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RESUMO

Introdugao: O aumento da sintese intratecal de imunoglobulina da classe G (IgG) pode ser encontrado em diferentes doencas
neuroinflamatorias. Objetivo: Avaliar retrospectivamente diferentes métodos de avaliacio da imunoprodugio intratecal. Métodos: Dados
de liquido cefalorraquidiano (LCR) e soro enviados para o Senne Liquor Diagndstico entre 2001 e 2017 foram avaliados. Dados de citologia,
bioquimica e imunologia foram comparados entre amostras com e sem bandas oligoclonais (BOGs). Comparagdes dos parametros do LCR
entre amostras com (BOG+) e sem BOCs (BOC-) foram realizadas, e a habilidade de predizer a presenga de BOCs foi avaliada por meio de
curvas ROC. Resultados: Foram incluidas 8.947 amostras, sendo 2.599 BOC+ e 6.348 BOC-. Contagens de linfécitos e mondcitos foram
significativamente associadas a presenca de BOG (p < 0,001). Todos os métodos de avaliagao da IgG foram significativamente associados
aBOC+; os com maior associacao foram o indice de IgG e o Reiber [drea sob a curva receiver operating characteristic (A\UROC) = 0,881
e 0,863, respectivamente]. Entre os casos BOC-, o indice de IgG foi elevado em 9,56%, e o Reiber mostrou aumento de produgdo de IgG
em 4,6%. Conclusdo: Houve forte associaco entre BOC e outros pardmetros neuroinflamatérios do LCR. A existéncia de casos BOC- com
aumento da producio de IgG por métodos quantitativos sugere que tanto métodos qualitativos quanto quantitativos devem ser utilizados
na avaliagdo dos processos neuroinflamatorios.
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ABSTRACT

Introduction: Increased intrathecal immunoglobulin class G (IgG) synthesis can be found in several neuroinflammatory diseases.
Objective: The aim of this study was to analyze quantitative and qualitative methods of intrathecal immunoproduction evaluation.
Methods: We retrospectively assessed data_from cerebrospinal fluid (CSF) and serum samples sent to Senne Liquor Diagndstico
Jrom 2001 to 2017. Gytological, biochemical, and immunological data were compared between cases with and without oligoclonal
bands (OCBs). Comparisons between samples with OCBs (0CB+) and without them (OCB-) were carried out, and the ability lo
predict the presence of OCBs was assessed with ROC analysis. Results: We included 8,947 samples (2,599 OCB+ samples and
6,348 OCB- samples). CSF lymphocytes and monocytes were significantly associated with the presence of OCB (p < 0.001). All the
inflammatory parameters were significantly associated with OCB, and the methods with the highest predictive ability for OCB were
IgG index and Reiber diagram [area under the receiver operating characteristic (AUROC) curve = 0.881 and 0.863, respectively].
Asmall percentage of cases without OCB had high [gG index (9.56%) or Reiber diagram, showing increased [gG production (4.6%).
Conclusion: We showed a strong association between OCB and other CSF inflammatory parameters. The presence of cases with
increased quantitative CSF IgG synithesis without OCB suggests that both quantitative and qualitative methods should be performed
in the evaluation of neuroinflammatory processes.
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RESUMEN

Introduccion: El incremento de la sintesis intratecal de inmunoglobulina G (1gG) puede ser encontrado en diferentes enfermedades
neuroinflamatorias. Objetivo: Analizar retrospectivamente diferentes métodos de evaluacion de la produccion intratecal. Métodos:
Se examinaron datos del liquido cefalorraquideo (LCR) y suero enviados para el Senne Liquor Diagnadstico entre 2001 y 2017.
Se compararon datos de citologia, bioquimica e inmunologia entre muestras con y sin bandas oligoclonales (BOC). Se hicieron
comparaciones de los pardmetros del LCR entre muestras con (BOC+) y sin BOC (BOC-), y la habilidad para predecir la presencia
de BOCS fue evaluada mediante curvas ROC. Resultados: Se incluyeron 8.947 muestras, con 2.599 BOC+y 6.348 BOC-. Recuentos
de linfocitos y monocitos fueron significativamente asociados a la presencia de BOC (p < 0,001). Todos los mélodos de evaluacion
de IgG fueron significativamente asociados a BOC+; aquellos con mayor asociacion fueron el indice de IgG y el Reiber (drea bajo
la curva ROC = 0,881 y 0,863), respectivamente. Entre los casos BOC-, el indice de IgG fue alfo en 9,56% y el Reiber demostro
incremento de produccion en 4,6%. Conclusion: Hubo fuerte asociacion entre BOC y otros pardmelros neuroinflamatorios del
LCR. La exislencia de casos BOC- con incremento de produccion de IgG mediante mélodos cuantitativos sugiere que lanto mélodos
cualitativos como cuantitativos deben ser usados en la evaluacion de procesos neuroinflamatorios.

Palabras clave: liquido cefalorraquideo; bandas oligoclonales; indice de [gG.

INTRODU(;AO estudo foi analisar a associacio de BOCs com outros métodos
de avaliacdo da sintese de IgG no LCR e outros pardmetros
inflamatorios de LCR.

0 aumento da sintese de imunoglobulina da classe G (IgG)
no liquido cefalorraquidiano (LCR) € encontrado em vrios
distdrbios, incluindo doengas neurologicas inflamatorias e
infecciosas. Métodos quantitativos e qualitativos sao usados para
avaliar a producéo de IgG no sistema nervoso central (SNC) 2.
0Os métodos quantitativos mais usados sdo determinaco de IgG Estudo retrospectivo que avaliou amostras de LCR e soro
no LCR, indice de IgG?® e diagrama de Reiber®. A avaliagdo  enviadas a0 Senne Liquor Diagndstico entre janeiro de 2001 e
qualitativa da imunoproducdo intratecal de IgG € realizadacoma  julho de 2017 para andlise da sintese intratecal de IgG. Os dados
deteccdo de bandas oligoclonais (BOCs) por focalizacao isoelétrica  foram obtidos do banco de dados do Senne Liquor Diagndstico.
(FIE)©,

METODOS

A contagem de células do LCR e os dados bioquimicos do

A identificacdo de BOCs por FIE € considerada o método  LCR foram registrados. A deteccio de BOCs de IgG foi feita por
mais sensivel para detectar a sintese intratecal de IgG?”. Ha cinco  FIE em combinacio com #mmunoblotting”. Albumina e IgG
interpretagdes padronizadas: tipo 1 — normal; tipo 2 — BOC em  foram determinadas por nefelometria. A fracio gamaglobulina foi
LCR e ndo no soro; tipo 3 — BOC no LCR e no soro, mas com mais  verificada com eletroforese em gel de agarose?. 0 indice de IgG
bandas no LCR que no soro; tipo 4 — com as mesmas BOCs no e ¢ diagrama de Reiber foram calculados como demonstrado a
LCR e no soro; tipo 5 — com bandas monoclonais no LCR € seguirt%, Basicamente, o indice de IgG é: [1gG (LCR) x albumina
no soro. O nimero de bandas ndo € levado em consideracao, (s0r0)/IgG (soro) x albumina (LCR)] x 100. O Reiber é obtido
mas a correspondéncia de bandas entre soro e LCR, 0 que explica  4qinalando os quocientes de IgG e albumina — Q IgG (IgG LCR/
porque esse método € qualitativo e néo quantitativo®. Os tipos IgG soro) e Q albumina (albumina LCR/albumina soro) — no
2 e 3 comumente indicam sintese intratecal de IgG, o tipo 4 diagrama de Reiber (Q IeG no eixo coordenada e Q albumina
revela uma inflamagao sistémica na qual anticorpos do soro . gy, abscissa), desse modo identificando a 4rea (quadrante).
atravessam 4 barreira hematoencefdlica e o tipo 5 € encontrado - | ealizada na drea 4 (quadrante superior esquerdo) indica
em paraproteinemias sistémicas®. Q IgG alto e Q albumina baixo, demonstrando imunoprodugo

A correlagio de BOCs com outros métodos de avaliacio de  intratecal. Padrdes de deteccdo de BOC com tipos 2 ou 3 foram
sintese intratecal de IgG, assim como com outros pardmetros  classificados como BOC+ e os demais padrdes foram classificados
do LCR, nfo € inteiramente compreendida® . O objetivo deste  como BOC-.
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A normalidade dos dados foi verificada por meio do teste
Kolmogorov-Smirnov. Comparamos dados de LCR em amostras de
BOC+ e BOC-. O teste # de Student foi usado para comparar dados
continuos. Dados categdricos foram comparados através do teste
qui-quadrado. Varidveis com diferenca significante pela andlise
univariada foram mais tarde avaliadas com a andlise de regressao
logistica bindria. A andlise de sensibilidade foi conduzida para
comparar a habilidade de outras varidveis do LCR em predizer
BOC+. A drea sob a curva receiver operating characteristic
(AUROC) foi calculada como medida de habilidade preditiva.
Aandlise estatistica foi feita usando SPSS versao 17.0 para Windows.
0 nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05.

RESULTADOS

Foram incluidas 8.947 amostras (2.599 amostras BOC+ e
6.348 amostras BOC-). Dados citol6gicos e bioquimicos foram
comparados entre as amostras BOC+ e BOC-. A contagem de
leucdcitos do LCR foi 8,72 + 36,2/mm? entre as amostras BOC+ e
4,84 + 79 4/mm? entre as BOC- (p = 0,066). As comparagdes do
subconjuntodeleucdcitosentreBOC+eBOC-foram:linfécitos3,84+
12,17/mm? vs. 1,55 + 9,6/mm’ (p < 0,001); mondcitos 0,3 +
1,9/mm? s. 0,14 + 1,7/mm?® (p < 0,001); neutréfilos 0,59 +
18,7/mm? vs. 0,82 = 53,8/mm’® (p = 0,834). A concentracio
média de proteina total em BOC+ foi 35,5 + 23,3 mg/dl e 37,5 +
29,1 mg/dl em BOC- (p = 0,018). A média de lactato foi 14,8 =
4,1 mg/dl entre BOC+ e 15,1 = 4,6 mg/dl entre BOC- (p = 0,063).

A fragdo gamaglobulina foi significantemente mais alta entre
amostras BOC+ que entre amostras BOC- (6,1 = 8,7 mg/dl vs. 4,1
+ 6,1 mg/dl, p < 0,001). A concentracio de IgG do LCR foi mais
alta entre amostras BOC+ do que entre BOC- (6,6 + 32,7 mg/dl
vs. 38 + 21,7 mg/dl, p < 0,001). O indice IgG médio foi
significantemente mais alto entre amostras BOC+ (0,74 + 0,78 us.
0,37  0,34; p < 0,001). Uma pequena porcentagem de casos de
BOC- (9,56%) teve indice IgG acima de 0,7, que € o ponto de corte
usualmente adotado para o indice IgG. O indice IgG foi maior que
0,8 em 6,05% dos casos de BOC-. A maior parte (71,5%) dos casos
de BOC+ e somente 4,6% dos casos de BOC- tiveram diagrama
de Reiber na drea 4, que € a drea indicativa de imunoproduco
intratecal aumentada (p < 0,001). Todos os parametros que foram
significantemente diferentes entre BOC+ e BOC- pela andlise
univariada também o foram pela andlise multivariada (Tabela).

As curvas ROC sdo mostradas na Figura. A AUROC mais alta
foi o indice IgG (0,881), seguido de Reiber (0,863), IgG do LCR
(0,842), gamaglobulina (0,761) e linfdcitos (0,745). Os outros
pardmetros tiveram AUROC abaixo de 0,6.

TABELA — Dados do LCR comparados entre amostras BOC+ e BOC-

P .
0CB+ 0CB- (andlise £ (@ndlise
L multivariada)
univariada)

Leucdcitos (mm®)  872+362  484+794 0,066
Linfocitos (mm®) 3,84+ 12,17  155+9,6 < 0,001 < 0,001

Mondcitos (mm?) 03+19 014+17 < 0,001 0,001
Neutrofilos (mm?) 0,59 +187 0,82 53,8 0,834
Proteina (mg/dl) ~ 355+233 37,5+291 0,018 < 0,001

Lactato (mg/dl) 148 +41 151+ 4,6 0,063

Fragio gamaglobulina ¢\ o0 41 61 <oon <0,001

(mg/dD)
[gGdoLCR (mg/dl) 6,6+327  38+217 <0001 <0,001
fndice IgG 074078 037+03 <0001 <0,001
Area 4 de Reiber (%) 715 46 <0,001 <0,001

LCR: liquido cefalorraquidiano; BOCS: bandas oligoclonais; I9G: imunoglobulina da classe
G; “andlise univariada com o teste t ou teste qui-quadrado; ~andlise multivariada com
andlise de regressdo logistica bindria.
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FIGURA — Curvas ROC da habilidade de indice IgG, diagrama de Reiber, [gG de LCR e
Jfragao gamaglobulina em predizer BOC+

DISCUSSAO

Neste estudo, mostramos forte associacao entre a deteccio
de BOC e outros pardmetros neuroinflamatorios do LCR, como
contagem de linfocitos e mondcitos, gamaglobulina, IgG, indice
IgG e diagrama de Reiber. Esse achado é consistente com o
mecanismo de producio intratecal de IgG, que envolve ativacao
do linfécito B no contexto dos processos neuroinflamatdrios. Essa
ativacdo resulta em ativacdo do plasma celular dentro do SNC,
assim explicando a producdo aumentada de IgG™. Métodos
quantitativos e qualitativos de avaliacdo da imunoproducio
intratecal exibem diferentes niveis de sensibilidade e especificidade
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para detectar a sintese de IgG. Por exemplo, em pacientes com
esclerose multipla (EM), a deteccdo qualitativa da sintese
aumentada de IgG mostrou-se um método mais sensivel.
Enquanto a detecco de BOG usando FIE ocorre em 90%-95% dos
pacientes com EM, as andlises quantitativas de IgG sdo anormais
em aproximadamente 75% dos casos de EM+19. Entretanto, a
frequéncia e o significado de detectar aumento na produgio de
IgG nao estao bem estabelecidos em casos nos quais BOCs ndo
sdo encontradas. Em doencas neuroinflamatérias que nio a
EM, a sensibilidade e a especificidade de métodos qualitativos e
quantitativos ainda sao desconhecidas.

No presente estudo, avaliamos o desempenho de métodos
quantitativos em relacio a detecgdo de BOGs. O indice IgG foi
o teste com melhor habilidade em predizer BOC+. Além disso,
encontramos que 9,56% dos casos de BOC- tiveram indice 1gG
acima de 0,7, que € o corte mais frequentemente adotado.
Encontramos ainda que 6,05% dos casos de BOC- tinham indice
IgG acima de 0,8. Reiber foi o segundo pardmetro quantitativo
com melhor associacdo com a presenca de BOC. Encontramos que
4,6% dos casos sem BOC tinham diagrama de Reiber na drea 4,
que € a drea sugestiva de sintese intratecal de IgG. A positividade
de métodos em relacio a deteccao de BOC foi avaliada em alguns
estudos prévios. Em um deles, os pesquisadores encontraram que
BOCs sempre foram detectadas em casos com indice de IgG acima
de 0,817, Um estudo mais recente achou o indice IgG acima de
0,8 em alguns casos BOC-?. Ha duas possibilidades para explicar
resultados discrepantes entre BOC e métodos quantitativos: uma é
que os métodos quantitativos na auséncia de BOCs sdo indicadores
verdadeiros de sintese intratecal de IgG, desse modo melhorando
a chance de identificar um processo neuroinflamatdrio. A outra
explicacio possivel é que indice IgG alterado e diagrama de
Reiber em casos BOC- sio falso-positivos. No presente estudo, no
pudemos avaliar sensibilidade e especificidade, mas resultados
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