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Anticorpos Anti-Gangliosideos em Pacientes com
Sindrome de Guillain-Barré Associado
a Infeccao pelo Virus Zika no Brasil

Anti-Ganglioside Antibodies in Patients with Zika Virus Infection-
Associated Guillain-Barré Syndrome in Brazil

Mateus do Rosario'?
IServico de Neurologia do Hospital Santa Izabel; *Universidade do Estado da Bahia;
Salvador, Bahia, Brasil

A infeccdo pelo virus zika estd associada ao desenvolvimento da Sindrome
de Guillain-Barré (SGB), uma doenca autoimune neurolégica causada pelo
reconhecimento imune de gangliosideos e outros componentes nas membranas
das células neuronais. Utilizando ELISA de alto rendimento, analisamos o
perfil de anticorpos anti-glicolipideos, incluindo gangliosideos, de amostras
de plasma de pacientes com infec¢des por zika associadas ou ndo a2 SGB em
Salvador, Bahia, Brasil. Observamos que os pacientes infectados com o zika
virus que desenvolvem SGB apresentam niveis mais altos de anticorpos anti-
gangliosideos quando comparados com pacientes infectados com zika sem
SGB. Também observamos que um amplo repertério de gangliosideos foi
direcionado por auto anticorpos anti IgM e IgG nesses pacientes. Como o virus
zika infecta neurdnios, que contém gangliosideos de membrana, a apresentaciao
antigénica dessas células infectadas pode estimular os autoanticorpos
anti-gangliosideos observados, sugerindo que os autoanticorpos induzidos
diretamente pela infeccdo podem levar ao desenvolvimento de SGB. Nossos
resultados estabelecem, coletivamente, uma ligacdo entre anticorpos anti-
gangliosideos e SGB associado ao zika virus.

Palavras-chave: Zika; Autoanticorpos; Anti-Gangliosideos; Sindrome de
Guillain-Barré.
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Zika virus infection is associated with the development of Guillain-Barré Syndrome
(GBS), a neurological autoimmune disorder caused by immune recognition of
gangliosides and other components at nerve membranes. Using a high-throughput
ELISA, we have analyzed the anti-glycolipid antibody profile, including
gangliosides, of plasma samples from patients with zika infections associated or
not with GBS in Salvador, Brazil. We have observed that zika patients that develop
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GBS present higher levels of anti-ganglioside antibodies when compared to zika
patients without GBS. We also observed that a broad repertoire of gangliosides was
targeted by both IgM and IgG anti-self antibodies in these patients. Since zika virus
infects neurons, which contain membrane gangliosides, antigen presentation of these
infected cells may trigger the observed autoimmune anti-ganglioside antibodies
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suggesting direct infection-induced autoantibodies as a cause leading to GBS development. Collectively, our
results establish a link between anti-ganglioside antibodies and Zika-associated GBS in patients.
Keywords: Zika; Antibodies; Anti-Ganglioside; Guillain-Barré Syndrome.

Introducio

O virus zika é um arbovirus da familia
Flaviviridae, que, como o dengue ¢ o alfavirus
chikungunya sao transmitidos pelo mosquito
Aedes. Embora descoberto em 1947 em
Uganda, o primeiro grande surto de virus zika
foi relatado na Micronésia em 2007,! seguido
pelo surto da Polinésia Francesa em 20142 ¢ o
enorme surto na América Latina em 2015, que
foi relatado pela primeira vez no Brasil e se
espalhou pelas Américas.’ Durante esse surto,
complicacdes alarmantes associadas ao zika,
como microcefalia e Sindrome de Guillain-
Barré (SGB) foram relatadas.*

A SGB ¢ uma neuropatia inflamatoéria e a
causa mais comum de paralisia neuromuscular
no mundo,’ A etiologia da SGB é desconhecida,
mas seu desenvolvimento tem sido altamente
associado a respostas autoimunes poOs-
infecciosas contra gangliosideos nos nervos
periféricos.

Gangliosideos sdo  glicosfingolipideos
encontrados nas membranas neuronais e estao
envolvidos em diferentes fun¢des neuronais.
Anticorpos autoimunes que reconhecem
gangliosideos sdo encontrados em uma grande
proporcao de pacientes com SGB (62%) e
acredita-se que contribuam para a patologia
final, induzindo lesdo axonal mediada por
complemento ¢ desmielinizagdo.® Mimetismo
molecular foi proposto como um mecanismo
provavel de SGB induzido por infec¢do, em
que os anticorpos gerados contra antigenos
microbianos com semelhancas estruturais com
gangliosideos especificos reagem de forma
cruzada com gangliosideos do hospedeiro
nas membranas neuronais. Um exemplo
classico ¢ a SGB associada com infeccao
por Campylobacter jejuni.® O virus zika foi
adicionado a lista de patogenos associados a

SGB devido a alta incidéncia relatada durante
o surto na América Latina de 2015. No
entanto, a SGB associada ao virus zika mostra
anticorpos anti-gangliosideos (anti-GA1l) que
ndo podem ser atribuidos ao mecanismo de
mimetismo molecular,’ tal como descrito pela
infecc¢ao pelo C. jejuni, sugerindo mecanismos
alternativos para a geracdo de autoanticorpos
como resultado da infec¢ao pelo zika.

Em muitos disturbios autoimunes, como
a artrite reumatoide, os autoanticorpos
desempenham um importante papel patologico
no desenvolvimento da doenga. Curiosamente,
o aumento dos niveis de anticorpos IgG contra
o gangliosideo GD3 foram observados em
pacientes com infec¢do aguda por zika sem
manifestacdes neurologicas como SGB.’
Algumas manifestagdes clinicas de SGB foram
associadas aniveis elevados de autoanticorpos,
como anticorpos anti-gangliosideos que podem
atingir os nervos periféricos, mas a associagao
desses anticorpos com a SGB relacionada ao
Zika ainda permanece incerto.

Neste estudo, avaliamos os niveis
de reatividade de anticorpos contra
17  glicolipidios  diferentes, incluindo

principalmente gangliosideos, apresentados
em forma unica e combinada, no plasma
de pacientes infectados com Zika de um
dos locais do surto de 2015 em Salvador,
Bahia, Brasil.” Observamos que os pacientes
com SGB associado ao Zika apresentam
niveis significativamente mais altos de
glicolipideos em comparagcdo com pacientes
infectados com Zika que nao tinham SGB.
Também observamos um amplo repertério de
glicolipidios, incluindo gangliosideos, que
foram alvos de anticorpos IgM e IgG. Em
conjunto, esses resultados estabeleceram uma
ligagdao entre anticorpos anti-gangliosideos e
pacientes com SGB associada ao zika virus.
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Métodos

Desenho do Estudo e Coleta de Amostras

Casos de SGB e encefalite associados a
infec¢ao por arbovirus e infec¢do por zika sem
sintomas neurolégicos foram incluidos em um
estudo de vigilancia em unidades neurologicas
de dois hospitais de referéncia em Salvador,
Bahia, Brasil, de maio de 2015 a abril de 2016,
durante o surto de zika nesta area. A populagao
do estudo era de pacientes com sindrome
neurologica aguda admitidos nos setores de
neurologia dos hospitais participantes. Pacientes
com infec¢des por zika, sem sinais de doenga
neurologica foram recrutados como parte de
um programa de vigilancia para infec¢des por
zika nos mesmos hospitais. Todos os pacientes
com sindromes neuroldgicas foram avaliados
pelo neurologista pesquisador € o diagndstico
de SGB foi estabelecido de acordo com critérios
internacionais. Os critérios de inclusdo foram:
(1) pacientes com sintomas compativeis
com SGB e suas variantes ou encefalite. O
diagnostico de SGB, sindrome de Miller-Fisher
(SMF) e suas diversas variantes; e encefalite
foi pré-determinado por critérios especificos
da doenga; (2) Pacientes que relataram doenga
exantematosa aguda ou febre nas 4 semanas antes
do inicio dos sintomas neurologicos. Estudos
de eletromiografia e conducao nervosa foram
realizados em pacientes com SGB.

Analise Sorolégica

A deteccao de anticorpos IgG anti-zika,
anti-chikungunya e anti-dengue especificos e
os anticorpos IgM dengue e anti-chikungunya
foram realizados usando ELISA (Euroimmun,
Liiberg, Alemanha), de acordo com o protocolo
do fabricante. ELISA de captura de anticorpos
IgM (MAC-ELISA), fornecido pela Divisao
de Coleta de Referéncia de Arbovirus do
CDC foi utilizado de acordo com o protocolo
estabelecido. Detecgdo de RNA para o zika,
chikungunya e dengue foram realizados por
PCR por transcriptase reversa segundo métodos

publicados. Amostras de pacientes positivas
por neutralizacdo da reducao da placa do zika
(PRNT) e / ou positivo para zika IgM e negativo
para dengue IgM por ELISA (CDC) considerado
positivo para a infecgao pelo zika. O paciente 11
foi considerado positivo para infec¢ao por zika
porque mostrou IgG positivo para o zika e IgG
negativo para a dengue. Somente no paciente
15, que positivou para IgG para zika e dengue,
a reacdo cruzada nao poderia ser descartada. A
infeccdo pelo zika foi considerada aguda quando
as amostras eram positivas para o RNA do
zika por RT-PCR, e/ou zika IgM (por ELISA).
Amostras biologicas, incluindo sangue, foram
coletadas apos admissao no hospital ou 4 meses
apo6s o inicio dos sintomas, quando indicado. O
gerenciamento de dados foi realizado usando o
REDCap 6.18.1 - 2018 Vanderbilt University.

Gangliosideo Gliosideo
Os lipidios utilizados foram: esfingomielina

(SPM), fosfatidilserina (PS), sulfato (SULF),
globosideo(GS), tri-hexosilceramida(acidograxo
CTH-hidroxi), (THCH), Tri-hexosilceramida
(acido graxo nao hidroxi-CTH) (THCHN),
galactocerebrosideo (GALC) e os gangliosideos
GM1, GM2, GM3, GA1, GDI1A, GDI1B, GD2,
GD3, GT1Be GQIB.

Cinco amostras diferentes de plasma (9b,
10a, 11, 14 e 16) de pacientes com SGB foram
testados com cinco glicolipidios escolhidos
aleatoriamente (SPM, GS, GM1, GD3 e SULF).

Resultados

A SGB relacionada ao zika ¢ uma das
complicagdes mais graves associadas a esta
infecc¢do. Nosso principal objetivo neste estudo ¢
comparar a prevaléncia e as especificidades dos
anticorpos anti-gangliosideos em uma coorte de
pacientes com SGB associados ao zika (n=7) em
comparagao com os infectados pelo zikasem SGB
(n=8). Entre estes, alguns pacientes apresentaram
encefalite (n=3) ou foram infectados pelo zika
sem sintomas neuroldgicos na fase aguda (n=3)
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ou 4 meses apds o inicio dos sintomas (n=2).
A mediana de dias entre o inicio dos sintomas
virais € o inicio dos sintomas neuroldgicos
foram de 10 dias para os pacientes com SGB
associada ao zika.

Anticorpos  Anti-
com SGB

Forte Resposta de
Gangliosideos em Pacientes
Associada ao Zika

Foram analisadas a reatividade contra
17 lipidios, principalmente glicolipidios,
incluindo gangliosideos descritos como
associados a SGB, sozinhos ou em 139
combinag¢des em duplas. Primeiro, realizamos
uma analise geral de todos os pacientes
para determinar os niveis de reatividade
gangliosidica em seu plasmausandoum ELISA
de alto rendimento para detectar anticorpos
IgM e IgG anti-gangliosideos. Esses ensaios
mostraram reatividade anti-gangliosideos
aumentada no plasma de pacientes com
SGB associada ao zika em comparagcdo com
pacientes com zika sem SGB (Figura 1A-1C).
Coletivamente, esses resultados mostraram
uma resposta aumentada de anticorpos
gangliosideos no plasma de pacientes com
SGB associada ao zika em comparagcdo com
os controles.

Além disso, analisamos uma amostra de um
paciente de SGB de etiologia desconhecida
que tinha testes negativos para infecgdes por
zika, dengue e chikungunya, e este mostrou um
perfil semelhante aos pacientes zika-SGB.

Também analisamos o plasma de dois
pacientes com SGB com infec¢do ativa pelo
virus chikungunya (IgM+) e infeccdo prévia
pelo zika (IgG+). O plasma desses pacientes nao
apresentou forte reatividade contra gangliosideos,
em contraste com pacientes zika-SGB.

Ampla Especificidade de Gangliosideos no
Plasma de Pacientes com Zika-SGB

Dissecamos ainda os padrdes de reatividade
anti-gangliosideos observados em pacientes
infectados pelo zika com ou sem SGB. Uma

analise detalhada da reatividade antigénica
mostrou que os pacientes que desenvolveram a
SGBreconheceramumnumerosignificativamente
maior de antigenos (gangliosideo isolado ou
combinado) em comparag¢do com pacientes sem
SGB (Figura 2A). O maior numero de antigenos
reconhecido foi encontrado em um paciente com
SGB que reagiu significativamente a mais de 100
diferentes gangliosideos isolados/combinagdes,
enquanto todos os pacientes nao-SGB reagiram
significativamente contra 2 ou menos antigenos.
Quando analisamos quais  gangliosideos
especificos tinham uma reatividade aumentada
nos pacientes infectados com zika (em forma
unica ou combinada), observamos uma ampla
reatividade a diferentes gangliosideos e outros
glicolipidios (Figura 2B). Esses resultados
sugerem uma ampla resposta aos anticorpos
anti-gangliosideos em pacientes zika-SGB,
independente de combinacgdes.

Isotipos de Anticorpos na Resposta Anti-

Gangliosidica em Paciente Zika-SGB Altamente

Responsivos
Nosso rastreamento inicial de reatividade

anti-gangliosideos avaliou a presenga total de
anti IgM/IgG no plasma dos pacientes zika-
SGB. Analisamos ainda as amostras para validar
as respostas observadas em seis pacientes
altamente responsivos, do grupo zika-SGB.
Também dissecamos essa resposta determinando
as reatividades IgM e IgG separadamente. Os
resultados destes ensaios mostraram altos niveis
de anti-gangliosideos IgM e IgG nos plasmas
desses pacientes comparados aos plasmas de
controle. Além disso, esses ensaios validaram a
forte e ampla reatividade do plasma de paciente
com zika-SGB contra um alto nimero de
gangliosideos (Figura 2). Coletivamente, esses
resultados confirmam a presenca de anticorpos
anti-gangliosideos IgM e IgG no plasma de
pacientes com zika-SGB. Nossos achados
demonstram ampla reatividade a glicolipideos
com respostas mais fortes a gangliosideos
especificos.

www.revistacientifica.hospitalsantaizabel.org.br



250 Roséario, M Rev. Cient. HSI 2019;3(4)

Figura 1. Reatividade de amostras de plasma de pacientes com zika com ou sem SGB.
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(a) Mapa de calor da reatividade do anticorpo alipidios unicos e combinag¢des lipidicas. Resultados do plasma de pacientes
com zika ndo complicado (aguda (I: pacientes 1 a 3) ou 4 meses ap6s o inicio dos sintomas (II: pacientes 4-5), com
infecgdo por zika e encefalite (III: pacientes 6-8), com infec¢do por zika e SGB (pacientes 9 a 15; a e b indicam diferentes
momentos da amostragem para o mesmo paciente) ou com SGB de etiologia ndo identificada (paciente 16). Lipidios
antigénicos utilizados: esfingomielina (SPM), fosfatidilserina (PS), sulfato (SULF), globosideo (GS), tri-hexosilceramida
(acido graxo CTH-hidroxi) (THCH), tri-hexosilceramida (CTH) acido graxo nédo hidroxi) (THCHN), galactocerebrosideo
(GALC) e os gangliosideos GM1, GM2, GM3, GA1, GD1A, GD1B, GD2, GD3, GT1B ¢ GQIB.

(b) Média dos valores de reatividade para todos os lipidios € combinagdes em amostras depacientes com zika com ou sem SGB.
Amostras de plasma de pacientes com zika agudo ndo complicado (preto4 meses apoés o inicio dos sintomas de uma infecgéo pelo
zika (circulos azuis), zika com encefalite (circulos vermelhos) e zika com SGB (quadrados pretos). Uma amostra de plasma de um
paciente com SGB, mas sem infecc¢éo por zika (ndo identificadactiologia) (quadrado verde) ndo foi considerado na média.

(c) Média dos valores de reatividade para cada lipideo e combinagdo lipideos em amostras de pacientes com zika com ou sem
SGB. Os dados sdo expressos como valores de RU. p < 0,05,p < 0,01, p <0,001, p <0,0001, quando os grupos sdo comparados
entre si pelo teste t ndo-pareado.
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Figura 2. Analise antigénica da reatividade do plasma de pacientes com zika com ou sem SGB.
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(a) Reatividade paraglicolipidios, apresentados de forma unica ou combinada, das amostras de plasma de pacientes com
zika (identificadas de 1 a 15; a eb indicam diferentes momentos no tempo de amostragem para 0 mesmo paciente).
Paciente com SGB de etiologia desconhecida (16) estda marcado com um retangulo vermelho. Os dados sdo apresentados
como numero de lipidios Unicos ou combina¢des que foram reconhecidos poramostras de plasma de cada paciente. (b)
Reatividade para glicolipidios inicos em amostras de plasma de pacientes com SGB associados ao zika (n=9) Uma amostra
foi considerada positiva se seu valor fosse superior a média mais 3 trés vezes o padrdodesvio dos valores obtidos para as
oito amostras de pacientes com zika sem SGB.
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Discussao

Embora a infeccdo pelo virus zika ter sido
implicada no desenvolvimento de SGB, pouco
se sabe sobre a patogénese dessa sindrome.
Autoanticorpos diferentes foram identificados
como mediadores de diversos distirbios
autoimunes, como anticorpos antinucleares no
Lupus eritematoso. De fato, a SGB ¢ considerada
uma sindrome autoimune devido a destruicao
imune de componentes nervosos periféricos,
como gangliosideos.®*’ A geracdo de anticorpos
anti-gangliosideos e outros autoanticorpos foram
descritas em SGB induzida por infeccdo, tais
como a uma classica SGB induzida pela bactéria
C. jejuni.®

Como os autoanticorpos anti-gangliosideos
estdo implicados na patogénese da SGB,
procurou-se determinar se os anticorpos anti-
gangliosideos estavam aumentados em pacientes
zika-SGB em oposicdo aos controles infectados
com zika com doenga mais limitada.

Nossos resultados iniciais mostraram uma
ampla e potente reatividade contra 17 diferentes
gangliosideos (isolados ou em combinagdo)
mais frequentemente encontrados em pacientes
zika-SGB. Esses anti-gangliosideos eram ambos
os isotipos IgM e IgG. Os anti-gangliosideos
IgG e IgM tém papeis patoldgicos sugeridos em
SGB induzidos por infec¢do ndo relacionados ao
zika.

Além do virus zika, outras infecgdes por
arbovirus, como dengue e chikungunya, também
podem levar a autoimunidade e problemas
neuroldgicos como a SGB.

Também avaliamos o plasma de dois
pacientes com SGB com infeccao ativa pelo virus
chikungunya e infec¢do prévia pelo zika (IgG+).
Quando avaliamos o plasma desses pacientes
quanto a reatividade aos gangliosideos, nossos
resultados demonstraram niveis de anticorpos
anti-gangliosideos significativamente menores
que os pacientes com SGB com infeccdo ativa
por zika. E possivel que os anticorpos anti-
gangliosideos na circulagdo induzidos durante
uma infec¢do por zika diminuam ao longo do

tempo € nao estejam mais presentes nesses
pacientes. O papel de uma infec¢ao ativa por
chikungunya nao ¢ claro.

Osresultados sugerem que, emumsubconjunto
menor de pacientes infectados, a infecgdo pelo
zika causa danos neuronais que desencadeia
uma resposta autoimune de anticorpos contra
antigenos gangliosideos derivados de neurdnios,
0 que contribui para a patogénese da SGB.
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