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O virus linfotrépico de células T humanas do tipo | (HTLV-I) pode causar uma doenca neurolégica
inflamatéria, crénica e incapacitante, que acomete a medula espinhal, denominada mielopatia
associada ao HTLV-I/paraparesia espastica tropical (PET/MAH). A verificacdo de anticorpos da classe
G (I9G) anti-HTLV-I no soro e no liquido cefalorraquidiano (LCR) representa importante parametro
para o diagnéstico laboratorial da PET/MAH. Objetivo: Avaliacdo critica dos métodos utilizados para
verificacdo da presenca e da producdo intratecal de anticorpos totais e anti-HTLV-l no LCR para o
diagnéstico de PET/MAH. Método: Realizou-se uma reviséo sistematica de artigos da literatura médica,
usando-se palavras-chave da lingua inglesa como cerebrospinal fluid, intrathecal synthesis of antibodies,
HTLV-I, HAM/TSP. As bases de dados utilizadas incluiram Pubmed, Literatura Latino-Americana e do
Caribe em Ciéncias da Satde (Lilacs), MEDIars onLINE (Medline) e Cochrane Library. Resultado: Foram
selecionados 14 artigos: cinco relacionados com a presenca do anticorpo IgG especifico no LCR; nove
sobre sintese intratecal de anticorpos totais (IgG ou IgG/IgA/IgM) e especificos anti-HTLV-I (IgG ou IgM).
Discussao: O estudo isolado da presenca de anticorpo IgG anti-HTLV-I no LCR n&o discrimina a fragdo
produzida no sistema nervoso central (SNC), possui baixa especificidade (40%) para o diagndstico de
PET/MAH. A demonstracdo da sintese intratecal de anticorpos IgG anti-HTLV-I possui maior relevancia
por suas elevadas especificidade (89%) e sensibilidade (83%). Entre os métodos para a avaliacdo da
sintese intratecal de anticorpo especifico, destaca-se o indice de IgG anti-HTLV-I, sequndo Reiber e
Felgenhauer™, o qual se baseia no teste do ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA), com
analise simultanea do LCR e do soro. Outros estudos utilizam pequenas amostragens e ndo demonstram
sensibilidade e especificidade no teste do LCR. Apenas um trabalho possui anélise estatistica. Conclusao:
Existe a necessidade da padronizacdo de métodos para o diagndstico imunoldgico do LCR na PET/MAH,
com base em testes de elevadas sensibilidade e especificidade.

abstract IR

The human T-cell lymphotropic virus type | (HTLV-I) may cause HTLV-I associated myelopathy/tropical spastic
paraparesis (HAM/TSP), an incapacitating chronic inflammatory disease of the spinal cord. The detection of
IgG anti-HTLV-I antibodies in the serum and cerebrospinal fluid (CSF) has been an important parameter for the
laboratorial diagnosis of HAM/TSP. Objective: critical evaluation of the methods applied to detect the presence
and intrathecal production of total antibodies and anti-HTLV-1 in the CSF for the diagnosis of HAM/TSP. Methods:
We performed a systematic review of medical articles by using the key words: “cerebrospinal fluid, intrathecal

Cerebrospinal fluid

Intrathecal synthesis of
antibodies

HTLV-1

HTLV-1 index

synthesis of antibodies, HTLV-I associated myelopathy, HTLV-], HAM/TSP”. The used databases included: PubMed,
Lilacs, Medline and Cochrane Library. Results: A total of 14 articles were selected: five studies were related to the | HAM/TSP
presence of specific IgG antibody in the CSF and nine studied the intrathecal synthesis of total antibodies (IgG or
IgG/ IgA/IgM) and specific anti-HTLV-I (IgG or IgM). Discussion: The isolated studly of the presence of IgG antibody
anti-HTLV-1 in the CSF does not show the fraction produced in the central nervous system, which represents low
specificity (40%) for the diagnosis of HAM/TSP. The demonstration of the intrathecal synthesis of IgG anti-HTLV-
antibodies is more relevant due to its high specificity (89%) and sensibility (83%). According to Reiber & Felgenhauer
(1987), the index IgG anti-HTLV-I, which is based on ELISA test with simultaneous CSF and serum analysis, stands
out from the other methods applied to evaluate the intrathecal synthesis of specific antibody. Other studies use
small samples and do not demonstrate the sensibility and specificity of the test in the CSF. Only one study shows
statistical analysis. Conclusion: The immunological diagnosis of the CSF in HAM/TSP requires the standardization
of methods, which should be based on tests of high sensibility and specificity.
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Introducao

O diagnéstico laboratorial de mielopatia associada ao virus
linfotrépico de células T humanas do tipo | (HTLV-l)/paraparesia
espastica tropical (PET/MAH) consiste na demonstracéo de
seu agente causal, o virus HTLV-I, por meio da pesquisa
de anticorpos anti-HTLV-I e/ou antigenos virais nos pa-
cientes acometidos por esta doenca neurolégica crénica
incapacitante®?.

O HTLV-I pertence a familia Retroviridae e é um virus
envelopado. Seu genoma possui duas fitas simples de
RNA com estrutura genética similar a dos demais retro-
virus, possuindo os genes: gag, que codifica as proteinas
do core dos retrovirus; pol, que codifica polimerases; env,
que codifica proteinas do envelope; e pX (Figura 1).
Este dltimo possui os genes reguladores tax e rex(" 29,
Inicialmente a particula viral se liga a superficie da célula.
Apés essa interacdo, o virus torna-se capaz de penetrar
na célula, liberando todo seu contedo no citoplasma.
Neste, a fita de RNA viral é transcrita ao DNA de fita
dupla pela enzima transcriptase reversa. A fita dupla de
DNA migra para o ndcleo e integra-se ao genoma do
hospedeiro, formando o DNA proviral®,

A PET/MAH é uma doenca inflamatéria cronica do
sistema nervoso central (SNC) que se caracteriza pelo
acometimento da medula espinhal de predominio
toracico. Como consequéncias surgem fraqueza lenta-
mente progressiva associada a dorméncia nos membros
inferiores, dor lombar e retengdo ou incontinéncia
urinaria® 13,

A analise do LCR deve incluir, além do programa
bésico (contagem de células, dosagem de glicose e de
proteinas), a determinagéo da concentracéo de albumina
e imunoglobulinas totais e especificas, em paralelo ao
soro®, O estudo da relacdo entre a concentracdo de
albumina no LCR e no soro, ou seja, o quociente de al-
bumina LCR/soro (Q Alb), permite a avaliacdo de func¢do
da barreira hemato-LCR (V.R. Q Alb < 8 x 10-%). A sintese

intratecal de 1gG total é avaliada quantitativamente
pelo indice de IgG, pelo diagrama de quocientes (IgG
totais), segundo Reiber e Felgenhauer® (Figura 2),
entre outros. Essas medidas baseiam-se na relagado entre
as concentracdes de imunoglobulinas totais no LCR, no
soro e na barreira hemato-LCR. Outro teste utilizado para
a verificacdo da sintese intratecal de imunoglobulinas
totais ou especificas consiste na pesquisa de bandas
oligoclonais no LCR em paralelo ao soro pelo método
qualitativo de focalizagdo isoelétrica (FIE) (Figura 3),
o qual apresenta sensibilidade superior a dos métodos
quantitativos. As bandas representam fracdes oligo-
clonais das imunoglobulinas e migram até seu ponto
isoelétrico na eletroforese> 19,
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Figura 2 - Diagrama de quocientes, sequndo Reiber e Felgenhauer, 1987. Quociente
limite - 0 mg/I de sintese local de anticorpo. A sintese local para valores acima da linha
limite é avaliada em mg/I. A linha pontilhada apresenta os valores IgG (log) em % da
concentragéo de [gG no LCR. 1. normal; 2. disfungdo da barreira hemato-LCR; 3. sintese
intratecal de IgG + disfungdo da barreira hemato-LCR; 4. sintese intratecal de lgG
IgG: imunoglobulina da classe G, LCR: liquido cefalorraquidiano.
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Figura 1 - Organizagéo genética do virus HTLV-I
HTLV-I: virus T-linfotrépico humano tipo |.
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Figura 3 - Bandas IgG oligoclonais. Caso 1 - Bandas adicionais no LCR (PI - LCR;
Ps - soro); caso 2 — Bandas restritas ao LCR (+/ - LCR; Cs - soro)

IgG: imunoglobulina da classe G; LCR: liquido cefalorraquidiano.

indice de 1gG = Q IgG (LCR/soro):

Q albumina (LCR/soro)

O exame do LCR na PET/MAH caracteriza-se pela pre-
senca de reacdo inflamatdria com leve pleocitose (> 4 célu-
las/mm?3), sendo que 1% dos linfécitos apresenta aspecto
atipico semelhante ao encontrado na leucemia de células T
do adulto denominado de flowers cells?*?®; concentragado
de glicose normal (dois tercos de glicemia); moderada
hiperproteinorraquia (> 40 mg/dl); leve disfuncdo de
barreira hemato-LCR (Q Alb > 8 x 1073); sintese intratecal
de IgG total (indice de IgG > 0,7 e/ou presenca de banda
IgG oligoclonal no LCR néo encontrada no soro){”.

Em relacdo a avaliacdo de anticorpos IgG anti-HTLV-I
no soro, preconiza-se a realizacdo de testes de triagem:
aglutinacéo de particulas (AP) de latex ou de gelatina ou
ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA ou EIA). Os
testes confirmatérios incluem imunofluorescéncia indireta
(IFT), radioimunoprecipitacdo em gel de poliacrilamida
(RIPA/PAGE), Western blot (WB) ou imunoblot e reacao
de cadeia da polimerase (PCR).

No LCR, os anticorpos IgG anti-HTLV-I podem ser
evidenciados pela demonstracdo de:

o presenca de anticorpos especificos: método ELISA,
AP, teste Western blot. Analise isolada do LCR;

o producdo intratecal de anticorpo anti-HTLV-I: quo-
ciente LCR/soro IgG especifica (método de ELISA) ou
indice de anticorpo especifico (Al), radioimunoprecipi-
tacdo, focalizacdo isoelétrica, immunoblotting. Anélise em
paralelo do LCR e do soro com a mesma metodologia.

A verificacdo de anticorpos totais ou especificos no
LCR ndo permite demonstrar se estes sdo produzidos no
SNC ou provém do sangue pela passagem da barreira

hemato-LCR® 1% 19 Para tal é necessério relacionar os
valores do LCR com o soro, considerando a funcédo da
barreira hemato-LCR. Entre os métodos de avaliacdo da
sintese intratecal de anticorpos especificos (sintetizados
no SNC), o indice de anticorpo (Al) baseia-se na relacao
entre o quociente LCR/soro da concentracdo da 1gG
total, da albumina (pelo método de nefelometria) e IgG
especifica pelo método de ELISA no LCR e no soro(”.
O Al representa um método quantitativo, e valores
maiores que 1,5 confirmam a sintese intratecal de an-
ticorpo 1gG especifico, o qual representa uma medida
de valor para a avaliacdo da sintese intratecal de IgG
anti-HTLV-1¢ 19, Radioimunoprecipitacdo, focalizacdo
isoelétrica e immunoblotting sdo métodos qualitativos
utilizados para avaliacdo de sintese intratecal de anti-
corpos anti-HTLV-l e comparam a presenca de bandas
(antigeno-anticorpo) no LCR em relagdo ao soro. Bandas
especificas presentes ou mais intensas no LCR nao en-
contradas no soro sao indicativas de sintese intratecal
do anticorpo anti-HTLV-1¢3).

O objetivo desta revisdo consiste em realizar uma
analise minuciosa dos métodos e da frequéncia de uso
da pesquisa de anticorpos IgG anti-HTLV-I no LCR e da
producao intratecal de anticorpos IgG totais e especificos
para o diagnéstico da PET/MAH.

Metodologia

Este estudo consistiu numa reviséo sistematica de artigos
publicados na literatura nacional e internacional nos dltimos
18 anos. Foram utilizadas as seguintes palavras chaves da
lingua inglesa: cerebrospinal fluid, intrathecal synthesis of
antibodies, HTLV-I, immune response e HAM/TSP através das
fontes de dados Literatura Latino-Americana e do Caribe
em Ciéncias da Salde (Lilacs), Pub Med, MEDIars onLINE
(Medline) e Cochrane Library. Os dados foram tabulados.

Resultados

Da busca realizada, a sele¢do incluiu somente artigos
que descreviam métodos utilizados para pesquisa de anti-
corpos anti HTLV-I no LCR para diagnéstico da PET/MAH,
os quais totalizavam 14 publicacdes (Tabela). Em todos os
artigos foram utilizadas amostras de LCR ou LCR/soro de
pacientes diagnosticados com PET/MAH, conforme critério
de Osame(™.
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Tabela
Autor/Ano

Osame, M.
etal., 1986

Ceroni, M.
et al., 1988

Dados descritivos dos trabalhos selecionados pela metodologia

Desenho do Objetivo
estudo

Retrospectivo  Estudar a

observacional  presenca de

de corte anticorpos

transversal anti-HTLV-|
No SOro € no
LCR

Retrospectivo  Detectar

observacional ~ bandas

de corte oligoclonais

transversal contra o
HTLV-I no
LCR de
pacientes
com PET/
MAH

Método

¢ Aglutinagdo
de particulas de
gelatina (AP)

¢ ELISA - para
amostras positivas
em AP

¢ WB - como
exame confirmatdrio
para amostras
positivas em AP e
ELISA

® flisa—para
pesquisadeanticorpos
anti-HTLV-l no soro e
no LCR

¢ WB para
confirmag&o no soro
eno LCR

* /munobloting para
pesquisa especifica
de banda IgG contra
o HTLV-I

¢ FIE para separagdo
de proteinas de LCR
€ S0r0

Populacao

* Seis
pacientes com
PET/MAH

* 78 pacientes
controle

com outras
desordens
neurolégicas

* Onze pares
de amostras de
LCR e soro de
pacientes com
PET/MAH

* Seis amostras
de LCR de
pacientes com
PET/MAH

Resultados

¢ Os seis pacientes com
PET/MAH mostraram
titulos elevados de
anticorpos anti-HTLV-I no
soro e no LCR usando os
métodos AP e ELISA

¢ Dos 78 pacientes
controle, 12 (15,4%)
foram positivos no soro
e um (1,3%) positivo no
LCR pelo método de AP
* WB confirmou
presenca de anticorpos
IgG contra o HTLV-|

no soro e no LCR de
todos os pacientes com
PET/MAH

* Todos os pacientes
mostraram bandas anti-
HTLV-I caracteristicas no
LCR, contra p24 e p32
do virus

® Onze pares de LCR e
soro foram estudados para
banda IgG oligoclonal
total

* 9/11 (81%) mostraram
banda oligoclonal total
exclusivamente no LCR

* Das seis amostras de
LCR n@o pareadas, cinco
demonstraram banda
oligoclonal total

® Trés pares de LCR e
soro e dois outros LCRs
nao pareados foram
estudados para banda IgG
oligoclonal especifica

¢ Em cada par o padrao
da banda IgG foi diferente
no soro e no LCR,
demonstrando sintese
intratecal de anticorpo
IgG contra HTLV-I

* As outras duas amostras
também mostraram
banda IgG oligoclonal
especifica

¢ Dois LCRs de um
mesmo paciente obtidos
em um intervalo de seis
meses foram corridos em
paralelo e mostraram o
mesmo padrao especifico
de banda oligoclonal

Discussao

Usando o método

de aglutinagdo de
particulas em gelatina
(AP) e 0 ELISA,
demonstraram-se
titulos elevados

de anticorpos
anti-HTLV-=| no soro e no
LCR, confirmados com
0 WB em seis pacientes
com PET/MAH

¢ Este resultado
confirma a associagao
entre este tipo de
mielopatia e a infecgao
pelo HTLV-|

¢ O indice de IgG foi
elevado em 65% dos
pares de soro e LCR

® Em 81% dos LCRs
testados havia bandas
IgG oligoclonais ndo
observadas no soro de
mesmo paciente

* A determinacéo do
indice de IgG especifico
baseado na analise de
niveis de anticorpos
contra HTLV-I no soro e
no LCR e concentracdo
de albumina no soro

e LCR confirmaram a
sintese intratecal de IgG
especifica contra o virus
em todas as amostras
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BE:1o1-1F- W Dados descritivos dos trabalhos selecionados pela metodologia (cont.)

Grimaldi,
L. M. et al.,
1988

Gessain, A.
et al., 1988

Link, H.
etal., 1989

McLean,
B.N,;
Rudge, P;
Thompson,
E.J., 1989

Retrospectivo

observaciona
de corte
transversal

Retrospectivo
observacional
de corte
transversal

Retrospectivo
observacional
de corte
transversal

Retrospectivo
observacional
de corte
transversal

Verificar
bandas
oligoclonais
no LCR em
pacientes
com PET/
MAH

Investigar
soro e LCR
de pacientes
com PET/
MAH

¢ Bandas de
anticorpo
IgG
oligoclonal
total no LCR
€ N0 SOro

¢ Bandas de
anticorpos
IgG anti-
HTLV-I no
LCR e no
SOro

* Pesquisar
no LCR
anticorpos
IgG e IgM
contra
HTLV-|

e FIE usada para
IgG especifica no
LCR e no soro,
usando a proteina
p24 como antigeno
do HTLV-I

® ELISA - para LCR
e soro

* WB - para
confirmagao foram
usados LCR e soro
diluidos com ELISA
positivo

* |munoturbedimetria
para estudo da
barreira
hemato-LCR -
concentragdo de
IgG e albumina no
LCR e no soro

* RIPA - para
confirmacdo eventual
* Eletroforese em

gel de agarose para
estudo de bandas
oligoclonais

* Para a realizagéo
do estudo foi feita
uma purificagao

do virus HTLV-l e
criada uma linha de
células HUT-102

e ELISA

* |F| - soro diluido
1/50 e LCR 1/10

¢ WB - soro diluido
1/200 e LCR 1/20
* [munoprecipitagdo
nefelometria para
IgG total

* FIE para pesquisa
de banda IgG
oligoclonal

* FIE para IgG total
para, LCR e soro

* |munoblot para
HTLV-l em LCR e
S0ro

¢ Cinco
pacientes com
PET/MAH

¢ Nove
pacientes

com esclerose
multipla

¢ 19 pacientes
com PET/MAH
¢ 31 pacientes
com outras
desordens
neurolégicas
como controle
negativo

¢ QOito
pacientes

com ATL
como controle
positivo

® 22 pacientes
com PET/MAH
* 15 controles
com outras
desordens
neurolégicas

® Sete
pacientes com
PET/MAH

¢ Observaram bandas
oligoclonais anti-p24
no LCR, mas ndo no
soro dos pacientes com
PET/MAH

 Foram encontrados
anticorpos para HTLV-|
no LCR e no soro de
todos os pacientes com
PET/MAH pelo ELISA

e confirmados pelo

WB e eventualmente
pelo RIPA. Pelo WB no
LCR, quatro pacientes
tiveram titulos baixos
demonstrados também
pelo ELISA. Entretanto,
esses quatro pacientes
exibiam bandas mais
fortes para o ndcleo viral
como pl9 e p24

¢ RIPA —foi reativo para

pl9, p24 e gp61 no LCR

o ELISA - usando o

HUT-102 como antigeno

obtiveram titulos de
anticorpo anti-HTLV-|
com limites de variagao
de 1/1.280 a 1/10.240

nosoroe 1/120 a 1/320

no LCR

* {ndice de IgG elevado
em 17 pacientes com
PET/MAH

¢ Banda oligoclonal

em 21 pacientes com
PET/MAH

¢ Banda IgG oligoclonal
anti-HTLV-l em 19

dos 22 pacientes com
PET/MAH

¢ Todos 0s pacientes com
PET/MAH foram positivos
para IgG oligoclonal total

¢ QOito LCRs de cinco

pacientes tinham IgG

especifico para HTLV-I
pelo imunoblot

¢ Banda oligoclonal
no LCR da PET/
MAH correspondeu

a distribuicéo de
anticorpo anti-p24,
sugerindo a presenca
de infecgdo no SNC

® Soro e LCR de todos
0s pacientes com
PET/MAH exibiram
anticorpos angi-gag e
env

* A evidéncia de
sintese de IgG em

14 (74%) dos 19
pacientes com
PET/MAH e a
presenca de banda
IgG oligoclonal no
LCR de 13 destes 14
pacientes sugere uma
ligacao entre HTLV-I e
PET/MAH

* A maioria dos
pacientes com
PET/MAH apresenta
banda IgG oligoclonal
no LCR. E muitos
destes também tém
tais bandas no soro

¢ Todos os pacientes
tinham sintese local de
IgG oligoclonal no LCR
com algumas bandas
no soro. Mas somente
cinco pacientes
tinham IgG especifico
do HTLV-I onde a
propor¢ao de IgG
especifico viral variou
consideravelmente
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BE-1:1:1- W Dados descritivos dos trabalhos selecionados pela metodologia (cont.)

Spina-Franca, Retrospectivo

A.etal, 1990 observacional
de corte
transversal

Nagasato, K. Retrospectivo

etal, 1991 observacional
de corte
transversal

Mckendall,  Retrospectivo

R.R.;Oas,  observacional

J.; Lairmore,  de corte

M. D., 1991 transversal

104

* |nvestigar
anticorpos
anti-HTLV-|
no soro e
no LCR de
pacientes
com
afeccles
do sistema
nervoso

¢ Aglutinacdo de
particulas para
anticorpo
anti-HTLV-|

® [nvestigar ¢ WB - Pesquisa
presenca de IgM

de IgM

anti-HTLV-|

no soro e

no LCR de

pacientes

com

PET/MAH

eExaminar ¢ ELISA-LCRe
LCResoro  soro

de pacientes B - LCR e soro
com PET/ em igual quantidade
MAH de IgG

Nove pacientes
Sem risco

para PET/
MAH (grupo
controle)

* 85 pacientes
no grupo de
risco ocasional
(grupo 2)

* 56 pacientes
no grupo de
risco possivel

(grupo 3)

¢ 36 pacientes
com PET/MAH
e 23 pacientes
assintomaticos

® Trés
pacientes com
PET/MAH

¢ No grupo controle todos
foram negativos no soro e
no LCR para pesquisa de
anticorpos contra HTLV-|
* No grupo 2 foram
detectados anticorpos
anti-HTLV-I no soro

e/ou no LCR em 16,5%
(14/85) dos pacientes

* No grupo 3, 55,4%
(31/56) dos pacientes
apresentavam anticorpos
anti-HTLV-I no soro e/ou
LCR

¢ Nestes 45 casos
acharam: soro e LCR
positivos em 24; positivo
no soro e negativo no
LCR em 14; positivo
somente no LCR em sete

¢ Na analise do LCR dos
pacientes com PET/MAH
24 das 36 amostras
(66,7%) possuiam
anticorpos IgM anti-
HTLV-I, nao observados
nos assintomaticos

¢ |B - estudos de

LCR e soro revelaram
reatividade para p19,
p24, pb3, gp46 e gp68
dos trés pacientes

* Os resultados da
investigacao confirmam
a alta incidéncia da
PET/MAH no Brasil e
ilustram a necessidade
da pesquisa desses
anticorpos no LCR

* Os resultados
demonstraram alta
incidéncia de IgM anti-
HTLV-I em amostras de
LCR de pacientes com
PET/MAH, os quais
foram contra a proteina
gag do HTLV-I (p19 e
p24)

e AllgM no LCR

de pacientes com
PET/MAH permanece
presente durante longo
tempo

¢ A persisténcia da
infecgdo HTLV-I no
SNC contribui para

a patogénese da
PET/MAH

* ELISA positivo
confirmado pelo IB em
ambos, soro e LCR

® Esse estudo indicou
resposta intratecal
especifica ao virus
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BE:1:1-1E W Dados descritivos dos trabalhos selecionados pela metodologia (cont.)

Puccioni- Retrospectivo

Sohler, M.;  observacional

Kitze, B; de corte

Felgenhauer, transversal

K, 1995

Kitze, B. Retrospectivo

etal., 1995 observacional
de corte
transversal

Kitze, B. Retrospectivo

etal., 1996 observacional
de corte
transversal

¢ Analisar
LCRe
correlacionar
0s
parametros
encontrados
coma
gravidade da
doenca

® nvestigar
asignificancia
dos
anticorpos
especificos
do HTLV-I no
LCR

¢ Correlacionar
HLA com

a sintese
intratecal
especifica
de anticorpo
IgG contra
HTLV-I

* Método de
nefelometria

— dosagem da
concentragdo

de albumina e
imunoglobulinas do
LCR e do soro

o indice de IgG, IgA
e IgM no LCR foi
calculado de acordo
com a férmula de
Riber e Lange

* FIE para
deteccéo de bandas
oligoclonais

¢ Al quantitativo

- sintese intratecal
de anticorpo IgG
para HTLV-I pelo
ELISA

o EIA
* RIPA

* Método de
nefelometria

— dosagem de
albumina e IgG

¢ Disfuncdo da
barreira hemato-
LCR dosada pelo
quociente de
albumina do LCR/
s0ro e/ou sintese
intratecal de IgG

e EIA

¢ Célculo de indice
de anticorpo
especifico proposto
por Reiber e Lange
e Estudo de HLA

¢ 20 pacientes
com PET/MAH
¢ 16 pacientes
soronegativos
para HTLV-I
com outras
doencas
neurolégicas

¢ 20 pacientes
com PET/MAH
¢ 17 pacientes
com outras
desordens
neurolégicas

¢ 46 pacientes
com PET/MAH

* Pacientes com
PET/MAH: todos
apresentaram reagao
inflamatéria no SNC;
95% mostraram bandas
oligoclonais refletindo
sintese intratecal de
IgG no SNC; 85%
apresentaram sintese
local de anticorpos para
HTLV-|

* Avaliacdo quantitativa
do EIA evidenciou a
sintese de anticorpo IgG
anti-HTLV-I no SNC

* Radioimunoprecipitagao
demonstrou anticorpo
IgG contra o HTLV-I de
proteinas do core e de
envelope em todas as
amostras de LCR e soro

* Pacientes com alguns
dos cindo haplétipos
HLA estudados na
PET/MAH apresentavam
sintese intratecal, ao
contrario daqueles que
nao apresentaram estes
haplétipos

* Pacientes com
haplétipo HLA
especifico (por exemplo,
A24Cw7B7DR1DQ5)
mostraram
frequentemente sintese
intratecal de anticorpo
contra peptideo sintético
do HTLV-I, especialmente
contra 0 gp21 da regido
env.

¢ Os parametros do
LCR dos pacientes
com PET/MAH foram
comparados com 0s
dados clinicos. Os
dados apresentados
indicaram a
importancia da
analise do LCR para
0 diagndstico de
PET/MAH

¢ Demonstracéo de
anticorpo especifico
no LCR contra HTLV-I
depende do método
usado

¢ Com os dados ndo ha
concordancia geral de
como avaliar niveis de
anticorpo anti-HTLV-|
no LCR com atenc@o
ao diagnéstico da
PET/MAH

¢ A analise de 46
casos de PET/MAH
mostrou que pacientes
com alta resposta
imune ao haplétipo
HLA apresentavam
inicio da doenca
durante a infancia

e a adolescéncia,
entretanto aqueles
com relato de
transfusao sanguinea
apresentavam inicio da
doenca na fase adulta
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BE-1:1:1F- W Dados descritivos dos trabalhos selecionados pela metodologia (cont.)

Kitze, B.
etal., 1996

* Avaliar
pares de
amostras
LCR e soro
para sintese
intratecal

de anticorpo
especifico
contra
HTLV-I

Retrospectivo
observacional
de corte
transversal

* Avaliar
sintese
intratecal
de anticorpo
pelo método
Al e sua
contribui¢do
diagndstica

Puccioni-
Sohler, M.
etal., 2001

Retrospectivo
observacional
de corte
transversal

¢ EIAno LCR e no
Soro

¢ Nefelometria
para dosagem de
albumina e IgG no
LCR e no soro

® ELISA no soro e
no LCR

¢ WB no soro

¢ FIE para pesquisa
de IgG total seguida
de colorac@o pela
prata

¢ Al para HTLV-I no
LCR

¢ Tratamento
estatistico usando
os testes »?, Mann-
Whitney e Kruskal-
Wallis

* Pacientes
classificados
em quatro
grupos: 39 com
PET/MAH; seis
Soropositivos
para HTLV-
com possivel
PET/MAH, mas
também com
outras doengas
da medula
espinhal;

11 controles
soronegativos
para HTLV-I;
15 pacientes
SOropositivos
para HTLV-
sem doenca
da medula
espinhal

*138
pacientes
divididos em
trés grupos:
81 pacientes
com PET/MAH
e sorologia
positiva para
HTLV-I; 44
pacientes
portadores

do HTLV-I
com outras
desordens
neurolégicas;
13 pacientes
com esclerose
multipla
soronegativos
para HTLV-I

¢ Sintese de anticorpo
intratecal contra peptideo
especifico do HTLV-I
achados com PET/MAH
e 20% dos soropositivos
sem doenca da medula
espinhal

* Para o diagndstico da
PET/MAH entre todas

as amostras de LCR de
pacientes estudados e
divididos em trés grupos
obtiveram: teste de
ELISA com sensibilidade
de 99% e especificidade
de 41%; Al com
sensibilidade de 83% e
especificidade de 89%

¢ Encontraram
diferenca significativa
entre os pacientes
soropositivos para
HTLV-I sem PET/MAH
e os com PET/MAH. A
sintese intratecal de
anticorpo especifico
ao HTLV-I em alguns
soropositivos sem
PET/MAH pode

ser interpretada
como diferenca
quantitativa entre os
dois grupos ou como
uma anormalidade
subclinica nos
soropositivos sem
PET/MAH, sugerindo
0 acompanhamento
desses pacientes

¢ Algoritmo para
diagndstico da
PET/MAH

¢ Al usado

sozinho apresenta
sensibilidade de 83% e
especificidade de 89%
para diagndstico da
PET/MAH

* Em pacientes com
sintomas clinicos

de PET o valor
preditivo positivo de

Al é de 95% e em
contrapartida, é de
75% no ELISA

HTLV-I: virus T-linfotrépico humano tipo I; LCR: liquido cefalorraquidiano; ELISA ou EIA: ensaio imunossorvente ligado a enzima; WB: Western blot; PET/MAH:
paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV-I; AP: aglutinacéo de particulas; FIE: focalizagéo isoelétrica; RIPA: radioimunoprecipitacéo em gel de
poliacrilamida; ATL: leucemia de células T adulto; IB: imunoblot

Entre os artigos sobre imunologia geral, com base na

relacdo LCR/soro“ 6-816.17).

¢ 6/14 (42,9%) avaliaram a barreira hemato-LCR;

¢ 4/14 (28,6%) analisaram sintese intratecal de IgG,
com base no indice de IgG e 4/14 (28,6%), com base

no diagrama de quocientes;

e 1/14 (7,1%) estudou a avaliagdo combinada da
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sintese de IgA, IgG e IgM, com base no diagrama de

quocientes;

¢ 2/14 (14,2%) avaliaram sintese intratecal de IgG,
com base na demostracdo de bandas IgG oligoclonais
pelo método de focalizagéo isoelétrica.

Em relacdo ao estudo imunoldgico especifico para HTLV-I:

o andlise isolada de 1gG anti-HTLV-l no LCR - 2/14
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(14,3%) dos artigos utilizaram o teste de aglutinacdo
de particulas de latex 29 e 10/14 (71,4%), o teste de
ELISA@ 3,5-9.17).

o avaliacdo da sintese intratecal de anticorpos anti-
HTLV-I (LCR/soro) — o Al para IgG anti-HTLV-I foi aplicado em
5/14 (36%) dos artigos® ¢ 17); focalizacdo isoelétrica para
pesquisa de banda IgG oligoclonal anti-HTLV-I no LCR e no
soro em 3/14 (21,4%)% %19, método de imunoblot em 2/14
(14,3%)**; 0 método de radioimunoprecipitacdo em 2/14
(14,3%)¢>; método de Western blot (WB) em 5/14 (35,7%)
para pesquisa de banda monoclonal® 3 81417 ‘em que a
resposta foi principalmente direcionada as proteinas p19 e
p24. Em 1/14 (7,1%) o método de WB avaliou a presenca
de banda IgM anti-HTLV-I no soro e no LCR(2,

Dos 14 artigos, somente 1 (7,1%) fez tratamento
estatistico e descreveu sensibilidade e especificidade da
metodologia citada utilizando uma amostragem de 138
pacientes divididos em trés grupos: os com paraparesia
espastica e sorologia para HTLV-I positiva; aqueles porta-
dores de HTLV-l com outros distdrbios neuroldgicos; os
com esclerose miltipla e sorologia negativa para HTLV-I.
Os métodos utilizados na anélise incluiram indice de IgG,
pesquisa de banda IgG oligoclonal no LCR/soro pela FIE e
indice de IgG anti-HTLV-I (Al)17.

Discussao

Na presente revisao realizou-se minuciosa analise dos
métodos para pesquisa de anticorpos no LCR e no soro,
da sua frequéncia de uso no diagnéstico da PET/MAH e
dos métodos utilizados para determinacdo da producéo
intratecal de anticorpos totais e especificost* % 101221,

Osame et al." analisaram presenca de anticorpos IgG
totais no LCR e no soro de seis pacientes com PET/MAH.
O teste de AP foi aplicado inicialmente para dosar titulos
de anticorpos IgG contra o HTLV-I. N@o houve citagdo
sobre a diluicdo das amostras, porém todas foram posi-
tivas. Realizou-se o teste de ELISA em todas as amostras.
O critério de positividade incluiu absorbéancia > 0,06 no
soro e > 0,04 no LCR. Todas se encontravam positivas,
variando de 0, 046 a 0, 388. A analise do WB usando
células MT2 confirmou a presenca dos anticorpos IgG
para HTLV-l em soro e LCR. Todos os pacientes mostraram
bandas IgG, p24 e p32 caracteristicas no LCR. A hipdtese
sobre associacdo entre a infeccdo pelo HTLV-I e a mie-
lopatia baseou-se nos seguintes achados: presenca de
altos titulos de anticorpos IgG anti-HTLV-I no soro e no

LCR, confirmados pelo WB, e padrdes caracteristicos de
IgG especifica no LCR no teste de WB nos seis pacientes
com PET/MAH®(4,

Ceroni et al.® analisaram soro e LCR de 11 pacientes
com PET/MAH e LCR de seis pacientes:

o pela FIE para pesquisa de banda IgG oligoclonal
total;

o para pesquisa de anticorpos IgG anti-HTLV-I pelo
método ELISA, confirmados pelo WB;

« imunobloting para pesquisa de banda IgG especifica.

O estudo de banda IgG oligoclonal total em 11 pares de
LCR e soro revelou que 81% mostravam banda oligoclonal
total exclusivamente no LCR. Trés pares de LCR e soro e dois
outros LCRs foram estudados quanto a presenca de banda
IgG oligoclonal especifica, revelando nos pares um padréo
da banda IgG no LCR, ndo observado no soro, compativel
com sintese intratecal de anticorpo IgG contra HTLV-I. As duas
amostras de LCR também mostraram banda IgG oligoclonal
especifica. Dois LCRs de um mesmo paciente obtidos em um
intervalo de seis meses foram corridos em paralelo e mostraram
0 mesmo padréo especifico de banda oligoclonal®.

Grimaldi et al. demonstraram presenca de bandas IgG
oligoclonais especificas para a proteina p24 do HTLV-l no
LCR (ndo evidenciadas no soro) de cinco pacientes com
PET/MAH, usando o método de FIE com coloracdo pela
prata. Apés a FIE, houve a imunofixacéo em gel com anti-
IgG humana especifica para proteina p24 do HTLV-I. Esta
proteina foi escolhida por ser considerada, segundo esses
autores, o maior alvo da resposta imune na PET/MAH.
Presenca de bandas no LCR, com auséncia nas amostras de
soro, indicaram que foram produzidas dentro do SNC®.

Gessain et al.® investigaram sintese intratecal de an-
ticorpos 1gG anti-HTLV-I em 19 pacientes com PET/MAH.
Utilizou-se o método de ELISA, confirmado pelo WB e
eventualmente pela RIPA, para a deteccdo de anticorpos
especificos no LCR e no soro. No teste de ELISA, determi-
naram-se os titulos de anticorpos em dilui¢des seriadas em
duplicata. No soro, variou de 1:100 a 1:8000 e no LCR, de
1:2.a1:320. As amostras foram positivas. Para confirmacao
com WB, o soro foi diluido em 1:200 e o LCR, 1:20. O WB
foi usado para todas as amostras de ELISA positivas. Pelo
WB, todos os soros foram reativos para p19, p24, p26, p28,
p32, p36 e Pr53. No LCR a reatividade contra o HTLV-I
foi principalmente direcionada para proteina p24, mas
também em menor proporgao para p19, p32, p36 e Pr53.
Em todos os casos, se uma banda estava presente no LCR,
também estava no soro correspondente. Quatro pacientes
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que tiveram baixos titulos de anticorpos pelo ELISA no LCR,
no WB claramente exibiram as bandas correspondentes as
proteinas p19 e p24. A RIPA também demonstrou estas
bandas no LCR, entretanto a reatividade maior foi dire-
cionada para as glicoproteinas gp45 e gp61 em seis soros
positivos e fraca em correspondéncia no LCR®.

Estudo realizado por Link et al.® com soro e LCR de 22
pacientes com PET/MAH investigou bandas de anticorpos
IgG total e especifica por meio da FIE. Os anticorpos anti-
HTLV-I foram detectados pelo ELISA e confirmados por IFI
e WB. Demonstraram-se anticorpos 1gG anti-HTLV-I pelo
método de FIE, seguido pela transferéncia de proteinas
virais na membrana de nitrocelulose. Dezenove dos 22
pacientes (86%) apresentaram bandas de anticorpo 1gG
oligoclonal anti-HTLV-I no LCR. No estudo qualitativo
das imunoglobulinas totais, 95% dos pacientes apre-
sentavam também bandas IgG oligoclonais totais por
meio da FIE®.

Pares de LCR e soro de sete pacientes foram estu-
dados por McLean et al.™. Realizou-se a FIE para IgG
total nos pares de LCR e soro. Todos possuiam banda
IgG oligoclonal total no LCR; dois apresentavam bandas
semelhantes no soro. Oito amostras de LCR de cinco pa-
cientes apresentaram IgG oligoclonal HTLV- especifico no
imunoblotting antigénico. O nimero de bandas variou de
poucas até mais de 30 e algumas eram correspondentes
na eletroforese de IgG total. Trés amostras de LCR de
dois pacientes mostraram bandas IgM contra HTLV-I na
auséncia de resposta IgG oligoclonal especifica.

Spina-Franca et al.?" utilizaram o método de agluti-
nacdo passiva de particulas para pesquisa de anticorpos
IgG anti-HTLV-I no soro e no LCR. Os pacientes possuiam
afeccBes do sistema nervoso, particularmente mielopa-
tias, e foram divididos em trés grupos:

e grupo controle (grupo 1 - sem risco de relacao/pa-
raplegia traumaética);

« grupo de risco ocasional (grupo 2 - a presenca de
anticorpos ndo estaria diretamente ligada a doenca/me-
ningomieloradiculite por Schistossoma mansoni, esclerose
mdltipla, AIDS e outras doencas neuroldgicas);

o grupo de risco possivel (grupo 3 - a presenca do an-
ticorpo poderia estar relacionada com doenca/mielopatia
cronica progressiva de etiologia desconhecida).

O grupo 1 ndo possuia anticorpos IgG anti-HTLV-I
no soro e no LCR (nove pacientes). O grupo 2 revelou
anticorpos IgG anti-HTLV-l em 16,5% (14/85) dos casos; e
o grupo 3, em 55,4% (31/56) dos casos. Desses 45 casos,

24 amostras foram positivas no soro e no LCR; 14 foram
positivas no soro e negativas no LCR; e sete, positivas
somente no LCR. Os autores relatam que os resultados
da investigacdo confirmavam a elevada incidéncia da
PET/MAH no Brasil@".

Nagasato et al.1? estudaram 36 amostras de pacientes
com PET/MAH e 23 pacientes assintomaticos. A anali-
se das 36 amostras de pacientes com PET/MAH, pelo
método de WB, revelou que 31 (86,1%) apresentavam
anticorpos IgM anti-HTLV-I no soro e 24 (66,7%) no LCR.
Nos assintomaticos, nenhuma amostra de LCR e quatro
das 23 (17,4%) amostras de soro possuiam anticorpos
anti-lgM especificos. O estudo mostrou que a imunorrea-
tividade era direcionada contra as proteinas do gene gag
(p24 e p19) na maioria dos pacientes com PET/MAH e
nos assintomaticos. O estudo indicou a presenca de IgM
especifica no LCR em mais de 50% dos pacientes com
PET/MAH, com duracado da doenca superior a 20 anos.
Os resultados do estudo, sequndo os autores, indicaram
que a persisténcia da infeccdo HTLV-I no SNC contribui
para patogénese da PET/MAH(2,

McKendall et al.® revelaram por meio de estudos de
LCR e soro com a metodologia do imunoblot, reatividade
para p19, p24, p53, gp46 e gp 68 do HTLV-l em trés
pacientes com PET/MAH. Além disso, amostras de soro
e LCR de dois pacientes foram diluidas para igual con-
centracdo de IgG, revelando maior intensidade da banda
p24 no LCR em relacdo ao soro. Este achado demonstrou
a producdo intratecal de IgG contra p24 do HTLV-I®.

Puccioni-Sohler et al.0” observaram que a demons-
tracdo da sintese intratecal de bandas IgG oligoclonais
foi o pardmetro mais sensivel para verificar a resposta
inflamatéria do SNC na PET/MAH. Estas ocorreram em
95% dos casos pelo método de focalizacdo isoelétrica
quando em comparagdo com os métodos quantitativos
(indice de IgG total e indice de anticorpo especifico).
Observou-se a presenca de sintese intratecal de anticorpo
IgG anti-HTLV-I pelo método do Al especifico em 85%
dos pacientes com PET/MAH, utilizando como base um
teste de ELISA para HTLV-1 in house("®.

Kitze et al.®> demonstraram sintese intratecal de
anticorpos especificos pelo método qualitativo (RIPA).
Neste estudo, discriminaram-se anticorpos anti-gag e
anti-env do HTLV-I, confirmando que os antigenos alvos
sao derivados do HTLV-I. Para analise da RIPA, amostras
de LCR e soro foram diluidas em iguais concentracdes
de 1gG total. Bandas tipicas de proteina do env (gp 68) e
do gag (p24) do HTLV-I se apresentavam mais evidentes
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no LCR do que no soro, indicando sintese intratecal de
anticorpos especificos na PET/MAH®.

Moreno-Carvalho et al.'V analisaram a resposta
inflamatodria no LCR, no curso da PET/MAH, em 128
amostras. Os resultados indicaram que alteracdes infla-
matdrias como moderada pleocitose e hiperproteinorra-
quia, presenca de células plasmaticas e eventualmente
eosindfilos persistiam por um periodo superior a 10
anos. Entretanto existia tendéncia a diminuicdo de sua
intensidade ou mesmo de normalizagéo apds o segundo
ano de evolucdo da doenca. A sintese intratecal de IgG
total e a pesquisa de anticorpos especificos ndo foram
avaliadas(".

Kitze et al.®® determinaram haplétipos de an-
tigeno leucocitario (HLA) de pacientes com PET/
MAH por sorotipagem e estudos familiares do HLA.
Pacientes com PET/MAH com particulares haploti-
pos HLA (A24Cw7B7DR1DQ5, A2Cw7B7DR1DQS5,
A24Cw-B52DR15DQ6, A11Cw1B54DR4DQ4 e
A24Cw1B54DR4DQ4) mostraram sintese intratecal de
anticorpo IgG de predominio contra o peptideo sintético
de envelope gp21 do HTLV-I?.

Kitze et al.” revelaram sintese intratecal de anticorpo
IgG especifico dos peptideos pelo método de EIA (painel
de 16 peptideos). Inicialmente realizou-se a triagem pelo
método do indice de anticorpo para HTLV-I (segundo Rei-
ber e Felgenhauer). Sintese intratecal de anticorpo contra
os peptideos especificos ocorreu em 79% dos pacientes
com PET/MAH, mas também em 20% dos pacientes sem
PET/MAH. Destacou-se a reacdo dirigida contra proteinas
do gag (p19) e do env (gp 21, gp 46)©.

Puccioni-Sohler et al."” demonstraram a presenca
de anticorpos 1gG anti-HTLV-l no LCR, pelo método
de ELISA, em 99% dos pacientes com PET/MAH, mas
também em 60% dos sem PET/MAH. Este método teve
sensibilidade de 99% e especificidade de 41% para
o diagnéstico da PET/MAH entre todos os pacientes
estudados. O valor preditivo positivo da pesquisa de
anticorpos anti-HTLV-I no LCR, pelo método de ELISA, foi
75%, e o preditivo negativo, 95% para o diagndstico de
PET/MAH. O método quantitativo do indice de anticorpo
para HTLV-I (seqgundo Reiber e Feugenhauer), com base
no teste de ELISA comercial para HTLV-l, demonstrou
elevadas sensibilidade (83%) e especificidade (89%) para
o diagnéstico de PET/MAH. Em pacientes com PET/MAH,
o valor preditivo positivo do indice de anticorpo para
HTLV-I foi de 95% e o negativo, 65%7.

Conclusao

Com base nas metodologias utilizadas no exame do
LCR para o diagnéstico da PET/MAH, conclui-se que a
avaliacdo da presenca do anticorpo especifico no LCR
ndo diferencia se os anticorpos provém do sangue pela
passagem da barreira hemato-LCR ou se é produzido
dentro do SNC. Pacientes assintomaticos infectados pelo
HTLV-I podem apresentar anticorpos no LCR, porém, em
titulos inferiores, quando em comparacdo com pacientes
com PET/MAH, considerando que toda proteina do soro
atinge o LCR pela barreira hemato-LCR.

Para analise de sintese intratecal de anticorpo espe-
cifico, o teste de ELISA é utilizado no calculo do indice
de anticorpo para HTLV-l com base na relacao dos
valores do anticorpo anti-HTLV-I no soro e no LCR, em
comparacdo com a sintese de IgG total e da funcéo da
barreira hemato-LCR. O teste de ELISA é baseado em
uma metodologia sensivel, acessivel, de facil aplicacéo
e baixo custo. O indice de anticorpo para HTLV-l, com
base no ELISA, apresenta bom resultado, com elevadas
sensibilidade e especificidade e valor preditivo positivo,
além de facilidade de execucdo?. O RIPA tem limita¢des
por utilizar radioatividade e ter custo elevado, restringin-
do-se ao uso em pesquisa. A focalizacao isoelétrica para
determinacdo de anticorpo especifico é teste feito in
house e precisa de validacdo e definicdo de sensibilidade e
especificidade para ser usado como teste diagndstico. Os
testes qualitativos demonstraram resposta imunolégica
no LCR, principalmente contra as proteinas p19, p24 e
gp46, e, em alguns estudos, ocorreu resposta contra as
proteinas p32, gp21, gp68, gp46, gp61.

Concluimos que sdo poucas as metodologias pro-
postas para estudo da sintese intratecal de anticorpos
anti-HTLV-1, e a maioria dos estudos utilizou pequenas
amostragens, ndo sendo possivel, na maior parte das
vezes, a determinacdo da sensibilidade e da especifi-
cidade, ou qualquer célculo estatistico. Somente um
estudo possuia analise estatistica. H4 necessidade de
novas investigacdes que comprovem a sensibilidade e a
especificidade dos testes usados e de pesquisa de novos
métodos que possam ser aplicados na andlise da sintese
intratecal de anticorpos especificos, ja que esta representa
a reacdo imune dirigida contra o organismo®?. A litera-
tura demonstra que o método do indice de anticorpo
para HTLV-I representa um dos melhores instrumentos
para determinacdo da sintese intratecal de anticorpos
especificos na PET/MAH.
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