo sera submetido ao
Comité de Etica desta instituigao.

Declaro ainda que fui orientado claramente que o exame de liquor é um
importante método auxiliar diagndstico dos processos neuroldgicos, infecciosos ou
neoplasicos do sistema nervoso. O exame consiste em puncdo com agulha
descartavel para coleta e analise do liquor. A dor que acompanha a puncao é
semelhante aquela da coleta de sangue. Para este exame é comum a coleta em
regidao dorsal (puncéo lombar) ou, excepcionalmente, em regido cervical (puncéo

suboccipital), dependendo da suspeita clinica e da indicacdo médica. Apds a
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puncao lombar, se tiver alta, posso ir para casa depois de cerca de 30 minutos e,
imediatamente a seguir, deverei permanecer em REPOUSO (no minimo por 4
horas). Mesmo com este cuidado, aproximadamente 10% dos individuos poderéo
sentir dor de cabeca ao se levantar. Esta dor pode ser forte, mas apresenta rapida
melhora ao deitar. Se eu tiver dor de cabecga, deverei ficar em REPOUSO
ABSOLUTO POR 48 HORAS SEGUIDAS, e entrar em contato com o laboratorio
responsavel pelo exame o mais rapido possivel para me orientar sobre como
proceder. Em casos raros, a dor de cabeca pode durar de 4 a 7 dias,
impossibilitando a realizacdo das minhas atividades habituais, pessoais e
profissionais. Nas coletas por puncao suboccipital eu poderei voltar as minhas
atividades normais, porém poderei sentir dor de cabeca ou desconforto
passageiro. A coleta de liquor como toda técnica invasiva, apresenta riscos
inerentes ao proprio procedimento. Acidentes derivados da puncao, com danos
neurolégicos, sao raros e descritos apenas na punc¢ao suboccipital, podendo
ocorrer, por exemplo, lesdo de centro respiratorio, cardiaco e hemorragia no
espacgo subaracndide. Na puncao lombar podem ocorrer dorméncias transitérias,
dor local e, muito raramente, infec¢do. A incidéncia destas complicagdes € muito
pequena.

Autorizo o Dr. (a)

a realizar a coleta de liquido cefalorraquidiano.
Campinas, de de

Assinatura

Pesquisador (a) responsavel: Carla Aparecida Tavares Rimério
Laboratério de Virus — Ramal: 17734

Orientador (a): Prof? Dr* Sandra Helena Alves Bonon
E-mail: sbonon@unicamp.br
Laboratério de Virus — Ramal: 17734

Coorientadoras: Prof? Dr? Sandra Cecilia Botelho Costa (costa@fcm.unicamp.br) e
Prof® Dr® Anamarli Nucci (anucci@hc.unicamp.br)

Comité de Etica em Pesquisa — (19) 3521-8936
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DEVE SER PREENCHIDO PELO MEDICO:

Certifico que expliquei detalhadamente o procedimento de puncao liquérica,
seus beneficios, riscos, suas alternativas e as consequéncias da ndo realizagdo.
Respondi satisfatoriamente a todas as perguntas do paciente e acredito que o
paciente/responsavel compreendeu tudo o que expliquei.

Assumo total responsabilidade pela realizacdo da coleta a que sera

submetido.

Campinas, de de

Nome completo

Assinatura / CRM ou Carimbo
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Human Herpesvirus Infections of the Central
Nervous System: Laboratory Diagnosis Based on
DNA Detection by Nested PCR in Plasma and
Cerebrospinal Fluid Samples

.

Carla Aparecida Tavares Rimério,! Renato Souza De Oliveira,' Murilo Queiroz de Almeida
Bonatelli,'! Anamarli Nucci,2 Sandra Cecilia Botelho Costa,! and Sandra Helena Alves Bonon'*

! Department of Internal Medicine, Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas - Unicamp, Campinas,
SP, Brazil

2Department of Neurology, Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas - Unicamp, Campinas, SP,
Brazil

Infections of the central nervous systems (CNS)

INTRODUCTION

present a diagnostic problem for which an accurate . . .

laboratory diagnosis is essential. Invasive practices, Viral infections of the central nervous system
such as cerebral biopsy, have been replaced by ~ (CNS) are not uncommon occurrences in clinical
obtaining a polymerase chain reaction (PCR) diag- practice, the prevalencg of these cases is not w_ell
nosis using cerebral spinal fluid (CSF) as a refer- defined. Whereas the etiology of many cases remains
ence method. Tests on DNA extracted from plasma unknown, an increasing number of positive viral
are noninvasive, thus avoiding all of the collateral identifications have been.made, partlcularly since l}he
effects and patient risks associated with CSF collec- advent of molecular diagnostics. Though specific
tion. This study aimed to determine whether t}}eraples are unfortunately only available for a few
plasma can replace CSF in nested PCR analysis for viruses (e.g,, herpesviruses and the human immuno-
the detection of CNS human herpesvirus (HHV) deﬁcl.ency virus), efforts to find causative organisms
diseases by analysing the proportion of patients remain important for the effective management and
whose CSF nested PCR results were positive for prognosis of patients. Clinical and laboratory features
CNS HHV who also had the same organism common to particular viral etiologies can guide

identified by plasma nested PCR. In this study, CSF clinicians in identifyjng potential pathogens [P:';ig
DNA was used as the “gold standard,” and nested et al, 2009). Herpesviruses may be associated with
PCR was performed on both types of samples. various types of CNS infections [Sauerbrei and
Fifty-two patients with symptoms of nervous sys- Wutzler,'ZOOZ]. 'I_‘here are eight human herpe;fmrus:
tem infection were submitted to CSF and blood ~ herpes simplex virus type 1 (HSV-1), herpes simplex
collection. For the eight HHV, one positive DNA virus .type 2 (}.ISV'Z)’ Varicella-Zoster virus (VZV)’
result—in plasma andfor CSF nested PCR—was Epstein-Barr virus (EBV), human cytomegalovirus
considered an active HHV infection, whereas the (HCMYV), herpesvirus type 6 (HHV-6), herpesvirus
cocurrence oF tio. GF fiors HHVE 1f the Bams type 7. (HHV-7), and herpes_wrus type 8 (HHV-B)
sample was considered a coinfection. HHV infec- (Kapom.sa?coma [KS] herpesvirus). All herpesvn'usgs
tions were positively detected in 27/52 (51.9%) of have similar molecular structures: they contain
the CSF and in 32/562 (61.5%) of the plasma, differ-

ence not significant, thus nested PCR can be T Declaration of intersst: The suthors have no commercial
p,erforrr!Ed, Ol'! plasma instead of CSF. In conclu- relationship or potential conflict of interest related to this study
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double-stranded DNA and share similar biological
characteristics, including the unique ability to estab-
lish latency and reactivation [Whitley and Gnann,
2002; Meyding-Lamadé and Strank, 2012].

Most HHV are neurotropic and a common cause for
serious, acute, and chronic neurological disease of the
CNS. Each HHV infection produces different clinical
features and imaging abnormalities. Fortunately,
however, many of them can now be treated [Gilden
et al., 2007].

Neurological diseases (e.g., encephalitis, meningi-
tis, myelitis, cerebellitis) occur either during primary
infection or during the course of viral reinfection or
reactivation [Meyding-Lamadé and Strank, 2012].
The most common symptoms and indications of CNS
disease are fever and signs of meningeal irritation,
such as headache, altered consciousness, and seizures
[Shoji et al., 2002].

Because HHV often present varied and non-specific
symptoms, accurate diagnosis is necessary. PCR
analysis of CSF is currently considered the gold
standard [Kleinschidt-DeMasters et al., 2001; Boivin,
2004; Gregoire et al., 2006; Schovoerer et al., 2006;
Vrioni et al., 2007].

A PCR analysis of CSF and plasma has helped in
the diagnoses of viral infections of the CNS [Calvario
et al, 2002], particularly those caused by HHV,
because it allows for the detection of minuscule
quantities of DNA in bedily fluids and tissues.
Negative PCR results have provided evidence con-
trary to herpesviruses as a causative agent [DeBiasi
et al., 2002].

With the goal of substantially increasing the sensi-
tivity and specificity of PCR analysis, this variant of
classical PCR, termed nested PCR, is used to analyze
samples in which very few viral particles are pre-
sumed to be present, such as in CSF and plasma
[Mitchell et al., 1999].

In this study, HHV infections of the CNS were
examined in CSF. Additionally, the efficiency of
laboratory diagnostic methods based on the HHV-
DNA detection using nested PCR of plasma was
evaluated.

MATERIALS AND METHODS
Patients and Samples of Plasma and CSF

This prospective study was approved by the Insti-
tutional Ethics Committee of our Imstitution and
included 52 patients aged from 1 day to 74 years
with suspected CNS disorders who attended in the
emergency room at Unicamp Teaching Hospital,
between January 2008 and April 2012. Both a plasma
and a CSF sample were obtained from each individ-
ual and 832 nested PCR tests were performed (52
CSF x 8 HHV plus 52 plasma x 8 HHV).

The following isolated or combined symptoms were
considered for the hypothesis of nervous system
infection: fever, headache, abdominal pain, seizure,

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv
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alteration in behavior, low levels of consciousness,
mental confusion, motor alteration, neuropathy, par-
esthesia, drowsiness, vomiting, weakness, weight
loss, myoclonia, memory loss, altered vision, and
psychomotor impairment.

Patients underwent blood collection for routine
exams and CSF by lumbar puncture for cytological,
biochemical, and microbiology examination during
the acute phase of their neurological symptoms.
Immunosuppressed patienfs and those with con-
firmed fungal and bacterial infections of the CNS
were excluded from the study. Plasma and CSF were
also sent to the Virus Laboratory of the Faculty of
Medical Sciences, State University of Campinas.
DNA was extracted using commercial kits. Nested
PCR was used to detect active HHV infections in
both plasma and CSF DNA.

In the patients’ samples studied, the criteria for
defining the presence of active HHV infection was a
positive nested PCR result for one of the eight
HHV in plasma and or the CSF. Two or more
positive subtypes of HHV-DNA results in the same
sample either CSF or plasma were considered a
coinfection.

Statistical Methods

The data were analyzed using descriptive statistics
(median and range for continuous variables and
percentages for categorical variables). Sensitivity,
specificity, and positive and negative predictive val-
ues were obtained as previously described [Altman,
1991]. Data for studying the concordance between the
tests were analyzed using the McNemar test. A
P-value of >0.05 indicated concordance between tests.
All statistical analyses were performed using SPSS
16.0 software.

CSF and plasma DNA extraction. DNA was
extracted from 200 uL of CSF using a QIAamp DNA
Blood Mini Kit (Cologne, Germany). The resulting
DNA pellet was eluted in 20 pL of TE-buffer. Plasma
DNA extraction was performed using the same
procedure,

Nested Polymerase Chain Reaction (Nested
PCR)

A primer set for the conserved regions of HSV-1,
HSV-2, VZV, EBV, HCMV, HHV-6 (regions A and B),
HHV-7, and HHV-8 DNA was used. HHV-DNA in
plasma and CSF samples were detected using the
nested PCR technique. The primers used were: for
HSV-1, HSV-2, VZV [Danise et al., 1997]; for EBV
[Cingue et al., 1993]; for HCMV [Ehrnst et al., 1995];
for HHV-6 [Wang et al,, 1996]; for HHV-7 [Yalcin
et al,, 1994] and for HHV-8 [Chan et al., 2000]. The
sizes of the nested PCR amplification products were
138, 101, 266, 209, 167, 195 (HHV-6 type A), 423
(HHV-6 type B), 264, and 213 base pairs, respec-
tively. The same protocol was used to amplify the
human B-globin gene sequence to ensure the quality
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Herpesvirus Detection in CSF and Plasma Samples

TABLE I. Patient Characteristics, Neurological Hypothesis, Positive and Ne;
Nested PCR

gative HHV Infections Detected by CSF

Characteristics

(n=>52)

Age, median years (range)
Sex, male/female (%/%)

23.0 (0.1-74.4 years old)
25/27 (48/52)

Initial clinical hypothesis n (%) Positive monoinfection Positive coinfection Negative infection
Encephalitis 22 (42.3) 4 11 7
Encephalopathy 13 (25) 2 2 . 9
Meningitis 3 (5.8) - 1 2
Meningoencephalitis 3 (5.8) 1 1 1
Seizure 2(3.8) - - 2
Lumbosacral plexopathy 1(1.9) 1 - -
Facial paralysis 1(1.9 - 1 -
Cerebellar syndrome 1(1.9) 1 - -
Mononeuritis 1(1.9) - - 1
Polyneuropathy 1(1.9) - - 1
Multiple sclerosis 1(1.9) 1 - -
Paresthesia 1(1.9) - - 1
Myelitis 1(1.9) - 1 -
Polyradiculoneuropathy 1(1.9) - - 1
TOTAL 52 (100) 10 (19.2) 17 (32.7) 25 (48.1)

of the extracted DNA and to confirm the absence of
inhibitors in plasma and CSF. To avoid contamina-
tion, the following precautions were standardized:
screw-cap tubes were used for all sample prepara-
tions and reaction mixtures. Each step of the exper-
imental procedure (i.e., reaction mixture preparation,
DNA extraction, PCR amplification, and analysis of
PCR products) was performed in a separate room.
Disposable filter tips were used for each sample and
changed for each step of the experimental procedure.
To exclude carryover contamination, at least two
negative controls, including one with no DNA tem-
plate were processed along with the actual samples
in each PCR assay. All fragments amplified by nested

PCR were subsequently sequenced, and the sequence
was confirmed.

RESULTS

Patient characteristics, neurological hypothesis,
positive and negative HHV infections detected by
CSF nested PCR are shown in Table I.

Laboratory findings obtained from all tests in CSF
and plasma were as follows: 59/832 (7%) tests were
positive and 773/832 (93%) tests were negative for all
eight HHV DNA. In relation to CSF tests, 27/416
(6.5%) were positive and 32/416 (7.7%) of the plasma
tests were positive, as shown in Table II.

TABLE II. Laboratory Findings in CSF and Plasma in
Relation to the Numbers of Tests Performed

Positives Negatives Total
Plasma 32 (7.7%) 384 (92.3%) 416
CSF 27 (6.5%) 389 (93.5%) 416
Total 59 (7%) 773 (93%) 832

Among the positive tests, the frequency of virus
found in CSF samples was 55.6% for HCMV, 44.4%
for EBV, 37% for HHV-6, 33.3% for HHV-7, 18.5% for
HSV-1, 11.1% for VZV, and 7.4% for HSV-2.

Correlation Between Nested PCR Tests of CSF
and Plasma

DNA samples extracted from the CSF of neuro-
logical patients were positive in 27/52 (51.9%) for
HHYV infection using nested PCR. Unique HHV-DNA
strand was detected in 10/27 (37%) samples. Detec-
tion of two or more HHV-DNA occurred in 17/27
(63%). In PCR analysis from plasma, the prevalence
of only one HHV subtype was 13/32 (40.7%), whereas
the prevalence of two or more HHV subtypes was 19/
32 (59.3%). Table III and Table IV show virus
identified in the CSF and plasma samples,
respectively,

The sensitivity and specificity values obtained from
the results of nested PCR assay in plasma, using
CSF as the gold standard reference. The sensitivity
was low for HSV-1 and EBV, whereas the positive
predictive value (PPV) was low for HSV-1 and HSV-
2. False positive values from the nested PCR for
HCMYV occurred in five of the 52 samples (9.6%) that
were taken from negative CSF results (Table V).

The nested PCR tests performed on plasma were
found to he in concordance with those performed on
CSF for HHV-2 (P >0.063), HCMV (P> 0.754), and
HHV-6 (P>0.508); however, HHV-2 positive cases
had low PPV.

Only one patient among 27/52 (51.9%), EBV, and
HCMV positive in CSF died after respiratory insuffi-
ciency and sepsis despite the diagnosis of viral
encephalitis and treatment with acyclovir. Four pa-
tients in a total of 25/52 (48%) who were negative for

J. Med. Virol. DOI 10.1002/mv
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5
TABLE V. Comparison Between CSF Nested PCR and Plasma Nested PCR, Using CSF as the Standard Reference
Plasma N-PCR assay
LCR N-PCR assay Positive Negative PPV NPV Specificity Sensitivity
HSV-1
Positive 1 5 16.7% 91.3% 89.4% 20%
Negative 4 42
HSV-2 90% 100%
Positive 2 5 28.6% 100%
Negative 0 45 »
EBV
Positive 5 5 50% 83.3% 87.5% 41.7%
Negativo 7 35 ;
HCMV
Positive 11 6 64.7% 88.6% 83.8% 73.3%
Negative 4 31
-6
Positive T 6 53.8% 92.3% 85.7% 70%
Negative 3 36
HV-7
Positive 5 5 50% 90.5% 88.4% 55.6%
Negative 4 38

PPV, Positivepredictive value; NPV, Negative predictive value; VZV and HHV-8, the test was not applicable.

Concordance between samples was taken from the same patient.

HHV in CSF/plasma died due to: epileptic status,
acute liver failure, and sepsis; epileptic status and
sepsis; septic shock by Staphylococcus aureus, all
initially treated with conventional doses of antiviral
drugs. Another patient died due to malignant cere-
brovascular thrombosis,

EBV-DNA was detected in the CSF in 44.4% (12/
27) and in the plasma 18.5% (5/27); 50% (6/12) had
initial clinical hypothesis of encephalitis and the data
from EEG, TC, and RM were abnormal.

Detection of HHV-DNA in CSF and plasma
paired samples from patients with acute neuro-
logical disease. In total of 52 paired CSF/plasma
samples (one paired sample per patient) were tested.
Positive results were defined as any positive HHV
sample for a given patient. Among the CSF, the DNA
of at least one form of HHV was detected in 10/27
patients (37%). Among the plasma samples, at least
one form of viral DNA was detected in 13/32 patients
(40.6%).

HHYV coinfection was detected in 17/27 (62.9%) of
HHV-positive CSF and in 19/32 (59.3%) of HHV-
positive plasma (Tables III and IV). Table VI shows
results of McNemar test for paired samples.

DISCUSSION

HHV may cause CNS infections during primary
infection or following viral reactivation from a latent
state. Particularly in immunosuppressed patients, an
infection can become life threatening and the early
diagnosis of HHV-associated neurological diseases
should thus have high priority. Clinical presentation
in these patients usually occurs without typical
features, making diagnosis even more challenging
[Meyding-Lamandé and Strank, 2012].

Therefore, general broad testing for different HEV
infections in CSF samples is highly recommended.
PCR analysis to determine viral DNA in CSF has
revolutionized the diagnosis of viral nervous system

TABLE VI. Comparison of HHV Infection Detected With Nested PCR on CSF and Plasma

Positive result Positive result

McNemar Test Fisher test

Herpesvirus CSF (%)"

Plasma (%) (P=0.53) (P>0.05) % Concordance

HSV-1 5 (18.5) 13.7) 1.000* 0.4726 20.0
HSV-2 2(7.4) 2 (7.4) 0.063% 0.0158 100

VIV 3111 0 b NA 0

EBV 12 (44.4) 5 (18.5) 0.774 0.0388 41.6
HCMV 15 (55.6) 11 (40.7) 0.754° 0.0002 73.3
HHV-6 10 (37) 7(25.9) 0.508" 0.0011 70.0
HHV-7 9 (33.3) 5 (18.5) 1.000* 0.0084 55.5
HHV-8 0 1(3.7 & -
TOTAL 56 32

“Binomial distribution used.
CSF: Gold Standard Test. In bold, these HHV showed more accuracy.
Results obtained by using the McNemar test in paired samples.

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv

137



6

infections [Jeffery et al, 1997), particularly those
caused by HHV. Most HHVs are neurotropic and a
common cause for serious, acute, and chronic neuro-
logical diseases of the CNS, which can be mono-
phasie, recurrent, or chronic. Each particular HHV
infection produces different clinical features and
imaging abnormalities and many can now be treated
[Gilden et al., 2007)].

This work shows the frequency of eight HHV
infection in 52 immunocompetent patients with sev-
eral nervous system diseases using nested PCR,
thereby replacing diagnostic uncertainties and avoid-
ing invasive brain biopsy [Schmutzhard, 2001].

After analyzing the relation between active HHV
infections in patients who were suspected of having
HHYV infections of the nervous system and nested
PCR, this study proposed the use of plasma instead
of CSF in HHV-DNA detection in patients with
infectious CNS symptoms.

Nested PCR technique performed in plasma and
CSF made a clear separation between positive and
negative HHV infection. Although the PCR technique
is highly sensitive in nature because of the million-
fold amplification of the genome present in the tested
sample, its exact sensitivity in particular clinical
situations is not known. The detection of viral DNA
in plasma, but not in CSF, may be interpreted as
indicating a precocious infection phase, a hypothesis
that has been verified by other authors [Thorén and
Widell, 1994].

Using primers specific to each of the studied HHV
subtypes, it was possible using molecular methods, to
confirm the presence of viral genetic material in the
samples, verify the frequency of HHV infections
causing encephalitis, and other CSF syndromes and
determine whether there was concordance between
the results obtained from assays performed on DNA
extracted from plasma and those performed on DNA
extracted from CSF.

In this study, 59/832 (7%) samples were identified
as being positive for HHV-DNA and shows that
special attention must be given to both immunosup-
pressed and immunocompetent patients with HHV
infections, particularly in the CNS, to provide ad-
equate treatment and prevent unnecessary hospital-
ization. Another positive aspect of using plasma
instead of CSF to diagnose infections of suspected
viral origins (including other viruses such as enter-
ovirus) is that it saves patients from the unnecessary
CSF collection.

The results show that the values of nested PCR on
plasma can be considered in relation to specificity,
such that truly negative patients can be detected and
empirical treatment can he avoided. The findings
suggested that this test could be used on patients
who may face problems related to the collection of
CSF, even though there were false negative results.
The consequences of this are difficult to assess,
although false reassurance leading to delayed diag-
nosis and treatment.

J. Med. Virol. DOI 10.1002jmv
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HCMYV had a frequency of 28.8% and was the most
prevalent of eight HHV studied, particularly with cases
of initial clinical hypothesis of encephalitis (60%).
HCMV encephalitis in adult non-immunosuppressed
patients has rarely been reported. The highly sensitive
PCR-mediated detection of HCMV DNA in CSF remains
a suitable method for the ante mortem diagnosis of
HCMV-related neurological diseases, as shown in our
and many other laboratories, though the positive PCR
results could not be correlated with an HCMV-associ-
ated CNS disease in a small number of cases. The
clinical significance of these findings remains unclear
and needs further prospective evaluation. A positive
HCMYV PCR result obtained using the CSF of immuno-
competent patients requires careful interpretation
with regard to the individual clinical context
[Prosch et al., 1998].

Despite the important diagnostic role of HCMV
plasma DNAemia, its biological properties are not
fully understood. One hypothesis is that it reflects
active virus replication. Alternately, the high abun-
dance of HCMV leukocjte DNAemia in actively
HCMV-infected patients has led to the hypothesis
that plasma DNAemia may be, at least in part, a
result of peripheral blood lysis. This hypothesis would
imply that for patients with HCMV leukocyte DNAe-
mia, long-term storage of whole blood samples before
separation may cause the release of viral DNA into
the plasma fraction, thus distorting PCR results
[Schafer et al., 2000].

In a study [Calvario et al., 2002] using 320 CSF
samples from 286 patients and 154 serum samples
investigated the detection of viral diseases of the
CNS using the Herpes Consensus PCR test in
association with nested PCR. This study made impor-
tant contributions to the diagnosis of HHV in neuro-
logical diseases by serum nested PCR. In contrast to
many other studies focusing on immunosuppressed
patients, the authors selected a cohort of immuno-
competent patients to compare the concordance be-
tween virus detection in CSF and plasma using
nested PCR. Using a very high number of samples
and kits, which were sufficiently sensitive for the
multiplex detection of six herpesviruses, 15.9% of the
320 CSF samples analyzed were found to be positive.
Of the 154 serum samples, 17 (11%) were positive for
the six herpesviruses studied [Calvario et al., 2002].

Studahl et al, studied the presence of HCMV,
EBV, HHV-6, and HSV in CSF samples obtained
from patients with suspected viral etiology (87% were
immunocompetent) and found an incidence of HHV-
DNA in 10.4% in the CSF [Studahl et al., 2000].
Davies et al.,, 2005 found that 7% (53/753) of CSF
samples for six HHV (HSV-1, HSV-2, VZV, EBYV,
HCMV, HHV-6) had a clinical correlation with CNS
disorders. Other authors showed similar percentages
of positivity in their analyses, including Sghaier
et al,, 2012, who found a positivity of 8.5%.

In this current study, 44.4% EBV was primarily
detected in the CSF compared with plasma (18.5%),
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and 50% of these patients had clinical hypothesis of
encephalitis. CSF PCR has been extremely useful in
the diagnosis of EBV CNS infections [Imai et al.,
1993; Landgren et al., 1994; Studahl et al., 1994; Kaji
and Shoji, 1995; Studahl et al,, 1998, 2000; Fujimoto
et al.,, 2008]. One study used nested PCR to detect
EBV DNA in the CSF of 7.4% of the studied
immunocompetent individuals who presented with
CNS disease of unknown etiology [Portolani et al.,
1998]. Surprisingly, given that seropositivity ap-
proaches 90% in older adults, CSF PCR is not
positive in patients with latent EBV infection, and
false positives rarely occur in EBV-seropositive indi-
viduals who develop non-EBV meningoencephalitis.

In many cases, there was a delay in positive
detection between the CSF and plasma samples, which
may explain the negative plasma PCR results in cases
of transient viremia caused by EBV. Similar results
were found in previous reports; unfortunately, in these
cases, the patients’ material was examined inconsis-
tently [Martelius et al, 2011]. Samples should be
collected on the same day. The time between symptom
onset and sample collection is critical for a successful
viral detection [Abele and Puchhammer-Stickl, 2002),
Positive EBV and HCMV PCR results should, there-
fore, be interpreted with caution. Though EBV and
HCMYV detection may result from the unusual presen-
tation of a CNS viral infection in some cases, it may
represent an epiphenomenon in other cases. EBV and
HCMV detection in CSF may occur either from a
reactivation of the virus caused by concurrent stress
on the host or from latent infection with leukocytes
trafficking into the intrathecal space [Stahl et al.,
2000; Davies et al., 2005].

Quantitative PCR studies have been performed at
some research laboratories, and the determination of
an EBV-DNA copy number may help further distin-
guish true-positive active infections from rare cases
with false-positive results that are related to virus
latency or unusual cases with dual-positive CSF
PCRs [Studahl et al., 2000].

The predictive value of any test depends not only
on its specificity and sensitivity but also on the
pathogen or disease prevalence being tested in a
given population, A good example of this dependence
is the results related to plasma testing for HSV-1 and
HSV-2 in immunocompetent hosts.

Among the family of HHV, only HCMV and, to a
lesser extent, HHV-8 are relevant in transfusion
medicine. Due to neurotropism, HSV types 1 and 2
are considered to be of minor relevance. However,
several reports have offered evidence that a HSV
DNAemia may occur and that HSV may, therefore,
be transmissible by blood products [Juhl et al., 2010].

The detection of human HHV-6 DNA in the CSF
was 37% and may express an inherited integrated
genome and may, thus, not be the cause of CNS
disease [Leong et al, 2007, Ward et al, 2007].
HHV-7 DNA was detected in CSF in 33.3% and was
a cause meningoencephalitis.
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Although various methods for simultaneously iden-
tifying HHV infection have been developed [Cassi-
notti and Siegl, 1998; Wada et al., 2007], nested PCR
with specific primers has been used to detect the
eight viruses of the Herpesviridae family “in house”
without the use of expensive kits for multiplex PCR.

Particularly after entering the body, the virus
multiplies hoth locally and at secondary sites, gener-
ally leading to viremia. In favorable conditions, viral
particles can invade the CNS, despite the cerebral
capillaries, choroid plexuses, or peripheral nerves,
thus causing a variety of elinical and pathological
manifestations, depending on the particular suscepti-
bilities of each wvirus in the CNS cell population
[Calvario et al., 2002],

Documented reports of viral coinfections in immuno-
competent patients, as determined by PCR, have also
been uncommon. In the present study, among the 27
patients who had positive HHV-DNA detected in their
CSF samples, 17 had HHV coinfection, and 11 were
clinically diagnosed with viral encephalitis. In the 11
HHV-infected patients withencephalitis, only one died,
with CNS coinfection (HSV-1, HSV-2, and HCMV)
confirmed by molecular methods. The significance of
HHYV coinfection in the CNS and the associated clinical
manifestations requires further investigation. Further-
more, this study proposes the use of real-time PCR
(qPCR) in the quantification of the viral load found in
infected patients, aiming to ensure the best interpreta-
tion of viral nervous system diseases.
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Na tabela anexada abaixo, apresentamos as descricbes de todos 0s casos

estudados para herpesvirus pela Reacao em Cadeia da Polimerase (n=52).
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N | SEXO | LOCAL | HD | COLETA | NASC. | IDADE | OBITO | DATA OBITO | DIA CAUSA TRAT | COINF
1| M 3 1 | 23/01/2008 | 14/01/1985 | 23 0 2

2 [ m 2 | 2 | 040212008 | 14051977 | 30 0 1

3| F 1 3 | 01/032008 | 12/0411997 | 11 0 1

4| M 3 3 | 14/04/2008 | 06/12/1994 | 13 0 o | o |
5 ™ 1 3 | 11/07/2008 | 20/05/2001 | 7 0 1

6| M 2 | 3 [ 110812008 | 26/01/1962 | 46 0 0

7| F 5| 3 [ 201052008 | 06/09/1961 | 46 0 1

8 | F 3| 3 [ 22052008 | 080412002 | 6 0 0

9| ™ 2 4 [ 15/09/2008 | 14/09/1944 | 64 0 o | o |
10 M 2 | 5 | 02/072008 | 10/01/1968 | 40 0 0

11| F 1 5 | 14/112008 | 23/12/1994 | 13 0 o | o |
2] M 1 3 | 18052008 | 06/092006 | 2 [ 31072008 | 74

13| F 1 3 | 25/11/2008 | 13/01/1999 | 9 0 1 0
14| M 1 6 | 24/11/2008 | 15/06/2003 | 5 0 0 0
15| M 1 6 | 24/11/2008 | 27/03/1996 | 12 0 0 0
16| F 2 3 | 1771112008 | 15/12/1988 | 20 0 3 -
17| F 2 | 7 | 040212009 | 25/05/1954 | 54 0 2

18] M 2 | 8 | 06022009 | 2211211987 | 21 0 0 0
19| F 1 3 | 06/02/2009 | 30/08/1998 | 10 0 0 0
20| F 2 | 9 | 16/022009 | 01/08/1957 | 51 0 0

21 M 5 | 3 [ 27022009 | 120611977 | 31 0 0

2| F 2 | 3 [ 04032009 | 19081965 | 43 0 2

3] M 4 | 3 [ 17032009 | 26/02/2009 | 0,05 0 1 0
4] M 1 5 | 02/04/2009 | 02/05/2007 | 1.9 0 0 0
5| F 3 | 5 | 27/0312009 | 06/04/2007 | 1,9 0 0

26| F 2 |10 | 12052009 | 12/08/1989 | 19 0 0

27| m 2 | 3 | 15/072009 | 06/03/1935 | 74 0 1

28] F 6 | 5 |23072009 | 24082008 | 1 [ 08/11/2009 | 108 1 0
29| F 4| 3 [ 07072009 | 02021996 | 13 0 1 0
0] M 2 | 11 [ 09/09/2009 | 26/01/1943 | 66 0 0 0
31| F 5 3 | 15092009 | 080611943 | 61 [ 01112000 | 47 [CEENGECREN 3 0
2| F 4| 5 [16/092009 | 12021997 | 12 0 0 0
3| F 7 | 12| 18/11/2009 | 11/091980 | 29 0 0 0
4| F 5 | 5 | 03122009 [ 12111940 | 69 0 1 0
Y 5 | 3 | 15122009 | 27/091994 | 23 0 1 0
36| M 5 |5 [16n22009 | 1i07n9m | 3s [ 19122000 | 3 [CSEEE 0 0
37| F 5 | 5 [ 21022008 | 241101955 | 53 0 0 0
8| M 7 |13 [ 01022010 | 131091968 | 41 0 0 0
9| F 2 | 8 [15/03/2010 | 28/09/1985 | 24 0 1 -
0] F 7 | 3 [ 18/02/2010 | 01/05/1990 | 19 0 1

41| F 2 | 5 | 010322010 [ 261101970 | 40 0 0 0
2] m 1 5 | 14/07/2008 | 25/06/2008 | 0,05 0 0 0
B3] F 4 | 14| 21012011 | 05112001 | 9 0 0 0
M 5 | 3 | 141212010 [ 16101961 | 49 0 1 0
45| F 1 3 | 09/02/2011 | 03/08/2007 | 3 0 1 0
46 ™M 2 [ 5 [1022011 | 24101942 | s [ 17022011 | o [N ! 0
7] F 3| 3 [ 14022011 | 140172003 | 8 0 1 0
48| M 2 | 5 [ 14022011 | 2911011982 | 28 0 0 0
| F 2 | 3 | 31082011 [ 20021964 | 47 0 2 0
0] F 6 | 8 | 05122011 | 25/04/2010 | 1 0 1 0
51| M 2 |10 | 120012012 | 111111986 | 25 0 0 0
2] m 7 | 15 | 19/0412012 [ 0210211947 | 64 0 1 0
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CMV
LCR

EBV LCR | CMV So

HSV-3LCR | EBV So

HSV-2 LCR | HSV-3 So
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HSV-1LCR | HSV-2 So

HSV-1 So




EEG TC

IgG

HHV-8§ LCR | PROT | GLIC | PLEO

HHV-7LCR | HHV-8 So

HHV-6 LCR | HHV-7 So
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Baixo nivel consc.

Alt.comportam.

Convulsao

Dor abdominal

Dor de cabeca

RM | Encefalite | Paralisia | Febre

N
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Mioclonia

Perda de peso

Fraqueza

Vomitos

Sonoléncia

Parestesia

Neuropatia

Alt. Motora

N | Conf. mental

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
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Legenda:
Local Coleta

1-Enfermaria pediatrica
2- Neurologia

3- Neuropediatria

4- Pediatria

5- Pronto socorro

6- UTI pediatrica

7- Outros: Medicina Interna, Reumatologia,

Oncologia e Psquiatria

Tratamento

1- aciclovir,

2- ganciclovir,

3- imunoglobulina

4- Aciclovir+ Ganciclovir

Encefalite

0- n&o apresenta encefalite,
1-  1- apresenta encefalite

Hipotése Diagndstica:
(HD)

1-Plexopatia lombossacral

2- Paralisia facial

3- Encefalite

4- Sindrome cerebelar
5- Encefalopatia

6- Eplepsia

7- Mielite

8- Meningoencefalite
9- Meningite

10- Esclerose miltipla
11- Mononeurite

12- Parestesia

13- Polineuropatia

14- Meningite asséptica
15- Polirradiculopatia

Trat = Tratamento
Coinf = coinfecgao



