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RESUMO

As doengas infecciosas, causadas por patdgenos como bactérias, virus, parasitas e fungos,
representam um desafio para a saude global em termos de morbidade e mortalidade. Neste
contexto, os virus se destacam por sua contribuicdo para o surgimento e ressurgimento de
doencas infecciosas, desencadeando manifestagdes clinicas importantes que variam desde
sindromes febris e respiratérias até, de maneira preocupante, afec¢des do sistema nervoso.
Estas ultimas podem levar a uma série de sintomas, incluindo cefaleia, febre, rigidez na
nuca, alteracdes sensoriais, fraqueza muscular e disfungdes cognitivas. Portanto, o objetivo
foi examinar o liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com manifestacdo neuroldgica
durante a pandemia de COVID-19 em uma unidade de saude terciaria de saide em Manaus.
Este estudo observacional descritivo utilizou a reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (QPCR) para analisar amostras de LCR de pacientes apresentando manifestacao
neurologica durante a pandemia de COVID-19, no periodo de marco de 2020 e julho de
2022. Além de pesquisar o RNA do SARS-CoV-2 no LCR, foi conduzida a adaptagdo de um
painel de diagndstico para investigar outros virus com capacidade de causar infecgdes no
sistema nervoso, incluindo dengue, Zika, Chikungunya, Virus Oeste do Nilo, Enterovirus,
Herpesvirus, SARS-CoV-2 e JCV. Os resultados revelaram evidéncias de infeccdo viral em
35 pacientes (16,9%) com manifestacao neuroldgica, destacando os virus da familia
herpesviridae em 28 casos (80%) e os poliomavirus em 5 casos (14,2%), além de 5
coinfeccoes (14,2%). A analise de biomarcadores como neopterina, neurofilamento de
cadeia leve e proteina tau total, forneceu insights sobre as neuroinfec¢des. Esse estudo
ressalta a importéncia da vigilancia neurologica laboratorial para identificar e tratar
precocemente infecgdes virais que afetam o sistema nervoso, incluindo aquelas que podem
ocorrer em meio a uma pandemia como a da COVID-19. Os achados tém implicagdes
significativas para o diagndstico diferencial, manejo clinico e desenvolvimento de
estratégias terapéuticas para pacientes com manifestacdes neuroldgicas de origem

infecciosa.

Palavras-Chave: Sistema Nervoso, Liquido cefalorraquidiano, infecgao viral, painel viral, diagndstico

molecular



ABSTRACT
Infectious diseases, caused by pathogens such as bacteria, viruses, parasites, and
fungi, represent a significant challenge to global health in terms of morbidity and
mortality. In this context, viruses stand out for their contribution to the emergence
and resurgence of infectious diseases, triggering important clinical manifestations
ranging from febrile and respiratory syndromes to, more concerningly, nervous
system disorders. The latter can lead to a series of symptoms, including headache,
fever, neck stiffness, sensory alterations, muscle weakness, and cognitive
dysfunctions. Therefore, the objective was to examine the cerebrospinal fluid (CSF)
of patients with neurological manifestations during the COVID-19 pandemic in a
tertiary healthcare unit in Manaus. This descriptive observational study employed
real-time polymerase chain reaction (QPCR) to analyze cerebrospinal fluid (CSF)
samples from patients who presented neurological manifestations during the
COVID-19 pandemic, from March 2020 to July 2022. In addition to screening for
SARS-CoV-2 RNA in the CSF, a diagnostic panel was adapted to investigate other
viruses capable of causing nervous system infections, including dengue, Zika,
Chikungunya, West Nile virus, Enterovirus, Herpesvirus, SARS-CoV-2 and JCV. The
results revealed evidence of viral infection in 35 patients (16.9%) with neurological
manifestations, with viruses of the Herpesviridae family predominating in 28 cases
(80%), polyomaviruses in 5 cases (14.2%), and 5 coinfections (14.2%). Analysis of
biomarkers such as neopterin, light chain neurofilament and total tau protein,
provided insights into neuroinfections. This work underscores the importance of
laboratory neurological surveillance in identifying and treating viral infections
affecting the nervous system early, including those that may occur during a
pandemic such as COVID-19. The findings have significant implications for
differential diagnosis, clinical management, and the development of therapeutic

strategies for patients with neurological manifestations of infectious origin.

Keywords: Nervous system, Cerebrospinal fluid, viral infection, viral panel, molecular

diagnosis
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INTRODUCAO

As doencas infecciosas representam uma das principais causas de
morbidade e mortalidade global, sendo desencadeadas por microrganismos
patogénicos, como bactérias, virus, parasitas e fungos (MS, 2019). Entre esses, os
virus emergem como um desafio crescente para a saude publica mundial,
responsaveis por diversas doengas infecciosas emergentes e reemergentes
(CARMO, 2020).

As infecgdes por esses patdégenos podem variar de sindromes febris a
doencas respiratorias agudas. No entanto, as neuroinfecgdes, que afetam o sistema
nervoso central (SNC), podem resultar em uma gama de sintomas neuroldgicos,
como cefaleia, febre, rigidez na nuca, alteragcdes sensoriais, fraqueza muscular e
disfungdes autondmicas e cognitivas (DONG et al.,, 2017). Destacam-se como
agentes neurotropicos os arbovirus, HIV, herpesvirus e enterovirus (CARNEIRO et
al., 2022; NUNES, 2018).

Recentemente, o0 mundo enfrentou a pandemia do novo coronavirus,
pertencente a familia Coronaviridae e denominado SARS-CoV-2, causador da
sindrome respiratoria aguda grave 2 (COVID-19). Essa pandemia teve diversos
impactos politicos, sociais, econémicos e afetou os sistemas de saude globalmente
(HELBOK et al., 2020). Até primeiro de setembro de 2023, foram registrados mais
de 770.437.327 milhdes de casos confirmados e aproximadamente 6.956.900 mil
mortes, conforme dados do ministério da saude. No Amazonas, a COVID-19
resultou em mais de 14.477 obitos (FVS-AM, 2023).

A literatura atual destaca evidéncias de que o SARS-CoV-2 pode afetar o
SNC e o sistema nervoso periférico (SNP), provocando uma variedade de sintomas
neuropsiquiatricos, e/ou neurologicos (CAROD ARTAL, 2021; CRUNFLI et al., 2022).
As manifestagcdes neurolégicas em pandemias tém consequéncias a curto e longo
prazo frequentemente subestimadas. Apesar dos avangos no tratamento de
doencas infecciosas, o envolvimento do SNC continua sendo desafiador, com até
30% dos pacientes em centros terciarios de paises desenvolvidos sem diagnéstico
etiolégico para infecgdes do SNC (LAHIRI; ARDILA, 2020; TSIVGOULIS et al., 2020).



19

Durante a epidemia de 2015-2017 no Brasil, a infeccao pelo zika virus
relacionou-se a casos de microcefalia durante a gestagao, resultando em anomalias
congénitas e alteragcbes neuropsicomotoras. Além disso, identificou-se uma
associagao temporal entre a infeccao prévia pelo zika virus e a Sindrome de Guillain-
Barré (LIMA; BACHUR; ARAGAO, 2019; MALTA et al., 2017; MEHTA et al., 2018).

Populagcbes em areas endémicas desses virus enfrentam riscos constantes
de infecgao, acarretando prejuizos socioeconémicos associados a morbidade. O
envolvimento neurolégico com risco de vida requer avaliagdo com base em
caracteristicas clinicas/neurorradiologicas, tipo e gravidade do envolvimento
neurologico, dados laboratoriais, imagens e confirmagao por testes moleculares
(LUNA, 2002; ROMAN et al., 2020).

Devido a diversidade de virus que podem causar doengas no SNC, o
diagnostico diferencial € crucial, sendo o liquido cefalorraquidiano (LCR) um
indicador vital das condigdes do SNC (MAWUNTU et al., 2018). Ensaios laboratoriais
rapidos, sensiveis e especificos desempenham papel fundamental no diagnéstico e
manejo de infecgdes no SNC, contribuindo para a identificacdo e desenvolvimento
de métodos adaptados a cada regidao geografica (ABU-RUMEILEH; LUO, 2023;
GARCIA-MONCO, 2014; HE et al., 2016).

Este estudo visa abordar uma estratégia de vigilancia laboratorial baseada na
observacao de manifestagdes clinicas neurolégicas comuns a diversas doengas,
visando identificar precocemente o0 SARS-CoV-2 e/ou outros agentes, auxiliando na
deteccao de possiveis surtos ou riscos a populacao vindo desta forma contribuir
para a adogao precoce de medidas de controle. Além de identificar doencas ja
conhecidas, a vigilancia das sindromes neuroldgicas febris pode facilitar a
identificacdo de novos agentes relacionados as meningites, encefalites e sindrome

de Guillain-Barré.

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

As neuroinfecgdes sdo infecgcdes que afetam o sistema nervoso central

(SNC) ou sistema nervoso periférico (SNP) que sao classificadas de acordo com
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sua localizagcado anatdmica. As infeccdes do sistema nervoso central sdo condi¢coes
inflamatdrias do cérebro e da medula espinhal, incluindo meningite, encefalite,
mielite e abscessos(JORGACEVSKI; POTOKAR, 2023; VENKATESAN; MURPHY,
2018).

Nao ha restricdes de hospedeiros das neuroinfecgdes virais, entretanto,
criangas até 5 anos de idade e imunocomprometidos compdem o grupo de risco
mais propenso a desenvolver doengas no SNC. Em recém-nascidos e criangas os
sintomas sao inespecificos e iniciam com febre e, ndo indicam de imediato, se tratar

de uma infecgao viral no sistema nervoso central (MARINHO, P. E. S. et al., 2021).

2.1 Sistema Nervoso

O sistema nervoso é composto por 100 bilhées de neurbénios agrupados em
estruturas especializadas que podem ser classificadas em sistema nervoso central

e sistema nervoso periférico constituido por nervos e ganglios (HALL; HALL, 2021).

2.2 Sistema Nervoso Central (SNC)

O SNC esta localizado no interior do cranio (encéfalo) e no canal vertebral
(medula espinhal). O encéfalo é protegido pela caixa craniana e medula espinhal,
pela coluna vertebral. Logo abaixo da protegcao dssea, existe uma segunda linha de
defesa composta por trés membranas, denominadas meninges: a dura-mater,
localizada mais extremamente, a aracnoide e a pia-mater, posicionada mais
internamente. Entre a aracnoide e a pia-mater, encontra-se o liquido

cefalorraquidiano (LCR) ou liquor (GARCIA-MONCO, 2014).
2.3 Sistema Nervoso Periférico (SNP)
O SNP é constituido de nervos cranianos que estao ligados ao encéfalo, e

nervos espinhais, enquanto os espinhais estdo ligados a medula espinal, fibras

nervosas e ganglios que conectam o SNC aos tecidos periféricos. Como esses
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nervos periféricos se estendem para fora das barreiras protetoras do SNC, eles
representam uma fenda potencial na armadura protetora do SNC que pode ser
explorada por infecgdes oportunistas. No entanto, esses nervos sao protegidos da
infeccao por células imunes inatas periféricas e adaptativas. (MCGAVERN; KANG,
2011).

2.4 Liquido Cefalorraquidiano

O Liquido cefalorraquidiano (LCR) ou liquor é um liquido incolor, limpido e
aquoso, que circula o cérebro e a medula espinhal através do espago subaracnodide,
ventriculos cerebrais e o canal central da medula, apresenta peso molecular baixo
e esta em equilibrio osmético com o sangue, sendo constituido de pequenas
concentragbes de proteina, glicose, lactato, enzimas, potassio, magnésio e
concentracgdes relativamente elevadas de cloreto de sédio como demonstrado na
figura 1 (GARCIA-MONCO, 2014).
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Figura 1. Liquido cefalorraquidiano, localizagéo e produgao.
Fonte: Adaptado de Boron, 2015
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E produzido nos plexos coroides dos ventriculos cerebrais e no epitélio
ependimario, sendo que 70% do liquor é derivado de filtragao passiva do sangue e
secregcao através do plexo coroide. Em adultos, cerca de 500ml de LCR sao
produzidos por dia. O tempo médio para renovacao total do LCR é de quatro em
quatro horas, O volume total em adultos varia de 90 ml a 150 ml e, em recém-
nascidos (RN), varia de 10 ml a 60 ml (HALL; HALL, 2021).

O liquor possui diversas fungdes, duas principais fungbes do LCR sao
relacionadas a homeostase: protecao e circulagdo. Ele constitui um eficiente
amortecedor de choques para proteger o encéfalo e a medula espinhal de impactos,
(GIOVANE; LAVENDER, 2018; SHAHAN; CHOI; NIEVES, 2021). Em sua fungao
circulatéria, o liquido distribui substancias nutritivas filtradas do sangue e remove as
impurezas e substancias toxicas produzidas pela célula do encéfalo e da medula.

A coleta da amostra de LCR pode ser realizada por trés vias classicas, sendo
a lombar a mais utilizada na rotina, seguida pela suboccipital e a via ventricular. As
indicagcOes para a pungao podem ser divididas em quatro categorias das principais
doencas: Infecgcdo das meninges, hemorragia subaracnoéidea, malignidade primaria
ou metastatica, e doencgas desmielinizantes (COSTA NETO, 2015; SHAHAN; CHOI;
NIEVES, 2021)

A anélise do LCR é uma importante ferramenta diagndstica para muitas
condi¢cbes que afetam o SNC, especialmente as doengas infecciosas. Apesar da
baixa especificidade, a contagem de leucécitos no LCR, a determinagéo dos niveis
de proteina, glicose e lactato podem ser uteis na diferenciacdo de infeccdes
causadas por diferentes grupos de patdégenos ou malignidade (COSTA NETO,
2015). O exame direto e as culturas podem identificar organismos causadores de
infeccdes bem como suas sensibilidades a antibidticos. Testes adjuvantes como
aglutinacado em latex, diferentes ensaios imunolégicos e reagdes moleculares tém
taxas de sensibilidades e especificidades crescentes (ABU-RUMEILEH; LUO, 2023;
HE et al., 2016).
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2.5 Barreiras Neurais

O sistema nervoso esta protegido por barreiras, das quais podemos destacar
a barreira hematoencefalica , que restringe a permeabilidade de substancias do
sangue para o tecido nervoso; a barreira hematoliquorica, limita a passagem do
sangue para o LCR, e também a barreira encéfalo-liqudrica que restringe a
circulagao do liquor para o tecido nervoso, e a barreira hematorretiniana que atua
contra macromoléculas e proporciona um mecanismo de controle do fluxo de
fluidos e metabdlitos; e barreira hematoneural existente no SNP, que também limita
a interacao entre os nervos periféricos e o sangue circulante como demostrado na

figura 2 (SCHMITT et al., 2017).
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Figura 2: Barreiras Neurais
Fonte: Adaptado de SCHMIT, 2017
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2.6 Barreira Hematoencefalica (BHE)

Essa barreira € composta por vasos sanguineos que regulam estritamente o
movimento de ions, moléculas e células entre o sangue e o cérebro. Essa regulacao
precisa permitir uma fungao neuronal adequada e protege o tecido neural de toxinas
e patégenos (SMITH et al., 2022). E constituida por células endoteliais que ficam
alinhadas com os capilares. Quanto a sua localizagao, pode-se encontra-la no
capilar cerebral, que é formado pelo endotélio e por uma fina lamina basal, possui
juncdes oclusivas que conferem uma barreira com baixa permeabilidade, tendo
importancia fisioldgica e clinica, pois regula a passagem para o tecido nervoso nao
s6 de substancias a serem utilizadas pelos neurbnios, mas também de
medicamentos e particulas téxicas (GARCIA-MONCO, 2014).

2.7 Barreira Hematoliquérica (BHL)

A barreira hematoliquodrica é formada pelo epitélio ependimario, que reveste
os plexos coroides localizado nos ventriculos cerebrais, pelas células imunes e
capilares fenestrados e pela presenca das jungdes de oclusdao que unem as células
proximas a superficie ventricular. As células epiteliais do plexo coroide apresentam
moléculas transportadoras como as Na+/K+ATPase, transportador Na+/NaHC? (co-
transportador eletrogenico) e co-transportador de potassio e cloreto (KCC4). A BHL
exerce uma funcao de manter a homeostase do cérebro, pois permite a passagem
direta de agua, ions, nutrientes para o interior do LCR (SCHMITT et al., 2017).

Embora o sistema nervoso esteja protegido pelas barreiras fisioldgicas que
separam a corrente sanguinea e o cérebro, ha varios patdégenos que sao capazes
de invadir o cérebro, ocasionando uma disfuncdo da BHL, com a perda da
homeostase, sendo considerado o mecanismo de progressao de varias doengas no
SNC (BENZ AND LIEBNER, 2020).
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3. Neuroinfecgoes

As infeccbes do SN sao classificadas de acordo com sua localizagao
anatbmica. A infeccdo das meninges, cérebro e medula espinhal resulta em
meningite, encefalite, abscesso cerebral e mielite, respectivamente. A infecgcao pode
ser limitada a um unico compartimento anatdmico ou pode envolver varios locais
(por exemplo, meningoencefalite e encefalomielite). Com base na duracao, a
infeccao pode ser classificada em aguda, subaguda, crbnica ou recorrente
(SWANSON and, MCGAVERN, 2015).

> Meningite

A meningite € uma inflamagcdo das membranas que recobrem o sistema
nervosos central. Essa inflamagéao pode ser originada por varios agentes sendo os
bacterianos mais prevalentes. A meningite apresenta alta taxa de letalidade e deixa
muitas sequelas nos pacientes que sobrevivem a doencga. Ela se manifesta
genericamente com febre, cefaleia intensa, nduseas e vomitos, rigidez na nuca e
sinais de kerning e Brudzinski (irritagcdo meningea) positivos (FILHO; MOREIRA,
2019).

As caracteristicas epidemiologicas de cada tipo de meningite, e seus
quadros clinicos laboratoriais, variam conforme o agente etiolégico. Sobre esta
doencga deve-se ter em mente que ela apresenta alta letalidade e alto potencial para
lesar os nervos periféricos, assim, a meningite pode deixar sequelas graves se nao
tratada/monitorada de modo eficaz. Para evitar surtos de meningite € importante
manter uma alta cobertura de vacinagao e um sistema de vigilancia epidemioldgica
efetivo (ATTAR et al., 2024; SARAIVA et al., 2015; WHO, 2021).

> Encefalite

A encefalite, um processo inflamatério que afeta o parénquima encefalico

(cérebro, tronco cerebral e cerebelo), representa a manifestagdo mais grave no
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sistema nervoso central. Em grande parte dos casos, a suspeita de encefalite surge
quando sintomas ou sinais de disfuncao neurolégica, como cefaleia, diminuigdo do
nivel de consciéncia, convulsdes, déficits focais, papiledema e alteragdes
comportamentais, surgem abruptamente (24-72 horas). Esses sintomas costumam
se manifestar juntamente com sintomas sistémicos, tais como febre, linfadenopatia,
erupcao cutanea, artralgia, mialgia, sintomas respiratorios, sintomas
gastrointestinais ou historia de exposigao a fatores de risco conhecidos, como
viagens para areas endémicas, mordidas de animais, exposi¢ao a insetos ou
carrapatos (FILHO; MOREIRA, 2019; VENKATESAN; MURPHY, 2018).

Geralmente, o diagndstico de encefalite é confirmado quando manifestam
apresentacao clinica e marcadores substitutos de inflamacao cerebral, como a
presenca pleocitose no LCR ou inflamagcao evidente em exames de imagem,
especialmente se o patdgeno for detectado (DAGRA; LYERLY; LUCKE-WOLD, 2023;
SOLOMON; HART; BEECHING, 2007).

»> Mielite

A mielite caracteriza-se por infeccdes espinhais e paraespinhais sdao um
grupo de doencgas que podem afetar a medula espinhal, corpos vertebrais, discos
intervertebrais e/ou tecidos paraespinhais adjacentes levando ao comprometimento
de tratos longitudinais motores, sensoriais e autonémicos da medula espinhal,
manifesto clinicamente por paraparesia ou tetraparesia (com flacidez e areflexia nas
fases iniciais), disfuncao esfincteriana e perda sensorial em nivel sensitivo. Existem
formas parciais com diferentes combinac¢des sintomaticas em distintas gravidades
(MIYOSHI, 2023).

O diagndstico clinico da afecgcao sedimenta-se através da verificagdo de
alteracao de sinal da medula espinhal acompanhada por realce pelo gadolinio ao
exame de ressonancia magnética e pela presenca de pleocitose liquorica. Infecgdes
por herpes virus, enterovirus e flavivirus sdo consideradas as principais causas
infecciosas das mielites (BRASIL, 2017).
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» Meningoencefalite

O que difere as encefalites das meningites € o comprometimento sensorial
em curto prazo, os quadros variam de breves confusdes mentais ao delirio, torpor
e coma. Quando as infec¢des virais afetam tanto as meninges quanto o cérebro,

nestes casos o quadro € chamado de meningoencefalite (SEJVAR, 2014).

> Encefalomielite

O termo encefalomielite refere-se a inflamagdo no cérebro e na medula
espinhal que resulta da resposta imune a infeccao pelos virus. Em humanos, os
virus mais comumente identificados como causas de encefalomielite viral sao

herpesvirus e enterovirus (GRIFFIN, 2011).

> Sindrome de Guillain Barré

A Sindrome de Guillain Barré (SGB), conhecida como polirradiculoneurite
aguda, é a principal causa global de paralisia flacida generalizada, afetando
principalmente pessoas entre 20 e 40 anos (MANFROI; DALARI, 2022). Geralmente,
0s casos sao esporadicos e caracterizados por uma condigdo autoimune que atinge
a mielina dos nervos periféricos de forma aguda ou subaguda. Cerca de 60% a 70%
dos pacientes desenvolvem a SGB apds uma doenca aguda ocorrida 1 a 3 semanas
antes dos sintomas. Infecgbées como Campylobacter jejuni, citomegalovirus, virus
Epstein Barr e zika sdo comuns desencadeadores, assim como hepatite A, B e C,
influenza e HIV (LIMA; BACHUR; ARAGAO, 2019).
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4. Virus Neurotrépicos

4.1 Herpesvirus

A familia Orthoherpesviridae (antiga Herpesviridae) compreende virus de
DNA dupla fita revestido por um envelope lipidico. Possui importantes agentes que
pertencem a subfamilia Alphaherpesvirinae composta pelos: herpes simplex virus —
1 (HSV-1/HHV-1) herpes simplex virus - 2 (HSV-2/HHV-2); varicela-zoster
(VZVIHHV-3), Gamaherpesvirinae com o epstein barr (EBV-HHV-4),
Betaherpesvirinae com citomegalovirus (CMV/HHV-5), dentre outros (ICTV, 2023).

Os herpesvirus humanos (HHVs) sao responsaveis por diversas doencas
neurolégicas graves que afetam tanto individuos imunocompetentes quanto
imunocomprometidos. Esses virus podem causar disfungdo e danos aos tecidos
neurais, nervos periféricos e ganglios espinhais, seja por meio de infec¢ao direta ou
através de mecanismos imunoldgicos, sdo reconhecidos como causadores de
encefalite, sendo que VZV e HSV-2 também podem causar meningite aguda
(MEYDING-LAMADE; STRANK, 2012). O virus Epstein-Barr (EBV) esta associado a
meningoencefalite e mielite/radiculite, enquanto VZV, CMV, EBV e HSV-2 podem
causar mielite. Além disso, a concomitancia de ventriculite e encefalite € causada
por VZV e CMV, vale ressaltar que individuos imunocomprometidos apresentam
diferentes incidéncias e padrdes de infec¢gdes no sistema nervoso central periférico,
como linfomas ou leucoencefalite mediada por VZV e EBV (CARNEIRO et al, 2022).

4.2 Enterovirus

O género enterovirus (EV) da familia Picornaviridae apresenta 69 sorotipos
que infectam humanos como: poliovirus; coxsackievirus (A1-A24 e B1-B6);
echovirus (1-33); enterovirus (EV68-EV73). Os EVs sdo um dos menores virus
conhecidos, sendo composto por uma fita simples de acido ribonucleico (RNA)
envelopado. A transmissao ocorre por via oral-fecal devida as condi¢cdes precarias
de higiene. Os Evs sdo os principais agentes causadores da encefalite viral aguda

quanto da meningite viral em criangas. A incidéncia de sequelas e a letalidade da
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encefalite viral com etiologia confirmada foram de 7,5% e 0,8%, respectivamente

respondendo por aproximadamente a 80% dos casos (JUNHONG Aij et al, 2017).
4.3 Arbovirus

Em regides endémicas como € o caso do Amazonas, os arbovirus (virus
transmitidos por mosquitos e carrapatos) representam uma ameacga a populagao,
as infecgdes por arbovirus podem resultar em um amplo espectro de sindromes
clinicas, desde doenca febril branda até febres hemorragicas e formas
neuroinvasivas. Tendo como principais virus, os virus das familias Flaviviridae e
Togaviridae, que sao virus do tipo RNA fita simples, de polaridade positiva. Sdo
transmitidos pelo mosquito vetor Aedes aegypti e o A. albopictus (SANTOS et al,
2015).

> Flavivirus

Os virus da familia Flaviviridae, género Orthoflavivirus compreendem 53
espécies, dentre estas destacam-se as espécies relacionadas a casos de
encefalites, meningoencefalite como o virus da Encefalite de Saint-Louis (SLEV),
Virus Oeste do Nilo ou Orthoflavivirus nilense (WNV), Rocio (ROCV), Orthoflavivirus
denguei (DENV 1, 2, 3 e 4) e Orthoflavivirus zikaense (ZIKV) (ICTV, 2023).

> Alphavirus

A familia Togaviridae, composta por 40 membros, inclui o género Alphavirus.
Nesse género, destacam-se os virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV),
Encefalite Equina do Leste (EEEV), Encefalite Equina do Oeste (WEEV),
Chikungunya (CHIKV) e Mayaro (MAY) (ICTV, 2023).

> Bunyaviridae

E uma familia composta por cinco géneros, dentre estes destaca - se o
Orthobunyavirus, que possuem 48 espécies e destas, duas estao relacionadas com
infeccao no sistema nervoso central: o Virus da Encefalite da Califérnia e o

Orthobunyavirus Oropouche (OROV) envolvidos em complicagcdes neuroldgicas em
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pacientes com meningite asséptica e meningoencefalite (BASTOS, M. S. et al., 2014;
NAVECA et al., 2017).

4.4 Erythroviridae

O parvovirus B-19 humano (Erythorvirus) € um virus de DNA fita simples ndo
envelopado da antiga familia (Parvoviridae), € responsavel por um pool de doencga,
desde condi¢des benignas da infancia até a morte fetal, este virus esta associado a
26 manifestagcdes neuroldgicas variadas, tais como encefalite, meningite, acidente
vascular e neuropatia periférica, tanto em pacientes imunodeficientes quanto em

individuos imunocompetentes (FIGUEIREDO et al., 2019; JUN et al., 2017).

4.5 Poliomavirus

A familia Polyomaviridae humano e o género Betapoliomavirus possuem duas
especies de virus. O JC virus que pertence a espécie Betapoliomavirus secuhominis
e foi identificado pela primeira vez em 1965. Este virus foi batizado com dois
primeiros nomes do paciente diagnosticado com uma doenga desmielinizante fatal
do sistema nervoso central, conhecida como leucoencefalopatia multifocal
progressiva (LEMP) (ICTV,2021).

O virus BK, por outro lado, geralmente ndo esta associado com doenca
neurolégica, mas com cistite hemorragica e estenose ureteral em pacientes
imunocomprometidos e pertence a espécie Betapoliomavirus hominis (ICTV, 2021).

A deteccao de DNA de BKV e JCV foi relatada em tecido cerebral de
pacientes imunocompetentes sem doenga neurolégica, como doeng¢a maligna ou
sistémica e no tecido cerebral de pacientes idosos. A detecgdo de DNA de JCV e
especialmente DNA de BKV no LCR desses pacientes adultos imunocompetentes
(idade 28-42 anos) com meningite apoia uma nova associagao desses virus com
doencga neurolégica diferente de PML. A presenca de DNA de poliomavirus no LCR

de pacientes, que pode ser a consequéncia de infecgao primaria ou da idade dos
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pacientes, € mais provavelmente devido a reativagcdo de um virus latente apos
infecgao prévia do SNC.

Estima-se que cerca de 80% da populagao tenha esses virus, geralmente
sendo infectado na infancia de forma assintomatica. Em um sistema imunologico
sadio os poliomavirus ndao oferecem riscos maiores. Contudo, individuos com o
sistema imunolégico comprometido como pessoas convivendo com HIV,
transplantados e imunossuprimidos ha chance de reativagao do virus (AHYE et al,
2020).

5. Rotas de neuroinvasao

Embora a maioria dos virus se replique em tecidos periféricos, alguns
desenvolveram estratégias unicas para se mover para o sistema nervoso, as
principais estratégia usada pelos virus, sao pelas vias:

Hematogénica: Patdgenos presentes na corrente sanguinea podem
atravessar a barreira hematoencefalica e infectar o cérebro ou a medula espinhal
através do mecanismo cavalo de troia.

Migracao direta: Alguns patdgenos podem se mover diretamente dos
tecidos circundantes, como o ouvido médio ou 0s seios paranasais, para o SNC.

Disseminacao neural: Alguns virus, como o herpesvirus, podem se espalhar
ao longo dos nervos periféricos e invadem atraveés das fibras axénicas o SNC.

Trauma ou cirurgia: Lesdes na cabega ou procedimentos cirurgicos podem
fornecer uma rota de entrada para patégenos (DANDO et al., 2014; VAN RIEL;
VERDIJK; KUIKEN, 2015; ZHANG et al., 2021).
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6. Epidemiologia das Neuroinfec¢oes

O estudo Global Burden of Diseases Injuries and Risk Factors (GBD) revela o
impacto significativo de diferentes doengas neurologicas na saude das pessoas.
Entre 1990 e 2016, observou-se um aumento absoluto de 39% no numero de obitos
e de 15% no numero de anos de vida perdidos por incapacidade decorrente dessas
condicdes. As doencgas neuroldgicas foram identificadas como a principal causa de
tais desfechos em 2016. Dentre as 15 principais condigdes neuroldgicas analisadas,
apenas quatro apresentaram redugao nas taxas de mortalidade e incapacidade.
Essas condicdes compreendem as doencas infecciosas, tais como meningite, tétano
e encefalite (FEIGIN et al., 2019).

De acordo com o Disability Adjusted Life Years (DALY) a taxa global para
meningite por idade, apresentou uma redugao importante de -57,23 (Il 95% -64,36,
- 48,55), no periodo de 1990 a 2019. Em 21 paises do GBD, o peso da meningite
também apresentou diferengas importantes. No entanto, na Africa Subssariana a
meningite classificou-se como a terceira doencga entre as 18 doengas neuroldgicas
mais importantes. Em termos de idade, a meningite impactou principalmente o
grupo pos-neonatal e de 1 a 4 anos de idade, ressaltando que ela € uma doenca de
importancia mundial especialmente em criangas menores de cinco anos. Apesar
dos avangos, ainda ha milhdes de casos e mortes por meningite em todo o mundo
(DING et al., 2022). A encefalite, em 2019 resultou em 4.797,41 DALY (taxas de
anos de vida ajustados por incapacidades), compreendendo uma redugao de
54,28%, passando do 9° para 12° lugar, com maior impacto em neonatos e criangas
de 1 a9 anos.

No Brasil, de 2007 a 2020, foram registrados 393.941 casos suspeitos de
meningite, com 265.644 casos confirmados, sendo a meningite viral a mais comum
(121.955 casos), seguida pela bacteriana (87.993 casos). As meningites bacterianas
mais frequentes foram por outras bactérias (40.801 casos), doenga meningocécica
(26.436 casos), meningite pneumocécica (14.132 casos), meningite tuberculosa
(4.916 casos) e por H.influenzae (1.708 casos). Houve também 43.061 casos nao

especificados, 10.464 por outras causas e 2.171 com etiologia desconhecida. A
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introducao da vacina meningocoécica C levou a uma reducao no coeficiente de
incidéncia, caindo de 1,5 caso para 0,4 caso por 100 mil habitantes nos ultimos
quatro anos (2017-2020). Foram registrados 5.581 oObitos, com uma taxa de
letalidade total de 21%, variando entre 20% e 24% durante o periodo analisado
(AGUIAR et al., 2022).

Os registros da doenga no estado do Amazonas reduziram em 16,12% no
primeiro quadrimestre deste ano em comparagao com o mesmo periodo de 2021,
de acordo com dados da Fundagéo de Vigilancia em Saude do Amazonas (FVS,
2021). Em 2021, foram registrados 31 casos, enquanto 2022, foram registrados 26
casos de meningite e 1 caso confirmado de etiologia viral (AGUIAR et al., 2022).

Em relacao as doencas neuroinvasivas por arbovirus a SGB (n=269; 37,6%)
e a encefalite viral aguda (n=171; 23,9%) foram os agravos mais notificados no
periodo de 2017 a 2019. A mielite transversa e a encefalite disseminada aguda
foram notificadas em menor numero, representados por 44 (6,2%) e 11 (1,5%)
casos, respectivamente. Vale ressaltar que categoria “outras” apresentou 220
(30,8%) registros no periodo analisado e o aumento significativo dessas doencgas
nos respectivos anos citados (MS, 2022).

Devido a situagdo da COVID-19, para avaliar os tipos e as frequéncias das
manifestagdes neuroldgicas relatadas associadas a COVID-19, a OMS auxiliou com
uma revisado sistematica e uma meta-analise envolvendo dados de 145.721
pacientes com infec¢gdes agudas por COVID-19 derivados de 350 séries de casos.
A maioria dos pacientes (n = 129.786, 89%) incluidos na revisdo foram
hospitalizados. Um total de 23 sintomas neurolégicos agudos e 14 diagnosticos
neurologicos foram relatados na literatura. Até ¥ (n = 48.059) dos pacientes com
COVID-19 tiveram algum tipo de manifestacao neurolégica, e 1 em 50 desenvolveu
um acidente vascular cerebral. Em pacientes com COVID-19 com idade superior a
60 anos, a manifestagdo neurolégica mais frequente foi confusdo aguda/delirio
(prevaléncia combinada: 34%; IC 95%: 23%-46%) (OPAS/MS, 2021).
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7. Diagnéstico das Neuroinfecgoes

Heinrich Quincke realizou a primeira pungado lombar in vivo em 1891,
marcando um avancgo significativo na busca por um método seguro de remover o
excesso de fluido em uma crianga com hidrocefalia. Utilizando agulha e bisturi,
Quincke conduziu estudos abrangentes, medindo a pressao intracraniana, os niveis
de glicose e proteina, além de realizar analises bacterioldgicas e citoldgicas
(AMARO, 2022). Esse marco impulsionou a analise do liquido cefalorraquidiano
(LCR), tornando-se uma pratica rotineira para diagnésticos de doencgas
neurologicas.

Avancos subsequentes nas técnicas microbiolégicas aprimoraram a analise
do LCR. A descoberta da xantocromia em hemorragias, a identificacao de células
neoplasicas, o teste de Wasserman para sifilis e a eletroforese para gamaglobulinas
em doengas como neurosifilis e esclerose multipla foram fundamentais (QUEIROZ
et al, 2003; AZEVEDO, 2012).

O liquor devido a sua proximidade com as estruturas cerebrais e medulares,
possui um alto potencial diagnostico, sendo um reservatorio de biomarcadores para
doengas neuroldgicas. Ele desempenha papel crucial no diagndstico etiolégico e no
acompanhamento de processos inflamatérios infecciosos ou neoplasicos nos
orgaos relacionados (SBPC/ML, 2020).

Os métodos de teste do LCR nao especificos, como quimica, contagem de
células, coloracdo de Gram e cultura, coexistem com técnicas patogénico-
especificas, incluindo reagdes de anticorpos e deteccdo direta de antigenos ou
acidos nucléicos por PCR. Essas técnicas, embora tradicionais, apresentam
vantagens e limitagdes (KANJILAL et al, 2019; VETTER et al, 2020).

Apesar do isolamento e a cultura de microrganismos indicarem a presenca
de microrganismos viaveis, eles sdo menos sensiveis e demorados. Surge, portanto,
a necessidade urgente de explorar abordagens diagndsticas mais abrangentes,
rapidas e precisas para aprimorar a eficiéncia do diagndstico de infecgcoes do

sistema nervoso.
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7.1Rotina de Analise do Liquor
O processo de analise do liquor passa por setores como
bioquimica/imunoldgica; microbiologia e biologia molecular e segue se um fluxo
para devida investigacao.

A rotina em investigagdo dos processos inflamatorios agudos, crénicos e
infecciosos do SN, sao divididos em varias categorias que, em geral, podem ser
prontamente distinguidas entre si através do liquor, como primeiro passo ao
diagndstico etiolégico. O exame compreende varias etapas:

Aspectos fisicos: cor, turbidez antes e apos centrifugacao.

Analises bioquimicas: acido latico, glicose, proteinas, cloretos.

Citologia: leucécitos, hemacias e diferencial de leucécitos.

Microbiologia: bacterioscopia por Gram, Ziehl, cultura.

Micologia: pesquisa de fungos, tinta da china.

Imunologia: Pesquisa de anticorpos, biomarcadores, citocinas, quimiocinas.
Biologia molecular: Pesquisa de antigenos, deteccdo de acidos nucléicos,

sequenciamento genético.

Analise fisica, Citoldgica e Bioquimica do Liquor

Nas infecgdes virais do SNC o liquor apresenta, geralmente, aspecto limpido.
Na maioria das vezes a contagem celular é inferior a 500 células/mm3, com
predominio linfocitos, embora os polimorfonucleares (neutréfilos) possam
predominar nas primeiras horas da infeccdo. (ERRANTE et al., 2016). Os niveis de
proteinas apresentam-se normais ou ligeiramente aumentados, enquanto a glicose
mantém-se inalterada. Algumas exceg¢des sao observadas em casos de infecgao
pelos herpesvirus 1 e 2, nas quais pode ser verificada a presenga de 50 a 800
células/mm3, podendo chegar a 2.500 células/mm3, além de elevagao nos niveis
proteicos, podendo atingir 100mg/dL, e possivel diminui¢ao da glicose no decorrer
da infecgcao (COSTA NETO, 2015).
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O quadro a seguir resume as caracteristicas normais do liquor e as alteragdes
observadas em determinados estados patologicos de origem infecciosa, com

relacéo aos parametros: aspecto do LCR, cor, analise citologica e bioquimica.

Tabela 1. Caracteristica do Liquor em determinadas patologias

Exames Meningites Meningoencefalia por
laboratorias Bacteriana Tuberculosa Viral Encefalites Meurocisticercose fungos Normal
Limpido ou ligeiramente Limpido ou ligeiramente
Aspecto Turvo turvo(opalescente) Limpido. Limpido. turvo Limpido 2 Limpido 3
Branca-leitosa ou
ligeiramente Incolor ou  |Incolor ou Incolor, cristalino
Cor xantocrdmica Incolor ou dmi pal pal e Incolor Incolor ou opalescente “"dgua de rocha”™
Presenga(fibrina delicada)ou
Coagulo Presenca ou auséncia [auséncia Ausente Ausente Ausente Ausente
Cloretos Diminuidos Diminuidos Normal Normal Normal Normal 45 a 100mg/d|
Glicose Diminuida Diminuida Normal Normal Normal MNormal 15 a 50mg/dl
aumentada |Discretamente Discretamente
Proteinas totais AL d Al d H al d Discr e al d at d
Aumento
PositivalGama- Negativas  |discreto[Gama-
Globulinas globulinas) Positivalalta e gama globulina) |ou Positiva [globulinas Normal Aumento{Gama- globulina) |0 a 5mm
200 a milhares 5.a 500 1a100 1 a 100 (linfocitos ou
Leucdcitos [neutrofilos) 25 a 500 (linfécitos) {linfocitos) |{linfécitos) 1 a 100 (linfécitos) cosindfilos)
VDRL - - - B B -
imunoletroforese-
(CIE) Reagente
Latex Reagente -
Positivaltinta nanquim para a
Positiva para DGN, Negativa Negativa C neoformans ou para
Microcospia BGN,CGP,BGP OU ndo|Negativa Gram {Gram) {Gram) Candida sp Negativa [Gram)
Crescimento em agar |Crescimento em meio de Crescimento em meio
Cultura chocolate lowestein-jansen - Sabouraud e Agar sangue

Fonte: Adaptado de MS, 2010.

7.2Diagnéstico Molecular

Com advento da biologia molecular, a descoberta da técnica de reagao em
cadeia da polimerase (PCR) trouxe enormes beneficios e desenvolvimento
cientificos como o sequenciamento de genomas; expressao de genes em sistemas
recombinantes; o estudo da genética molecular; a determinacdo rapida de
paternidade; e o diagndstico rapido de doengas infecciosas, uma das técnicas de
escolha para diagnostico de infecgdes do SN, alternativa importante devido a sua
sensibilidade, especificidade e rapidez, além do processamento da reacdo em
sistema fechado, sem a necessidade do manuseio de produtos pos-amplificagao
(ARCHANJO et al, 2021).



37

Além disso, a possibilidade de monitorar a PCR em tempo real revolucionou
o processo de quantificagao de fragmentos dos acidos nucleicos de maneira precisa
e com maior reprodutividade, porque determina valores durante a fase exponencial
da reacgao, permitindo uma leitura automatizada dos dados obtidos tornando os
resultados mais confiaveis. A PCR em tempo real quantitativa possibilita estimar o
numero de cdpias do alvo de interesse, que pode ser um gene ou um fragmento do
genoma viral, por exemplo (NOVAIS e ALVES, 2004). A maioria dos laboratorios
clinicos ainda nao disponibilizam dessa técnica na rotina de analise clinica por
necessitar de treinamento técnico e de instrumentos sofisticados (OLIVEIRA et al,
2020).

7.3 Biomarcadores

Na pratica clinica hospitalar, os biomarcadores desempenham um papel
crucial no diagndstico, prognéstico e estratificacdo de risco para pacientes com
condic¢des de origem infecciosa (HWANG; HWANG; BUENO, 2018; KERMALI et al.,
2020).

Os biomarcadores sao ferramentas usadas para identificar a presenca ou
auséncia de doencgas, monitorar alteracdes no curso clinico de uma patologia,
interpretar a resposta a uma intervengcdo ou ambiente, prever a resposta ao
tratamento, identificar populagbes com alto risco de progressao, recorréncia ou
eventos clinicos, detectar suscetibilidade ou risco aumentado e determinar a
probabilidade de eventos adversos (CALIFF, 2018).

Os biomarcadores do liquor sdo uteis para determinar as respostas
inflamatdrias do SN a infeccao, seja pela deteccao direta de patdégenos invasores
ou pelas respostas inflamatérias do hospedeiro. Entre eles, a neopterina (um
marcador de ativagao celular, incluindo macréfagos/microglia e astrocitos); proteina
de cadeia leve (NfL), um componente estrutural dos axdnios mielinizados; e a
proteina tau total (T-tau), uma molécula intracelular localizada nos axénios (DI
STEFANO et al, 2020, CHAUMONT et al, 2022).
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A neopterina (TNP) é derivada do trifosfato de guanosina, € uma citocina
biologicamente estavel liberada por mondcitos/macrofagos apds ativagao pelo
interferon — gama (INF-y), sendo considerada um indicador sensivel da ativagao
imune mediada por células, resposta imune antiviral e esta fortemente ligada a
hiperinflamagéo (REIBNNEGER et al, 1989, OZGER et al, 2021). Foi demonstrado
que a neopterina no cérebro € produzida de forma independente, pois ndo ha
correlagao entre as concentragdes de neopterina no plasma e no LCR de pacientes
com doengas imuno-inflamatdrias (FREDRIKSON et al, 1987).

Os neurofilamentos sdo compostos por cinco filamentos intermediarios que
diferem em suas bases e massas moleculares, sendo o maior deles o neurofilamento
de cadeia pesada, seguido em ordem decrescente por peso molecular, cadeia
média, cadeia leve, a-internexina e periferina (ELMERS et al, 2023). Eles contribuem
para o crescimento e estabilidade dos axdnios nos nervos centrais e periféricos,
sendo os principais componentes do citoesqueleto em neurdnios maduros.
Encontrados no citoplasma de neurdnios no SNP/SNC, sdo mais abundantes em
axbnios, e em corpos celulares, dendritos e sinapses, podendo ser liberados de
neurdnios secundarios a dano axonal ou neurodegeneragcao (GAFSON et al, 2020;
FREEDMAN et al, 2024).

A proteina tau € uma molécula intracelular localizada nos axénios e possui
varios sitios de fosforilagao. Responsavel por estabilizar os microtubulos neuronais,
sua regulacédo é feita por meio de fosforilagdo. Individuos normais apresentam
baixos niveis de proteina Tau no liquor, e a quantificagdo concomitante da proteina
Tau total do LCR e do NfL pode ser utilizada para determinar a extensao neuronal
de pacientes com encefalopatias (ABU-RUMEILEH et al., 2023; MATTSSON et al.,
2016).

E crucial implementar a analise dessas substancias em amostras de LCR,
uma vez que a neopterina, neurofilamento e proteina tau sdo marcadores
inflamatdrios expressos em varias células nervosas (células gliais, astrécitos,
micréglia). Ambos os marcadores sdo relevantes para expressar a evolugao e/ou

intensidade de uma doencga neuroinflamatoria de origem infecciosa. Juntos, esses
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biomarcadores ajudam a caracterizar a magnitude, a qualidade e o efeito das

infec¢des virais do sistema nervoso.

7.4 Exames de Imagem

A ressonancia magnética (RM) e a tomografia computadorizada (TC), sdo
importantes para avaliar as alteragdes estruturais do sistema nervoso causadas
pelas doengas neuroinfecciosas. Esses exames podem identificar lesoes,
inflamacodes, abscessos, edema cerebral e outras anormalidades que auxiliam no
diagnostico diferencial e na avaliagdo da gravidade da infecgdo. A ressonancia
magnética, em particular, oferece imagens mais detalhadas e precisas, permitindo

uma melhor visualizagao das estruturas do sistema nervoso central (CBR, 2017).
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8. JUSTIFICATIVA

As infecgdes agudas que afetam o Sistema Nervoso Central (SNC)
representam um desafio significativo para a saude publica global, devido aos altos
indices de morbidade, sequelas neuroldgicas e mortalidade. O estudo Global
Burden of Diseases Injuries and Risk Factors (GBD) revelou um aumento alarmante
de 39% no numero de obitos e 15% nos anos de vida perdidos por incapacidade
decorrente de condi¢des neuroldgicas entre 1990 e 2016. Diante desse cenario, o
diagnostico diferencial torna-se crucial, considerando o numero expressivo de virus
com potencial neurotrépico, incluindo arbovirus, herpesvirus e enterovirus.

Nossa abordagem abrangente, investigando multiplos agentes virais no
liquor, é fundamental para uma compreensao mais completa das neuroinfecgoes. A
inclusdo de pacientes com infeccdo confirmada por SARS-CoV-2 (22,2% da
amostra) permite uma analise unica das manifestagdes neurologicas associadas a
COVID-19, contribuindo significativamente para o entendimento das complicagdes
neurologicas da doencga.

A estratégia de vigilancia laboratorial adotada, baseada na observacao de
manifestagdes clinicas neuroldgicas comuns a diversas doengas, visa identificar
precocemente o SARS-CoV-2 e outros agentes. Esta abordagem pode auxiliar na
deteccgao de possiveis surtos ou riscos a populagao, contribuindo para a adogao
precoce de medidas de controle.

Nosso estudo combina analises clinicas e laboratoriais, oferecendo uma visao
abrangente das neuroinfecgdes. A inclusdo de biomarcadores como neopterina,
proteina de cadeia leve (NfL) e proteina tau total (T-tau) fornece dados valiosos
sobre 0os mecanismos patogénicos e progndsticos. Esses resultados tém o potencial
de contribuir significativamente para o manejo adequado, prognaostico e tratamento
dos pacientes com manifestagdes neurologicas, especialmente no contexto da
pandemia de COVID-19.

Sendo realizado na Fundagado de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira

Dourado, instituicdo de referéncia no Amazonas, o estudo oferece dados
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importantes sobre o perfil epidemiolégico das neuroinfecgdes na regiao amazénica.
Esses resultados podem auxiliar na formulagao de politicas de saude publica mais
eficazes para o manejo e prevengao de neuroinfecgdes, especialmente em cenarios
de emergéncia sanitaria como a pandemia de COVID-19.

Em suma, este estudo se justifica pela sua abordagem abrangente e
multidisciplinar das neuroinfec¢gdes no contexto da pandemia de COVID-19. Seu
potencial para gerar conhecimentos valiosos pode impactar diretamente a pratica
clinica, a vigilancia epidemiolégica e as politicas de saude publica, contribuindo para

uma melhor compreensao e manejo dessas condigdes complexas.
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9. OBJETIVOS
9.1 Objetivo Geral

Monitorar as neuroinfecgées durante a pandemia de COVID-19 em uma unidade

terciaria de saude em Manaus.

Objetivos Especificos:

1- Investigar no liquido cefalorraquidiano os virus SARS-CoV-2, dengue, Zika,
Chikungunya, virus Oeste do Nilo, JCV, enterovirus, Herpesvirus.

2- Descrever os sintomas clinicos e as manifestagdes neurologicas associados aos
agentes detectados.

3- Analisar os casos de COVID-19 com manifestacdo neuroldgica grave versus
moderado.

3- Estudar os biomarcadores, neopterina, neurofilamento e proteina Tau total e sua

relagdo com agentes causadores de manifestagcao neuroldgicas.
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10. METODOLOGIA

Desenho do Estudo

Estudo observacional de coorte retrospectiva para estimar a prevaléncia das
neuroinfecgdes virais em pacientes com manifestagcdes neurolégicas durante a

pandemia de Covid-19.

Local do Estudo

Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD),
instituicdo de saude referéncia no diagndstico e tratamento de doencgas infecciosas
no Amazonas e importante centro de cuidados e tratamento para PVHA, incluindo
a TARV. Um hospital que oferece servigos de internagcao e ambulatorio, e possui um

centro cirurgico com ambulatério de LCR sob coordenacao de neurologistas.

Populacgao e periodo do estudo:

A populagao foi constituida de paciente em qualquer idade de ambos os
sexos, com manifestagcao neurologica do sistema nervoso central ou periférico,
suspeitos ou ndo de Covid-19, apresentando sintomas neurolégicos como rigidez
de nuca, febre, exantema e alteracao do nivel de consciéncia, fraqueza muscular,
atendidos na demanda espontanea da FMT-HVD e outros hospitais da rede do SUS
e que tiverem sido submetidos a pungao lombar no periodo de margo de 2020 a
julho de 2022, conforme os protocolos clinicos ja estabelecidos nas Unidades
Hospitalares, e tiveram as respectivas amostras de LCR encaminhadas para as
analises microbioldgicas e viroldgicas no Laboratorio de Bacteriologia da FMT-HVD.
O presente estudo incluiu uma amostragem nao probabilistica de conveniéncia,
composta por 207 pacientes com sindrome neurolégica aguda de suspeita viral,

(107 homens e 99 mulheres), com idades entre (2 meses e 91 anos).
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Critério de Inclusao:

o Apresentacao de sintomas neuroldgicos (cefaleia, crise convulsiva,
rebaixamento do nivel de consciéncia, entre outros) de suspeita viral;

. Ter ou nao diagndstico confirmado para SARS-COV-2 por RT-gPCR
na secrec¢ao de nasofaringe.

o Amostra de LCR com volume superior a 500ul

Critério de Excluséao:
Amostras de LCR de pacientes com trauma, DVE, DVP;
Infecgbes neurologicas confirmadas para outros agentes infecciosos como

bactérias, fungos e parasitas.

Coleta dos dados

As informagdes relevantes ao estudo, como as variaveis sociodemograficas,
(idade, sexo, género, data de nascimento, local de residéncia, procedéncia
hospitalar). Informagdes clinicas (febre, tosse, vémito, diarreia, odinofagia, anosmia,
disgeusia, astenia, mialgia). Manifestagdes neuroldgicas (cefaleia, rigidez de nuca,
estado alterado de consciéncia, crise convulsiva, paresia, disturbio do movimento,
e neuropatia periférica), foram obtidas a partir do prontuario eletrénico (Sistema
iDoctor) e requisi¢cdes internas. Todas as informacgdes foram gerenciadas em banco
de dados no Software Ressarce Electronic Data Capture (RedCap) versao 12.2.10 —
© 2022 Vanderbilt University.

Coleta e processamento das amostras

As amostras de LCR para andlise diagnéstica foram coletadas de pacientes

que apresentaram algum tipo de manifestacdo neurolégica conforme suspeita

clinica e pelo médico responsavel. Apds coleta, foram encaminhadas para o


https://projectredcap.org/
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laboratério de bacteriologia da FMT-HVD, onde os testes de rotinas bacteriolégica
e diagndstico molecular foram realizados.

Foram avaliados parametros como: Aspecto e/ou cor; Citometria, contagem
de células por mm?; Citologia: observacao do perfil celular (linfécitos e mondcitos)
e polimorfonucleares (neutrofilos segmentados); Coloragao de Gram, Ziehl-Neelsen
e tinta da China (Nankin).

10.1 Diagnéstico Molecular

Extracao de acidos nucleicos:

O Acido Nucléico (RNA/ DNA) das amostras de LCR foi extraido utilizando-
se 200ul de amostra com o Kit (Promega ReliaPrep ™ Viral) seguindo o protocolo

estabelecido pelo fabricante.

Reacao em Cadeira da Polimerase Quantitativa (qQPCR)

Primers e sondas foram utilizados para amplificacdo dos genes especificos
para os alvos Herpes simplex tipo 1 e 2 (HSV-1/2), Epstein-Barr virus (EBV), Varicela
zoster virus (VZV), Citomegalovirus (CMV), John cunningham virus (JCV), de acordo
com os protocolos descrito por WEIDMANN; ARMBRUSTER; HUFERT (2008);
SIDDIQI et. al., (2014); FIGUEIREDO et al., 2017; LIN et. al 2000 E para amplificagao
dos genes especificos para detecgdo dos arbovirus, Dengue virus (DENV 1-4),
chikungunya virus (CHIKV), Zika Virus (ZIKV), West Nile virus (WNV) e Enterovirus
humanos (EV), Parvovirus B19 (PVB19) de acordo com os protocolos descritos por
Johnson et al. (2005); Lanciotti et al. (2007); Lanciotti et al. (2008); Lanciotti et al.
(2000); Oberst et al. (2010).

Para controle interno utilizamos o gene da [_actina e RNase P. Controle
positivo foi utilizado o gblock 1 (fragmentos de iniciadores sintetizados, para os alvos
em questao). Para controle negativo foi utilizado agua livre de Dnase e Rnase.

Para a investigacao do SARS-CoV-2 foi utilizado o ensaio de PCR em tempo

real (QPCR) em amostras de swab nasofaringe e liquido cefalorraquidiano. Utilizando
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o Allplex™ SARS-CoV-2 Assay com deteccgao para os alvos gene E, N, S e RdRP
(SEEGENE, Brazil, MG) seguindo-se as instrugdes do fabricante.

Biomarcadores

Para andlise de biomarcadores de inflamagao e lesdo neuronal, no liquido
cefalorraquidiano foram medidos usando imunoensaio comercial, Human NEFL
(Neurofilament, Light Polypeptide) ELISA kit da Elabscience (USA), resultados
expressos em pg/mL, Neopterin (NRF1) ELISA (IBL International GMBH, Hamburgo,
Alemanha), resultados expressos em nmol/L, Tau (Total) Human ELISA Kit
(Invitrogen, MA, USA), resultados expressos em pg/mL, seguindo as
recomendacdes do fabricante.

Os biomarcadores foram analisados em quatro grupos de pacientes: COVID-
19 grave (n=17), COVID-19 moderado (n=19), controle inflamatério casos de

herpesvirus (n=14) e um grupo controle nao inflamatorio (n=19).

Triagem dos Pacientes para Analises dos Biomarcadores

Os pacientes foram separados de acordo com a Escala de Progressao Clinica
da Organizag¢ao Mundial de Saude (WHO.2020).

Covid grave: os que apresentaram febre alta e persistente, dificuldade ao
respirar, saturagcao de oxigénio <90%, diminui¢ao da forga fisica, hipotensao, letargia
ou reducao do nivel de consciéncia, que precisaram de algum tipo de suporte de
oxigénio e UTI.

Covid moderado: os que apresentaram febre leve ou moderada, tosse seca,
coriza, fadiga, dor de garganta, cefaleia, dor muscular e desconforto respiratério.

Grupo Controle Inflamatério: foi composto pelos casos com herpesvirus
detectado no LCR.

Grupo controle nao inflamatorio: composto pelos casos com parametros
bioquimicos do liquor dentro dos valores normais e presencga de < 5 cels/mm3, sem

agente etiolégico detectado.
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Processamento dos Dados

As variaveis quantitativas e qualitativas foram tabuladas e analisadas pelo
software R (v.2022.07.2). Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo
teste de Shapiro Wilk. O teste exato de Fisher foi aplicado para avaliar se existia
associagao entre as variaveis categoricas das caracteristicas gerais dos pacientes
inclusos no estudo, com p <0,05, seguido do teste de wilcoxon com corregao de
continuidade, determinando se as diferencas, entre as medianas das variaveis sao
verdadeiras, com diferencas estatisticas significativas, com valor de p<0,05.

Os niveis de biomarcadores mediadores de processo inflamatério no liquor
foram analisados através de métodos estatisticos convencionais, utilizando o
software GraphPad Prism (V9.0.1). A normalidade dos dados foi verificada por meio
do teste de Shapiro-Wilk para cada variavel, revelando uma distribuicdo nao-
paramétrica. A comparagao dos valores entre dois grupos foi conduzida pelo teste
de Mann-Whitney, enquanto para a comparagao das variaveis com trés ou mais
grupos, empregou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para
comparagdes multiplas entre os grupos. Em ambos os casos, 0s niveis de

significancia estatisticos foram definidos como p < 0,05.

Aspectos Eticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Fundacdao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado sob o
numero (CAAE 50417521.8.0000.0005) e parecer 5.529.728, seguindo o que esta
disposto na Resolucao 466/2012 (Anexo 1).
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11. RESULTADOS

Durante o periodo do estudo de margo de 2020 a julho de 2022, foram
analisadas 346 amostras de LCR de pacientes com suspeita de infecgao viral no
SNC. Destas, 139 amostras foram excluidas: 62 por falta de dados neuroldgicos, 62
por amostra insuficiente para analises bioquimicas do liquor e 15 por auséncia de
dados clinico. Assim, 207 amostras foram incluidas nas analises do estudo (Figura
3).

346 Amostras de
LCR (2020-2022)

(. A
EXCLUIDOS (139)
II 62 Sem dados neurnligicos I
62 Sam dados Bloquimicas
. I 15 Sem dados clinicos |

L -

58 8% (207/345)
inclusas no estudo

22,296 (46/207)
Diagnosticada com
SARS-CoV-2, pela

secregio de
nasofaringe

'

agentes detectados

|

80% (28/35)
Herpesvirus
20% (TI35)

Poliomavirus

‘ 16,9% (35/207)

Figura 3. Fluxograma de Inclusdo das Amostras
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11.1 Caracteristicas demograficas e clinicas gerais

A idade média dos pacientes foi de 31 anos, variando de 2 meses a 77 anos.
Houve um predominio do sexo feminino, representando 51,7% (107/207) dos casos,
seguido pelo sexo masculino com 47,8% (99/207). A faixa etaria predominante foi
de 26 a 46 anos 37,2% (77/207), seguida de 47 a 65 anos 21,3% (44/207). Quanto
a distribuicdo por zona de residéncia em Manaus (n=132), prevaleceram as zonas
Norte 28% (37/132) e Oeste 21,9% (29/132), seguidas das zonas Sul 18,2% (24/132)
e Leste 15,2% (20/132). Um total de 16,7% das amostras (22/132) eram de

pacientes residentes em outros municipios do Estado do Amazonas, (Tabela 2).

Em relagcao aos sinais e sintomas clinicos, os mais proeminentes foram febre
em 52,9% (109/207) dos casos, seguido por vémito em 24,2% (50/204), dispneia
em 14,5% (30/207) e diarreia em 13,0% (27/207). Outros sintomas observados

incluem: coriza, tosse, nauseas, astenia, cervicalgia, exantema e fadiga, (Grafico 1).

11.2 Caracteristicas gerais das Manifestac6es Neuroldgicas

Com relagdo as caracteristicas gerais das manifestacdes neuroldgicas, as
principais observadas foram: cefaleia em 47,8% (99/207) dos casos, seguida de
alteracdo do estado de alerta em 25,1% (52/207), confusdo mental em 23,7%
(50/207), parestesia em 20,8% (43/207), disturbio do movimento em 12,6% (26/207)
e rigidez de nuca em 12,1% (25/207). Adicionalmente, o grafico 2 revela outras
manifestagcdes neuroldgicas menos frequentes, como: crise convulsiva, paresia,

sonoléncia, agitacao, déficit neuroldgico, disartria, fotofobia, afasia.
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Tabela 2. Dados demograficos, faixa-etaria, zona de residéncia, unidade de
atendimento dos pacientes com manifestacdes neurolégicas durante a pandemia
de COVID-19, Manaus, Amazonas, Brasil, 2020-2022

Caracteristicas Fi (207) Fr (%)
Sexo

Feminino 107 51,7
Masculino 99 47,8
RN 01 0,5
Faixa etaria (anos) N=207

<1 14 6,8
1-4 17 8,2
5-9 9 4,3
10-15 16 7,7
16-25 22 10,6
26-46 77 37,2
47-65 44 21,3
> 66 8 3,9
Zona de Residéncia N=132

Norte 37 28,0
Oeste 29 21,9
Leste 20 15,1
Sul 24 18.2
Outros municipios 22 16,6
Origem N=207

FMT-HVD 89 43,2
Outros Servigos de Saude 118 56,8
Desfecho

Obito 17 8,2
Sem Obito 181 87,4

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

fi: frequéncia absoluta simples; fr: frequéncia relativa
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Grafico 1. Sinais e Sintomas Clinicos dos Pacientes atendidos durante a pandemia
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Grafico 2. Manifestacdes Neuroldgicas dos Pacientes atendidos durante a pandemia
de COVID-19, Manaus, Amazonas, Brasil, 2020-2022

Cefaléia 47.8%
lAteraggo estado de alerta | 25 1%
Confussomental | 237
crise conuisiva [ 23.2%
Paresia [ 20 8%
Distarbio do movimento 2w
Rigidez de nuca 2w
Parestesia _ 72%
Agiaao [N 6 %
Sonoléncia _ 58%
Afasia I 55w
Disartria T ae%
Fotofobia Y
Deficit neurolégico - 29%
Perda de memdria - 1.9%
Irritabilidade [ 1am
Neuropatia periférica . 1%
0 10 20 30 20 50
Freqguéncia Relativa (%)




52

De acordo com a analise geral das neuroinfecgcdes dos 207 pacientes
inclusos no estudo, foram classificadas conforme as manifestagcdes neuroldgicas e
hipétese médica, apresentando a seguinte distribuicdo: Encefalites: 21,7% (45/207)
dos casos; Meningoencefalite: 20,7% (43/207); Meningites: 14,5% (30/207);
Sindrome de Guillain-Barré: 4,4% (9/207). Infecgdes do sistema nervoso central ndo
especificadas: 38,7% (80/207). Esta distribuicdo corresponde com a evidente
complexidade das neuroinfec¢des observadas durante a pandemia de COVID-19,
com destaque para o alto percentual de casos nao especificados, o que sugere a
necessidade de investigagdes mais aprofundadas e protocolos diagnésticos mais

precisos (Grafico 3).

Grafico 3. Distribuicdo das Neuroinfecgbes dos Pacientes atendidos durante a
pandemia de COVID-19, Manaus, Amazonas, Brasil, 2020-2022
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Na investigagdo molecular, foram identificados agentes virais em 16,9%

(35/207) dos pacientes com manifestagao neurologica. A distribuicdo dos agentes

detectados foi a seguinte: Herpesvirus em 80% (28/35) dos casos, subdivididos em:
CMV em 22,9% (8/35), HSV-1 em 14,3% (5/35), HSV-2 em 14,3% (5/35), EBV em
8,6% (3/35), VZV em 8,6% (3/35) e JCV em 17,1% (6/35); Coinfeccdes em 14,2%
(5/35) dos casos, incluindo: VZV/EBV com 11,4% (4/35) e JCV/BK em 2,9% (1/35)

(Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicao dos agentes detectados em pacientes com manifestacao

neurolégica, atendidos durante a pandemia de COVID-19, Manaus, Amazonas,

Brasil, 2020-2022

Agentes detectados N Frequéncia Relativa (%)
Citomegalovirus (CMV) 8 22,9
John Cunningham (JCV) 6 17,1
Herpes Simplex — 1 (HSV-1) 5 14,3
Herpes Simplex -2 (HSV-2) 5 14,3
Epstein- Barr Virus (EBV) 3 8,6
Varicela — Zdéster Virus (VZV) 3 8,6
Co-infecgGes 5 %
VZV/EBV 4 11,4
JCV/BKV 1 2,9
Total 35 --

Fonte: Elaborado pela autora (2024)



54

11.4 Caracteristicas gerais, manifestacées clinicas e neuroldgicas dos

pacientes com agente detectado

A analise das caracteristicas demograficas, comorbidades e desfechos dos
pacientes com herpesvirus e poliomavirus revelou padrbes epidemiolégicos
distintos. Em ambos os grupos, observou-se predominancia do sexo feminino, com
59,3% no grupo de herpesvirus e 85,7% no grupo de poliomavirus sem diferenca
entre os grupos (p=0,502). A distribuicao etaria mostrou-se mais diversificada no
grupo de herpesvirus, com representacdo em multiplas faixas etarias,
concentrando-se principalmente entre 26 e 46 anos (42,8%), enquanto o grupo de
poliomavirus apresentou distribuicdo mais restrita, com maior concentragdo na

mesma faixa etaria (57,1%) (Tabela 4).

Quanto as comorbidades, destaca-se a elevada prevaléncia de HIV, sendo
53,6% nos pacientes com herpesvirus e 100% nos pacientes com poliomavirus.
Quanto a origem dos pacientes, 43,2% foram na Fundacao de Medicina Tropical
Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD).

Os desfechos clinicos demonstraram diferencgas entre os grupos. O grupo de
herpesvirus apresentou taxa de mortalidade de 17,8%, enquanto o grupo de
poliomavirus exibiu uma taxa elevada de 42,9%. O tempo médio de internagao foi
ligeiramente superior no grupo de poliomavirus, com 20 dias, em comparagao com

17 dias no grupo de herpesvirus.

Os achados sugerem que, apesar das semelhangas, os grupos de
herpesvirus e poliomavirus apresentam caracteristicas epidemioldgicas e clinicas
distintas, com particular atencao a alta prevaléncia de HIV e as diferentes taxas de

mortalidade.
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Tabela 4. Caracteristicas demograficas, comorbidades e desfechos dos pacientes

com herpesvirus e poliomavirus detectados, Manaus, Amazonas, Brasil, 2020-2022

Caracteristicas Herpesvirus Poliomavirus P-valor
Sexo 0,502
Feminino 16 (57,2) 6 (85,7) _
Masculino 12(42,8) 1(14,3) _
Faixa etaria (anos) 0,617
0-9 4 (14,3) 0 -
16-25 2(7,1) 2 (28,6) -
26-46 12 (42,8) 4 (57,1) _
47-65 6 (21,4) 1(14,3) -
> 66 4(14,3) -
Zona de Residéncia 0,303
Oeste 6 (26,0) 0 (00) -
Norte 4 (21,4) 0 (00) -
Leste 4 (14,3) 1(20,0) -
Sul 4(14,3) 0 (00) -
Outros municipios 10(35,7) 0 (00) -
Origem 0,312
FMT-HVD 15 (53,6) 7(100) -
Outros Servigos de Saude  13(46,4) 0 -
Comorbidade

HIV 15 (53,6) 7 (100) 1
Hipertensao 3(10,7) 0 1
Diabetes 3(10,7) 0 1
Tempo de Internacao 17 (1-245) 20 (9-131) 0,159
Desfecho 0,204
Obito 5(17,8) 3(42,9) -
Sem Obito 23 (82,2) 4(57,1) _

Fonte: Elaborado pela autora (2024). Significancia do P-valor (0,05)

Nos pacientes com herpesvirus, as principais manifestagdes clinicas foram
febre em 60,7% (17/28), vomito em 39,3% (11/28) e dispneia em 21,4% (6/28). Para
aqueles com poliomavirus, os sintomas relatados incluiram febre em 57,1% (4/7),
voémito em 42,9% (3/7), dispneia em 57,1% (4/7), astenia em 57,1% (4/7) e tosse em
42,9% (3/7) dos casos.
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Manifestacdes neuroldgicas em pacientes com herpesvirus incluiram cefaleia
e alteracao do estado de alerta, ambos presentes em 60,7% (17/28) dos casos, além
de confusdao mental em 50,0% (14/28), crise convulsiva, paresia e rigidez de nuca,
presentes em 17,9% (5/28) dos casos. Nos pacientes com poliomavirus as
manifestagdes neurologicas incluiram: crise convulsiva, parestesia, afasia, disartria
em 28,6% (2/7) dos casos cada. Comparando os sintomas entre os grupos, nao foi
encontrada diferengas para a maioria dos sintomas, com exceg¢ao da parestesia
(p=0,045), que foi significativamente mais presente no grupo de poliomavirus,
sugerindo diferengas nos perfis sintomatoldgicos entre herpesvirus e poliomavirus,

destacando as diferencas das manifestagdes neurologicas virais (Tabela 5).

11.5 Perfil liquérico dos pacientes com agente detectado

A andlise comparativa dos parametros liquéricos entre os grupos de
herpesvirus e poliomavirus revelou algumas diferengas. Na avaliacdo da
celularidade, o grupo de herpesvirus apresentou uma mediana de 155 células/mm?,
com ampla variacao (IQR de 397 células/mm?), enquanto o grupo de poliomavirus
mostrou auséncia de pleocitose (0 células/mm?), com valor de (p=0,00001). Quanto
a glicorraquia, ambos os grupos apresentaram niveis semelhantes, com medianas
de 60 mg/dL para herpesvirus e 59 mg/dL para poliomavirus (p=0,864). Em relagcéao
a proteinorraquia, observou-se um padrao distinto, com o grupo de herpesvirus
apresentando mediana de 104 mg/dL (IQR de 129 mg/dL) e o grupo de poliomavirus
com mediana de 47 mg/dL (IQR de 28,5 mg/dL), demonstrando diferenga entre os
grupos (p=0,0292). Esses achados sugerem uma resposta inflamatéria mais
pronunciada no grupo de herpesvirus, caracterizada por maior celularidade e niveis
proteicos elevados, em contraste com o perfil mais discreto observado no grupo de

poliomavirus (Grafico 4 A, B, C).
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Tabela 5. Frequéncia absoluta e relativa dos sintomas clinicos e neurologicos dos

pacientes com herpesvirus e poliomavirus, detectados durante a pandemia de
COVID-19, Manaus, Amazonas, Brasil, 2020-2022

Sintomas Clinicos* Herpesvirus_(Fi)_(Fr)  Poliomavirus_(Fi)_(Fr) p-valor
Febre 17 (60,7) 4 (57,1) 1
Vomito 11 (39,3) 3 (42,9) 1
Dispneia 6 (21,4) 4 (57,1) 0,160
Astenia 5(17,9) 4 (57,1) 0,100
Tosse 4 (14,3) 3 (42,9) 0,245
Diarreia 5(17,9) 2 (28,6) 0,915
Nauseas 6 (21,4) 1(14,3) 1
Exantema 1(3,6) 0 1
Fadiga 1(3,6) 0 1
Hipotensao 1(3,6) 0 1
Manifestacoes

Neurolégicas*

Cefaleia 17 (60,7) 2 (28,6) 0,270
Alteracao estado de alerta 17 (60,7) 2 (28,6) 0,270
Confusao mental 14 (50,0) 1(14,3) 0,200
Agitagao 5(17,9) 1(14,3) 1
Crise convulsiva 5(17,9) 2 (28,6) 0,915
Paresia 5(17,9) 2 (28,6) 0,915
Rigidez de nuca 5(17,9) 0 0,545
Disturbio do movimento 3(10,7) 1(14,3) 1
Perda de memoria 3 (10,7) 0 0,880
Sonoléncia 3(10,7) 2 (28,6) 1
Afasia 2(7,1) 2 (28,6) 0,352
Déficit neurolégico 2(7,1) 0 1
Disartria 2(7,1) 2 (28,6) 0,352
Fotofobia 2(7,1) 1(14,3) 1
Mialgia 1(3,6) 1(14,3) 0,855
Parestesia 0 2 (28,6) 0,045

Fonte: Elaborado pela autora (2024). fi: frequéncia absoluta simples; fr: frequéncia relativa. * sujeitos
a variagao nas frequéncias absoluta e relativa devido o mesmo paciente apresentar mais de um sinal
e sintoma clinico. P-valor (0,05)
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Grafico 4- A, B, C. Comparacodes entre celularidade, glicorraquia e proteinorraquia
do liquor dos pacientes com herpesvirus e poliomavirus atendidos durante a

pandemia de COVID-19, Manaus, Amazonas, Brasil, 2020-2022
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4B: Comparacao dos Niveis de glicorraquia entre os herpesvirus e poliomavirus
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11.6 Neuro-COVID-19

Os 46 pacientes com Neuro-COVID-19 apresentaram média de idade de 32
anos, com predominancia do sexo feminino em 54,3% (25/46) dos casos. A
comorbidade mais prevalente foi HIV/AIDS, presente em 30,4% (14/46) dos
pacientes. Do total, 21,7% (10/46) foram admitidos na Unidade de Terapia Intensiva
(UTI), com 90% (9/10) necessitando de dispositivos médicos como Intubagao
Orotraqueal (I0T) ou Ventilagdo Mecéanica (VM). O tempo médio de internagao foi
de aproximadamente 17 dias, variando entre 5 e 140 dias. Em relacdo ao desfecho

clinico, 42,9% (9/46) dos pacientes evoluiram para obito (Tabela 6).

Os sintomas clinicos mais frequentemente relatados em pacientes com
COVID-19 foram febre em 58,7% (27/46), seguida por dispneia em 30,4%, coriza
em 28,3% e vOmito em 19,6%. Adicionalmente, 10,9% (5/46) dos pacientes
apresentaram anosmia e disgeusia. Esta descricdo deve ser complementada
destacando a variabilidade dos sintomas, ressaltando que nem todos os pacientes

manifestam os mesmos sinais clinicos (Tabela 7).

As neuroinfecgdes em pacientes com Neuro-COVID-19 apresentaram as
seguintes distribuigdes: 38,85% (17/46) desenvolveram uma sindrome neuroldgica
a esclarecer, sem etiologia definida. Outros diagnosticos incluiram encefalite em
28,26% (13/46), meningoencefalite em 15,21% (7/46), sindrome de Guillain-Barré
em 13,04% (6/46), paraparesia flacida em 4,34% (2/46) e meningite em 2,17%
(1/46). Um aspecto crucial a ser enfatizado € que o RNA do SARS-CoV-2 nao foi

detectado no LCR desses pacientes (Grafico 5).
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Tabela 6. Frequéncia absoluta e relativa das caracteristicas demograficas,
comorbidades e desfechos de 46 pacientes com Neuro-COVID-19, Manaus,
Amazonas, Brasil, 2020-2022

Caracteristicas Fi (46) Fr (%)
Sexo

Feminino 25 54,3
Masculino 21 45,7
Faixa etaria (anos)

<1 1 2,20
1-4 3 6,50
5-9 1 2,20
10-15 4 8,70
16-25 4 8,70
26-46 19 41,3
47-65 13 28,3
> 66 1 2,20
Zona de Residéncia

Oeste 10 31,2
Norte 8 25,0
Sul 7 21,9
Leste 3 9,40
Outros municipios 4 12,5
Origem

FMT-HVD 15 33,3
Outros Servigos de 30 66,7
Saude

Comorbidades

HIV/AIDS 14 30,4
uTl 10 21,7
10T 09 90,0
VM 01 10,0
Permanéncia de 17 [5-140]

hospitalizacao em dias
(M) e Desvio padrao

Desfecho
Obito 9 19,7
Sem 6bito 37 80,3

fi: frequéncia absoluta simples; fr: frequéncia relativa
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Tabela 7. Frequéncia absoluta e relativa dos sintomas clinicos e neuroldgicos de 46
pacientes com Neuro-COVID-19 durante a pandemia de COVID-19, Manaus,
Amazonas, Brasil, 2020-2022

Sintomas Clinicos* Fi (46) Fr (%)
Febre 27 58,7
Dispneia 14 30,4
Coriza 13 28,3
Vomito 9 19,6
Diarreia 8 17,4
Tosse 6 13,0
Disgeusia 5 10,9
Anosmia 5 10,9
Mialgia 4 8,70
Astenia 3 6,50
Cervicalgia 3 6,50
Nauseas 3 6,50
Exantema 2 4,30
Fadiga 2 4,30
Manifestacao Neurolégica*

Cefaleia 23 50,0
Paresia 18 39,1
Alteracao estado de alerta 17 37,0
Crise convulsiva 12 26,1
Confusao mental 10 21,7
Sonoléncia 4 8,70
Parestesia 4 8,70
Rigidez de nuca 3 6,50
Agitagéo 3 6,50
Déficit neurologico 2 4,30
Disartria 2 4,30
Disturbio do movimento 2 4,30
Fotofobia 2 4,30
Afasia 1 2,20

Fonte: Elaborado pela autora (2024). fi: frequéncia absoluta simples; fr: frequéncia relativa. * sujeitos
a variagao nas frequéncias absoluta e relativa devido o mesmo paciente apresentar mais de um sinal
e sintoma clinico
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Grafico 5. Distribuicao das Neuroinfecgdes dos Pacientes com Neuro-COVID-19,

Manaus, Amazonas, Brasil, 2020-2022
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Para as analises, os pacientes diagnosticados com Neuro-COVID-19 foram

divididos em dois grupos: moderado e grave. No grupo Neuro-COVID-19 moderado,

houve uma predominancia de pacientes do sexo feminino, representando 62,5%

dos casos. Em contraste, no grupo Neuro-COVID-19 grave, o sexo masculino foi

mais prevalente, com 52,6% dos casos. Em relacao as comorbidades, o HIV foi a

mais comum, presente em 64,3% dos pacientes do grupo moderado e em 35,7%

do grupo grave. O grupo Neuro-COVID-19 grave apresentou maior tempo de

internagao, com média de 19 dias, e um numero maior de obitos, correspondendo

a 35,7% dos casos (Tabela 8).
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Tabela 8. Caracteristicas demograficas, comorbidades e desfecho dos pacientes
com Neuro-COVID-19 Grave e Moderado, Manaus, Amazonas, Brasil, 2020-2022

Caracteristicas Moderado_Fi_Fr Grave_Fi_Fr P-valor
Sexo 0,395
Feminino 15 (65,2) 8 (34,8)

Masculino 9 (47,4) 10 (52,6)

Comorbidade

HIV 9 (64,3) 5(35,7) 1
Hipertensao 0 1(2,3) 0,428
Diabetes 1(3,3) 1(2,3) 1
Tempo de Internacgao 14 19 0,607
Desfecho 1
Obito 4(20,9) 5(35,7)

Sem Obito 19 (79,1) 13 (72,3)

Fonte: Elaborado pela autora (2024). fi: frequéncia absoluta simples; fr: frequéncia relativa

11.8 Neuro-COVID-19 e Perfil Liquérico

A analise do LCR em pacientes com Neuro-COVID-19 revelou um padrao
predominantemente dentro dos limites normais. No grupo geral, observou-se
celularidade inferior a 5 células/mm?3, proteinorraquia de 45,5 mg/dL e glicorraquia
de 62,5 mg/dL.

Na comparagao entre os grupos Neuro-COVID-19, Herpesvirus (HHV) e
Controle, observaram-se diferencas. O grupo HHV apresentou pleocitose elevada
de 155 células/mm?® e mediana de proteinorraquia de 104 mg/dL, com o (p=0,0001
e p=0,0001, respectivamente). Em contraste, os grupos Neuro-COVID-19 e Controle
apresentaram parametros liquéricos mais moderados. A glicorraquia ndo mostrou
diferencas entre os grupos. (ver Grafico 6 A, B, C). A glicorraquia entre os grupos

nao apresentou diferencas.

Ao subdividir o grupo Neuro-COVID-19 em casos moderados e graves,

identificaram-se variagdes nos parametros liquoricos. A mediana de celularidade foi



65

de 4,5 células/mm?® no grupo moderado e 10 células/mm?® no grupo grave. A
glicorraquia apresentou medianas de 59,5 mg/dL no grupo moderado e 70 mg/dL
no grupo grave. A proteinorraquia mostrou diferenga com o (p=0,0044), com
mediana de 47 mg/dL no grupo moderado e 81 mg/dL no grupo grave (Grafico 7,
A, B, C).

A analise comparativa sugere que, embora o SARS-CoV-2 nao cause
alteragdes liquoricas dramaticas em todos os casos, ha uma tendéncia de maior
comprometimento da barreira hematoencefalica em casos graves. O aumento da
proteinorraquia nos casos graves pode indicar uma resposta inflamatéria mais

intensa e possivel disfungao da barreira hematoencefalica.

Grafico 6- A, B, C. Comparagao entre as concentragées do perfil bioquimico e

Celular do LCR dos pacientes entre os grupos Neuro-COVID-19, HHV e controle.
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6B: Comparacao entre os niveis de glicorraquia por grupos Neuro-COVID-19, HHV e controle
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6C: Comparacao entre os niveis de proteinorraquia por grupos Neuro-COVID-19, HHV e controle

500 —
400 —|
.
S T 300
33
& o
SE
©
g £
33
L2 200
o2
ag
100 —|
e —
0

I I I

Controle COVID-19 HHV

66



67

Grafico 7 A, B, C. Comparagao entre as concentragdes do perfil bioquimico e

Celular do LCR dos pacientes entre os grupos Neuro-COVID-19 grave e moderada

7-A: Comparacéo entre a celularidade por grupo Neuro-COVID-19 grave e moderada
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7B: Comparacao entre os niveis de glicorraquia por grupos Neuro-COVID-19 grave e moderada
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7C: Comparacgao entre os niveis de proteinorraquia por grupos Neuro-COVID-19 grave e moderada
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11.9 Analise de Biomarcadores

A analise de biomarcadores soluveis no LCR de pacientes com Neuro-
COVID-19 e HHV revelou um perfil distinto de alteracdes entre os grupos estudados,
fornecendo insights sobre o impacto neurolégico dessas infecgdes virais.

O NfL, componente estrutural dos axénios mielinizados e marcador sensivel
de dano axonal, apresentou diferenga com niveis elevados nos grupos Neuro-
COVID-19 e HHV em comparagao com o grupo controle (p=0,000313 e p=0,0442,
respectivamente), (Grafico 8).

A neopterina, um marcador de ativagao celular, demonstrou um perfil amplo
de alteragdes em todos os grupos. Os niveis estavam elevados nos grupos Neuro-
COVID-19 e HHV em comparagao com o grupo controle (p=0,00015). Essa elevacao
indica uma forte resposta inflamatoria e ativacao imunolégica no sistema nervoso
central em pacientes com Neuro-CQOVID-19 e infec¢des por herpesvirus. A elevagao

da neopterina foi observada tanto em casos graves quanto moderados de Neuro-
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COVID-19, sugerindo que a neuroinflamacao ocorre em diferentes niveis de
gravidade da doenga.

A proteina T-tau, uma molécula intracelular localizada nos axbnios e
relacionada a estabilizacdo dos microtubulos neuronais, apresentou niveis elevados
nos grupos Neuro-COVID-19 e HHV em comparagcdo com o grupo controle
(p=0,0141 e p=0,0415, respectivamente). Essa elevagao sugere um processo de
lesdo neuronal e possivel neurodegeneragéo em pacientes com Neuro-COVID-19 e
infeccdes por herpesvirus (Grafico 8).

A quantificacdo concomitante de T-tau e NfL pode ser util para determinar a
extensao do dano neuronal em pacientes com encefalopatias associadas a Neuro-
COVID-19 e outras infeccbes virais. A analise desses biomarcadores oferece
insights valiosos sobre os mecanismos patologicos, potencialmente auxiliando no
diagndstico, prognéstico e estratificacdo de risco em pacientes com manifestagdes

neurologicas de origem infecciosa.

Grafico 8. Analise comparativa do perfil de biomarcadores inflamatérios entre os

grupos neuro-Covid-19, HHV e Controle.
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11.10 Biomarcadores e Gravidade na Neuro-COVID-19

A estratificacao dos pacientes com Neuro-COVID-19 por gravidade revelou
um perfil de biomarcadores inflamatérios e de lesdo neuronal, demonstrando

variagdes entre os grupos Neuro-COVID-19 moderado, grave e grupo Controle.

Os niveis de neopterina estavam elevados tanto no grupo Neuro-COVID-19
grave quanto no moderado em relagao ao grupo controle, com valores de p=0,0420
e p=0,0110, respectivamente. No entanto, ndo houve diferenca entre os grupos
grave e moderado, sugerindo que a ativagao imunoldgica no sistema nervoso

central ocorre independentemente da gravidade clinica da doenca.

Os niveis de NfL apresentaram elevagdo nos grupos COVID-19 grave e
moderado em comparagao com o grupo controle, com valores de p=0,0130 e
p=0,0026, respectivamente. Este achado indica que o dano axonal pode ocorrer
mesmo em casos menos graves do Neuro-COVID-19, ressaltando a importancia do

monitoramento neuroldgico independentemente da classificagao inicial da doenga.

A proteina Tau total mostrou-se elevada no grupo Neuro-COVID-19 grave em
relacdo ao grupo controle (p=0,0007) e ao grupo Neuro-COVID-19 moderado
(p=0,0373). Esta observagcdo sugere que o grau de lesdo neuronal pode estar
diretamente relacionado com a gravidade da Neuro-COVID-19, indicando um

potencial marcador de progressao da doenca (Grafico 9).

A analise comparativa dos biomarcadores revela um padrao complexo de
resposta neurolégica a infeccdo por SARS-CoV-2. Embora a neopterina e o NfL
mostrem alteracdes em ambos os grupos (moderada e grave), a proteina tau total

emerge como um marcador potencialmente mais sensivel a gravidade da doenca.
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Grafico 9: Andlises comparativa do perfil de biomarcadores inflamatorios no grupo
COVID-19 grave, COVID-19 moderado e grupo controle ndo inflamatério.
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12. DISCUSSAO

O presente estudo fornece uma analise abrangente das neuroinfec¢des no
contexto da pandemia de COVID-19 na regidao amazonica, examinando liquor de
207 pacientes com sindrome neurolégica aguda de suspeita viral entre marco de
2020 e julho de 2022. A incluséo de 22,2% de pacientes com Neuro-COVID-19
permitiu uma avaliagdo das complicagdes neuroldgicas associadas ao SARS-CoV-
2, contribuindo para o entendimento do neurotropismo do virus. A abordagem
multidisciplinar, combinando analises clinicas laboratoriais, foi importante para o
diagndstico diferencial e manejo adequado das neuroinfecgdes. Os Biomarcadores
como neopterina, neurofilamento de cadeia leve (NfL) e proteina tau total (T-tau)
podem ser uteis para o progndstico dessas condi¢cdes, destacando a importancia
de abordagens abrangentes (DALE et al., 2023; SRIWASTAVA et al., 2021; YAN et
al., 2023).

A regido amazdnica apresenta desafios unicos no controle de neuroinfec¢des
devido a fatores climaticos e geograficos que facilitam a disseminacao de patdogenos
virais e parasitarios. Arboviroses como dengue, Zika e chikungunya sao endemicas,
assim como outras infecgdes neurovirais, incluindo as causadas por Herpes simplex
e pelos enterovirus. A incidéncias dessas doengas é agravada pelo clima tropical
umido, ambiente ideal para a reprodugao de vetores como os mosquitos (DE MELO
et al., 2024; MARINHO, E. P. M. et al., 2023).

Populagbes imunocomprometidas, particularmente aquelas com HIV/AIDS,
estdo em maior risco de desenvolver complicacdes severas associadas a essas
infeccdes, aumentando a carga nos servigos de saude da regidao. A Fundagao de
Medicina Tropical em Manaus desempenha um papel fundamental no tratamento e
diagnostico dessas condicdes (BASTOS, et al., 2012; MOURAO et al., 2015). A
infraestrutura limitada e o isolamento de areas remotas, acessiveis apenas por vias
fluviais, resultam em atrasos no diagnéstico e tratamento, favorecendo a progressao
das doengas infecciosas (BASTOS, et al., 2012; BASTOS, et al., 2014).
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A pandemia de COVID-19 exacerbou esses desafios, mas também
impulsionou avangos nos métodos de diagnostico molecular, essenciais para o
monitoramento de neuroinfecgdes € para 0 manejo de pacientes vulneraveis,
especialmente no caso dos Herpesvirus Humanos (BASTOS, M. S. et al., 2014;
SARAIVA et al.,, 2015). Essas particularidades evidenciam a necessidade de
politicas de saude publica adaptadas para enfrentar os desafios regionais, com

estratégias focadas no aprimoramento do diagndstico e da resposta a surtos locais.

A diversidade de agentes etioldgicos envolvidos nas neuroinfecgdes e a
complexidade do diagnéstico diferencial foram abordadas com a analise do LCR,
onde foram identificados multiplos agentes, incluindo herpesvirus, poliomavirus e
coinfecgdes. A predominancia dos herpesvirus corrobora estudos anteriores que
apontam essa familia viral como causa importante de encefalites virais (CARNEIRO
et al., 2022; COSTA; SATO, 2020). Estes achados reforcam a importancia do
monitoramento de agentes neurotropicos em pacientes imunossuprimidos, como os
coinfectados VZV/EBV e JCV/BK, uma dindmica que pode agravar o quadro clinico
(BARRIONUEVO et al., 2024; LENFANT et al., 2022; SEHRAWAT; KUMAR; ROUSE,
2018).

A detecgdo do poliomavirus, enfatiza a natureza multifatorial das
neuroinfecgdes virais, sendo o poliomavirus associado a casos graves em pacientes
imunocomprometidos (BERGER, 2014). A presenca significativa de HIV/AIDS como
comorbidade sugere uma relagao entre imunossupressao e o desenvolvimento de
complicacdes neuroldgicas severas (ANAND et al.,, 2019; MEYDING-LAMADE;
STRANK, 2012). A deteccado de 7 casos de poliomavirus na coorte destaca a
importancia da inclusdo da deteccdao de DNA do JCV no LCR como parte do
protocolo de investigacao para pacientes com meningite ou encefalite (BEHZAD-
BEHBAHANI et al., 2003; BERGER, 2014).
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O perfil liqudrico e os mecanismos patogénicos observados neste estudo
demonstram importantes orientagdes sobre as manifestagées neurologicas da
COVID-19. A auséncia de RNA viral no LCR corrobora com estudos anteriores
(CAROD ARTAL, 2020; ELLUL et al., 2020) sugerindo que as complicacdes
neurologicas sdo predominantemente mediadas por mecanismos indiretos. O perfil
liquorico dos pacientes com COVID-19 apresentou diferencas significativas em
comparagao com o grupo herpesvirus, caracterizando-se por menor pleocitose e
alteragdes bioquimicas mais discretas, um padrdo consistente com outras
investigacdes recentes (LENG et al., 2023; PORTELA-SANCHEZ et al., 2021).

A diferenga na proteinorraquia entre os grupos Neuro-COVID-19 moderado
e grave (p=0,0044) é intrigante, sugerindo uma possivel ligacdo entre a gravidade
da doenca e o comprometimento da barreira hematoencefalica, sinalizando a
diminuicdo do fluxo liquorico, o que aponta para uma infeccdo ou inflamagao
(COSTA NETO, 2020). Este achado merece investigacdo mais aprofundada para

elucidar os mecanismos subjacentes e suas implicagdes clinicas.

As manifestagcdes neurologicas observado em nossa coorte apresenta
aspectos notaveis. A alta prevaléncia de sindromes neuroldgicas a esclarecer
(38,85%) reflete a complexidade dos mecanismos patogénicos envolvidos e destaca
a necessidade de estudos adicionais (SHEHATA et al., 2021). A incidéncia elevada
de Sindrome de Guillain-Barré (13,04%) em nossa coorte é superior a reportada em
outros estudos (TOSCANO et al., 2020), é particularmente interessante e pode estar
relacionada a presenga de comorbidades como HIV, um aspecto que merece

atencao especial em futuras investigacoes.

Os desfechos clinicos observados sao preocupantes, com uma taxa de
admissao em UTI de 21,7% e necessidade de suporte ventilatério em 90% dos
casos graves, demonstrando a morbidade neurolégica associada a Neuro-COVID-
19 (ISHIYAMA et al., 2021). A mortalidade elevada (19,7%) pode estar relacionada

a complexa interagdo entre COVID-19 e comorbidades preexistentes,
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particularmente HIV/AIDS, conforme também observado em outros estudos
(ASLAM et al., 2022).

Na comparagao entre grupos de gravidade, observamos uma inversao da
predominancia de género entre casos moderados (feminino: 62,5%) e graves
(masculino: 52,6%), alinhando-se com estudos que sugerem maior risco de
evolugao grave em homens (CHOU et al., 2021). O perfil liquorico mais alterado nos
casos graves sugere uma possivel correlacao entre a intensidade da resposta
inflamatdria e a gravidade clinica, como demonstrado em investigagdes recentes

(BONETTO et al., 2022).

As implicagdes para a pratica clinica sao substanciais. A auséncia de RNA
viral no LCR, combinada com alteragdes liquéricas moderadas, sugere que
estratégias terapéuticas focadas em modulagdao imunolégica podem ser mais
apropriadas que antivirais diretos (CAROD ARTAL, 2021). Além disso, o
monitoramento dos parametros liquéricos pode auxiliar na estratificacao de risco e
no manejo clinico, particularmente em pacientes com comorbidades (HAKI et al.,
2021).

A anadlise detalhada do LCR em pacientes com COVID-19 revelou um padrao
distinto quando comparado aos grupos controle e herpesvirus. No grupo geral de
COVID-19, observou-se um perfil liquérico com parametros predominantemente
dentro dos limites normais, com celularidade inferior a 5 células/mm?,
proteinorraquia de 45,5 mg/dL e glicorraquia de 62,5 mg/dL. Estes achados
corroboram estudos anteriores que demonstram que o SARS-CoV-2 pode nao
causar alteragdes significativas no LCR em todos os casos (BENAMEUR et al., 2020;
OLIE et al., 2024).

Por outro lado, o grupo herpesvirus apresentou alteragdes significativas, com
pleocitose marcante de 155 células/mm? e proteinorraquia elevada de 104 mg/dL

(p=0,0001 e p=0,0001, respectivamente). Esta diferenca entre os grupos Neuro-
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COVID-19 e HHV é consistente com a literatura que descreve o neurotropismo
caracteristico dos herpesvirus, que tipicamente causam uma resposta inflamatéria

mais pronunciada no sistema nervoso central (DAVIES, 2005; TYLER, 2004).

A estratificacdo dos pacientes com Neuro-COVID-19 por gravidade revelou
dados importantes. Os casos graves apresentaram uma tendéncia a maiores
alteragdes liquéricas, com celularidade de 10 células/mm? e proteinorraquia de 81
mg/dL, em comparagdo com os casos moderados (4,5 células/mm?® e 47 mg/dL,
respectivamente). Essa diferenga na proteinorraquia (p=0,0044) sugere que a
gravidade da doencga pode estar relacionada a um maior comprometimento da
barreira hematoencefalica (DYCKHOFF-SHEN et al., 2024).

A manutencdo de niveis relativamente normais de glicose no LCR, mesmo
nos casos graves (70 mg/dL), indica que o SARS-CoV-2 pode nao interferir no
metabolismo da glicose no sistema nervoso central, diferentemente de outros
infecgdes neurologicas (CZARNIAK et al., 2023). Este achado é particularmente
relevante para o entendimento da fisiopatologia da doenga no sistema nervoso

central.

A analise de biomarcadores soluveis no liquor de pacientes com Neuro-
COVID-19 e infecgdes por HHV revelou um perfil distinto de alteragdes. Esses
biomarcadores desempenham um papel importante na caracterizacdo da
magnitude, qualidade e efeito das infec¢des virais no SNC, (ALBAYAR et al., 2019;
EDEN; SIMREN; et al., 2021; SRIWASTAVA et al., 2021).

O NfL, um componente estrutural dos axénios mielinizados, € reconhecido
como um marcador sensivel de dano axonal (GAETANI et al., 2019). Nosso estudo
demonstrou niveis elevados de NfL nos grupos Neuro-COVID-19 e HHV em
comparagao com o grupo controle. Essa elevagao sugere que tanto a Neuro-

COVID-19 quanto as infecgdes por herpesvirus podem causar danos axonais no
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sistema nervoso, indicando uma possivel degeneragcao neuronal ou lesao axonal
(EDEN; KANBERG; et al., 2021; ESPINDOLA et al., 2021).

A neopterina, um marcador de ativacdo celular (incluindo
macrofagos/microglia e astrocitos), demonstrou um perfil amplo de alteragbes em
todos os grupos estudados (EDEN et al., 2022). Os niveis estavam significativamente
elevados nos grupos COVID-19 e HHV em comparagao com o grupo controle,
indicando uma forte resposta inflamatoria e ativacdo imunolégica no SNC em
pacientes com essas infecgdes virais (AL-KURAISHY et al., 2021; HAILEMICHAEL
et al., 2021).

A T-tau, uma molécula intracelular localizada nos axénios e relacionada a
estabilizacdo dos microtubulos neuronais, apresentou niveis elevados nos grupos
COVID-19 e HHV em comparagdao com o grupo controle (CHAUVIN et al., 2021).
Essa elevagcao sugere um processo de lesdo neuronal e possivel neurodegeneragao
em pacientes com COVID-19 e infecgdes por herpesvirus (GOEDERT, 2004;
MATTSSON et al., 2016).

Ao estratificar os pacientes com Neuro-COVID-19 de acordo com a
gravidade da doenca (grave e moderada), observamos diferentes padrdes nos

biomarcadores:

Os niveis de neopterina estavam elevados tanto no grupo Neuro-COVID-19
grave quanto no moderado em relacdo ao grupo controle, sem diferenca
significativa entre os grupos de gravidade. Isso sugere que a ativagao imunoldgica
no SNC ocorre independentemente da gravidade clinica da COVID-19 (EDEN;
KANBERG,; et al., 2021).

Os niveis de NfL estavam elevados nos grupos COVID-19 grave e moderado
em comparagao com o grupo controle, indicando que o dano axonal pode ocorrer

mesmo em casos menos graves da doenca (ESPINDOLA et al., 2021).
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A proteina Tau total mostrou-se elevada no grupo COVID-19 grave em
relacédo ao grupo controle e ao grupo COVID-19 moderado. Esse achado sugere
que o grau de lesao neuronal pode estar correlacionado com a gravidade da COVID-
19 (PATERSON et al., 2021; PILOTTO et al., 2021).

Esses resultados sugerem que a quantificagcdo concomitante de T-tau e NfL
pode ser util para determinar a extensdo do dano neuronal em pacientes com
encefalopatias associadas 8 COVID-19 e outras infecgdes virais (EDEN et al., 2022).
Além disso, a analise desses biomarcadores pode contribuir para o diagnostico,
prognostico e estratificacao de risco em pacientes com manifestacdes neurologicas
de origem infecciosa (AL-KURAISHY et al., 2021; HAILEMICHAEL et al., 2021).

Apesar do potencial promissor, a utilizagcdo de biomarcadores no contexto
das neuroinfeccdes apresenta desafios metodoldgicos significativos. A variabilidade
individual, influenciada por fatores como idade, comorbidades e estado
imunologico, pode impactar a interpretacédo dos resultados (MATTSSON et al,,
2016). Além disso, a auséncia de valores de referéncia padronizados para diferentes
contextos clinicos limita a generalizagdo dos achados. A sensibilidade e
especificidade dos biomarcadores NfL, neopterina e proteina tau total podem variar
dependendo do método de dosagem, do tipo de amostra biolégica e do momento
da coleta em relagéo ao curso da doenca (GAETANI et al., 2019; EDEN et al., 2022).
Outro aspecto critico € a necessidade de validagcado em estudos longitudinais com
amostras mais amplas e diversificadas, que possam confirmar a reprodutibilidade e
o real valor prognostico desses marcadores em diferentes cenarios de
neuroinfeccgodes virais (SRIWASTAVA et al., 2021).

E importante reconhecer as limitagdes deste estudo. O tamanho amostral
relativamente pequeno e a alta prevaléncia de HIV/AIDS podem limitar a
generalizagao dos resultados. Estudos longitudinais sdo necessarios para avaliar

desfechos a longo prazo e sequelas neurologicas persistentes (CLAFLIN et al.,
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2021). Além disso, investigacdes adicionais sobre a interagdo entre COVID-19 e
HIV/AIDS no contexto das manifestagdes neurologicas sao necessarias para melhor
compreensao dos mecanismos patogénicos e otimizacdo das estratégias

terapéuticas.
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CONCLUSAO

Nosso estudo fornece evidéncias robustas de que tanto a COVID-19 quanto
as infeccbes por herpesvirus podem causar danos ao SNC, manifestados por
elevacbes nos biomarcadores de dano axonal, ativagcdo imunolégica e
neurodegeneragcdo. A analise desses biomarcadores no liquor pode oferecer
insights sobre os mecanismos patoldgicos subjacentes e potencialmente orientar
estratégias terapéuticas e de monitoramento para pacientes com manifestacoes

neurologicas dessas infecgdes virais.

Os achados sublinham a importadncia de abordagens diagnosticas
abrangentes, que integrem dados clinicos e laboratoriais para diferenciar
efetivamente entre os multiplos agentes etiolégicos presentes. A prevaléncia de
reativagdes virais em condi¢cdes de imunossupressao, exacerbada pelas condigdes
socioeconbmicas e logisticas da regido, enfatiza a necessidade de fortalecer a
infraestrutura de saude e melhorar o acesso ao diagnostico precoce e tratamento

adequado.

A deteccao limitada de RNA do SARS-CoV-2 no LCR dos pacientes sugere
que as manifestacdes neurologicas associadas a COVID-19 podem estar mais
relacionadas a respostas imunoldgicas ou vasculares do que a presencga direta do
virus no sistema nervoso central. Estes achados tém implicagdes significativas para

o desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

Por fim, os avancos nos métodos de diagndstico molecular durante a
pandemia oferecem um caminho promissor para 0 monitoramento continuo e o
manejo eficaz das neuroinfec¢des, destacando a importancia de politicas de saude
publica adaptadas as especificidades regionais. Estudos futuros devem focar no
seguimento a longo prazo para compreender melhor as consequéncias
neurolégicas duradouras das infecgdes virais, especialmente em populagdes

vulneraveis.
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O estudo possivelmente nae irara beneficio imediato ac paciente. Mas, os testes realizados durante o
estudo poderan ajudar a diagnosticar agentes presentes no liquor e assim os pacientes poderao ser
monitorados. As informagtes. abtidas neste estudo também paderao melhorar o diagndstico das infeccbes
no sistema nervose em paclenies vivendo em dreas endémicas com circulagao de virus ransmitides pela
picada de masquitos.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

A pesquisadora

Consideragées sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

A PESQUISADORA ANEXOU A ESTE PROTOCOLO TODOS OS DOCUMENTOS NECESSARIOS,
INCLUSIVE A EMENDA

Recomendagoes:

APROVAR

e Lista de

Encaminho esta Emenda para solicitar a inclusao do pesquisador associado, Dr. José Luiz
Proenca Modena; e incluir um novo objetivo e estender o cronograma do esiudo para
embro de 2024,
- Investigar a diversidade de virus de RINA e DNA no liquido cefalorraquidiano de
pacientes suspeilos de infecgaa viral na sistema nervoso por metodologias de

viral que uti d geracio que
atimizem a geragao de dados a partir de amastras com balka disponibilidade de RNA @
DMA, como o ssDNA & Low-Input DNA/RNA Library Prep Kit
Amostras posilivas para virus de i

ainda avaliadas por metodologias de
prateomica, L buscar que p ir para
o avanco da doenca e mesmo discriminar infeccdes virals diferentes no sistema nervoso
central.

Justficativa da Emenda:

Embora sejam como agent de alteragoes
neurciégicas, hoje @ sabido que uma grande diversidade de virus pode causar diferentes
sindromes neuroldgicas, como meningile. encefalite, meningoencefalite, mielite,

sindrome de Guillain-Barre. sindrome de Miller-Fisher e encefalomialite disseminada
aguda (sindrome de ADEM). Por limilages técnicas e aspectos hisldricos, a maioria das
infeces virais do sistema nervoso central so descrilas como associadas & virus de DNA,

Enderec: Av. Pedro Teixer. 25
Bairro: 0. Pedro | CEP: §2060.000
Municipio:  MAMAL

UF: A s
Telefone: (9221273572 Fax: [92)2127.3572 Email: cepimLam goe b

Pgha 106 06

I FUNDACAO DE MEDICINA
G TROPICAL "DOUTOR HEITOR W
(- f- gq VIEIRA DOURADO"
P ———

Covid-19.
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como Human Herpesvirus 1, Human Herpesirus 2, Human Herpesvirus 3,
Cltomegalovirus, pollomavins e alguns poucos virus de RNA, como poliovius, raiva,
sarampa, HTLV e HIV [1]. Entretanto, com os avangos meltodoldgicos de detecgao viral
e alleragdes i as alguns virus
respiraldrios, lodos com genoma de RNA. vém sendo objelo de crescente atengo no
ambito de sade publica como agentes causadares de sindromes neurcligicas em
humanos, no Brasil, elaios de olados e surios de
encefalile associados a arbovirus sabidamente neurolrGpicos, como o virus Saint Louis,
Rocio e o virus da febre do Nilo Ocidental [2-7). Dados recentes apontam, tambem, que

arbovirus normalmente associados com doenca febril aguda, come Zika, Chikungunya,
Mayara e Oropouche. padem estar associados 2 infecgao do sistema nervoso central @

i 11]. Inf por SARS-CoV-2 e alguns
sublipos de influenza A também j4 foram descritas em humans [12-13]. Desse modo,
pretendemos usar amastras de liquido cefalorraguidiana J4 coletadas para caracterizar a
diversidade de virus de RNA e DNA por melodalogias de metagendmica de alta
rendiments e que necessitam de uma baixa disponibilidade de acidos nucleicos para
funcionar. Amoslras positivas para arbovirus serdo ainda avaliadas por outras abordagens
de mullibmicas, como protedmica e melaboiamica, no inluito de encontrar conjuntos de

ser usados para da evolugao
dessas doencas para quadros neuroldgicos,
OBS. Todas as alteracoes foram destacadas no versao 6 do projelo original e incluidas na
P8
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A presente EMENDA 4, VERSAO B esta APROVADA e os interessados ficam informados de dar
continuidade em apresentar a este CEP s relatorios parcials e final do estudo, conforme preve a Resolugas
CNS n° 466/2012, utilizando o formulario de Roleiro para Relatrio Parcial/Final de estudos clinicos
Unicentricos e Mullicentricos, proposta pela COMEP em nossa home page.
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APENDICE C
ARTIGO CIENTIFICO - VERSAO 1 (sob revisao)

Neuroinfecgdes Virais na Amazonia durante a Pandemia de COVID-19

RESUMO

As neuroinfecgdes virais representam um desafio significativo para a saude publica,
especialmente na regido amazonica, caracterizada por complexidades epidemiologicas
unicas.

Objetivo: Investigar manifestagdes neuroldgicas virais em pacientes durante a pandemia de
COVID-19 na regido amazonica, analisando agentes etiologicos, perfil liquorico e
biomarcadores.

M¢étodos: Estudo observacional descritivo com 207 pacientes, utilizando reagdo em cadeia
da polimerase (qPCR) para identificagdo viral e imunoensaio para analise de biomarcadores
no liquido cefalorraquidiano (LCR). Foram avaliados parametros clinicos, moleculares e
bioquimicos, estratificando pacientes em grupos de COVID-19, herpesvirus e controle.
Resultados: Identificou-se agentes virais em 16,9% dos casos, com predominancia de
herpesvirus (80%): citomegalovirus (22,9%), herpes simplex 1 e 2 (14,3% cada), Epstein-
Barr (8,6%) e Zoster (8,6%). Na coorte de COVID-19 (46 pacientes), 21,7% necessitaram
internacdo em UTI, com mortalidade de 42,9%. Biomarcadores revelaram eclevacgao
significativa de neurofilamento de cadeia leve (NfL), neopterina e proteina T-tau, indicando
danos axonais e resposta inflamatoria intensa.

Conclusdo: O estudo evidencia a complexidade das neuroinfecgdes virais na Amazonia,
destacando a importancia de estratégias diagnodsticas adaptativas e abordagens terapéuticas
focadas na modulagdo imunolégica, especialmente em populagdes com alta prevaléncia de

comorbidades.

Palavras-chave: Neuroinfec¢cdes, COVID-19, Herpesvirus, Biomarcadores, Amazdnia
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INTRODUCAO

As doengas infecciosas, causadas por patdgenos como bactérias, virus, parasitas e
fungos, representam um desafio para a saude global em termos de morbidade e mortalidade
. Neste contexto, os virus se destacam por sua contribuigdo para o surgimento e
ressurgimento de doengas infecciosas 2, desencadeando manifestagdes clinicas importantes
que variam desde sindromes febris e respiratorias até, de maneira preocupante, afeccdes do
sistema nervoso. Estas ultimas podem levar a uma série de sintomas, incluindo cefaleia,
febre, rigidez na nuca, alteragdes sensoriais, fraqueza muscular e disfungdes cognitivas .

Recentemente, 0 mundo enfrentou a pandemia do novo coronavirus, pertencente a
familia Coronaviridae e denominado SARS-CoV-2, causador da sindrome respiratéria aguda
grave 2 (COVID-19). Essa pandemia teve diversos impactos politicos, sociais, econdmicos
e afetou os sistemas de satde globalmente. A literatura atual destaca evidéncias de que o
SARS-CoV-2 pode afetar o SNC e o sistema nervoso periférico (SNP), provocando uma
variedade de sintomas neuropsiquiatricos, e/ou neuroldgicos *.

A regido amazodnica apresenta desafios tnicos no controle de neuroinfecgdes devido
a fatores climaticos e geograficos que facilitam a disseminacdo de patdgenos virais e
parasitarios. Arboviroses como dengue, Zika e chikungunya sdo prevalentes, assim como
outras infec¢des neurovirais, incluindo as causadas por Herpes simplex e pelo virus da febre
amarela. A incidéncia dessas doengas ¢ agravada pelo clima tropical umido e pela densidade
da floresta, ambiente ideal para a reprodugdo de vetores como os mosquitos®’.

Apesar dos avangos no tratamento de doengas infecciosas, o envolvimento do SNC
continua sendo desafiador, com até 30% dos pacientes em centros terciarios de paises
desenvolvidos sem diagndstico etiologico para infeccdes do SNC 8°. As manifestagdes
neurologicas em pandemias tém consequéncias a curto e longo prazo frequentemente
subestimadas. Portanto, ¢ crucial investigar o perfil das neuroinfec¢des na regido amazonica
durante a pandemia de COVID-19, considerando a diversidade de agentes etioldgicos e as
particularidades regionais.

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o liquido cefalorraquidiano de
pacientes com manifesta¢ao neuroldgica durante a pandemia de COVID-19 em uma unidade
de saude terciaria em Manaus. Este estudo observacional descritivo utilizou a reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR) para analisar amostras de LCR de pacientes
apresentando manifestagdo neuroldgica durante a pandemia, buscando identificar diversos

agentes virais e analisar biomarcadores especificos. Nosso objetivo ¢ fornecer insights
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valiosos sobre o perfil das neuroinfec¢cdes na regido amazodnica, contribuindo para o
aprimoramento do diagnostico, manejo clinico e desenvolvimento de estratégias de saude

publica adaptadas as especificidades regionais.

MATERIAL E METODOS

Desenho do Estudo

Estudo observacional, descritivo e retrospectivo realizado para estimar a prevaléncia
das neuroinfecgdes virais em pacientes com manifestagdes neurologicas durante a pandemia
de COVID-19.

O estudo foi conduzido na Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD), instituicdo de referéncia no diagnostico e tratamento de doengas
infecciosas no Amazonas, um importante centro de cuidados para Pessoas Vivendo com
HIV/AIDS (PVHA).

A populagao foi constituida por pacientes apresentando manifestacdo neuroldgica,
suspeitos ou ndo de Covid-19, apresentando sintomas neuroldgicos como rigidez de nuca,
febre, exantema e alteragdo do nivel de consciéncia, fraqueza muscular, atendidos na
demanda espontanea da FMT-HVD e outros hospitais da rede do SUS e que tiverem sido
submetidos a pun¢ao lombar no periodo de marco de 2020 a julho de 2022. Foram incluidos
207 pacientes com sindrome neuroldgica aguda de suspeita viral (107 homens e 99
mulheres), com idades entre (2 meses e 91 anos). Foram excluidas, amostras de pacientes

com trauma, infecgdes neurologicas confirmadas para bactérias, fungos, parasitas.

Coleta e Processamento de Amostras

As informagdes relevantes ao estudo, como as varidveis sociodemograficas, (idade,
sexo, género, data de nascimento, local de residéncia, procedéncia hospitalar). Informagdes
clinicas (febre, tosse, vomito, diarreia, odinofagia, anosmia, disgeusia, astenia, mialgia).
Manifestacdes neurologicas (cefaleia, rigidez de nuca, estado alterado de consciéncia, crise
convulsiva, paresia, distirbio do movimento, e neuropatia periférica), foram obtidas a partir
do prontuario eletronico (Sistema iDoctor) e requisigoes internas. Todas as informagdes
foram gerenciadas em banco de dados no Sofiware Ressarce Electronic Data Capture

(RedCap) versdo 12.2.10 — © 2022 Vanderbilt University.
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Processamento do Liquido Cefalorraquidiano (LCR)

As amostras de LCR foram coletadas pelo médico responsavel. Apoés coleta, foram
encaminhadas para o laboratdrio bacteriologia da FMT-HVD, onde os testes de rotinas bacteriologica
e diagnostico molecular foram realizados.

Foram avaliados pardmetros como: Aspecto e/ou cor; Citometria, contagem de células por
mm?; Citologia: observa¢do do perfil celular (linfocitos e mondcitos) e polimorfonucleares

(neutrofilos segmentados); Coloragdo de Gram, Ziehl-Neelsen e tinta da China (Nankin).

Diagnostico Molecular
O Acido Nucléico (RNA/ DNA) das amostras de LCR foi extraido utilizando-se 200ul de

amostra com o Kit (Promega ReliaPrep ™ Viral) seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante.

Painel viral para investigacio:

Primers e sondas foram utilizados para amplificagdo dos genes especificos para os alvos
Herpes simplex tipo 1 e 2 (HSV-1/2), Epstein-Barr virus (EBV), Varicela zoster virus (VZV),
Citomegalovirus (CMV), John cunningham virus (JCV), de acordo com os protocolos descrito por
(SIDDIQI et al., 2014; WEIDMANN; ARMBRUSTER; HUFERT, 2008). E para amplifica¢do dos
genes especificos para deteccdo dos arbovirus, Dengue virus (DENV 1-4), chikungunya virus
(CHICKYV), Zika Virus (ZIKV), West Nile virus (WNV) e Enterovirus humanos (EV), Parvovirus

B19 (PVB19) de acordo com os protocolos descritos por 317,

Controles internos:

Para controle interno utilizamos o gene da §_actina e RNase P. Controle positivo foi utilizado
o gblock 1 (fragmentos de iniciadores sintetizados, para os alvos em questdo). Para controle negativo
foi utilizado agua livre de Dnase e Rnase.

Para a investigacdo do SARS-CoV-2 foi utilizado o ensaio de PCR em tempo real

(qPCR) em amostras de swab nasofaringe e liquido cefalorraquidiano. Utilizando o Allplex™ SARS-
CoV-2 Assay com detecgdo para os alvos gene E, N, S e RARP (SEEGENE, Brazil, MG) seguindo-
se as instrugoes do fabricante.

Analise de Biomarcadores

Triagem das amostras

Os pacientes foram separados de acordo com a Escala de Progressédo Clinica da Organizagdo
Mundial de Saude 8.

Covid grave: os que apresentaram febre alta e persistente, dificuldade ao respirar, saturacao
de oxigénio <90%, diminuicdo da forca fisica, hipotensdo, letargia ou reducdo do nivel de

consciéncia, que precisaram de algum tipo de suporte de oxigénio e UTL
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Covid moderado: os que apresentaram febre leve ou moderada, tosse seca, coriza, fadiga,
dor de garganta, cefaleia, dor muscular e desconforto respiratorio.

Grupo Inflamatério: foi composto pelos casos com herpesvirus detectado no LCR.

Grupo controle: composto pelos casos com parametros bioquimicos do liquor dentro dos

valores normais e presenga de < 5 cels/mm?, sem agente etioldgico detectado.

Imunoensaio comercial para Biomarcadores

Para analise de biomarcadores de inflamagao e lesdo neuronal, no liquido cefalorraquidiano
foram medidos usando imunoensaio comercial, Human NEFL (Neurofilament, Light Polypeptide)
ELISA kit da Elabscience (USA), resultados expressos em pg/mL. Neopterin (NRF1) ELISA (IBL
International GMBH, Hamburgo, Alemanha), resultados expressos em nmol/L. Tau (Total) Human
ELISA Kit (Invitrogen, MA, USA), resultados expressos em pg/mL, seguindo as recomendagdes do
fabricante, (protocolo anexo).

Os biomarcadores foram analisados em quatro grupos de pacientes: COVID-19 grave
(n=17), COVID-19 moderado (n=19), controle inflamatorio casos de herpesvirus (n=14) e um grupo

controle (n=19).

Analise Estatistica

As variaveis quantitativas e qualitativas foram tabuladas e analisadas pelo software R
(v.2022.07.2). Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro Wilk. O teste
exato de Fisher foi aplicado para avaliar se existia associagdo entre as variaveis categdricas das
caracteristicas gerais dos pacientes inclusos no estudo, com p <0,05, seguido do teste de wilcoxon
com corre¢do de continuidade, determinando se as diferengas, entre as medianas das variaveis sao
verdadeiras, com diferencas estatisticas significativas, com valor de p<0,05.

Os niveis de biomarcadores mediadores de processo inflamatorio no liquor foram analisados
através de métodos estatisticos convencionais, utilizando o software GraphPad Prism (V9.0.1). A
normalidade dos dados foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk para cada variavel, revelando
uma distribui¢do ndo-paramétrica. A comparagdo dos valores entre dois grupos foi conduzida pelo
teste de Mann-Whitney, enquanto para a comparacdo das varidveis com trés ou mais grupos,
empregou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para comparagdes multiplas entre

os grupos. Em ambos os casos, os niveis de significancia estatisticos foram definidos como p < 0,05.

Aspectos Eticos
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado sob o numero (CAAE

50417521.8.0000.0005) e parecer 5.529.728, seguindo o que esta disposto na Resolugdo 466/2012.
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RESULTADOS

Caracterizacido da Populacao

Durante o estudo, 346 amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) foram analisadas de
pacientes com suspeita de infeccdo viral no sistema nervoso central (SNC). Devido a critérios de
exclusdo, 139 amostras foram removidas: 62 por insuficiéncia de dados neurolégicos, 62 por volume
inadequado para analises bioquimicas e 15 por auséncia de informagdes clinicas. Assim, a analise
final incluiu 207 amostras (Fluxograma).

A média etaria dos participantes foi de 31 anos, abrangendo de 2 meses a 77 anos, com
predominancia do sexo feminino em 51,7% (107/207) dos casos. A faixa etaria de 26 a 46 anos foi a
mais representativa (37,2%), seguida por 47 a 65 anos (21,3%) (Tabela 1).

Sintomas neurologicos frequentes incluiram cefaleia em 47,8% (99/207), alteragao do estado
de alerta em 25,1% (52/207), confusdo mental em 23,7% (50/207), parestesia em 20,8% (43/207),
distarbios do movimento em 12,6% (26/207) e rigidez de nuca em 12,1% (25/207). As classificagdes
gerais de neuroinfecgoes foram encefalites em 21,7% (45/207), meningoencefalites em 20,7%
(43/207), meningites em 14,5% (30/207), sindrome de Guillain-Barré em 4,4% (9/207), ¢ um
significativo percentual ndo especificado de 38,7% (80/207), indicando a necessidade de

aprimoramentos diagnoésticos (Grafico 1).

Agentes Virais Detectados

Na investigagdo molecular, agentes virais foram identificados em 16,9% (35/207) dos
pacientes com manifestacdes neurologicas. Herpesvirus foi detectado em 80% (28/35) dos casos,
subdividindo-se em CMV (22,9%), HSV-1 (14,3%), HSV-2 (14,3%), EBV (8,6%), VZV (8,6%) e
JCV (17,1%). Coinfecgdes ocorreram em 14,2% (5/35) dos casos, com combinagdes de VZV/EBV
(11,4%) e JCV/BK (2,9%), evidenciando o papel predominante dos herpesvirus, especialmente em
pacientes imunocomprometidos (Tabela 2).

Nos pacientes infectados por herpesvirus, os principais sintomas foram febre (60,7%),
vomito (39,3%) e dispneia (21,4%). Em contraste, aqueles com poliomavirus apresentaram febre
(57,1%), vomito (42,9%), dispneia (57,1%), astenia (57,1%) e tosse (42,9%). Apesar da maioria dos
sintomas nao ter diferenga estatistica significativa entre os grupos, a parestesia foi significativamente
mais frequente nos casos de poliomavirus (p=0,045). As diferencas nos perfis sintomatologicos
refletem a complexidade das manifestagdes neurologicas virais.

Manifestagdes neurologicas associadas ao herpesvirus incluiram cefaleia e alteracdo do
estado de alerta em 60,7% dos casos, além de confusdo mental em 50%. Em pacientes com
poliomavirus, as manifestagdes incluiram crise convulsiva, parestesia, afasia e disartria em 28,6%
dos casos cada. Esses achados destacam a complexidade e variabilidade dos perfis sintomatoldgicos

virais (Tabela 3).
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COVID-19 e Manifestacoes Neurolégicas

Em nossa coorte de 46 pacientes com COVID-19, a idade média era de 32 anos, com
predominio do sexo feminino em 54,3% dos casos. A comorbidade mais comum foi HIV/AIDS,
presente em 30,4% dos pacientes. Dentre os pacientes, 21,7% necessitaram de internagdo em
Unidade de Terapia Intensiva (UTI), e 90% desses necessitaram de suporte ventilatorio, como
intubagdo orotraqueal ou ventilagdo mecénica. O tempo médio de internagdo foi de 17 dias, variando
de 5 a 140 dias, e a mortalidade foi de 42,9% (Tabela 4).

As manifesta¢cdes neurologicas mais frequentes incluiram cefaleia (47,8%), alteragcdo do
estado de alerta (25,1%), e confusdo mental (23,7%). Outros sintomas incluiram parestesia (20,8%),
distarbios do movimento (12,6%) e rigidez de nuca (12,1%). O Grafico 2 ilustra manifestagdes
neuroldgicas adicionais menos comuns, como crise convulsiva, paresia, e afasia, evidenciando a
diversidade e a complexidade dos comprometimentos neuroldgicos associados ao COVID-19 e seu

potencial neurotropico.

Perfil do Liquido Cefalorraquidiano

A analise dos parametros do liquido cefalorraquidiano (LCR) revelou diferencas
significativas entre os grupos de pacientes com infecgdes por herpesvirus e poliomavirus. O grupo
de herpesvirus apresentou uma mediana de celularidade de 166 células/mm® (IQR de 397
células/mm?), contrastando com a auséncia de pleocitose no grupo de poliomavirus (0 células/mm?),
resultando em significancia estatistica (p=0,00031). Em termos de proteinorraquia, o grupo de
herpesvirus mostrou uma mediana de 104 mg/dL (IQR de 129 mg/dL), enquanto o grupo de
poliomavirus apresentou 47 mg/dL. (IQR de 28,5 mg/dL), demonstrando outra diferenca
estatisticamente significativa (p=0,007). Esses resultados indicam uma resposta inflamatéria mais
pronunciada associada ao herpesvirus (Grafico 2 A, B, C).

Nos pacientes com COVID-19, o LCR apresentou padrdes geralmente normais, com
mediana de celularidade abaixo de 5 células/mm?, proteinorraquia de 45,5 mg/dL, e glicorraquia de
62,5 mg/dL. Comparagdes adicionais entre os grupos COVID-19, Herpesvirus (HHV) e Controle
mostraram pleocitose elevada e proteinorraquia no grupo HHV (p=0,0019 e p=0,0050,
respectivamente), com glicorraquia sem diferencgas significativas (Grafico 3 A, B, C).

Nos casos de COVID-19, a subdivisdo em moderados e graves revelou que o grupo
grave tinha maior celularidade (10 células/mm?®) e proteinorraquia (81 mg/dL) em
comparagdo com o grupo moderado (4,5 células/mm? e 47 mg/dL, respectivamente), com
significancia estatistica na proteinorraquia (p=0,0061) (Grafico 4, A, B, C). Embora o

SARS-CoV-2 nado cause alteragdes liquoricas dramdticas em todos os casos, hd uma
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tendéncia de maior comprometimento da barreira hematoencefalica em casos graves,

sugerindo uma resposta inflamatdria mais intensa.

Biomarcadores Destacados

O presente estudo analisou biomarcadores soluveis no liquido cefalorraquidiano
(LCR) de pacientes com COVID-19 e infecgdes por Herpesvirus (HHV), identificando
alteragdes significativas que proporcionam insights sobre os mecanismos patoldgicos e
impactos neurologicos dessas infecgdes. Observou-se que o neurofilamento de cadeia leve
(NfL) apresentou niveis significativamente elevados nos grupos COVID-19 (p=0,000313) e
HHYV (p=0,0442) em comparagdo com o controle, indicando danos axonais significativos. A
neopterina, um marcador de ativacdo celular, também se mostrou elevada em ambos os
grupos em relagao ao controle (p=0,00015), destacando uma resposta inflamatoria robusta
no sistema nervoso central. A proteina T-tau foi significativamente elevada nos casos de
COVID-19 grave em comparagdo com o controle (p=0,0007) e o grupo moderado
(p=0,0373), sugerindo uma correlacdo com a severidade da doenca. A analise dos
biomarcadores, conforme mostrado nos Graficos 5 e 6, oferece potenciais ferramentas para
o diagndstico e prognostico das encefalopatias virais, sublinhando a complexa resposta

neurologica ao SARS-CoV-2.

DISCUSSAO

Este estudo apresenta uma andlise detalhada das neuroinfec¢des no contexto da
pandemia de COVID-19 na regido amazonica, com €nfase em 207 pacientes com sindrome
neurologica aguda de suspeita viral, entre margo de 2020 e julho de 2022. A inclusdo de
pacientes com COVID-19 (22,2%) permitiu examinar complicagdes neuroldgicas associadas
ao SARS-CoV-2, contribuindo para o entendimento de seu neurotropismo. A abordagem
multidisciplinar, integrando andlises clinicas e laboratoriais, foi vital para o diagnostico
diferencial e manejo das neuroinfecgdes. Biomarcadores como neopterina, NfL e T-tau
forneceram insights sobre o prognostico, ressaltando a importancia de estratégias
abrangentes (DALE et al., 2023; SRIWASTAVA et al., 2021; YAN et al., 2023).

A regido amazonica enfrenta desafios Unicos no controle de neuroinfecgdes,
exacerbados por fatores climaticos e geograficos que favorecem a disseminagdo de
patdégenos. A incidéncia de arboviroses como dengue, Zika e chikungunya, junto com

infecgdes neurovirais como Herpes simplex e febre amarela, ¢ agravada pelo clima tropical,
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ambiente propicio para vetores como mosquitos ( MARINHO et al., 2023; MOURAO et al.,
2015a).

Popula¢des imunocomprometidas, especialmente com HIV/AIDS, enfrentam maior
risco de complicagdes severas, sobrecarregando os servigos de satde locais. A Fundagao de
Medicina Tropical em Manaus desempenha um papel crucial no tratamento e diagnostico
dessas condi¢des . A infraestrutura limitada e o isolamento das 4reas remotas resultam em atrasos
no diagndstico e tratamento, favorecendo a progressao das doengas infecciosas.

A pandemia de COVID-19 agravou esses desafios, mas também impulsionou avangos em
métodos de diagnodstico molecular, essenciais para o monitoramento de neuroinfec¢des. As
especificidades regionais destacam a necessidade de politicas de saude publica adaptadas, com
estratégias focadas no aprimoramento do diagnostico e resposta a surtos locais.

O estudo revelou a predominancia de herpesvirus como causa importante de encefalites
virais, corroborando pesquisas anteriores que sublinham a importancia do monitoramento de agentes
neurotropicos em pacientes imunossuprimidos (BARRIONUEVO et al., 2024; CARNEIRO et al.,
2022). A identificagdo de poliomavirus enfatiza a natureza multifatorial das neuroinfecgdes virais,
especialmente em pacientes imunocomprometidos (CORTESE; REICH; NATH, 2021).

Os achados deste estudo fornecem detalhes valiosos sobre as manifestagdes neurologicas em
pacientes com Neuro-COVID-19, particularmente em uma populacdo com alta prevaléncia de
HIV/AIDS. A predominancia do sexo feminino na coorte contrasta com algumas pesquisas que
relatam maior incidéncia em homens *, sugerindo diferengas demograficas especificas.

A analise do perfil liquérico ¢ dos mecanismos patogénicos indica que complicagdes
neurologicas da COVID-19 sdo principalmente mediadas por mecanismos indiretos, conforme
evidenciado pela auséncia de RNA viral no LCR, alinhando-se a estudos anteriores **!. A diferenga
significativa na proteinorraquia entre casos moderados e graves de COVID-19 sugere correlacdo com
o comprometimento da barreira hematoencefalica, um achado que merece investigacdo mais
aprofundada 3.

O estudo documenta uma alta prevaléncia de sindromes neurologicas a esclarecer, refletindo
a complexidade dos mecanismos patogénicos e a necessidade de mais pesquisas >*. A incidéncia de
Sindrome de Guillain-Barré ¢ notavel, sendo significativamente superior a relatada em outros estudos
34 potencialmente ligada a comorbidades como HIV.

A taxa elevada de admissdo na UTI e a necessidade de suporte ventilatério refletem a
significativa morbidade neurologica da COVID-19 *°. A mortalidade elevada pode resultar da
interagdo complexa entre COVID-19 e comorbidades preexistentes, como HIV/AIDS 3¢

Neste estudo, foram observadas diferencas notaveis no perfil liquérico de pacientes com
COVID-19 em comparagao com aqueles com infecgdes por herpesvirus. Nos pacientes com COVID-

19, os parametros liquoricos, incluindo celularidade (<5 células/mm?), proteinorraquia (45,5 mg/dL)
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e glicorraquia (62,5 mg/dL), permaneceram em grande parte normais, o que estd de acordo com
estudos prévios indicando que 0 SARS-CoV-2 pode ndo causar alteragdes significativas no LCR 378,

Em contraste, pacientes com infec¢des por herpesvirus exibiram alteragdes pronunciadas,
como pleocitose de 166 células/mm? e proteinorraquia elevada de 104 mg/dL, refletindo a intensa
resposta inflamatéria caracteristica dessas infecgde. Além disso, a analise dos dados revelou uma
diferenga de género nas manifestagdes da COVID-19, com maior gravidade entre homens *, e uma
correlacdo entre a proteinorraquia elevada e o comprometimento da barreira hematoencefalica nos
casos mais graves (p=0,0044) .

O estudo indica que, apesar da auséncia de RNA viral no LCR, estratégias focadas na
modulagdo imunologica podem ser mais eficazes, ressaltando a necessidade de um monitoramento
cuidadoso dos parametros liquéricos para o manejo clinico adequado *'**2. A manutengdo de niveis
normais de glicose no LCR, mesmo em casos graves, sugere que 0 SARS-CoV-2 pode ndo afetar
significativamente o metabolismo da glicose no SNC, em linha com infec¢gdes neuroldgicas
diferenciadas *.

Esses achados t€ém implica¢des importantes para o diagnostico e tratamento de complicagdes
neurologicas em COVID-19, destacando a necessidade de investigagdes futuras sobre os mecanismos
patologicos subjacentes e seu impacto no prognostico dos pacientes 314,

A analise de biomarcadores revelou elevagoes significativas nos niveis de neurofilamento de
cadeia leve (NfL) nos grupos com COVID-19 e infec¢des por herpesvirus (HHV) em comparagao
com o controle, indicando danos axonais significativos e sugerindo um potencial processo de
degeneracdo neuronal ¢, A neopterina, um marcador de ativagio celular e inflamatéria, mostrou-
se elevada tanto em infecgdes por COVID-19 quanto por herpesvirus, ressaltando uma resposta
imunoldgica robusta no SNC (*4%,

A proteina T-tau, envolvida na estabilizacdo dos microtibulos neuronais, apresentou niveis
elevados nos grupos COVID-19 grave, sugerindo que o grau de lesdo neuronal pode estar
correlacionado com a gravidade da doenga °. A quantificagdo concomitante de T-tau e NfL pode ser
util para determinar a extensdo do dano neuronal em pacientes com encefalopatias associadas a
COVID-19 e outras infec¢des virais *°.

Os biomarcadores estudados oferecem um potencial significativo para o diagnostico e
prognostico de infecgdes virais no SNC, mas desafios metodologicos permanecem, incluindo a
padronizacdo dos valores de referéncia e a validagdo em estudos longitudinais mais amplos
(MATTSSON et al., 2016). Estudos longitudinais com amostras maiores sdo necessarios para
confirmar a reprodutibilidade e o valor prognostico desses marcadores em diferentes cenarios
(SRIWASTAVA et al., 2021).

Este estudo destaca a necessidade de estratégias adaptativas de satde publica para enfrentar

as particularidades das neuroinfec¢des em regides tropicais. A integracdo de dados clinicos e
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laboratoriais potenciais pode conduzir a uma melhor compreensao da patogénese e do manejo clinico
das infecgdes virais no sistema nervoso central, especialmente em contextos de comorbidades como
HIV/AIDS (CAROD ARTAL, 2020; ELLUL et al., 2020).

As limitagdes incluem tamanho amostral pequeno e prevaléncia de HIV/AIDS, restringindo
a generalizagdo dos resultados. Estudos longitudinais sdo essenciais para avaliar desfechos a longo
prazo e interacdes entre COVID-19 ¢ HIV/AIDS. A auséncia de RNA viral no LCR e alteracdes
liquoéricas moderadas sugerem que estratégias terapéuticas focadas na modulagdo imunologica
podem ser mais adequadas do que antivirais diretos (CAROD ARTAL, 2021). Monitoramento de
parametros liquoricos pode auxiliar na estratificacdo de risco e manejo clinico, especialmente em
pacientes com comorbidades (HAKI et al., 2021).

Este estudo contribui significativamente para a compreensdo das neuroinfecgdes virais na
regido amazoOnica, com foco no impacto neurologico da COVID-19 em populagdes com alta
prevaléncia de HIV/AIDS. A analise multidisciplinar do liquido cefalorraquidiano (LCR) e de
biomarcadores demonstrou que os danos neuronais estdo mais associados a respostas imunologicas
exacerbadas do que a presenga direta do virus no sistema nervoso central, sugerindo que 0 manejo
clinico deve priorizar a modulacdo imunoldgica, especialmente em casos de co-infeccdo com HIV
que intensificam a resposta inflamatoria. As diferengas entre as manifestagdes neuroldgicas da
COVID-19 e as infecgdes por herpesvirus, que geram respostas mais intensas no LCR, destacam a
necessidade de abordagens terapéuticas direcionadas. Estudos adicionais sdo essenciais para explorar
os mecanismos pelos quais o0 SARS-CoV-2 afeta o sistema nervoso central e para avaliar o impacto

dessas descobertas em ambientes epidemiologicamente complexos como a Amazonia.
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ANEXOS

Figura 1. Fluxograma de Inclusdo das Amostras
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Tabela 1. Dados demograficos, faixa-etaria, zona de residéncia, unidade de
atendimento dos pacientes com manifestacdes neuroldgicas durante a pandemia
de COVID-19, Manaus, Amazonas, Brasil, 2020-2022

Caracteristicas Fi (207) Fr (%)
Sexo

Feminino 107 51.7
Masculino 99 47.8
Faixa etaria (anos) N=207

<1 14 6.8
1-4 17 8.2
5-9 9 4.3
10-15 16 7.7
16-25 22 10.6
26-46 77 37.2
47-65 44 21.3
> 66 8 3.9
Zona de Residéncia N=132

Norte 37 28.0
Oeste 29 21.9
Leste 20 151
Sul 24 18.2
Outros municipios 22 16.6
Origem N=207

FMT-HVD 89 43.2
Outros Servigos de Saude 118 56.8
Desfecho

Obito 17 8.2
Sem obito 181 87.4

Fonte: Elaborado pela autora (2024). fi: frequéncia absoluta simples; fr: frequéncia relativa.
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Grafico 1. Distribuicdo das Neuroinfecgdes Gerais dos Pacientes atendidos

durante a pandemia de COVID-19, Manaus, Amazonas, Brasil, 2020-2022
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela 2. Distribuicao dos agentes detectados em pacientes com manifestacao

neurologica, atendidos durante a pandemia de COVID-19, Manaus, Amazonas,

Brasil, 2020-2022

Agentes detectados N Frequéncia Relativa (%)
Citomegalovirus (CMV) 8 22.9
John Cunningham (JCV) 6 17.1
Herpes Simplex — 1 (HSV-1) 5 14.3
Herpes Simplex -2 (HSV-2) 5 14.3
Epstein- Barr Virus (EBV) 3 8.6
Varicela — Zéster Virus (VZV) 3 8.6
Co-infecgGes 5 %
VZV/EBV 4 11.4
JCV/BKV 1 2.9
Total 35 --

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela 3. Frequéncia absoluta e relativa dos sintomas clinicos e neurologicos dos

pacientes com herpesvirus e poliomavirus, detectados durante a pandemia de
COVID-19, Manaus, Amazonas, Brasil, 2020-2022

Sintomas Clinicos* Herpesvirus_Fi_Fr Poliomavirus_Fi_Fr p-valor
Febre 17 (60.7) 4 (57.1) 1
Voémito 11 (39.3) 3 (42.9) 1
Dispneia 6 (21.4) 4 (571 0,160
Astenia 5(17.9) 4 (57.1) 0,100
Tosse 4 (14.3) 3(42.9) 0.245
Diarreia 5(17.9) 2 (28.6) 0.915
Nauseas 6 (21.4) 1(14.3) 1
Exantema 1(3.6) 0 1
Fadiga 1(3.6) 0 1
Hipotensao 1(3.6) 0 1
Manifestacoes

Neurolégicas*

Cefaleia 17 (60.7) 2 (28.6) 0,270
Alteracdo estado de alerta 17 (60.7) 2 (28.6) 0,270
Confusédo mental 14 (50.0) 1(14.3) 0,200
Agitagéo 5(17.9) 1(14.3) 1
Crise convulsiva 5(17.9) 2 (28.6) 0,915
Paresia 5(17.9) 2 (28.6) 0,915
Rigidez de nuca 5(17.9) 0 0,545
Disturbio do movimento 3 (10.7) 1(14.3) 1
Perda de memoria 3 (10.7) 0 0,880
Sonoléncia 3(10.7) 2 (28.6) 1
Afasia 2(7.1) 2 (28.6) 0,352
Déficit neurolégico 2(71) 0 1
Disartria 2(7.1) 2 (28.6) 0,352
Fotofobia 2(7.1) 1(14.3) 1
Mialgia 1(3.6) 1(14.3) 0,855
Parestesia 0 2 (28.6) 0,045

Fonte: Elaborado pela autora (2024). fi: frequéncia absoluta simples; fr: frequéncia relativa. * sujeitos
a variagao nas frequéncias absoluta e relativa devido o mesmo paciente apresentar mais de um sinal
e sintoma clinico. P-valor (0,05).
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Tabela 4. Frequéncia absoluta e relativa das caracteristicas demogréficas,

comorbidades e desfechos de 46 pacientes com COVID-19, Manaus, Amazonas,

Brasil, 2020-2022

Caracteristicas Fi (46) Fr (%)
Sexo

Feminino 25 54.3
Masculino 21 45.7
Faixa etaria (anos)

<1 1 2.20
1-4 3 6.50
5-9 1 2.20
10-15 4 8.70
16-25 4 8.70
26-46 19 41.3
47-65 13 28.3
> 66 1 2.20
Zona de Residéncia

Oeste 10 31.2
Norte 8 25.0
Sul 7 21.9
Leste 3 9.40
Outros municipios 4 12.5
Origem

FMT-HVD 15 333
Outros Servigos de 30 66.7
Saude

Comorbidades

HIV/AIDS 14 30.4
ITU 10 21.7
10T 09 90
VM 01 10
Permanéncia de 17 [5-140.]

hospitalizacdo em dias

(Ma) e Desvio padrao

Desfecho

Obito 9 19.7
Sem o6bito 37 80.3

Fonte: Elaborado pela autora (2024). fi: frequéncia absoluta simples; fr: frequéncia relativa
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Grafico 2- A, B, C. Comparacgdes entre celularidade, glicorraquia e proteinorraquia
do liquor dos pacientes com herpesvirus e poliomavirus atendidos durante a

pandemia de COVID-19, Manaus, Amazonas, Brasil, 2020-2022
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Grafico 3- A, B, C. Comparacgao da Concentragao do Perfil Bioquimico e Celular do

LCR dos pacientes com COVID-19, grupo herpervirus (HHV) e grupo controle.

3A: Comparacao do numero de células entre os grupos COVID-19, HHV e Controle
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3B: Comparacao dos niveis de glicorraquia entre os grupos COVID-19, HHV e Controle
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

3C: Comparacao dos Niveis de Proteinorraquia entre os grupos COVID-19, HHV e controle
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)
Grafico 4 A, B, C. Comparacao da Concentracao do Perfil Bioquimico e Celular no

LCR de pacientes com COVID-19 grave e COVID-19 moderado
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4-A: Comparacao de celularidade entre os grupos COVID-19 grave e moderado
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

4B: Comparacao dos niveis de glicorraquia entre os grupos COVID-19 grave e moderado
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4C: Comparacao dos niveis de Proteinorraquia entre os grupos COVID-19 grave e moderado
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Grafico 5. Analise comparativa do perfil de biomarcadores inflamatorio entre os

grupos Covid-19, grupo HHV e grupo controle.

NEOPTERINA 3 NEUROFILAMENTO TAU-TOTAL

10" 10" 107

10

107"

10"

HHV

Controle
COVID-19
HHV
Controle —|
HHV
COVID-19
Controle _]
COovIn-19
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Grafico 6: Analises comparativa do perfil de biomarcadores inflamatorios no grupo

COVID-19 grave, COVID-19 moderado e grupo controle ndo inflamatério.

Neopterina
10°
1
*
10" T
107" T

Covid moderado

Covid grave]

quuroﬁIamento

[Covid moderado

Covid grave

T-tau
4.
10 —
10 T
10° T

Covid moderado

Covid grave|

*Com niveis alterados, Covid grave em relagao a Covid moderada, Grupo controle



