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Tese de doutorado em Biologia Celular e Molecular
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Apbs a implementacdo da Terapia Antirretroviral combinada (TARVc), observou-se uma
melhora importante na sobrevida dos pacientes infectados pelo HIV, trazendo uma maior
prevaléncia de doencas crbnico-degenerativas, incluindo as doencas neuroldgicas. As
manifestacdes neuroldgicas, denominadas HANDs (HIV-associated neurcognitive disorders -
HAND), interferem na capacidade laborativa e na sobrevida dos pacientes infectados pelo HIV. Os
mecanismos envolvidos no desenvolvimento das HANDs nédo estdo bem estabelecidos, e sua
maior compreensdo pode impactar num melhor manejo clinico, diagndstico e terapéutico destes
pacientes.

Nosso objetivo foi avaliar as relagbes entre disfungdo cognitiva, resposta inflamatoria
sistémica e alteracbes morfolégicas e metabdlicas cerebrais em uma populacdo de pacientes
infectados pelo HIV, assintométicos, sem exposicao prévia a TARVC.

Fizemos um estudo transversal, observacional, no qual selecionamos pacientes infectados

pelo HIV em acompanhamento ambulatorial no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI/FIOCRUZ). Os pacientes foram submetidos a uma avaliagdo neurocognitiva e classificados
como normais (N), ou como portadores de alguma alteracdo cognitiva: déficit cognitivo
assintomatico (DCA); déficit cognitivo leve (DCL) e deméncia associada ao HIV (DAH). Além
disso, foram coletadas amostras de plasma para dosagem de 37 biomarcadores (inflamatérios e
neurodegenerativos); os pacientes foram, também, submetidos a ressonancia magnética para
avaliacdo morfologica, espectroscopia e tractografia.
Incluimos 52 pacientes, com mediana de idade de 33 anos (IQR, 25-75: 28 — 43,75), com
predominio do sexo masculino (65%), com mediana da contagem de CD4" de 578 células/mm?®
(IQR, 25-75: 432-743). Destes, 31 (59,5%) apresentaram desempenho cognitivo normal (N), 15
(29%) DCL ou DCA, e 6 (11,5%) DAH, sendo, portanto, a prevaléncia de HANDs de 40,5%.

Comparamos 12 biomarcadores no plasma (pacientes HIV vs ndo HIV), observamos niveis
significativamente maiores nos pacientes infectados pelo HIV em 9 destes: PDGF-BB, IP-10,
BDNF, Catepsina D, PAI-1, PDGF-AA, PDGF-AB/BB, RANTES, sICAM-1. Comparando 0s niveis
destes biomarcadores entre pacientes infectados pelo HIV (N vs DCA+DCL vs DAH), néo
observamos diferenca significativa. Analisando o parénquima (neuroimagem estrutural), n&do
encontramos alteracdes que justificassem a ocorréncia das HANDs.

Através da espectroscopia, detectamos um aumento na relagdo MI/NAA (Mio-Inositol/N-
acetil-aspartato) no lobo parietal posterior, em pacientes classificados como portadores de DAH.
As andlises da tractografia evidenciaram alteracdes de conectividade de substancia branca nos
pacientes com DAH, no corpo caloso (CC), na coroa radiada do tadlamo anterior (esquerda e
direita), no trato corticoespinhal (esquerda e direita), férceps maior e menor, fasciculo fronto-
occipital inferior (esquerda e direita), e fasciculo uncinado (esquerda e direita) (p <0,05).

Dentre os pacientes avaliados, observamos alteragbes cognitvas sub-diagnosticadas em
40,5% da amostra. Acreditamos que a toxicidade pelo préprio virus seja 0 mecanismo mais
precoce envolvido no fisiopatologia das HANDs, o que também parece estar relacionado com as
alteracdes de conectividade de substancia branca no cérebro desses individuos.
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Rodrigo Teixeira Amancio

After combined antiretroviral therapy (CART) implementation there was a significant
improvement on HIV infected patient’'s survival, which increased the prevalence of chronic
degenerative diseases, including neurocognitive diseases. The neurological manifestations, called
HANDs (HIV-associated neurcognitive disorders), interfere with work capacity, and survival of HIV
infected patients. The mechanisms involved on HANDs development are not well established, and
a better understanding can impact directly on clinical management, diagnosis and treatment of
those patients.

Our objective was to evaluate the relationship between cognitive dysfunction, systemic
inflammatory response and brain morphological and metabolic changes in a population of
asymptomatic HIV-infected patients, without prior exposure to cART.

We did a cross-sectional observational study, in which we selected HIV-infected patients in
attendance at the National Institute of Infectious Diseases Evandro Chagas (INI/FIOCRUZ). After
neurocognitive evaluation patients classified as normal (N), or as having some cognitive
impairment: asymptomatic neurocognitive impairment (ANI); mild neurocognitive disorder (MND)
and HIV associated dementia (HAD). We collected plasma samples to evaluate 37 biomarkers
(inflammatory and neurodegenerative). The patients underwent MRI to morphological,
spectroscopy and tractography evaluation.

We included 52 patients, median age of 33 years (IQR, 25-75: 28 to 43.75), with a
predominantly male (65%), with 578 median CD4" counts (IQR, 25-75: 432-743). Among the
patients included 31 (59.5%) presented normal cognitive performance (N), 15 (29%) MND or ANI,
and 6 (11.5%) HAD, which is a 40,5% of HANDSs prevalence.

Among 37 biomarkers evaluated we analyzed 12 of them, those that were detectable above
75% of sample tested. Comparing 12 biomarkers in plasma (HIV vs non-HIV), we observed levels
statistically higher (p <0.05) in HIV patients in 9 of them: PDGF-BB, IP-10, BDNF, Cathepsin D,
PAI-1, PDGF-AA, PDGF-AB / BB, RANTES, sICAM-1. We observe no significant difference in
biomarkers levels amog patients stratified by cognitive evaluation (N + vs ANI+MND vs HAD)

Cerebral parenchyma evaluated by magnetic ressonace (structural neuroimaging) we did
not observed alteration that coud explain the occurrence of HANDs. Analyzing spectroscopy we
observed an increase in the ratio MI/NAA (myo-inositol / N-acetyl-aspartate), in posterior parietal
lobe in patients classified as HAD. Analyzing tractography data we observed white matter
connectivity integrity altered in patients with HAD, in the corpus callosum (CC), in corona radiata of
the anterior thalamus (left and right) in costicoespinhal tract (left and right), major and minor
forceps, fronto-occipital (left and right), and the uncinate fasciculus (left and right) (p <0.05).

Among asymptomatic HIV-infected patients, we observe cognitive changes under
diagnosed in 40.5% of our sample. Among the main mechanisms involved in the pathophysiology
of HANDs, toxicity by the virus itself seems to be the earliest and most important, which seems to
be related to white matter connectivity changes in the brain of patients with HANDs.



Xi

Sumario
Péagina
Resumo iX
Abstract X
Lista de Figuras e Tabelas Xili
Lista de Abreviaturas Xiv
1  Introducéo 01
1.1 - Ainfeccéo pelo virus da imunodeficiéncia humana 02
1.2 - HIV e Inflamacao Sistémica 03
1.3 - HANDs — HIV - Associated Neurcognitive Disorders 05
1.4 - Epidemiologia das HANDs 06
1.5 - Fisiopatologia das HANDs 07
1.6 - Diagnostico das HANDs 13
1.7 - Tratamento das HANDs 22
2 Objetivos Geral e Especificos 26
3 Materiais e Métodos 27
3.1 - Aspectos Eticos 27
3.2 - Desenho do estudo 27
3.3 - Critérios de incluséo e excluséo 28
3.4 - Coleta de amostras de plasma e dados clinicos 29
3.5 - Avaliacao neurocognitiva 29
3.6 - Dosagem de biomarcadores plasméticos 32
3.7 - Neuroimagem: aquisicdo de dados, processamento e analise 33
3.8 - Andlise estatistica 39
4 Resultados 40
4.1 - Caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos 40
4.2 - Avaliagcdo neurocognitiva 41
4.3 - Dosagem dos biomarcadores plasméaticos 45
4.4 - Avaliacdo de neuroimagem através de Ressonancia Magnética 48
Discussao 56
Conclusdes 72

7 Referéncias 73



Xii

Anexos

1 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE 88

2 Parecer de Aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa - CEP 90

3 FICHA DE DADOS CLINICOS DOS PACIENTES DO ESTUDO 91

4 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, especifico para a 93
realizacdo de Ressonancia Magnética

5 Resultados dos testes neurocognitivos dos pacientes infectados pelo 96
HIV na incluséo no estudo

6 Percentual de deteccdo das citocinas pelo sistema multiplex nos 98
grupos analisados

7 Concentragdes plasmaticas de biomarcadores de controles ndo HIV e 99
de pacientes infectados pelo HIV, assintomaticos, sem indicacdo do uso
de terapia antirretroviral

8 Producéao cientifica durante o Doutorado 101

a) Amancio RT, Japiassu AM, Gomes RN, Mesquita EC, Assis EF,

Medeiros DM, Grinsztejn B, Bozza PT, Castro-Faria Neto HC, Bozza FA.

The innate immune response in HIV/AIDS septic shock patients: a
comparative study. PLoS One. 2013 Jul 11;8(7):e68730.

b) Coelho L, Cardoso SW, Amancio RT, Moreira Rl, Campos DP,
Veloso VG, Grinsztejn B, Luz PM. Trends in AIDS-defining opportunistic
illnesses incidence over 25 years in Rio de Janeiro, Brazil. PLoS One.
2014 Jun 5;9(6):e98666. doi: 10.1371/journal.pone.0098666

c) Six-month survival of critically ill patients with HIV-related disease and
tuberculosis: a retrospective study

Ana Carla Pecego, Rodrigo Teixeira Amancio, Camila Ribeiro,
Emersom C Mesquita, Denise M Medeiros, José Cerbino, Beatriz
Grinsztejn, Fernando A Bozza and André M Japiassu

Submetido a BMC Infectious Diseases: 7 Janeiro 2015



Lista de Figuras e Tabelas

Figuras Pagina

Figura 1.1 Curva metabdlica da espectroscopia de prétons de um individuo 20
normal.

Figura 3.1 RNM anatémica e ponderada em difusao. 36

Figura 3.2 Mapas derivados da Imagem do Tensor de Difuséo. 37

Figura 4.1 Distribuicdo dos pacientes infectados pelo HIV, assintomaticos, 42
agrupados em funcdo da avaliacdo neurocognitiva.

Figura 4.2 Clusters de voxels de pacientes sem exposicao prévia ao uso de 54
antirretrovirais, agrupados de acordo com avaliagao neurocognitiva
(normal — N; Déficit Cognitivo Leve + Déficit Cognitivo Assintomatico —
DCL/DCA; Deméncia associada ao HIV - DAH), comparado aos pares
de grupos.

Tabelas

Tabela 1.1  Grau de penetracéo de Antirretrovirais no SNC, denominado CNS 24
Penetration Effectiveness Score (CPE).

Tabela 3.1  Testes que compdem a avaliagdo neurocognitiva, agrupados em 30
func&o dos dominios avaliados.

Tabela 3.2  Critérios de classificacdo de transtornos neurocognitivos relacionados 31
com o HIV — HANDs.

Tabela 4.1 Dados clinicos e demograficos dos pacientes infectados pelo HIV 40
assintométicos incluidos.

Tabela4.2  Comparacéo dos resultados dos testes neurocognitivos dos pacientes 43
infectados pelo HIV assintomaticos, agrupados em funcdo da
avaliacdo neurocognitiva: Normal (N); Déficit Cognitivo Leve + Déficit
cognitivo assintomatico (DCL + DCA); Deméncia associada ao HIV
(DAH).

Tabela 4.3  Concentragfes plasmaticas de biomarcadores de pacientes infectados 46
pelo HIV, comparados a um grupo controle de voluntarios sadios, ndo
HIV.

Tabela 4.4  Concentragfes plasmaticas de biomarcadores de pacientes sem uso 47
prévio de antiretroviral, agrupados em funcao da avaliacao
neurocognitiva: Normal (N); Déficit Cognitivo Leve + Déficit cognitivo
assintomatico (DCL + DCA); Deméncia associada ao HIV (DAH).

Tabela 4.5  Classificagdo de Avaliacdo do Parénquima, através de técnicas de 49
neuroimagem, por Ressonancia Magnética, de pacientes infectados
pelo HIV, assintométicos.

Tabela 4.6 Metabolitos ajustados para creatina, medidos através de 52

espectroscopia, nos lobos frontal e parietal posterior, de pacientes
agrupados de acorodo com a avaliagdo neurocognitiva: Normal (N);
Déficit Cognitivo Leve + Déficit cognitivo assintomatico (DCL + DCA);
Deméncia associada ao HIV (DAH).



Xiv

Lista de Abreviaturas

'H-ERM - Espectroscopia de prétons por ressonancia magnética
5-LOX - 5-lipoxigenase

AIDS - Acquired immune deficiency syndrome

ANI - asymptomatic neurocognitive impairment

ANOVA - analysis of variance

ARV - Antirretroviral

AZT - Zidovudina

BDNF - Fator neurotroéfico derivado do cérebro (brain-derived neurotrophic fator)
BHE - Barreira Hematoencefélica

CART - combined Antiretroviral Therapy implementation

CC - Corpo Caloso

CCMHIV - Complexo cognitivo-motor ligado ao HIV

CDA - Complexo Deméncia-AlIDS

CDC - Centers for Disease Control and Prevention

CHARTER - CNS HIV Antiretroviral Therapy Effects Research
CMV - Citomegalovirus

CNS - Central nervous System

Co - Colina

COX-2 - Ciclooxygenase-2

CPE - Score de penetracdo no SNC — (CNS penetration effectiveness score)
Cr - Creatina

DAH - Paciente portador de deméncia associada ao HIV

DCA - Paciente portador de Déficit cognitivo assintomatico

DCL - Paciente portador de Déficit cognitivo leve



XV

DCMHIV - Declinio cognitivo-motor menor ligado ao HIV

DNA - Acido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid)

DST - Doengas Sexualmente Transmissiveis

DTI - Diffusion Tensor Imaging

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético (ethylenediaminetetraacetic acid)
EID-HIV - Escala Internacional de Deméncia pelo HIV

ELISA- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.

FA - Anisotropia Fracional (Fractional anisotropy)

FDA - Food and Drug Administration

FGF - Fator de Crescimento de Fibroblastos (Fibroblast Growth Factor)
FIOCRUZ — Fundagéao Oswaldo Cruz

G-CSF - Fator estimulador de crescimento de colénias de granuldcitos (granulocyte
colony-stimulating factor)

GALT - Gut-associated lymphoid tissue
glutamina/glutamato

GM-CSF - Fator estimulador de crescimento de colénias de granulécitos-macrofagos
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor - GM-CSF)

HAART - Terapia antirretroviral de alta eficacia (Highly Active AntiRetroviral Therapy)
HAD - HIV associated dementia

HANDSs - HIV-associated neurcognitive disorders

HCV - Virus da Hepatite C (Hepatitis C virus)

HDS - HIV Dementia Scale

HIV - Virus da Imunodeficiéncia Humana (Human Immunodeficiency Virus)

IHDS - International HIV Dementia Scale

IHDS - The International HIV Dementia Scale

IL - Interleucina (interleukin)

INI - Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas



XVi

IOC - Instituto Oswaldo Cruz

IP — Inibidores de Protease

IP-10 - Proteina induzivel pelo interferon-gama 10 (IFN-gamma-inducible protein 10)
IRIS - Immune reconstitution inflammatory syndrome

ITRN - Inibidores da Transcriptase Reversa Nucleosideos

ITRNN - Inibidor da Transcripatse Reversa Nao-Nucleosideo

LCR - Liquido cefalorraquidiano

MCP-1 - Proteina quimiotatica de mondcitos 1 (Monocyte chemoattractant protein 1)
MD - Difusividade Média (Mean Diffusivity)

MI - Mio-Inositol

MIP-1a - Proteina inflamatoéria de macrofagos-1a (macrophage inflammatory protein-1a)
MIP-1B - Proteina inflamatoria de macrofagos-18 (macrophage inflammatory protein- 1)
MND - mild neurocognitive disorder

MPO - Mieloperoxidase

MRI - magnetic resonance imaging.

N - Pacientes com avaliacdo neurocognitiva normal; Sem déficit cognitivo

NAA - N-acetil-aspartato

NCAM - Molécula de adesao celular neural (neural cell adhesion molecule)

NFL - Neurofilamento de cadeia leve (Neurofilament light chain protein)

OMS - Organizagao Mundial da Saude

PAI-1 - Inibidor da ativagdo do plasminogénio tipo 1 (plasminogen activator inhibitor type
1)

PBMC - Células mononucleares do sangue periférico (Peripheral blood mononuclear
cells)

PDGF-AA - Fator de crescimento derivado de plaquetas AA (Platelet-derived growth fator-
AA)

PDGF-AA/BB - Fator de crescimento derivado de plaquetas AA/BB (Platelet-derived
growth fator-AA/BB)



XVvii
PDGF-bb - Fator de crescimento derivado de plaguetas-bb (Platelet-derived growth fator-
bb)

RANTES - Regulated on activation normal T Cell expressed and secreted
RM - Ressonéncia Magnética

RNA - Acido Ribonucleico (Ribonucleic acid)

SBF - Substancia Branca Frontal

SICAM-1 - Molécula soluvel de adesdo intercelular-1 (soluble intercellular adhesion
molecule-1)

SIDA - Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
SIRI - Sindrome Inflamatéria da Reconstituicdo Imune
SNC - Sistema Nervoso Central

sVCAM-1 - Molécula soluvel vascular de adeséo celular 1 (soluble vascular cell adhesion
molecule-1)

TARVC - Terapia Antirretroviral Combinada

TBSS - Tract-Based Spatial Statistics

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TNF-a - Fator de Necrose Tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor-a)

UNAIDS - United Nations Programme on HIV/AIDS

VEGF - Fator de crescimento endotelial vascular (Vascular endothelial growth factor)

WHO - World Health Organization



1. Introducéo

A infeccdo pelo HIV permanece como um importante problema de salude publica
global. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que exista um
total de 35,3 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo (UNAIDS/WHO, 2013,
Global Report). No Brasil, segundo o Ministério da Saude, foram estimados 656.701
casos de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida até 2012 (Ministério da Saude, 2012).

A implementacdo da TARVc (Highly Active Antiretroviral Therapy — Terapia
Antirretroviral de Alta Eficacia, também denominada de Terapia Antirretroviral Combinada
- TARVc) mudou histéria natural da infeccdo pelo HIV, em meados de 1996, o que
resultou em significativa reducdo da morbidade e mortalidade da populacéo infectada pelo
HIV (Dore e cols., 2002). Como consequéncia a um melhor controle clinico dos pacientes
infectados pelo HIV, novos desafios tem surgido relacionados a um maior risco de
ocorréncia de doencas cardiovasculares, distirbios metabdlicos, osteoporose, alteracdes
hepaticas, alteracdo da funcdo renal, além de alteracdo e perda das funcdes
neurocognitivas (Deeks SG, 2011).

A manifestacdo neurolégica mais frequente na infeccdo pelo HIV é uma condicao
cronica, neurodegenerativa, caracterizada por distirbios cognitivo, motor e
comportamental. Atualmente, HAND (HIV - Associated Neurcognitive Disorders - HANDS)
€ terminologia mais aceita, classificando individuos de acordo com diferentes graus de
distarbios neurocognitivos (Antinori e cols., 2007). As HANDs sao estratificadas em: (1)
déficit cognitivo assintomatico — DCA; (2) déficit cognitivo leve — DCL; e (3) deméncia
associada ao HIV - DAH. O diagnostico das HANDs € predominantemente clinico, com
metodologias pouco sensiveis, 0 que muitas vezes torna esta uma condigédo
subdiagnosticada.

A fisiopatologia envolvida na ocorréncia das HANDs ainda ndo esta elucidada,
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sendo o0s principais mecanismos propostos: (1) efeito direto do HIV per se e
neurotoxicidade indireta das proprias proteinas virais; (2) replicagdo viral persistente no
SNC, em funcdo da baixa penetracdo dos ARVs; (3) infiltracdo de Linfécitos T CD8"
ativados no SNC; (4) neurotoxicidade direta dos préprios ARVs (Jaeger e cols., 2012).
Detsa forma, as HANDs surgem como um conjunto de alteracdes, de diagnostico
essencialmente clinico, e que ndo apresentam estratégia terapéutica especifica. Neste
contexto tornam-se necessarios estudos que busquem compreender 0S mecanismos
envolvidos na fisiopatologia das HANDs, podendo impactar diretamente num melhor

manejo clinico dos pacientes infectados pelo HIV.

1.1 - Aiinfecc¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana
Os primeiros casos de pacientes portadores de uma sindrome de imunodeficiéncia
adquirida foram descritos a partir de uma série de casos de pneumonia por Pneumocystis
carinii (atualmente denominado P. jiroveci), em homossexuais masculinos em Los
Angeles, Califérnia, 1981 (Centers for Disease Control and Prevention - CDC, 1981).
Apenas em 1987 o FDA (Food and Drug Administration) aprovou a primeira droga para
tratamento da infeccdo pelo Virus da Imunodeficiencia Humana (Human Immune
deficiency Virus — HIV), a Zidovudina (AZT), baseado na diminuicdo da mortalidade de
pacientes infectados pelo HIV sintomaticos (Fischl e cols., 1987). A partir de entdo foram
sucessivamente desenvolvidas e liberadas novas drogas para uso, e, em 1996, foi
acrescentada ao esquema antirretroviral a classe dos inibidores de protease (IP),
mudando a histéria natural da doenca, e dando origem ao termo HAART (Highly Active
Antiretroviral Therapy — Terapia Antirretroviral de Alta Eficacia), também chamada de
Terapia Antirretroviral Combinada (TARVCc).
Atualmente a infec¢éao pelo HIV-1, embora melhor controlada, permanece como um

importante problema de saude publica global. De acordo com a Organizacdo Mundial de
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Saude (OMS), estima-se que exista um total de 35,3 milhfes de pessoas infectadas em
todo o mundo, com cerca de 70% dos casos concentrados no continente africano
(UNAIDS/WHO, 2013, Global Report). Na América Latina, estima-se que existam 1,5
milhGes de pessoas infectadas, sendo esta a terceira regido em numeros de casos,
estando atras apenas da Africa Subsaariana e Sul, e Sudeste da Asia (UNAIDS/WHO,
2013, Global Report). No Brasil, segundo o Ministério da Saude, foram estimados 656.701
casos de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida até 2012 (Ministério da Saude, 2012).

O uso da TARVc resultou em uma significativa redugcdo da morbidade e
mortalidade da populacéo infectada pelo HIV (Dore e cols., 2002), com melhora na
gualidade de vida e de sobrevida (Jaquet A e cols., 2013). Como resultado, novos
desafios se apresentam no manejo dos pacientes infectados pelo HIV, associados tanto
ao seu envelhecimento, como aos efeitos da exposicdo prolongada aos antirretrovirais
(Deeks, e cols., 2008; De Cock e cols., 2012).

Como consequéncia, os pacientes infectados pelo HIV apresentam um maior risco
de desenvolverem afec¢cdes nado diretamente associadas ao virus, como doencas
cardiovasculares, distarbios metabdlicos, osteoporose, alteracdes hepaticas, alteracao da

funcdo renal, além de alteracdo e perda das funcdes neurocognitivas (Deeks SG, 2011).

1.2 - HIV e Inflamacéo Sistémica

Um conceito j4 bem estabelecido é que a progresséo da doenca causada pelo HIV
parece ser, pelo menos em grande parte, mediada por uma deplecdo de células T CD4"
de memoria localizadas no trato gastrintestinal (Guadalupe M e cols., 2003; Mattapallil JJ
e cols., 2005), cuja recuperacao ocorre de maneira mais lenta do que se observa no
sangue periférico, até mesmo quando em uso de TARVc (Guadalupe M e cols., 2003;
Mehandru S e cols.; 2006). Esta deplecdo de células T CD4" do epitélio intestinal leva a

um aumento da translocagdo microbiana (Brenchley JM e cols., 2006), e a liberacdo de
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componentes bacterianos na corrente sanguinea destes individuos, sendo, entéo,
responsavel por um estado pré-inflamatério persistente (Baroncelli S, e cols.; 2009).

Além disso, séo descritas alteracdes do sistema imune adaptativo que compdem
um estado denominado imunossenescéncia (Deeks SG, 2011). Essas altera¢des incluem:
(1) diminuicdo do potencial regenerativo das células T CD4" de memoria (Teixeira L e
cols., 2011); (2) aumento da atividade das células T especificas contra Citomegalovirus
(CMV), sugerindo atividade de infeccdo, mesmo que subclinica (Naeger DM e cols.,
2010).

Deste modo, a infec¢do pelo HIV, mesmo que clinicamente controlada, levaria a um
estado pré-inflamatorio persistente (Nasi M e cols.,, 2014), responsavel pela
imunossenescéncia que, a longo prazo, cursa com o desenvolvimento de doencas com
sintomatologia clinica.

O estado proé-inflamatério persistente observado pode interferir e estar relacionado
com o desenvolvimento das alteracdes neurocognitivas. Mediadores pro-inflamatorios,
como a Interleucina-1 (IL-1), Interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral a (TNF- a),
gue participam das reacbes de fase aguda (Dinarello, 2000), desempenham papel
importante na modulagéo dos sistemas neural, neuroenddocrino e comportamental.

Condic0es clinicas agudas, que cursam com aumento de mediadores inflamatérios
no sistema nervoso central (SNC), geram uma série de sintomas comportamentais e
alteragdes psicolégicas que, em conjunto, sdo denominados “Sickness Behavior
Syndrome”, ou Sindrome do Comportamento Doentio (Dantzer, 2004). Podemos dizer que
a exposicao a patogenos (virus, bactérias e parasitas) capazes de ativar a resposta imune
aguda resulta em uma liberacdo aumentada de mediadores inflamatorios, gerando
alteracdbes no SNC, que levam a uma diminuicdo do comportamento exploratorio,
alteracdo da percepcao da dor, anedonia, além de diminuicdo das habilidades cognitivas,

aprendizagem e memoria. Em condicbes infecciosas agudas, estas alteracdes que
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compdem a “Sickness Behavior Syndrome” sao de carater transitério e, muitas vezes, néao
reconhecidas como condicao patologica.

Em condic¢bes infecciosas que cursam com quadros clinicos graves com multiplas
disfuncdes organicas, como no caso da sepse bacteriana, € descrita uma disfungéo
cerebral aguda, conhecida com encefalopatia associada a sepse (Siami S e cols., 2008).
Os mecanismos ai envolvidos apresentam disfungées mitocondriais e vasculares,
estresse oxidativo, alteragdes de neurotransmissores, inflamacao e morte celular (Bozza
FA e cols., 2013).

A neuroinflamacéo prolongada também é descrita como causa de deterioracédo
cognitiva observada em doencas de evolugcdo crbnica, como a Doenca de Alzheimer
(Griffin WS, 2013). Foi descrito em modelo murino o envolvimento da Interleucina 12 (IL-
12), em resposta a proteina Beta Amiloide, no desenvolvimento da Doencga de Alzheimer.
Nesse modelo, o bloqueio da via de sinalizacdo da IL-12 diminui a producdo da proteina
Beta Amiloide, podendo, portanto, atenuar o desenvolvimento e o déficit cognitivo na
Doenca de Alzheimer (Vom Berg J, e cols., 2012).

O HIV é capaz de gerar uma infeccdo viral crbnica, que leva a um aumento da
liberacdo de mediadores inflamatérios sistémicos, o que pode contribuir para o
desenvolvimento de distarbios cognitivos nesta populacdo, podendo, portanto, estar

associado ao desenvolvimento das HANDs.

1.3 - HANDs - HIV - Associated Neurcognitive Disorders

Dentre as doencas crbnico-degenerativas observadas nos pacientes infectados
pelo HIV, as alteragbes cognitivas ocupam um ponto central, pois afetam a qualidade de
vida, interferindo, também, na capacidade laborativa e na sobrevida desta populacéo.

As sindromes neuroldgicas associadas ao HIV podem ser classificadas em trés

categorias: doenca neurolégica priméria, onde o proprio virus € necessario e suficiente



6

para causar a doenca; doenga neuroldgica secundaria, ou oportunista, condigcbes em que
o HIV interage com outros patdégenos, resultando em infec¢des oportunistas ou tumores; e
doenca neuroldgica relacionada ao tratamento, como no caso da Sindrome Inflamatéria
da Reconstituicdo Imune (SIRI) (Immune Reconstitution Inflammatory Syndrome - IRIS)
(Singer e cols., 2010).

A manifestacdo neurologica mais frequente na infec¢éo pelo HIV é uma condi¢éo
cronica, neurodegenerativa, caracterizada por distirbios cognitivo, motor e
comportamental. Diversos nomes foram utilizados para descrever esta sindrome, como o
complexo deméncia-AIDS (CDA), complexo cognitivo-motor ligado ao HIV (CCMHIV),
declinio cognitivo-motor menor ligado ao HIV (DCMHIV) (American Academy of
Neurology, 1991).

Atualmente, HAND (HIV - Associated Neurcognitive Disorders - HANDs) é
terminologia mais aceita, classificando individuos de acordo com diferentes graus de
distarbios neurocognitivos (Antinori e cols., 2007). As HANDs sao estratificadas em: (1)
déficit cognitivo assintomatico — DCA; (2) déficit cognitivo leve — DCL; e (3) deméncia
associada ao HIV - DAH. Seus critérios diagnésticos incluem: paciente infectado pelo HIV,
com comprometimento neurocognitivo, na auséncia de condi¢cbes confundidoras, como
infeccdo oportunista no sistema nervoso central (SNC), neurossifilis, uso de substancias
toxicas, delirium, distarbios tdxico-metabdlicos, doenca psiquiatrica e deméncia

relacionada ao envelhecimento.

1.4 - Epidemiologia das HANDs
A descricdo da deméncia associada ao HIV, apresentacdo mais severa dentre as
HANDSs, ocorreu no inicio da epidemia, em pacientes com contagens de Linfécitos T CD4"

abaixo de 200 células/mm? (Antinori e cols., 2007).
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A introdug&o da TARVc resultou na diminuigdo de 50% na incidéncia dos quadros
de Deméncia Associada ao HIV, concomitante ao aumento da incidéncia das formas mais
brandas de apresentacéo das HANDs (Sacktor e cols., 2001).

Heaton e colaboradores, através do estudo CHARTER (CNS HIV Antiretroviral
Therapy Effects Research), avaliando uma amostra de 1555 pacientes infectados pelo
HIV, observaram uma prevaléncia de 33% de pacientes com déficit cognitivo
assintomatico, 12% portadores de déficit cognitivo leve, e apenas 2% com deméncia
associada ao HIV (Heaton RK e cols., 2010). Estes dados demonstram que as formas
mais brandas das HANDs (DCL e DCA) vém se tornando mais frequentes que as formas
mais graves (DAH).

Diferencas nas prevaléncias das formas brandas de disfuncdo cognitiva podem
decorrer da metodologia diagndstica utilizada; porém, a prevaléncia das formas
leve/moderada é consistentemente maior nos individuos infectados pelo HIV do que na
populacdo geral (Mind Exchange Working Group. Assessment, diagnosis, and treatment
of HIV-associated neurocognitive disorder: a consensus report of the mind exchange
program, 2013).

A despeito do impacto da TARVc na reducdo da prevaléncia da Deméncia
associada ao HIV, as formas mais brandas das HANDs persistem, e estdo associadas a
perda da capacidade de desempenhar atividades diarias mais complexas, piora da
qualidade de vida, além de maior dificuldade de inser¢cdo no mercado de trabalho e pior

adeséo ao TARVc (Letendre SL e cols., 2010).

1.5 - Fisiopatologia das HANDs
A entrada do HIV no SNC ocorre desde a fase aguda, quando o HIV infecta
principalmente macrofagos e microglia, principalmente através de mondcitos infectados

(Kaul e cols., 2001). Aparentemente, a infec¢do pelo HIV nestas células ndo parece ser
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causa suficiente para o inicio da neurodegeneracao; além disso, eventos relacionados a
infeccdo pelo HIV de células do sistema imune periférico parecem exercer papel
importante na fisiopatogénese da deméncia associada ao HIV (Kaul e cols., 2001).

A barreira hematoencefalica também parece ser um componente relevante na
penetracdo do HIV no SNC e na fisiopatogénese das HANDs, e seu comprometimento
ocorre precocemente no curso da infecgéo, durante a fase virémica, como consequéncia
da circulag&o do virus ou de proteinas virais no sangue periférico.

Quimiocinas produzidas por células da micréglia e astrocitos, incluindo o MCP1
(Monocyte chemoattractant protein-1), regulam a migracdo de células mononucleares
infectadas do sangue periférico através da barreira hematoencefélica. Além da
quimiotaxia, a migracéo de células infectadas para o SNC envolve aumento de expressao
de moléculas no endotélio vascular (como a VCAM-1, Vascular Cell-Adhesion Molecule-
1). Outra via de entrada do HIV no SNC pode ocorrer através de macrofagos infectados,
estimulados pela liberacdo de TNF-a (Kaul M e cols., 2001).

Dessa forma, dentre os principais mecanismos propostos como envolvidos na
fisiopatologia das HANDs, podemos enumerar: (1) efeito direto do HIV per se e
neurotoxicidade indireta das préprias proteinas virais; (2) replicacdo viral persistente no
SNC, em funcéo da baixa penetracdo dos ARVs; (3) infiltragdo de Linfécitos T CD8"

ativados no SNC; (4) neurotoxicidade direta dos préprios ARVs (Jaeger e cols., 2012).

(1) Efeito direto do HIV per se e neurotoxicidade indireta das proprias proteinas
virais

Além dos seus efeitos sistémicos prejudiciais sobre o sistema imunolégico, o HIV
parece entrar no cérebro logo apds o acometimento do sistema imune periférico (Kaul M e
cols., 2006). Também faz parte dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento das

HANDs a acao de proteinas virais (Tat e gpl120) e, consequentemente, de mediadores
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pré-inflamatérios produzidos por células da microglia e macréfagos. Os principais
esquemas de TARVc atuam bloqueando as proteases (Inibidores de Protease) e/ou
impedindo a agdo da trancriptase reveresa (Inibidores de Trancriptase Reversa
Nucleosideo e Ndo Nucleosideo), de modo que estas drogas ndo bloqueiam a producao
das proteinas virais precoces como Tat, Rev e Nef, denominadas "virotoxins" (Nath,
2002).

No caso da proteina Tat, mesmo sob o uso regular da TARVc e com controle
adequado da replicacao viral, as células infectadas liberam esta proteina no espaco
extracelular, onde parece exercer efeitos neurotoxicos por interagcdo com as células
vizinhas (Chauhan e cols., 2003; Li e cols., 2009). Durante a replicacdo do HIV em
astrocitos, Tat € produzida como um produto inicial, tornando astrécitos resistentes ao
stress oxidativo, o que 0s torna um reservatério ideal para a sobrevivéncia do genoma
viral. Pequenas quantidades de Tat sao suficientes para causar lesdo neuronal
excitotoxica que inclui disfungdo mitocondrial e morte neuronal. Assim, astrocitos
infectados pelo HIV desempenham, provavelmente, um papel critico na neuropatogénese
da infeccao pelo HIV (Chauhan A e cols., 2003).

Em modelos experimentais, foi observado que a injecao intracerebroventricular de
gpl120 aumenta os niveis de IL-1B3, alterando memdria de camundongos. No entanto,
estes efeitos ndo sdo observados quando gpl20 desnaturado € administrado em um
grupo controle (Pugh e cols., 2000). Ainda utilizando modelos experimentais, no caso
ratos transgénicos que expressam em seu genoma proteinas virais (gpl20 e Tat), foi
possivel observar que, mesmo na auséncia de replicacdo viral, esses animais
apresentaram niveis mais elevados de mediadores inflamatérios no cérebro (IL-13 € TNF-
a) e de derivados de &acido araquidonico (COX-2 - Ciclooxygenase-2 e 5-LOX - 5-
lipoxigenase); por outro lado apresentavam um déficit em fatores neurotréficos como o

BDNF (Rao e cols., 2011). Analogamente, esse modelo experimental pode ser comparado
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ao dano neuroldgico que persiste em pacientes infectados pelo HIV, em uso de TARVc,
com replicacdo viral suprimida no sangue periférico, sugerindo que a presenca de

proteinas estruturais do HIV-1 no SNC se correlaciona com desenvolvimento das HANDs.

(2) Replicacgao Viral Persistente no Sistema Nervoso Central (SNC)

O uso de TARVc geralmente restaura os niveis de linfécitos T CD4", além de
reduzir a viremia para niveis abaixo dos detectaveis pelos métodos convencionais. No
entanto, mecanismos ainda néo totalmente elucidados sédo responsaveis por uma viremia
residual: manutencéo da replicacéo viral, mesmo a despeito de TARVc, sugerindo uma
supressdo incompleta da replicacdo viral; e a liberagdo de novos virus a partir de
reservatérios estaveis, ndo alcancados em doses farmacologicamente ativas pelos ARVs
disponiveis (Shen e cols., 2008).

Define-se reservatérios como um tipo celular ou localizagdo anatdmica em que 0 virus
persiste como uma cinética de replicacdo estavel, e resultam da capacidade do genoma
do HIV-1 se integrar ao genoma das células hospedeiras (Coiras e cols., 2010). Os
principais locais anatdmicos que funcionam como reservatérios para o HIV séo o tecido
linfoide associado ao intestino (gut-associated lymphoid tissue - GALT) e o Sistema
Nervoso Central (SNC) (Coiras e cols., 2010).

Além do SNC ser um reservatério, muitos esquemas de TARVc apresentam uma
baixa penetracdo através da Barreira Hematoencefdlica (BHE), o que dificulta a
manutencdo de niveis terapéuticos destas drogas no cérebro. Além disso, ja foi
demonstrado que uma baixa aderéncia a TARVc, com niveis subterapéuticos dos ARVS,
esta relacionada com o desenvolvimento de resisténcia do HIV (Sethi AK, e cols., 2003).
Assim, o SNC pode ser um local que propicie o desenvolvimento de cepas resistentes,

por ter um alcance limitado dos ARVSs.
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Airoldi e colaboradores ndo observaram diferencas entre os niveis de RNA viral do
HIV no liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com e sem HANDs. No entanto,
concentracbes aumentadas de MIP-13 e IL-6 no LCR foram observadas no LCR de
pacientes com diagnostico de HANDs. A introdugcdo de TARVc levou a uma redugéo
significativa dos niveis de RNA viral no liquor, porém ndo resultou em reducdo de
citocinas proé-inflamatérias, demonstrando que, provavelmente, embora reduzida, a

replicacéo viral ndo tenha sido totalmente suprimida (Airoldi e cols., 2012).

(3) Infiltracdo do SNC por mondcitos infectados e por Linfocitos T CD8 ativados

Mondcitos infectados pelo HIV possuem maior capacidade de atravessar a barreira
hematoencefélica, quando comparados com mondcitos ndo infectados (Persidsky e cols.,
1999), e de se tornarem macréfagos perivasculares de longa duracdo, persistentemente
infectados. Diferentes populagdes celulares do SNC podem ser infectadas pelo HIV,
incluindo células da glia como microglia, astrocitos, células endoteliais e do plexo coroide
(Wiley CA, e cols., 1986). Como o0s neurdnios e oligodendrdcitos séo raramente
infectados pelo HIV, os mecanismos indiretos sdo aceitos na fisiopatogénese dos danos
neuronais (Kaul M, e cols., 2006).

Os mecanismos do hospedeiro para o controle da replicagdo viral no SNC nao
estdo completamente compreendidos; no entanto, modelos animais indicam que as
células T CD8" entram no SNC, no inicio do curso da infeccdo, onde persistem em um
estado hiperativado (Marcondes e cols., 2001; Marcondes e cols., 2007). Estas células T,
cronicamente ativadas, podem contribuir para o desenvolvimento de alteracdes
neurodegenerativas, tanto por efeito citotoxico direto gerado pela morte de células

infectadas no SNC, como através de mecanismos indiretos.
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(4) Neurotoxicidade direta pelos antirretrovirais (ARV)

Atualmente é reconhecido que a fungdo neurocognitiva melhora em pacientes
infectados pelo HIV com a introdugdao da TARVc (Robertson KR, e cols., 2004;
McCutchan JA, e cols., 2007). Embora os ARVs propiciem um controle adequado na
replicacdo viral plasmatica, ndo apresentam a mesma eficacia no SNC. A busca por
esquemas antirretrovirais com maior penetracdo no SNC podem estar associados a um
risco aumentado de neurotoxicidade por essas drogas.

Dentre as classes de antirretrovirais, os Inibidores da Transcriptase Reversa
Nucleosideos (ITRNs) podem causar dano axonal, através da inducdo de lesao
mitocondrial e rearranjo de microtibulos (Robinson e cols., 2007) e aumentar o estresse
oxidativo, induzindo toxicidade (Opii WO e cols., 2007).

Ja na classe dos Inibidores da Transcripatse Reversa Ndo Nucleosideo (ITRNN), o
Efavirenz, um farmaco amplamente utilizado e definido como droga de primeira linha para
o tratamento de pessoas infectadas pelo HIV (Ministério da Saude, Brasil, 2013), foi
associado a ocorréncia de efeitos secundarios neurolégicos em mais de 50% dos
pacientes (Staszewski S e cols.,, 1999). No entanto, recentemente, uma revisdo
sistematica demonstrou que o risco de deterioracdo cognitiva secundaria ao uso do
Efavirenz é reduzido. Além disso, os autores demonstraram que esta droga é comparavel
aos outros ARVs na capacidade de restaurar as alteracdes neurocognitivas (Decloedt,
EH, e cols., 2013).

Robertson e colaboradores avaliaram 15 antirretrovirais, in vitro, quanto ao dano
neuronal, e observaram que as drogas que teriam maior efeito neurotoxico seriam
Abacavir, Efavirenz, Etravirina, Nevaripina, e Atazanavir, enquanto os menores efeitos
neurotoxicos seriam encontrados com Darunavir, Entricitabina, Tenofovir e Maraviroque

(Robertson K e cols., 2012).
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Este mesmo grupo avaliou os efeitos da interrup¢éo da TARVc sobre a capacidade
cognitiva, e observou melhora do quadro neurocognitivo apds a interrupcdo dos
antirretrovirais, sugerindo que a toxicidade das préprias drogas participassem do declinio
cognitivo na populagéo analisada (Robertson e cols., 2010).

Contudo, embora o uso dos antirretrovirais possa ter algum grau de toxicidade ao
SNC, conforme descrito, ja foi demonstrado que pacientes infectados pelo HIV, que
interromperam seu uso, apresentaram aumento da prevaléncia de disfuncéo cognitiva
(Mufioz-Moreno JA, e cols., 2010). Deste modo, embora o uso de ARVs nao seja capaz
de reverter integralmente as alteragbes neurocognitivas associadas ao HIV (Joska JA e

cols., 2010), o seu uso traz beneficios na fungéo cognitiva destes pacientes.

1.6 - Diagnostico de HAND

(1) Diagnéstico Clinico

O diagnéstico das alteragdes neurocognitivas associadas ao HIV é
predominantemente clinico e, por isso, suas formas mais brandas de apresentacédo (DCL e
DCA) séo, muitas vezes, subdiagnosticadas.

As principais ferramentas disponiveis para o rastreio das HANDs séao: (1) HIV
Dementia Scale (HDS) (Power C, e cols., 1995; Bottiggi KA e cols., 2007; Morgan EE e
cols., 2008); (2) The International HIV Dementia Scale (IHDS) (Sacktor NC e cols., 2005;
Njamnshi AK e cols., 2008); (3) Total Recall Measure of the Hopkins Verbal Learning Test—
Revised (Carey CL e cols., 2004); (4) Grooved Pegboard Test (Carey CL e cols., 2004); (5)
Executive Interview (Berghuis JP, e cols., 1999) e (6) Cognitive Functional status subscale
of the The Medical Outcomes Study HIV (MOS-HIV) (Knippels HM e cols., 2002). Estas
ferramentas subestimam a real prevaléncia das HANDs, principalmente por apresentarem
uma baixa sensibilidade para as formas mais brandas de déficits neurocognitivos (Mind

Exchange Working Group, 2007).
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Uma avaliagdo neuropsicoldgica ampla é o padrdo aceito para a avaliagdo das
HANDs, e deve incluir uma bateria de testes de, pelo menos, cinco de seis dominios
neurocognitivos: verbal/linguagem, atencdo/memoria de trabalho, abstragdo/funcéo
executiva, aprendizagem, velocidade de processamento de informacéo, e habilidade
motora (Antinori A, e cols., 2007). Para isto, utilizam-se instrumentos validados e
padronizados para o diagnéstico das HANDs, aplicados e interpretados por profissionais
qualificados.

A atual recomendacdo do Ministério da Saude do Brasil € semelhante as da
Sociedade Europeia (European AIDS Clinical Society, 2015), onde a avaliacdo da presenca
das HANDs se d& pela testagem de, no minimo, trés esferas cognitivas nho momento do
diagndstico da infeccdo pelo HIV: memoria, lentificacdo psicomotora e atencdo. E também
recomendado que esta avaliacdo seja repetida anualmente em pacientes com fatores de
risco para a ocorréncia das HANDs, como: nadir de células CD4", ou contagem atual de
CD4" abaixo de 350 células/mm?; idade superior a 50 anos; coinfeccédo pelo virus da
hepatite C; diabetes ou resisténcia a insulina; doenga cardiovascular e baixo nivel de
escolaridade (Ministério da Saude, 2013).

Podemos observar que, embora ao longo dos ultimos anos tenha havido um maior
esforco para o diagndstico, principalmente das mais precoces, 0 que existe disponivel sdo
ferramentas de investigacao clinica. As metodologias utilizadas séo pouco sensiveis, 0 que

faz com as HANDs sejam condi¢des subdiagnosticadas.

(2) Biomarcadores

A propria infeccdo pelo HIV é capaz de deflagrar a liberagdo de mediadores
inflamatorios e citocinas, e foi demonstrado que, ja na infeccdo aguda, citocinas
plasmaticas seriam capazes de predizer o prognostico a longo prazo e evolucdo da

doenca causada pelo virus (Roberts L e cols., 2010). Estudos avaliando biomarcadores
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em pacientes infectados pelo HIV demonstraram que estes podem ser utilizados como
preditores de risco cardiovascular, de progressdo da doenga, e de prognostico quando
frente a um quadro infeccioso (Schleicher e cols., 2005; Lau e cols., 2006; Kuller e cols.,
2008; Ross e cols., 2009).

A busca por biomarcadores associados ao diagnostico e desenvolvimento das
HANDs é de fundamental importancia para a compreensdo de seus mecanismos
fisiopatologicos, além de poder incrementar com maior sensibilidade e especificidade o ja
existente arsenal diagnéstico e de evolucao progndstica das HANDs, atualmente limitado
a critérios clinicos e sindrémicos de baixa sensibilidade e especificidade limitada.

A maioria dos biomarcadores avaliados no liquido cefaloraquidiano (LCR) de
pacientes infectados pelo HIV em estudos de HANDs pode ser agrupada em trés
categorias: viral, imunes e marcadores neurais. Como protétipo de marcador viral,
podemos citar o RNA do HIV, que indica infec¢éo ativa no SNC; como marcador neural, o
neurofilamento de cadeia leve (NFL — Neurofilament light chain protein) que, quando
detectado, indica a ocorréncia de injaria axonal, porém sem definir o agente causal; o
MCP1 seria 0 marcador imune que, quando detectado, indica imunoativacéo intratecal,
representando um mediador de lesédo do SNC pelo HIV (Adaptado de Price RW e cols.,
2007).

Neopterina e a proteina neurofilamentosa (NFL) no LCR podem servir como
ferramentas Gteis no monitoramento de acometimento do SNC na infec¢do pelo HIV-1,
contribuindo para o diagnostico das HANDs, e também para a avaliacdo da eficacia da
terapia antirretroviral no SNC (Mellgren A e cols., 2007; Hagberg L e cols., 2010).

Um dos problemas encontrados na avaliacdo de biomarcadores no liquido LCR de
pacientes infectados pelo HIV foi a escolha de uma abordagem baseada em um unico
marcador, com intuito de suprir a dificuldade diagnostica (Price RW e cols., 2007). No

entanto, em funcdo dos diversos mecanismos envolvidos na patogénese das HANDs, a
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escolha de um painel, ou combinacdo de biomarcadores no LCR, parece ser uma
estratégia mais adequada na busca de uma ferramenta diagnéstica (Gisslen M e cols.,
2007).

Yuan e colaboradores (2013), avaliando o LCR de individuos infectados pelo HIV,
com e sem déficit cognitivo, observaram que niveis elevados de Interleucina-8 (IL-8),
MCP1, GCS-F e Interferon-inducible protein-10 (IP-10) estdo associados a presenca de
disfungé@o cognitiva, e sugeriram que uma composi¢cdo que funcione como um painel de
biomarcadores possa auxiliar no diagnostico das HANDs (Yuan L, e cols., 2013).

Em relacdo aos biomarcadores plasmaticos, o estado proé-inflamatério
desencadeado por processos patologicos apresenta efeitos negativos sobre a funcéo
cognitiva (Reichenberg e cols., 2001). Por questbes de facilidade técnica e aplicacédo
pratica, seria extremamente vantajoso desenvolver um biomarcador dosado em sangue
periférico que pudesse refletir e auxiliar na definicdo prognéstica das disfuncdes
neurocognitivas dos pacientes infectados pelo HIV.

Na era pré-TARVc a contagem plasmatica de células CD4" e a quantificacdo do
RNA Viral foram usadas como importantes marcadores e preditores das HANDSs, sendo,
ainda hoje, a contagem do nadir de CD4" um importante marcador de risco de
desenvolvimento de HANDs (Cysique Lae cols., 2004; Robertson KR e cols., 2007;
Heaton RK e cols., 2011). A mensuracdo do HIV-RNA plasmatico como preditor de
HANDs parece ser uma ferramenta pouco Util, principalmente em funcdo de uma
frequente dissociacdo entre viremia e a infeccao/replicacao viral no SNC. No entanto, foi
demonstrado que niveis mais elevados de DNA viral gendmico extraido de células
mononucleares periféricas (peripheral blood mononuclear cells - PBMC) estiveram
relacionados ao diagndéstico de deméncia associada ao HIV (Shiramizu B e cols., 2005).

O aumento nos niveis plasmaticos de CD14 soluvel (sCD14), um marcador de

ativacdo monaocitica, foi associado a ocorréncia de HANDs, principalmente em pacientes
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com doenca avancada e HIV-RNA detectavel no plasma; no entanto, a mesma
associacado nao foi observada em pacientes com HIV-RNA abaixo do limite de deteccao
(Ryan LA, e cols., 2011; Lyons JL e cols., 2011; Kamat A e cols., 2012),

Cohen e colaboradores observaram que a elevagdo plasmatica de IP-10 se
associou a ocorréncia de alteracdes cognitivas em pacientes infectados pelo HIV (Cohen
RA e cols., 2011). Estes mesmos autores sugerem, porém, a importancia de se pesquisar
nao apenas biomarcadores isolados, mas um conjunto de biomarcadores, como um
possivel método que auxilie no diagnostico das HANDs (Cohen RA e cols., 2011).

Deste modo, embora tenhamos avancado na compreensdo dos mecanismos
envolvidos na fisiopatogénese das HANDs, e incluindo a participagdo de mudltiplos
mediadores inflamatérios neste processo, ainda ndo se tem conhecimento de um
biomarcador capaz de diagnosticar e estratificar, de maneira precisa e confiavel, as

alteracdes cognitivas nos pacientes infectados pelo HIV.

(3) Neuroimagem

Ainda ndo existem métodos diagnosticos disponiveis, com alta sensibilidade e
especificidade, para deteccéao precoce das alteracbes cognitivas nos pacientes infectados
pelo HIV; o diagnostico ainda é feito atraves de avaliagBes clinicas. Os avancgos das
técnicas de Ressonancia Magnética permitem um maior entendimento dos correlatos
anatébmicos e funcionais do cérebro in vivo, o que pode auxiliar no diagndstico, tratamento e
acompanhamento de pacientes portadores de patologias neuroldgicas. Neste contexto, as
técnicas de neuroimagem, principalmente relacionadas a Ressonancia Magnética, surgem
como uma alternativa possivel para o diagnostico das HANDs (Masters MC e Ances BM,

2014).



18

Ressonancia Magnética (RM): Neuroimagem estrutural

A ressonancia magnética estrutural cumpre um papel fundamental na anélise
anatdbmica do encéfalo no contexto dos disturbios cognitivos, ndo apenas dando subsidios
para o diagnostico de HANDs, mas também permitindo descartar os possiveis diagnésticos
diferenciais que determinem perda cognitva, taiS como processos expansivos tumorais,
vasculares ou quadros inflamatérios /infecciosos.

Em periodos anteriores ao da Terapia Antirretroviral Combinada (TARVc), como logo
apos sua implementacédo, ha relatos de perda volumétrica dos ganglios da base, do cortex
posterior e na substancia branca como um todo, nos pacientes infectados pelo HIV, quando
comparados com pacientes ndo HIV (Aylward EH, e cols., 1993; Heindel WC, e cols., 1994;
Dewey J, e cols., 2010).

Bonnet e colaboradores avaliaram uma coorte de 400 pacientes infectados pelo HIV
e relataram presenca de atrofia de substancia cinzenta jA nos estagios iniciais da doenca
(Bonnet F e cols., 2013). A atrofia cerebral (substancias branca e cinzenta) ja foi
demonstrada anteriormente por Stout e colaboradores no paciente infectado pelo HIV,
identificada nos estagios iniciais da doenca, e apresentando evolucdo com o avancar da
infeccao pelo virus (Stout JC, e cols., 1998).

Podemos, portanto, dizer que as analises volumétricas podem apresentar alteracdes

ja em estagios precoces, bem como ao longo da progressao da doenca pelo HIV.

Ressonancia Magnética: Espectroscopia de prétons (‘*H-ERM)

A espectroscopia de prétons por RM proporciona a analise bioquimica ndo invasiva
do tecido cerebral, in vivo, com avaliacdo qualitativa e quantitativa de varios metabdlitos
cerebrais:

- N-acetilaspartato (NAA) — marcador presente apenas nos neurdnios, refletindo

viabilidade, densidade e funcionalidade neuronal, ndo sendo encontrado nas células
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gliais. Apresenta maior concentracdo no cortex cerebral, em comparacdo a substancia
branca (Kwo-On-Yuen PF e cols., 1994; Schuff N e cols., 1999);

- Creatina + Fosfocreatina (Cr) — reflete o metabolismo energético das células
cerebrais, espelhando a salde da utilizagdo e armazenamento da energia sistémica. E
considerado metabdlito de referéncia individual para quantificar outros metabdlitos do
parénquima cerebral, j& que seus niveis permanecem estaveis em diversas situagfes
patoldgicas;

- Glutamina + Glutamato (GIx) — Glutamina: marcador astrocitario; Glutamato:
neurotransmissor;

- Mioinositol (MI) — quase exclusivamente observado nas células gliais, onde
funciona como um importante osmdlito; também é um precursor da mielina, e pode servir
como um agente desintoxicante no cérebro e no figado;

- Compostos colina associados (Col) — é um precursor limitante da sintese da
acetilcolina; precursor da fosfatidilcolina das membranas celulares. E considerado um
marcador da quebra e reparacdo das membranas celulares.

Uma das vantagens da ERM reside na possibilidade de se quantificar a perda e/ou
dano neuronal reversivel através da mensuracdo do NAA, mesmo quando a ressonancia
magnética estrutural ainda é normal (Shonk TK, e cols., 1995; Ross BD, e cols., 1997;
Firbank MJ, e cols., 2002), podendo revelar, por exemplo, despovoamento neuronal
(diminuicdo dos niveis de NAA) em relagdo ao tecido normal em casos de deméncia
(Rudkin & Arnold, 1999).

A Figura 1.1 demonstra os principais metabdélitos observados na *H-ERM (Castillo

M e cols., 1996; Ross RD e cols., 1997).
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Figura 1.1: Curva metabdlica da espectroscopia de prétons
de um individuo normal. A distribuicdo dos diferentes
metabdlitos € observada ao longo do eixo x (disperséo
quimica, em partes por milhdo — ppm), demonstrando 0s
seguintes metabolitos: NAA (2.02 ppm), Cr (3.0 ppm), Col (3.2
ppm) e MI (3.56 ppm). A amplitude de cada pico metabdlito &
definida no eixo y (unidades arbitrarias de intensidade)
(Adaptado de Castillo M e col., 1996; Ross RD e cols., 1997).
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Em relacdo ao HIV, a ERM é um consistente método de neuroimagem utilizado
antes e apos a implementacdo da TARVc. Chang e colaboradores, avaliando uma coorte
de pacientes nunca antes expostos a TARVc, observaram niveis elevados de mioinositol
e colina na substancia branca do lobo frontal, e diminuicdo dos niveis de creatina nos
ganglios da base. Este achado foi associado a gravidade da deméncia (Chang L, e cols.,

2002).
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Sailasuta e colaboradores, avaliando uma populacdo com infec¢ao recente/aguda
pelo HIV, observaram niveis elevados de colina nos ganglios da base de individuos
infectados, quando comparados a controles ndo HIV, e a pacientes com infecgéo cronica.
Além disto, neste mesmo estudo foi observada a reversdo desta elevacdo apods a
implementacdo da TARVc (Sailasuta N, e cols., 2012).

Deste modo, a espectroscopia por RM parece ser uma ferramenta valiosa no
auxilio diagnéstico de quadros de alteragdes cognitivas, e também uma maneira de se
avaliar a resposta ao tratamento de pacientes infectados pelo HIV, podendo, portanto, ser

esta uma metodologia importante no manejo dos pacientes com HANDs.

Ressonéncia Magnética: DTI — Diffusion Tensor Imaging

O Diffusion Tensor Imaging, DTI, € um método mais recente e promissor na
avaliacdo e caracterizacdo microestrutural, cada vez mais utilizado para a avaliacdo da
integridade de substancia branca (Alexander AL, e cols., 2007).

A avaliacao da integridade da substancia branca de pacientes infectados pelo HIV foi
realizada por uma série de autores (Li C, e cols.; 2011; Tate DF, e cols, 2011; Towgood KJ,
e cols., 2012). Em sua maioria, estudos utilizando DTI demonstraram que a infecdo pelo
HIV leva a um aumento da Difusividade Média (Mean Diffusity - MD) e a uma diminui¢do da
Anisotropia Fracional (Fractional Anisotropy — FA) na avaliacdo dos tratos da substancia
branca, incluindo o corpo caloso e substancia semioval (Hoare J, e cols., 2012; Stubbe-
Drger B, e cols., 2012; Du H, e cols., 2012; Zhu T, e cols., 2013), com discretas diferencas
de localizacédo da referida alteracdo, de acordo com cada estudo. Esta técnica foi aplicada
por Gongvatana e colaboradores, que evidenciaram aumento de MD e diminuicdo de FA
em todo o cérebro de pacientes infectados pelo HIV, quando comparados a um grupo de

voluntarios ndo HIV (Gongvatana A e cols., 2011).
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Alguns estudos avaliaram o efeito dos antirretrovirais sobre os parametros do DTI;
porém, os resultados encontrados carecem de robustez (uso de controles né&o
comparaveis e resultados controversos) (Pfefferbaum A e cols., 2009; Chen Y e cols.,
2009; Wright PW e cols.; 2012).

Deste modo, podemos dizer que o DTI é, atualmente, o método mais sensivel para
deteccdo de alteracdes de substancia branca. Dados anatdmicos conferidos por técnicas
guantitativas avancadas de RM podem ser correlacionados a funcdes especificas do
cérebro, como em testes motores ou cognitivos. Estas técnicas poderdo ser empregadas
para uma maior compreensédo das alteragbes neurocognitivas dos pacientes infectados
pelo HIV, buscando correlagdes entre achados clinicos, radioldgicos e laboratoriais (CD4",

RNA viral e citocinas inflamatorias).

1.7 - Tratamento das HANDs

Atualmente o uso da TARVc é a melhor opcao terapéutica disponivel para os
pacientes infectados pelo HIV e, por conseguinte, o0 mais indicado para controlar, ou
retardar, o desenvolvimento das HANDs. J& foi demonstrado que a TARVc é capaz de
diminuir a prevaléncia de alteracbes cognitivas, 19% vs. 16%, resultando em um
aumento relativo das formas mais brandas, classificadas como assintomaticas, 25% vs.
36% (Heaton RK e cols., 2011). No entanto, o uso da TARVc ndo € suficientemente
capaz de prevenir o desenvolvimento e progressdo dos danos neurocognitivos nesses
pacientes (Letendre SL, e cols., 2010).

Whitehead e colaboradores avaliaram o neurodesenvolvimento de criangas
expostas a infeccdo pelo HIV, o que permitiu observar que estas apresentam um pior
desempenho cognitivo do que aquelas ndo HIV e que, mesmo apos a introducdo da
TARVCc, estas criangas persistem com pior desempenho cognitivo (Whitehead N e cols.,
2014). Estes dados sugerem que a TARVc pode evitar atrasos no desenvolvimento

cognitivo; no entanto, seu uso ndo reverte completamente o dano neuroldgico ja presente
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antes de sua implementacdo. Estes achados corroboram os conceitos atuais de um inicio
cada vez mais precoce da TARVc, apos o diagnéstico da infecgédo pelo HIV.

As drogas antirretrovirais atualmente disponiveis apresentam diferentes graus de
penetracdo no SNC. A baixa penetracdo da TARVc no SNC resulta em controle
inadequado da replicagdo viral neste local (Edén A e cols., 2010), contribuindo para o
desenvolvimento das HANDs. Deste modo, mesmo 0s pacientes que apresentam
supressdo viral plasmatica prolongada, em funcdo do uso da TARVc, estdo expostos a
ocorréncia das HANDs (Simioni e cols., 2010).

Letendre e colaboradores, junto com o CHARTER group (CNS HIV Antiviral
Therapy Effects Research), propuseram em 2008, uma pontuacdo (score) que
possibilita classificar os esquemas de antirretrovirais em uso, em funcéo da capacidade
destes em penetrar o SNC (Letendre S, e cols., 2008). O referido score é denominado
CNS penetration effectiveness (CPE), resumido na Tabela 1.1. Esta estratégia € uma

tentativa de se atingir uma maior supresséo viral no SNC (Cuisini A e cols., 2013).
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Tabela 1.1: Grau de penetracdo de Antirretrovirais no SNC, denominado CNS
Penetration Effectiveness Score (CPE) (Letendre SL e cols., 2010)

CNS Penetration 4 3 2 1
Effectiveness

Score (CPE)

Inibidores da Zidovudina Abacavir Didanosina Tenofovir
Transcriptase Entricitabina Lamivudina

Reversa Estavudina

Nucleosideos

(ITRN)

Inibidores da Nevirapina Delavirdina Etravirina

Transcriptase Efavirenz

Reversa N&o-

nucleosideos (ITRN)

Inibidores de Indinavir/r Darunavir/r Atazanavir Nelfinavir
Protease (IP) Fosamprenavir/r Atazanavir/r Ritonavir

Inibidores de
Fusao/lnibidores de
Entrada

Inibidores de
Integrase

Indinavir
Lopinavir/r
Maraviroque

Raltegravir

Fosamprenavir/r

Saquinavir/r
Tipranavir/r
Enfuvirtida

CNS = Central Nervous System; r = Potencializado com Ritonavir

Quanto maior a pontuacdo no esquema, maior a penetracdo dos ARVs ao SNC.
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Posteriormente foi demonstrado que o uso de esquemas de antirretrovirais com um
corte (cutoff) de 7 pontos, ou seja, que pontuem no escore mais de 7 pontos (escore >7),
estiveram associados a uma menor incidéncia de HIV-RNA detectavel no LCR (Letendre
S, e cols., 2010). Por um outro lado, a utilizacdo de TARVc guiada pelo CPE néo levou a
melhora na disfungdo cognitiva, instalada anteriormente a implementacdo da TARVc
(Marra CM e cols., 2009). Dessa forma, as evidéncias séo insuficientes para que o CPE
seja formalmente indicado para a escolha de um esquema antirretroviral; no entanto, é
recomendavel que seu uso seja considerado.

Evidéncias recentes sugerem o inicio precoce de TARVc em todos os pacientes
infectados pelo HIV, a despeito de suas contagens de células CD4" (INSIGHT START
Study Group e cols., 2105; Lodi S, e cols., 2015). Esta estratégia possivelmente podera
promover reducao da resposta inflamatéria persistente, que parece estar relacionada ao
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, neoplasias, doencas metabdlicas, e
também das HANDs.

As HANDs — HIV - Associated Neurcognitive Disorders — surgem como um conjunto
de alteracdes, de diagndstico essencialmente clinico, composto por critérios subjetivos, e
gue também ndo apresentam uma estratégia terapéutica especifica. Neste contexto
tornam-se necessarios estudos que busquem uma maior compreensdo dos mecanismos
envolvidos na fisiopatologia das HANDs, bem como estartégias para o reconhecimento
precoce do acometimento neurocognitvo, 0 que pode impactar num melhor manejo

clinico, diagnéstico e terapéutico dos pacientes infectados pelo HIV.
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2. Objetivos geral e especificos

Objetivo geral

Avaliar as rela¢des entre disfuncdo cognitiva, resposta inflamatoria sistémica e altera¢des

morfolégicas e metabdlicas cerebrais em uma populacdo de pacientes infectados pelo

HIV, ndo SIDA, sem exposicdo prévia a TARVc, visando a identificacdo de biomarcadores

diagndsticos e prognosticos da disfuncao cognitiva nesta populacao.

Objetivos especificos

- Descrever a frequéncia de alteracfes neurocognitivas em pacientes infectados pelo HIV,

assintomaticos.

- Quantificar as concentracdes plasmaticas de biomarcadores inflamatérios e

neurodegenerativos, e correlacionar seus niveis com achados neurocognitivos.

- Relacionar o grau de comprometimento neurocognitivo com a presenca alteracdes

morfoldgicas, metabdlicas e de conectividade por neurimagem.
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3. Materiais e métodos

3.1 - Aspectos éticos

Este estudo foi realizado em acordo com a Declaracdo de Helsinque. Foi obtido
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1), por escrito, de todos o0s
voluntarios, antes que qualquer procedimento relativo ao estudo fosse realizado. O
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
aprovou o protocolo de estudo (CAAE 0040.0.009.000-09) (Anexo 2). Os pacientes que se
recusaram a participar, ou que, por algum critério, foram excluidos, ndo foram

prejudicados pela nédo participacéo do estudo.

3.2 - Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal, observacional, no qual selecionamos, por
conveniéncia, dentre os cerca de 2.000 pacientes infectados pelo HIV, em
acompanhamento ambulatorial no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI-
FIOCRUZ Rio de Janeiro/RJ), um grupo de pacientes que ndo apresentavam nenhum
sintoma relacionado a infeccédo pelo HIV e néo faziam uso de antirretrovirais, pois hao
tinham indicacdo de acordo com as recomendacdes do Ministério da Saude vigentes na
ocasiao (Ministério da Saude, Brasil, 2008).

Apés a inclusdo, os pacientes foram submetidos a avaliacdo neurocognitiva, a
avaliacdo de imagem do encéfalo por RNM e tiveram amostra de plasma coletada. Estes
procedimentos, detalhados a seguir, foram realizados dentro de um periodo maximo de

15 dias, desde a inclusdo no estudo.
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3.3 - Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de incluséo

- Ter infeccdo pelo HIV comprovada, de acordo com os critérios do Programa
Nacional de DST e AIDS - Programa Nacional de DST e AIDS (Ministério da
Saude, Brasil, 2008), assintomaticos.

Foram considerados assintomaticos os pacientes que ndo apresentavam gqueixas
e/ou sintomas detectaveis pela avaliacdo médica regular, realizada pelo
Infectologista, nem na inclusdo, nem em relatos prévios.

- Idade maior ou igual a 18 anos.

- Ter compreendido, concordado e assinado, espontaneamente, o0 termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Critérios de excluséo

- O paciente ser portador de doencas psiquiatricas ou neurologicas. Esta
informacdo foi obtida através de questionamento ao paciente e/ou a partir de
informacdes contidas no prontuario.

- Relato verbal e/ou no prontuario de uso de substancias psicoativas nas ultimas
seis semanas; usuarios ativos de drogas, incluindo histdria de ingesta abusiva de
bebidas alcodlicas.

- Uso prévio de antirretrovirais.

- Infeccéo pelo virus da Hepatite C (HCV).

Além dos pacientes infectados pelo HIV, assintomaticos, incluiu-se, como controle
das andlises dos biomarcadores plasmaticos, um grupo de voluntarios sadios (n=8), nao

HIV, pareados por sexo e idade.
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3.4 - Coleta de amostras de plasma e dados clinicos

ApOs a assinatura do TCLE, os pacientes e os controles incluidos tiveram amostras
de sangue colhidas (10ml) através de puncdo venosa. As amostras de plasma (citrato) e
de sangue total (EDTA) foram divididas em aliquotas para analises posteriores, e
armazenadas em nitrogénio liquido no Laboratorio de Imunofarmacologia no Instituto
Oswaldo Cruz (10C).

As varidveis demogréficas dos pacientes incluidos - clinicas e laboratoriais - foram
coletadas através de entrevista, e complementados por consulta ao sistema de prontuario
eletrénico do INI, conforme formulério padrédo (Anexo 3). O prontuério eletrénico do INI
nos permite a visualizacdo de consultas médicas e de exames laboratoriais realizados
ambulatorialmente. Consideramos o valor da contagem de linfécitos TCD4" o mais

préximo da incluséao.

3.5 - Avaliacao neurocognitiva

Os pacientes infectados pelo HIV foram submetidos a uma bateria de testes
aplicados por um Neurologista especialista em avaliacdo neurocognitiva, que incluiu:
Teste de Substituicdo Digito-Simbolo (Digit Symbol Test - DS) (Sheridan LK e cols.,
2006), Testes de Trilhas Parte (A e B) Trail making test A/B (TRAIL A e B) (Strauss E, e
cols., 2000), Prancha de Pinos Chanfrados (Grooved Pegboard) com a mdo dominante
(GPMD) e com a mao ndo dominante (GPMND) (Power C e cols., 1995), Rey auditory
verbal learning test 1 e 2 (RAVLT/REV 1 e 2), (Schoenberg MR e cols., 2006) e teste de
Fluéncia Verbal (FV) (Gladsjo, JA e cols., 1999) e a Escala Internacional de Deméncia em
HIV (International HIV Dementia Scale - HIDS) (Sacktor NC e cols., 2005).

Utilizamos como controle (padrdo de normalidade) um banco de dados de
voluntarios (n=120), pareados por sexo, género e escolaridade, aplicados pelo mesmo

Neurologista (Rodrigues RA, e cols., 2013).
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A avaliacdo neurocognitiva contemplou seis dominios da cogni¢do: atencdo e
velocidade de processamento de informacao, coordenacdo motora, memoria, linguagem,
fungbes visuespaciais/visuoconstrutivas e habilidade motora. Na Tabela 3.1, seguem os
testes que compdem a avaliagdo neurocognitiva, agrupados em funcdo dos dominios

avaliados.

Tabela 3.1: Avaliacdo neurocognitiva, agrupados em funcéo dos dominios avaliados

Velocidade de Processamento de Informacao e Atencao

- Teste de Substituicdo Digito-Simbolo (Digit Symbol Test - DS)
(Sheridan, L.K., e cols.; 2006)

- Testes de Trilhas Parte (A e B) Trail making test A/B (TRAIL A e B)
(Strauss, E., e cols., 2000)

Coordenacao Motora

- Teste da Prancha de Pinos Chanfrados (Grooved Pegboard)
(Power, C., e cols., 1995)

Memoria

- Rey auditory verbal learning test 1 e 2(RAVLT/REV 1 e 2)
(Schoenberg, M.R., e cols., 2006)

Linguagem

- Fluéncia Verbal (FV)

(Gladsjo, J.A., e cols., 1999)

Func¢des Visuespaciais / Visoconstructivas

- Teste de Substituicdo Digito-Simbolo (Digit Symbol Test - DS)
(Sheridan, L.K., e cols.; 2006)

Habilidade Motora

- Teste da Prancha de Pinos Chanfrados (Grooved Pegboard)
(Power C, e cols., 1995)

ApoOs a avaliacdo neurocognitiva, os pacientes foram classificados como normais
(N), ou como portadores de alguma alteracdo cognitiva; estes, subdivididos em trés
grupos: deéficit cognitivo assintomatico (DCA); déficit cognitivo leve (DCL) e deméncia

associada ao HIV (DAH) (Antinori e cols., 2007).
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Os pacientes com DCA ndo apresentaram queixas cognitivas, porém apresentaram

testes alterados em dois ou mais dominios da cogni¢cdo, em mais de um desvio-padrao da

média aritmética considerada como normal ou controle. Os pacientes classificados como

portadores de DCL apresentaram queixas leves, e testes alterados em dois ou mais

dominios da cogni¢cdo, em mais de um desvio-padrdo da média aritmética considerada

como normal ou controle. Os pacientes com DAH apresentaram queixas importantes, e

testes alterados em dois ou mais dominios da cogni¢cdo, em dois desvios-padrdes da

média aritmética considerada como normal ou controle. Esses critérios diagndsticos

ficaram conhecidos como critérios de Frascati (Antinori A e cols., 2007), e se encontram

resumidos na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Critérios de classificacdo de transtornos neurocognitivos relacionados com o

HIV - HANDs

Déficit Cognitivo Assintomatico (DCA)

Déficit Cognitivo Leve (DCL)

Deméncia Associada ao HIV (DAH)

Alteracdo de Teste Neurocognitivo (NC) em dois ou
mais (2 2)dominios cognitivos, que ndo pode ser
explicada por doenga oportunista do SNC, doencas
sistémicas, doencas psiquiatricas, distlrbios de uso
de substdncias ou medicamentos com efeitos no
SNC.

Sem relato de comprometimento funcional das
atividades da vida diéria.

Alteracdo de Teste Neurocognitivo (NC) em dois ou
mais (> 2)dominios cognitivos, > 1 Desvio-Padréo
(DP) abaixo da média do controle, que ndo pode ser
explicada por doencga oportunista do SNC, doencas
sistémicas, doencas psiquiatricas, distlrbios de uso
de substdncias ou medicamentos com efeitos no
SNC.

Comprometimento funcional leve das atividades
da vida diaria, que nao se explica por fatores de
confundimento.

Alteracdo de Teste Neurocognitivo (NC) em dois ou
mais (> 2)dominios cognitivos, > 2 Desvio-Padréo
(DP) abaixo da média do controle, que ndo pode ser
explicada por doencga oportunista do SNC, doencas
sistémicas, doencgas psiquiatricas, distlrbios de uso
de substancias ou medicamentos com efeitos no
SNC.

Comprometimento funcional severo,
demonstrado ou relatado, das atividades da vida
diaria, que nao se explica por fatores de
confundimento.

Adaptado de Antinori A, e colaboradores, 2007.
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Para as analises posteriores, 0s pacientes com déficit neurocognitivo assintomatico
(DCA) e portadores de déficit cognitivo leve (DCL) foram agrupados (DCA / DCL).
Portanto, as andlises foram realizadas considerando apenas trés grupos: normal (N);
déficit neurocognitivo assintomético e déficit cognitivo leve (DCA / DCL), e deméncia

associada ao HIV (DAH).

3.6 - Dosagem de biomarcadores plasmaticos

A dosagem dos biomarcadores plasméticos foi feita através da técnica
Multiplex/Luminex, técnica comparavel ao Elisa (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
(Vignali DA, 2000; de Jager W, e cols., 2003; Khan SS e cols., 2004). O uso desta técnica
nos possibilita uma dosagem simultdnea de diferentes citocinas, a partir de aliquotas de
50ul de plasma.

Medimos, por esta técnica, 37 biomarcadores no plasma de todos os pacientes, e
dos controles ndo HIV: 27 marcadores inflamatérios e 10 biomarcadores
neurodegenerativos. Os marcadores inflamatérios quantificados foram: Interleucina 1 [IL-
18], IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, Fator de
Crescimento de Fibroblastos (Fibroblast Growth Factor — FGF), eotaxina, Fator
Estimulador de Crescimento de Coldnias de Granuldcitos (granulocyte colony-stimulating
factor - G-CSF), fator estimulador de crescimento de colénias de granulécitos-macréfagos
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor - GM-CSF), Interferon—gama, Proteina
induzivel pelo interferon-gama 10 (IFN-gamma-inducible protein 10 - IP-10), proteina
guimiotatica de mondcitos 1 (monocyte chemoattractant protein 1 - MCP-1), proteina
inflamatoria de macréfagos-lalfa (macrophage inflammatory protein-lalfa - MIP-1q),
proteina inflamatoria de macréfagos-1beta (MIP-1B), fator de crescimento derivado de
plaquetas-bb (Platelet-derived growth fator-bb - PDGF-bb), RANTES (regulated on

activation normal T Cell expressed and secreted), fator de necrose tumoral alfa (tumor
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necrosis factor- a - TNF-a), e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). O ensaio
de mensuragcdo dos biomarcadores foi realizado de acordo com as instrugbes do
fabricante (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).

Os marcadores neurodegenerativos analisados foram: fator neurotréfico derivado
do cérebro (brain-derived neurotrophic fator - BDNF), catespina D, mieloperoxidase
(MPO), inibidor da ativacdo do plasminogénio tipo 1 (plasminogen activator inhibitor type 1
- PAI-1), PDGF-AA, PDGF-AA/BB, RANTES, molécula soluvel de adesao intercelular-1
(soluble intercellular adhesion molecule-1 -sICAM-1), molécula de adesao cellular neural
(neural cell adhesion molecule - NCAM) e molécula soltvel vascular de adeséo celular 1
(soluble vascular cell adhesion molecule-1 - sVCAM-1). O ensaio dos marcadores
neurodegenerativos foi realizado de acordo com as instrucdes do fabricante (Millipore,
Billerica, MA, EUA).

Para a analise, foram considerados apenas os marcadores com niveis detectaveis
acima de 75% de todas as amostras, totalizando 12 biomarcadores: IL1-3, PDGF-BB, IP-
10, BDNF, Catespina D, MPO, PAI-1, PDGF-AA, PDGF-AA/BB, RANTES, sICAM-1 e

NCAM.

3.7 - Neuroimagem: aquisicdo de dados, processamento e analise

Antes da aquisicdo, foi obtido um segundo Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) especifico para o procedimento de aquisicdo de imagem através da
Ressonancia Magnética (Anexo 4). Nao foi previsto o uso de nenhum tipo de anestesia
para a aquisicado das imagens por ressonancia magnética, o que nao interferiu no estudo.

As imagens de Ressonancia Magnética do cranio foram adquiridas em
equipamento de 3 Tesla Achieva 3 (Philips Medical Systems, Holanda), utilizando uma
bobina de cranio com 8 canais projetada tanto para a avaliacao estrutural, quanto para do

tensor de difusédo e da espectroscopia de protons. Imagens anatdomicas de referéncia
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foram adquiridas com sequéncias: gradiente-eco T1l 3D sagital isotrépica (TR/TE =
7.2/3.4ms; matriz/FOV = 240/240mm; “flip angle” = 8°, tamanho do voxel de 1mm; com
170 cortes sagitais), spin-eco T2 no plano coronal (TR/TE = 754/16ms, matriz = 256 x
256, FOV= 230 x 230mm, flip angle = 18, 26 cortes com espessura de 5mm e com 0.5mm
de gap e); e DWi ("single-shot diffusion-weighted images”) no plano axial com
TR/TE = 2854/66ms, matriz= 192 x 153, FOV= 230 x 230mm, 24 cortes com
espessura de 4mm e com 1mm de gap, e Imagem do Tensor de Difusdo (“Diffusion
Tensor Image” - DTI) (TR / TE = 5582/65ms., FOV = 240/240mm, matriz = 96 x 95, 60
cortes com espessura de 2,5mm sem intervalo, com aquisicdo em 32 direcdes, utilizando
fator b de 1.000sec/mm?.

Baseando-se nas imagens anatdbmicas obtidas, os dois volumes espectroscopicos
de interesse (voxel — medindo 25mm x 25mm x 25mm) escolhidos foram dispostos de
forma a incluir o cortex frontal, o cortex parietal péstero medial e do cingulo posterior.
Neste, utilizaram-se o bordo posterior do esplénio do corpo caloso e a fissura parieto-
occipital como referenciais anatdmicos para seu posicionamento. Estas regides
priorizaram a avaliacdo cortical, onde ha maior concentragdo dos corpos neuronais. A
regido do cortex parietal péstero medial e do cingulo posterior € amplamente escolhida na
avaliacdo de pacientes com declinio cognitivo e quadros demenciais (Risacher SL e
Saykin AJ., 2013.

A aquisicdo da espectroscopia utilizou a técnica “point-resolved spectroscopy
volume selection” (PRESS); a supressdo de agua foi realizada com o método de
excitagdo a 90° graus, com TR/TE/NEX de 2000ms/31ms/96. Cada estudo
espectroscopico levou 3 minutos e 18 segundos para ser adquirido. A analise espectral foi
realizada utilizando o software de espectroscopia fornecido pelo fabricante do sistema de
RM. Os seguintes picos metabdlicos foram identificados: N-acetilaspartato (NAA), creatina

+ fosfocreatina (Cr), compostos colina associados (Col) e mioinositol (Ml); e as seguintes
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razbes metabolicas foram analisadas: NAA/Cr, Col/Cr, MI/Cr e MI/NAA. A concentracao
relativa dos metabdlitos utilizando razdes é uma ferramenta confiavel, facil de realizar e
de replicar. A creatina é considerada um metabdlito estavel, e seu uso, nas razdes
metabdlicas, visa simplificar o procedimento da ERM, permitindo a comparacdo entre
diferentes individuos.

Foram também realizadas aquisicdo e analises através da Imagem do Tensor de
Difusédo (Diffusion Tensor Image). As imagens do tensor de difusdo sdo obtidas atraves
da observacdo dos movimentos das moléculas de &agua, denominados movimentos
brownianos, que compdem o tecido cerebral. As moléculas de agua se difundem de
maneira randémica - difusdo randémica da 4gua - também chamada de “self-diffusion” ou
difusdo propria, e as caracteristicas microscopicas do meio sdo fundamentais na
determinacao do efeito macroscoépico da difusdo a ser observado, ou seja, 0 movimento
molecular é afetado pelo meio em que ele ocorre, o que, no caso de tecidos bioldgicos,
depende diretamente da estrutura e arquitetura dos mesmos.

Neste caso, podemos imaginar, por exemplo, um meio em que uma barreira de
mielina hidrofébica restringe a difusdo das moléculas da agua através da mesma. Neste
meio, a difusdo ndo ocorre igualmente em todas as direcdes, exibindo propriedade
anisotropica, diferentemente de um meio isotrépico, em que ndo existe restricdo alguma e
em que as moléculas se deslocam igualmente em todas as dire¢cées, como ocorre com 0

liguor presente no interior dos ventriculos cerebrais (Figura 3.1).



36

Figura 3.1: RM anatdmica e ponderada
em difuséo

Figura 3.1: RM estrutural anatdmica, ponderada em
T2 (A) e ponderada em difusdo (B), no plano axial
de individuo normal.

A difusibilidade por ressonancia magnética (RM) é quantificada, partindo do
principio de que o deslocamento das moléculas deve estar relacionado a intensidade de
sinal medida pela RM. Em 1965, Stejskal e Tanner, utilizando uma sequéncia de pulso
gradiente spin eco (SE), pela primeira vez mediram difusdo com um experimento de RM,
baseados no conceito de que os spins (ou préton de hidrogénio da agua), movendo-se na
direcdo do gradiente do campo magnético, sdo expostos a diferentes intensidades de
campo magnético, dependendo da posi¢cao que ocupam ao longo do eixo de um gradiente
(Stejskal e Tanner, 1965).

O mapa de difusibilidade em um corte axial de um cérebro humano normal é
representado na Figura 3.2 B. A anisotropia mede o quanto a difusdo em uma das
direcbes € preponderante em relacdo as outras. Existem varios indices de anisotropia,
sendo Anisotropia Fracional (Fractional Anisotropy) o indice mais comumente usado. O
mapa de FA em um corte axial de um cérebro humano normal é representado na Figura
3.2 C. O mapa de FA codificado em cores, baseado na dire¢cao dos vetores, em um corte

axial de um cérebro humano normal é representado na Figura 3.2 D.
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Figura 3.2: Mapas derivados da Imagem do Tensor de Difuséo

Figura 3.2: Imagens de ressonancia magnética (RM) de individuo-controle no plano
axial de mesma localizacdo. A. RM ponderada em T1; B. mapa de difusibilidade Trace
— independente da direcdo; C. mapa de anisotropia fracional (FA); D. mapa de FA
codificado em cores, segundo orientacdo dos feixes: fibras em disposicdo latero-
lateral em vermelho, fibras em disposicdo antero-posterior em verde e fibras em
disposigao supero-inferior em azul.

Para cada paciente incluido, antes de estimar os mapas de difusdo, todas as
imagens foram visualmente inspecionadas para artefatos. Imagens com e sem difusao
foram co-registradas, para corrigir artefatos de movimento e minimizar efeitos de distorgéo
sobre a leitura. O tensor de difusdo para cada voxel foi calculado com base nos vetores
préprios (v1, v2, v3) e valores proprios (A1, A2, A3), usando uma montagem multivariada e
diagonalizagdo. Posteriormente, 0s mapas de Anisotropia Fracional (Fractional
Anisotropy) e Difusividade Média (Mean Diffusivity) foram calculados segundo valores
préprios, utilizando mapas com cédigos de cores, gerados a partir dos valores de FA e de
trés elementos do vetor de v; para visualizar a orientacdo dos tratos de substancia branca
(FSL 4.0 software FMRIB) (Jiang e cols., 2006;. & Pajevic Pierpaoli, 1999). Imagens de
FA e MD foram extraidas do cérebro (Brain Extraction Tool, FSL) e registradas em
um espaco comum (MNI152), utilizando um registro restrito, nao linear (Image
Registration Toolkit) (Rueckert e cols., 1999) (BET, DTIFit Toolbox, parte da FSL software
4.0 FMRIB). Os dados derivados de FA e MD foram analisados empregando areas

prioritarias de regides de interesse (regions of interest — ROI) (Jiang e cols., 2006;
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Tovar-Moll e cols., 2009) e voxel a voxel em todo o cérebro (TBSS) (Smith e cols., 2006;
Simonyan e cols., 2008).

Utilizando o Tract-Based Spatial Statistics (TBSS) (FMRIB Software Library, FSL;
Smith e cols., 2004), procurou-se por diferencas globais da substéncia branca nos grupos
através de andlises estatisticas de FA e MD de todo o cérebro (Voxelwise whole-brain
analysis), investigando voxel-a-voxel. As imagens de FA foram alinhadas com a
imagem obtida no primeiro paciente incluido, passando esta a ser a imagem alvo,
registrada no padrdo MNI152, e definida através do volume cerebral ndo segmentado,
como 1x1x1mm, usando o volume ndo segmentado e segmentado. Em seguida, ambos, o
trato ndo linear e as transformacgdes afins da imagem de destino, foram aplicados as
imagens de FA de cada paciente incluido. Imagens de FA alinhados, rearrumadas, foram
calculadas para criar a média de FA de todos os pacientes incluidos. A média de FA foi,
entdo, utilizada para gerar molde de trato, que representa os intervalos compartilhados
por todos os pacientes da amostra (Smith e cols., 2006). Finalmente, os dados registrados
de FA de cada individuo foram "projetados" para o molde gerado a partir das médias de
FA, obtendo-se os dados finais FA, estruturados. Todos estes procedimentos também
foram feitos para criar um molde referente as imagens do MD. Para testar diferencas
estatisticas locais, de imagens de FA e MD, cada voxel foi comparado, utilizando
inferéncia ndo paramétrica, baseada em randomizacdo com 5.000 permutas aleatérias
(FSL randomize toll, Nichols e cols., 2002), em cada voxel dos dados resultantes do
molde criado a partir das médias (Smith e cols., 2004 e 2006). Os resultados foram
considerados significativos quando p<0,05, utilizando comparacdo baseada em cluster,
Threshold-Free Cluster Enhancement, Smith e cols., 2009), corrigidos para multiplas

comparacoes (Familywise Error Rate, FWE).
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3.8 - Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism, versdo 6.0
para Mac OS X (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As variaveis demograficas
foram expressas como mediana e intervalo interquartil (IQ 25-75%). Os valores dos
biomarcadores foram expressos como mediana, minimo e maximo.

A comparacao entre os resultados de Testes Neurocognitivos foi feita através de
ANOVA, comparando as médias dos grupos entre si (N vs DCA/DCL vs DAH). Para
comparacao das dosagens de biomarcadores plasmaticos entre os pacientes infectados
pelo HIV e voluntarios sadios (ndo HIV) utilizamos o Mann Whitney Test (ndo paramétrico
e ndo pareado). Quando comparamos 0s niveis dos biomarcadores entre os trés grupos
neurocognitivos (N vs DCA/DCL vs DAH), utilizamos ANOVA, analisando todos os grupos
entre si. Para a analise da espectroscopia, obtida na ressonancia magnética, entre os trés
grupos neurocognitivos (N vs DCA/DCL vs DAH), utilizamos ANOVA.

As analises estatisticas relativas a Tractografia (DTI) foram descritas na secao

especifica da metodologia de processamento e analise dos dados referentes a imagem.
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4. Resultados

4.1 - Caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos

Foram incluidos 52 pacientes infectados pelo HIV, assintomaticos, que até o
momento da inclusdo ndo haviam apresentado nenhuma intercorréncia clinica
relacionada ao virus.

A mediana de idade da populacdo incluida foi de 33 anos (IQR, 25-75: 28 —
43,75), com 34 pacientes do sexo masculino, representando 65% da amostra. A
mediana da contagem de linfécitos T CD4" foi de 578 células/mm?® e da mensuracéo do
RNA viral de 5.944 copias/ml. A mediana do tempo decorrido desde o diagndstico da
infecgao pelo HIV e a inclusdo no estudo foi de 32,5 meses (IQR, 25-75: 15,5 — 57). As
caracteristicas demograficas da populacdo incluida estdo apresentadas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Dados clinicos e demograficos dos pacientes
infectados pelo HIV assintomaticos incluidos

N=52
Idade (anos) 33 (28,00 — 43,75)
Sexo masculino (%) 34 (65)
Escolaridade (anos de estudo) 11 (8-12)

Contagem de linfocitos T CD4"

578 (432 - 743)
(células/mm?®)

5.944
RNA Viral (copias /ml)
(748,50-20.246,00)

Tempo decorrido desde o
diagnéstico da infeccao pelo HIV 32,50 (14,50-57)

(meses)

Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil (IQR, 25-75).



Incluimos uma populacdo predominantemente jovem, com a maioria (65%) do
sexo masculino. Os pacientes apresentaram a imunidade consideravelmente
preservada, evidenciada por uma mediana da contagem de linfocitos T CD4" elevada

(578 células/mm?®), mesmo sem o uso de antirretrovirais.

4.2 - Avaliacao neurocognitiva

Os pacientes incluidos em nosso estudo foram submetidos a uma avaliacdo
neurocognitiva, composta por uma bateria de testes e realizada por um especialista. Os
resultados numéricos dos testes neurocognitivos estdo expostos no Anexo 5.

Os pacientes foram agrupados em funcdo dos resultados dos testes
neurocognitivos e, entédo, classificados como normais (N), ou como portadores de
alguma alteracdo cognitiva, subdivididos em: Déficit Cognitivo Assintomatico (DCA) /
Déficit Cognitivo Leve (DCL) e Deméncia Associada ao HIV (DAH).

Dentre os pacientes incluidos, 31(59,5%) apresentaram desempenho cognitivo
normal (N), 15(29%) pacientes foram classificados como DCL / DCA, e 6(11,5%) foram

classificados como portadores de DAH, conforme demonstrado na Figura 4.1.
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Figura 4.1: Distribuicdo dos pacientes infectados pelo HIV, assintomaticos,
agrupados em funcéo da avaliagdo neurocognitiva.

N - Normal

DCL / DCA DCL / DCA - Déficit Cognitivo Leve +
Défiicit cognitivo assintomatico

B DAH - Deméncia associada ao HIV

E importante ressaltar que todos os pacientes incluidos neste estudo nao

apresentavam quaisquer sintomas ou sinais neurolégicos detectaveis através da
avaliacao clinica de rotina no momento da inclusdo. Deste modo, podemos observar:
dos 52 pacientes incluidos em nosso estudo, 27(40,5%) apresentavam algum tipo de
distarbio cognitivo que, apesar de detectavel através de testes direcionados para a
funcdo cognitiva, ndo foi identificado através da avaliacdo médica/clinica realizada de
forma rotineira.

Apoés a realizacdo da avaliagcdo neurocognitiva, comparamos 0s resultados dos
testes entre estes trés grupos (N vs DCA / DCL vs DAH), de acordo com o apresentado

na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Comparacao dos resultados dos testes neurocognitivos dos pacientes infectados
pelo HIV assintomaticos, agrupados em funcdo da avaliagdo neurocognitiva: Normal (N);
Déficit Cognitivo Leve + Déficit cognitivo assintomético (DCL + DCA); Deméncia associada
ao HIV (DAH).

Teste N DCL + DCA DAH
neurocognitivo 59,5% 29% 11,5%

(N=31) (N=15) (N=6)
DS 41 (17-63) 34 (18 -53) * 11.5(0-32)* "
TRAIL A 32,00 (17 - 78) 35,50 (12 - 88) 72,00 (40 — 159) * *
TRAIL B 77 (36 — 208) 91(36 — 180) 180 (151 — 180) * *
Fluéncia Verbal 20 (13 - 31) 15 (10 — 37) 12,5 (9 — 19) *
GPMD 65 (50 — 91) 71,5 (57 — 110) 104 (80 - 235) * *
GPMND 75 (61 — 115) 77 (62 — 101) 130 (106 — 305) * *
RAVLT1/REY1 5(3-8) 42-7)* 45(@4-7)
RAVLT5/REY5 12 (9 - 15) 10 (7 — 15) 75(B-11)*"
REV1 10 (6 — 15) 8 (2-14) 45(2-11)*
REV2 10 (6 — 15) 9 (2 - 15) 55 (2-11) *
Escala Internacional de Deméncia pelo HIV (EID-HIV)
EID - HIV 11,5 (9-12) 11 (8,5 - 12) 8,75(3-10)* "

(*) ou (+) se p< 0,05 - ANOVA, com multiplas comparagBes entre as médias de cada coluna dos grupos
neurocognitivos entre si. (*) Comparada ao grupo Normal (N) e (+) Comparada ao grupo Déficit Cognitivo
Leve + Déficit cognitivo assintomético (DCL + DCA). Valores expressos como mediana, minimo e maximo.
Testes: DS: Digit Symbol Test; TRAIL A e B: Trail making test parte A e B; Teste de Fluéncia Verbal (FV);
Grooved Pegboard com a mdo dominante (GPMD) e com a médo ndo dominante (GPMND); Rey auditory
verbal learning test 1 e 2 (RAVLTL e 2), Rey Auditory Verbal Learning Test, primeira e segunda evocacao,
REV1 e REV2, respectivamente, e Escala Internacional de Deméncia pelo HIV (EID-HIV).

Observamos, portanto, que os pacientes infectados pelo HIV incluidos e que foram
classificados como portadores de DAH apresentaram alteracdes em todos os dominios da
cognicao avaliados (atencéo e velocidade de processamento de informacao, coordenacao
motora, memoria, linguagem, funcbes visuespaciais/visuoconstrutivas e habilidade
motora), quando comparados aos pacientes classificados como portadores de DCL/DCA,

e também quando comparados aos pacientes classificados como normais do ponto de

vista cognitvo.
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Além disso, o padrao dos déficits encontrados em nosso estudo foi consistente com
a descricdo em literatura (Ances BM e cols., 2007), compativel com um processo de
degeneracdo subcortical, caracteristica da infec¢do pelo HIV, que se manifesta através do
de alteracdes comportamentais, declinio cognitivo e comprometimento da fungdo motora.

Os pacientes que avaliamos, quando submetidos a Escala Internacional de
Deméncia pelo HIV (EID-HIV), também foram classificados como portadores de DAH. A
EID-HIV (Sacktor NC, e cols., 2005) € uma ferramenta de aplicacdo mais facil que a de
descrita por Antinori e colaboradores (Antinori e cols., 2007), embora seja um método ja

validado e descrito na literatura.



4.3 - Dosagem dos biomarcadores plasmaticos

Testamos 37 biomarcadores plasmaticos, incluindo biomarcadores inflamatorios
e neurodegenerativos, e analisamos aqueles que foram detectados em, no minimo,
75% das amostras testadas, conforme demonstrado em Tabela anexa (Anexo 6).
Foram analisados, portanto, 12 biomarcadores, sendo estes: IL-8, PDGF-BB, IP-10,
BDNF, Catepsina D, MPO, PAI-1, PDGF-AA, PDGF-AB/BB, RANTES, sICAM-1 e
NCAM. Os valores de todas as dosagens de forma individualizada, dos pacientes
infectados pelo HIV e dos controles (ndo HIV), estdo expostos no Anexo 7.

Comparamos 0s niveis plasmaticos de 12 biomarcadores entre pacientes HIV
assintomaticos e controle (ndo HIV), conforme demonstrado na Tabela 4.3.
Observamos niveis plasmaticos estatisticamente mais elevados (p<0,05) nos pacientes
infectados pelo HIV, quando comparados com os voluntarios ndo HIV, sendo este
aumento observado em nove dos doze biomarcadores analisados: PDGF-BB, IP-10,
BDNF, Catepsina D, PAI-1, PDGF-AA, PDGF-AB/BB, RANTES, sICAM-1 (Tabela 4.3).

Em analise posterior, comparamos 0s niveis destes biomarcadores entre os
pacientes infectados pelo HIV, assintomaticos, agrupados em funcdo da avaliacdo
neurocognitiva (Normal - N; Déficit Cognitivo Leve + Déficit cognitivo assintomatico -
DCL + DCA; Deméncia associada ao HIV — DAH) (Tabela 4.4). Nao houve diferenca
significativa nos niveis de biomarcadores quando comparados entre 0s trés grupos

neurocognitivos (N vs DCL / DCA vs DAH) (Tabela 4.4).
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Tabela 4.3: Concentracbes plasmaticas de biomarcadores de pacientes

infectados pelo HIV, comparados a um grupo controle, ndo HIV.

Biomarcador

Controle nédo HIV

Pacientes infectados pelo HIV,

(pg/mL) (Voluntérios sadios) assintomaticos p valor *
(N=8) (N=52)
0,77 1,20
IL-8 0,29
(0,42 — 2,48) (0,30 — 10,49)
131,4 2590
PDGF-bb 0,0013
(64,19 — 4239) (66,94 — 43747)
228,7 956,7
IP-10 <0,0001
(101,4 — 336,4) (169,4 — 19953)
186,2 1407
BDNF 0,02
(53,39 — 1432) (20,62 — 7955)
55850 120679
Catepsina D 0,0013
(28343 — 115311) (20837 - 325957)
15384 16333
MPO 0,44
(2819 — 47337) (3704 — 218318)
11448 40497
PAI-1 0,01
(5115 — 78470) (3426 - 168194)
269,4 2455
PDGF-AA 0,004
(136,7 — 2393) (33,73 — 12895)
2905 23875
PDGF-AB/BB 0,022
(471 — 31216) (33,04 — 106998)
7787 19416
RANTES 0,007
(2615 — 22386) (1299 — 188278)
51384 98921
sICAM-1 0,01
(30386 — 156283) (14811 — 232268)
154614 188940
NCAM 0,96

(63620 — 358784)

(27688 - 342771)

% — Mann Whitney test: Teste ndo paramétrico, comparando medianas entre 0S grupos.
Valores expressos em pg/ml (mediana, minimo e maximo).
IL-8 (Interleucina-8); PDGF (Platelet-derived growth fator-bb) — PDGF-bb, PDGF-AA, PDGF-
AA/BB; IP-10 (IFN-gamma-inducible protein 10 - IP-10), BDNF (brain-derived neurotrophic
fator); MPO (mieloperoxidase); PAI-1 (plasminogen activator inhibitor type 1); sICAM-1
(soluble intercellular adhesion molecule-1); NCAM (neural cell adhesion molecule).
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Tabela 4.4: Concentracdes plasmaticas de biomarcadores de pacientes sem uso prévio de
antirretroviral, agrupados em funcdo da avaliacdo neurocognitiva: Normal (N); Déficit Cognitivo

Leve + Déficit cognitivo assintomético (DCL + DCA); Deméncia associada ao HIV (DAH).

Biomarcador N DCL + DCA DAH
mi 59,5% 29% 11,5% valor 2
(pg/ml) p
(N=31) (N=15) (N=6)
1,09 1,13 1,46
IL-8 (0,30 — 10,49) (0,42-1,91) (0,67-5,11) 0.53
2918,00 1546,00 5102,00
PDGF-bb (69,90 — 43747,00) (66,94 — 14602,00) (1224,00 — 18416,00) 0.56
IP-10 1007,00 695,50 941,40 034
(169,40-19953,00) (284,10 — 2787,00) (190,40 — 14013,00) ’
1465,00 1361,00 1232,00
BDNF (77,02 — 7406,00) (41,07 — 7955,00) (20,62 — 3731,00) 0,91
Catepsina D 135814,00 101384,00 117460,00 011
P (45468,00 — 325957,00) (20837,00 — 175941,00) (39937,00 — 194936,00) ’
MPO 13458,00 24706,00 23151,00 056
(4534,00 — 218318,00) (3958,00 — 146765,00) (3704,00 — 153510,00) :
PAI-1 44697,00 36395,00 39298,00 099
(9348,00 — 166021,00) (7031,00 — 168194,00) (3426,00 — 115938,00) ’
2285,00 2522,00 1835,00
PDGF-AA (345,80 — 12895,00) (33,73 — 10417,00) (116,20 — 8703,00) 0.90
23387,00 24244,00 23108,00
HESIFAZIEZ (836,80 — 106.998) (33,04 — 97908,00) (164,20 — 82210,00) 0,92
18069,00 19859,00 13270,00
RANTES (8562,00 — 188278,00) (1299,00 - 76849,00) (2490,00 - 21431,00) 043
SICAM-1 112888,00 98921,00 81122,00 053
(14811,00 — 232268,00) (26863,00 — 227665,00) (34129,00 — 188424,00) ’
NCAM 203230,00 157049,00 150642,00 0.40
5479,00 — 301593, 7 ,00 — 342771, 5 ,00 — 245171,
3 9,00 — 301593,00 27688,00 — 342 00 6363,00 — 2 00 ’
a. ANOVA

Os valores sdo expressos em pg/ml, como mediana, minimo e maximo.

IL-8 (Interleucina-8); PDGF (Platelet-derived growth fator-bb) — PDGF-bb, PDGF-AA, PDGF-AA/BB; IP-10 (IFN-
gamma-inducible protein 10 - IP-10), BDNF (brain-derived neurotrophic fator); MPO (mieloperoxidase); PAI-1
(plasminogen activator inhibitor type 1); sICAM-1 (soluble intercellular adhesion molecule-1); NCAM (neural cell
adhesion molecule).



Nossos dados, portanto, demonstraram que, embora 0s pacientes incluidos
fossem assintomaticos, apresentaram uma maior atividade inflamatoéria, evidenciada
através da dosagem de biomarcadores, quando comparados com controles (voluntérios
ndo HIV). Isto nos sugere que apesar de o0s pacientes incluidos apresentarem
imunidade relativamente preservada, com mediana de CD4" de 578 células/mm?,
apresentam uma maior atividade inflamatéria, se comparados a populacao nao HIV.

No entanto, quando comparamos o0s biomarcadores entre 0s pacientes
agrupados em funcdo da avaliacdo cognitiva, nao observamos diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, sugerindo que a avaliacdo de
biomarcadores plasmaticos, seja  citocinas/quimiocinas ou marcadores
neurodegenerativos, nao discriminaram o0s pacientes infectados pelo HIV que

apresentavam déficit cognitivo.

4.4 - Avaliacdo de neuromimagem através de Ressonancia Magnética

Analisando o parénquima cerebral por RM, dos 52 pacientes incluidos,
observamos que 30,77% ndo apresentavam alteracdes. Dos pacientes que
apresentaram algum tipo de alteracéo no parénquima, detectada pela RM (Tabela 4.5),
67,40%, classificados na Tabela 4.5 como B, D e F, apresentaram areas esparsas na
substancia branca periventricular e subcortical, de significado inespecifico. Trés
pacientes (5,77%) apresentam “presenca de lesédo focal”, que foram descritas como
focos puntiformes, também de significado inespecifico.

Além destes, 3 pacientes (5,77%) foram classificados como “outros’,
representados na Tabela 4.5 como |, e estes apresentam achados radiolégicos,
também de significado inespecifico: (1) persisténcia dos cavuns dos septos pellcido e
vergae - uma variante da normalidade; (2) formacdes cisticas agrupadas, de limites

definidos e contornos levemente bocelados, separadas por finos septos, medindo o
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conjunto cerca de 1,5 x 0,6cm; (3) formacgéo cistica com teor proteico elevado na loja

pineal, com 0,9cm de diametro, podendo corresponder a calcificacao.

Deste modo, acreditamos que nossas andlises de neuroimagem estrutural com
avaliagdo do parénquima cerebral, embora tenham detectado alteragdes, estas sao de
significado inespecificos, e ndo se associam nem explicam o déficit cognitivo dos
pacientes incluidos. Além disso, o fato de terem apresentado a integridade preservada
da macroestrutura cerebral aumenta a validade e a robustez dos dados das analises

subsequentes: espectroscopia e DTI.

Tabela 4.5: Classificacdo de Avaliacdo do Parénquima, através de técnicas de
neuroimagem, por Ressonancia Magnética, de pacientes infectados pelo HIV,
assintomaticos

Classificacdo de Avaliagdo do Parénquima N %

A Parénquima encefalico com sinal preservado 16 30,77
B Areas esparsas de hipersinal em T2 e Flair na substancia branca periventricular 10 19,23
C  Extensas areas de hipersinal em T2 e Flair na substancia branca periventricular 1 1,92
D Areas esparsas de hipersinal em T2 e Flair na substancia branca subcortical 7 13,46
E  Extensas areas de hipersinal em T2 e Flair na substancia subcortical 1 1,92

F  Areas esparsas de hipersinal em T2 e Flair na substancia branca periventricular e
subcortical 11 21,15

G Extensas dreas de hipersinal em T2 e Flair na substancia branca periventricular e

subcortical 0 0,00
H Presenca de lesdo focal 3 5,77
| Outros 3 5,77

TOTAL 52 100%




Além de avaliarmos as sequéncias anatdmicas dos pacientes incluidos,
avaliamos também, através da espectroscopia, metabolitos ajustados para creatina,
nos lobos frontal e parietal posterior. Os metabdlitos medidos foram: Relagdo Mio-
Inositol/N-acetil aspartato (MI/NAA), MI, Compostos contendo Colina e NAA, no lobo
frontal e no lobo parietal posterior.

O Mio-Inositol é considerado um marcador de gliose, uma alteracdo da
substancia branca cerebral, evidenciada pela ressonancia magnética, geralmente
proveniente de microangiopatia cerebral, que se associa com rarefacdo mielinica. O N-
acetil-aspartato é um metabdlito exclusivo de neurénios, utilizado como um marcador
de densidade e de viabilidade neuronais, e a sua concentracdo diminui em escala
proporcional ao dano celular. Os compostos contendo colina (Cho) participam do
metabolismo das membranas celulares, o que pode refletir seu “turn over”. Deste
modo, um aumento nos niveis de colina pode estar associado a um aumento na
sintese de membranas, ou, mesmo, aumento da populacdo celular, visto em alguns
tumores e em situagcdes de destruicdo da mielina.

Ndo observamos diferencas significativas entre os metabdlitos cerebrais
(MI/NAA, MI, Compostos contendo Colina e NAA) mensurados pela espectroscopia no
lobo frontal, dos pacientes infectados pelo HIV e agrupados em fungcéo da avaliacao
cognitiva.

No lobo parietal-posterior, analisando os mesmos metabdlitos, observamos uma
tendéncia de reducéao dos niveis de NAA nos pacientes classificados como portador de
DAH, guando comparados aos demais grupos neurocognitivos (1,42 vs 1,33 e 1,46 vs
1,33) (Tabela 4.6). Uma reducéo nos niveis de NAA é descrita como um indicador n&o
especifico de insulto neuronal, o que esta de acordo com nossos dados, uma vez que
encontramos 0Ss menores valores nos pacientes com diagnéstico de Deméncia

Associada ao HIV (DAH).
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Além disso, observamos um aumento na relagdo dos niveis de MI/NAA (Mio-
Inositol / N-acetil-aspartato) no grupo de pacientes classificados como portadores de
Deméncia Associada ao HIV (DAH), quando comparado aos demais grupos
neurocognitivos (N e DCL/DCA) (Tabela 4.6). A associacdo de reducdo dos niveis de
NAA com aumento de MI, acarretando um aumento da relacdo MI/NAA, foi inicialmente
descrita em deméncia do tipo Alzheimer; posteriormente foi observada em outras
deméncias, inclusive nos quadros de DAH.

Em nossa amostra, 0s pacientes com critérios para DAH apresentavam, no lobo
posterior, uma tendéncia a reducédo dos niveis de NAA. Além disso, também no lobo
posterior, 0s pacientes classificados como DAH apresentavam um aumento
significativo da relacdo MI/NAA quando comparados aos demais grupos
neuroscognitivos (0,40 vs 0,33 vs 0,34) (Tabela 4.6).

As alteracdes observadas na espectroscopia foram raras, ndo sendo capazes de
diferenciar os pacientes em relacdo a classificacdo neurocognitiva. No entanto, o
aumento significativo da relagdo MI/NAA no lobo posterior evidenciou uma alteragédo do
padrédo da atividade metabdlica cerebral, associado pacientes classificados como

portador de DAH.
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Tabela 4.6: Metabolitos ajustados para creatina, medidos através de espectroscopia, nos lobos
frontal e parietal posterior, de pacientes agrupados de acordo com a avaliagdo neurocognitiva:
Normal (N); Déficit Cognitivo Leve + Déficit cognitivo assintomatico (DCL + DCA); Deméncia
Associada ao HIV (DAH).

N DCL + DCA DAH
Metabdlito e localizagao 59,5% 29% 11,5% p valor ®
(N=31) (N=15) (N=6)

Lobo Frontal

Mio-Inositol / N-acetil aspartato 0,32 0,08 0,34 0,06 0,35 0,11 0,62
Mio-Inositol 0,47 0,09 0,52 0,07 0,48 0,08 0,31
Compostos contendo Colina 0,67 0,08 0,64 0,04 0,66 0,07 0,63
N-acetil aspartato 1,49 0,13 1,51 0,12 1,38 0,20 0,17

Lobo Parietal-Posterior

Mio-Inositol / N-acetil aspartato 0,34 0,04 0,33 0,04 0,40* 0,10 0,03

Mio-Inositol 0,48 0,05 0,49 0,03 0,52 0,09 0,15

Compostos contendo Colina 0,55 0,06 0,53 0,03 0,59 0,08 0,14

N-acetil aspartato 1,42 0,11 1,46 0,14 1,33 0,18 0,11
4 ANOVA

Todos os metabolitos mensurados expressam valores em relacdo a creatina. Pacientes classificados como
portadores com Deméncia Associada ao HIV (DAH) apresentaram maior valor da relacdo Mio-Inositol / N-acetil
aspartato quando comparados com pacientes com avaliagdo neurocognitiva normal (N) e portadores de Déficit
Cognitivo Leve + Déficit cognitivo assintomético (DCL + DCA) - ANOVA. N&o foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nas demais comparagfes entre os grupos. Os valores estdo expressos como
média e desvio padréo (DP).



Além das sequéncias anatdbmicas e da espectroscopia, foram realizadas
aquisicao de imagens através do tensor de difusdo (Diffusion Tensor Image - DTI)
por RM e fascigrafia, avaliando a Difusividade Média (Mean Diffusity - MD) e a
Anisotropia Fracional (Fractional Anisotropy — FA). O DTI € um método que se baseia
na quantificacdo do movimento direcional da agua, sendo capaz de mapear os feixes
de substancia branca, caracterizando a integridade da microestrutura do tecido.

Os grupos foram comparados aos pares. Nao houve diferenca significativa, nem
na FA nem na MD, entre os pacientes normais e portadores de Déficit Cognitivo Leve +
Déficit Cognitivo Assintomético (DCL / DCA).

Quando comparamos o0s valores de anisotropia fracional (FA - fractional
anisotropy) entre pacientes com avaliagado cognitiva normal (N) e pacientes portadores
de Deméncia Associada ao HIV (DAH), observamos diferentes graus de anormalidades
simétricas no corpo caloso (CC), na coroa radiada do tdlamo anterior (esquerda e
direita), no trato costicoespinhal (esquerda e direita), forceps maior e menor, fasciculo
fronto-occipital inferior (esquerda e direita), e fasciculo uncinado (esquerda e direita)
(p<0,05) (Figura 4.2 A).

No entanto, quando comparados os valores de FA entre 0s pacientes
classificados como DCL/DCA e pacientes com DAH, observamos anormalidades
estatisticamente significativa predominando no lado esquerdo, no CC, na radiacdo do
talamo anterior, forceps menor, e trato corticoespinhal (Figura 4.2 A).

A comparacao da difusividade média (mean diffusivity - MD) entre individuos
Normais (N) e portadores de Deméncia Associada ao HIV (DAH) foi capaz de detectar
diferencas significativas (p <0,05 - limiar: 0,95) no corpo caloso (CC), na coroa radiada
do tadlamo (a direita), no trato corticoespinhal (a direita), no forceps minor,

predominantemente no lado direito e no fasciculo fronto-occipital inferior (a direita).
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Comparando os grupos DCL/DCA com os DAH, observou-se discreta diferenca
significativa no fasciculo longitudinal superior (Figura 4.2 B).

O DTI se apresentou capaz de evidenciar diferengas na integridade dos tratos de
substancia branca, de maneira precoce, tanto entre pacientes com DAH vs N, quanto

entre aqueles com DAH e DCL/DCA.

Figura 4.2 (A e B): Clusters de voxels de pacientes sem exposicdo prévia ao uso de
antirretrovirais, agrupados de acordo com avaliacdo neurocognitiva (normal — N; Déficit
Cognitivo Leve + Déficit Cognitivo Assintomatico — DCL/DCA; Deméncia Associada ao HIV -
DAH), comparados aos pares de grupos.

FRACTIONAL ANISOTROPY

Clusters de voxels com diferenca significativamente estatitica (p 0,05, FWE corrigido para multiplas comparacg6es
usando TFCE (Threshold-Free Cluster Enhancement) em pacientes sem exposi¢do prévia aos antirretrovirais,
agrupados de acordo com avaliagdo neurocognitiva (normal — N; Déficit Cognitivo Leve + Déficit Cognitivo
Assintomatico — A; Deméncia Associada ao HIV - D), comparados aos pares de grupos. As alteracdes
significativas sao evidenciadas em vermelho na andlise da FA (FA - fractional anisotropy) (A) e em azul na
andlise da MD (mean diffusivity) (B).



Nossos resultados demostraram que, apesar de termos incluido pacientes
infectados pelo HIV clinicamente assintomaticos, encontramos uma prevaléncia de
alteracbes cognitivas em 40,5% da amostra. Além disso, nossos resultados
demonstram que as técnicas de neuroimagem se mostraram ferramentas Uteis no
diagndstico precoce do déficit cognitivo, principalmente por técnicas mais avancadas,

como o DTI.
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5. Discusséao

Ao longo do tempo, apds a implementacédo da terapia antirretroviral combinada,
observou-se uma melhora no manejo clinico do paciente infectado pelo HIV. Deste
modo, a infecdo pelo virus vem, gradativamente, adquirindo caracteristicas de doenca
cronica, com pacientes acompanhados por um longo periodo de tempo, favorecendo,
entdo, o surgimento de complicacdes nao diretamente relacionadas a imunodeficiéncia,
como doencas cardiovasculares, neoplasias ndo associadas ao proprio Vvirus,
osteoporose, alteracbes hepaticas, alteracdo da funcdo renal, além do
comprometimento das fungdes cognitivas, denominadas HANDs (HIV-associated
neurcognitive disorders) (Deeks SG, 2011).

Com o objetivo de obtermos uma maior compreensdo dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento das HANDs, avaliamos uma coorte de pacientes
infectados pelo HIV, assintomaticos, que ndo haviam sido expostos ao tratamento com
antirretrovirais. Os pacientes incluidos foram submetidos a uma avaliacédo
neurocognitiva, tiveram amostra de plasma coletada para dosagem de biomarcadores,
além de terem realizado exames de imagem (ressonancia magnética) do encéfalo. No
entanto, apesar de termos incluido pacientes considerados assintomaticos por uma
avaliacdo clinica rotineira, 40,5% da amostra apresentaram a capacidade cognitiva
comprometida, de acordo com os critérios descritos por Antinori e colaboradres (2007).
Observamos uma baixa deteccdo de biomarcadores inflamatérios circulantes que nao
foi capaz de discriminar os graus de comprometimento cognitivo dos pacientes
incluidos. As andlises dos exames de ressonancia magnética ndo nos evidenciaram
alteracdes macroestruturais que explicassem o déficit cognitivo observado; no entanto,
as analises da espectroscopia e da tractografia evidenciaram alteragcbes compativeis

com insulto neuronal e disturbios de conectividade de substancia branca nos pacientes
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com DAH. Deste modo, pelo fato de termos avaliado pacientes sem a interferéncia do
uso de antirretrovirais, nem de infecgbes oportunistas, acreditamos que o principal
mecanismo envolvido na ocorréncia das HANDs seja decorrente de acdo direta e
indireta do préprio virus.

Encontramos 40,5% de prevaléncia de HANDs na populacdo avaliada. Destes,
15(29%) pacientes apresentavam Déficit Cognitivo Leve ou Déficit cognitivo
Assintomético (DCL + DCA), enquanto os demais, 6 pacientes (11,5%), apresentavam
quadro de Deméncia Associada ao HIV (DAH).

A prevaléncia das HANDs tem sido motivo de controvérsias, uma vez que
contempla um largo espectro de alteracdes, com critérios diagnésticos muitas vezes
subjetivos (Albright AV, e cols., 2003; Cysique LA, e cols., 2004; McArthur JC, e cols.,
2010; Simioni S, e cols., 2010; Harezlak J, e cols., 2011; Fernandes Filho SM, e cols.,
2012; de Almeida SM, e cols; 2013; Rodrigues RA, e cols., 2013). Além disso, 0s
estudos que avaliaaram a ocorréncia das HANDs foram realizados em populagdes
heterogéneas, com estados imunoldgico e virologico variados (Linfécitos T CD4" e
quantificacdo do RNA viral), e com pacientes em diferentes estagios da infec¢do pelo
HIV (Robertson KR, e cols., 2007; McArthur JC, e cols., 2010; Harezlak J, e cols.,
2011).

Estudos relatam que, ap6s a implementacdo da TARVCc, foi possivel observar
uma maior prevaléncia das formas menos graves de acometimento cognitivo, DCA e
DCL, em relacdo as formas mais graves, DAH (Robertson KR, e cols., 2007; Heaton
RK e cols., 2010).

Avaliamos uma populagdo ndo exposta a TARVc, assintomatica. Observamos
uma maior prevaléncia das formas mais brandas de disturbios cognitivos relacionados
ao HIV (DCL e DCA — 29%), quando comparada as formas mais graves (DAH —

11,5%). O fato de termos incluido pacientes assintomaticos explica a maior ocorréncia
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das formas menos graves (DCL e DCA), quando comparadas as formas mais graves
(DAH).

Becker e colaboradores relataram que a prevaléncia de distdrbios cognitivos em
pacientes infectados pelo HIV aumenta concomitantemente com a idade (Becker JT e
cols., 2004). No entanto, ndo acreditamos que isto tenha interferido em nossa
prevaléncia, uma vez que incluimos pacientes com uma mediana de idade de 33 anos,
ou seja, uma populagéo predominantemente jovem, o que demonstra que a idade n&o
se apresentou como uma variavel de confundimento que tenha interferido em nossos
resultados.

Estudos que avaliaram a prevaléncia de HANDs, em pacientes infectados pelo
HIV em coortes no Brasil, observaram uma variagdo de 36,5 a 62% (Fernandes Filho
SM, e cols., 2012; de Almeida SM, e cols., 2013; Rodrigues RA, e cols., 2013). Esses
estudos avaliaram populagbes distintas entre si, com metodologias individualizadas,
tornando, portanto, dificil a comparacao destes dados entre si, bem como em relacao
aos dados por nds encontrados.

Rodrigues e colaboradores avaliaram a prevaléncia de HANDs em uma amostra
de 187 pacientes infectados pelo HIV, com e sem exposicdo aos antirretrovirais, em
acompanhamento ambulatorial no INI/FIOCRUZ. Estes autores observaram uma
prevaléncia de HANDs de 52,4%, e uma prevaléncia de DAH de 15%. Neste trabalho,
assim como no nosso, foram excluidos os pacientes com infeccdo oportunista e
doencas psiquiatricas e/ou neurolégicas. No entanto, diferentemente da nossa
abordagem, também avaliaram pacientes em uso de TARVc, com menor contagem de
linfécitos T CD4* (mediana de CD4": 392 células/mm?®), o que explica terem observado
uma maior prevaléncia das HANDs quando comparados aos nossos dados (52 vs

40,5%) (Rodrigues RA e cols., 2013).
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Além de avaliarem a prevaléncia das HANDs, Rodrigues e colaboradores (2013)
validaram, em uma coorte de pacientes brasileiros, o uso da Escala Internacional de
Deméncia pelo HIV (EID-HIV; International HIV Dementia Scale — IHDS), uma
ferramenta mais simples que a escala descrita por Antinori e colaboradores (2007). Ao

utilizarmos um valor de corte (cutoff) de 11 pontos (< 11) na EID-HIV para rastreio de

HANDs, como sugerido pelos autores, detectamos 74% dos pacientes com algum grau
de alteracdo cognitiva. Estes dados corroboram a validacdo da EIH-HIV, descrita pelo
referido trabalho, e nos apontam para uma ferramenta de triagem mais simples para
deteccdo das HANDs.

Uma caracteristica que diferencia nossos dados da maioria dos estudos € o fato
de termos avaliado uma populacdo mais homogénea, sem exposicdo prévia aos
antirretrovirais. No entanto, como nosso critério de inclusdo contemplava pacientes
infectados pelo HIV assintométicos, sem comorbidades neurolégicas, a prevaléncia de
40,5% das HANDs, ndo detectaveis através da avaliacdo clinica de rotina, nos
evidenciou que a ocorréncia de HANDs é frequente subdiagnosticada.

Os mecanismos envolvidos na ocorréncia das HANDs ainda ndo sao bem
estabelecidos. No entanto, a inflamacéo sistémica, a toxicidade pelos antirretrovirais e
acdo direta do proprio HIV estdo envolvidas na patogénese dos distlrbios cognitivos
nos pacientes infectados pelo virus.

A inflamagéo sistémica tem sido descrita como capaz de favorecer o
desenvolvimento de condi¢cdes neurodegenerativas, tais como a esclerose multipla e a
doenca de Alzheimer (Perry VH e cols., 2003), além de interferir no desenvolvimento de
alteracdes cognitivas na populagéo geral (Reichenberg e cols., 2001; Strandberg TE e
cols., 2003). Boasso e Sherer descrevem que a ativagédo crénica da imunidade inata faz

parte da imunopatogénese da sindrome da imunodeficiéncia humana (Boasso e
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Shearer, 2008), o que também contribui para o desenvolvimento das HANDs (Anderson
E e cols., 2001).

Marcadores inflamatérios foram descritos como estando associados a
progressao da infeccéo pelo HIV (Lau e cols., 2006; Kuller e cols., 2008). Atualmente j&
€ bem estabelecido que a propria infeccdo pelo HIV conduz a ativagdo crénica do
sistema imune, mantendo um estado pro-inflamatorio persistente (Mogensen e cols.,
2010; Airoldi e cols., 2012), com o aumento dos niveis de citocinas circulantes no
sangue periférico e no sistema nervoso central, o que parece contribuir para o
desenvolvimento das HANDs (Reichenberg e cols., 2001; Strandberg TE e cols., 2003).
Deste modo, analisamos mediadores, inflamatdrios e neurodegenerativos, no momento
da inclusdo no estudo, buscado compreender de que modo estdo envolvidos no
desenvolvimento, bem como na possibilidade de auxiliarem no diagnostico das HANDs.

Em nossas analises, a maioria dos biomarcadores inflamatérios (88%)
apresentavam niveis plasmaticos abaixo do limite de deteccdo. Acreditamos que a
pouca deteccdo destes biomarcadores estava relacionada com o perfil de pacientes
incluidos: individuos infectados pelo HIV assintomaticos, sem doencas definidoras de
guadros de SIDA, e, portanto, sem um importante acometimento da imunidade.

Ao compararmos niveis plasmaticos de biomarcadores, inflamatérios e
neurodegenerativos entre os pacientes incluidos e voluntérios ndo HIV, observamos
concentragdes significativamente maiores nos pacientes infectados pelo HIV. Estudos
anteriores que compararam dosagens de biomarcadores entre HIV e ndo HIV também
encontraram resultados semelhantes (Cohen e cols., 2011; Pedersen KK, e cols.,
2013).

Observagbes anteriores sobre a relacdo de mediadores inflamatérios e
alteragdes cognitivas apresentaram resultados controversos. Harezlak e colaboradores

avaliaram um grupo de pacientes infectados pelo HIV, em uso regular de
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antirretrovirais, e demonstraram que, apesar do uso da TARVc, persistiram o0s
distarbios dentro de um contexto de uma doenca cronica e estavel, associados com um
aumento da atividade inflamatéria no SNC (Harezlak J e cols., 2011). Por um outro
lado, Pedersen e colaboradores avaliaram uma populacao de pacientes infectados pelo
HIV, em uso de TARVc, com viremia controlada; observaram que os niveis de citocinas
plasmaticas ndo estiveram associados com a redu¢do da funcdo cognitiva (Pedersen
KK, e cols., 2013).

Deste modo, embora o estado pré-inflamatério persistente ja tenha sido descrito
como um mecanismo associado ao desenvolvimento de distdrbios cognitivos
associados ao HIV (Harezlak J e cols., 2011), nossos dados ndao sugerem que a
inflamagéao sistémica tenha sido determinante para a ocorréncia das HANDs.

Existe uma busca por um biomarcador, preferencialmente plasmatico, que possa
identificar, e até mesmo classificar o grau de declinio cognitivo dos pacientes
infectados pelo HIV. O nadir da contagem de células CD4" é bem estabelecido como
sendo um marcador de prognéstico e evolucao da infeccdo pelo HIV (Miller V e cols.,
1999; Brey S e cols., 2012). Tem sido proposto como um preditor para o
desenvolvimento das HANDSs na era pés HAART (Robertson KR e cols., 2007; Ellis RJ,
e cols., 2011; Heaton RK e cols., 2011). Em nossa coorte, a contagem de células CD4"
ndo esteve associada ao diagnéstico de HANDs, o que pode ser explicado pela alta
contagem de células CD4" da populagéo avaliada.

Sun e colaboradores avaliaram pacientes infectados pelo HIV, ja em uso de
terapia antirretroviral, buscando a identificacdo de biomarcadores capazes de detectar
a ocorréncia das HANDs. Neste trabalho, os autores observaram uma prevaléncia de
HANDs de 38,6%; no entanto, os biomarcadores plasmaticos (LPS, sCD14 e ApoE)
nao foram capazes de discriminar o comprometimento da funcdo cognitiva nestes

pacientes (Sun B e cols., 2010).
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Kamat e colaboradores identificaram um conjunto de biomarcadores (CXCL9,
CXCL10, sIL-2R, e sCD14) que, concomitantemente, marcaram um estado de ativagao
imune nos pacientes infectados pelo HIV (Kamat A e cols., 2013). Nao existe, ainda,
na literatura, um painel de biomarcadores que possam identificar a ocorréncia das
HANDs. Cassol e colaboradores (2013) avaliaram uma coorte de pacientes em uso de
antirretroviriais, e consideraram que, pelo carater multifatorial de elementos que
contribuem para o desenvolvimento das HANDs, ndo seja possivel identificar um Gnico
biomarcador capaz de diagnosticar os quadros de HANDs (Cassol E e cols., 2013).

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF - brain-derived neurotrophic
fator), uma neurotrofina envolvida na regulacdo neuronal, é bem descrita como atuante
na neuroprotecao. Na infecao pelo HIV é descrita uma diminuicdo nos niveis de BDNF,
0 que pode ser um mecanismo envolvido na patogénese das HANDs (Avdoshina V e
cols., 2011).

Em quadros de infecdo viral aguda, foram observados niveis aumentados de
BDNF no liquor de pacientes com diagnéstico de meningoencefalite pelo virus Epstein-
Barr. Este aumento esteve relacionado com a severidade do dano cerebral dos
pacientes com meningoncefalite pelo virus Epstein- Barr (Chiaretti A e cols., 2014). Em
modelos experimentais de sepse, niveis aumentados de BDNF estiveram associado
com uma melhor performance cognitiva, sugerindo um mecanismo de protecdo
cognitiva desempenhado pelo BDNF (Biff D e cols., 2013).

Observamos niveis séricos de BDNF mais elevados nos pacientes infectados
pelo HIV, quando comparados com os nao HIV. Acreditamos que este aumento seja
um mecanismo compensatorio, de protecdo, principalmente por serem 0s pacientes
com a infeccao pelo HIV ainda em estagio inicial, sem comprometimento importante da
imunidade. Nossos dados diferem dos encontrados por Avdoshina e colaboradores,

guando compararam 0s niveis de BDNF no plasma de pacientes HIV vs ndo HIV,
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observaram o inverso: niveis mais baixos de BDNF nos pacientes infectados pelo virus.
Esta diferenga foi provavelmente pelas caracteristicas da amostra avaliada pelo
referido autor: pacientes com imunodeficiéncia avangada e cerca de 50% usuérios de
drogas, o que pode ter afetado as dosagens de BDNF (Avdoshina V e cols., 2011).

Ao compararmos os niveis de biomarcadores plasmaticos entre os pacientes
infectados pelo HIV, agrupados de acordo com a avaliacdo cognitiva (N vs DCL+DCA
vs DAH), ndo observamos diferencas significativas. Pelo carater transversal do nosso
estudo, ndo conseguimos definir se 0 aumento de biomarcadores observado nos
pacientes infectados pelo HIV, quando comparados aos ndo HIV, teve uma relagéo
causal nas alteragbes cognitivas.

Quando comparamos os niveis de BDNF entres os pacientes infectados pelo
HIV, observamos uma tendéncia de niveis mais baixos nos pacientes com DAH,
guando comparados aos demais grupos. Embora ndo tenhamos observado diferenca
significativa, os niveis mais baixos de BDNF no plasma dos pacientes com DAH
corroboram a hip6tese de que a infeccédo pelo HIV diminui os niveis de BDNF, e que
esta diminuicdo esta relacionada ao desenvolvimento das HANDs.

Embora estudos tenham descrito alteracdes precoces nos biomarcadores
plasmaticos em pacientes infectados pelo HIV, em nosso estudo estes ndo parecem
estar precocemente relacionados ao desenvolvimento das HANDs, e nem mesmo se
mostraram capazes de auxiliar no seu diagnostico.

Até o momento, ndo existe nenhum tratamento voltado especificamente para a
reversdo ou controle das HANDs. No entanto, a TARVc é a uUnica medida que
comprovadamente diminuiu a prevaléncia das HANDs (Sacktor cols., 2001; Heaton RK
e cols., 2011). Alem disso, a TARVc promove uma melhora dos quadros de disfuncao

cognitiva (Robertson KR, e cols., 2004; McCutchan JA, e cols., 2007), sem, entretanto,
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impedir completamente o desenvolvimento ou a progressao das HANDs (Joska JA, e
cols.; 2010; Letendre SL, e cols., 2010; Harezlak J, e cols., 2011).

Apesar de os antirretrovirais propiciarem um controle adequado na replicacéo
viral plasmética, e atualmente seu uso ser mandatério, é descrito que estas drogas
podem cursar com toxicidade neuronal, sendo um possivel mecanismo relacionado
com o desenvolvimento das HANDs.

Efeitos secundarios neurologicos causados pelos antirretrovirais ja foram
demonstrados (Clifford DB, e cols., 2005; Robertson e cols., 2010). Os Inibidores da
Transcriptase Reversa Nucleosideos (ITRNs) podem causar dano axonal através da
inducéo de lesdo mitocondrial e rearranjo de microtubulos (Robinson e cols., 2007). Os
ITRNs também s&o descritos como capazes de aumentar o estresse oxidativo,
induzindo maior toxicidade, e este pode ser um mecanismo envolvido no
desenvolvimento da Deméncia Associada ao HIV (Opii WO e cols., 2007). O Efavirenz,
um Inibidor da Transcriptase Reversa N&do Nucleosideo (ITRNN), é capaz de promover
efeitos secundérios neurolégicos em mais de 50% dos pacientes (Staszewski S, e
cols., 1999).

Estudos recentes, avaliando a populacao infectada pelo HIV, recomendam o
inicio cada vez mais precoce da TARVc, mesmo a despeito de altas contagens de
células CD4", pois seu uso esta relacionado a uma maior sobrevida, maior periodo sem
o desenvolvimento dos quadros de SIDA, maior periodo de supresséo viral, além de
uma menor taxa de transmissédo do virus (Panos G, e cols., 2008; Grinsztejn B, e cols.,
2014; INSIGHT START Study Group, e cols., 2105; Lodi S, e cols., 2015). No Brasil, as
diretrizes do Ministério da Saude, vigentes no periodo em que iniciamos nosso estudo,
nao recomendavam o inicio de TARVc em pacientes assintomaticos com contagem de
CD4" acima de 350 células/mm?® (Ministério da Saude, Brasil, 2008). Pelas diretrizes

mais atuais do Ministério da Saude, de 2013, estimula-se que o inicio da TARVc ocorra
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de maneira mais precoce, independente da sintomatologia e da contagem de células
CD4" (Ministério da Saude, Brasil, 2013).

Deste modo, como o0s antirretrovirais tém capacidade para gerar um efeito de
neurotoxicidade direta, acreditamos que a avaliacdo de um grupo de pacientes sem
uso prévio de antirretrovirais elimine os efeitos confundidores sobre distarbios
cognitivos, nos fornecendo uma avaliagdo com menos interferéncias externas sobre os
mecanismos envolvidos no desenvolvimento das HANDs.

Além da inflamacdao sistémica e da toxicidade pelos antirretrovirais, a acado direta
do HIV sobre o SNC € um mecanismo bem descrito, associado ao desenvolvimento
das HANDs. A barreira hematoencefalica (BHE) desempenha um papel importante,
funcionando como uma separacdo fisiologica entre o SNC e a circulacdo periférica,
mantendo o cérebro como um santuario. A infeccao pelo HIV leva a perda de
continuidade da barreira hematoencefalica (Ivey e cols., 2009), com infiltracdo precoce
do virus ao SNC (An SF e cols., 1999).

Ja foi demonstrado que o proprio HIV apresenta tropismo pelo SNC, sendo
neuroinvasivo, neurotrépico e neurovirulento (Patrick MK e cols., 2002), e que a
entrada do virus no SNC ocorre desde a fase aguda de infeccdo, principalmente
através da utilizacdo de mondcitos infectados (Meltzer MS e cols., 1990; Kaul M e cols.,
2001).

Dentre os mecanismos envolvidos na patogénese das HANDs, podemos
destacar o efeito direto do HIV per se, e neurotoxicidade indireta das proprias proteinas
virais, principalmente Tat e gp120. Embora os neurdnios ndo se infectem pelo HIV-1,
expressam receptores de superficie (CCR5 e CXCR4); sédo, entdo, ativados por
proteinas virais (Tat e gpl20) e mediadores inflamatorios liberados por células do
sistema imune no SNC (Gendelman HE e cols., 1994), levando a dano neuronal

(Everall IP e cols., 1993), mecanismo central no desenvolvimento das HANDs.
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A exposicdo de pericitos a proteina viral Tat 1 leva a um aumento da expressao
de PDGF-bb (Platelet-derived growth fator-bb) (Niu F e cols., 2014). E, embora a
PDGF-bb participe do desenvolvimento de pericitos, ja foi constatado que, em altas
concentracbes pode cursar com perda de pericitos (Hosaka K e cols., 2013), o que
pode estar relacionado a quebra de BHE. Em nossos resultados, observamos uma
tendéncia de elevacdo dos séricos de PDGF-bb nos pacientes com DAH, quando
comparados aos demais grupos, o que pode estar relacionado ao desenvolvimento das
HANDSs neste grupo.

A populagdo por nos avaliada ndo apresentou um padrdo de biomarcadores
plasméticos compativeis com um estado pro-inflamatorio exacerbado. Pelas
caracteristicas da nossa amostra - pacientes assintomaticos e sem uso de
antirretrovirais -, acreditamos que o RNA viral circulante tenha atingido o SNC, sendo
este o principal mecanismo responsavel pelos distarbios cognitivos que observamos.

Além da analise de biomarcadores plasméticos, foram realizadas sequéncias
anatdmicas e técnicas mais avancadas de ressonancia magnética cerebral, incluindo a
Espectroscopia e Imagem do Tensor de Difusdo (Diffusion Tensor Image).

Nossa avaliagdo da ressonancia magnética estrutural ndo evidenciou diferencas
de volume cerebral quando comparamos 0s pacientes infectados pelo HIV, agrupados
de acordo com a avaliacdo neurocognitiva (normal, DCL+DCA e DAH). Também nao
observamos alteracdes estruturais que explicassem o0s achados de alteragbes
neurocognitivas que encontramos.

Heaps e colaboradores observaram que pacientes infectados pelo HIV com
diagnostico de HANDs, quando comparados com pacientes ndao HIV, apresentavam
volumes cerebrais menores. Além disto, estes mesmos autores, de maneira
semelhante aos nossos dados, quando compararam o volume cerebral entre pacientes

infectados pelo HIV, com e sem o diagnostico de HANDs, ndo observaram diferencas
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estatisticamente significativas na ressonancia magnética estrutural (Heaps JM e cols.,
2015).

Bonnet e colaboradores avaliaram uma coorte de pacientes infectados pelo HIV,
em diferentes estagios da doenca; observaram, através da ressonancia magnética, que
a presenca de alteracdo neurocognitiva esteve associada a diminuicdo da substancia
cinzenta (Bonnet e cols., 2013).

Assim, embora estudos, utilizando ressonancia magnética estrutural de
pacientes com HANDs, mostrem atrofia em substancia branca (Risacher e cols., 2013),
esses achados nao foram capazes de diferenciar precocemente o0 estado
neurocognitivo dos pacientes infectados pelo HIV.

Além da neuroimagem estrutural, avaliamos também a espectroscopia de
protons por RM dos pacientes incluidos. Observamos um aumento na relagdo dos
niveis de MI/NAA (Mio-Inositol / N-acetil-aspartato) no grupo de pacientes classificados
como portadores de Deméncia Associada ao HIV (DAH), quando comparado aos
demais grupos neurocognitivos (N e DCL/DCA).

Na espectroscopia, a concomitante reducao dos niveis de NAA e a elevagdo dos
niveis de MI acarretam um aumento da relacdo MI/NAA, inicialmente descrita como
uma ferramenta capaz de auxiliar no diagnéstico de deméncia na Doenca de
Alzheimer; foi atribuido o valor de 0,52 na relacdo MI/NAA como possivel ferramenta
diagnoéstica de Doenca de Alzheimer (Shonk TK, e cols., 1995). Posteriormente, outros
autores constataram que a relacdo de MI/NAA néo foi capaz de discriminar portadores
da Doenca de Alzheimer dos controles normais (Silveira de Souza A e cols., 2011).

Observamos uma relacdo MI/NAA de 0,40 nos pacientes classificados como
portadores de DAH. Esta relac&o foi significativamente maior nos pacientes com DAH,
guando comparada aos demais grupos cognitivos (N e DCL+DCA, 0,34 e 0,33,

respectivamente). Além de esta relagdo ndo estar padronizada como ferramenta
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diagndstica de quadros demenciais associados ao HIV, o fato de termos realizado
exames em um aparelho de Ressonéncia Magnética de 3 Tesla também impediria a
comparacao desses achados com o proposto por Shonk e colaboradores, que usaram
um equipamento com 1,5 Tesla (Shonk TK e cols., 1995).

Estudos que avaliaram populacdes mais heterogéneas que o nosso, observaram
alteracdes na espectroscopia relacionadas com alteracbes cognitivas. Chang e
colaboradores avaliaram pacientes com contagem de CD4" <500 células/mm?,
correlacionando metabdlitos cerebrais, funcdo cognitiva e RNA viral no plasma. Os
autores observaram que baixas contagens de células CD4" e elevados niveis do RNA
viral no plasma estiveram associados com aumento de Mio-Inositol (Ml) na substancia
branca frontal, o que, por sua vez, se relacionou a presenca de déficit na funcéo
executiva. Estes dados sugerem que fatores sistémicos, como a quantificacdo do RNA
viral, podem conduzir & proliferacdo e ativacao de células gliais, o que pode contribuir
para déficits em fungdes executivas nos pacientes infectados pelo HIV (Chang e cols.,
2002).

Valcour e colaboradores avaliaram uma coorte de pacientes infectados pelo HIV;
estes, como na populacdo que avaliamos, ndo haviam sido expostos a terapia
antirretroviral e apresentavam uma média de contagem de células CD4" de 236 células
/mm?®. Embora ndo tenham utilizado TARVc previamente, apresentavam contagem de
CD4 inferior ao observado por nés, o0 que demonstra um maior comprometimento da
imunidade nos pacientes deste estudo. Os autores observaram uma prevaléncia de
HANDs de 46%, o que esteve associado a alteracdes compativeis com injdria neuronal,
observadas pela espectroscopia, como diminuicdo da N-Acetil Aspartato e aumento
nos niveis de Mio-Inositol (Valcour VG, e cols., 2013).

Além das avaliacdes de neuroimagem estrutural e espectroscopia de prétons por

ressonancia magneética, avaliamos também a imagem do tensor de difusdo - DTI —
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Diffusion Tensor Imaging. O DTl apresenta uma maior sensibilidade para detec¢éo de
ruptura da integridade microestrutural da substancia branca, podendo fornecer uma
indicacao precoce do desenvolvimento dos quadros de DAH (Berger e Avison, 2001).
Estratégias como DTI tém sido utilizadas na tentativa de quantificar a leséo cerebral
que pode ndo ser evidente em técnicas de imagens convencionais, € nem através de
exames fisicos de rotina (Wu e cols., 2006). Além disso, o DTI nos fornece uma
evidéncia indireta de que a inflamacao, afetando fibras da substancia branca, seu
citoesqueleto ou constituintes da mielina é, pelo menos, um mecanismo através do qual
a infeccao pelo HIV afeta o cérebro (Pfefferbaum e cols., 2007).

Analisando o DTI nos pacientes incluidos, os valores de FA (Fractional
Anisotropy) estiveram significativamente reduzidos em algumas regides, especialmente
no corpo caloso (CC) e na substancia branca frontal (SBF) nos pacientes infectados
pelo HIV classificados como portadores de DAH, quando comparados aos demais
grupos cognitivos. Assim como no FA, a analise do MD (Mean Diffusivity) nos
evidenciou valores médios significativamente maiores nos pacientes com diagnéstico
de Deméncia Associada ao HIV.

Fillipi e colaboradores avaliaram 10 pacientes infectados pelo HIV, em um grupo
bem mais heterogéneo que nossa amostra, com importante dispersdo na contagem de
linféticos T CD4*, variando de 6 a 1536 células/mm?® encontraram resultados
semelhantes aos nossos em relagéo ao DTI (Filippi CG e cols., 2001). Assim como em
nossa observacao, os referidos autores nédo detectaram pela ressonancia magnética
convencional alteracfes que sugerissem acometimento de substancia branca embora,
através da analise do DTI, tenham verificado alteracbes na substancia branca
subcortical e no corpo caloso (Filippi CG e cols., 2001). Estes dados sugerem, assim
COmMO 0S N0SsOos, que, apesar de avaliagdes de neuroimagem estrutural muitas vezes

nao apresentarem alteracdes, o DTI é capaz de evidenciar, de maneira mais precoce,
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achados que possam explicar os disturbios cognitivos nos pacientes infectados pelo
HIV.

Correa DG e colaboradores compararam pacientes infectados pelo HIV, com e
sem comprometimento da func&o executiva; observaram que o DTI € capaz de detectar
anormalidades na substancia branca em pacientes com avaliacdo estrutural
aparentemente normal (Corréa DG e cols., 2015).

Wright e colaboradores avaliaram a integridade da substancia branca de
pacientes com infeccédo aguda pelo HIV, com uma mediana de tempo decorrido, desde
a infeccdo até a analise, de 4,1 meses, e observaram que estes pacientes mantiveram
integra sua microestrutura (Wright PW e cols., 2015). Estes dados nos sugerem que,
embora o virus atinja precocemente o SNC, a substancia branca permanece integra na
infecdo aguda pelo HIV, quando avaliada pelo DTI.

Estes mesmos autores, avaliando pacientes cronicamente infectados pelo HIV,
observaram que esses apresentam alteracdo de integridade de substancia branca, e
gue esta perda se correlacionou com biomarcadores de infeccdo e inflamacao
(mensuragdo plasmatica de RNA viral; contagem de células T CD4") (Wright PW, e
cols., 2015).

Ja é bem estabelecido que lesdo axonal se associa com 0 prognostico
neurolégico em doencas da substancia branca e em infec¢cbes do sistema nervoso
central (Medana e cols., 2003). Deste modo, as relagbes observadas entre as redugdes
de FA e a ocorréncia de déficits cognitivos nos pacientes infectados pelo HIV podem
ser resultantes de lesdo axonal, decorrente, provavelmente, de insultos neuronais
deflagrados pelo préprio virus.

Uma limitacdo do nosso estudo € o fato de ndo termos realizado coleta de
liquido cefalorraquidiano (LCR) dos pacientes incluidos. Nao o fizemos pelo fato de

todos os participantes serem neurologicamente assintomaticos. Biomarcadores do
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LCR, incluindo a quantificagdo do RNA viral, poderiam fornecer dados mais robustos
relacionados a disfuncéo cerebral.

Avaliando uma coorte de pacientes infectados pelo HIV, assintomaticos,
observamos uma prevaléncia de 40,5% de HANDs, associada a uma baixa deteccdo
de biomarcadores inflamatorios. Além disso, os biomarcadores ndo foram capazes de
diferenciar os graus de comprometimento cognitivo dos pacientes incluidos. Nas
andlises estruturais do SNC, através de ressonancia magnética, observamos
alteracbes compativeis com insulto neuronal e distdrbios de conectividade.
Acreditamos, portanto que, por ndo termos influéncia de infecgbes oportunistas, nem
do uso de antirretrovirais em uma populacdo jovem, o principal mecanismo envolvido
no desenvolvimento das HANDs nos pacientes avaliados seria a agcéo direta do préprio

HIV.

71



6. Conclusodes

Em uma populacdo de pacientes infectados pelo HIV, clinicamente
assintomaticos, encontramos uma prevaléncia de alteracées cognitivas de 40,5%.
Dentre os pacientes incluidos, 29% apresentaram Déficit Cognitivo Leve e/ou Déficit

cognitivo assintomatico, e 11,5 foram classificados com Deméncia Associada ao HIV.

Os pacientes com DAH apresentaram alteracfes nos seis dominios cognitivos
avaliados (atencdo e velocidade de processamento de informacdo, coordenacao
motora, memoria, linguagem, funcdes visuespaciais/visuoconstrutivas e habilidade
motora).

Os pacientes infectados pelo HIV apresentaram concentracdes aumentadas de
mediadores inflamatorios circulantes, quando comparados aos controles (ndo HIV); os
biomarcadores ndo foram capazes de diferenciar os pacientes quanto ao grau de
comprometimento de sua capacidade cognitiva.

As analises dos exames de Ressonancia Magnética ndo nos evidenciaram
alterac6es macroestruturais compativeis com o déficit cognitivo observado. No entanto,
os dados da tractografia evidenciaram alteracdes compativeis com insulto neuronal e

distUrbios de conectividade de substancia branca.
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Existem, nos pacientes infectados pelo HIV, assintoméaticos e sem um

comprometimento importante da imunidade, alteragcbes cognitivas subdiagnosticadas.

Dentre os principais mecanismos que estdo envolvidos no fisiopatologia das HANDs,

a

toxicidade pelo proprio virus parece ser 0 mais precoce e importante, 0 que sugere estar

relacionado com as alteracbes de conectividade de substancia branca observada nos

pacientes com HANDSs.
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Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

TITULO: Disfungdo cognitiva e infeccdo pelo HIV: identificagdo de biomarcadores para o
diagndstico precoce

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Este estudo tem como obijetivo estabelecer uma melhor compreensao das altera¢des neuroldgicas
em pacientes soropositivos, para desenvolver formas mais eficientes de diagnosticar, acompanhar
e tratar as alteracdes cerebrais associadas ao HIV. Este estudo servira para descobrir se vocé
tem alguma alteracao cerebral, que possa ou nao estar relacionada ao HIV.

PROPOSTA DO ESTUDO

O Sr(a) esta sendo
convidado a participar deste estudo, que incluird avaliagdo neurolégica, da resposta imune, bem
como das alteracdes cerebrais encontradas na ressonancia magnética cerebral relacionas a
infecgcéo pelo HIV.

EXPLICACAO DOS PROCEDIMENTOS

Vocé participara de uma bateria de avaliag6es clinicas, com duracdo de cerca de 1 hora, incluindo
um exame neurolégico detalhado, onde seréo realizados testes para verificar como seu cérebro
esta funcionando. Os testes avaliardo sua memoria, atencdo, concentragdo, movimento e
coordenacéo.

Estes testes podem ter alguns incomodos relacionados as perguntas de natureza pessoal
(habitos, escolaridade, ...), um leve desconforto pelo toque do diapasédo ou pelas leves batidas
com o martelo de reflexo, especialmente se seus nervos estédo afetados. Os clinicos que fazem os
testes serdo gentis e tentardo diminuir qualquer desconforto para vocé. Vocé também pode sentir-
se cansado durante os testes de funcdo cerebral. Voce poderd interromper a avaliacdo clinica a
gualquer momento durante o exame.

Seré realizada a coleta de uma amostra de sangue de 10 (dez) ml, através de uma puncgéo de
veia periférica, utilizando-se material estéril e descartavel. Este procedimento é semelhante a
coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina. Estes exames serdo colhidos na entrada do
estudo e apés 24 e 48 semanas.

Apés a andlise inicial, estas amostras ficaram armazenadas por 48 meses, para eventuais
necessidades de realizacdo de novas dosagens e/ou analises. Estas amostras estardo sob a
responsabilidade do coordenador do estudo, Dr. Fernando Augusto Bozza.

Além disto, serd realizado um exame de imagem do cérebro, mais especificamante uma
ressonancia magnética do cérebro, na entrada no estudo. A repeticdo do exame de imagem se
far4 necessaria apenas se ao longo do estudo vocé venha a apresentar algum tipo de alteracao
neuroldgica.

Os custos de transporte para a realizacdo dos exames de imagem, fora do IPEC, serdo
ressarcidos com verba do orgament do projeto.

BENEFICIOS

Podem haver beneficios com sua participacao, pois doencas neurolégicas podem ser descobertas
no seu estagio inicial. Este estudo podera ajudar a entender melhor os fenémenos ligados as
alteracdes neurologicas no paciente infectado pelo virus HIV, buscando a identificacdo de
possiveis métodos capazes de fazer um diagnéstico precoce destas alteracdes.
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DESCONFORTOS E RISCOS

Os desconfortos que podem ocorrer sdo aqueles relacionados a uma retirada normal de sangue
para exame, como dor no local da puncdo venosa e formagédo de um hematoma local. Os exames
de imagem serdo realizados fora do IPEC, e antes da realizacdo dos mesmos Vocé sera
devidamente informado sobre os riscos, incébmodos e contra-indicaccbes, podendo se negar a
realizad-los. Este estudo ndo implica em qualquer modificacdo do tratamento empregado ou
administracdo de medicamentos experimentais.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA NO ESTUDO
A participac@o neste estudo € voluntaria. Vocé pode se recusar a participar, bem como cancelar
sua participacdo a qualquer momento do estudo. Esta decisdo ndo afetara de nenhuma maneira
os cuidados médicos que lhe seréo oferecidos.

CONFIDENCIALIDADE
O seu nome ndo sera mencionado em publicacdes ou relatorios produzidos para este estudo.
Entretanto seu prontuario médico podera ser consultado pelos profissionais envolvidos no estudo.

SE VOCE TEM DUVIDAS
Se vocé tiver qualquer davida sobre o estudo, por favor, telefone para o Dr. Fernando Bozza ou
Dr. Marcus Tulius nos telefones 3865-9620 ou 2562-0818 (ramal 224).

CONSENTIMENTO PARA A PARTICIPACAO NO ESTUDO

A sua assinatura significa que vocé leu este formulario ou que ele foi lido para vocé, que lhe foram
dadas todas as explicagbes sobre o estudo, que vocé recebeu respostas para as suas duvidas,
esti satisfeito com as informacdes que lhe foram dadas e concordou com a participagdo no
estudo.

Assinatura (Paciente) Local e Data

Se 0 paciente ndo é capaz de consentir:

A sua assinatura, como representante legal do paciente, significa que vocé leu este formulario ou
que ele foi lido para vocé, que |lhe foram dadas todas as explicagbes sobre o estudo, que vocé
recebeu respostas para as suas duvidas, esta satisfeito com as informacdes que lhe foram dadas
e concordou com a participacdo do paciente no estudo.

ndo é capaz de dar o seu

consentimento.
Nome do Paciente (em letra de forma)

Nome do Representante Legal Grau de parentesco com o paciente
(em letra de forma)

Assinatura (Representante legal) Local e Data
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Protocolo 0040.0.009.000-09

1. Identificacao:

Titulo do Projeto: 'Disfuncéo cognitiva e infecgao pelo HIV: Identificagdo de
biomarcadores para o diagnastico pracoce”

Pesquisadora Responsavel: Fernando Augusto Bozza.

Instituicdo Responsavel: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas/F IOCRUZ.
Data de Apresentagao ao CEP: 22/07/2009

2. Sumario:

\isa a identificar em uma populagao soropositivos sem uso prévio de HAART as
relagbes entre disfungao cognitiva, resposta inflamatoria sistémica e alteracbes
morfoldgicas e metabdlicas cerebrais, visando 2 identificagdo de biomarcadores
diagnosticos e prognésticos da disfungao cognitiva. Este sera um estudo transversal,
prospectivo, onde sera formada uma coorte de individuos soropositivos em
acompanhamento na Fundagdc Oswaldo Cruz que nao fagam uso de terapia
antirretroviral no momento da inclus3o e que nao tenham feito uso prévio da mesma.
Estes pacientes serdoc avaliados quanto ao status imunologico (CD4 e Carga Viral),
resposta inflamatéria (dosagem de citocinas) e neuroimagem (ressonéncia
magnética). As avaliagbes serao realizadas em trés periodos distintos: na inclusao no
estudo e apos 24 e 48 semanas. Todos os individuos selecionados para 0 estudo
serdo submetidos a avaliagdo clinica, laboratonal, cognitiva e ressonancia magnetica
cerebral, Trata-se de um estudo observacional, com amostra de conveniéncia
Eetima-se que cerca de 100 pacientes serdn incluidos nos 12 meses de duracao do
periodo de inclusdo do estudo.

3. Observagdes Gerais: (Atendendo a Resolugao CNS 196/96).

Projeto com delineamento adequado. Foram elaberados, em linguagem acessivel
ao sujeito da pesquisa, dois Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, um que
se refere ao projeto em geral @ um segundo, especifico para o procedimento de
Ressonancia Magnética, Este projeto foi submetido ao PIPDT do IPEC.

4. Diligéncias:
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§. Parecer: APROVADO.

Data: 30 de julho de 2009.
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FICHA DE DADOS CLINICOS DOS PACIENTES DO ESTUDO
“Disfungao cognitiva e infeccdo pelo HIV: Identificagao de biomarcadores para o diagndstico

Nome:

precoce”

Sexo: ( ) Feminino () Masculino

Prontuario: HRRRNN

Nascimento: / / Idade: anos Naturalidade: /
Ocupagao:

COR/ RACA

1.CBRANCA 2.PRETA

3.JAMARELA 4.CPARDA

5. [INDIGENA

ESCOLARIDADE/ ANOS DE ESTUDO

0.CANALFABETO 1.1 A 3 ANOS

2.LAA7ANOS
4.[11 A 14 ANOS
9.JGNORADO

DATAS E DADOS REFERENTES AO ESTUDO

Data da coleta de amostras de soro e plasma

Data da realizagdo da avaliagdo cognitiva (neurologia)
Data da realizagdo da Ressonancia Magnética

Data da realizagdo da Pungdo Lombar

DADOS RELACIONADOS AO HIV:
Sy S

Motivo do diagnéstico:

Data do diagndstico:

1.( ) Exames de rotina
3.( ) Parceiro positivo
5.( ) Exames pré operatorios

7.( ) Filho de mae soropositiva

3.CBA 10 ANOS
5.[115 ANOS OU MAIS

Y S
Y S
Y A
Y A

2.( ) Sintomatologia n3o relacionada ao HIV
4.( ) Comportamento de risco

6.( ) Doacdo de sangue

8.( ) Outros. Especificar:

Data do inicio no acompanhamento no ambulatério do IPEC: / /



DADOS LABORATORIAIS (data mais préxima possivel da coleta de amostras para o estudo)

CD4 Y S
CD8 Y S
Carga Viral I S
Log Carga Viral Y S
Hemoglobina Y S
Hematérito S S
Plaquetas Y S
Creatinina S S

_ /]

VACINAS TOMADAS

1.( )HAV 2.( ) Influenza

3.( ) Pneumocdcica

4.( )HBV 5.( ) Tétano

CO-MORBIDADES

1.( ) Diabetes 2.( ) Doengas psiquiatricas 3.( ) Insificiéncia Renal
4.( )HAS 5.( )DPOC 6.( ) Hipotireoidismo
7.( ) Neoplasias 8.( ) Dislipidemia 9.( ) Hipertireoidismo
10( ) Cardiopatias 11( ) Hepatite/cirrose

MEDICAMENTOS DE USO CONTINUO (nome e dose)

Dados sociais

1.( ) Tabagismo previo 2.( ) Eilismo prévio

magos/ano

3.( ) Drogas ilicitas

qual:

4.( ) Tabagismo atual 5.( ) Etilismo atual
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Anexo 4

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, especifico para a realizagdo de
Ressonancia Magnética

REGISTRO MEDICO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

¢ Adulto ou responsavel por participante menor de idade

INSTITUICOES: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas da Fundacdo Oswaldo Cruz e
Rede LABS-D’Or

NUMERO DO PROTOCOLO: 09-

TITULO DO PROTOCOLO: Disfugéo Cognitiva e HIV: Identificacdo biomarcadores para o
diagndstico precoce

Introducéo
O Senhor (a) esta convidado a participar de uma pesquisa cientifica realizada pelo Instituto

de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) da Fundac¢do Oswaldo Cruz e Rede LABS-D’Or.
Primeiro, gostariamos de esclarecer que esta participacdo é inteiramente voluntéria, isto €,
vocé pode optar por ndo participar ou se retirar a qualgquer momento do estudo. Embora nao haja
garantia de qualquer beneficio pessoal, a sua participagdo na pesquisa certamente ajudara para o
avanco do conhecimento, que podera ajudar também muitos outros individuos no futuro.
Abaixo descreveremos o projeto de pesquisa. Por favor, leia com atencdo e retire suas
davidas com o pesquisador responsavel.

Justificativa

A infeccdo pelo HIV-1 € um problema mundial de salde publica. Com a introducdo da
terapia antiretroviral de alta eficacia houve um aumento da sobrevida destes pacientes. E com 0
aumento da sobrevida, houve um aumento da ocorréncia de doengas cronico-degenerativas,
incluindo as neurolégicas, dentre estas o complexo deméncia AIDS (CDA). A fisiopatologia destas
alteracdes cognitivas nos pacientes soropositivos ndo esta completamente caracterizada, se tendo
a necessidade ainda de uma maior compreensdo dos mecanismos responsaveis pelo dano
cognitivo e do desenvolvimento de instrumentos objetivos para uma identificacdo mais precisa e
precoce.

Aumentar o conhecimento sobre este tema podera, no futuro, nos auxiliar no
desenvolvimento de novos métodos diagndsticos e tratamentos médicos que beneficiardo
pacientes soropositivos ou portadores de outras patologias.

Objetivo do estudo

Este projeto tem como objetivo investigar e descrever as alteracbes neurolégicas,
inflamatdrias, anatdmicas e funcionais (por técnicas de ressonancia magnética) em pacientes
soropositivos, sem uso prévio de antiretrovirais. Os dados colhidos neste estudo poderdo ajudar a
entender as relacbes entre disfuncdo cognitiva, resposta inflamatdria sistémica e alteracdes
morfolégicas e metabolicas cerebrais.

Beneficios

O principal beneficio relacionado a sua participacdo nesta pesquisa é a contribuicdo que o
Sr. ou a Sra. estardo dando para o entendimento de como a infeccdo pelo HIV pode afetar o
cérebro e suas fungdes. Estas informacdes poderdo ser de grande relevancia para a saude e vida
de outras pessoas. Informacfes sobre os temas relacionados ao estudo estardo ao seu dispor,
caso lhe interesse.
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Procedimentos a serem realizados e possiveis desconfortos

Se 0 Sr. ou a Sra. aceitar participar deste devera responder a uma série de perguntas e de
testes sobre as questdes de interesse a pesquisa.

Caso seja paciente, oriundo de algum servico clinico, a fim de facilitar o estudo, o Sr. ou a
Sra. nos dardo, através deste Termo, o consentimento para coletar as informacdes diretamente da
sua ficha clinica.

O Sr(a). também sera submetido ao exame de Ressonancia magnética. A Ressonancia
Magnética € um instrumento que gera imagens do cérebro de alta qualidade e que ndo usa raios
X. Este exame possibilita estudar tanto a anatomia quanto a funcdo do cérebro. O exame de
Ressonancia Magnética (RM) é realizado em uma sala especialmente preparada contendo o
aparelho de RM acoplado a uma mesa de exame. O procedimento ndo apresenta nenhum risco
para saude do Sr. ou a Sra. O Sr. ou a Sra. deitardo em uma cama que sera inserida num curto
“tunel” da maquina de RM, colocara uma espécie de capacete (chamado bobina) que mantera sua
cabeca em repouso. Através de um sistema de espelhos, vocé podera ver o lado de fora e, no
caso do estudo envolver avaliacdo de atividade cerebral, vocé vera uma tela de computador na
gual diversos tipos de estimulo podem ser exibidos (por ex., frases escritas, imagens, video-clips).
Dependendo do estudo, esses estimulos poderao ter diferentes tipos. O procedimento é indolor e
os desconfortos leves relacionados a ele sédo: (1) é a necessidade de permanecer deitado e
imoével durante o exame; (2) se sentir desconfortavel se vocé ndo gostar de ficar em locais
fechados (claustrofobia); (3) tirar todo tipo de metal que esteja portando; (4) a maquina de RM
produz ruidos diversos de elevada intensidade, que podem ser desconfortaveis. O Sr. ou a Sra.
poderao solicitar atenuadores de ruido durante o exame.

A RM utiliza um forte campo magnético e ondas de radio. E um exame muito importante e
freqlientemente usado para exames médicos de diversas patologias cerebrais. Ele é um exame
muito seguro, mas mesmo assim estaremos prestando aten¢do em vocé durante todo o exame.
Durante o exame, vocé pode se comunicar com as pessoas que estdo controlando a maquina
através de um sistema de alto-falantes, e, no caso de necessidade, vocé poderd pedir para parar o
exame. Devido ao forte campo magnético, algumas pessoas ndo podem fazer o exame de

ressonancia magnética, a saber:

- O Sr. ou a Sra. ndo podera entrar na maquina se possuir algum tipo de metal implantado no seu
corpo, por exemplo, marca passo cardiaco, clips cirdrgicos intracranianos, fragmentos metalicos
no corpo ou nos olhos, valvulas cardiacas, proteses metalicas ou de qualquer natureza ou
implantes cocleares. Estes itens estdo mencionados no questionario de seguranca que vocé
preenchera antes de entrar na maquina de RM. Por favor, nos comunique imediatamente se vocé
possuir implantes metalicos.

- Na possibilidade de gravidez, é recomendavel realizagao de um teste de gravidez antes de exame
de ressonancia magnética. Vocé podera fazer o teste em casa até 24h antes do exame, e nds
arcaremos com o custo. Embora a ressonancia magnética seja considerada um procedimento
seguro na gravidez, ndo existem ainda estudos extensos.

- Neste tipo de procedimento existe a possibilidade de deteccdo de alteracbes anatOmicas
cerebrais insuspeitadas ou sub-clinicas. Neste caso, a instituicdo se responsabilizard pelo
fornecimento de laudo radiolégico formal, sem nenhum custo econémico, porém ndo assumira a
responsabilidade por eventual necessidade de acompanhamento ou tratamento médico.

Para este tipo de investigacdo ndo existem métodos alternativos existentes que sejam bons
e que tenham menor desconforto ou risco. Durante a sua participagao na pesquisa, a qualquer
tempo o Sr.ou a Sra. poderdo solicitar maiores esclarecimentos sobre a mesma incluindo
perguntas relacionadas a importancia da pesquisa, aos métodos, etc. O Sr. ou a Sra. terdo
liberdade de se recusar a participar e de retirar o seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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em qualgquer momento da pesquisa sem que nenhum tipo de penalizagdo ou prejuizo no seu
cuidado. O Sr. e a Sra. tém garantia da equipe de pesquisa e do seu coordenador de que todos os
dados coletados serdo confidenciais e mantidos em sigilo. O Sr. ndo terd nenhum custo adicional
relacionado com a sua participa¢do no estudo. O Sr. ou a Sra. é livre para parar sua participacao a
qgualquer momento sem nenhuma penalizagao ou prejuizo.

As informacoes coletadas durante a sua participacdo serdo analisadas em conjunto com as
informacdes dos outros pacientes e voluntarios. O seu consentimento permite o uso dos dados
coletados apenas para pesquisa cientifica e educacdo. Todos os dados relativos a sua participacdo
serdo mantidos em local reservado e seguro. Os dados poderdo ser discutidos com pesquisadores
de outras instituicdes e publicados em revistas cientificas, ou fazerem parte de material
educacional. Nenhuma informacdo privada, ou que possa levar a identificacdo dos participantes
serd fornecida a terceiros.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso a representantes da equipe de pesquisa da
Rede LABS-D’'Or (contato com Débora Lima, Assistente de Pesquisa, email:
dlima@rededor.com.br, tel. 21-2538-3541). A equipe pode ser contatada a qualquer momento
para tirar qualquer duvida ou para obter atualizacao sobre os resultados parciais da pesquisa. Se
vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Rede D’Or, Pesquisa Clinica-Hospital Copa D'Or, email:
pclinica@copador.com.br, tel. 2545-3792.

CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DESTE ESTUDO

Acredito ter sido informado a respeito do estudo acima citado. As etapas do estudo ficaram
claras para mim. Entendi que algumas pessoas ndo podem fazer ressonancia magnética. Confirmo
gue ndo tenho impedimento de fazer o exame de ressonancia magnética. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo. Recebi uma cépia assinada deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Estou ciente que a minha assinatura neste consentimento,
como participante, nao significa que estou renunciando aos meus direitos legais, de acordo com as
leis vigentes no Brasil.

COMPLETE OS ITEM(S) ABAIXO:

Consentimento do paciente
Eu li e compreendi as explicagdes sobre este estudo e me foi dada a chance de discutir e fazer
perguntas. Forneco aqui o meu consentimento para participacao no protocolo de estudo.

Assinatura do Paciente Adulto/Representante Local e Data
Legal

ESTE DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO FOI APROVADO PARA USO A PARTIRDE _ / /

Assinatura do Investigador  Data Assinatura da Testemunha Data
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Resultados dos testes neurocognitivos dos pacientes infectados pelo HIV na inclusdo no estudo

TESTES NEUROCOGNITIVOS

DS TRAIL A TRAIL B Fluéncia Verbal GPMD GPMND RAVLT1/REY1 RAVLTS5/REY5 REV1 REV2 EID-HIV
01 38 21 51 17 77 77 7 12 10 15 10,5
02 50 47 86 21 83 100 8 12 14 15 12,0
03 46 43 61 15 85 78 4 13 9 9 11,5
04 32 36 81 15 66 69 3 10 8 7 11,0
05 33 62 151 19 104 106 4 7 6 8 8,0
06 48 30 36 20 94 H#H 4 14 12 13 12,0
07 35 28 82 25 62 77 5 13 10 11 10,0
08 41 30 108 20 80 83 3 12 9 10 12,0
09 36 59 178 17 65 81 4 14 14 13 9,0
10 33 38 90 21 67 73 4 9 11 11 11,5
11 39 31 91 12 63 64 5 10 9 9 10,5
12 24 39 112 20 57 75 7 13 13 13 11,5
13 31 88 180 15 110 80 4 8 8 8 11,0
14 55 51 117 15 74 76 4 10 9 9 11,0
15 46 25 61 26 81 66 5 12 15 15 12,0
16 31 39 72 13 61 62 6 12 11 10 12,0
17 17 28 107 24 65 74 7 11 8 8 11,5
18 39 46 208 15 91 84 5 9 7 7 10,5
19 24 53 113 14 62 62 4 8 8 9 8,5
20 #i# 32 113 26 69 72 6 11 8 8 9,0
21 44 #H #H ## ## ## #H #H# #H ## ##
22 29 42 98 17 80 75 8 13 12 14 12,0
23 36 41 175 10 72 77 5 10 7 10 11,0
24 26 39 103 18 74 69 6 15 11 12 12,0
25 41 63 H#H# 12 69 74 4 7 2 2 11,5
26 32 20 36 24 68 98 5 12 9 10 11,0
27 50 78 131 16 70 99 5 11 12 11 9,5
28 58 32 64 17 62 72 5 14 10 13 11,0
29 37 26 43 20 63 115 4 13 11 11 12,0
30 53 40 144 19 63 63 4 10 6 6 11,0
31 30 17 47 11 64 72 5 9 6 7 11,0
32 44 40 180 13 104 130 7 11 11 11 10,0
33 37 27 52 21 65 76 8 13 12 12 12,0
34 50 33 63 37 85 101 7 14 9 10 10,0
35 52 27 46 12 57 65 5 12 5 5 10,0
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TESTES NEUROCOGNITIVOS

DS TRAIL A TRAIL B Fluéncia Verbal GPMD GPMND RAVLT1/REY1 RAVLT5/REY5 REV1 REV2 EID-HIV
36 63 31 60 21 54 72 5 12 6 7 #H#
37 32 22 77 20 64 70 8 13 11 11 #H#
38 58 61 104 18 86 90 7 15 14 15 11,0
39 18 17 43 31 65 64 7 12 10 9 12,0
40 5 70 142 15 77 87 4 8 6 7 10,5
41 41 141 Hi#H 19 80 168 4 8 3 2 12,0
42 33 21 70 20 66 67 8 12 8 10 9,0
43 38 28 55 17 64 82 5 12 8 7 9,0
44 36 12 43 19 71 82 2 12 8 9 12,0
45 17 42 80 16 70 80 5 9 8 7 12,0
46 0 72 180 11 122 123 5 8 8 7 12,0
47 57 159 H# 12 #H #H# 5 5 2 2 12,0
48 46 28 62 25 62 74 7 13 13 12 8,5
49 40 34 45 22 69 77 5 9 7 7 10,0
50 60 35 98 29 50 78 5 12 9 9 12,0
51 38 20 41 31 53 61 5 12 12 13 12,0
52 6 idid idid 9 235 305 4 5 2 4 11,0

DS: Digit Symbol Test; TRAIL A e B: Trail making test parte A e B; Teste de Fluéncia Verbal (FV); Grooved Pegboard com a mao dominante (GPMD) e com a mao nao-
dominante (GPMND); Rey auditory verbal learning test 1 e 2 (RAVLT1 e 2) e Rey Auditory Verbal Learning Test, primeira e segunda evocacdo, REV1 e REV2,
respectivamente



Anexo 6

Percentual de deteccao das citocinas pelo sistema multiplex nos grupos analisados

Controle Pacientes infectados pelo HIV,
(Voluntarios Sadios) assintomaticos
(N=8) (N=52)

Marcadores inflamatérios

02 IL-1ra 12,5% 16%

04 IL-4 25% 31%

06 IL-6 12,5% 3%

08 IL-8 100% 100%

10 IL-10 0% 0%

12 IL-13 0% 3%

14 IL-17 0% 0%

16 EOTAXINA 62,5% 40%

18 GM-CSF 37,5 28%

20 IP-10 100% 100%

22 MIP-1a 37,5% 38%

24 PDGF-bb 100% 98%

26 TNF-a 0% 7%

Marcadores neurodegenerativas

29 Catepsina D 100% 100%

31 PAI-1 100% 100%

33 PDGF-AB/BB 100% 100%

35 sICAM-1 100% 100%

37 sVCAM-1 87,5% 46%
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Concentragfes plasméaticas de biomarcadores de controles (voluntarios sadios) e de pacientes infectados pelo HIV, assintomaticos, sem
indicacdo do uso de terapia antirretroviral. Valores absolutos, expressos em pg/ml.

HIV > n =52
Avaliacao Neurocognitiva: Normal (N) > n =31
IL-8 PDGF-bb IP-10 BDNF Catepsina D MPO PAI-1 PDGF-AA igg’; RANTES sICAM-1 NCAM
01 3,64 41354,63 547,86 1828,09 47670,35 ## 36709,96 3909,35 50004,98 16194,13 34469,02 85943,41
02 1,77 3245,17 314,88 630,27 97783,31 ## 22508,24 1262,89 10325,00 ## 94752,93 195129,60
03 #t #i #i #i Hit 9381,18 Hit H#it H#it H#it #Ht #Ht
04 10,49 34600,03 19953,31 3246,16 171906,00 10098,49 70155,66 4916,35 56461,17 11358,58 182986,80 204910,80
05 1,49 5317,39 1058,17 4947,85 325957,10 ## 166020,90 12895,44 106997,80 #t 153482,40 301592,60
06 1,12 3501,86 4976,53 1523,17 173117,20 218317,60 48897,08 3701,53 20188,04 24389,95 87371,34 134283,30
07 0,95 400,76 15863,20 123,28 216157,00 32315,83 54630,48 510,35 1914,88 14961,53 181480,60 240483,70
08 0,69 317,67 2402,59 93,44 186133,10 19580,33 11018,58 355,73 826,79 12328,36 185764,90 286791,60
09 0,30 424,81 760,22 541,06 88894,26 13482,34 17267,09 1140,21 10795,48 ## 87438,54 207396,30
10 0,72 959,04 708,71 712,16 244670,10 7460,79 40496,56 1540,28 9185,28 82476,63 120903,60 256666,60
11 0,72 2589,88 169,40 2901,02 255112,60 7241,45 82159,90 7418,67 48661,14 29063,38 164501,70 155117,60
12 0,37 283,49 221,89 414,29 45467,90 12689,83 9347,85 345,76 3923,36 11391,19 14811,28 35478,83
13 1,42 2353,96 2640,87 1548,74 133620,30 13433,63 36134,74 1546,53 24243,86 16490,40 114654,50 188939,50
14 1,63 26019,90 773,28 2766,84 141609,00 4850,05 98993,80 4750,52 43205,23 23098,96 139133,60 240483,70
15 1,56 14857,58 1841,83 2227,90 224432,10 55553,40 57059,51 2927,05 25944,12 188278,00 217513,90 201549,20
16 #t Hit Hit Hit ## 93430,95 Hit H#it H#it H#it #t #it
17 2,06 43746,98 5848,44 7406,23 207929,50 24741,92 145519,10 11753,10 76756,83 28369,64 232268,10 224508,60
18 1,07 128,99 2584,18 77,02 138007,30 ## 19646,36 423,90 847,07 8561,99 146778,00 215000,50
19 1,32 4745,96 505,82 1661,05 133523,80 52049,47 51083,04 8400,67 44805,83 H#it 58852,33 196183,20
20 1,52 1652,87 12997,75 2457,26 224105,10 11813,55 73160,85 2411,75 23874,99 18068,70 71662,41 221374,70
21 2,56 20651,40 956,74 224459 103445,60 7315,12 53024,21 3932,61 38611,37 51507,21 65406,97 227765,70
22 0,86 4688,44 387,44 1407,31 64313,73 16113,58 33116,54 2157,52 22898,88 #t 145595,80 145855,60
23 0,61 1014,91 1117,56 1100,39 123594,40 12384,91 52849,25 3526,30 27831,62 47077,26 90556,21 275493,10
24 0,89 3673,07 255,43 518,66 85477,31 87880,36 31715,46 1206,43 7858,39 40233,63 111120,70 152760,10
25 0,53 359,54 1174,57 251,84 98421,26 27377,12  19511,24 471,49 3316,02 10046,13 90625,56 128443,00
26 #t Hit Hi Hit it 16332,89 it H#it H#it H#Hit #t #Ht
27 0,39 68,90 268,90 378,67 90742,38 5340,95 12031,58 517,39 5327,39 14524,65 82085,69 158162,80
28 3,64 Hit Hit 1828,09 47670,35 #it it H#it H#it H#Hit 34469,02 #Ht
29 1,77 Hit Hit Hit it 4533,76 it H#it H#it H#Hit 94752,93 #Ht
30 Hit #H #H# #H# #H# Hit #H# H#it #HH# #Hi H# H#
31 10,49 Hi Hit Hit i #t it H#it H#it H#Hit #t #t
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Avaliagdo Neurocognitiva: Déficit Cognitivo Leve + Déficit Cognitivo Assintomatico (DCL + DCA) > n =15

PDGF-

IL-8 PDGF-bb IP-10 BDNF Catepsina D MPO PAI-1 PDGF-AA AB/BB RANTES sICAM-1 NCAM
32 1,84 14602,22 679,37 5620,51 129945,80 16637,33 69618,07 10417,23 97907,70 ## 56236,36 175477,10
33 1,49 8780,96 1386,67 7955,46 175941,50 13627,87 168193,90 2455,18 87258,74 #Ht 99547,76 164485,70
34 1,52 4699,91 443,94 1502,24 101158,90 16245,36 45382,89 2960,43 24399,43 4675,11 34608,02 114753,30
35 0,95 66,94 695,51 97,67 107335,40 8091,79 17241,27 122,23 942,29 19858,85 74377,49 146070,70
36 0,83 271,35 1127,18 349,43 156759,50 26335,79 11995,42 768,52 2613,71 25735,00 227664,70 241382,10
37 0,98 1546,40 2786,98 1100,70 101383,70 9257,99 29394,60 2791,22 22187,70 ## 107067,50 107552,30
38 #t #i #i #i Hit #t Hit H#it H#it #Ht #Ht H#Hit
39 0,59 1300,55 288,24 1681,01 62732,80 38855,63 36395,14 2522,45 27801,80 76849,35 99648,34 142497,60
40 1,13 6927,86 1334,49 1360,84 106903,20 45086,78 55969,95 3849,27 24243,86 18304,61 98921,19 301093,00
41 191 11297,63 2148,62 1533,98 168010,80 43640,52 92043,48 4556,39 26514,95 23787,76 221723,00 342771,00
42 1,23 10584,39 2556,53 1956,34 90581,10 146764,70 85572,63 4536,19 40257,98 32485,90 198330,10 227626,00
43 1,16 1397,29 284,11 914,71 79735,84 59348,70 20388,33 1382,00 21584,91 19415,76 62470,49 157048,50
44 0,83 1480,71 601,41 623,53 95852,22 24706,03 26072,24 1237,11 12309,55 1299,38 79347,37 149819,10
45 0,42 78,40 426,10 41,07 20837,30 3957,56 7031,33 33,73 33,04 ## 26835,93 27687,95
46 #it Hit Hit Hit Hit H#it Hit H#it H#it ##t 56236,36 Hit
Avaliacao Neurocognitiva: Deméncia Associada ao HIV (DAH) > n=6
IL-8 PDGF-bb IP-10 BDNF Catepsina D MPO PAI-1 PDGF-AA i:/(ls?;'; RANTES sICAM-1 NCAM
47 5,11 18416,40 1633,91 2848,16 194936,10 117783,10 115938,40 8703,00 82210,23 #t 121806,40 245170,70
48 2,11 8180,84 14013,23 2074,65 120679,20 153510,30 60599,82 2842,06 38104,45 21430,56 98746,38 180378,90
49 0,67 2022,43 190,38 3731,43 139059,10 26962,49 102809,40 6406,98 63848,73 13270,12 188424,10 205281,50
50 0,82 1224,19 248,93 389,22 114240,10 7675,38 15604,51 828,22 8111,79 20039,72 34128,55 110869,20
51 ## #Ht #Ht 20,62 39936,63 3704,42 3425,96 116,17 164,21 2489,68 36318,56 56363,16
52 #t Hit Hit 140,57 86901,66 19340,46 17995,48 423,53 2583,56 5146,17 63496,73 120904,10
Controles / Voluntarios Sadios (Nao-HIV) > n=8
IL-8 PDGF-bb IP-10 BDNF Catepsina D MPO PAI-1 PDGF-AA igg’; RANTES sICAM-1 NCAM
01 0,75 108,43 257,47 53,39 49195,72 4196,61 7999,68 136,65 471,03 2615,01 35146,38 145469,20
02 0,64 143,59 335,09 115,39 39850,29 2819,00 5114,60 185,15 772,95 6057,00 30586,81 139666,80
03 2,48 4238,81 274,65 1431,60 50822,11 4423,93 23898,83 2393,22 31215,51 22386,33 42177,45 122394,40
04 0,79 119,27 199,92 180,45 115311,20 37749,54 78469,54 223,49 2106,03 7787,31 74124,47 263841,70
05 0,42 102,66 101,40 622,30 96154,64 40376,98 9899,39 916,26 6060,97 7813,58 60590,10 63619,69
06 1,54 766,34 152,04 185,69 28342,81 47336,71 6702,44 302,44 3704,18 7619,29 #it 279615,20
07 1,01 218,54 146,92 186,67 65035,89 17237,58 12997,14 236,44 1653,27 8937,15 30385,93 163759,70
08 0,60 64,19 336,36 1261,83 60878,17 13530,95 32541,28 2322,16 23120,61 2615,01 156283,40 358784,10
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Abstract

Introduction: In recent years, the incidence of sepsis has increased in critically ill HIV/AIDS patients, and the
presence of severe sepsis emerged as a major determinant of outcomes in this population. The inflammatory
response and deregulated cytokine production play key roles in the pathophysiology of sepsis; however, these
mechanisms have not been fully characterized in HIV/AIDS septic patients.

Methods: We conducted a prospective cohort study that included HIV/AIDS and non-HIV patients with septic shock.
We measured clinical parameters and biomarkers (C-reactive protein and cytokine levels) on the first day of septic
shock and compared these parameters between HIV/AIDS and non-HIV patients.

Results: We included 30 HIV/AIDS septic shock patients and 30 non-HIV septic shock patients. The HIV/AIDS
patients presented low CD4 cell counts (72 [7-268] cells/mm?3), and 17 (57%) patients were on HAART before
hospital admission. Both groups were similar according to the acute severity scores and hospital mortality. The IL-6,
IL-10 and G-CSF levels were associated with hospital mortality in the HIV/AIDS septic group; however, the CRP
levels and the surrogates of innate immune activation (cytokines) were similar among HIV/AIDS and non-HIV septic
patients. Age (odds ratio 1.05, Cl 95% 1.02-1.09, p=0.002) and the IL-6 levels (odds ratio 1.00, Cl 95% 1.00-1.01,
p=0.05) were independent risk factors for hospital mortality.

Conclusions: IL-6, IL-10 and G-CSF are biomarkers that can be used to predict prognosis and outcomes in HIV/
AIDS septic patients. Although HIV/AIDS patients are immunocompromised, an innate immune response can be
activated in these patients, which is similar to that in the non-HIV septic population. In addition, age and the IL-6
levels are independent risk factors for hospital mortality irrespective of HIV/AIDS disease.
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Introduction

A significant improvement in the prognosis of the HIV/AIDS
population was observed after the introduction and widespread
use of highly active antiretroviral therapy (HAART) [1]. During
HAART era, the causes of hospitalization and death among
HIV/AIDS patients have changed, with a relative increase on
noninfectious conditions and non—AIDS-defining infections
[2-5].

In recent years, the incidence of sepsis in the HIV/AIDS
population has increased as a cause of Intensive Care Unit

PLOS ONE | www.plosone.org

(ICU) admission [6]. Epidemiological studies have
demonstrated that approximately 1-10% of septic patients are
composed of HIV/AIDS patients with regional variations due to
local differences in HIV prevalence [7-12]. The presence of
sepsis and severe sepsis is a major determinant of outcomes
in critically ill HIV/AIDS patients, which impacts short- and long-
term survival [13,14].

An excessive and deregulated inflammatory response plays
a key role in the development of multiple organ dysfunctions in
sepsis [15]. Cytokine measurements have been used to identify
cytokine patterns that are associated with disease severity,
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organ dysfunction and prognosis in septic patients [16]. Acute
and chronic HIV infection triggers the release of inflammatory
mediators and cytokines. In patients with advanced HIV
disease, elevated C-reactive protein (CRP), IL-6 and D-dimer
levels before initiating HAART are strongly associated with
early mortality [17]. These inflammatory mediators have
previously been evaluated in HIV/AIDS patients to stratify
cardiovascular risk, disease progression, infection diagnosis
and prognosis [18-20]. However, inflammatory response
patterns during acute severe infection have not been
systematically evaluated in HIV/AIDS patients. Therefore, the
aim of this study was to evaluate the clinical and laboratorial
differences between HIV/AIDS septic shock patients and non-
HIV septic shock patients with focus on the surrogates of the
innate immune response. Similar to the non-HIV patients, we
observed that an innate immune response was triggered in the
HIV/AIDS patients despite a cellular immunodeficiency due to
HIV infection.

Materials and Methods

Ethics Statement

The study was conducted in accordance with the Declaration
of Helsinki. Written informed consent was obtained from all
patients or their surrogate decision makers, prior to any study-
related procedure. The Institutional Review Board approved
study protocol (Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas,
CAAE 0014.0.009.000-08). Participants who refused to
participate or were excluded by exclusion criteria were not
harmed by not participating in the study.

Design and setting

We conducted a prospective multicenter cohort study of HIV/
AIDS patients at the ICU of the Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas (IPEC), Fundagéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)
in Rio de Janeiro, Brazil. This institution has provided care to
HIV/AIDS patients since 1986. There are currently more than
2,000 adult patients who are actively followed up at the HIV/
AIDS Clinic. We admit approximately 60-70 critically ill HIV/
AIDS patients per year in the ICU at this institution. All of the
consecutive HIV/AIDS adult patients (= 18 years of age) who
were admitted to the ICU with a diagnosis of septic shock from
March 2008 to December 2010 were included. Non-HIV septic
shock non-HIV patients were included from three different
hospitals, also located in Rio de Janeiro, Brazil: Clementino
Fraga Filho University Hospital, Hospital Quinta D’Or and Casa
de Saude Sao José. These three different hospitals resemble
each other because they are tertiary hospitals, with mixed
medical-surgical ICUs, with an average of 30 beds each. HIV
and non-HIV patients were enrolled according to similar criteria
for septic shock.

Definitions, selection of participants and data
collection

The sepsis definitions were based on the ACCP/SCCM
Consensus Conference (Bone, 1992). Sepsis was present
when there was a presumed or confirmed infection according

PLOS ONE | www.plosone.org

Innate Immune Response in HIV/AIDS Septic Patients

to the SIRS criteria. The severity of illness was assessed by
calculating the Simplified Acute Physiology Score (SAPS II)
during the first 24 hours of infection [21] and the Sequential
Organ Failure Assessment (SOFA) score on the first and third
day after sepsis diagnosis [22]. Acute organ dysfunction was
categorized as at least a 1-point classification in the SOFA
score.

Patients were eligible for inclusion when they fulfilled the
criteria for a systemic inflammatory response, had an obvious
source of infection, and shock diagnosis within the previous 48
hours. Shock was defined as persistent hypotension after fluid
resuscitation and the need for at least one vasopressor agent.
Patients were excluded when death occurred within 6 hours of
admission or when patients were under 18 years of age. In
addition, pregnancy, patients with advanced cancer, a
hematological malignancy or do-not-resuscitate (DNR) orders
were excluded.

Demographic, clinical and laboratory data were collected
using standardized case report forms on the first day of a
sepsis diagnosis. Additionally, we collected the following data
related to HIV infection: time since diagnosis of HIV infection,
CD4 count and HAART use. The most recent CD4 count
before the inclusion date was collected. The ICU and hospital
mortality rates were assessed.

The appropriate biological material was sampled from
suspected sites of infection and collected as recommended by
the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) [23].
Microbiological data were collected and analyzed according to
the local Infection Control Committee.

Blood samples were obtained using an arterial line or a
peripheral vein to assess CRP and cytokine levels on the first
day of septic shock diagnosis.

C-reactive protein (CRP) measurement

CRP levels were measured using the nephelometric method
with a Minineph commercial kit (The Binding Site Group, Ltd.,
Birmingham, UK) according to manufacturer's orientations.
Briefly, the determination of soluble antigen concentration by
nephelometric methods involves a reaction with the antibody
bound to a latex particle to form insoluble complexes. The
approximate measuring range is 3.5-112 mg/L at a sample
dilution of 1/40. The sensitivity limit is 0.44mg/L when using a
1/5 sample dilution. Sample concentrations higher than the
stated range may result in antigen excess, which can give
misleading results, and than samples should be retested at a
1/440 dilution.

Multiplex cytokine assay

A multiplex cytokine kit (IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IFN-y, granulocyte colony-stimulating
factor [G-CSF], granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor [GM-CSF], monocyte chemoattractant protein [MCP]-1,
macrophage inflammatory protein-1 and tumor necrosis factor
[TNF]-a) was obtained, and the assay was performed
according to the manufacturer’s instructions (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). We conducted this assay according to
previous experience [16]. The data analyses for all of the
assays were performed using the Bio-Plex Manager software.
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Only cytokines with detectable levels above 90% in all of the
samples were considered for the analysis: IL1-B, IL-4, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, G-CSF, MCP-1, MIP-1B and TNF-a.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism,
version 5.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) or the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS
16.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). The numerical
demographic variables were expressed as the median and the
interquartile range (IQ 25-75%), except cytokine and CRP
values, which were expressed as the median, minimum and
maximum values. All of the numerical variables were tested for
a normality distribution using the Kolmogorov-Smirnov test. We
applied the logarithmic transformation when large variability
and nonparametric distribution of cytokines levels were
observed. We compared the continuous variables using a t-test
(parametric distribution) and the Mann—-Whitney U test (non-
parametric distribution). The categorical variables were
compared using the chi-squared test and Fisher's exact test.
We compared the mean cytokine values of the survivors and
the non-survivors on the first day of sepsis diagnosis. We
compared the clinical and laboratorial variables within the HIV
group according to the hospital outcomes. These same
variables were compared among the HIV and non-HIV patients.
A multivariate analysis was performed by logistic regression to
determine which factors were associated with hospital
mortality. The data from all of the patients (HIV/AIDS and non-
HIV) with a p value lower than 0.2 in the univariate analysis
were included in the multivariate analysis. The objective of the
multivariate analysis was to ascertain if the presence of HIV/
AIDS could influence hospital outcomes.

Results

Cytokine concentrations

When data from all 1,020 assays were analyzed, the
multiplex cytokine system was able to detect plasma cytokines
in 820 (80%) assays. The concentrations of TNF-alpha,
IL-1beta, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, G-CSF, IFN-
gamma, MCP-1 and MIP-1beta were detectable in more than
90% of individual assays, and only four cytokines (IL-2, IL-5,
IL-17 and GM-CSF) presented detection below 50% of the
samples (File S1). There was no difference in the rate of
cytokine detection between HIV and non-HIV septic shock
patients and between survivors and non-survivors (File S1).

Clinical characteristics of the HIV/AIDS and non-HIV
septic shock patients

We included 30 HIV/AIDS septic shock patients. The
demographic and clinical characteristics are described in Table
1. The patients were predominantly young (median age 32
years) with low CD4 cell counts (median 72 cells/mm?), and the
median time that had elapsed since a HIV diagnosis was 12.5
months. Among the 30 HIV/AIDS patients, 17 (57%) were
already using HAART before hospital admission. Thirteen
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Table 1. Characteristics of HIV/AIDS and non-HIV septic
patients. The results were expressed as the median and the
interquartile interval.

HIV/AIDS
Patients(N=30) Non-HIV Patients(N=30)p value
Age (years) 32 (26-43) 66 (46-78) <0.001
Gender (male) 22 (73%) 18 (60%) 0.41
SAPS Il score (points) 55 [47-58] 55 [44-63] 0.63
CD4 cell count (per
72 (16-190) - -
mm?)
Viral load (x 10°
. 33.0 (2.9-434.2) - -
copies/mm?
Length of time since
AIDS diagnosis 12.5 (1-86) - -
(months)
HAART use 17 (57%) 5 5
Site of infection 0.01
Lung 23 (77%) 18 (60%)
Abdomen - 8 (28%)
Central line infection 3 (10%) 3 (10%)
Central nervous system 3 (10%) -
Urinary tract 1(3%) 1(3%)
SAPS Il score (points) 55 [47-58] 55 [44-63] 0.63
SOFA score on day 1
. 8[6-10.5] 10[9-13] 0.11
(points)
SOFA score on day 3
. 9 (5-12) 8 (6-10) 0.66
(points)
Hospital mortality 15 (50%) 18 (60%) 0.60

patients were HAART-naive, and 11 of these patients started
the therapy during their ICU stay.

To better understand the HIV/AIDS population with severe
sepsis, we compared these patients with a group of 30 non-HIV
septic shock patients (Table 1). The HIV/AIDS patients were
younger than the non-HIV control patients (median age 32 vs.
66 years; p<0.001). Pneumonia was the most common site of
infection for both groups (77% of HIV/AIDS patients and 60%
of non-HIV patients). There was a higher incidence of central
nervous system infections in the HIV/AIDS septic patients
(10%), whereas a higher incidence of abdominal infections
(28%) was found in the non-HIV group. The cultures were
positive in 20 (67%) HIV/AIDS septic patients and in 21 (70%)
non-HIV patients (p=0.9). There was a higher incidence of
Gram-positive infections in the non-HIV septic patients (13% of
the HIV/AIDS patients vs. 37% of the non-HIV patients,
p=0.07), whereas a higher incidence of fungal infections was
found in the HIV/AIDS patients (20% of the HIV/AIDS patients
vs. 0% of the non-HIV patients, p=0.02). Gram-negative
infections occurred in a similar frequency in both groups (33%
of the HIV/AIDS patients vs. 53% of the non-HIV patients,
p=0.19) (see the Supplementary electronic material — Table S1
in File S1). The presence of bacteremia was confirmed in 33%
of the HIV/AIDS patients and in 16% of the non-HIV patients
(p=0.77). We found no significant differences between the
mean SAPS |l scores (55 points [range 47-58] for the HIV
patients vs. 55 points [range 44-63] for the non-HIV patients)
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and the SOFA scores on day 1 (8 points [range 6-10.5] for the
HIV patients vs. 10 points [range 9-13] for the non-HIV
patients). The cumulative incidence of acute organ dysfunction
on the first 3 days after sepsis diagnosis was similar between
the HIV and non-HIV septic patients (respectively,
cardiovascular 81% vs. 97%; respiratory 77% vs. 88%; renal
73% vs. 71%; hematological 59% vs. 63%; hepatic 41% vs.
38%; neurological 18% vs. 17%; all of the p values were non-
significant) (Table S2 in File S1). The in-hospital mortality did
not vary between the groups (50% of the HIV patients vs. 60%
of the non-HIV patients, p=0.6) (Table 1).

Biomarkers of outcomes in HIV/AIDS septic shock
patients

To identify possible biomarkers of severity and prognosis in
the HIV/AIDS septic patients, we compared the inflammatory
mediator levels of the survivors and non-survivors. The median
log IL-6, (1.49 [0.5-3.7] pg/ml vs. 2.1 [0.7-4.3] pg/ml; p=0.03),
log IL-10 (0.3 [0.1-2.3] pg/ml vs. 1.0 [0.2-2.6] pg/ml; P=0.004)
and log G-CSF (0.4 [0.0-1.5] pg/ml vs. 1.6 [0.0-4.7] pg/ml;
p=0.002) levels were higher in the non-survivors than in the
survivors (Figure 1). The area under ROC curve was 0.73
(CI195% 0.55-0.91) for IL-6, 0.80 (0.64-0.97) for IL-10 and 0.82
(0.66-0.97) for G-CSF levels. In addition, we compared the
median CRP levels of the survivors and the non-survivors (82.6
[72.0-93.3] mg/L vs. 102.2 [78.3-276.5] mg/L; p=0.26) and
found no significant differences. These results suggest that
IL-6, IL-10 and G-CSF are possible biomarkers of prognosis in
HIV/AIDS septic patients.

Patterns of the innate immune response in HIV/AIDS
and non-HIV septic patients

HIV/AIDS septic patients presented lower leucocyte counts
than non-HIV patients (6,450 [4,473-11,425] cells/mm? in the
HIV/AIDS patients vs. 13,100 [7,600-19,400] cells/mm? in the
non-HIV patients, p=0.007) on the first day of septic shock. We
found no significant differences between the CRP levels in the
HIV/AIDS septic patients and in the non-HIV septic patients
(91.8 [72.3-257.9] mg/L in the HIV/AIDS patients versus 222
[103-350] mg/L in the non-HIV patients, p=0.22). The innate
immune activation in the HIV/AIDS and non-HIV septic patients
was compared, and we found no significant differences in the
cytokine levels (Table 2). The HIV/AIDS non-surviving patients
presented significantly higher levels of IL-6, IL-10 and G-CSF
when compared with the survivors; however, the cytokine
levels were similar between the HIV and non-HIV septic
patients. These results suggest that an innate immune
response was triggered in HIV/AIDS septic patients with similar
cytokine patterns as those in non-HIV septic patients despite a
cellular immunodeficiency and chronic immune activation.

In addition, we analyzed the independent risk factors that
were associated with hospital mortality, including HIV/AIDS
diagnosis. Age, comorbidities, the SOFA score, and the IL-6
levels were selected with a p-value lower than 0.2 in the
univariate analysis. Age (odds ratio 1.05, Cl 95% 1.02-1.09,
p=0.002) and the IL-6 levels (odds ratio 1.00, Cl 95%
1.00-1.01, p=0.05) were significantly associated with hospital
mortality (Table 3).
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Figure 1. Biomarkers in HIV/AIDS septic patients on the
first day of sepsis diagnosis: comparison of the IL-6, IL-10,
and G-CSF plasma levels on the first day of sepsis. (*)

p<0.05.
doi: 10.1371/journal.pone.0068730.g001

Discussion

Severe sepsis is an independent risk factor that is associated
with short- and long-term mortality in critically ill HIV/AIDS
patients [13]. Over the last 3 decades sepsis has become a
more frequent cause of admission of HIV/AIDS patients at ICU.
A shift towards common bacterial infections rather than
opportunistic infections has been observed as a cause of
sepsis and mortality in these patients [3,6]. Generalized
immune activation has long been detected in AIDS patients
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Table 3. Multivariate analysis of hospital mortality among all 60 septic shock patients.

Risk factors Odds ratio (confidence interval of 95%) Wald test P value
Age 1.05 [1.02-1.09] 9.87 0.002
Severe comorbidity - 0.17
SOFA score - 0.70
Interleukin-6 1.00 [1.00-1.01] 3.76 0.05

Table 2. Plasma cytokine concentrations on the first day of
a sepsis diagnosis in HIV/AIDS and non-HIV septic
patients.

Cytokine HIV/AIDS PatientsN=30 Non-HIV PatientsN=30 p value
IL1-B 1.2 (0.8-17.9) 1.5 (0.8-51.2) 0.81
IL-4 0.2 (0.0-4.5) 0.3 (0.0-5.9) 0.23
IL-6* 1.81 (0.5-4.3) 2.37 (0.4-4.1) 0.19
IL-7 3.7 (1.8-15.5) 2.7 (1.2-169.8) 0.23
IL-8 21.6 (1.8-7,260) 27.5 (4.4-532.2) 0.76
IL-10* 0.68 (0.1-2.6) 0.98 (0.1-2.5) 0.45
IL-12 2.8 (2.1-17.9) 2.9(1.9-211.1) 0.67
G-CSF* 0.89 (0.0-4.7) 1.22 (0.1-4.2) 0.12
MCP-1 137.9 (3.4-4,494) 148.2 (9.0-1,213) 0.67
MIP-1B8 53.4 (7.8-1,239) 39.4 (15.4-341.6) 0.55
TNF-a 9.0 (5.9-102.4) 11.0 (5.0-69.4) 0.57

The values were expressed in pg/ml and as the median, maximum and minimum

values, * Logarithmic transformation of IL-6, IL-10 and G-CSF concentrations

and in disease pathogenesis; however, it is unclear how
retroviral infections impact the innate immune response and
whether these effects influence the outcomes of severe
bacterial infections and sepsis.

In this study, we demonstrated that septic shock leads to
high levels of inflammatory mediators in HIV/AIDS patients,
which were similar to those observed in non-HIV septic shock
patients. Higher levels of IL-6, IL-10 and G-CSF were
associated with hospital mortality among HIV/AIDS septic
patients. In addition to the similar severity of illness (SAPS II
and SOFA scores) and hospital mortality, HIV/AIDS septic
patients responded to acute infections with the same degree of
innate immune response activation as non-HIV septic patients.
Age and the IL-6 levels were independent risk factors that were
associated with hospital outcomes, and HIV disease was not
associated with mortality among the septic shock patients in
this study.

The comparison of septic shock patients with and without
HIV/AIDS revealed a predominantly young HIV/AIDS
population, that were admitted with infections related to low
CD4 levels; however, pneumonia was the most common
infection in the HIV/AIDS and non-HIV patients. The severity
scores (SAPS Il and SOFA) and the hospital mortality rates
were similar between these two populations. The incidence of
organ dysfunction that was associated with sepsis was similar
between both groups, which has been described in other
studies [24,25]. The mortality rate was similar to those in other
studies of HIV/AIDS patients with severe infections [13,25,26].
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The etiological agents of the infections that caused severe
sepsis in the HIV/AIDS and non-HIV patients were different.
The HIV/AIDS septic patients exhibited infections due to
bacteria, including Pseudomonas sp., Klebsiella sp.,
Mycobacterium tuberculosis, Histoplasma capsulatum and
Cryptococcus neoformans, and this pattern was similar to
those in other studies of sepsis and severe infections in the
HIV population [27,28]. Although these discrepancies in the
etiology of infection could lead to variable levels of
inflammatory biomarkers [29], our results were similar between
the HIV and non-HIV patients according to the responses of the
innate immune system.

Sepsis has been described as an excessive and deregulated
inflammatory response to infection, and cytokines release has
a critical role in the pathogenesis of this syndrome. Elevated
levels of pro-inflammatory cytokines, including IL-6, are able to
induce CRP secretion, an acute phase protein synthesized by
the liver [30]. Acute phase proteins are useful biomarkers for
the management of systemic inflammation, as cardiovascular,
infectious or autoimmune diseases [31,32]. Additionally, CRP
concentrations can be used as surrogates for the clinical
response to antibiotics and the reduction in bacterial load is
sepsis [33]. We observed a significant increase in CRP
concentration in the HIV/AIDS septic patients. Our data
suggest that systemic inflammatory response can be induced
in HIV patients with septic shock, which is similar in non-HIV
patients. Pévoa and colleagues (2011) observed that the CRP
levels were increased in severely immunosuppressed cancer
patients with sepsis, and CRP course was alike from the
presence or absence of neutropenia [34]. If we take these
evidences together, it seems that immunosuppression has no
major effect on the acute phase response to severe infections.
Besides, CRP levels present good correlation with IL-6 levels,
suggesting that they vary from patient to patient, regardless of
the comorbidities. We suggest that the CRP can also be a
useful biomarker of infection in HIV/AIDS septic patients similar
to non-HIV septic patients.

Generalized immune activation has long been recognized as
a key feature of AIDS pathogenesis. Elevated levels of the T-
cell activation marker CD38 were observed in the first AIDS-
associated Pneumocystis pneumoniae cases [35]. The
depletion of CD4 cells from gut-associated lymphoid tissue in
chronic HIV-infected patients can contribute to microbial
translocation, and LPS-induced monocyte activation can
promote a persistent inflammatory state, which leads to
elevated cytokine levels due to the innate immune system
response [36]. High plasmatic levels of monocyte activation
markers can be used to predict early mortality in HIV/AIDS
patients (SMART). IL-6 is elevated in non-HIV septic patients
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and is considered one of the best markers of severity/mortality
when compared with IL-1 and TNF [37]. IL-6 is a good marker
of hospital outcomes in non-HIV septic patients [38]. The IL-6
levels were higher in the non-survivor HIV/AIDS septic patients
when compared with the HIV/AIDS survivors. Because the IL-6
levels were similar in the HIV/AIDS and non-HIV septic
patients, our data suggest that IL-6 can be a predictor of poor
outcomes in the HIV/AIDS septic population. In addition, the
IL-10 and G-CSF levels were higher in the HIV/AIDS non-
survivors in our study. We applied a multiplex assay for several
serum cytokines to identify potential differences in the innate
immunological responses. Several cytokines have been
associated with a poor prognosis in severely ill patients,
particularly septic patients. IL-6 and IL-10 are biomarkers that
were associated with hospital mortality in a cohort of general
critically ill patients [39]. Additionally, elevated G-CSF
concentrations was associated with mortality in acute lung
injury patients without AIDS, and these levels could be used to
predict early mortality in severe sepsis patients when
compared with other cytokine levels in a multiplex assay in a
study of a mixed group of septic patients [16,40]. In our study,
three cytokines (IL-6, IL-10 and G-CSF) were associated with
hospital mortality in HIV/AIDS septic patients. These three
biomarkers presented a high performance for the prognosis
prediction after ROC analysis; however, the levels of these
biomarkers did not vary among the non-HIV septic population.
When we analyzed the profile of the cytokines detected in both
groups by the multiplex cytokine assay, we observed a
predominance of proinflammatory mediators, such as TNF-
alpha, IL-1, IL-6, IL-8, and IL-13, while there was low detection
of four cytokines (IL-2, IL-5, IL-17 and GM-CSF) with anti-
inflammatory action or with compartmental functions, which
was expected by biological reasons [41]. In summary, the
patterns of elevated innate immune system biomarkers are
comparable between HIV/AIDS and non-HIV septic patients.
Our study has several limitations. First, the relatively small
sample size limits the subtle associations that were found
between hospital outcomes and the HIV/AIDS group and
between HIV/AIDS and non-HIV patients. Second, we could
not match for age in the HIV/AIDS and non-HIV septic groups.
The rate of older patients who are admitted to ICUs worldwide
has increased, which affected the three tertiary hospitals that
included non-HIV patients; therefore, a small number of young
non-HIV septic patients were included [42]. This age limitation
was observed in a study during the pre-HAART era [24];
however, this limitation can be overcome by recent data that
suggests AIDS leads to a similar immunological impairment
that occurs in old age, such as a reduced T cell repertoire, a
low naive/memory T cell ratio and increased IL-6 levels [43].
Another possible limitation is that patients with renal failure and
replacement therapy (RRT) on day 1 of severe sepsis (23%)
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were included in the study. The serum levels of cytokines could
be lowered by hemodialysis, although we did not collect blood
samples during the procedure. Even though, patients on RRT
presented higher serum levels of IL-10, G-CSF and CRP than
patients without RRT (data not shown). This data should be
interpreted with caution, as our study was not designed to
evaluate the effect of renal replacement therapy on serum
levels of cytokines. Finally, the use of multiple cytokines panels
as biomarkers in the clinical setting is controversial, especially
due to a large inter-individual variability and their kinetic
oscillation [44]. This variability can challenge the estimation of
the power and the sample size of the study. We recalculated
the sample size of our study based on the variance of the
observed cytokines levels, and our sample was deemed
adequate, and the study’s power remained higher than 80%.
However, small differences in the cytokine levels between HIV
and non-HIV septic shock patients could be underestimated
due to their large variance.

We believe that our results can change the current view of
HIV/AIDS patients who are generally excluded from studies of
new therapies for severe sepsis and septic shock. Mrus et al.
demonstrated a similar mortality among HIV/AIDS septic
patients and other immunocompromised septic populations,
such as cancer and cirrhotic patients. However, septic patients
with HIV/AIDS had a lower chance of ICU admission [45]. Our
results indicate that there are no discrepancies in the immune
response to severe infections or in the prognosis of HIV
patients.
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Abstract

Objectives: To assess the temporal trends in incidence of AIDS-defining opportunistic illnesses in an urban cohort of a
middle-income country.

Methods: HIV infected patients aged =18 years at cohort entry were included in this analysis. We calculated incidence rates
per 1000 persons-years of observation for the first opportunistic illness presented after cohort enrollment, from 1987 to
2012. Trends for overall and specific opportunistic ilinesses were tested and incidence rate ratios for the most recent
calendar period were calculated as the ratio between the incidence rate observed in the most recent period of the study
(2009-2012) and the incidence rate observed in first period of the study (1987-1990).

Results: Overall, 3378 patients were included in this analysis; of which 1119 (33%) patients presented an opportunistic
illness during follow up. Incidence rates of all opportunistic ilinesses decreased over time, and the overall opportunistic
illness incidence rates fell from 295.4/1000 persons-years in 1987-1990 to 34.6/1000 persons-years in 2009-2012.
Tuberculosis, esophageal candidiasis, cerebral toxoplasmosis and Pneumocystis jirovecii pneumonia were the most incident
opportunistic illnesses in the cohort. Tuberculosis had the highest incidence rate in the study period. The peak in
tuberculosis incidence occurred in 1991-1993 (80.8/1000 persons-years). Cerebral toxoplasmosis was the third most
incident opportunistic illness in the study, with a peak of incidence of 43.6/1000 persons-year in 1987-1990.

Conclusions: All opportunistic illnesses incidence rates decreased over the years but they still occur in an unacceptable
frequency. Tuberculosis co-infection among HIV-infected persists as an important challenge for health care professionals
and policy makers in our setting. Impressively high rates of cerebral toxoplasmosis were found suggesting that its incidence
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among HIV-infected is linked to the high prevalence of Toxoplasma gondii infection in the general population.
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Introduction

Major advances have been achieved in the management and
treatment of HIV infected patients. As result the incidence and
morbimortality of opportunistic illnesses have dramatically
declined in the years that followed combination antiretroviral
therapy (cART) introduction [9,17,31,35]. Nonetheless, opportu-
nistic illnesses (OI) still represent a major cause of death and
hospitalization in HIV infected patients, in these settings
[5,30,34,36].

The incidence of specific OI in HIV infected patients can vary
geographically mainly as a result of the differential burden of
tropical infectious discases observed in middle-low income settings
[11,47]. One prominent example is tuberculosis with only 22
countries located in Africa, Asia and Latin America (including
Brazil) being responsible for more than 80% of all cases worldwide
[45].

Brazil is a middle-income country where publically funded
universal access to cART, laboratory monitoring with CD4 cell
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counts and viral load quantification and OI prophylaxis and
treatment have been provided since 1996 [29]. Yet, few studies
have evaluated trends in the incidence of OI in our setting [11].

In this study, we examine rates and patterns of Ols incidence in
an urban clinical cohort in Rio de Janeiro, Brazil, from 1987 to

2012.

Patients and Methods

Ethics Statement

This study was approved by the ethics committee of the
Evandro Chagas Clinical Research Institute of the Oswaldo Cruz
Foundation (CAAE 0032.0.009.000-10) and was conducted
according to the principles expressed in the Declaration of
Helsinki. All patient records/information was de-identified prior
to analysis.
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Study Population

Evandro Chagas Clinical Research Institute (IPEC/Fiocruz) is a
reference center for treatment of patients with HIV/AIDS, in Rio
de Janeiro, Brazil. As of June 2013, over 5,000 patients have been
cared for at IPEC. A longitudinal, observational, clinical database
has been maintained on patients receiving care at IPEC since
1986. Cohort procedures have been described and results
published [18,19,27]. The database includes socio-demographic,
laboratory, clinical, and therapeutic information abstracted from
the medical records and is updated periodically by trained staff.

For this study we included all patients 18 years of age or older at
cohort entry, who were followed for a period of at least 60 days
from 1 January 1987 to 31 October 2012. The start of the
observation period was defined based on the first medical
appointment at IPEC. Follow-up ended at the date of the first
OI for those who presented with an Ol during follow-up. For
those patients who never experienced an OI during follow-up, the
end of follow-up was defined as the date of the last clinic visit, the
date of death or study closure, whichever occurred first.

Database Validation

To assess the quality of the OI diagnoses present in the IPEC
longitudinal database, we performed a clinical validation of
diagnoses by direct comparison of database with chart review.
Ten percent of the patients who presented an OI during follow-up
(n=118 patients) were randomly selected for chart review and
validation of the first and concomitant OI, that is, those occurring
within 30 days of the date of the first OL.

A trained HIV medical specialist used two criteria to validate
the diagnoses. The first, which classified diagnoses into certain,
probable and possible, took into consideration all forms of
complementary exams, including radiological, microbiological
and hystopatological, in addition to medical prescriptions. This
criterion had already been used by our team in other study [34].
The second criterion was built based on the case definition for
HIV-related diseases established by the WHO [43]. According to
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this criterion, the diagnoses were classified either as definitive or
clinical.

The validation showed that 95% of the OI diagnosis were
confirmed using either criteria. Out of the confirmed diagnosis,
49% were classified as certain using the first criterion, and 56%
were classified as definitive according to second (WHO) criterion.

Although WHO criteria for case definition of HIV-related
discases was applied for the database validation process described
above, the selection of the opportunistic illnesses included in the
incidence analysis were based on those present in the Center for
Disease Control “1993 Revised Classification System for HIV
Infection and Expanded Surveillance Case Definition for AIDS
Among Adolescents and Adults” (CDC, 1993) [8].

Outcome Measures

The outcome of interest was the occurrence of the first OI after
cohort enrollment. Prevalent diagnosis at or up to 30 days of the
date of cohort enrollment were excluded from the incidence rate
calculation.

The opportunistic illnesses included in the analysis were those in
the CDC 1993 definition [8], namely tuberculosis, esophageal
candidiasis, toxoplasmosis cerebral, Preumocystis jirovecti pneumonia
(PCP), herpes simplex virus, cytomegalovirus disease, extrapulmo-
nar cryptococcosis, Kaposi sarcoma, crypstosporidiosis, isosporo-
sis, non tuberculosis mycobacterium disease, disseminated histo-
plasmosis, non Hodgkin lymphoma. We excluded from the
analysis the following opportunistic illnesses: HIV associated
encephalopathy, recurrent bacterial pneumonia, salmonella septi-
cemia and wasting syndrome. The reasons for excluding these
diseases were disease-specific, namely the low number of cases in
the case of salmonella septicemia, the difficultly in establishing a
diagnosis of recurrence in the case of bacterial pneumonia, and the
subjective nature of the diagnosis criteria in the case of HIV
assoclated encephalopathy and wasting syndrome.
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Figure 1. CD4 cell counts of patients under follow-up by calendar period: for each period medians and interquartile ranges are

displayed.
doi:10.1371/journal.pone.0098666.g001
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Figure 2. Use of antiretroviral therapy by calendar period.
doi:10.1371/journal.pone.0098666.9g002

Statistical Methods

Eight calendar periods were defined a priori as follows: 1987—
1990, 1991-1993, 1994-1996, 1997-1999, 2000-2002, 2003
2005, 2006-2008 and 2009-2012. Socio-demographic, behavior-
al, laboratory, clinical features were compared among all included
patients according to date of cohort entry using Kruskal-Wallis test
for continuous variables and Chi-square for categorical variables.

We estimated the incidence rates of the first Ol in each calendar
period. The incidence rate of an OI was defined as the ratio
between the number of cases of a specific illness and the number of
person-years at risk during that period. Person-years at risk were
calculated for each patient as the sum of days at risk by period.
Rates were calculated by 1000 person-years with respective 95%
confidence intervals (CI) using a Poisson regression model. Trends
for overall and specific OI were tested for all OI with frequency
above 40 cases during the study period. Incidence rate ratios as a
function of calendar period were calculated as the ratio between
the incidence rate observed in the most recent period of the study
(2009—2012) and the incidence rate observed in first period of the
study (1987-1990).

Results

From January 1** 1987 to December 31* 2012 a total of 3378
patients met the study criteria and were included in this analysis,
1119 (33%) presented an OI during follow-up. Age at enrollment
increased over the years and male sex predominated in all of the
study periods, with an increase in the proportion of women in the
1994-2002 periods. CD4 cell counts at cohort enrollment have
increased over the years and in the last period of the study over
one third of the patients have CD4 counts at cohort enrollment
higher than 350 cells/mm® (Tablel). Moreover, when analyzing
the median of CD4 counts of all patients under follow-up at each
study period, we noticed that it had progressively increased over
the years, reaching 458 cells/mm? in the latter period of the study
(Figure 1). The use of antiretroviral therapy also increased over the
years, and in the most recent period, almost 80% of the patients
were under cART (Figure 2).

PLOS ONE | www.plosone.org

During the study period, the incidence rates of overall Ols
decreased from 295.4/1000 PY in 1987-1990 to 34.6/1000 PY in
2009-2012, with an incidence rate ratio (IRR) of 0.12 for the
period 2009-2012 compared to 1987-1990, p<<0.001 (Figure 3,
Table 2). Incidence rates for specific Ols have also significantly
decreased over the years (Table 2). Tuberculosis, esophageal
candidiasis, cerebral toxoplasmosis and PCP had the highest
incidence rates during the study period.

Tuberculosis was the most incident OI, except for the first study
period (1987-1990). An incidence rate over 80.8/1000 PY was
observed in 1991-1993, and since then the rates have decreased
with an IRR of 0.22 (2012-2009 vs. 1987-1990, p<<0.001)
(Figure 3, Table 2). PCP incidence rate was 87.2/1000 PY in
1987-1990, and after that showed the steepest decline over the
years, reaching an IRR of 0.03 (2012-2009 »s. 19871990, p<
0.001) (Figure 3, Table 2). Cerebral toxoplasmosis was the third
most incident OI in 1987-1990 (incidence rate of 43.6/1000 PY),
experienced over the years a significant decrease in its incidence
rates (IRR=0.09, 2012-2009 us. 1987-1990, p<<0.001) and
currently persists as the third most incident OI, with an incidence
rate of 4.0/1000 PY (Figure 3, Table 2). Esophageal candidiasis
was the fourth most incident OI in 1987-1990 with an incidence
rate of 33.9/1000 PY, its incidence decreased over the years
(IRR =0.18, 2012—2009 vs. 1987-1990, p<<0.001), and currently it
1s the second most incident OI (6.1/1000 PY) (Figure 3, Table 2).

Discussion

In this study, we have shown that the incidence rates of OI
decreased over the years, with a trend of reduction that began
even before cART was made universally available in Brazil. These
results are in agreement with those reported from others cohorts
and most likely reflect improvements in the general care of HIV
infected patients in addition to the use of specific OI preventive
measures as well as mono and dual antiretroviral therapy
[21,26,31]. The most incident Ols in our casuistic (tuberculosis,
esophageal candidiasis, cerebral toxoplasmosis and PCP) are also
the most frequent Ols reported in other studies from high-income
and low-income settings [2,4,6].

June 2014 | Volume 9 | Issue 6 | 98666
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Figure 3. Incidence rates (per 1000 persons-years) and confidence interval for overall opportunistic illnesses, tuberculosis,
Pneumocystis jirovecii pneumonia, cerebral toxoplasmosis and esophageal candidiasis by calendar period.

doi:10.1371/journal.pone.0098666.9003

Tuberculosis represents the most incident OI in our cohort,
with an incidence rate that is currently two-fold higher than the
second most incident OI, esophageal candidiasis (12.54/1000 PY
vs. 6.08/1000 PY). The 85% reduction observed in tuberculosis
incidence rate over the years (1991-1993 vs. 2009-2012) is similar
to the incidence rate variation observed in multiple cohorts, in
both high-income and low-income settings [3,6,15,39], and in our
setting it might be a result of overall antiretroviral therapy
expansion. In a recently published meta-analysis, the summary
estimate of the risk reduction associated with the use of cART
across all CD4 counts was 67% (95%CI 61-73) [42]. Randomized
clinical trials such as the Cipra HAITI study and the HPTN 052
also showed a 50% reduction after cART initiation among
individuals with CD4 cell counts higher than 250 cells/mm?® and
350 cells/mm®, respectively [16,41].

PLOS ONE | www.plosone.org

HIV and tuberculosis co-infection is a huge challenge for
countries with high tuberculosis prevalence, as Brazil, and, in these
settings, tuberculosis is still an important cause of severe morbidity
[34] and the main cause of death of HIV infected individuals
[17,22,45]. Unlike others Ols, tuberculosis can occur in a HIV-
infected patient independent of the degree of immunodeficiency
[3] and the risk of developing tuberculosis is 20 to 37 times higher
in HIV infected persons than in those without HIV infection [44].

In our cohort, tuberculosis prophylaxis has been used for HIV
infected patients since 1994 according to national guidelines [28].
In the guidelines, isoniazid prophylaxis is recommended for HIV-
infected patients with positive tuberculin skin test (I'ST) and no
history of previous tuberculosis [12]. Previous studies have already
shown the protective effect of isoniazid prophylaxis on tuberculosis
incidence, independently of cART use [1,14,15], particularly for
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those patients with positive TST [32]. Despite the fact that a meta-
analysis did not find a reduction in tuberculosis incidence in TST
negative patients [1], considering the high risk of false-negative
results (up to 66%) in HIV infected patients [7] and operational
barriers related to T'ST implementation and realization, the WHO
recommends that in resource-constrained settings T'ST should not
be a requirement for initiating isoniazid prophylaxis [44]. Given
that operational barriers and late presentation of HIV-infected
patients (that can be associated to false negative TST results)
prevail in our cohort, it is possible that isoniazid prophylaxis has
been underused, resulting in a high incidence of tuberculosis, even
in the most recent periods. Moreover, a recent study conducted in
several HIV clinics in Rio de Janeiro showed that efforts to
improve coverage of isoniazid prophylaxis to HIV infected
patients by training clinicians in tuberculosis prevention resulted
in a significant decrease in tuberculosis incidence [14]. It is clear
that efforts to properly address the tuberculosis and HIV co-
infection burden in our setting are urgently needed.

Cerebral toxoplasmosis was the third most incident Ol in our
cohort, with and incidence rate that decreased from 43.6/1000 PY
in 1987-1990 to 4.0/1000 PY 2009-2012. Both in pre and post
cART era, cerebral toxoplasmosis incidence rates observed in our
cohort are higher than those observed in other studies both from
high and low-middle income countries [23,35,37,38]. Brazilian
prevalence of Toxoplasma gondii infection is high [13], and
specifically in the HIV-infected population this prevalence can
reach 80% [46]. A significantly lower Toxoplasma seroprevalence
has been estimated in HIV cohorts from high-income settings (11—
16%) [20,24]. It is likely that the elevated incidence rates of
cerebral toxoplasmosis observed in our cohort is a result of the
high burden of toxoplasmosis infection in Brazil.

PCP was the most incident OI in the first period of our study,
with incidence rates comparable to those observed in high-income
cohorts in pre cART era [25,40]. The decreasing trend in the
incidence rate of PCP likely results from the use of chemopro-
phylaxis and antiretroviral therapy. Currently PCP incidence rate
in our cohort is lower than that observed in both in high income
and low-middle income settings in the post cART era

[10,23,25,33,35].
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Esophageal candidiasis incidence rates decreased since the first
period of the study, and remained relatively stable after the 2000—
2002 period. The rates observed in our study pre and post cART
availability are similar to those from high and middle-low income
settings [6,25,35], and as well as its incidence rates stabilization
observed after 2002 [6].

There are limitations and strengths to our study that should be
considered. The clinical database for the cohort is based in chart-
abstracted information and thus subject to errors in the process of
collecting the data from the medical charts. To address this
concern and examine the degree of this limitation, a clinical
database validation and chart review was performed and great
consistence (95%) between the database and original medical
charts was found. Another point worth mentioning is the possible
underestimation of OI events due to seek of care elsewhere.
However, IPEC provides general multidisciplinary care including
mpatient care free of charge with an emergency entrance available
and, as such, the likelihood that they resort to IPEC in case of
illness is high thus minimizing this potential bias.
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unacceptable frequency. Tuberculosis and HIV co-infection
represent a challenge for the health care professional and policy
makers in places with high tuberculosis burden such as Brazil.
Continued efforts to address the tuberculosis-HIV co-infection
remain highly relevant and needed. We found that cerebral
toxoplasmosis incidence in our setting was higher than that of
other settings suggesting that the baseline burden of tropical
infectious diseases in a particular place influences the incidence of
the disease among the HIV infected population. Knowledge of the
current burden of infectious diseases among the HIV and non-
HIV infected can help plan control efforts for both populations.
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ABSTRACT (300 words)
Background:

Tuberculosis is one of the leading causes of death from infectious diseases
worldwide, mainly after the human immunodeficiency virus (HIV) epidemics.
Patient with HIV-related illness are more likely to present with severe TB due to
immunosuppression. Very few studies have explored HIV/TB co-infection in
critically ill patients. The goal of this study was to analyze factors associated
with long-term mortality in critically ill patient with HIV-related disease
coinfected with TB.

Methods: We conducted a retrospective study in an infectious disease
reference center in Brazil that included all patient with HIV-related illness
admitted to the ICU with confirmed tuberculosis from March 2007 until June
2012. Clinical and laboratory variables were analyzed based on 6-month
survival.

Results: Forty-four patients with HIV-related iliness with a confirmed diagnosis
of tuberculosis were analyzed. The 6-month mortality was 52% (23 patients).
The median age was 34 [IQR: 19-44.5] years, and there was a predominance
of males (70%). The main causes of admission were respiratory failure (41%),
severe sepsis/septic shock (32%) and comaltorpor (14%). The median time
between AIDS diagnosis and ICU admission was 5 (1-60) months, and 41% of
patients received their HIV infection diagnosis < 30 days before admission. The
median CD4 count was 72 (IQR: 23-136) cells/mm?®. The clinical presentation
was pulmonary tuberculosis in 22 patients (50%) and disseminated TB in 20
patients (45.5%). No aspect of TB diagnosis or treatment was different
between survivors and nonsurvivors. Neurological dysfunction was more
prevalent among nonsurvivors (43% vs. 14%, p=0.04). The nadir CD4 cell
count was the only variable that was independently associated with 6-month
survival (odds ratio 5.7, Cl 95% [1.5-20.8], p<0.01).

Conclusion: In endemic areas, tuberculosis occurs in severely
immunosuppressed patient with HIV-related disease who present with multiple
organ dysfunctions and is associated with a 6-month mortality. We recommend
that TB should be highly considered in critically ill HIV patient with very low
CD4 cell count.
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INTRODUCTION

Tuberculosis remains a global health problem, and the leading causes of death
from infectious diseases worldwide, mainly after the human immunodeficiency
virus (HIV) epidemics. The main population affected by TB mortality is HIV-
positive individuals. Throughout 2014, 1,5 million deaths occurred, of which 0.4
million were among seropositive patients (1).

While we have seen an increase in development of novel diagnostic
tests and antimicrobial agents in recent years, TB prophylaxis and treatment
regimens are frequently missing or incomplete (1).

Fifteen percent of new TB cases in Brazil are among HIV-infected
individuals, which reinforces the recommendation for systematic TB screening
for hospitalized patients with HIV-related disease (2-4). HIV-positive persons
that present advanced immunosuppression more frequently present
hematogenous dissemination of the bacillus and multiorgan involvement, and
are frequently smear-negative, requiring blood cultures and invasive
procedures for diagnosis (5-7) (8).

HIV-TB coinfection accounts for 26.6% of TB mortality rate (1), and the
subgroup of patients that require ICU has an even worse prognosis (4).
Respiratory failure is the most frequent cause of ICU admission of patients with
HIV-related illness, and TB is associated with distinct prevalence according to
the geographic location where the studies are performed (9-11).

Very few studies have explored HIV/TB coinfection in critically ill
patients (9,12). Disseminated presentation of TB, low serum albumin levels,
delayed diagnosis and multilobar lung involvement have been identified as
markers of poor prognosis (8,9,13,14). Additionally, there is uncertainty about
absorption of anti-tuberculostatic medications, and drug interactions with
antiretroviral therapy are still of concern, mainly when rifampicin and protease
inhibitors are prescribed simultaneously (8,10).

The purpose of this study was to identify factors associated with 6-
month mortality of critically ill patients with HIV-related disease, with confirmed

diagnosis of TB in a major referral center for HIV care in Rio de Janeiro, Brazil.
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MATERIALS AND METHODS

Design and setting

This is a retrospective study conducted at the ICU of the National Institute of
Infectious Disease at Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ) in Rio de Janeiro,
Brazil. Our institution has provided care to HIV-positive patients since 1986.
There are currently over 3.300 HIV-positive adult under active follow-up at
Outpatient Clinic. Cohort characteristics have been published elsewhere (15;
16). We admit approximately 60-70 patients with HIV-related disease per year
in the ICU.

Ethics Statement

This study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and
local ethical legislation. The Institutional Review Board (Research Ethics
Committee from National Institute of Infectious Diseases (FIOCRUZ) approved

the study protocol, and informed consent was waived.

Definitions, selection of participants and data collection
Study procedures

All files of patients with HIV-related disease admitted to the ICU who
received TB treatment from March 2007 to June 2012 were retrospectively
reviewed. Only patients with laboratory confirmed tuberculosis were included in
this report. The follow-up for 6-month survival was checked through consulting
electronic data chart of ambulatory and hospital assistance.

Clinical variables related to HIV infection were: cART exposure, time
from HIV diagnosis until ICU admission, nadir CD4 cell count, CD4 cell count
and HIV viral load recorded at ICU admission or collected in the previous three
months prior to hospital admission. Variables for tuberculosis infection were:
clinical presentation of tuberculosis (pulmonary, extra-pulmonary, and
disseminated), clinical specimens that allowed microbiological TB confirmation,
anti-tuberculosis drugs prescribed while staying in the ICU, and Mycobacterium
tuberculosis resistance diagnosed by culture.

The severity of illness was evaluated using the Simplified Acute

Physiological Score (SAPS) Il and Sequential Organ Failure Assessment score
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(SOFA). The SAPS Il score assigns points based on age, type of admission
(scheduled surgical, unscheduled surgical, or medical), 12 physiological
variables, and three underlying disease variable (AIDS, metastatic cancer, and
hematologic malignancy); this score expresses the level of acute severity along
with age and the presence of these severe comorbidities in the first 24 hours
after ICU admission (18). The score varies from 0 to 163 points, and the higher
the SAPS Il value, the less is the probability of survival. SOFA score is a semi-
quantitative score of 6 organ dysfunctions, named cardiovascular, respiratory,
neurological, hematological, hepatic and renal dysfunctions (19). It classifies a
range of 6 organ dysfunctions: cardiovascular (hypotension or use of
vasopressors); respiratory (PaO2/FiO2 rate); neurological (Glasgow Coma
Scale); renal (serum creatinine level and/or daily diuresis); hepatic (serum
bilirubin level); and hematological (platelets level). The score goes from 0 to 24
points, and it can be calculated on a daily basis, in order to evaluate the
patient’s improvement or worsening. SOFA also gives qualitative information
about the Multiple Organ Dysfunction Syndrome (MODS). For ease of
interpretation, we also evaluated the initial SOFA score (day 1), since one
score higher than 11 points is associated with less than 20% chance of survival
(20). We also evaluated the use of vasoactive drugs, non-invasive and invasive
ventilation support, and hemodialysis. We classified all ICU admission
diagnoses as: respiratory failure; circulatory shock; comal/torpor and
miscellaneous.

Demographic and clinical data were categorized according to the
survival after 6 months. The results were displayed as frequency (percentage),
median values and interquartile range. If a patient had multiple ICU
admissions, only the first was included in this analysis. The ICU team,
infectious disease specialist and family members in accordance with local

practices shared decisions regarding withholding or withdrawal of treatment.

Case definition

Tuberculosis was considered confirmed if the bacteriologic case definition was
met: direct visualization of acid-fast bacilli (Ziehl-Neelsen stain), (“smear
positive”), or a positive culture for Mycobacterium tuberculosis in Lowenstein-

Jensen or liquid medium (MIGT). A histopathological result consistent with
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Tuberculosis in a patient with high clinical suspicion was also considered a
confirmed case. Patients were excluded if central nervous system (CNS)
involvement was highly suggested by CT scan and/or CNS fluid exams, since
CNS tuberculosis infection carries a much higher mortality per si, and could
overscore on CGS (21). Besides the high mortality rate it could distort the
analysis of the group, and therefore it should be analyzed separately.

Combined antiretroviral treatment (CART) exposure before ICU entry
meant any cART use regardless of adherence to the treatment. We defined
cART as administration of three antiretroviral drugs belonging to at least two
classes (i.e., nucleoside reverse-transcriptase inhibitor, non-nucleoside
reverse-transcriptase inhibitor, protease inhibitor, integrase inhibitor).

In our population, we had two scenarios of the administration of TB
drugs while in the ICU, according to the hemodynamic status. First, TB drugs
were delivered intravenously when patients needed infusion of vasoactive
drugs; fluoroquinolones and aminoglycosides were the drugs of choice. In the
second scenario, TB drugs could be delivered via enteral or oral route, as the
patients were hemodynamically stable.

Disseminated TB was defined when: thoracic X-ray or CT scan showed
a pattern that indicated dissemination; two non-contiguous sites were involved
in accordance with WHO 2013; or Mycobacterium tuberculosis was recovered
from the bloodstream (1).

Drug resistance was defined as resistant to =2 1 drug (17), and
Multidrug-resistant tuberculosis (MDR) defined as TB caused by strains of
Mycobacterium tuberculosis that are resistant to at least isoniazid and

rifampicin (22).

Laboratory procedures
Resistance towards anti-TB drugs was determined by culture methods using

liquid media or Lowenstein-Jensen slants.

Statistical analysis

We analyzed the clinical and laboratory variables according to 6-month
survival after ICU admission using GraphPad Prism version 6.0 for MAC OS X
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) and Epi Info™ version 7.1
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(Centers for Disease Control, Atlanta, GA, USA). The numerical demographic
variables were expressed as the median and the interquartile range (IQ 25%-
75%). All of the numerical variables were tested for normality using the
Kolmogorov-Smirnov test. We compared continuous variables using a t-test
(parametric distribution) and the Mann-Whitney U test (nonparametric
distribution). The categorical variables were compared using the chi-squared
test and Fisher’'s exact test. We performed a logistic regression to analyze
factors associated with 6-month survival, selecting variables with p values
lower than 0.2 in the univariate comparison. A Kaplan-Meier curve was

constructed based on independent factors associated with 6-month survival.

RESULTS

Clinical characteristics of patient with HIV-related illness with
tuberculosis in the ICU

During the 5 years study period, 267 HIV/AIDS patients were admitted to the
ICU and 63 received tuberculostatic treatment. Among these, 49 had
laboratory-confirmed tuberculosis; from these, 4 patients were excluded
because of confirmed TB CNS involvement and 1 patient was transferred to
another hospital. A total of 44 patients with HIV-related disease with confirmed
Tuberculosis were included in the study. All patients were followed up to 6
months after ICU discharge. There was no loss of follow-up of these 44
patients. The ICU mortality was 48% (21 patients), 1 patient died after being
transferred to the hospital ward and 1 patient died within the following 6
months after ICU discharge (figure 1).

The median age was 34 [IQR: 19-44.5] years, with a predominance of
males (70%). The main reasons for ICU admission were respiratory failure
(41%), severe sepsis/septic shock (32%), comaltorpor (14%), and
miscellaneous (13%). The SAPS Il score was 47 (37-55) points, and the SOFA
score on day 1 of the ICU stay was 4 (1-8) points. Mechanical ventilation was
needed in 63% of patients and was less frequent for survivors than
nonsurvivors (48% vs. 78%, p=0.05). Vasoactive drugs were used in 9 (43%)
survivors and 16 (70%) nonsurvivors (p=0.12).

The median time length between HIV-infection diagnoses and ICU
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admission was 5 (IQR 1-60) months; 41% (20) of the patients were diagnosed
with HIV-infection within 30 days of hospital admission. The length of time
between HIV-infection diagnosis and hospital admission was higher in
nonsurvivors (28 [1-72] vs. 1 [1-16] months, p=0.03). The nadir CD4 cell count
was also lower in nonsurvivors than in survivors (23 [14-84] vs. 73 [30-177]
cells/mm®, p=0.04). The median viral load was 113,637 (2.995-365.663)
copies/mm®, and was similar in survivors and nonsurvivors (35,149 [212-
300,184] vs. 169,133 [35,405-419,382] copies/ml, respectively, p=0.13). The
most recent CD4 cell count was 36 [15-80] in nonsurvivors vs. 100 [58-243]
cells/mm?® in survivors (p=0.01); but the information about recent CD4 cell
count is from 7 days after the ICU admission till up to 9 months before ICU
admission, what turns this variable highly heterogeneous and subjected to
misinterpretation. Twenty-five (57%) patients were previously exposed to
cART, and only 4 (9%) presented with undetectable viral load (less than 50
copies/ml). Combined ART was used in 17 (39%) patients while in the ICU,
with no statistical difference in both, hospital mortality (p=0.08) and in 6 months
survival (p=0.35). There was no difference in 6-month mortality between
survivors and nonsurvivors using cART during the first week of ICU stay (38%
vs 17%, p=0.09), or during the 2" week (33% vs 35%, p=0.78).

SOFA score (5 points [2-8] vs. 1 point [0-7], p=0.08), use of
vasopressors (70% vs. 43%, p=0.12) and mechanical ventilation (78% vs.

48%, p=0.05) were also higher in the nonsurvivors group.

Sites and basis for TB diagnosis
Twenty-two pulmonary TB cases (50%) and 20 (50%) disseminated (45.5%)

TB cases were equally distributed between the 2 groups. Extrapulmonary
tuberculosis was diagnosed in only 2 patients (4.5%), both with isolated limph
node tuberculosis (Table 2). Tuberculosis was diagnosed from respiratory
samples in the majority of cases. Thirty-two (73%) patients were presumably
diagnosed through direct visualization of the bacillus using the Ziehl-Neelsen
technique (27 sputum and 5 BAL); the diagnosis was only made through
culture of respiratory specimens in 5 (11%) patients. Bacteremia due to
Mycobacterium tuberculosis was found in 6 (14%) patients. Eleven (25%)

patients required invasive procedures for TB diagnosis, such as organ biopsy.
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TB treatment and Hospital mortality

Twenty-eight patients (64%) initiated TB treatment before ICU
admission. The median time from the beginning of TB treatment to ICU
admission was -5 (-27 to 2 days) in survivors group and -9 (-39 to 0 days) in
the nonsurvivors group (p=0.16). We also tested the beginning of the TB
treatment as categorical data: 57% of the survivors began treatment before the
ICU admission, while 61% of the nonsurvivors received TB drugs before ICU
admission (p=0.77). The main anti-TB drugs prescribed were RMP in 41
patients (93%), PZA in 42 patients (92%), INH in 40 patients (90%), and
ethambutol in 34 patients (72%) (Table 2). Intravenous fluoroquinolones and
aminoglycosides were prescribed additionally as part of the TB treatment in 27
(61%) and 22 (50%) patients, respectively. Hospital mortality was similar in
patients with pulmonary and disseminated TB (54% and 50%, respectively,
p=1.00).

No aspect of TB diagnosis or treatment was different in survivors or
nonsurvivors. We identified resistance to M. tuberculosis in specimen cultures
from 5 (11%) patients: resistance to streptomycin (n=4), isoniazid (n=2), and
rifampin (n=1). Three of these 5 patients were classified as having resistant M.
tuberculosis. From these five patients, only one patient with isolated resistance
to streptomycin survived; the other four patients with a pattern of resistance
died. None of 44 patients included had MDR Mycobacterium tuberculosis

strains.

Organ dysfunction and 6-month outcome

The SOFA score was significantly higher in nonsurvivors on the first day
in the ICU. For this reason, we decided to determine if any of the 6 organ
dysfunctions could be associated with 6-month survival. A univariate analysis
was undertaken for neurological, cardiovascular, respiratory, renal, hepatic and
hematological dysfunctions, and only neurological dysfunction was statistically
different: 10 (43%) nonsurvivors vs. 3 (14%) survivors presented with
neurological dysfunction, p=0.04 (Table 1). Neurological dysfunction was
identified using the Glasgow Coma Scale (GCS) in 13 patients: 9 had a GCS of
13-14 points (somnolence), and 4 patients presented with a GCS of 8-10



O© 0 N O U1 b W N -

W W W W W N N N N DN N N DN DN DN R R = = = R = =
BwWw N RO O 00N Y U WY RO 0 00NN YU W N, O

points (torpor). One patient had seizures, 2 patients had gait disturbances and
1 patient had paresthesia. None had neck stiffness, delirium or intracranial
hypertension. However, it is worth noting that we did not use systematically the
Confusion Assessment Method for the ICU (CAM-ICU) (20), a validated clinical
instrument for detecting brain dysfunction of critically ill patients. Of the 4
patients with a GCS of less than 12 points, all had brain CT scans and 3 had
liquor studies: Three patients were diagnosed with neurotoxoplasmosis and 1
patient had negative results.

The nadir CD4 cell counts lower than 50 cells/mm® was the only
variable that independently associated with 6-month survival (odds ratio 6.96,
[Cl 95% 1.47-32.82], p=0.01). We observed a lower 6-month survival in
patients with nadir CD4 cell counts lower than 50 cells/mm? (log rank test
p=0.006) (Table 3 and Figure 2).

DISCUSSION

In our center, presumed TB accounted for 24% of ICU admission and
two-thirds of these had a confirmed TB diagnosis. Nadir CD4 cell count was
the only independent marker for 6-month mortality among these severely il
HIV-TB patients. Neurological dysfunction was also more frequent in
nonsurvivors, even after the exclusion of those patients with primary TB CNS

involvement.

HIV infection and Critical lliness

Since the beginning of the HIV epidemic, respiratory failure has been
the main reason for ICU admission with the spectrum of etiological agents
changing according to the geographic region and cART access (24-27).
Influenza, pneumococcal vaccination and TB background prevalence also
influence the main causes of respiratory disease in this population (28-31).
Tuberculosis is highly prevalent in Brazil, mainly in Rio de Janeiro, and the HIV
infection epidemic has made TB a common cause of opportunistic infections
responsible for AIDS diagnosis in our population (2,32). Rio de Janeiro has
one of the worst scenarios in regards to the Tuberculosis epidemic in Brazil. In
2012, 10,649 new tuberculosis cases were diagnosed in Rio de Janeiro State,

with an incidence rate of 65.6/100.000 person-years, a rate much higher than

10
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the overall country incidence rate of 35.8/100.000 person-years. The mortality
rate among TB patients from Rio de Janeiro is the second highest in the entire
country, reaching 5.1/100.000 person-years.

Respiratory failure is the main reason for ICU admission among
pulmonary HIV-TB patients (8-10), as we described in our population, even
though 45% of patients present with disseminated tuberculosis. Isolated
extrapulmonary disease was uncommon (5%).

Severe immunosuppression caused by HIV infection is a known risk
factor for tuberculosis (7). As immunosuppression evolves, the TB disease
spectrum changes from its classic pulmonary presentation of unilateral upper
lobe infiltrate to a broad range of nonspecific signs and symptoms related to
hematogenic spread of the bacillus. The myriad of presentations of TB in the
population with HIV-related disease is associated with challenges in
establishing the diagnosis and higher mortality (32). Our high proportion of
disseminated TB (45%) is due to the advanced immunodeficiency status of our
population, with median CD4 cell counts of 72 cells/mm?, which were lower
than previously reported (109 and 112 CD4 ceIIs/mm3) (27,28). CD4 cell count
is thought to be an unreliable predictor of ICU mortality, according to Morris
and colleagues, when compared to other known risk factors, such as
mechanical ventilation, low serum albumin and APACHE Il score (11, 33-36).
However, others authors believe that CD4 cell count does have a correlation
with a poorer prognosis (24, 37-39). Low CD4 counts (<200 cells/mm?®) have
been associated with ICU mortality in HIV patients with TB (40). In the present
study, we found that patients with higher nadir CD4 cell counts were more
likely to be alive 6 months after hospital discharge. This is in accordance with
Nickas and collaborators, which supports the idea that CD4 cell counts at ICU
admission are a better marker of long-term prognosis (41). We preferred nadir
than recent CD4 cell count because it is better marker of prognosis and
disease evolution in HIV infected population (42, 43). However it is important to
notice that we observed a low median CD4 count close to ICU admission (72
cellss/mm?®), which can lowered by concomitant acute infections, mainly TB (44),
but also refers to a very immunocompromised population. As show earlier from
our institution’s cohort, the HIV diagnosis frequently occurs during an

advanced immunodeficiency state, which can be associated with a high

11
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prevalence of tuberculosis (45). Earlier diagnosis is fundamental to diminish
the complications of the advanced immunodeficiency.

Delivering cART in critically ill patients is still controversial. The limited
availability of intravenous medications, potential drug-to-drug interactions,
erratic gastrointestinal absorption and the risk of unmasking infections and
IRIS are considerations in the setting of critically ill patient with HIV-related
disease (36, 37, 52). The administration of cART did not influence short- or
long-term survival in our study, but we cannot conclude that cART
administration in the ICU is not beneficial. It was not possible to assure
adherence of all patients taking cART, which is fundamental to the success of
the treatment. In the present study, we did not find IRIS criteria in any case,

nor did we find any severe adverse reactions attributed to cART.

Characteristics of Tuberculosis Infection

The recovery of M. tuberculosis from blood cultures is suggestive of
disseminated TB, and we found bacteremia in 23% of patients. This is a
common etiologic agent of sepsis in population with HIV-related disease, as
observed in two published works by our group and other groups (11, 28, 42-
47). Research suggests that patients with disseminated and extra-pulmonary
forms of tuberculosis may represent a special group that may be associated
with worse outcomes, including greater risk for the tuberculosis immune
reconstitution inflammatory syndrome (49). TB treatment in the acute phase of
critically ill patients can often be suboptimal (50,51) because first line drugs are
only available in oral formulations. One could suppose that intravenous
treatment could improve outcomes (fluoroquinolones and aminoglycosides).
However, in this case series, we found a high proportion of critically ill patients
using rifampin, isoniazide and pyrazinamide, and half of our patients received
intravenous quinolones and/or aminoglycosides as the first treatment for TB

with no difference in 6-month survival.

Risk factors for long-term mortality

The 6-month mortality observed in our study was high (52%), but lower
than reported from other retrospective studies involving patients with TB
admitted to the ICU (hospital mortality 22-67%) (10, 40, 53). Another

12
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interesting point was that the disseminated form of TB had a similar mortality to
pulmonary presentation (45% and 50%, respectively). This may be different
from another study, which enrolled 46 HIV-TB patients, including suspected
cases of TB, although we included only confirmed cases (10). Finally,
improvements in the care of critically ill patients, such as implementation of
protective ventilator strategies with low tidal volume, conservative fluid strategy
for Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS), and early sepsis goals, have
added benefits and have recently had an impact on lower mortality rates (27,
33, 53).

This study highlights neurological dysfunction as being an important
marker for mortality among critically ill HIV-TB patients. These findings cannot
be attributed to encephalitis or meningitis that is primarily caused by TB. We
excluded CNS involvement (encephalitis or meningitis), which carries a poorer
prognosis (55, 56). All patients with GCS < 11 had a lumbar puncture
performed. The majority of our neurological findings were mild; most of them
were classified as torpor. As shown previously, low GCS at admission can be a
reliable predictor of ICU mortality (34, 57). In our analysis, neither SOFA nor
SAPS Il was able to predict survival. Another 2 studies have found correlation
between higher SAPS |l and ICU mortality (34, 50). Zahar et al investigated
laboratory-confirmed tuberculosis cases, 38% were patients with HIV-related,
all with respiratory failure, and the majority with a pulmonary presentation;
higher SAPS Il (approximately 45 points) and the presence of more than 1
organ failure were significantly associated with mortality (50). Meybeck et al
showed that SAPS Il was significantly higher in nonsurvivors (approximately 55
points) with an odds ratio of 1.05 per point (34). The SAPS Il score was similar
between 6-month survivors and nonsurvivors in our study, while SOFA scores
on the day of ICU admission trended towards being higher in nonsurvivors
(p=0.08).

Limitations of the study

We realize that our study has several limitations. First, it is a retrospective
single-center study conducted in a specialized infectious disease hospital, and
these findings cannot be extrapolated to other centers. The fact that we did not

find IRIS in our population may due to the retrospective nature of the study

13
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since we did not have clear definitions since the beginning of our cohort. The
limited number of patients (44 patients) is another limitation of our study since
we are exploring a very specific population. However, the results here
presented should increase awareness to important factors that may contribute
to a better management of HIV-TB patients in the ICU, and for pointing to
future researches. Regarding the neurological findings, due to its retrospective
nature, we were not able to detect broader neurological involvement, such as
delirium and intracranial hypertension (57). Delirium screening using the CAM-

ICU assessment is not a routine practice at our institution.

CONCLUSIONS

The coinfection HIV-TB presents poor prognosis when critical illness occurs,
particularly when the previous CD4 cell count is lower than 50 cells/mm?.
Clinicians may have to begin TB treatment in suspected cases in endemic
areas before microbiological confirmation when HIV-TB patients are admitted
to the ICU. Neurological dysfunction may be associated with poor survival,

even without primary CNS involvement.
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1 TABLES
2 Table 1 — Characteristics critically ill patients with HIV-related disease and
3 tuberculosis (laboratory-confirmed) diagnosis, including the prevalence of organ
4  dysfunctions on ICU admission (N=44). Comparison between survivors and
5 nonsurvivors for 6-month mortality. Results were expressed as the median and
6 the interquartile interval
HIV/AIDS and
Tuberculosis Survivors Non-survivors
(N=44) (N=21) (N=23) p value
Age (years) 34 (19.25- 32(27-425) 36(30-46) 0.15
44.5)
Gender (male) 31 (70%) 14 (67%) 17 (74%) 0.74
Nadir CD4? 54 (17-96) 73 (30-177) 23(14-84) 0.04
Viral load (x 10° copies/mm3)b 113,637 (2,99!35,149 (212.3 - 169,133 (35,40¢ 0.13
— 365,663) 300,184) —419,382)
Length of time since HIV  5(1-60) 1(1-16) 28 (1-72) 0.03
diagnosis (months)
CART use while in the ICU 17 (38.6%) 10 (48%) 7 (30%) 0.35
Mechanical ventilation use on 21 (48%) 8 (42%) 13 (52%) 0.56
ICU day 1
Vasoactive drug use on ICU da 12 (26%) 5 (24%) 7 (27%) 0.99
1
SAPS Il score (points) 47 (37 -55) 48 (37 -57) 46 (38 - 54) 0.27
SOFA score on day 1 (points) 4(1-8) 1(0-7) 5 (2- 8) 0.08
Organ Dysfunctions
Cardiovascular 18 (41%) 7 (33.3%) 11 (48%) 0.37
Respiratory 15 (34%) 5 (24%) 10 (43%) 0.21
Renal 14 (32%) 5 (24%) 9 (39%) 0.34
Neurological 13 (29%) 3 (14%) 10 (43%) 0.04
Hepatic 9 (20%) 5 (24%) 4 (17%) 0.71
Hematological 9 (20%) 3 (14%) 6 (26%) 0.46

7 2 data available for 39 patients
8  "data available for 35 patients
9

23



O© O NOULH W

10
11
12
13
14
15
16
17

Table 2 — Characteristics of tuberculosis among critically ill patients with HIV-

related disease

TB Disease presentation

Pulmonary TB 22 (50%)
Disseminated® 20 (45.5%)
Extra-pulmonary TB® 2 (4.5%)
Method of TB diagnosis®
Sputum and induced sputum smear-positive 27
Smear-positive bronchoalveolar lavage (BAL)
Respiratory culture positive for smear negative sputum
Blood culture positive
Biopsy with acid-fast bacillus and/or histopathological 11
findings consistent with TB
Tuberculosis treatment N (%)
Rifampicin 41 (93%)
Isoniazide 40(90%)
Pyrazinamide 42 (92%)
Ethambutol 34 (72%)
Fluoroquinolones 27 (61%)
Aminoglycosides 22 (50%)

a - Disseminated tuberculosis refers to hematogenously spread of the bacillus
(Mycobacterium tuberculosis recovered from blood specimen and multi-organ

involvement).
b - Organ involvement other than the respiratory tract and lung.

¢ - A few patients had Mycobacterium tuberculosis recovered from more than one site.
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Table 3 — Multivariate analysis for 6-month mortality of critically ill with HIV-

related disease with tuberculosis.

Variable Odds ratio for 6- p value

month mortality

Age (years) 1.06 [0.97-1.16] 0.18
Respiratory dysfunction 2.70[0.55-13.38] 0.22
Neurological dysfunction 3.32[0.59-18.47] 0.17
Length of time since HIV diagnosis 1.01 [0.99-1.02] 0.31

Nadir CD4 cell count less than 50 cells/mm?® 7.56 [1.53-37.35] 0.01
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Figure 1 — Flow diagram for study inclusion.

| 267 patients

were admitted in the ICU

I 63 patients use

d TB treatment |

I 49 patients had confirmed microbiological TB |

1 patient transferred to another
hospital

4 patients had confirmed CNS - TB
(TB involving central nervous system - CNS )

| 44 patients were included in the study

21 patients alive at 6 months

23 patients died in 6 months
- 21 died while in the ICU
- 1 patient died after being transferred to the ward
- 1 patient died within 6 months
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Figure 2 - Kaplan-Meier plot of 6-month survival in critically ill patients with
HIV-related disease and tuberculosis, based on having nadir CD4 cell count
less than 50 cells/mm?®. Log-rank test p=0.006
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