o"’bew R= %‘os

/\\{, ‘%\| UNIVERSIDADE FEDE~RAL DO AMAZONAS - UEAM

K ﬂ PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE - PPGCIS
Ot

MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

ANALISE DO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO NAS MANIFESTACOES
NEUROLOGICAS DE PACIENTES ADULTOS INFECTADOS PELO HIV

SABRINA ARAUJO DE MELO

MANAUS-AM
2022



SABRINA ARAUJO DE MELO

ANALISE DO LiQUIDO CEFALORRAQUIDIANO NAS MANIFESTACOES
NEUROLOGICAS DE PACIENTES ADULTOS INFECTADOS PELO HIV

Dissertacao apresentada ao Programa de PG4s
Graduacdo em Ciéncias da Saude da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Amazonas como
requisito final para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude.

Orientadora: Dra. Michele de Souza Bastos Barrionuevo
Coorientadora: Dra. Taynna Vernalha Rocha Almeida

MANAUS-AM
2022



Ficha Catalografica

Ficha catalogréfica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a)
autor(a).

Melo, Sabrina Araujo de
M528a Andlise do liquido cefalorraquidiano nas manifestacées
neurolégicas de pacientes adultos infectados pelo HIV / Sabrina
Araujo de Melo . 2022
121 f.:il.; 31 cm.

Orientadora: Michele de Souza Bastos Barrionuevo

Coorientadora: Taynna Vernalha Rocha Almeida

Dissertacao (Mestrado em Ciéncias da Saude) - Universidade
Federal do Amazonas.

1. hiv/aids. 2. Manifesta¢des neurolégicas. 3. Infeccdes
oportunistas . 4. Liquido cefalorraquidiano. I. Barrionuevo, Michele
de Souza Bastos. II. Universidade Federal do Amazonas lll. Titulo




DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais, Rildo Melo e Luzia Araujo por sempre acreditarem em
mim e apoiarem a realizagdo desse sonho. A minha irma Lohanna Melo e meu namorado
Mauricio Duarte pelo apoio incondicional em todos os momentos dessa caminhada. Dedico
também a todas as pessoas que vivem com HIV/AIDS.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida, protecdo, ensinamentos e sabedoria no decorrer desse

caminho.

Aos meus pais, Rildo Melo e Luzia Aradjo que nunca mediram esfor¢cos para me
ajudar a conquistar tudo o que ja conquistei. Por sempre me fazerem acreditar
que é possivel alcancar um sonho mesmo diante de tantas dificuldades, por me
mostrarem que a educacdo € o melhor caminho e, acima de tudo, por me

apoiarem e amarem incondicionalmente. Amo vocés!

A minha amada irma, Lohanna Melo, que nos momentos mais dificeis esteve
sempre ao meu lado me dando forcas e apoio emocional. Por todas as vezes
gue me abracou quando chorei e quis desistir, por todas as palavras que me
fortaleceram, pela companhia diéria e paciéncia. Amo-te, irmé! Ao meu cunhado,

Gustavo Correia por todo apoio e incentivo.

Ao meu companheiro de vida, Mauricio Duarte, por todo apoio e compreensao
em todos os momentos dessa caminhada. Por ser paciente e me fortalecer

diariamente com palavras de incentivo e por todo amor e carinho. Amo vocé!

Aos meus amigos, Luiz Carlos Marques, Marcia Lorena Silva, Eveny Marinho,
Sérgio Pinto e Ewerton Ferreira pela amizade, por todo o apoio e

companheirismo.

A minha querida orientadora. Dra. Michele Bastos, por me acolher, orientar e
confiar no meu trabalho. Pelos ensinamentos cientificos transmitidos e por todas
as conversas e conselhos que mudaram minha forma de enxergar o mundo e

contribuiram para o meu crescimento profissional e pessoal.

A minha querida coorientadora. Dra. Taynna Vernalha, pela orientacéo e apoio.

Por sempre acreditar no meu potencial e me incentivar a ir além.



A Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), em
especial a Geréncia de Bacteriologia e LENRESB por toda a estrutura
disponibilizada para realizacdo deste trabalho. A querida Dra. Rossicléia Lins,

pelo acolhimento e ensinamentos.

A Geréncia de Carga Viral da FMT/HVD, em especial a Dra. Yonne Francis e

Reinan Brotas pela parceira. Vocés foram essenciais.

Aos colegas e funcionarios da Bacteriologia pela companhia e bons momentos.

Ao Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias da Saude da Universidade Federal
do Amazonas (PPGCIS/UFAM) e POSGRAD.

Ao Programa Nacional de Cooperacdo Académica na Amazbnia
(PROCAD/CAPES). Em especial ao Dr. Luiz Ferreira de Lima e Dra. Monique

Freire por todo apoio financeiro.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM) pelo

fomento da bolsa.

A todos, minha eterna gratidao!



EPIGRAFE

“O sucesso nasce do querer, da determinacao e persisténcia em se chegar a um
objetivo. Mesmo ndo atingindo o alvo, quem busca e vence obstaculos, no minimo fara
coisas admiraveis”.

(José de Alencar)



RESUMO

As infeccdes oportunistas sdo as principais causas de morbimortalidade em
PVHA quando comparado a outras causas como O cancer. Pessoas com
HIV/AIDS que ndo sdo adequadamente tratadas com terapia antirretroviral
desenvolvem disturbios neurolégicos associados ao HIV. Entre 40% e 70% dos
pacientes com AIDS sofrem de complicacfes neurologicas, que tém um impacto
significativo na capacidade funcional e na qualidade de vida. O sistema nervoso
central € um dos principais alvos da replicacdo do HIV, e o segundo local mais
comum onde se observam manifestacées clinicas graves. O objetivo do estudo
foi examinar o liquido cefalorraquidiano de pacientes com HIV com
manifestacbes neuroldgicas em um hospital de referéncia em doencas
infecciosas da cidade de Manaus, Amazonas. Trata-se de um estudo descritivo,
observacional, retrospectivo, que investigou o liquido cefalorraquidiano de
pacientes maiores de 18 anos que evoluiram com manifestacdes
neuroldgicas. O diagndstico molecular foi utilizado para a deteccdo de virus da
familia Herpesviridae, virus JC, virus BK, Toxoplasma gondii, HTLV-1 e HTLV-2
e HIV. Noventa (36,7%) das 245 amostras de liquido cefalorraquidiano de
pacientes com manifestacées neuroldgicas de PVHA continham patégenos,
entre eles Cryptococcus sp. (7,7%), EBV (5,3%), CMV, VZV e JCV (4,0%
cada). HSV-1 e Mycobacterium tuberculosis foram encontrados em (0,8%) das
amostras, HSV-2 e BKV em (0,4%) amostras. Sete pacientes (18,5%)
apresentaram coinfeccdo com dois patégenos. O DNA de T. gondii foi
confirmado em 22 (30,5%) amostras, sendo o patégeno mais frequentemente
detectado. O RNA do HIV foi detectado em 68,8% (93/135) das amostras de
liguido cefalorraquidiano. A presenca de patdgenos oportunistas foi detectada
em 36,7% das amostras de pessoas com manifestacdes neuroldgicas infectadas
pelo HIV. T. gondii é o agente oportunista mais comum entre 0s patdogenos
detectados, e os herpesvirus sdo importantes causas de alteracdes no perfil do
LCR nesses pacientes. Existe uma baixa correlacdo positiva entre o nivel de
RNA do HIV no LCR e o plasma no grupo de pacientes do estudo. Apesar do
uso da terapia antirretroviral, infecc6es oportunistas do sistema nervoso central
ainda sdo comuns nessa populacao.

Palavras chaves: HIV/AIDS; manifestacdes neuroldgicas; infeccbes oportunistas;
liquido cefalorraquidiano.



ABSTRACT

When compared to other causes of morbidity and mortality, such as cancer,
opportunistic infections are the main causes of morbidity and mortality in people
with HIV. People with HIV/AIDS who are not adequately treated with antiretroviral
therapy develop neurological disorders associated with HIV. Between 40% and
70% of AIDS patients suffer from neurological complications, which have a
significant impact on functional capacity and quality of life. The central nervous
system is one of the main targets of HIV replication, and the second most
common site where severe clinical manifestations are observed. The study's aim
was to examine the cerebrospinal fluid of HIV patients with neurological
manifestations at a reference hospital in infectious diseases in the city of Manaus,
Amazonas. This is a descriptive, observational, retrospective study that
investigated the cerebrospinal fluid of 18-year-old patients who evolved with
neurological manifestations. Molecular diagnosis was used for the detection of
viruses from the family Herpesviridae, JC virus, BK virus, Toxoplasma gondii,
HTLV-1 and HTLV-2, and HIV. Ninety (36.7%) of the 245 cerebrospinal fluid
samples from patients with neurological manifestations of PLWHA were found to
contain pathogens, among them Cryptococcus sp. (7.7%), EBV (5.3%), CMV,
VZV and JCV (4.0% each). HSV-1 and Mycobacterium tuberculosis were found
in (0.8%) of samples, HSV-2 and BKV in (0.4%) samples. Seven patients (18.5%)
had coinfection with two pathogens. T. gondii DNA was confirmed in 22 (30.5%)
samples, being the most frequently detected pathogen. HIV RNA was detected
in 68.8% (93/135) of the cerebrospinal fluid samples. The presence of
opportunistic pathogens was detected in 36.7% of samples from people with
neurological manifestations who are infected with HIV. T. gondii is the most
common opportunistic agent among pathogens detected in these patients, and
herpesviruses are important causes of changes in the CSF profile in these
patients. There is a low positive correlation between the level of HIV RNA in CSF
and plasma in our study group of patients. Despite the use of antiretroviral
therapy, opportunistic central nervous system infections are still common in this
population.

Keywords: HIV/AIDS; neurological manifestations; opportunistic infections;
cerebrospinal fluid.
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1. INTRODUCAO

A Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) foi relatada pela
primeira vez no inicio da década de 80, quando houve aumento significativo de
casos de infeccbes oportunistas de origem desconhecida que afetavam
principalmente homens que fazem sexo com homens (HSH) (MALDONADO et
al., 2015). Desde sua descoberta, a AIDS se espalhou pelo mundo tornando-se
um dos maiores problemas de saude das ultimas décadas. O Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) é um retrovirus que causa altas taxas de
infeccdo e o desenvolvimento da AIDS. O HIV foi identificado como o agente
causador da AIDS em 1983, pertence a familia Retroviridae, género Lentivirus,
possui relevante variabilidade genética. Dois virus sdo conhecidos: HIV-1 e HIV-
2 (International Commitee on Taxonomy of Viruses - ICTV). Ambos os tipos
causam a AIDS, sendo o HIV-1 o mais comum (MELHUISH; LEWTHWAITE,
2018).

Desde sua descoberta o HIV tornou-se um problema de saude publica
mundial com altas taxas de mortalidade e morbidade devido a imunodepresséao
causada nos individuos e consequente surgimento de infeccfes oportunistas
(I0s) que comprometem o curso natural da doenca e a vida (PANG et al., 2018).
Dados demonstraram que cerca de 84,2 milhdes de individuos foram infectados
pelo HIV desde o inicio da epidemia. Atualmente, estima-se que
aproximadamente 38,4 milhdes de pessoas no mundo vivem com HIV (UNAIDS,
2021). A literatura afirma que a ocorréncia de 10s é a principal causa de
morbimortalidade em individuos infectados pelo HIV quando comparado a outras
causas como o cancer (CHAKRABORTY; RAHMAN; SAHA, 2011). Relata ainda
gue mais da metade das pessoas vivendo com HIV/Aids (PVHA) que ndo sdo
efetivamente tratados com a Terapia Antirretroviral (TARV) desenvolvem
distarbios neurolégicos associados ao HIV, o que por sua vez, proporciona
aumento da morbidade, indicando que o comprometimento neurocognitivo e a
depressdo podem estar associados ao mal progndstico e a piores taxas de
sobrevida (BRODT et al., 1997; MATINELLA et al., 2015).

A TARV diminuiu significativamente a progressdo da infeccdo e

desenvolvimento de doencas, no entanto, manifestacbes e complicagbes
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neurolégicas permanecem frequentes em PVHA. As complicagfes neuroldgicas
ocorrem entre 40% e 70% dos pacientes com AIDS e tém impacto significativo
na capacidade funcional e qualidade de vida (CHRISTO, 2010; PARUK;
BHIGJEE, 2021). O Sistema Nervoso Central (SNC) é um dos principais alvos
de replicagcdo do HIV, e o segundo local mais comum onde se observam
manifestacdes clinicas de maior gravidade. De acordo com a literatura, isso pode
ser explicado devido ao HIV ser neurotrépico, e o SNC um santuario para a
replicacdo viral devido a baixa penetracéo de antirretrovirais. (CHRISTO, 2010).

O desenvolvimento de manifesta¢cdes neurologicas em PVHA geralmente
é uma caracteristica da existéncia de condicbes graves (GUZMAN-DE-
VILLORIA; FERNANDEZ-GARCIA; BORREGO-RUIZ, 2017). Dentre essas
condi¢cdes destacam-se as sindromes primarias: polineuropatia e miopatia;
infeccdes oportunistas: encefalite por Toxoplasma gondii e Citomegalovirus,
meningite por Cryptococcus, leucoencefalopatia multifocal progressiva e linfoma
primario do sistema nervoso central; condi¢cdes inflamatdrias: neuropatia
desmielinizante adquirida e meningite asséptica; além destas, tem-se TARV
(BACELLAR et al., 1994; THAKUR et al., 2019).

A Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-
HVD) € um centro de referéncia para o atendimento de pacientes HIV/Aids no
Amazonas. Dessa forma, o estabelecimento de um fluxo para monitoramento
das infec¢des neuroldgicas contribuird com dados importantes sobre a condi¢ao
neuroldgica destes pacientes, assim como a relacéo das infec¢des oportunistas
(patégenos infecciosos) e a presenca do préoprio HIV no sistema nervoso
(infecc@o primaria) repercutindo positivamente sobre as agfes e condutas
clinicas. Adicionalmente, o monitoramento da etiologia, da dispersao e do
comportamento das doencas neurolégicas nesses pacientes, pode atuar como
determinante para o desenvolvimento de politicas regionalizadas para
prevencao e controle deste agravo, impactando na melhoria das acdes de saude
para esta populacéo afetada, reduzindo a letalidade (curto prazo) e sequelas da
doenca (médio e longo prazos), diminuindo custos com hospitalizacdo, exames

complementares e reabilitagcéo.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Sistema Nervoso Central

O Sistema Nervoso Central (SNC) € um complexo sistema formado pelo
encéfalo e medula espinhal, responsavel por coordenar diversas funcdes
organicas, sensoriais e motoras. E envolvido por trés membranas denominadas
de meninges, as quais fornecem uma camada protetora para o tecido mole
neural e suas adjacéncias, fixam o parénquima do SNC ao cranio ou a coluna
vertebral (BORON, 2015). As meninges sdo compostas por trés camadas, a
membrana externa € chamada de dura-mater, que forma um envelope protetor
externo em volta do SNC; a intermediaria aracnoide é composta por camadas de
células ligadas entre si por juncdes oclusivas; e membrana interna e mais
delicada é chamada de pia-méater, fina camada de células do tecido conjuntivo
gue esté situada na superficie do SNC e recobre os vasos sanguineos. Entre as
membranas aracnoide e a pia-mater ha o espaco subaracnoideo que €
preenchido por um liquido que desempenha diversas fun¢cdes no SNC
(DASGUPTA; JEONG, 2019).

O Liquido cefalorraquidiano (LCR) é um fluido limpido e aquoso. Preenche
as cavidades ventriculares do SNC formando uma fina camada externa em volta
do encéfalo e da medula espinhal, no espaco subaracnoideo. O LCR é secretado
no encéfalo por uma estrutura epitelial altamente vascularizada denominado
plexo coroide, ao circular atinge locais no espaco subaracnéideo onde é drenado
para o sistema sanguineo venoso (BORON, 2015). O LCR desempenha diversas
funcdes no SNC, como a manutencdo da homeostase metabdlica, protecdo e
regulacdo da presséo intracraniana, fornecimento de nutrientes, moléculas de
sinalizacao e eliminacédo de subprodutos toxicos do cérebro (TUMANI; HUSS;
BACHHUBER, 2017).
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Figura 01: Esquema estrutural das meninges cerebrais.
Fonte: BioRender.com (Adaptado).

2.2 Barreiras Neurais

O SNC é uma estrutura extremamente delicada e sensivel a alteracfes
homeostéticas, sendo protegido fisicamente de lesGes por estruturas ésseas
como vértebras e cranio, e envolto pelas meninges que circundam o LCR. As
funcbes complexas do SNC dependem de diversos mecanismos homeostéaticos
que regulam a composicao idnica do fluido intersticial que envolve os neurbnios
no parénguima cerebral. Essa regulacdo homeostatica é sustentada por duas
barreiras celulares que isolam o SNC da circulagcdo sistémica, sendo
denominadas de Barreira Hematoencefalica (BHE) e Barreira Hematoliquorica
(BHL). Essas barreiras por sua vez, protegem o cérebro de alteracdes na
composicao sanguinea, exercem fungdes vitais na troca de nutrientes e remocéao
de metabdlitos e, protegem o SNC da invasdo de patdégenos provenientes da

circulacdo sanguinea (DANDO et al., 2014).

2.2.1 Barreira hematoenceféalica

A barreira hematoencefalica (BHE) foi descrita pela primeira vez por
Ehrlich ha mais de 100 anos (REINHOLD; RITTNER, 2017) . Desde entéo, a
BHE tornou-se uma importante ferramenta de estudos para a compreensao de

varios mecanismos do funcionamento do SNC e suas adjacéncias. A BHE é uma
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estrutura altamente complexa e dindmica formada por células endoteliais
microvasculares que revestem os capilares cerebrais que penetram no cérebro
e medula espinhal. Desempenha papel essencial no controle e efluxo de
substancias biologicas necessarias ao funcionamento e atividades metabdlicas
do cérebro, assim como na protecdo do parénquima cerebral de agentes
provenientes da circulacdo sanguinea, e atua como obstaculo a entrada de
drogas e outros compostos exdégenos no SNC (KADRY; NOORANI; CUCULLO,
2020).

A BHE é o principal meio de acesso para o SNC sendo essencial para a
manutencdo de sua homeostase, que por sua vez é controlada pela regulacdo
do transporte de moléculas entre 0 espaco extra cerebral e intracerebral que
impede a entrada de células, componentes plasmaticos e patdgenos. Essa
regulacao surge da unido de células conhecidas como Unidade Neurovascular
(NVU) formada por células endoteliais, pericitos e astrocitos, que trabalham em
conjunto para manter o cérebro funcionando de forma adequada (ALAHMARI,
2021).

A estabilidade da BHE pode ser afetada por danos diretos ou alteracdes
patolégicas subsequentes, seja por processos inflamatérios, peroxidacao
lipidica, excito toxicidade ou anormalidades metabdlicas. Os mecanismos para
a ruptura da BHE incluem danos diretos a NVU e ma permeabilidade, o que
ocasiona uma abertura irreversivel da BHE devido a morte de células. A quebra
da BHE ocasiona a desregulacéo ibnica, edema, e neuroinflamacédo, que pode
levar ao comprometimento da funcéo de células neuronais, aumento da pressao
intracraniana e degradacgdo celular. Pode ocorrer ainda o extravasamento de
fluidos intravascular e infiltracao de células imunoldgicas, patdgenos e moléculas
exdgenas do espaco extravascular para o parénquima cerebral causando
inflamacédo local e processos patologicos ao SNC (ALAHMARI, 2021;
DANEMAN; PRAT. 2015).
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Figura 02: Esquema da estrutura da Barreira hematoencefélica.
Fonte: BioRender.com (Adaptado).

2.2.2 Barreira hematoliquorica

A barreira hematoliquérica (BHL) é formada pelas células epiteliais do
plexo coroide, que esta situado nos ventriculos cerebrais, principal local de
producdo do LCR. A funcéo destas células é mantida por juncdes de oclusao na
superficie e pela expressao de sistemas de transporte, a qual permite passagem
de agua, ions e nutrientes para dentro do LCR. Semelhante a BHE, a BHL atua
protegendo o SNC e ajudando a manter a homeostase, entretanto, as células
epiteliais coroides da BHL também secretam LCR do plexo coroide para o
sistema ventricular. Assim, o plexo coroide da BHL pode ser mais vulneravel a
penetracdo por microrganismo via mecanismos paracelulares (DANDO et al.,
2014).

A disfuncdo dessas barreiras abre portas para entrada de diferentes
patégenos que provocam infeccdes e patologias neuroldgicas graves causadas
principalmente por bactérias, protozoérios e virus. As infec¢des ocasionadas por
virus no SNC representam um importante problema de saude publica devido a
gravidade e alta incidéncia, sobretudo em PVHA. Na maioria dos casos ocorre o
desenvolvimento de meningites, encefalites, meningoencefalites e mielites
(DOMINGUEZ-GIL et al., 2020).
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2.3 Doencas Neurolégicas

2.3.1 Meningite

A meningite, caracterizada pela inflamacdo das meninges em resposta a
infeccdo ou agentes exdgenos € a principal sindrome infecciosa que afeta o
SNC. E frequentemente associada a patdgenos virais e bacterianos, mas pode
ser originada de causas nao infecciosas. Pode ser classificada em meningite
bacteriana, asséptica e viral de acordo com o agente etiolégico identificado.
Classicamente apresenta-se com cefaleia, febre, fotofobia e rigidez de nuca
(RICHIE; JOSEPHSON, 2015).

2.3.2 Encefalite

A encefalite é definida como uma sindrome neurolégica causada por
inflamacdo do parénquima encefélico, que pode ser de origem infecciosa ou
autoimune. E identificada pela inflamagdo presente em amostras de tecido
cerebral submetidos ao exame de bidpsia, mas ndo € o método de identificacédo
indicado, uma vez que existem outros métodos menos invasivos, Como exames
de imagem e anadlise do LCR. Os sinais e sintomas da disfuncao neuroldgica
associados a encefalite geralmente incluem: cefaleia, rebaixamento do nivel da
consciéncia, convulsdes, déficits focais e alteragcdes do comportamento que se
apresentam de forma aguda. ManifestacBes sistémicas também podem ser
observadas, como febre, mialgia, artralgia, erupcao cutanea e linfadenopatia. A
tomografia computadorizada (TC) é indicada antes da realizacdo da puncao
lombar quando existe a suspeita de encefalite. A ressonancia magnética (RM) é
o método de escolha para visualizacdo de processos inflamatorios no
parénquima cerebral, demonstrando lesdes focais e auxiliando no diagndstico
diferencial com outros disturbios inflamatérios de origem n&o identificada
(COSTA; SATO, 2020).

2.3.3 Mielite
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A mielite é caracterizada por inflamagédo aguda ou subaguda da medula
espinhal, que evolui com sintomas sensitivos, motores e autonémicos. Pode ser
causada por diferentes etiologias, e ocorrem principalmente em processos
desmielinizantes do SNC, imunomediados e infecciosos (PRESAS-
RODRIGUEZ, 2016).

2.3.4 Meningoencefalite

Meningoencefalite é caracterizada pela inflamacdo grave que envolve
tanto o parénquima cerebral quanto as meninges. Febre, cefaleia intensa,
convulsdes, e em casos mais graves, danos neuroldgicos séo frequentemente
relatados (SOUSA JUNIOR et al., 2020).

2.4 HIV/Aids

2.4.1 Historico

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) foi relatada como uma
nova doenca no inicio da década de oitenta, apds um aumento significativo de
casos de infeccbes oportunistas de origem desconhecida que acometia
principalmente homens que fazem sexo com homens (HSH) (SHARP; HAHN,
2011). Diante da evolucdo e do quadro clinico dos individuos, o Center for
Disease Control and Prevention (CDC) caracterizou a doenca como uma nova
patologia denominada AIDS que se tornou uma das doencas infecciosas mais
importantes da histdria da saide (MALDONADO et al., 2015).

Em 1983, os pesquisadores Luc e Robert Gallo isolaram o Virus da
Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1) e o denominaram causador da AIDS
(GALLO; MONTAGNEIR, 2003). Posteriormente, em 1986 foi descoberto um
Novo virus com caracteristicas genéticas semelhantes as do HIV-1, sendo entéo
descrito como HIV-2. A partir dessas descobertas o ICTV recomendou o termo
HIV para denomina-lo e reconhecé-lo como virus que infecta seres humanos
(GALLO et al., 1984).

O HIV-1 esta presente em todo o mundo e, quando nao diagnosticado e

tratado adequadamente, quase sempre progride para AIDS. Divide-se em
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diferentes grupos genéticos, grupos M, N, O, e P. O grupo M é o mais comum
no mundo e responsavel pela pandemia, sendo ainda dividido em subtipos ou
clados (MELHUISH; LEWTHWAITE, 2018). Os subtipos estdo associados a
diferentes regides geograficas, o subtipo B, predomina nas Américas, Australia
e Europa Ocidental, enquanto o subtipo C é responsavel por 50% das infec¢des
encontradas na Africa e india (MELHUISH; LEWTHWAITE, 2018).

O HIV-2 causa uma doenca semelhante, porém, menos agressiva, possui
distribuicio geogréfica restrita principalmente & Africa Ocidental (FERREIRA;
RIFFEL; SANT’ANA, 2010). Individuos infectados com HIV-2 possuem cargas
virais mais baixas, declinio de linfécitos T CD4+ lento e menores taxas de

transmissao vertical, apenas 20 a 30% dos pacientes progridem para AIDS.

2.4.2 HIV — estrutura viral

O HIV é& um retrovirus da familia Retroviridae, subfamilia
Orthoretrovirinae, género Lentivirus (ICTV). E composto por duas moléculas de
acido ribonucleico (RNA) de fita simples, com polaridade positiva, circundadas
por um capsideo glicoproteico. Sua estrutura é constituida de particula
icosaédrica revestida por um envelope fosfolipidico, na qual se encontram
inseridas as proteinas gp120 e gp41, importantes no seu processo de replicacédo
(LUCIW, 1996).

O provirus do HIV (DNA proviral) € gerado pela transcricdo reversa do
genoma do RNA viral em DNA, degradacao do RNA e integracdo do DNA de fita
dupla do HIV no genoma humano. O genoma do DNA possui extremidades
flanqueadas pelas sequéncias LTR (repeat long terminal). A regido 5 LTR
codifica para transcrigao dos genes virais. No sentido de 5’ para 3’ é realizada a
leitura do gene gag, que codifica as proteinas da membrana central externa (MA,
pl7), a proteina do capsideo (CA, p24), o nucleocapsideo (NC, p7) e proteina
que estabiliza o acido nucléico. O quadro de leitura pol codifica as enzimas
protease (PR, pl2), transcriptase reversa (RT, p51) e RNase H (pl5) e
integrasse (IN, p32). Proximo ao gene pol, encontra-se a sequéncia env de
leitura, a partir da qual as glicoproteinas do envelope gp120 (SU, proteina de
superficie) e gp 41 (TM, proteina transmembrana) sado derivadas (Figura 3)
(ZEICHNER, 1994).
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O genoma do HIV codifica ainda varias proteinas regulatérias como a Tat
(proteina transativadora) e Rev (reguladora de splicing de RNA), as quais séo
necessarias para iniciar a replicacdo do HIV. As demais proteinas regulatérias
Nef (fator regulador negativo), Vif (fator de infecciosidade viral), Vpr (proteina
viral) e Vpu (proteina viral Gnica) possuem impacto na replicagdo viral,
brotamento do virus e patogénese (LEVY, 2007).

A particula do HIV é esférica, mede aproximadamente 100 nm de
didametro, envolta externamente por uma membrana lipidica denominado
envelope viral que é composto por uma camada dupla de lipidios e, nas
particulas virais maduras, pelas proteinas de envelope gpl20 e gp4l
(GELDERBLOM, 1991). O capsideo é montado a partir da proteina interna p24.
Duas moléculas idénticas de RNA gendmico estdo inseridas dentro do capsideo
viral. Estdo presentes ainda nas particulas virais os oligo peptideos que sao
gerados apos a liberacdo da célula durante o processo de maturacao dos virions
por processo proteolitico das proteinas precursoras (p55 e p160).

A maturacao da particula do HIV acontece pelo processo de clivagem das
proteinas precursoras gag e pol (p55, p160), tais proteinas se dividem no final

do processo de brotamento e liberacdo dos virions da célula.
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Figura 03: Esquema do genoma e estrutura do HIV.
Fonte: BioRender.com (Adaptado).
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2.4.3 HIV - Infecgdo nas células humanas

O HIV pode ser encontrado no sangue, fluidos corporais e
compartimentos do SNC de individuos infectados, dessa forma pode ser
transmitido por diversas vias (MELHUISH; LEWTHWAITE, 2018). A infec¢ao do
HIV ocorre quando ha o contato direto do virus com as células do hospedeiro
através das mucosas, principalmente a mucosa vaginal, peniana, anal ou oral,
as quais recebem particulas virais transportadas pelo sémen e fluidos vaginais.
Também pode ocorrer por via perinatal (durante o parto), amamentacéao e ainda
pelo contato de hemoderivados (transfusdo de sangue, uso de material
perfurocortante contaminado) (MINISTERIO DA SAUDE).

O HIV inicia seu ciclo replicativo através da interacdo da glicoproteina de
superficie gpl120 com o receptor CD4 da célula hospedeira (GREENE,
PETERLIN, 2002). Todas as células CD4 positivas, como as células T auxiliares,
macrofagos, células dendriticas e astrocitos sdo alvos do HIV. Apés a ligacéo a
molécula CD4 pelo dominio C4 de gp120, ocorre uma mudanca na conformacgao
de CD4 e gpl20, a qual permite a ligacdo ao correceptor, receptor 5 de
quimiocina (CCR5) ou receptor 4 de quimiocina (CXCR4) na superficie da célula
(MURAKAMI; ONO, 2021). Aligacéo de gp120 a CD4 e CCR5 desencadeia uma
mudanca adicional na conformacéao de gp120 e subsequente, em gp4. O terminal
N da gp4l forma um canal e, por ser hidrofébico, se insere na membrana
plasmatica da célula alvo (XIAO; CAIl; CHEN, 2021).

A fusdo das membranas viral e celular ocasiona a translocacdo do
capsideo viral para o citoplasma da célula. O capsideo entdo € absorvido pelo
endossomo, e uma mudanca de pH no fagossomo impulsiona a liberacdo do
material do capsideo no citoplasma. A enzima transcriptase reversa transcreve
o RNA do HIV de fita simples em DNA complementar (cDNA). O DNA proviral &
sintetizado e transportado através de nucléoporos para o nucleo da célula onde
forma um complexo que consiste em integrase (IN) e DNA proviral circular. A
integrase insere de forma aleatdria o genoma proviral do HIV no genoma da
célula hospedeira humana. Essa integracdo do DNA proviral finaliza a infeccéo
por HIV da célula estabelecendo uma infeccdo persistente (KATZ; SKALKA,
1994).
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A infeccdo do HIV pode ser dividida em trés fases distintas: fase aguda,
gue se desenvolve entre duas a quatro semanas ap06s a ocorréncia da infeccao,
€ caracterizada pela alta replicacdo do HIV e aparecimento de sintomas
semelhantes a uma gripe (febre, cefaleia, fadiga, edema ganglionar e em alguns
casos, aparecimento de manifestagcbes cutaneas), nessa fase aparecem 0s
anticorpos anti-HIV, sendo denominados de soroconversédo; na fase cronica ou
periodo de laténcia, o virus possui baixa replicacdo, acarretando o
desparecimento dos sintomas iniciais (periodo assintomatico), esse estagio pode
perdurar em até 12 anos, e a partir de ai ocorrer a evolugao para a doenga; a
tltima fase, é definida como a forma mais grave da doenca, a qual ha deplecéo
e comprometimento dos mecanismos homeostaticos, imunologicos e
aparecimento de infec¢gBes oportunistas, essa fase ocorre de 10 a 12 anos apos
a infeccdo primaria (CHRISTO, 2008).

2.4.4 Epidemiologia mundial do HIV/Aids

Até o ano de sua descoberta (1980), ndo havia dados epidemiolégicos
registrados de individuos infectados com HIV e consequentemente em AIDS
(BOMFIM, 2018). A partir disso, a AIDS ganhou destaque no cenério de doencas
infectocontagiosas mais prevalentes e passou a ser considerada uma patologia
de notificacdo compulséria, fornecendo periodicamente dados epidemiolégicos
por meio de sistemas de vigilancia.

De acordo com as estatisticas globais sobre o HIV publicadas pelo
UNAIDS em 2021, cerca de 84,2 milhdes de individuos foram infectados pelo
HIV desde o inicio da epidemia. Atualmente, estima-se que aproximadamente
38,4 milhdes de pessoas ho mundo vivem com HIV, das quais, 36,7 milhdes séo
adultos, 1,7 milhdes menores de 15 anos e 650 mil pessoas foram a Gbito por
doencas relacionadas a AIDS (UNAIDS, 2022).

2.4.5 Epidemiologia no Brasil
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No Brasil, a infeccdo pelo HIV é um sério problema de saude publica.
Dados emitidos pelo Boletim Epidemioldgico HIV/Aids, demonstraram que de
2007 até junho de 2021 foram notificados ao Sistema de Informacéo de Agravos
de Notificacdo (SINAN) 381.793 casos de HIV e que, somente no ano de 2020,
foram diagnosticados 32.701 novos casos. Em relagéo aos casos de AIDS, em
2020 foram registrados 29.917 casos, com taxa de incidéncia de 14,1/100 mil
habitantes (Figura 4) (MINISTERIO DA SAUDE). Na regi&o Norte, nesse mesmo
periodo foram notificados 36.218 casos de infecgéo, e 19,8% do total de casos
de AIDS.
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Figura 04: Deteccéo de casos de AIDS (por 100.000 habitantes), por regido e ano de diagndstico.
Fonte: Boletim epidemioldgico HIV/Aids, NUmero Especial, dez 2021.

No Amazonas, segundo dados de indicadores e dados bésicos do
HIV/Aids nos municipios brasileiros, foram notificados 21.695 casos de AIDS
desde o inicio da epidemia, de 2009 a 2020 foram registrados 3.360 casos de
Obitos por AIDS (Figura 5). Em 2021 foram registrados 749 novos casos de
infeccdo (MINISTERIO DA SAUDE). Na Fundag&o de Medicina Tropical, dados
emitidos pelo VigWeb demonstraram que entre o periodo de 2016 a 2021, foram
notificados 3.378 casos de infec¢do pelo HIV e 2.661 casos de AIDS, para este
mesmo periodo, foram registrados 1.360 casos de 6bitos por AIDS (VIGWEB,
FMT-HVD).
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Figura 05: Taxa de mortalidade por AIDS no Amazonas (100/habitantes) no periodo de 2009 a 2020.
Fonte: Indicadores e Dados Basicos do HIV/Aids nos Municipios Brasileiros/ Ministério da Salde.

2.4.6 HIV no Sistema Nervoso Central

O HIV pode afetar o Sistema Nervoso (SN) na infec¢do primaria e causar
danos diretamente no cérebro, meninges, medula espinhal, nervos periféricos e
musculos. A sindrome neuroldgica é a primeira manifestacdo sintomatica da
infeccdo por HIV em aproximadamente 10 — 20% dos individuos e cerca de 60%
dos pacientes com HIV avancado apresentam evidéncia clinica de disfuncdo
neurolégica grave durante a doenca (THAKUR et al., 2019).

A infeccdo do HIV no SNC ocorre por diferentes formas, o mecanismo
descrito na literatura como “Cavalo de Troia” € o mais relatado. Nesse
mecanismo, o HIV invade o SNC cruzando a BHE através de mondcitos e
linfécitos infectados derivados do sangue durante a imunovigilancia (KOYUNCU;
HOGUE; ENQUIST, 2013). Os mondcitos infectados se diferenciam em
macrofagos residentes e estabelecem replicacdo de baixo nivel, infectando
micréglias préximas. Os astrécitos também podem ser alvos suscetiveis a
infeccdo (THAKUR, 2020). O HIV também pode cruzar a BHE rompida em
ambientes com alta carga viral, a replicacdo viral de baixo nivel ocorre
intracelularmente e outras micrdoglias sao infectadas (PARUK; BHIGJEE, 2021).
Esse processo desencadeia uma resposta imunoldgica e inflamatéria com a
liberacdo de neurotoxinas que causam danos a outras células e ao parénquima
cerebral, e o desenvolvimento de patologias neurolégicas (BALCOM et al.,
2019).

O HIV pode infectar qualquer parte do neuro eixo de forma isolada ou

simultanea através de uma ou mais etiologias. As doencgas que se desenvolvem
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no estagio inicial da infecgdo podem ocorrer devido a reposta imune exacerbada,
ao passo que, as infeccbes oportunistas se tornam mais prevalentes devido a
imunodepresséo avancada (PARUK; BHIGJEE, 2021).

Apesar da introducdo da Terapia Antirretroviral (TARV) em 1987, as
infecgdes oportunistas do SNC continuam sendo uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em pessoas que vivem com HIV/Aids (PVHA) (BOWEN
et al., 2016). Varios séo os fatores que contribuem para esse cenario, como a
infeccdo por HIV desconhecida pelo individuo, resisténcia aos medicamentos
antirretrovirais, bem como sua baixa ades&o e uso de drogas ilicitas que além
de aumentar o risco de infeccao pelo HIV, afeta os mecanismos de depuracao
das drogas antirretrovirais e expde o individuo a outras infecgcées (BOWEN et
al., 2016).

No contexto de infeccBes oportunistas em PVHA, os virus possuem
capacidade da causar infecces graves no SNC. Podem infectar de forma direta
o SNC, ou em alguns casos podem se reativar devido a imunodepressao, no
caso de infeccao viral latente (KENNEDY, 2020). Os herpesvirus humanos séo
causas comuns de infeccdo no SNC e a literatura mostra que todos os
herpesvirus podem ocasionar doencas neurolégicas, seja por infeccdo primaria
ou por reativacao de infeccao latente, relacionadas a idade e estado imunoldgico
do individuo (BHARUCHA; HOULIHAN; BREUER, 2019).

2.5 Herpesvirus

A familia Herpesviridae € composta por virus que estdo associados a
infeccdo em seres humanos. E subdividida em trés subfamilias de acordo com
as propriedades biol6gicas e caracteristicas, sendo Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae (International Commitee on
Taxonomy of Viruses — ICTV). A subfamilia Alphaherpesvirinae, possui virus que
sdo capazes de infectar varios hospedeiros, estabelecer laténcia em nervos
sensoriais e um ciclo de replicagéo rapido e eficiente (Alphaherpesvirus humano
3 — VZV, Alphaherpesvirus humano 1 — HSV-1, Alphaherpesvirus humano 2 —
HSV-2). A subfamilia Betaherpesvirinae, possui poucos hospedeiros, replicacéo
lenta e laténcia em glandulas secretorias, alguns tecidos (Betaherpesvirus
humano 5 — CMV, Betaherpesvirus humano 6 — HHV6, Betaherpesvirus humano
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7 — HHV7) e a subfamilia Gammaherpesvirinae cujo virus possuem predile¢do

por células linfoides e estabelecem laténcia (Gammaherpesvirus humano 4 —
EBV, Gammaherpesvirus humano 8 — HHV8) (ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY,

2007) (Tabela 1).

Tabela 1: Classificagcao dos virus da familia Herpesviridae de acordo com o ICTV.

Classificagao Sinénimo Subfamilia Abreviatura
Alphaherpesvirus humano 1 I—_|erpes simples virus a HSV-1/HHV-
Alphaherpesvirus humano 2 :;Ft)a?ples simples virus a HSV—21/HHV—
Alphaherpesvirus humano 3 3g?i§ela zoster virus a VZV/E|HV-3
Betaherpesvirus humano 5 Citomegalovirus B CMV/HHV-5
Betaherpesvirus humano 6 Herpes virus humano 6 B HHV-6
Betaherpesvirus humano 7 Herpes virus humano 7 B HHV-7
Gammaherpesvirus humano 4 Epstein-Barr virus Y EBV/HHV-4
Gammaherpesvirus humano 8 Herpes virus humano 8 Y SKHVéHHV-

a (Alphaherpesvirinae), B (Betaherpesvirinae), y (Gammaherpesvirinae).

2.5.1 Estrutura viral, biologia, patogénese

A familia Herpesviridae possui virus esféricos envelopados, que

consistem em estruturas complexas. Sua estrutura basica € formada por um

nucleocapsideo simétrico icosaedro que contém o DNA viral, um envelope

contendo as glicoproteinas virais e o tegumento viral composto por proteinas que

estdo presentes entre o nucleocapsideo e o envelope (Figura 6) (SCIASCIA DO
OLIVAL et al., 2013) . O genoma € constituido de DNA fita dupla linear, com 125

a 241 pares de bases, contendo 70 a 170 genes que codificam proteinas, destas,

43 sdo compartilhadas entre todos da familia, evidenciando um processo de
replicacdo comum (GATHERER et al., 2021).

Os Herpesvirus possuem tropismo celular amplo e as vias de acesso a

células dependem do tipo celular ou determinantes virais. A entrada dos
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herpesvirus na célula hospedeira ocorre por meio da interacdo coordenada de
varias glicoproteinas presentes na superficie do virus. A ligacao inicial do virus
a ceélula estimula mudancas conformacionais nas glicoproteinas virais que
sinalizam para a proteina de fuséo viral (gG), esta, por sua vez, executa a fusédo
da membrana, seguida de redobramento para unir as células e a membrana viral
0 que permite que o capsideo viral acesse o0 citoplasma celular e seja
transportado para o nucleo (CONNOLLY; JARDETZKY; LONGNECKER, 2021).
A partir de entéo, inicia-se o0 processo de replicagdo no nicleo com a expressao
de genes iniciais que codificam proteinas relacionadas ao processo de regulacéo
génica para a etapa de transcricdo. Em seguida, sdo expressos genes que
codificam as proteinas relacionadas ao genoma viral e por ultimo sdo expressos
genes que codificam genes estruturais. No nucleo, os capsideos sao formados,
o DNA viral € empacotado formando os nucleocapsideos e ocorre a liberacao da
particula viral através da membrana nuclear pelo processo de brotamento
(PALUDAN et al., 2011) .

Apos a infeccdo priméria os Herpesvirus sdo capazes de estabelecer
laténcia ao longo da vida devido a expressao génica viral limitada ou replicagéo
cronica de baixo nivel (SCIASCIA DO OLIVAL et al., 2013). O desenvolvimento
de doenca grave em sua maioria, esta relacionada a transmisséo vertical e
ocorre em recém-nascidos, no entanto, casos graves também podem ocorrer em
pacientes imunocomprometidos, sobretudo quando relacionado a reativagéo do
virus latente (GATHERER et al., 2021).
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Figura 06: Estrutura da particula viral dos Herpesvirus.
Fonte: https://br.depositphotos.com/13784480/stock-illustration-herpes-virus-structure.html
(Adaptado)

2.5.2 Infec¢éo por Herpesvirus em PVHA

Os Herpesvirus sao onipresentes e possuem elevada prevaléncia em
populacdes de alto risco, principalmente em PVHA, causando aumento da
morbimortalidade nesses pacientes. Estes virus estdo associados a infec¢des
oportunistas graves e sua reativacdo estad quase sempre relacionado a
desfechos ruins (REN et al., 2020). No ambito de doencas no SNC, as infec¢des
por Herpesvirus podem apresentar manifestacées neuroldgicas graves. Nesse
contexto, o diagndstico e tratamento apropriados imediatos, conhecimento da
sintomatologia, bem como das complicacBes neurolégicas secundarias sao
essenciais para prevencao da morbidade e mortalidade (WHITLEY, 2019).

Os Herpesvirus entram no SNC por dois mecanismos principais: através
da via hematogénica ou propagacao neuronal. A rota da infeccdo depende de
fatores relativos ao mecanismo de entrada de cada virus e do local de exposicao,
e 0 sucesso da patogénese depende de fatores ambientais, suscetibilidade

imunologica do hospedeiro e variacdo genética (WHITLEY, 2019).

2.5.3 Alphaherpesvirus humano 1 — HSV-1

O HSV-1 é um dos principais agentes que causam infec¢gfes neurologicas
no mundo e o principal agente identificado em casos de encefalite esporadica,
sendo onipresente e altamente neurotropico (BHARUCHA; HOULIHAN;
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BREUER, 2019). Estimativas epidemiologicas atuais demonstram que
aproximadamente 3,7 milhdes de pessoas no mundo entre 0 e 49 anos estédo
infectadas pelo HSV-1, e ainda que, fatores como aumento da idade, baixo nivel
socioeconémico e localizacdo geogréafica estdo associados a maior risco de
infeccdo. O HSV-1 causa infeccao latente e dessa forma a infec¢ao neurolégica
pode ocorrer tanto a infecgdo primaria quanto pela reativacdo do virus latente
(WHITLEY, 2019).

Ainfeccdo pelo HSV-1 é caracterizada pelo desenvolvimento de encefalite
e meningoencefalite, sendo os sintomas agudos mais comumente relatados €
febre, cefaleia, confusdo mental e alteracdo da consciéncia, em alguns casos
pode haver déficits neuroldgicos focais, hemiparesia, disfagia, afasia e paralisia
do nervo craniano (WHITLEY, 2006). A infeccdo do SNC por HSV-1 pode evoluir
com apresentacdes clinicas especificas por isso, requer um alto indice de
suspeita e inicio do tratamento precoce. O diagndstico € baseado na analise do
LCR, o qual geralmente apresenta pleocitose linfocitica, glicose normal e
proteina levemente elevada e PCR para deteccdo do DNA no LCR, sendo o
diagnéstico padrdo altamente sensivel e especifico (BALDWIN; CUMMINGS,
2018; WHITLEY, 2006).

2.5.4 Alphaherpesvirus humano 2 — HSV-2

O HSV-2 é responsavel por infectar cerca de 417 milhdes de pessoas com
idade entre 15 e 49 anos em todo o mundo. Na maioria das infeccdes, as
manifestacdes clinicas se desenvolvem nos 6rgaos genitais, mas, o virus pode
invadir o SNC e causar manifestacées neuroldgicas graves principalmente em
PVHA. A infeccdo neuroldgica cursa com o desenvolvimento de encefalite em
aproximadamente 5 a 10% dos casos, em geral, as apresentacdes clinicas
incluem cefaleia recorrente, meningite aguda ou recorrente e, raramente
meningoencefalite e mielite transversa. Apenas 10 a 20% dos casos apresentam
lesbes genitais visiveis como na apresentagdo clinica (BALDWIN; CUMMINGS,
2018).

2.5.5 Alphaherpesvirus humano 3 - VzZV
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A infeccdo pelo VZV esta associada a duas sindromes clinicas distintas:
a infeccdo primaria denominada de varicela (catapora) doenca infantil
autolimitada com poucas complicacdes, e herpes zoster, ocasionada pela
reativacdo do VZV latente nos nervos cranianos e ganglios da raiz dorsal
(ALVAREZ et al., 2020). O declinio da imunidade observado em idosos e
individuos imunocomprometidos € um fator de risco importante para a reativacao
do VZV, sobretudo quando essa reativacao ocorre em PVHA. A infec¢cdo do SNC
apresenta-se como meningite, encefalite, cerebelite e mielopatia com ou sem
erupgdo cutanea, podem se desenvolver tanto na infec¢éo priméaria quanto na
reativacdo (NAGEL; NIEMEYER; BUBAK, 2020). E uma das causas de doencas
infecciosas neurolégicas mais comuns, sendo o segundo virus que mais causa
encefalite e/ou meningite (SKRIPULETZ et al., 2018).

2.5.6 Gammabherpesvirus humano 4 - EBV

A infeccéo por EBV acomete principalmente criancas e o curso clinico na
maioria dos casos é benigno. Os sintomas séo leves ou ndo se manifestam,
estima-se que 90% da populacdo mundial adulta estd infectada pelo EBV. A
manifestacdo clinica mais comum € a mononucleose infecciosa, com febre,
linfadenopatia, faringite e diarreia (WANG; YANG; WEN, 2022). O EBV pode
infectar tanto o SNC quanto o Sistema Nervoso Periférico (SNP), causando um
conjunto de sindromes clinicas. As infec¢Bes ocorrem em sua maioria devido a
reativacdo do virus latente, sobretudo em pacientes imunossuprimidos. As
manifestacbes neuroldgicas cursam como encefalite, meningite, cerebelite
aguda, neurite craniana ou periférica e mielite transversa, radiculites agudas
(KENNEDY, 2021). Os sintomas sao heterogéneos, com presenca de cefaleia,
vertigem, hemiplegia, confusdo mental, crises convulsivas e alteracdes visuais
(WHITLEY, 2019). Complicacdes neuroldgicas pos-infeccao por EBV podem ser
observadas como doencgas desmielinizantes, incluindo a Sindrome de Guillain-
Barré (SGB), mielite transversa e polirradicuolomielite (WANG; YANG; WEN,
2022).

2.5.7 Betaherpesvirus humano 5 - CMV

36



O CMV é o membro da familia Herpesviridae com o maior genoma
conhecido, € a principal causa infecciosa relacionada a doencas congénitas, com
transmissao uterina de 0,7% das gestacées no mundo todo. A soroprevaléncia
em adultos esta estimada em 60% da populacdo, a qual representa um sério
problema para individuos imunocomprometidos, particularmente PVHA, nos
quais a infeccdo pode variar de assintomatica a fatal. A infeccéo neuroldgica por
CMV cursa geralmente com encefalite aguda ou crbnica, os sintomas sao
confusdo mental, desorientacéo, crises convulsivas e sinais neuroldgicos focais.
Podem ser observados casos de mononeurite multipla e mielorradiculopatia
(KENNEDY, 2021).

2.6 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério do filo
Apicomplexa. Possui a capacidade de infectar uma grande variedade de animais
endotérmicos e estabelecer laténcia ao longo da vida (MENDEZ; KOSHY,
2017a). Os seres humanos sao infectados pela ingestao de cistos encontrados
em carnes cruas ou malcozidas, 4gua ou alimentos contaminados com oocistos
presentes em fezes de felinos, ou por transmissao vertical. O T. gondii apresenta
trés formas morfologicas: taquizoitos, formas livres de rapida multiplicacao;
bradizoitos, cistos teciduais que se alojam nos tecidos por prolongado periodo;
e esporozoitos, oocistos infectantes presentes nos felideos (MENDEZ; KOSHY,
2017b).

Na infeccao inicial, o T. gondii infecta varios tipos de células e ocorre a
multiplicacdo rapida de taquizoitos no hospedeiro, a medida que a infeccdo
progride, o parasita transforma-se em bradizoitos de replicacao lenta, que por
sua vez, encista causando infeccdo crénica (DUBEY, 2008). Na maioria dos
casos de infeccdo em individuos imunocompetentes, a infec¢cdo primaria é
assintomatica ou provoca sintomas leves, contudo, em infeccdes congénitas
pode ocasionar a morte do feto ou dano cerebral, e em individuos
imunocomprometidos, 0s sintomas podem ser graves, sobretudo quando
relacionados a reativacao de cistos no SNC (ELSHEIKHA; MARRA; ZHU, 2020;
WANG et al., 2017).
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2.6.1 Infeccao por T. gondii em PVHA

A neurotoxoplasmose € uma doenga oportunista comum que ocorre
quando ha a reativacdo de cistos latentes no SNC. E uma doenca grave que
ocupa o terceiro lugar entre as doencas fatais no mundo e em individuos
imunocomprometidos esta entre as infeccbes do SNC mais prevalentes. A
literatura relata que a soro prevaléncia mundial de T. gondii em PVHA varia de
26% em paises desenvolvidos a aproximadamente 50% em paises em
desenvolvimento, sendo a infeccdo oportunista mais comumente associada com
encefalite focal ou difusa e outras lesdes cerebrais. Os fatores de risco para o
desenvolvimento de neurotoxoplasmose em PVHA, incluem baixas contagens
de células T CD4+ (<200/ul), auséncia de tratamento profilatico (Trimetropima +
Sulfametaxazol) e acesso a TARV limitado ou inexistente (ELSHEIKHA;
MARRA; ZHU, 2020).

As manifestacdes neurolégicas variam de cefaleia de inicio subagudo,
alteracdo da funcdo motora e sensorial, déficit neurologico focal, rebaixamento
do nivel de consciéncia e crises convulsivas (GRAHAM et al., 2021). Pode

ocasionar ainda les6es nos ganglios basais em ambos os hemisférios cerebrais.
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O diagndstico presuntivo de neurotoxoplasmose é realizado inicialmente
por meio da observacdo de multiplas lesdes cerebrais focais hipodensas e com
realce de contraste com efeito de massa presentes em exames de neuroimagem.
O Ensaio Imunoenzimético (ELISA) € comumente utilizado para deteccdo de
anticorpos da classe IgM marcador de infeccdo aguda, e IgG marcador de
infeccdo crobnica, cujo, titulos permanecem altos por toda a vida (ELSHEIKHA;
MARRA; ZHU, 2020). Na anélise do LCR, podem ser observados um predominio
de células mononucleares e proteina elevada, a detec¢cdo molecular de DNA de
T. gondii por meio de PCR é especifica, e a sensibilidade depende do tempo de

tratamento empirico empregado antes da realizacao do teste.

2.7 Virus Linfotropico de Células T Humanas (HTLV-1/2)

O Virus Linfotropico de Células T Humanas (HTLV) foi primeiramente
isolado em 1980, a partir de estudos com linfocitos de um individuo portador de
Linfoma Cutaneo de Células T Humanas, sendo denominado HTLV-1 (POIESZ
et al., 1980). Entdo, em 1982, o mesmo grupo de pesquisa que descreveu HTVL-
1 identificou um virus em células do bacgo associado a Tricoleucemia (Leucemia
de Células T Pilosas) que devido a similaridade genémica com o HTLV-1 foi
nomeado de HTLV-2 (MARTINEZ; SALEEM; GREEN, 2019).

O HTLV é um virus oncogénico pertencente a familia Retroviridae,
subfamilia Orthoretrovirinae e género Deltaretrovirus (ICTV). E um virus esférico
com cerca de 80 a 100 nandmetros de diametro. A particula do virus consiste
em um envelope lipidico, um nucleocapsideo icosaedro, transcriptase reversa,
integrase e protease, além de proteinas estruturais como a gp46 e a gp21
(LOPES; PROIETTI, 2008). Possui genoma de RNA de fita simples de sentido
positivo com cerca de 8,5 quilobases (kb) de comprimento. O RNA é transcrito
de forma reversa em células infectadas em fita dupla (ds) DNA, sendo integrado
no genoma da célula hospedeira. O DNA integrado inclui repeticdes terminais
longas com cerca de 800 pb, o qual regulam o inicio e o fim da sintese de RNA
viral (RATNER, 2020). O genoma contém regifes gag que codificam proteinas
estruturais virais; a regido pol codifica a transcriptase reversa viral, protease e

integrasse; a regido env codifica as proteinas de envelope viral e a regido px
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(semelhante ao gene tat do HIV) responsavel pela regulacdo da transcricdo
(MARTINEZ; AL-SALEEM; GREEN, 2019).

O HTLYV infecta principalmente linfocitos T CD4*. Contudo, pode infectar
linfocitos TCD8, linfocitos B, células endoteliais, células mieloides e fibroblastos
(HANANIYA et al., 2019). O processo de infeccéo ocorre primeiramente por meio
da adsorcéo do virus a membrana da célula hospedeira, que acontece quando
a proteina de superficie gp46 interage com o receptor celular. Apos a adsorcéo,
0 HTLV interage com receptores resultando na formagao de um complexo. Em
seguida, ocorre o processo de fusdo de membrana, em qual o capsideo
contendo o genoma viral e as proteinas virais sao liberados no citoplasma da
célula alvo (MARTIN et al., 2016). Uma vez liberados, ocorre o desnudamento
do capsideo, com a liberagdo do genoma, sendo transcrito em DNA de dupla fita
pela enzima transcriptase reversa (SANTOS; LIMA et al., 2005). Em seguida, o
DNA viral é transportado para o nucleo da célula e inserido novamente no
genoma da célula hospedeira pela enzima integrase, passando ser denominado
de provirus. A partir dai ocorre o processo sintese de RNA viral, tendo como
molde o provirus integrado. As novas particulas virais serdo compostas pelos
RNAs transcritos processados em mRNAs e em genomas. Em seguida ocorre a
sintese das proteinas estruturais da particula viral. Ao fim do processo de
sintese, ocorre o inicio da montagem e brotamento das particulas virais
(SANTOS; LIMA et al., 2005).

As infeccbes pelo HTLV-1/2 sdo mundialmente distribuidas, com alta
endemicidade em regides especificas. Estima-se que existam entre 15 e 20
milhdes de pessoas infectadas em todo mundo com o HTLV-1/2 (MORENO et
al., 2013). No Brasil, cerca de 2,5 milhdes de pessoas estéo infectadas com o
HTLV-1/2, sendo na regido Nordeste, o HTLV-1 mais prevalente e na regiao
Norte, o HTVL-2 (HANANIYA et al.,, 2019; LAURENTINO et al., 2005). A
transmisséo do HTLV-1/2 ocorre através do contato com células infectadas, por
via vertical, sanguinea e sexual (GESSAIN; CASSAR, 2012). O diagnadstico da
infeccéo é realizado pela deteccao de anticorpos especificos pelo teste de ELISA
e, qguando h& amostras reagentes, a confirmacgéo é feita por meio da técnica de
Western Blot (WB) e PCR (Reagé&o em Cadeia da Polimerase) (MORENO et al.,
2013).
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A literatura relata que a coinfeccdo HTLV/HIV é comum em areas
endémicas devido a esses retrovirus compartilharem formas de infeccéo
semelhantes (RIBEIRO et al., 2019). No Brasil, estima-se que as taxas de
prevaléncia dessa coinfeccéo variam de 2,25 a 21,11%. No contexto de PVHA,
individuos coinfetados possuem maior probabilidade de desenvolver doencas
neuroldgicas (RIBEIRO et al., 2019). O HTLV possui capacidade de infectar com
sucesso o SNC. Contundo, a infeccdo permanece assintomatica ao longo da
vida e em apenas 5% dos casos os individuos infectados podem apresentar
alguma manifestacdo neurologica. Quando presentes, se manifestam
principalmente a Mielopatia associada ao HTVL-1/Paraparesia Espastica
Tropical (HAM/PST), caracterizada por lesdo na medula espinhal (ROSADAS;
PUCCIONI-SOHLER, 2015).

2.8 Liquido Cefalorraquidiano

O Liquido cefalorraquidiano € um importante fluido que reflete as
condicbes do sistema nervoso, sendo assim, é o principal fluido utilizado no
diagnéstico de infeccdes neuroldgicas. A puncdo lombar é indicada para o
diagnostico de processos infecciosos do SNC e seus envoltérios (meninges),
como infeccdes oportunistas, coinfecgdes, meningite por HIV, quantificacdo da
carga viral do HIV e analise da compartimentalizacdo do HIV no SNC (ALMEIDA,
2015). Em condicdes normais, este fluido contém concentracbes de proteina
abaixo de 45 mg/dL, e glicose variando entre 45-80 mg/dL, com celularidade até
5 células/mm?3 (SOHLER-PUCCIONI et al., 2008).

A integridade da BHE pode ser avaliada por meio da relacédo de albumina
no LCR/soro. A albumina € sintetizada no figado e sua concentracdo no LCR
deriva do soro por meio de difusdo. Em condicbes normais, a proteina esta
presente no LCR em baixas concentragdes. No entanto, a desregulagédo na
permeabilidade vascular na BHE, permite um influxo aumentado de proteinas
para o LCR. Outro fator observado é a sintese intratecal de imunoglobulinas.
Além disso, as meningites, disturbios metabdlicos, tumores do SNC,
hemorragias subaracnodideas, séo alguns dos fatores relacionados ao aumento
nas concentracdes de proteinas no LCR (SOHLER-PUCCIONI et al., 2008).
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A concentracdo de glicose no LCR esta relacionada a concentracdo de
glicose sistémica e de todo seu metabolismo no cérebro. Os niveis normais de
glicose no LCR séo de 2/3 da glicose no soro e para esta avaliacdo, a dosagem
de glicose deve ser realizada simultaneamente no LCR e soro. A diminui¢cao dos
niveis de glicose no LCR, geralmente estd associada a casos de meningite
bacteriana, fungica e tuberculosa (CANUTO; PUCCIONI-SOHLER, 2007). Em
relacdo ao lactato, os mecanismos relacionados ao aumento da concentracao
deste fluido no LCR de pacientes com meningite ainda ndo estao bem definidos,
mas geralmente estdo associados ao metabolismo anaerdbico da glicose no
tecido cerebral devido a diminuicdo do fluxo sanguineo e da captacdo de
oxigénio (HUY et al., 2010). Os niveis de lactato no LCR nao tém relagcdo com a
concentracdo sanguinea, e sim, com sua prépria producao no SNC, indicando
aumento da glicose anaerébica (SOHLER-PUCCIONI et al., 2008). Os leucdcitos
circulantes no LCR sao derivados da circulacdo sanguinea. Em condi¢des
normais, o LCR pode apresentar até 5 células por mm3, e menos frequente, sdo
observadas células derivadas do plexo coroide e leptomeninges. Por outro lado,
em condi¢des patoldgicas, podem ser encontrados macréfagos, neutrofilos,
eosinofilos e basofilos (SOHLER-PUCCIONI et al., 2008).

A contagem de leucdcitos, os niveis de proteinas, glicose e lactato sao
Uteis no diagnodstico e diferenciacdo de infeccbes causadas por diferentes
patébgenos (GOMES, 2022). O perfil liquérico alterado, podem indicar um
processo inflamatorio no SNC, e dessa forma, pode ser considerado um
indicador sensivel de inflamacdo, importante na orientacdo da decisdo
diagndstica e tratamento adequado (EGELUND et al., 2017).
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3. JUSTIFICATIVA

A Fundacédo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-
HVD) € um centro de referéncia para o atendimento de pacientes HIV/Aids no
Amazonas. Dessa forma, o estabelecimento de um fluxo para monitoramento de
infecgbes neurologicos contribuira com dados importantes sobre o estado
neuroldgico das PVHA, assim como a relacdo das infeccbes oportunistas
(patdégenos infecciosos) e a presenca do proprio HIV no sistema nervoso
(infeccao direta), podendo repercutir positivamente sobre as a¢des e condutas
clinicas. Adicionalmente, o monitoramento da etiologia, da dispersdo e do
comportamento das doencas neuroldgicas de origem infecciosa, pode contribuir
para o desenvolvimento de politicas regionalizadas, prevencao e controle deste
agravo, impactando na melhoria das acbes de saude para este grupo de
pacientes afetados, reduzindo a letalidade (curto prazo) e sequelas da doenca
(médio e longo prazos), diminuindo custos com hospitalizacdo, exames

complementares e reabilitacéo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Estudar o liquido cefalorraquidiano do paciente com HIV com
manifestacbes neuroldgicas em um hospital de referéncia em doencas

infecciosas, na cidade de Manaus, Amazonas.

4.2 Especificos

e Investigar no liquido cefalorraquidiano a presenca de agentes
oportunistas como: Toxoplasma gondii, HTLV-1/2 e Herpesvirus

relacionados a complicacdes neurologicas;

e Detectar no liquido cefalorraquidiano os niveis de RNA do HIV e

correlacionar com os niveis presentes no plasma.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Desenho do Estudo

Estudo descritivo, observacional, retrospectivo realizado em um hospital

de referéncia.

5.2 Local do Estudo

Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD),
instituicdo de saude referéncia no diagnéstico e tratamento de doencas
infecciosas no Amazonas e importante centro de cuidados e tratamento para
PVHA, incluindo a TARV, e Centro de Testagem e Aconselhamento (CTA). Um
hospital que oferece servigos de internacdo e ambulatério, além de possuir um
laboratério que faz parte da Rede Nacional de Laboratérios para Quantificacdo
da Carga Viral e genotipagem do HIV, e possuir um centro cirdrgico com

ambulatério de LCR sob coordenacéo de neurologistas.

5.3 Populacéo e periodo do estudo

A populagao de estudo foi constituida por pacientes = 18 anos de idade
de ambos os sexos, portadores de HIV ou HIV/Aids que evoluiram com quadro
de manifestacdes neuroldgicas do sistema nervoso central e/ou periférico e que
foram submetidos a puncédo lombar no periodo de janeiro de 2015 a dezembro
de 2021.

5.4 Critérios de inclusao

e |dade superior ou igual a 18 anos;

e Apresentacdo de quaisquer sintomas neurolégicos (cefaleia, crise
convulsiva, rebaixamento do nivel de consciéncia, entre outros);

e Diagnostico confirmado de infec¢do por HIV e/ou Aids;

e Amostra de LCR com volume suficiente para as analises (2 mL).
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5.5 Amostras do estudo

As amostras de LCR para andlise diagnostica foram coletadas de
pacientes internados na unidade hospitalar Dr. Nelson Antunes (FMT-HVD) que
evoluiram com manifestacdes neurologicas de acordo com critérios médicos.
ApGs a coleta, as amostras foram requisitadas ao Laboratério de
Bacteriologia/Virologia da FMT-HVD onde foram devidamente armazenadas em

freezer -80 °C para analises posteriores.

5.6 Coleta de dados

As informacdes relevantes ao estudo tais como variaveis
sociodemogréficas, informacdes clinicas (sinais e sintomas), tipos de infeccoes,
esquema terapéutico (TARV), carga viral, contagens de linfocitos T CD4+/CD8+,
tempo de internagdo, exames laboratoriais e perfil liquérico foram obtidas através
dos prontuérios eletrénicos (Sistema iDoctor) e requisi¢des internas. Todas as
informacdes foram gerenciadas em banco de dados no Software Ressarce
Electronic Data Capture (RedCap) versdo 12.2.10 — © 2022 Vanderbilt
University.

5.7 Diagnéstico molecular

5.7.1 Extracdo de Acido nucleico

A extracdo do Acido Nucléico (RNA ou DNA) das amostras de LCR foi
realizada utilizando 200ul de amostra com o Kit (Promega ReliaPrep ™)
seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante (Anexo 8.1).

5.7.2 Reacdo em Cadeira da Polimerase convencional (cPCR)

Para deteccdo dos virus da familia Herpesviridae foi realizado cPCR

multiplex seguindo as condi¢des propostas por Markoulatos; Siafakas; Moncany
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(2002). O gene humano B-actina foi utilizado como controle interno de extracéo

na reacao.

5.7.3 Visualizacdo em gel de agarose

A visualizacdo do produto de cPCR (amplicons) para Herpesvirus, foi
realizada por eletroforese em gel de agarose a 2% em solugéo tampao TBE 1X
(89 Mm Tris, 89 Mm Acido bodrico, 2mM EDTA). A comparacéo das bandas foi

feita pelo marcador de peso molecular 100pb (Invitrogen Life Technologies).

5.7.4 Deteccéo de HIV

Para a deteccdo do HIV em LCR foi utilizada a metodologia PCR em
Tempo Real/Abbot Alinity M HIV-1 recomendada pelo Ministério da Saude.
Todas as etapas seguiram o protocolo do fabricante.

5.7.5 Deteccdo de HTLV-1/2

A deteccdo de HTLV-1/2 foi realizada para as amostras daqueles
pacientes com suspeita de infeccdo pelo virus mediante solicitagdo médica. O
diagnéstico foi realizado em duas etapas: a primeira consistiu na triagem
sorologica por meio de Ensaio Imunoenzimatico (Kit ELISA HTLV | + Il Murex®
DiaSorin Technical Assay), seguindo o protocolo descrito pelo fabricante (Anexo
8.2).

A segunda etapa consistiu na confirmacdo da infeccdo em amostras
reagentes na primeira etapa. Foi realizado RT-gPCR utilizando iniciadores
mostrados na tabela abaixo e seguindo o protocolo descrito por Alencar et al.,
(2020).
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Tabela 2: Sequéncia de oligonucleotideos para HTLV 1/2 utilizados RT-gPCR.

Primers Sequéncia Alvo

HTLV-1F 5- GAACGCTCTAATGGCATTCTTAAAACC- &

HTLV-1R 5-GTGGTTGATTGTCCATAGGGCTAT-3 HTLV-1
Sonda FAM-5-ACAAACCCGACCTACCC-3-BHQ

HTLV-2F 5-CAACCCCACCAGCTCAGG-3’

HTLV-2R 5-GGGAAGGTTAGGACAGTCTAGTAGATA-3 HTLV-2
Sonda FAM-5-TCGAGAGAACCAATGGTATAAT-3-BHQ

5.7.6 Deteccado de Toxoplasma gondii

A deteccao de T. gondii foi realizada utilizando os iniciadores descritos na
tabela abaixo seguindo o protocolo de RT-gPCR validado e descrito por Lin et

al., (2000).

Tabela 3: Sequéncia de oligonucleotideos para T. gondii utilizados qPCR.

Primers Sequéncia Alvo
5- TCCCCTCTGCTGGCGAAAAGT- 3’

Toxo-F
5-AGCGTTCGTGGTCAACTATCGATTG-3’ B
Toxo-R T. gondii
FAM-5-TCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAG-3'-
Sonda
TAMRA

5.7.7 Cryptococcus sp. e Mycobacterium tuberculosis

ApGs revisdo dos prontuérios das PVHA, informagdes sobre o diagnéstico
de Cryptococcus sp. e M. tuberculosis, foram coletadas e incluidas no banco de
dados do RedCap. Foi considerado caso positivo para neurotuberculose aquele
com diagnéstico confirmado por Teste Rapido Molecular para Tuberculose
(TRM-TB) e cultura. Para neurocriptococose, aquele com diagndéstico confirmado

por cultura, CrAg (Antigeno criptocdcico) e coloragdo com tinta Nankin.

48



5.8 Anélise Estatistica

Foi realizada a analise descritiva dos dados. As variaveis continuas foram
expressas como valores medianos e as categoricas foram expressas como
frequéncia absoluta e relativa. Para correlacdo entre as cargas virais plasmaticas
e liqudrica foi utilizado o teste de correlacdo de Sperman e regressao linear. Para
a comparacao entre dois grupos ou mais, os dados foram verificados quanto a
normalidade pelo teste de D’ Agostino, os quais apresentaram distribuicdo nao
normal, dessa forma, as analises foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis com
comparacdo de mediana pelo método de Dunn. O nivel de significancia

estatistica definido foi p<0,05.

5.9 Aspectos Eticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Fundac&do de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado sob o
namero de parecer 4.478.655 seguindo o que esta disposto na Resolucdo
466/2012 (Anexo 8.3).
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6. RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, foram analisadas 246 amostras de LCR de
PVHA com suspeita de infeccdo no SNC que evoluiram com manifestacdes
neurolégicas. Destas, um paciente foi excluido por ter idade <18 anos,
totalizando 245 pacientes enquadrados nos critérios de inclusdo propostos para

o estudo.

6.1 Caracteristicas dos pacientes

Em relacdo as caracteristicas sociodemogréficas, o sexo masculino foi
prevalente em 58% (142/245) e a idade mediana da populacéo foi de 37 anos.
As manifestacbes neuroldgicas predominantes foram cefaleia em 61%
(136/245), crise convulsiva em 24,7% (55/245), rebaixamento do nivel de
consciéncia em 23,8 % (53/245), confusdo mental em 22,4% (50/245), seguida
de paresia de membros inferiores com 20,2% (45/245). Em relagdo ao uso de
antirretrovirais, 46,7% dos pacientes relataram utilizar os medicamentos de
forma regular (113/245), 26% eram virgens de tratamento (63/245), 18,6%
disseram fazer o uso irregular (45/245) e 7,4% abandonaram o tratamento
(18/245) (Tabela 4).

No que se refere ao estagio de infeccdo por HIV (Classificacdo do Centers
for Disease Control and Prevention), 64% dos pacientes foram classificados no
estagio 3 (T CD4+ <200 células/mm3), 18,5% no estagio 2 (T CD4+ 200 a 499
células/mm3), 10,6% tinham estagio desconhecido (auséncia de informacdes
sobre contagem de T CD4+) e 6,9% no estagio 1 (T CD4+ =500 células/mm3). A
carga viral plasmaética foi detectada em 78,6% dos pacientes, com mediana de
86.015 copias/ml (intervalo: 14.22 — 6.290.232). Obito foi observado em 27,8%
da populacéo (67/245) (Tabela 4). Na analise do perfil liquorico, houve discreto
aumento na proteina (Md 69 mg/dL) variando de 8 - 1.558 mg/dL, glicose normal
(Md 54 mg/dL) variando de 8 — 164 mg/dL e celularidade levemente alterada (Md
16 células/mm3) variando de 0 — 3.925 células/mm?3. Quanto ao diagndstico de
HIV, a mediana de tempo de infeccdo foi de 2 anos (intervalo: 1 — 21),

caracterizando uma infec¢éo recente na maioria dos pacientes.
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Tabela 4: Frequéncia absoluta e relativa das caracteristicas sociodemogréficas e clinicas das PVHA com
suspeita de infecgdo no SNC e manifestacdes neuroldgicas atendidas na Fundacgédo de Medicina Tropical
no periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2021.

Caracteristicas sociodemogréficas Total (n=245) (%)
Sexo

Masculino 142 58,0
Feminino 103 42,0
ManifestacBes neuroldgicas*

Cefaleia 136 61,0
Crise convulsiva 55 247
Rebaixamento do nivel de consciéncia 53 23,8
Confusédo mental 50 22,4
Paresia de MMII 45 20,2
Uso de TARV 45 20,2
Regular 113 46,7
Virgens 63 26,0
Irregular 45 18,6
Abandono 18 7,4
N&o reportado 6 2,4
Estagio de infec¢do por HIV/ITCD4+

Estagio 1 17 6,9
Estagio 2 45 18,5
Estagio 3 157 64,0
Estagio desconhecido 26 10,6
Carga viral plasmética

Detectavel 168 78,5
N&o detectavel 46 21,5
N&o reportado 31 12,7
Desfecho clinico

Obito 67 27,8
N&o 6bito 178 72,6

* Os valores da frequéncia absoluta e relativa estdo sujeitos a variagcdes devido um mesmo paciente apresentar
mais de uma manifestacéo neuroldgica e outras manifestacdes menos frequentes ndo estarem expressas na

TARV — Terapia antirretroviral

MMII — Membros inferiores

6.2 Patdgenos detectados no LCR de PVHA

Das 245 amostras de LCR de PVHA com manifestacbes neuroldgicas
analisadas, foram detectados 90 (36,7%) patdgenos, dentre estes, 0
Cryptococcus sp. em 7,7%, EBV em (5,3%), CMV, VZV e JCV (4,0%),
respectivamente. HSV-1 e M. tuberculosis em (0,8%), HSV-2 e BKV em (0,4%)

(Tabela 5). Coinfec¢do com 2 patdégenos foi observada em 7 pacientes (18,5%),
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sendo, duas por VZV/CMV, duas por CMV/EBV, uma por VZV/EBV, uma por
HSV-1/HSV-2 e uma por JCV/BK.

Em relacédo ao diagndstico molecular do T. gondii, este foi realizado em
72 casos com diagnéstico presuntivo de neurotoxoplasmose baseado em
critérios clinicos, achados de imagem e resposta terapéutica. Destas, o DNA do
T. gondii foi confirmado em 22 (30,5%) amostras, sendo o0 patdégeno mais
detectado. No que se refere a deteccéo de HTLV-1/2, o diagnéstico foi realizado
para 0s casos com suspeita de infeccdo mediante solicitagdo médica. Dentre as
amostras de LCR suspeitas de HTLV-1/2, duas apresentaram anticorpos anti-
HTLV-1/2 pelo ensaio Imunoenzimatico ELISA. No entanto, o DNA do HTLV-1/2

nao foi detectado em nenhuma das amostras suspeitas.

Tabela 5: Frequéncia absoluta e relativa dos patégenos detectados em 245 amostras de LCR
de PVHA com suspeita de infeccdo no SNC e manifestacdes neuroldgicas atendidas na
Fundacdo de Medicina Tropical no periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2021.

Patégeno Prevaléncia individual/N (%)
T. gondii 22/72 30,5
Cryptococcus sp. 19/245 7,7
EBV 13/245 53
CMV 10/245 4,0
\Y/AY 10/245 4,0

Jcv 10/245 4,0
HSV-1 2/245 0,8

M. tuberculosis 2/245 0,8
HSV-2 1/245 0,4
BKV 1/245 0,4
Total 920 36,7

Com relacéo as caracteristicas dos pacientes com patégeno detectado, o
sexo mais prevalente foi o masculino (45%) com idade mediana de 37 anos. As
manifestacdes neuroldgicas mais relatadas fora cefaleia (50%), rebaixamento
do nivel da consciéncia (38,9%) e confusdo mental (33,3%) (Tabela 6).

No grupo de pacientes com Herpesvirus confirmado, observamos um
perfil liquérico inflamado, com celularidade elevada, mediana de 85.5
células/mm? (intervalo: 0 — 3.925), aumento significativo na proteina, mediana de
116.1 mg/dL (intervalo: 42.6 — 1.558), glicose normal, mediana de 61.5 mg/dL

(intervalo: 8 —123) e. Para o grupo de pacientes com Poliomavirus, foi observado
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um perfil liqudrico dentro da normalidade, proteina (Md, 45.8 mg/dL), glicorraquia

(M4, 55 mg/dL) e citometria <5 células/mma3.

Tabela 6: Frequéncia absoluta e relativa das caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos
pacientes com patdgenos detectados no LCR de acordo com a familia viral atendidos na
Fundacado de Medicina Tropical no periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2021.

Variavel Herpesvirus Poliomavirus Coinfeccéo
n=30 (%) n=10 (%) n=7 (%)

Sexo

Masculino 16 (53,3) 2 (20) 4 (57,1)

Feminino 14 (46,7) 8 (80) 3 (42,9)
Manifestacdes neurolégicas*

Cefaleia 16 (59,3) 2 (28,6) 2(33,3)

Confusédo mental 11 (40,7) 1(14,3) 2 (33,3)

Rebgixamento do nivel de 11 (40,7) 3 (42,9) 2 (33,3)
consciéncia

Paresia de MMII 8 (29,6) 2 (28,6) 3 (50,0)
Uso de TARV

Regular 9 (30) 2 (20) 3(42,9)

Irregular 4 (13,3) 5 (50) 1(14,3)

Virgem 12 (40) 2 (20) 3(42,9)

Abandono 5(16,7) 1(10) 0
Carga viral plasmatica

Detectado 23 (85,2) 8 (80) 6 (85,7)

N&o detectado 4 (14,8) 2 (20) 1(14,3)
Desfecho clinico

Obito 10 (33,3) 5 (50) 2 (28,6)

N&o 6bito 20 (66,6) 5 (50) 5(71,4)

* Os valores da frequéncia absoluta e relativa estao sujeitos a variagdes devido um mesmo paciente
apnresentar mais de uma manifestac&do neurol6aica e outras manifestacées menos freauentes ndo estarem
TARV — Terapia antirretroviral

MMII — Membros inferiores

6.3 Carga viral do HIV no LCR

Para a investigacdo da carga viral do HIV no liquido cefalorraquidiano,
foram testadas 55,1% (135/245) das amostras, aquelas com volume suficiente
para as analises. O RNA do HIV foi detectado em 68,8% (93/135) das amostras.
Nessa populacdo, houve prevaléncia de 61,3% do sexo masculino (57/93) e a
idade mediana foi de 35 anos. As manifestacdes neurologicas mais frequentes
fora cefaleia (70,1%), rebaixamento do nivel da consciéncia (26,4%), confusdo
mental (23%) seguido de crise convulsiva (21,8%). 42,9% (39/93) dos pacientes
relataram fazer o uso regular de TARV e 30,8% (28/93) eram virgens de

tratamento antirretroviral. De acordo com o estagio de infeccdo HIV

53



(Classificagdo do Centers for Disease Control and Prevention), 70% dos
pacientes foram classificados no estagio 3 (T CD4+ <200 células/mm3). 30%
(28/93) pacientes foram a 6bito (Tabela 7). Em relagéo ao perfil liquorico desses
pacientes, houve elevacdo na proteina (Mg, 84,7 mg/dL) variando de 8 — 396
mg/dL, glicose normal (M4, 53 mg/dL) variando de 8 — 148 mg/dL e celularidade
levemente elevada (M4, 17 cel./mms3) variando de 0 — 874 células/mm3. Quanto
a carga viral de RNA do HIV no LCR a mediana foi de 79,639 coépias/mL
(intervalo: 1,14-20.000.000). Em seis pacientes com supressao viral plasmética,
a carga viral do HIV no LCR foi detectada. Nos pacientes discordantes, 0s niveis
medianos de RNA do HIV no LCR foram de 138 cépias/mL (intervalo: 52-540),

guatros desses pacientes estavam em uso regular de TARV.

Tabela 7: Frequéncia absoluta e relativa das caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos
pacientes com HIV detectado no LCR atendidos na Fundagéo de Medicina Tropical no periodo
de janeiro de 2015 a dezembro de 2021.

Caracteristicas sociodemogréficas Total (n=93) (%)
Sexo

Masculino 57 61,3
Feminino 36 38,7
Manifestacdes neurolégicas*

Cefaleia 61 70,1
Rebaixamento do nivel de consciéncia 23 26,4
Confusdo mental 20 23,0
Crise convulsiva 19 21,8
Uso de TARV

Regular 39 42,9
Virgem 28 30,8
Irregular 18 19,8
Abandono 5 55

N&o reportado 1 1,1

Carga viral plasmética

Detectado 70 84,3
Nao detectado 13 15,7
Estagio de infec¢do por HIV/T CD4+

Estagio 1 6 6,4
Estagio 2 14 15,0
Estagio 3 65 70

Estagio desconhecido 8 8,6
Desfecho clinico

N&ao 6bito 65 69,9
Obito 28 30,1

* Os valores da frequéncia absoluta e relativa estdo sujeitos a varia¢cdes devido um mesmo paciente apresentar
mais de uma manifestacao neurolégica.
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6.4 Correlagédo entre a carga viral do HIV no LCR/Plasma

Das 93 amostras com caga viral liquorica, 89 tiveram resultados pareados
com a carga viral plasmatica. Foi possivel observar uma correlagéo fraca, com
tendéncia a significancia estatistica (r=0.210, p=0.056) entre o0s niveis de cargas
virais plasmatica e liqudrica, a medida que a carga viral plasmatica aumenta,

observa-se também, aumento na carga viral liquérica (Figura 8).

2.5%x107= Y =0.2599*X + 193955
r=0.210
2.0%107= °
p=0.056
T -
o 1.5%10
9
1.0%x107+
5.0%105=
[ ]
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0 2x108 4x106 6x106 8x108
PLASMA

Figura 08: Grafico de correlacéo entre as cargas virais plasmatica e liqudrica das PVHA com
RNA do HIV detectado no LCR.

Os grupos de pacientes que tiveram agente detectado foram classificados
de acordo com o estagio de infeccao pelo HIV. Em todos, a maior prevaléncia de
infeccdo foi no estagio 3, caracterizando os pacientes em estado de AIDS. No
grupo de Poliomavirus, os dez pacientes estavam em estagio de infeccao

avancada (Tabela 8).
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Tabela 8: Frequéncia absoluta e relativa da classificacdo do estagio de infeccéo do HIV para os
grupos de virus detectado.

Estagio de Herpesvirus Poliomavirus HIV/LCR Coinfecgéo
Infeccéo n=30 (%) n=10 (%) n=93 (%) n=7 (%)
Estagio 1 1(3,3) i 6 (6,4) -
Estagio 2 6 (20) - 14 (15) 3 (43)
Estagio 3 18 (60) 10 (100) 65 (69) 4 (57)
Estagio

desconhecido 5(16.6) i 8(8.6) i

Os parametros liquéricos dos pacientes que tiveram deteccdo de
patdogenos foram comparados entre os grupos. Proteina e citometria foram
estatisticamente significativas (p=<0.05) no grupo Herpesvirus quando
comparado ao grupo HIV (Tabela 9).

Tabela 9: Comparacdo do perfil liquérico entre os grupos de pacientes com agentes virais
detectados no LCR atendidos na Fundagéo de Medicina Tropical no periodo de janeiro de 2015
a dezembro de 2021.

Herpesvirus Poliomavirus HIV no LCR p
(Grupo 1) (Grupo 2) (Grupo 3)
n=30 (Mq) n=10 (Mq) n=93 (Mq)) 1x2 1x3 2x3
Proteina 45.80 850
116.10 <0.05 <0.05 ns
mg/dL - -3.
(mg/dL) (42-1.558) (14-201) (80-3.960)
Glicose 61.50 55 53 ns ns ns
(mg/dL (8-123) (40-68) (8-148)
(Lri';}za 7.20 104 3.10 ns ns ns
(1.5-50) (1.6-19.7) (0.6-74
Citometria 104 0 17 ns <0.05 ns
(cel./mm3) (0-3.925) (0-5) (0-874) ’

ns (n&o significativo)
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7. DISCUSSAO

Com a introducdo da TARV, a incidéncia de infec¢cdes oportunistas no
SNC diminuiu significativamente. No entanto, ainda representam um desafio
para o diagndstico e tratamento, sendo importante causa de morbimortalidade,
sobretudo em individuos com infeccdo pelo HIV ndo tratada ou que
desconhecem sua infeccdo. Neste estudo retrospectivo, descrevemos 0sS
principais patdogenos encontrados no LCR, assim como a correlagdo entre os
niveis de RNA do HIV plasmaético e liquérico de PVHA atendidos em um hospital
referéncia em doencas infecciosas na cidade de Manaus, Amazonas.

Em pessoas vivendo com HIV, o status de AIDS esta mais associado a
infeccdes oportunistas que podem causar doencas neurologicas. Embora a
TARV seja distribuida gratuitamente no Brasil, ainda hd uma importante
prevaléncia de doencas neuroldgicas oportunistas (TELLES et al., 2021). Em
nosso estudo, verificamos que 36,7% dos patégenos oportunistas estavam
presentes em amostras de liquido cefalorraquidiano de pacientes com
manifestacbes neuroldgicas que tém HIV. Os virus da familia Herpesviridae
foram os mais comuns, representando 12,2% das amostras. O Toxoplasma
gondii foi o proximo, com 8,9%, seguido pelo Cryptococcus sp. em 7,7%. O
poliomavirus representou 4% e o Mycobacterium tuberculosis representou 0,8%.
Nossos achados enfatizam a importancia do diagndstico molecular como
ferramenta na identificacdo de agentes oportunistas causadores de infeccdo no
SNC de PVHA, independente do status de uso da TARV.

Os herpesvirus podem causar doengas no SNC durante a infeccdo
primaria ou reativacao, e ttm uma alta prevaléncia em popula¢ées de alto risco,
especialmente em PVHA. Isso porque causam aumento da morbidade e
mortalidade (BALDWIN; CUMMINGS, 2018; REN et al., 2020). Estes virus, estédo
fortemente associados a infec¢des graves, e sua reativacao esta quase sempre
relacionada a desfechos ruins (MEYDING-LAMADE; STRANK, 2012; REN et al.,
2020). Em nosso estudo, verificamos que os herpesvirus foram responsaveis por
12,2% dos casos de infec¢cdes oportunistas no SNC em PVHA. Inferior ao
descrito na literatura. Yang e colaboradores (2017), identificaram que o

herpesvirus foi responsavel por 26,6% dos casos de doenca neuroldgica. Gaeta
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e colaboradores (2009), relataram que o DNA dos herpesvirus foi detectado em
33,5% amostras de LCR analisadas. Provavelmente, este baixo percentual pode
ter sido devido ao uso prévio do antiviral, que pode ter levado a eliminacdo dos
virus e resultando na auséncia do acido nucleico detectavel.

O virus Epstein-Barr tem uma distribuicio mundial, e as estimativas
sugerem que a prevaléncia de infeccdo na populacdo adulta € de
aproximadamente 90%. As complicacdes da infeccdo por EBV sdo raramente
observadas no SNC e variam de 0,5 a 7,5% como a primeira ou Unica
manifestacdo neurolégica (WANG; YANG; WEN, 2022). Evidéncias sugerem
que a deteccdo de DNA do EBV no LCR pode estar relacionada a replicacéo
ativa do virus em linfocitos B e a um risco aumentado de morte (YANG et al.,
2017). No entanto, outros autores observaram que a deteccao de EBV no LCR
pode ser limitada porque é incerto se a presenca do virus no LCR representa
uma replicacdo ativa ou um virus latente em células B, transportadas durante a
vigilancia imunoldgica e processos inflamatérios (WANG, YANG; WEN, 2022).

Em nosso estudo, o DNA do EBV foi detectado em 5,3% (13/245) das
amostras. Neste grupo de pacientes, observou-se um perfil do liquido
cefalorraquidiano inflamado com indices elevados de proteina (M4,173 mg/dL) e
celularidade (Md4,122 células/mm3). Wang et al., (2007) descreveram que a
concentracédo de proteina no LCR foi significativamente maior nos pacientes com
EBV detectado em comparagcdo aos que nao tiveram deteccéo de EBV. Opitan
et al., (2017) encontraram alta prevaléncia de EBV em 45,2% (38/84) das
amostras testadas, mas ndo apresentaram dados sobre o perfil liquorico para
esses pacientes. Em contrapartida, em um estudo realizado por Benjamin et al.,
(2012) no Malawi, foi observada uma alta incidéncia de EBV (36%) nos pacientes
HIV positivos, mesmo naqueles com perfil liquérico normal. Além disso,
encontramos EBV em trés coinfec¢des, duas com CMV e uma com VZV.
Especula-se que o EBV também possa ser detectado concomitantemente com
outros agentes, indicando replicacédo ativa ou reativacao devido a presenca de
agentes oportunistas (WANG; YANG; WEN, 2022).

A reativacdo do virus da varicela zoster no sistema nervoso central esta
associada a varias complica¢gfes graves e potencialmente letais que geralmente
ocorrem com a meningoencefalite aguda. Nas PVHA, essa reativacdo € mais

comum quando comparado a pacientes imunocompetentes e esta associada
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principalmente a baixa contagem de células T CD4+ e ao aparecimento de
lesBes cutaneas anteriores ao envolvimento neurolégico (CORTI et al., 2015).
Grey et al., (1994) relataram que a reativacdo do VZV ocorreu em mais de 4%
dos pacientes com AIDS. Em nosso estudo, o DNA de VZV foi detectado em 4%
das amostras. Um estudo realizado na Zambia analisou amostras de 331
pacientes com HIV, e a prevaléncia de deteccéo de VZV nessa populacéao foram
3,9% (13/331) (SIDDIQI et al., 2014).

O citomegalovirus é difundido em todo o mundo, e a infec¢do geralmente
nao causa sintomas graves na populagdo imunocompetente. Contudo, quando
presente em pacientes imunocomprometidos, particularmente PVHA, pode
causar doencas graves e morte (ZHAO et al., 2020). Com o advento da TARV,
as complica¢bes neuroldgicas relacionadas ao CMV diminuiram. No entanto, o
CMV permanece presente, e alguns fatores podem contribuir para esse cenério,
como a falta de adesdo ao uso de TARV ou resisténcia antirretrovirais. O
diagnéstico tardio do HIV também pode ser um fator contribuinte (SILVA et al.,
2010). As complicagBes neuroldgicas sdo mais frequentes em pacientes com
baixas contagens de células T CD4+ (<50 células/mm3) e muitas vezes se
apresentam simultaneamente com o aparecimento de sintomas em outros locais
do corpo.

Em nosso estudo, o DNA do CMV foi detectado em 4% das amostras
(10/245). Nesses pacientes, a mediana de células T CD4+ foi de 84 células/mm3
(intervalo: 6 — 461) e a carga viral plasmatica detectavel foi encontrada em 80%
dos pacientes com mediana de 60.962 cépias/mL (intervalo: 176 —1.186.064).
40% (6) desses pacientes morreram. A prevaléncia de deteccdo de
citomegalovirus foi de 2,4% (6/248), em estudo realizado em um centro de
referéncia em Sdo Paulo. Esses pacientes tinham uma contagem de células T
CD4+ <50 células/mm3 e foram definidos como portadores de encefalite por
CMV. Os autores também enfatizam que a encefalite por CMV é comum entre
as PVHA hospitalizadas com doencas neuroldgicas oportunistas (LUCAS
JUNIOR; BOGONI; SCHNEIDER, et al.,, 2022). Outro estudo de coorte
observacional prospectivo, também realizado em um centro de saude terciario
brasileiro, incluiu 105 PVHA. O citomegalovirus foi o terceiro patdbgeno mais
frequente (11,5%), sendo responsavel por causar encefalite, polirradiculite e/ou
retinite (TELLES et al., 2021).
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A Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (LEMP) é uma doenca
desmielinizante, subaguda ou crbnica causada pela reativacédo do virus JC em
pacientes imunocomprometidos, particularmente em PVHA (MEZA et al., 2022).
A LEMP geralmente é caracterizada por déficits neuroldgicos focais, como
hemiparesia, disturbios de marcha e disturbios visuais, bem como transtornos
mentais (PANPALIA; ONKARAPPA; NAIK, 2020). As doencas neurologicas
associadas ao HIV sdo uma condicdo oportunista importante que afeta até 5%
dos pacientes com HIV sem tratamento. E classificada como condicdo definidora
da AIDS (ABRAO et al., 2021). Embora a incidéncia de LEMP entre PVHA em
uso de TARYV tenha diminuido, ainda é a quarta complicacdo neurolégica mais
frequente nessa populacao no Brasil (LOPES et al., 2019; PIZA et al. 2012).

Em nosso estudo, a frequéncia de deteccdo do JCV foi de 4% (10/245).
Achados semelhantes foram relatados por Vidal et al., (2008) em um estudo
realizado em S&o Paulo, que identificou doze (6%) casos de LEMP entre 219
pacientes com doenca neurolégica. Outro estudo brasileiro realizado em Goias
com 45 pacientes HIV positivos suspeitos de LEMP, confirmou a presenca do
virus JC no LCR de cinco pacientes (11,1%). A contagem média de células T
CD4+ foi de 54 células/mm?3 e a mediana da carga viral do HIV foi de 91.984
copias/mL. Apenas dois pacientes apresentaram resultados anormais na analise
do LCR, exibindo pleocitose de 20 a 288 células/mms3 e um caso com elevagéo
da proteina (ABRAO et al., 2021).

Uma alta taxa de mortalidade de 50% foi observada nos pacientes que
tiveram JC detectado em nosso estudo. Houve predominio de infeccdes em
mulheres, com 80% delas tendo o virus JC detectado. 80% dos pacientes
estavam em imunodepressdo grave, com a contagem mediana de células T
CD4+ de 120 células/mm? (intervalo: 31-378) e alta carga viral plasmatica do
HIV com mediana de 4.551 copias/ml (variacdo: 8-542,71). O liquido
cefalorraquidiano desses pacientes foi normal, com mediana proteica de 45
mg/dL, mediana de glicose de 55 mg/dL e mediana de celularidade de 0O
células/mm3. Esses achados enfatizam a importancia da realizacdo de um
diagnéstico diferencial molecular nos casos de suspeita de LEMP, mesmo
guando se observa um perfil normal do LCR. Além disso, observamos que 0 uso
irregular da TARV foi relatado em 50% dos casos, 0 que pode ter contribuido

para a alta taxa de mortalidade nesse grupo, uma vez que a LEMP n&o possui
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tratamento especifico e que a melhora clinica do paciente pode estar diretamente
relacionada ao uso regular da TARV (GASNAUT et al. 2011; MOULIGNIER;
LECLER, 2021).

As causas mais comuns de encefalite esporéddica entre adultos
imunocompetentes em todo o0 mundo sao herpes simplex tipo 1 e 2. No entanto,
eles raramente causam encefalite em pacientes com HIV (LI; SAX, 2009). Em
nosso estudo, o HSV-1 foi detectado em apenas dois pacientes (0,8%) e 0 HSV-
2 foi detectado em uma coinfeccdo com HSV-1. Resultados semelhantes foram
observados por Benjamin et al., (2012), que encontraram dois casos de HSV-1
e nenhum caso de HSV-2 em suspeitos de meningite viral. A literatura indica que
0 HSV-1 possui uma predilecao pelos lobos frontal e temporal, de modo que as
manifestacbes neuroldégicas mais comuns provavelmente sdo emocionais e
comportamentais. Por outro lado, o HSV-2 é geralmente associado a meningite
(BALDWIN; CUMMINGS, 2018). Em nosso estudo, as manifestacfes
observadas nos casos de encefalite herpética foram rebaixamento do nivel da
consciéncia, confusdo mental e rigidez de nuca. Esses achados coincidem com
os dados prévios da literatura.

A neurotoxoplasmose é a doenca oportunista mais comum que causa
lesbes cerebrais em PVHA com imunodepressdo avancada que ndo tiveram
tratamento profilatico (VIDAL. 2019). E causada pela reativacdo do protozoario
Toxoplasma gondii, que é latente em cistos teciduais, e ocorre em 3 a 40% das
PVHA (AOVTSEVAZ et al., 2020; GRAHAM et al., 2021). Em nosso estudo,
apenas 72 pacientes apresentaram diagndstico clinico de neurotoxoplasmose
baseado em critérios clinicos, achados de imagem e reposta terapéutica. O DNA
do T. gondii foi confirmado em 30,5% (22/72) das amostras de LCR, sendo o
patdgeno mais detectado. Semelhante a nossos achados, um estudo realizado
em Gana relatou que 25% (21/84) dos pacientes HIV-positivos testaram positivo
para T. gondii por diagnéstico molecular (OPITAN et al., 2017). Telles et al.,
(2021) encontraram que o T. gondii foi o patdgeno mais detectado em amostras
de LCR (36%) em estudo realizado em S&o Paulo. As manifestagbes
neurolégicas mais frequentes em pacientes com DNA de T. gondii confirmado
foram cefaleia (66,7%), paresia de membros (28,5%), rebaixamento do nivel de
consciéncia e afasia (23,8%), seguida de convulsdo (19%). Em nosso estudo, a
mediana de contagem de células T CD4+ foi de 78 células/mm? (intervalo: 21-
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1.128) e a carga viral plasmatica do HIV foi detectada em 89% com mediana de
130.070 copias/ml (intervalo: 43-3.671.298). Estudos tém relatado que a
frequéncia de neurotoxoplasmose estd aumentada em PVHA que tém uma
contagem de células T CD4+ abaixo de 100 células/mm3 (GRAHAM et al., 2021;
WANG et al. 2017).

A prevaléncia de infeccfes neuroldgicas oportunistas nas PVHA varia de
acordo com o estado imunolégico, a adesdo ao tratamento antirretroviral e
fatores geograficos. Os sinais e sintomas podem ser inespecificos, dificultando
o diagndstico clinico ou laboratorial. Portanto, € essencial conhecer os agentes
responsaveis pelas infeccées nas PVHA. Nosso estudo apresentou algumas
limitagcBes importantes. Devido a natureza retrospectiva, fomos limitados pela
auséncia de algumas informacdes clinicas e laboratoriais dos pacientes. A falta
de acompanhamento impossibilitou a avaliagdo do impacto de nossos achados

na historia dos pacientes.

7.1 Carga viral do HIV no LCR e plasma

O HIV pode infectar varios sistemas do corpo, e 0 sistema nervoso é um
dos alvos clinicamente mais relevantes (ZAYYAD; SPUDICH, 2015). A invasao
do sistema nervoso central pelo HIV ocorre durante a infec¢éo primaria e pode
ser detectada no liquido cefalorraquidiano da maioria das pessoas com HIV nao
tratadas ou inadequadamente tratadas (EDEN et al., 2010). A replicacdo do HIV
no sistema nervoso central desencadeia complicacbes neuroldgicas
importantes. Portanto, € necessario compreender a evolucao da replicacao viral
do HIV no SNC e suas consequéncias no contexto das doencas neuroldgicas
nas PVHA. Neste estudo retrospectivo, encontramos evidéncias de RNA do HIV
em 68,8% das amostras neurossintoméaticas do LCR e demonstramos que 70%
dos individuos apresentaram carga viral no LCR >50 cépias/mL.

A avaliacdo da carga viral do HIV no sistema nervoso central (SNC) para
o controle da replicacdo tem sido abordada por varios motivos, incluindo o
diagnéstico de distlrbios do SNC, disturbios cognitivos que continuam a ocorrer
apesar do uso de terapia antirretroviral (TARV), controle da replicac&o viral no
SNC que pode resultar em danos neurolégicos continuos, e, consequentemente,

neuroinflamacéo (WISTON et al., 2019). Em nosso estudo, a carga viral do HIV
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no liquido cefalorraquidiano foi avaliada apenas como um marcador virologico,
nao como um marcador diagndstico para distirbios neurocognitivos associados
ao HIV e ao controle da replicacéo.

Distarbios neurolégicos agudos e subagudos estdo frequentemente
relacionados a infeccdo direta pelo HIV no sistema nervoso central. Podem se
apresentar como meningite aguda, especialmente na infec¢cdo primaria, mielite
e transtorno neurocognitivo associado ao HIV (HAND), que estéao relacionados
a lesdes cronicas do SNC (CANESTRI et al., 2010). Apesar da oferta gratuita de
medicamentos antirretrovirais no Brasil, os disturbios neuroldgicos continuam
prevalentes (CHISTO et al., 2005). Em nosso estudo, apesar da deteccédo do
RNA do HIV no liquido cefalorraquidiano, néo foi possivel classificar os disturbios
neurocognitivos nesse grupo de pacientes, uma vez que essa classificacao
exige, além da detecgdo do HIV no LCR, os sintomas relatados pelos pacientes
e as anormalidades observadas na realizacdo de testes neuropsicolégicos
(SPUDICH; ANCES, 2011).

A carga viral do HIV representa replicagao viral sistémica, no entanto, no
SNC essa replicacdo pode ocorrer independentemente da infeccdo sistémica.
(CHISTO et al., 2005). Embora a supressdo da carga viral do HIV no plasma
esteja bem controlada, isso nem sempre é o caso no SNC (FERRETI et al., 2015;
WISTON et al. 2019). Em contraste, a carga viral do LCR e do plasma nem
sempre esta correlacionada e, em alguns pacientes, a carga viral no LCR pode
ser maior do que a do plasma (BOIKO et al., 2022).

Em nosso estudo, a carga viral do HIV foi detectada no liquido
cefalorraquidiano de seis pacientes, apesar da supressao viral plasmatica. Em
pacientes com status de HIV discordante, o nivel mediano de RNA do HIV no
LCR foi de 138 copias/mL (variacdo: 52-540), e quatro desses pacientes
estavam em TARV regular. A literatura mostra que a presenca de RNA do HIV
no compartimento do sistema nervoso central em concentragdes acima do
plasma é geralmente chamada de escape e/ou discordancia viral, podendo
evoluir para cepas resistentes ao tratamento antirretroviral (NIGHTINAGELE et
al., 2016; WISTON et al., 2019). Ferreti et al., (2015) sugeriram que 0 escape
viral pode ser observado em pacientes que nao apresentam supressao
prolongada durante a TARV. Nesses pacientes, o HIV plasmatico resistente a
antirretrovirais pode infectar o SNC e se replicar, levando a discordancia. Os
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mesmos autores também sugeriram que a imunodepressao avancada facilita a
entrada do HIV no sistema nervoso central e sua consequente replicacéo.

A penetracdo de drogas antirretrovirais no compartimento do sistema
nervoso central é limitada pela presenca da BHE. Nesse contexto, tem sido
abordado como um possivel fator de fuga do virus para a TARV e,
consequentemente, o desenvolvimento de um reservatorio para persisténcia
viral e evolucdo de mutacdes de resisténcia (EDEN et al., 2010). Neste estudo,
ndo correlacionamos a deteccdo do HIV no LCR com a eficicia da penetracao
antirretroviral; portanto, ndo podemos assumir se 0 escape do HIV no SNC esta
associado ao regime de TARV utilizado pelos pacientes. Embora os fatores
associados ao escape do HIV no liquido cefalorraquidiano sejam pouco
compreendidos, a literatura aponta como possiveis fatores que favorecem esse
escape, baixa contagem de células T CD4+, dependéncia inadequada da TARV,
tratamento com drogas com baixa penetracdo do SNC, mutacdes associadas a
resisténcia aos antirretrovirais (DRAVID et al., 2018). Outro fator importante a
ser destacado é a coinfecgdo com outros virus; no entanto, mais pesquisas sao
necessarias para elucidar isso.

Nosso estudo teve algumas limitacGes relevantes. Devido a natureza
retrospectiva, fomos limitados pela auséncia de algumas informacdes clinicas e
laboratoriais dos pacientes. Em algumas amostras de LCR né&o foi possivel
realizar todas as analises para deteccao da carga viral do HIV devido volume
insuficiente e isso pode ter subestimado o real numero de deteccdo. N&o
pudemos avaliar o impacto clinico de nossos achados na histéria dos pacientes
devido a auséncia de acompanhamento. Apesar da ampla investigacédo
diagndstica, houve limitagdes no nimero patdgenos especificos pelo diagnéstico
de PCR, dessa forma, pode ser que existam outros patégenos associados a
infeccbes neuroldgicas oportunistas nesta populacao.

Em resumo, este estudo destaca a importancia do conhecimento
epidemiologico dos agentes infecciosos frequentemente identificados no SNC de
PVHA com manifestacdes neuroldgicas. Demonstra que o diagnostico molecular
sensivel e disponivel é imprescindivel para identificar os agentes neuroldgicos
oportunistas e dessa forma contribuir para melhor decisédo clinica e terapia
adequada para estes pacientes. Por outro lado, ressalta que apesar da deteccéo
do RNA do HIV no LCR e sua aplicagéo na pratica clinica continuarem limitadas,
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esta pode ser uma importante ferramenta e deve estar disponivel na rotina clinica
para o diagnostico de transtornos neuroldgicos associados ao HIV, avaliacao de
mutacOes de resisténcia e eficacia da terapia empregada, assim como na
exclusao de outras doengas que acometem o SNC.

65



8. CONCLUSAO

Patogenos oportunistas foram detectados em 36,7% das amostras de

LCR de PVHA com manifestacGes neuroldgicas;

T. gondii € o agente oportunista mais frequente em PVHA com

manifestacdes neuroldgicas;

Cryptococcus sp. é o segundo patégeno mais frequente em PVHA com

manifestacfes neuroldgicas;

Os herpesvirus séo frequentemente detectados nesta populacdo e

importantes causas de alteracdes no perfil liquérico;

64% dos pacientes foram classificados no estagio 3 de infeccéo pelo HIV;

A carga viral do HIV no LCR foi detectada em 68,8% das PVHA;

Existe uma baixa correlacao positiva entre o nivel de RNA do HIV no LCR

e plasma no grupo de pacientes de nosso estudo;

Apesar do uso de TARYV, infec¢cdes oportunistas do SNC continuam

prevalentes nessa populacéao.
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10. ANEXOS

10.1 Protocolo de Extracdo de DNA/RNA

ReliaPrep ™ Viral Total Nucleic Acid Purification Kit, Custom Protocolo:

1. Descrigdo
Para purificagdo total de acidos nucleicos a partir de amostras bioldgicas liquidas
incluindo: Sangue, Plasma, Urina, Fluidos livres de células, sobrenadantes de cultura,
entre outras. Até 300ul de liquido pode ser processada por purificacdo e a eluicdo

realizada com até 50ul para maior concentragdo dos acidos nucleicos.

2. Coleta & armazenamento das amostras antes da purificagao:

Se for utilizar o sangue total, coletar em tubo de EDTA ou ACD- anti coagulacdo
da Vacutainer®. Evitar tubo de heparina, isto pode inibir as amplificacfes gerais sdo
para preparar e estocar amostras de soro e plasma. Separar o plasma das células
dentro 1 hora de sangue extraido por centrifugacao a 1.500xg por 20 minutos a 25°C,
em seguida, transferir o plasma para um tubo limpo. Separar o soro do sangue
coagulado por centrifugacdo de 1.000xg durante 10 minutos 25°C, depois transferir o
soro para um tubo limpo. Armazenar amostras de plasma e soro na 2-8°C por até 24
horas, ou congelar amostras que ndo serdo processadas dentro de 24 horas a -20°C
por até & dias. Evite ciclos repetitivos de congelamento e descongelamento e ndo

armazene podem variar dependendo do virus isolada.

3. Protocolo

Materiais que o usuario necessita ter:

+ Mixer para ressuspensdo do sangue total, opcional dependendo da amostra
utilizada.

= Vortex

« Tubo 1,5 ml para micro centrifuga

=« Banho Maria

 Micro centrifuga com capacidade de 14,000 x g

1- Misture cuidadosamente a amostra durante 10 minutos pelo menos em um
agitador a temperatura ambiente. Se amosira tiver sido congelada, descongelar

completamente antes de misturar bem.



2- Adicione 20ul da solucdo de Proteinase K (PK) em um tubo 1,5ml de
microcentrifuga.

3- Adicione 200ul da amosfra liquida no tubo que contém a Proteinase K (PK) e
agite brevemente.

MNota: Até 300ul de amostra pode ser utilizada, para fazer Cell Lysis Buffer (CDL)

e Proteinase K devera aumentar par 300ul e 30pl respectivamente. Também, no

passo 8 9 duas cargas de sequencias de 440ul sdo necessarias para evitar o

transbordamento da coluna.

4- Adiciona 200pl de Cell Lysis Buffer (CDL) no tubo. Feche o tubo vortexar por
pelo menos 10 segundos.

MNota: Se for utilizada um controle para extracdo, pode ser adicionado ao lisado

depois do passo 4. Controles internos sao oferecidos nesse kit.

5- Incubar a 56°C por 10 minutos em banho maria ou bloco térmico.

MNota: Amostras contendo virus como Hepatite B e C, como por exemplo, requerem

manter incubacdo a 80°C para recuperacdo otima de acidos nucléicos devido as

estruturas secundarias do genoma viral.

6- Enquanto a amostra & incubada, cologue a Relia prep™ Binding Column em
tubo de coleta.

7- Remova o tubo de banho maria ou bloco térmico, adicione 250ul de Binding
Buffer (BBA), feche o tubo e vortexar por 10 segundos.

8- Adicione o conteldo do tubo para Relia Prep™ Binding Column, feche e
cologue em uma microcentrifuga.

8- Centrifugue por 1 minuto em maxima velocidade. Confira as colunas e tenha
certeza que todo lisado passou por uma membrana. Se o lisado continuar
visivel em cima da membrana, centrifugue por mais 1 minuto.

10- Remova o tubo de coleta o sobrenadante e descarte em um lixo infectante.

11- Coloque a coluna em um tubo novo. Adicione 500ul de Column Wash Solution
(CWD) na coluna e centrifugue por 3 minutos na velocidade maxima. Descarte
o sobrenadante.

12- Repita o passo 11 duas vezes para um total de 3 lavagens.

13- Coloque a coluna em um tubo de microcentrifuga de 1.5ml.

14-Adicione entre 50-200p1 de Nuclease-free Water na coluna. Centrifugue por 1

minuto em maxima velocidade.
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15- Descarte o Relia Prep™ Binding Column e guarde o eluido. Nao reutilize as

colunas de ligagdo ou tubos de coletas.

4- Armazenamento o acido nucléico eluido

Se as amostras ndo sdo processadas imediatamente, estocar o eluido de DNA
viral no gelo ou até - 4°C por maximo de 24 horas. Para periodos maiores, congelar
a -20°C ou -70°C. RNA viral & bem menos estavel e é preferivelmente realizar o

ensaio apos a extracdo. Alternativamente, estocar o eluido de RNA a -70°C.
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10.2 Protocolo de ELISA

SEMI AUTOMATED PROCESSING

Step 1 Reconstitute and mix the Conjugate, prepars

the Substrate Sobution and Wash Fluid.

Use only the numbar of wells required for the

iest.

Add 50 pl of Sample Diluent to each well. 50 pl
Add 50 pl of Samples or 50 pl Controls to the 50 pl
wells.

Step 2

Step 3
Step 4

For each plate use the first column of wells

for the assay Controls. Add the Controls 12 the

deszignated wells after dispansing the samples.

Pipetta 50 pl of the Negative Control into each

of threa wells A1 1o C1 and 50 pl of the anti-

HTLY Pasitive Control into well D1. Use of a

whita background will aid visualization of sampls

addition.

Cover the walls with the lid and incubate for

30 minutes at 37°C £1'C under humid conditions.

At the and of the incubation time wash the plate

as described under Wash Procedures.

Immediataly after washing the plate, add 50 pl of 50 pl

Conjugate to each well.

Cover the wells with the lid and incubate for

30 minutes at 37°C £1°C under humid conditions.

At the and of the incubation time wash the plate

as described undar Wash Procedures.

Step 10 Immediataly after washing the plate, add 100 pl
of Substrate Solution to each well.

Step 11 Cover the walls with a lid and incubate for
30 minutes at 37°C £1°C under humid conditions.
Keep away from direct sunlight. A purple colour
should devalop in wells containing reactive
samples.

Step 12 Add 50 pl of Stop Solution (0.5M to 2M 50 pl
sulphuric acid) to each wall.

Step 13 Within 15 minutes read the absorbance at
450 nm using 620 nm to 680 nm as the
reference wavelangth if availabla.

Blank the instrument on air (no plats in the

30 mins

30 mins

100 pl

30 mins

450 nm

camiage).

WASH PROCEDURES
Protocols for recommendad washers and procedures for verifying washers
and analysars can be obtained from your representative. The following
protacol is recommeanded.
a) Protocol for automated microplate stripwasher
Perform 5 wash cycles using working strength Wash Fluid. Ensure,
where possibla, that
{i) Flow-through washing with a fill volume of 500 pliwsll is used
with instrumantation supplied by DiaSorin. Whan using other
instrumentation for which this is not pessible, ensure that the well
is completely fillad.
(i) The dispense height is set to completely fill the wall with a slight
positive meniscus, without causing an oveadlos.
(iii) The time taken to complete one aspimtsiwash/soak cycle is
approximately 30 seconds.
(i) Ensure that no liguid is left in the well {by uss of a double aspirate
step in the final cycle where possible).
(v) After washing is completed, imvert the plate and tap owt any
residual Wash Fluid onto absorbent paper.
b} Protocol for Manual Washer
(i) Aspirate the first row of wells
(i) Completely fill this row with working strength Wash Fluid.
(i) Repeat this procedurs for each mow of wells in tumn.
(i) Ensure that each row of wells is left 1o soak for 30 seconds.
(v) Repeat (i} to (v) a further 4 times.
(vi) Aspirate the comtents of the wells. it is recommended that the

wellzs are iverted and tapped dry on paper towsl or tizsus after
the last wash.

NOTE: Do not allow the wslls to become dry during the assay
procedurs.

Viashers must be rinsed with distillad water at the end of the test to
gvoid blockage and cormasion.

FULLY AUTOMATED MICROPLATE PROCESSORS

Contact your representiative for details of currentty evailable validated

protocols. For instrumentation without established validated protocols, the

following guidelines are recommandead:

1. Do not programme times shorter than specified in the procedure.

2. For each incubation at 37°C, programmed times may be increased
by up to 5 minutas.

3. Wells containing either Sample Diluent or Sample Diluent and Sample
Control may be left at room temperature for up to 30 minutes before
starting Step 4 and 5§ respectively.

4. Ensure &l ‘Analytical Precautions’ ars followed.

Protocols written following these guidelines must be fully validated prior
o use according to local proceduras.
RESULTS

CALCULATION OF RESLLTS

Each plate must be considered ssparately when calculating and interpreting
results of the assay. Approved software may be used for calculation and
interpretation of rasulis.

Megative Control

Calculate the mean absorbance of the Negative Controls.

Exampla:

Well 1 = 0084, Well2 = 0088 Well3 = 0.070
Total - 0.2a0
Msean Megative Control = 0.240/3 = 0080

If one of the Negative Control Wells has an absorbance more than 0.15
abova the mean of all three, discard that value and calculate the naw
Negative Control mean from the two remaining replicates.

Cut-Off Value

Calculate the Cut-Off Value by adding 0.2 to the mean of the Megative
Conirol replicates (ses above).

Example:

Mean Megative Control = 0.080

Cut-0ff Value - 0.080 + 0200 - 0280
QUALITY CONTROL

Results of an assay are valid if the following criteria for the controls
are mat:

Megative Control

The mean absarbance is less than 0.2

Positive Control

The absorbancs of the Positive Control iz more than 0.8 above the
mean sbsorbance of the Negative Control.

Assays which do not meat these criteria should ba repeatad.

In the unlikely event of the results repeatedly failing to meet sither
the Cuality Control criteria or the expected performance of the test,
pleass contact your reprasentative.

INTERPRETATION OF RESLLTS

MNor-reactive Results

Samples giving an absorbance less than the Cut-Off Value are considered
non-reactive in Murex HTLY 1L

Reactive Results.

Samples giving an absorbance greater than or equal o the Cut-0ff Value
are considered reactive in the assay (329 Limitations of the Procedure).
Unless local procedures stats otherwise such samples must be retested
in duplicate using the original sowrce. Samples that are reactive in at
lzast one of the duplicate retests are considerad repeatedly reactive in
Murex HTLY |+l and are presumed fo contain antibodies against HTLY-1 or
HTLW-Il. Such samples must be furthar investigated and the results from
this azzay considered with amy other clinical andfor assay infomation.
Samples that are non-reactive in both wells on retest must be considered
non-reactive against HTLY antibodias.

No sample addition

For wells whera the sample has baen omitted but all the reagents have
been edded, sbsorbance values significantly higher than the Megative
Control may be obtained.
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10.3 Parecer do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR
VIEIRA DOURADO"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA
Titulo da Pesquisa: Analise do liquido cefalorraquidiano nas manifestaces neurolégicas de pacientes
adultos infectados pelo
Pesquisador: Michele de Souza Bastos Barrionuevo
Area Tematica:
Versao: 6
CAAE: 03929618 8.0000.0005
Instituigédo Proponente: Diretoria de Ensino e Pesquisa - DENPE
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.478.655

Apresentagio do Projeto:

Dados globais da infecgdo pelo HIV em 2017 revelaram aproximadamente 37 milhdes de pessoas vivendo
com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV); 1.8 milhées de novas infeccdes e aproximadamente 1
milhdes de mortes relacionadas a doenca e suas sequelas. O HIV tornou-se responsavel por morbidade e
mortalidade significativas devido & imunossupressdo subjacente que leva a infecges oportunistas (10) que
ameacam a vida durante o curso natural da doenca. A literatura mostra que, cerca de 90% da morbidade e
mortalidade relacionadas ac HIV s3o causados por I0s comparados a 7% devido a cinceres e 3% devido a
outras causas. Além do monitoramento da carga viral do HIV no sistema nervoso, identificar com precisdo
as infecgdes oportunistas em individuos infectado pelo HIV & crucial por varias razdes. As 10s levam a
morbimortalidade, que reduz o tempo de vidas das pessoas infectadas e requer tratamentos onerosos em
paises em desenvolvimento. Segundo, identificar condi¢Ges atualmente trataveis proporciona ac paciente a
oportunidade de participar de um nimero crescente de abordagens éuticas. Além disso, a liagd
diagnéstica juntamente com um fluxa continuo para o tratamento reduz falhas terapéuticas proporcionando
cuidados de baixo custo, permitindo uma sobrevida maior para as pessoas infectadas pelo HIV, como
também ajuda a impedir a transmiss3o destas infeccéies para comunidade. Diante do exposto, pretende-se
estudar ¢ liquido cefalorraquidiano do paciente HIV com manifestacdes neurologicas.

Enderego: Av. Pedro Teixeira, 25

Bairro: D. Pedrs | CEP: §9.040-000
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone:  (32)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail:  cep@fmt am. gov.br
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Confinuagio do Parecer. 4 478,855

possam ser relacionados ao estudo que vocé participa.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A proposta é relevante, e dentro do contexto, & plenamente factivel, portanto, devidamente instruido, esta
apto para anilise.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéri
O protocolo deste estuda traz a documentago seguinte: 1. Folha de rosto da CONEP; Projeta gerado na
Plataforma Brasil (PB); 2. Termo de C i Livre e Escl ido (TCLE); Dx jt a
EMENDA proposta; 3. Demais p eja i . A folha de Resto da
CONEP esta devidamente preenchida e assinada.

Justificativa da Emenda: Encaminho esta Emenda para solicitar a inclus3o no método do projeto mais um
grupo de pacientes no referide estudo, mais especificamente nos critérios de incluséo, quais sejam, os
pacientes ambulatoriais na faixa etaria enire 13 e 17 anos. Solicitamos ainda na etapa 1 do projeto,
referente a selecdo de amestras, a inclusio das andlises de amostras de urina, de relevante importincia
para diagnostico clinico-laboratorial e que possui método de coletam simples e de forma ndo invasiva.

Solicitamos também o acréscimo de mais um ano na tempo do estudo janeiro de 2019 a dezembro de 2021

No protocolo da pesquisa relacionado a EMENDA, necessita da inclusdo do Assentimento Livre e
Esclarecido.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
PENDENCIA/SOLICITAGAO visando atender ao que dispde a Resolugiio n® 466/2012, CNS/MS e suas
complementares.

PENDENCIA 1. No protocolo da pesquisa em anilise, ndo consta o Assentimento Livre e Esclarecido para
grupo etario (13 a 17 anos) na EMENDA. Solicita-se incluir no protocolo da pesquisa, o
Assentimento Livre e Esclarecido para atender a Resolugio n® 466/2012, CNS/MS, item
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Pagna gae 05

FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR
VIEIRA DOURADO"

Continuago do Parecer: 4 475,655

Trata-se de uma EMENDA 2, no projeto de pesquisa intitulado Andlise do liquido cefalorraquidiano nas
manifestagdes neurolégicas de pacientes adultos infectados pelo HIV", cuja pesquisadora principal &
Michele de Souza Bastos Barrionuevo

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario: Estudar o liquido cefalorraquidiano do paciente HIV com manifestagées neurolagicas
em uma unidade de salde referencia em Manaus, Amazonas.

Obijetivo Secundario: - Detectar no liquido cefalorraquidiano os niveis de RNA do HIV e correlacionar com os

niveis presente no plasma. - Investigar no liquida

quidiano presenca de agentes oportunista como:

Toxoplasma gondii; virus JC e BK; HTLV-1, Herpervirus e Arbevirus, relacicnados a complicacées
neurolégicas. - Investigar o perfil inflamatérias dos casos com agente detectada X no detectado

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: E possivel que, durante a coleta da amostra o senhor/a senhoralvocé/seu filho/seu familiar
experimente algum d forto, principal relaci 4 coleta do liquido cefalorraquidiano, a dor que
acompanha a puncdo lombar é semelhante 3quela da coleta do exame de sangue. Apods submeter-se a
puncia lombar vocé devera permanecer em REPOUSQ deitado por algumas horas e beber muito liquido.
Um numero pequeno das pessoas, mesmo com esse cuidado, poderdo sentir dor de cabecga. Essa dor pode
ser forte, acontece ao levantar e melhora ao deitar. Se vocé fiver essa dor de cabega, e somente se tiver
essa dor, devera ficar em repouso absoluto, deitado por dois dias seguidos de preferéncia na posi¢do de
barriga para baix
completar esses dois dias, caso contrario a dor de cabeca podera voltar. Se a dor de cabeca voltar, sera
necessario ficar novamente em repouso pelos préximos dois dias, como se a pungZo tivesse sido feita
naquele momento. Em casos muito raros, a dor de cabeca pode prolongar-se per um periodo maior, de 04 a
07 dias apés a coleta do material, impossibilitando a realizagdo das atividades habituais, pessoais e
profissionais. Estes efeitos serdo monitorados por tanto tempo quanto necessario pelos médicos do estudo
para garantir o seu bem-estar. Existe também um risco potencial de quebra de sigilo devido aa atendimento
ser realizado em um sistema eletrénico de prontuario e outros médicos e profissionais de salde poderdo ver
os seus dados. Entretanto, todas os esfarcos serfio realizados para que os dados sejam guardados de

tomando muita dgua e outras bebidas hidratantes. Ndo devera tentar levantar antes de

forma confidencial e ndo
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Il - DOS TERMOS E DEFINICOES, 11.2, 11.24.

RESPOSTA DA PESQUISADORA: Cenferme salicitado, o Termo de Assentimento Livre e Esclarecide foi
incluido a esta PB, atendendo a Resolugdo CNS 466/2012

ANALISE: A pesquisadora atendeu com a inclusdo do Termo de Assentimento Livre e Esclarecido no
protocolo de pesquisa em analise, mas observou-se o seguinte no primeiro paragrafo "Estamos convidando
vocé/seu filho/seu familiar_." No item Alguns riscos relacionados ao estudo podem ser observados, consta:
"._. durante a coleta da amostra o senhor/a senhoraivocé/seu filho/seu familiar._.", no item Armazenamento

de foi ionado " Os materiais sangue e liquido cefalorraquidiano de senher/da
senhora/sualde seu filho/de seu familiar ...", e no item Participagdo voluntaria, " ... é voluntaria e se o
senhor/a senhoralvocé/seu filho/seu familiar._." Solicita-se readequacdo do pronome de tratamento para os
participantes do estudo na faixa etaria de 13 a 17 anos. PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA.

RESPOSTA DA PESQUISADORA: Genferme solicitado, o Terme de Assentimento Livre e Esclarecide foi
corrigido e incluido a esta PB, atendendo a Resolugdo CNS 466/2012.

ANALISE: Verifi que a isadora atendeu confc a solicitago. Diante disso, PENDENCIA
ATENDIDA.

Diante do exposto sugere-se que o protocolo referente a EMENDA, seja APROVADO pela pesquisadora ter
atendido a solicitag3o.

S.M.J. E o parecer.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O presente projeto estd APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatérios, parciais e o final, do estudo conforme prevé a Resolucdo CNS n° 466/2012, utilizando o formulario
de Roteiro para Relatério Parcial/Final de estudos clinicos Unicéntricos e Multicéntricos, proposto pela
CONEP em nossa home page.
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FUNDACAO DE MEDICINA FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR W"\“ TROPICAL "DOUTOR HEITOR gwm
VIEIRA DOURADO" VIEIRA DOURADO"

Contnuagio do Parecer: 4475 Continuagio do Parecer 4478 855

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados: Situagdo do Parecer:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situago Aprovade
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_166115] 15/12/2020 Aceilo Necessita Apreciagéo da CONEP:
do Projeto 4 E2.pdf 00:15:17 Nao
Outros CartarespostaCEP 141220 pdf T5/12/2020° [Michele de Souza Acetto
00:14:26 | Bastos Barri MANAUS, 21 de Dezembro de 2020
TCLE [ Termos de | TALE_V1_141220 pdf 14/12/2020 | Michele de Souza Aceito
Assentimento / 16:33.07 | Bastos Barricnuevo
iﬂSﬂ_ﬂﬁ?“Vﬂ de Assinado por:
wséncia ilai i
Qutres Respostapendencias_071220.docx 07/12/2020 |Michele de Souza Aceito :gi::grz‘ézf\xjfr‘;ss
15:17:36__| Bastos Barrionuevo
Outros Emenda_09T120 pdf 09/1172020 [Michele de Souza Acetto
17:20:27 | Bastos Barri
TCLE | Termos de | TCLE_V3_091120 docx 09/11/2020 |Michele de Souza Aceito
Assentimento / 17:07:16 | Bastos Barricnuevo
Justificativa de
Auséncia
Brochura Pesquisa | DocPrincipalV4.docx 09/11/2020 |Michele de Souza Aceito
16:59:54 | Bastos B:
Outros Emenda_CEP 1405 pdf 14/05/2019 |Michele de Souza Aceito
12:40:31 | Bastos Barri
Prajeto Detalhado /| Proposta_principal_V3.pdf 14/05/2019 |Michele de Souza Aceito
Brochura 12:38:08 | Bastos Barrionuevo
Investigador
utros Carta_Respesta_CEP.pdf 1971272018 |Michele de Souza Aceito
13:32:40 | Bastos B:
Declaracdo de For_Armazenamento_Mat_biologico.pdf | 19/12/2018 |Michele de Souza Aceito
Manuseio Material 133223 | Bastos Barrionuevo
Biologico /
epositario /
Biobanco
TCLE/Termos de | TCLE_UNI_V2.pdf 1971272018 |Michele de Souza Aceito
Assentimento / 130705 |Basios Barrionuevo
Justificativa de
Auséncia
Outros TCUD_Uni 18 pdf 29/11/2018 |Michele de Souza Aceito
12:26:32 | Bastos Barrionuevo
Outros Anuencia_Bac_pdf 29/11/2018 |Michele de Souza Aceito
12:28:15__| Bastos Barrionuevo
Outros Anuencia_DAM pdf 29/T172016 [Michele de Souza Aceito
12:27:51 |Bastos
Folha de Rosto folhaDeRostoUni18_pdf 29/11/20168 |Michele de Souza Aceito
10:33:41 |Basios B
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11. APENDICES

11.1 Instrumento de coleta de dados

Dados Gerais

"Dados Gerais de Neuroinfecgdes
e 1

Record ID

Prontudrio

Tipo de amostra

OLCR
O urina
$ soro
O outros

Qutros

Data de coleta da urina

Data de coleta do soro

Data de coleta de LCR

Data da admisséo hospitalar:

fec0LO12018)

Data do desfecho

Tempo de intemaco entre admissao e desfecho

Coorte:

Q Prospectiva
O Retrospectiva

Sexo de nascimento:

O Feminine
O Masculine

Data de nascimento

{ex0L012019)

Idade:

{Em anos)

Bairro

21062022 12:47pm

weerdcapory RE| DCap’

Page 3

Sinais e Sintomas

[ Tosse seca

[ Tosse produtiva

0] Dispneia

O Rinerreia (secregdo espessa)
[ Coriza (secrecdo hialina)

O] Febre

O Diarreia

0 Vémito

[0 Dor de garganta

[ Linfadenopatia

[ Anosmia (falta de olfato)

[ Disgeusia (falta de paladar)
[] Odinofagia (dor para engolir)
[ Astenia (fraqueza muscular)
[] Fadiga

[ Alteracio cutanea

O Prurido

0 Exantema

0] Mialgia

O Altralgia

0 Calafrio

O Taquipneia

0] Taquicardia

0] Hipotenséo

O Perda de Meméria

[ Tontura
O Nauseas
O Dorsalgia
O Cervicalgia
Tempo do inicio dos sintomas em dias:
Manifestages Neuroldgicas O Cefaleia

[] Paresia de MMIl (fora)
O Paresia de MMSS

O Parestesia

0 Disturbios do movimento

O Rebaixamento do nivel de consciéncia (topor)
O Confuséo mental

0 Déficit neuroldgico

[] Coma

[] Rigidez de nuca

[ Neuropatia periférica

O Perda de Meméria

0 Disartria

O Fotofobia

0O Crise convulsiva

O Sonoléncia

O Afasia

O] Acatisia (agitagao)

O Irritabilidade

Qual neuropatia?

21/06/2022 12:47pm

pocreanon REDCap’

Page 2
Unidade de Satide O FMT

O Outro
Transferéncia de outro Hospital? OsiM

O NAD

Qual?

Unidade de Atendimento

© Pronto Atendimento/Urgéncia
© UTI Adulto

O UTI Pedidtrica

© Ambulatério

© DIP(Clinica

© Enfermaria de Pediatria

O Enfermaria Masculina

© Enfermaria Feminina

O Enfermaria de Dermatologia
© Enfermaria de Apoio PA

© Isolamento

Outra unidade

Paciente COVID-197

Qsim
O Nao

Hipdtese diagnéstica

O sim
O Nao

Qual?

210672022 12:47pm

pocreicnos REDCAp’

Page d

Antibioticoterapia:

Penicilina (ex: penicilina G.
amoxicilina)

Aminoglicosideos (ex
gentamicina, amicacina)

Cefalosporinas de 12 geracéo
(ex: cefalexina, cefazolina)

Cefalosporinas de 22 geragio
(ex: cefoxitina, cefuroxime)

Cefalosporinas de 3¢ geracéio
(ex: ceftriaxona, cefotaxime)

Cefalosporinas de 4 geracdo
(ex: cefepime)

Fluoroquinolonas (ex:
ciprofioxacina, levofloxacina)

Carbapenem (ex: meropenem,
ertapenem)

Sulfonamidas (ex: sulfadiazina,
STX+TMP)

Tetraciclinas (ex: tetraciclinas,
doxiciclina)

Lincosamidas (ex: clindamicina,
lincomicina

Macrolideos (ex: azitromicina,
eritromicina)

Monobactamicos fex

BLEPEAMeos (ex: vancomicina,

teicoplanina

Outros (PPT, CFZ+SUB)

3

O Ooo 0o o o oo o o0 o o o o o

Escala modificada de Rankin

[ 0 Sem sintoma:
[ 1 Nenhuma defi
[ 2 Leve deficiéncia

[ 3 Deficiéncia moderada

[ 4 Deficiéncia moderadamente grave

[ 5 Deficiéncia grave

[ 6 Obito

(1- capaz de conduzir todos o5 deveres e atividades
habituais; 2- incapaz de conduzir todas as
atividades de antes, mas é capaz de cuidar dos
proprios interesses sem assisténcia; 3- requer
alguma ajuda, mas é capaz de caminhar sem
assisténcia; 4- incapaz de caminhar sem
assisténcia e incapaz de atender as proprias
necessidades fisioldgicas sem assisténcia; 5-
confinado 3 cama, incontinente, requerenda
cuidados e atencio constante de enfermagem)

ncia significativa

Exame de Imagem

21/06/2022 12:47pm

©sim
O Nao

poecrsicanes REDCap’
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Page 5

Qual?

[ Tomografia (TC)
[ Ressonancia Magnética (RM)
[ Raio X

Qual achado?

Histérica de doencas crénicas

[ Hipertensio Arterial Sistémica
[0 Diabetes Mellitus

[ Hepatopatia cronica

[ Obesidade

[ Asma

[ Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica
[ Doenca cardiovascular

[ Doenca cerebrovascular

[ Insuficiéncia renal cronica

O Tuberculose

[ Outra
Qual
HIV: OsiM
O NAO

Tempo do diagnéstico de HIV em anos:

Uso de TARV :

() Uso reqular

O Usa irregular

O Virgem de tratamento
O Abandono

O Nio reportado

Tempo de uso da TARV:

(Em dias, meses ou anos)

Esquema:

© Preferencial
QO Alternativo
O Resgate/Falha

Combinagdo da TARV:

[0 Lamivudina (3TC), Tenofovir (TDF), Dolutegravir
(DTG) (tratamento inicial para adulto)

[ Lamivudina (3TC), Tenofovir (TDF), Efavirenz (EFZ)
(3em1)

[ Outra

Qual?

21/06/2022 12:47pm

poiectredcapors REDCA p

Page 7

Page

Investigacde Diagndstica:

[0 HTLV 1Al

O Citomegalovirus (CMV)
O Herpes Zoster (VZV)
[0 HSV-1

O Hsv-2

[ Epstein-Bar (EBV)

O Parvovirus B19

[0 Dengue

O ZIKA

[ Chikungunya

OJev

[ Enterovirus

O Herpesvirus & (HHV-6)
O Herpesvirus 7 (HHV-7)
[ Herpesvirus 8 (HHV-8)
0 8K

[ Toxoplasma

O Mayaro (MAYV)

O Oropouche (OROV)

[ West Nile (WNV)

[ Sars-CoV-2

Método de diagndstico

Resultado

O N3o detectado
(O Detectado

Investigacdo HIV no LCR

O N&o detectado
(O Detectado

Carga viral do HIV

Agente detectado
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[ Toxoplasmase
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[ Criptococose
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(ex: 01/01/2019)

projectredcap.org %'EDCap"

Page 8

Desfecho primério:
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O ACOMPANHAMENTO AMBULATORIAL
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Coagulo:

) Presente
) Ausente

Globulina: ) Negativa
3 Tracos
Ol+
02 ++
O 3+++
Glicorraguia:

(VR: 50-B0mag/dI)

Proteinorraguia:

(VR: Adultos: 15-25mg/dl)

Cloretos:
(VR: 115-130mmol/1)
Lactato:
[VR: Neonatos: 10-60mg/dl/ 3-10 dias de idade:
10-25mag/dlf Maior que 10 dias e adultos:
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Citometria:
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() Presenca de BAAR na amostra examinada
Mankin: () Auséncia de Cryptococcus na amostra examinada
) Presenca de Cryptococcus na amostra examinada
VDRL {_) Nao reagente
(2 Reagente
Quanto?
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Dados plasmaticos

Dados Gerais de Neuroinfecgdes
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Record ID

Data do exame:

(ex: 01/01/2019)

Hemécias:

(VR: 4,2 a 5,5 milhdes/imm?)

Hemoglobina:

VR 12,52 15,5 g/dN)

Hematacrito:

(VR: 36,0 2 47,0 %)
VCM:

(VR: 80,0 2 100,0 fI)
HCM:

(VR:27,.0a32.0pg)
CCHM:

[VR: 32,0 a 36,0 g/dl |
RDW:

(VR: 10,02 15,0 % )
Leucdcitos:

VR:4.000 a 10.000/mm%)
Neutréfilos:

(VR: 40,0 a 70,0% )
Eosinéfilos:

(VR:1,026,0%)
Linfocitos:

(VR: 25,0 a 40,0%)
Monacitos:
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Albumina:
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Bilirrubina Total:
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Bilirrubina Direta:
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Bilirrubina Indireta:

(VR:0,01-0,7 mg/dL)

Gama-GT:

(V1

E

: Homem =11 a 61 U/L Mulher =5 a 36 U/L)

Fosfatase Alcalina:

(VR:65- 300 IU/L)
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(VR: 2-44 U/L)

Sédio:

{VR: 135 - 145 mmol/L}

Potassio:

(VR: 3,6 - 5,2 mmol/L)

Magnésio:

Troponina:

D-dimero:

(segundos/100% - INR = 1.0)

Lactato desidrogenase:

Contagem de T CD4+: O =< 350

O >350

{ celimm?)
T CD4+ (quantitativo)

(cel/mm?)
TCD8

{celfmm?)
Carga Viral detectavel? O Sim

O Nao
Quanto?

{cpiasimi)
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Abstract

Background: Knowledge regarding opportunistic infections of the central nervous
system (CNS) in people with HIV/AIDS is essential, and this tertiary care center has
limited resources.

Methods: Extensive real time PCR (qPCR) testing was performed to evaluate
cerebrospinal fluid (CSF) for etiological agents. Primers to detect DNA from specific
pathogens were used to assess the presence of cytomegalovirus (CMV), herpes simplex
virus (HSV), varicella-zoster virus (VZV), Epstein-Barr virus (EBV), John Cunningham virus
(JCV), Toxoplasma gondii, human T-cell lymphotropic virus types 1 and 2 (HTLV-1 and
HTLV-2).

Results: Ninety pathogens (36.7%) were found in cerebrospinal fluid samples from
patients with neurological manifestations of PLWHA. Among them, Cryptococcus
sp. (7.7%), EBV (5.3%), CMV, VZV and JCV (4.0%) each. T. gondii was found in 22 (30.5%)
samples, being the most frequently detected pathogen.

Conclusion: Opportunistic pathogens were detected in 36.7% of cerebrospinal fluid
samples from people with HIV-associated neurological manifestations. Toxoplasma
gondii is the most common opportunistic pathogen detected, and herpesviruses are
important causes of changes in CSF profile in these patients. Despite the use of
antiretroviral therapy, opportunistic central nervous system infections are still common

in this population.

Keywords: HIV/AIDS; neurological manifestations; opportunistic infections;

cerebrospinal fluid.
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Introduction

The human immunodeficiency virus (HIV) is a type of retrovirus that was first
discovered in 1980. Since then, it has continued to pose a significant global public health
issue. It has been estimated that around 84.2 million people are currently infected with
HIV. Almost 38 million people are living with HIV in the world (UNAIDS, 2021). HIV can
infect many parts of the body, including the central nervous system (CNS) (CHRISTO,
2008). Between 40% to 70% of people living with HIV/AIDS suffer from neurological
manifestations. Because the underlying immunosuppression leads to an increase in
morbidity and mortality, it is likely that infections will develop in the central nervous
system (NISSAPATORN et al., 2003; PANG et al., 2018).

Opportunistic infections (Ol) are the leading causes of morbidity and mortality in
patients with HIV compared to cancer (CHAKRABORTY; RAHMAN, SAHA, 2011).
Furthermore, the lack of adhesion to antiretroviral therapy and the abandonment of
such therapy also favors the development of neurological disorders, leading to a poor
prognosis and worse survival rates (BRODT et al.,, 1997; MATINELLA et al., 2015).
Toxoplasma gondii, Cytomegalovirus, Cryptococcus meningitis, Progressive Multifocal
Leukoencephalopathy (PML), and Primary Central Nervous System Lymphoma are the
main agents related to Ols (BACELLAR et al., 1994; CROSS, SARAH J. LINKER, KAY E.

LESLIE, 2016).

Since it is essential to be aware of opportunistic infections associated with
neurological manifestations in PLWHA, this can help guide the appropriate choice of

therapy, reduce morbidity and mortality, and prevent long-term sequelae. The aim of
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this study is to describe the main causation agents of opportunistic infections in the
central nervous system of PLWHA in a reference hospital in infectious diseases in the

city of Manaus, Amazonas.

Material and Methods
Participants and Biological Samples

This descriptive observational study was carried out between January 2015 and
December 2021 after submission and approval by the Ethical Committee from Fundagao
de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, Manaus, Amazonas, Brazil (CAAE
03929618.8.0000.0005). The study included a non-probabilistic convenience sampling
of 245 patients aged 18 years or above with confirmed HIV or AIDS. The patients were
neurological symptoms according to the following eligibility criteria: (1) presentation of
any neurological symptoms (headache, lowering of the level of consciousness,

convulsive crisis, among others); (2) lumbar puncture performed.

Data Collect

Information such as sociodemographic, clinical, and laboratory variables were
collected. The categories included signs and symptoms, types of infection, therapeutic
regimen, viral load, CD4+/CD8+ T lymphocyte counts, hospitalization time, laboratory
tests, and CSF profile. The diagnosis of Cryptococcus sp. and M. tuberculosis were also
included. All data were obtained through the iDoctor System medical records and
internal requests. The information was managed in a database using Software

Research's Electronic Data Capture version 12.2.10—© 2022 Vanderbilt University.
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Molecular diagnosis

Laboratorial diagnosis of Ols infection

Nucleic acid was extracted from 200ul of CSF sample using the ReliaPrep ™ Viral
TNA MiniPrep System (Promega, WI, USA). Molecular tests were performed using qPCR,
which was carried out using the GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR System (Promega, WI,
USA). All procedures were carried out following the manufacturer's instructions.

Primers and probes were used to amplify specific genes, such as Herpes simplex
type 1 and 2 (HSV-1/2), Epstein-Barr virus (EBV), Varicella zoster virus (VZV),
Cytomegalovirus (CMV), John Cunningham virus (JCV), BK virus (BKV), Toxoplasma
gondii, and HTLV-1/2, according to the protocols described by WEIDMANN;
ARMBRUSTER; HUFERT (2008); SIDDIQI et. al., (2014); FIGUEIREDO et al., 2017; LIN et.
al (2000). GeneXpert® MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, USA) was used to detect
Mycobacterium tuberculosis. Cryptococcus sp. was detected by Cryptococci antigen

(CrAg), Nankin ink staining, and culture.

Statistical analysis

A descriptive analysis of the data was conducted. Continuous variables were
expressed as median values and categorical variables were expressed as frequencies,
absolute numbers and relative for the comparison between two or more groups, the
data were checked for normality using the D' Agostino test, which revealed a non-

normal distribution. Therefore, the analyses were performed using the Kruskal-Wallis
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test, with comparison of medians conducted using Dunn's method. The predetermined
level of statistical significance was p < 0.05.

Results

Patient characteristics

In this study, 245 cerebrospinal fluid samples from PLWHA with suspected
central nervous system infection and neurological manifestations were analyzed. The
median age of this population was 37 years, and males were predominant in 58.4%
(143/245) of the cases. The predominant neurological manifestations were the
headache in 61% (136/245), convulsive crisis in 24.7% (55/245), lowering of
consciousness level in 23.8% (53/245), mental confusion in 22.4% (50/245), and paresis
of lower limb. Regarding the use of antiretroviral drugs, 46.7% of patients reported using
the drugs regularly (113/245), 26% were virgin to treatment (63/245), 18.6% had
irregular use (45/245) and 7.4% had abandoned treatment (18/245)
(Tablel). Considering the stage of HIV infection (CDC, 2014), 64% of patients were
classified in stage 3 (CD4+ T <200 cells/mL), 18.5% in stage 2 (CD4+ T 200 to 499
cells/mL), and 6.9% in stage 1 (CD4+ T =500 cells/mL). 10.6% had an unknown stage (no
information was evaluated on their CD4+ T count). The plasma viral load was detected
in 78.6% of patients, with a median of 86,015 copies/ml (range: 14.22-6,290,232). The

observed death rate was 27.8% (67/245) (Table 1).

Pathogens detecting in CSF
Pathogens were detected in 90 (36.7%) CSF samples. Toxoplasma gondii was the

most detected pathogen (30.5%), followed by Cryptococcus sp. (7.7%), EBV (5.3%), CMV,
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VZV and JCV, (4.0%) respectively. (Table 2). HSV-1 and M. tuberculosis (0.8%), HSV-2 and
BKV (0.4%) were also detected. There were coinfections between the following:
EBV/CMV (2), EBV/VZV (1), VZV/CMV (2), HSV-1/2 (1) and JCV/BKV (1). The molecular
diagnosis of T. gondii was performed in 72 cases with a presumptive diagnosis of
neurotoxoplasmosis based on clinical criteria, imaging findings and therapeutic
response. T. gondii DNA was confirmed in 22 (30.5%) samples, being the most detected

pathogen.

Liquor parameters

Biochemical analysis and cytometry of cerebrospinal fluid were performed.
Patients who had herpesviruses had an inflammatory CSF cell profile with high
cellularity, median of 85.5 cells/mm3 and significant increase in protein, median of 116.1
mg/dL (42.6-1.558). For the group of patients with poliovirus infection, within the
normal CSF profile, protein (median, 45.8 mg/dL), glucose (median, 55 mg/dL) and

cytometry <5 cells/mm?3) were observed.

Discussion

With the introduction of ART, the incidence of opportunistic CNS infections
significantly decreased. However, they still represent a challenge for diagnosis and
treatment, being an important cause of morbidity and mortality, especially in individuals
with HIV who are unaware of their infection or are not being treated. In this
retrospective study, we describe the main pathogens found in the cerebrospinal fluid of
patients treated for HIV/AIDS at a reference hospital in infectious diseases in the city of

Manaus, Amazonas.
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In people living with HIV, AIDS status is more closely associated with
opportunistic infections that can cause neurological disease. Although ART is freely
distributed in Brazil, there is still an important prevalence of opportunistic neurological
diseases (TELLES et al., 2021). In our study, we found that 36.7% of opportunistic
pathogens were present in cerebrospinal fluid samples from patients with neurological
manifestations who have HIV. The Herpesviridae family of viruses was the most
common, representing 12.2% of the samples. The Toxoplasma gondii was next, at 8.9%,
followed by Cryptococcus sp. at 7.7%. Poliovirus represented 4%, and Mycobacterium
tuberculosis made up 0.8%. Our findings highlight the importance of molecular diagnosis
as a tool in the identification of opportunistic agents causing infection in the central
nervous system of PLWHA, regardless of the status of ART use.

Herpesviruses can cause CNS diseases during primary infection or reactivation,
and have a high prevalence in high-risk populations, especially in PLWHA. This is because
they cause increased morbidity and mortality (BALDWIN; CUMMINGS, 2018; REN et al.,
2020). These viruses are strongly associated with serious infections, and their
reactivation is almost always associated with negative outcomes. It is therefore essential
to make an early and accurate diagnosis to identify this group of viruses (MEYDING-
LAMADE; STRANK, 2012; REN et al., 2020). In our study, we found that herpesvirus
accounted for 12.2% of cases of opportunistic CNS infections in PLWHA. It's lower than
described in literature. Yang et al. (2017) found that Herpesvirus was responsible for
26.6% of cases of neurological disease. Gaeta et al. (2009) reported that herpesvirus
DNA was detected in 33.5% of the CSF samples analyzed. The low percentage could be
due to the previous use of antiretroviral drugs, which could have led to the elimination

of the virus and resulted in a lack of detectable nucleic acid.
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Epstein-Barr virus has a worldwide distribution, and estimates suggest that the
prevalence of infection in the adult population is approximately 90%. EBV infection
complications are rarely observed in the CNS and range from 0.5 to 7.5% as the first or
only neurological manifestation (WANG; YANG; WEN, 2022). Evidence from the
literature suggests that the detection of EBV DNA in CSF may be related to active
replication of the virus in B lymphocytes and an increased risk of death (YANG et al.,
2017). However, other authors have noted that the detection of EBV in CSF may be
limited because it is uncertain whether the presence of the virus in CSF represents an
active replication or latent virus in B cells transported during immune surveillance and
inflammatory processes. (WANG, YANG; WEN, 2022).

In our study, EBV DNA was detected in 5.3% (13/245) of the samples. In this
group of patients, we observed an inflamed cerebrospinal fluid profile with high protein
(173 mg/dL) and cellularity (122 cells/mm?3) indices. Wang et al. (2007) found that the
protein concentration in CSF was significantly higher in patients with EBV detected
compared to those who did not detect EBV. Opitan et al. (2017) found a high prevalence
of EBV in 45.2% (38/84) of the samples tested but did not present data on the CSF profile
for these patients. In contrast, in a study by Benjamin et al. (2012) in Malawi, a high
incidence of EBV (36%) was observed in HIV-positive patients, even in those with normal
CSF profile. Furthermore, we found EBV in three coinfections, two with CMV and one
with VZV. It is speculated that EBV may also be detected concurrently with other agents,
indicating active replication or reactivation due to the presence of opportunistic agents.
(WANG; YANG; WEN, 2022).

The reactivation of varicella zoster virus in the central nervous system is

associated with several serious and potentially lethal complications that usually occur
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with acute meningoencephalitis. In PLWHA, this reactivation is more common when
compared to immunocompetent patients and is mostly associated with low CD4+ T cell
counts and the appearance of skin lesions preceding neurological involvement (CORTI
et al., 2015). Grey et al. (1994) reported that reactivation of VZV occurred in more than
4% of AIDS patients. In our study, VZV DNA was detected in 4% of the samples. A study
conducted in Zambia analyzed samples from 331 HIV patients, and the prevalence of
VZV detection was 3.9% (13/331) (SIDDIQI et al., 2014).

Cytomegalovirus is widespread worldwide, and infection generally does not
cause severe symptoms in the immunocompetent population. However, when present
in immunocompromised patients, particularly PLWHA, it can cause serious illness and
death (ZHAO et al., 2020). With the introduction of ART, neurological complications
related to CMV have decreased. However, Cytomegalovirus remains present, and some
factors may contribute to this scenario, such as a lack of adhesion to the use of ART or
antiretroviral resistance. Late diagnosis of HIV may also be a contributing factor (SILVA
et al., 2010). Neurological complications are more frequent in patients with low CD4+ T
counts (<50 cells/mm?3) and often present simultaneously with the onset of symptoms
elsewhere in the body.

In our study, CMV DNA was detected in 4% of the samples (10/245). In these
patients, the median CD4+ T cell count was 84 cells/mm?3 (6 — 461) and the detectable
plasma viral load was found in 80% of patients with a median of 60.962 copies/mL (176
—-1,186,064). 40% (6) of these patients died. The prevalence of Cytomegalovirus
detection was 2.4% (6/248), in a study conducted at a reference center in Sdo Paulo.
These patients had a CD4+ T-cell count <50 cells/mm?3 and were defined as having CMV

encephalitis. The authors also emphasize that CMV encephalitis is common among
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PLWHA hospitalized with opportunistic neurological diseases (JUNIOR; BOGONI;
SCHNEIDER, et al., 2022). Another prospective observational cohort study, also
conducted in a Brazilian tertiary health center, included 105 PLWHA. Cytomegalovirus
was the third most frequent pathogen (12%), being responsible for causing encephalitis,
polyradiculitis and/or retinitis. (TELLES et al., 2021).

Progressive Multifocal Leukoencephalopathy (PML) is a demyelinating, subacute
or chronic disease caused by reactivation of JC virus in immunocompromised patients,
particularly in PLWHA (MEZA et al.,, 2022). PML is usually characterized by focal
neurological deficits such as hemiparesis, gait disturbance, and visual disorders, as well
as mental disorders (PANPALIA; ONKARAPPA; NAIK, 2020). HIV-associated neurological
diseases are an important opportunistic condition affecting up to 5% of HIV patients
without treatment. It is classified as a defining condition of AIDS (ABRAO et al., 2021).
Although the incidence of PML among PLWHA using ART has decreased, it is still the
fourth most frequent neurological complication in this population in Brazil (LOPES et al.,
2019; PIZA et al. 2012).

In our study, the frequency of detection of JC virus was 4% (10/245). Similar
findings were reported by Vidal et al., (2008) in a study conducted in Sdo Paulo, which
identified twelve (6%) cases of PML among 219 patients with neurological disease.
Another Brazilian study, conducted in Goids with 45 HIV-positive patients suspected of
PML, confirmed the presence of JC virus in the CSF of five patients (11.1%). The mean
CD4+ T-cell count was 54 cells/mm3, and the median HIV viral load was 91.984
copies/mL. Only two patients presented abnormal results in the CSF analysis, exhibiting
pleocytosis from 20 to 288 cells/mm? and one case with high protein (ABRAO et al.,

2021).
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A high mortality rate of 50% was seen in our study, which showed a
predominance of infections in females, with 80% of them having JC virus detected. 80%
of the patients were in severe immunosuppression, with the median CD4+ T cell count
of 120 cells/mm3 (range: 31-378) and high HIV plasma viral load with a median of 4,551
copies/ml (range: 8-542,71). The cerebral spinal fluid of these patients was normal, with
a protein median of 45 mg/dL, glucose median of 55 mg/dL and cellularity median of O
cells/mm3. These findings emphasize the importance of performing a molecular
differential diagnosis in cases of suspected PML, even when a normal CSF profile is
observed. Moreover, we observed that the irregular use of ART was reported in 50% of
the cases, which may have contributed to the high mortality rate in this group, since the
PML does not have specific treatment and that the clinical improvement of the patient
may be directly related to the regular use of ART (GASNAUT et al. 2011; MOULIGNIER;
LECLER, 2021).

The most common causes of sporadic encephalitis among immunocompetent
adults worldwide are herpes simplex type 1 and 2. However, they rarely cause
encephalitis in HIV patients. (LI; SAX, 2009). In our study, HSV-1 was detected in only
two patients (0.8%) and HSV-2 was detected in a coinfection with HSV-1. Similar results
were observed by Benjamin et al. (2012), who found two cases of HSV-1 and no cases of
HSV-2 in suspected cases of viral meningitis. The literature indicates that HSV-1 prefers
the frontal and temporal lobes, so the most common neurological manifestations are
likely to be emotional and behavioral. Conversely, HSV-2 is typically associated with
meningitis (BALDWIN; CUMMINGS, 2018). In our study, the manifestations observed in
cases of herpetic encephalitis were decreased level of consciousness, mental confusion,

and neck stiffness. These findings coincide with previous literature data.
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Neurotoxoplasmosis is the most common opportunistic infection that causes
brain lesions in people with advanced immunosuppression who did not have
prophylactic treatment (VIDAL. 2019). It is caused by the reactivation of the protozoan
Toxoplasma gondii, which is latent in tissue cysts, and occurs in 3 — 40% of
PLWHA (AOVTSEVAZ et al., 2020; GRAHAM et al., 2021). In our study, only 72 patients
had a clinical diagnosis of neurotoxoplasmosis based on clinical criteria, imaging findings
and therapeutic response. T. gondii DNA was confirmed in 30.5% (22/72) of CSF
samples, being the most detected pathogen. Similar to our findings, a study conducted
in Ghana reported that 25% (21/84) of HIV-positive patients tested positive for T. gondii
by molecular diagnosis (OPITAN et al., 2017). Telles et al. (2021) found that T. gondii was
the most detected pathogen in CSF samples (36%) in a study conducted in Sdo Paulo. The
most frequent neurological manifestations in patients with confirmed T. gondii DNA
were headache (66.7%), limbs paresis (28.5%), lowering of consciousness level and
aphasia with (23.8%), followed by seizure (19%). In our study, the median CD4+ T cell
count was 78 cells/mm?3 (21-1,128) and the HIV plasma viral load was detected in 89%
with a median of 130,070 copies/ml (43-3,671,298). Studies have reported that the
frequency of neurotoxoplasmosis is increased in patients with HIV who have a CD4+ T

cell count below 100 cells/mm?3. (GRAHAM et al., 2021; WANG et al. 2017).

In this study, the overall mortality rate was 27.8%. This rate is lower than the
35.3% mortality rate reported in the study by Siddig et al. (2014) in hospitalized
patients. We emphasize that our study did not follow patients over the long term, so it

is possible that more deaths occurred in the post-care period.
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The prevalence of opportunistic neurological infections in PLWHA varies
according to immune status, antiretroviral treatment adhesion, and geographic factors.
Signs and symptoms may be nonspecific, making a clinical or laboratory diagnosis
difficult. It is therefore essential to know the agents responsible for infections in PLWHA.
Our study had some important limitations. Due to the retrospective nature of our study,
we were limited by the absence of some clinical and laboratory information from the
patients. The lack of follow-up made it impossible to evaluate the impact of our findings
on patients' history. Despite the extensive diagnostic investigation, there were
limitations in the number of specific pathogens that could be diagnosed by gPCR in this
population. Therefore, there may be other pathogens associated with opportunistic
neurological infections in this population.

In conclusion, this study emphasizes the importance of knowledge about
opportunistic agents related to nervous system infections in PLWHA. Despite the use of
ART, the prevalence of opportunistic neurological diseases was high, at 36.8%.
Toxoplasma gondii and herpesviruses were the most common causes of infection in the
nervous system. Furthermore, 64% of these patients had advanced HIV infection. Using
sensitive and fast techniques to maintain laboratory surveillance, it is essential to
identify agents that cause neurological disease. This will contribute to better clinical

decision-making and appropriate therapy for these patients.
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Article tables

Table 1: Absolute and relative frequency of sociodemographic and clinical characteristics of PLWHA with suspected
CNS infection and neurological manifestations treated at the Tropical Medicine Foundation from january 2015 to
december 2021.

Sociodemographic characteristics Total (n=245) (%)
Sex

Male 142 58,0
Female 103 42,0
Neurological manifestations*

Headche 136 61,0
Convulsive crisis 55 24,7
Lowering of the level consciousness 53 23,8
Mental confusion 50 22,4
Paresis of de MMII 45 20,2
Use of TARV 45 20,2
Regular 113 46,7
Virgins 63 26,0
Irregular 45 18,6
Abandonment 18 7,4
Not reported 6 2,4
Stage of HIV infection /TCD4+

Stage 1 17 6,9
Stage 2 45 18,5
Stage 3 157 64,0
Unknown stage 26 10,6
Plasma viral load

Detectable 168 78,5
Undetectable 46 21,5
Not reported 31 12,7
Clinical outcome

Death 67 27,8
Not death 178 72,6

* The absolut and relative frequency values are subject to variations because the same patient has more than one neurological
manifestations.

TARV - Antirretroviral therapy

MMII — Lower members
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Table 2: Absolute and relative frequency of pathogens detected in 245 CSF samples from PLWHA with

suspected CNS infection and neurological manifestations treated at the Tropical Medicine Foundation
from january 2015 to december 2021.

Pathogen Individual prevalence /N (%)

T. gondii 22/72 30,5
Cryptococcus sp. 19/245 7.7
EBV 13/245 5.3

cMv 10/245 4,0

VzZVv 10245 4,0

JCV 10245 4,0
HSV-1 2/245 0,8

M. tuberculosis 2/245 0,8
HSV-2 1/245 0,4

BKV 1/245 0,4

Total 90 36,7
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