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Os métodos de avaliagdo dos resultados do tratamento da neurossifilis (NS)
exigem que sejam repetidos periodicamente exames clinicos e do liquido cefa-
lorraqueano (LCR). A pesquisa de imunoglobulinas especificas no sore ¢ no
LCR poderia permitir a avaliagho mais precisa dos resultados do tratamento.
Entretanto, teores persistentemente elevados de IgG poderiam refletir apenas
que, ap6s estimulagdo antigénica intensa, os clones produtores de IgG ndo
cessam sua atividade sendo longe tempo depois do tratamento15, De fato,
a reacio de imunofluorescéncia para sifilis (FTA-Abs) tende a manter-se posi-
tiva indefinidamente ne soro ¢ no LCR, embora possa negativar-se no LCR,
muitos anos depois de tratamento 310, Para avaliar os resultades do trata-
mento, seria mais conveniente estudar as variacfes das imunoglobulinas M (IgM).
Anticorpos antitreponémicos da classe IgM sfo detectaveis precocemente no
soro, em casos de sifilis recente 519, e desaparecem rapidamente, apos tratamento
eficaz 11.14,17.18, A pesquisa destes anticorpos no soro e no LCR poderia indicar
a atividade da NS271517, QOxelius e collé cbservaram que logo depois de
tratamento com penicilina, as concentragfes de IgM reduziram-se rapidamente
ne LCR. H4 dois obstdculos principais ao emprego da determinagfo das IgM
no controle da atividade da doenga. Em primeiro lugar, o desaparecimento
das IgM constatado na sifilis recente ndo é tic rapido nas formas tardias; ha
casos de persisténcia de IgM no soro, por mais de deis anos depois de trata-
mento 49141920, Qutro obsticulo reside na dificuldade de padronizago de
método simples e eficiente de detecgdo de IgM no soro e no LCR. A reagdo
de imunofluorescéncia (IgM-FTA-Abs) fornece numero elevado de resultados
falso-positivos e falso-negativos 517, A reagdo de imunofluorescéncia precedida
de procedimento que permita separar os anticorpos da classe IgM dos anti-
corpos da classe IgG (19S-IgM-FTA-Abs), que tem elevadas especificidade e
sensibilidade, necessita de laboratério especializado para sua realizagfo 517,
Outras técnicas como a de hemadsorgio em fase sdlidal® e métodos imuto-
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enzimaticos 1216 tém sido desenvelvidos. Luger & col.? utilizaram a técnica
de hemadsorcio em fase solida e detectaram anticorpos antitreponémicos da
classe IgM no LCR de 10 dentre 11 doentes com NS nio tratada.

Ndo hi estudos que tenham avaliado a evolugio das IgM do LCR na NS
apds tratamento. E objeto desta pesquisa contribuir para o tema.

MATERIAL E METODOS

Nove dentre os 62 pacientes com NS submetidos a penicilinoterapia intravenosa
em altas doses (13} foram avaliades quanto & evolugio de anticorpos antitreponémices
da classe IgM f{(casos 54 a 62). Em todos a reacio de imunofluorescéncia para sifilis
para anticorpos classe IgG (FTA-Abs) fol reagente no LCR e no soro. Parte das
amostras de LCR ¢ de soro de cada ecaso foram conservadas a —200C até gue todas
as coletas tivessem side feitas. KEssas amostras foram submetidas no Instituto Adolfo
Lutz aos seguintes procedimentos:

Teste de hemadsorciio em fase sdlida para detecciio de anticorpes antitreponémicos
da classe IgM — Realizado de acorde com a metodologia descrita por Schmidt (18)
com algumas modificacdes: globuling de coelho com atividade anti-IgM (Dakopatts
a/s. Copenhagen, Dinamarca) fol diluida em tampic carbonato-bicarbonato (pH 9.6):
as ineubaces para sensibilizacio do soro e LCR foram de duas horas a 370C e,
postericrmente a 40C durante 15 a 18 horas: as placas foram lavadas com solucdoe
fosfatada-tamponada (PBS) (pH 7,4) contendo Tween 20 a 0,05; as hemdécias sensibi-
lizadas foram diluidas a 1/10 em PBS (pH 7,4) contendo albumina bovina (Sigma
Chemical Co., St. Louis, EUA). Foram considerados significativos os resultados
positivog em diluicdes superiores a 1/4.

Fracionamento cromatogrifico do soro e do LCR por filtraco em gel — Realizado
gegundo a técnica descrita por Frisch-Niggemeyer (I) com as seguintes modificagées:
foi utilizada resina Sephacryl 8-200 (Pharmacia ¥Fine Chemicals, Uppsala, Suécia) ¢
preparacio de Sudam IIT a 0,3% em propanol-l, A fragio cromatogrifica contendo
IgM foi utilizada para a reacdo de imunofluorescéncia e pars a reacdo imunoenzimética
(ELISA).

Reacfo de imuncofluorescéncia para sifilis para detecciio de anticorpos zpntreponé-
micos da classe IgM (IgM FTA-Abs) — A fracioc cromatogrifica de sangue ou de
LCR contende IgM foi utilizada para a reacio IgM FTA-Abs segundo a técnica utilizada
no Instituto Adolfo Itz esmpregando-se soro de coelho anti-IgM humana, especifico
para, cadeia.u. conjugado a isotiocianate de fluoresceina (Dakopatts a/s, Copenhagen,
Dinamarca).

Reacio imuncenzimatica (ELISA} para detecgio de anticorpos antitreponémicos da
classe IgM -— A suspensdo liofilizada de Treponema pallidum, cepa Nichols (Biolab-
-Mérieux, Sdo Paulo, Brasil), utilizada rotineiramente no teste de imunofluorescéncia
(FTA-Abs), foi reconstituida com 1ml de 4gua destilada e entdo diluida a 1/20 em
tamp&o carbonato-bicarbonato (pHl 9,6). Esta suspenséo foi submetida aoc processo
de rotura de células por ultrassom (Thorton-Inpec Eletrénica S/A, S$io Paulo, Brasil)
a 40 KHz80 mA durante trés minutos; este processo foi repetido por trés vezes, A
suspenséo assim obtida fol centrifugada a 6000z durante 30 minutos e o sobrenadante,
que correspondia ao antigeno, encontrava-se na concentraciio proteica de Wﬂg/ml.
Ag placas de microtitulagio de poliestireno com fundo em U (Interlab, Sio Paulo,
Brasil) foram sensibilizadas com o antigeno diluide a 1/200 em tampio carbonato-bi-
carbonatoe (pH 9,6) sendo 100#1 distribuidos a cada cavidade. Apéds incubaciio a 40C
durante 16 a 18 horas, a placa sensibilizada foi lavada por trés vezes com solugio
fosfatada (PBS) (pH 7.4) contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T). A seguir, cada
cavidade da placa foi tratada com 100@;1 de solucgfo PBS (pH 7.4) contendo albumina
bovina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) a 1%, durante 90 minutos a 27¢C. Apés



244 ARQ. NEURO-PSIQUIATRIA (8340 PAULO) VOL. 45, Ne 3, SEPEMBEO, 1987

lavagem, 100#i da tracdc contendo IgM, obtida mediante fracionamento cromatografico
do soro ocu do LOCR através de método deserito, foram adicionados a cada cavidade
da placa, depois de terem sido submetidos a diluicio em tampéo absorvedor utilizado
no teste de hemaglutinacio (TPIHA) (Fujizoki Pharmaceutical Co., Tokyo, Japio).
Apég incubaciio a 370C durante duas horas, a placa fol lavada com FPBS-T e a seguir

LCR Soro
Caso
Pré  Pis 3-6 10-12 13-18 19-24 Pré Pos 3-6 10-12 13-18 19-24
m m m m m m m m

Reaedo de imunofluorcescénciae (IgM-FTA-Abs!

56 NR ... R NR .... ... ....
57 NR NR ... .... R R R ... R NR
58 NR NR ,... .... NE ... NR R .... ... R

59 NR R NR B .... ... NR NR R NR ....

60 NR NR ... .. NR .... R R .... ... NR

61 R NR .... .... R ) 3 S

62 NR R NR R NR ... R R NR NR

Redagdo de hemadsorgdo em fase sélida (unticorpos clusse TgM)#

85 61 ... 64
56 L S 256 256
5T ... 4 NR ... ... ... 256 512 128 ... 16 4
58 8 L B, NR ... 512 L 2N 15
5% 256 64 NR 4 0 612 256 256 L% SN
60 8 - S 5 ... 256 B .0 L. 512
61 256 S 128 28 ..., ...
62 256 4 NR 4 [ S, 64 64 32 256 256

Eeugdo imunoenzimdtics, ELISA (unticorpos clusse IgM )%

56 0w L. L 400 00 ... ..
BT ..., 0 NR .... ... ... 100 100 0 ... 400
pat:3 L) 50 ... ... w ... 100 5 ... ... 50
59 100 100 NR w ... 200 100 100 200 ...
60 100 w ..., ..., 50 ... 200 00 ... ... B0
61 100 100 ... oo e .. 50 50 P
62 200 200 100 100 50 ... 100 200 100 100 100
Tabela 1 — Pesquise de anlicorpos classe IgM gpor imunofluorescéncia (FTA-Abs/,

hemadsorcGo e ELISA em 9 casos de neurossifilis em relacdo ao tratamento: anies
(PTé), em seguide (Pds) e, apds, em diversas épocas reunidas em meses (m).
R, reagente; NE, ndo reagente; & Eftulos ewxpressos pelo dnverse da diluicdo;
(...}, ndc pesquisuda.
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foram adicionados 100#1 de soro anti-IgM humana, especificos para cadeia ' extraido
de coelhos, eonjugado a peroxidase (Sigma Chemical Co., St.,, Louis, EUA) diluido a
1/1800 em PBS (pH 7.4) contendo 0,056% de albumina bovina. A reagfio foi incubada
a 40C durante 15 a 18 horas, e apds lavagem com PBS-T, foram adicionadogs 100
mierolitros do substrato constituido por 40mg de orto-fenilenodiamina (Merck, Rio de
Janeiro, Brasil) em 100ml de solugfio tamponada pH = 5,0, contendo 0,0dml de H O
a 20%. Apés 15 minutos, a reaclio foi paralisada ecom a adicio a cada cavidade de
50#! de solucdio 2N de H2804. A atividade enzimitica foi determinada espectrofotometri-

camente a 492nm (Titertek Multiskan MCC-Flow Laboratories Inc., Rockeville, EUA).
Foram considerados significativos os resultados positivos correspondentes a diluicdes
iguais on superiores a 1/50 no LCR e a 1/100 no soro.

Pesquiss, do fator reumatéide — As amostras de soreo e da LCR e as fracles
obtidas apos filtracdo em gel foram testadas pela prova do ldtex (Biolab-Mérieux,
Sdo Paulo, Brasil), segundo a metodologia recomendada pela firma fabricante.

Reacfio de imunodifusio radial simples proposta por Mancini e col, (§) — As
fracdes de soro e de LCR obtidas através de filtracio em gel foram analisadas
quanto as concentracdes de IgG e de IgM, segundo a padronizacio técnica empregada
no Instituto Adolfo Lautz,

RESULTADOS

Os resultados das reacdes imunoldgicas para deteccdo de anticorpos antitreponé-
mticos da classe IgM sfo apresentados na tabela 1. A pesquisa do fator reumatéide
resultou negativa no soro e no LCR em todos os casos, A reacdo de imunedifusio
radial foi aplicada em fragdes obtidas apés filtracBo em gel; verificou-se que persistiam
quantidades nfioc despreziveis de Ig® em fracles que deveriam conter apenas IgM.

COMENTARIOS

A reagdo de imunofluorescéncia para detecgdo de IgM (IgM-FTA-Abs) nio
evidenciou presenca de anticorpos da classe IgM no LCR antes do tratamento, em
4 de 5 pacientes em que foi realizada. No soro, foi positiva em 4 dos 6 casos
em que foi pesquisada. A baixa sensibilidade desta reaglo foi constatada por
diversos autores 37.17.20.  Niumero elevado de falso-negativos ocorreria em vir-
tude de competicio entre anticorpos das classes IgG e IgM. Para superar este
obstaculo, t€m sido utilizados métodos que permitem separar imunoglobulinas
antes da realizacio da reagdo17. Entretanto, os métodos de separacio dependem
de recursos técmicos muito elaborados6. Neste estudo, foi realizada tentativa
de separagio de imunoglobulinas utilizando método de mais simples execucdo 1.
Mediante a técnica de imunodifuséo radial, verificou-se que ndo foi possivel
obter separagdo, persistindo certa quantidade de IgG em fragdes que deveriam
conter apenas [gM.

A reacdo imunoenzimdtica (ELISA) e a hemadsorcdo em fase solida para
detecgdo de anticorpos da classe igM mostraram-se mais sensiveis. A maior
sensibilidade da reagdo de hemadsorgdo no LCR havia sido referida na litera-
tura?. Ambas demonstraram quedas dos titulos depois do tratamento, que foi
mais evidente na reacfo de hemadsorcdo. Entretanto, na maioria dos casos
em gque esses exames foram realizados, houve presenca de IgM especifica no
soro e no LCR durante o periodo compreendido entre o 13° e o 18° més,
A presenca de anticorpos antitreponémicos da classe [gM no soro, mais de um
ano depois do tratamento, tem sido detectada nas formas tardias de sifilis 14,1920,
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A pesquisa de fator reumatéide Ioi realizada para excluir resuitados falso-
-positivos que poderiam depender da preseng¢a de anticorpos da classe IgM, com
atividade anti-IgG. Ela foi negativa em todas as amostras. Em paciente que
apresentou piora clinica e laboratorial da NS (caso 62), o titulo da reacio
de hemadsorgio encontrava-se mais elevado no soro no 16° més apos tratamento.

O encontro de anticorpos antitreponémicos da classe IgM, no soro e no
LCR além de 12 meses apos tratamento, na maioria dos casos em que foram
pesquisados, parece frustrar a expectativa de que sua detecgio fosse método
rdpido ¢ eficiente de avaliagdo dos resultados do tratamento da NS.

RESUMO

Anticorpos antitreponémicos da classe I[gM foram pesquisados no soro e no
LCR de 9 casos de neurossifilis sintomditica, antes e, em diversos momentos,
depois do tratamento. Esses anticorpos foram investigados mediante reagdes
de imunofluorescéncia (IgM-FTA-Abs), hemadsorgio em fase sélida e imuno-
enzimatica (ELISA). Os titulos das reagdes reduziram-se, mas houve persis-
téncia da reatividade no soro e no LCR no segunde ano apods tratamento.

SUMMARY

High-dose iniravenous penicillin G in the freatment of netrosyphilis. Il
Evaluation of antitreponemic antibodies of the IgM class in cerebrospinal fluid
and serum.

IgM antibodies against Treponema pallidum were investigated in the serum
and in the CSF of 9 patients with symptomatic neurosyphilis, before the
treatment and in several occasions after the treatment. Tests used were the
FTA-Abs test, the IgM-solid phase hemadsorption test and an IgM-Elisa test
Titers of reactions decreased after treatment but they were still reactive in the
blood and in the CSF during the second year after the treatment,
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