Um caso de SIDA seronegativo
A clinical case of seronegative AIDS
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Resumo

Os A.A. descrevem o caso de uma jovem que
se apresenta com um quadro clinico de SIDA e
com testes serologicos para o VIH repetidamen-
te negativos. O diagnostico da infeccdo pelo
VIH-1 foi feito por determinacdo do Ag p24 e
da carga viral por reaccdo de polimerizacdo
enzimadtica em cadeia (PCR). O parceiro sexu-
al da doente era seropositivo para o VIH-1 e
ambos estavam infectados pelo mesmo virus,
um recombinante entre os subtipos A e D. As
disparidades encontradas entre este casal su-
gerem a existéncia de um defeito imunologico
especifico que impossibilita o desenvolvimento
de anticorpos.
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Abstract

The A.A. describe the case of a young female
patient presenting with the clinical features of
AIDS and persistently negative HIV serology.
D24 antigen testing and detection of viral RNA
by PCR (polymerize chain reaction) confirmed
the diagnosis of infection with HIV-1. Her par-
tner was seropositive for HIV-1 infection, both
being infected with the same virus, a recombi-
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nant between subtypes A and D. The disparity
between the couple’s test results suggests the
Ppresence of an immunological deficiency that
prevents the formation of antibodies.
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binant
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Introduciao

Os métodos actualmente usados para diagnostico da in-
fecgdo pelo VIH baseiam-se em testes serologicos para de-
tecgdo de anticorpos e antigénios nas amostras de sangue.
Uma das grandes limitag¢des dos testes de 3°. geragdo, usa-
dos em muitos hospitais, tem sido a incapacidade de detec-
¢do da infecgdo durante a sua fase inicial, até que se desen-
volvam anticorpos detectaveis, o chamado periodo janela.
Aparte esta situagdo, o teste imunoenzimatico (EIA) inicial
¢ 0 Western blot confirmatorio tém sido considerados sufi-
cientemente sensiveis ¢ especificos para o diagndstico da
infeccdo, inclusive no rastreio de dadores de sangue.

Apresenta-se aqui o caso de uma jovem com um quadro
clinico de SIDA e infectada pelo VIH-1, com resultados de
varios testes serologicos negativos, cujo diagnostico da in-
fecgdo so foi possivel por detecgdo do Ag p24 e detecgdo do
genoma viral por PCR.

Caso clinico

A.B. é uma doente do sexo feminino, de 29 anos de ida-
de, de naturalidade brasileira, residente em Portugal desde
Julho de 2001, que recorreu ao Servigo de Urgéncia (S.U.)
do Hospital de Nossa Senhora da Graga HNSG (Tomar) no
inicio de Setembro de 2001, por vomitos alimentares e fe-
bre (temperatura axilar: 37,5 —38,5°%). Analiticamente, apre-
sentava anemia normocitica e normocrémica (Hg: 11,3 g/
dl) e leucopenia (2.700/pl). Este quadro foi sucessivamente
interpretado como sindrome gripal, faringite e febre tifoide
(Reacgdo de Widal: H — 1/640; O — 1/160). Foi medicada
com trimetoprim-sulfametoxazol, com resolu¢do dos sinto-
mas. Voltou ao S.U. no final do mesmo més, por persistén-
cia da febre e astenia, anorexia e candidiase oral, tendo sido
medicada com nistatina. Por ndo haver melhoria do quadro,
voltou a ser observada e foi internada no Servigco de Medi-
cina deste Hospital em Outubro de 2001.

No que diz respeito aos antecedentes familiares e pesso-
ais, os pais e a irma de A.B. eram pessoas saudaveis. A do-
ente tinha antecedentes de sinusite e faringite cronicas e
enxaqueca desde a infincia, tinha sido submetida a amig-
dalectomia, aos 5 anos, por amigdalites de repeti¢do, e pe-
sava habitualmente 40-42 kg. Negava habitos tabagicos,
consumo alcodlico imoderado, consumo de drogas ou his-
toria de transfusdes. Teve trés parceiros sexuais, aparente-
mente saudaveis. Realizou testes de rastreio para o VIH ha
quatro e dois anos, que foram negativos.
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Durante o internamento registou-se um quadro de febre
(temperatura axilare: 36,5 — 39°c), astenia, adinamia, ano-
rexia com perda de peso (aproximadamente 5 kg até Dezem-
bro de 2001; peso actual: 36 kg), candidiase orofaringea e
vulvovaginal, com fraca resposta a terapéutica anti-fungica
local, e um episddio de sinusite aguda que se resolveu com
antibioticoterapia (amoxicilina e acido clavulanico).

Dos exames laboratoriais realizados, destaca-se a exis-
téncia de anemia normocitica e normocrémica e leucopenia
progressivas e elevacdo da velocidade de hemo-sedimen-
tacdo (35 — 50 mm/1?. hora). Foram realizados varios exa-
mes complementares, para esclarecimento desta situagdo,
entre os quais testes de ELISA de 3% geracdo para o VIH
(Abbott AxSYM HIV 1/2 gO) a 24/10/2001, a 15/11/2001
ea 18/12/2001, cujos resultados foram negativos. Das res-
tantes serologias virais, verificaram-se resultados positi-
vos para CMV (IgG), Epstein-Barr (EBNA e VCA IgQ),
Herpes simplex (IgG) — técnica de imunoflouorescéncia,
Gull®, Rubéola (IgG) — método ELFA (enzyme linked im-
munofluorescent assay) — VIDAS, BioMérieux®, e redu-
¢do progressiva dos titulos da reac¢do de Widal. O medu-
lograma realizado apresentava aspiracdo facil de medula
rica em fragmentos de celularidade normal, eritropoiese
activa, mielopoiese activa com escassos mieldcitos gigan-
tes, megacariopoiese de morfologia normal e hemosideri-
na presente no sistema reticulo-endotelial e reduzida no
eritron — resultados compativeis com “anemia das doen-
¢as cronicas”, sugerindo infecgdo viral cronica. A imuno-
electroforese das proteinas séricas revelou IgG, IgM, IgA
e cadeias leves k e I dentro dos pardmetros normais. O
estudo das populacdes linfocitarias por citometria de flu-
x0, realizado a 14/11/2001, revelou uma contagem de lin-
focitos T CD4+ : 102 células/pl com uma relagao CD4/
CD8=0.68. Dada a persisténcia do quadro clinico compa-
tivel com a existéncia de imunodeficiéncia, e seguindo a
hipotese diagnostica mais sugerida pela clinica, foram pe-
didos a determinagdo do Ag p24 ¢ a da carga viral do VIH.
Os resultados destes exames, realizados a 04/12/2001, fo-
ram: Ag p24 no soro (método ELFA — VIDAS HIV p24 11,
BioMérieux®) — 150,4 pg/ml; quantificagio do RNA do
VIH 1 (método bDNA — Versant HIV-1 RNA 3.0, Bayer®):
> 500,000 copias/pl.; Western blot (Genelabs Diagnostics®)
a 27/12/2001: VIH-1 — Indeterminado (p24); VIH-2 Ne-
gativo (Fig. 1). Desta forma, foi feito o diagndstico de
infec¢do pelo VIH-1. A doente iniciou terapéutica anti-
retroviral, com lamivudina, zidovudina, indinavir, e profi-
latica com trimetoprim-sulfametoxazol, regressando ao
Brasil no Natal de 2001. Soube-se, posteriormente, que o
actual parceiro sexual de A.B. realizou teste de rastreio
para o VIH que revelou seropositividade para o VIH-1.
Mantém-se assintomatico.

A caracterizagdo genotipica do virus no plasma foi feita
por sequenciacdo ¢ analise filogenética de fragmentos dos
genes gag ¢ env. O resultado deste estudo revelou que am-

bos os doentes estavam infectados pelo mesmo virus, uma
forma recombinante AD.

Discussao

Sao raros os casos de infeccdo pelo VIH seronegativos
descritos na literatura mundial. Trata-se, habitualmente, de
individuos jovens previamente saudaveis, alguns dos quais
dadores habituais de sangue, com parceiros/as sexuais se-
ropositivos/as para o VIH-1, que frequentemente desenvol-
vem quadros de SIDA rapidamente progressivos. Os diag-
nosticos sdo feitos por determinagao do Ag p24, quantifica-
¢do do RNA viral e cultura do virus."'° Ndo existe ainda
explicagdo para a causa da seronegatividade destes casos.
No entanto, a hipotese mais defendida aponta para uma de-
ficiéncia da resposta imunoldgica do hospedeiro a infecgdo
pelo VIH.

Os testes serologicos usados actualmente para diagnosti-
car a infec¢do pelo VIH (ELISA e Western blot) podem ser
negativos por varios motivos. A causa mais comum € o tes-
te ser realizado durante o periodo de janela. Este periodo
tem sido reduzido progressivamente com a evolugdo dos
testes serologicos. Nos testes de 3°. geragdo, que detectam
nao so anticorpos IgG mas também IGM, este periodo tem
a duragdo média de 21-29 dias. Durante esta fase inicial, a
contagem de linfocitos T CD4+ pode descer, com inversao
darelagdo CD4/CD8, a carga viral pode ser muito elevada e
haver positividade do Ag p24. Dada a depressao da imuni-
dade, podem até ser observadas infec¢des oportunistas du-
rante este periodo.'" No entanto, atendendo a deterioragio
do quadro clinico e laboratorial e uma vez que a doente
realizou testes hd quatro e ha dois anos, e nos trés meses
que precederam o diagndstico, que foram negativos, esta
hipotese parece ser muito pouco provavel. Foram descritos
casos de infec¢do pelo VIH com seroconversio tardia até
aos 36 meses. No entanto, a grande maioria destes indivi-
duos era assintomatica.'>"*

Da mesma forma, durante a fase avancada/terminal da
doenga, as serologias para o VIH podem tornar-se negati-
vas por destrui¢do grave do sistema imunolégico — Serorre-
versdo."” No entanto, um estudo realizado com cerca de 2,5
milhdes de doentes mostrou que esta situagdo, se existente,
¢ extremamente rara.'® Tendo em conta que a duragdo mé-
dia do periodo de laténcia clinica ¢ de 10 anos, que a sinto-
matologia apresentada por A.B. tem cerca de quatro meses
de evolugdo, e que as primeiras serologias realizadas ha dois
e quatro anos ja haviam sido negativas, ndo parece ser esta
a explicacdo. A baixa sensibilidade dos testes seroldgicos ¢
uma hipotese que, a partida, ndo pode ser afastada; no en-
tanto, de acordo com o fabricante, o teste usado apresenta
uma sensibilidade aproximada de 100%, quando existem
anticorpos circulantes. Do mesmo modo, o erro laboratori-
al, embora seja uma realidade, é pouco provavel que se re-
pita constantemente ao longo das varias realizagdes do tes-
te em datas e locais diferentes. Se o anticorpo ou o antigé-
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Fig. 1 —Analise por Western blot do perfil serologico anti-VIH da
doente analisada neste estudo. Sdo indicados, a esquerda na figu-
ra, as proteinas e glicoproteinas do VIH-1 ou VIH-2 presentes nas
tiras de Western blot. As tiras numero 3 correspondem a doente
seronegativa, enquanto as tiras 1 e 2 correspondem, respectiva-
mente, aos controlos positivos e negativos dos kits.

nio estiverem em excesso, as reac¢des imunosserologicas
podem ndo se efectuar (os fenémenos de pro-zona e post-
zona, respectivamente). Nestes casos, o soro deve ser dilu-
ido e testado de novo, uma vez que a dilui¢do do soro deve
eliminar as reac¢des de pro-zona. Os testes de serologia para
o VIH actualmente em uso sdo cuidadosamente elaborados,
0 que permite a utilizagdo dos reagentes em quantidades
que asseguram a execucao das reac¢des numa zona de equi-
valéncia de quantidades de antigénio e anticorpo'!.

Outras hipoteses podem ser levantadas. A hipogamaglo-
bulinemia ¢ uma hipdtese pouco provavel para explicar o
caso de uma doente que sobreviveu até aos 29 anos e apre-
senta IgG positivas para Herpes simplex, CMV, Epstein-
Barr ¢ T. Gondii, e imunoelectroforese com valores nor-
mais de IgG. A disfuncdo primaria das células T pode ser
responsavel por contagens baixas de linfocitos T CD4+. No
entanto, por defini¢do, o diagnéstico ¢ de exclusao, obri-
gando a que a determinacdo do RNA-VIH por PCR e a cul-
tura viral sejam negativas. Também nao ha histoéria de imu-
nossupressao iatrogénica, nem parece haver patologia neo-
plasica (TAC CE, toracico, abdéomino-pélvico, ecografia
ginecologica e medulograma sem evidéncia de neoplasia).
A co-infec¢do pelo CMV ou virus de Epstein-Barr pode in-
duzir imunodeficiéncia que impede a resposta imunologica
ao VIH, mas a doente apresentava Ig M negativos para
ambos os virus.

Nas infecgdes pelo VIH do grupo N, os testes serologicos
podem ser negativos. Também poderia tratar-se de uma es-
tirpe viral particularmente agressiva que no permitisse ao
hospedeiro o desenvolvimento de uma resposta imunologi-
ca. O primeiro caso ¢ muito raro ¢ o teste de ELISA usado
detecta anticorpos para o VIH-1 do grupo O. Além disso, a
genotipagem revelou infec¢@o por um virus recombinante
AD. Trata-se de um recombinante muito raramente descri-
to nas bases de dados!’ ¢ até agora ndo descrito em Portu-
gal. Podera ser esta a explicagdo da seronegatividade? Nao
parece se, uma vez que, pelo estudo genético sabe-se que
ambos os doentes estdo infectados pelo mesmo virus e, sen-
do o parceiro de A.B. seropositivo, esta hipotese nao expli-
ca a diferenca encontrada na evolugdo clinica e sobretudo
serologica.

A faléncia do hospedeiro em montar uma resposta imune
especifica apresenta-se como a hipdtese mais provavel e
mais defendida. Sem a capacidade de desenvolvimento de
anticorpos que detenham a infecgdo inicial, o sistema imu-
nologico € incapaz de travar a infecg¢@o pelo VIH e a rapida
progressao da doenga. Podera assim perceber-se as diferen-
cas encontradas na evolugdo clinica e seroldgica dos dois
doentes; provavelmente, este factor ndo actuara isoladamen-
te. S80 necessarios mais estudos que permitam identificar
este defeito imunologico e de que forma ele actua defen-
dendo uns e condenando outros.
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Conclusao

Uma das mais importantes implicacdes dos resultados
falso-negativos dos testes serologicos, resulta do seu uso
no rastreio de sangue de dadores. A generaliza¢do dos re-
centes testes de 4°. geragdo, capazes de detectar também o
Ag p24, surge como uma medida urgente, uma vez que po-
dera detectar a infecgdo em casos semelhantes ao que aqui
se descreve, principalmente se acompanhados de uma his-
toria clinica cuidadosamente colhida. Em situagdes como a
descrita, em que a imunidade ndo permite a defesa contra a
infeccdo, o diagnostico precoce e o inicio do tratamento
adequado podem fazer a diferenca entre a vida e a morte.
Embora a infec¢@o pelo VIH seronegativa seja uma rarida-
de, deve estar sempre presente na memoria de todos os
médicos, de modo a alerta-los para a necessidade de exa-
mes mais especificos, como a PCR e a cultura viral, quando
a clinica e os resultados dos testes serologicos sdo discor-
dantes.

Outra curiosidade levantada neste caso diz respeito a des-
coberta de um virus recombinante AD ndo descrito anteri-
ormente em Portugal. O seu significado em termos de im-
plicacdes diagnosticas, clinicas, progndsticas e terapéuti-
cas ¢ ainda desconhecido, realcando a importancia da ne-
cessidade da realizagcdo de mais estudos que nos déem a
conhecer a realidade epidemioldgica da infecg¢do pelo VIH
em Portugal e suas consequéncias.
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