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RESUMO

O virus T-linfotrépico humano tipo 1 (HTLV-1) esta associado a leucemia/linfoma de
células T do adulto (ATL) e a uma doenca neurologica cronica incapacitante, a
mielopatia associada ao HTLV-1 ou paraparesia espastica tropical (HAM/TSP). Em
1988, com base nos estudos de Osame e colaboradores, a Organizagdo Mundial de
Saude estabeleceu critérios clinicos e laboratoriais para o diagnostico de HAM/TSP.
O diagnéstico laboratorial baseia-se na deteccédo de anticorpos anti-HTLV-1 no soro
e liquido cefalorraquiano (LCR). Na analise do LCR, € importante a demonstragéo da
sintese intratecal de anticorpos anti-HTLV-1 em pacientes com HAM/TSP, pois
representa evidéncia conclusiva da resposta imune contra o HTLV-1 no sistema
nervoso central. O objetivo deste estudo foi avaliar o teste western blot (WB),
previamente adaptado para demonstracao da sintese intratecal de anticorpos contra
as proteinas do HTLV-1, como apoio ao diagnoéstico da HAM/TSP. Foram estudadas
amostras pareadas de LCR e soro (diluido para mesma concentracdo de IgG do
LCR) selecionadas de 14 pacientes atendidos no ambulatério de Neuroinfeccdo do
Hospital Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG) com diagnéstico de HAM/TSP, além
de 16 pacientes com outras doencas neurologicas e sorologia negativa para HTLV-
1. Os pacientes foram triados por ELISA e confirmados pelo WB no soro. As
amostras foram submetidas ao teste WB para HTLV-1 (HTLV-BLOT 2.4) e a
presenga de bandas reativas mais intensas no LCR do que no soro ou visualizadas
unicamente no LCR foi considerada indicativa de sintese intratecal de anticorpos
contra proteinas do HTLV-1. Todas as 14 amostras pareadas (soro e LCR) de
pacientes com HAM/TSP apresentaram evidéncias de sintese intratecal dirigida
contra pelo menos uma proteina do HTLV-1. Com relagdo aos pacientes com outras
doencas neuroldgicas, ndo foram observadas bandas reagentes para HTLV-1 nas
16 amostras pareadas estudadas. O teste apresentou sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivo e negativo de 100%. A sintese intratecal de anticorpos
anti-HTLV-1 ocorreu principalmente contra as proteinas env (GD21 e rgp46-1) e gag
(p24), por meio da demonstracdo de bandas especificas em 93% (13/14) dos
pacientes, quando analisadas isoladamente. Foi observada a concordancia entre os
resultados obtidos da avaliagdo de um par de LCR e soro de paciente com
HAM/TSP realizada em condi¢des diferentes, sugerindo a reprodutibilidade do teste.
Este foi o primeiro estudo da literatura médica que avaliou o teste WB para
pesquisar a sintese intratecal de anticorpos contra proteinas do HTLV-1 em
pacientes com HAM/TSP. Por apresentar elevadas sensibilidade e especificidade, o
teste demonstrou ser um instrumento Gtil como apoio laboratorial ao diagndstico da
HAM/TSP. A exemplo do critério de positividade do teste WB no soro, os autores
sugerem a demonstracdo de sintese intratecal de anticorpos contra duas proteinas
virais (env e gag) como confirmatério para o diagndéstico laboratorial da HAM/TSP.

Palavras-chave: Liquido cefalorraquiano. HAM/TSP. HTLV-1. sintese intratecal.

western blot.



ABSTRACT

Human T-lynphotropic virus type 1 (HTLV-1) is associated with adult T-cell leukemia
(ATL) and with a chronic neurological disease, HTLV-1 — associated myelopathy or
Tropical spastic paraparesis (HAM/TSP). In 1988, based on studies of Osame and
colleagues, the World Health Organization established the clinical and laboratory
criteria for the diagnosis of HAM/TSP. The laboratory diagnosis is based on detection
of antibodies anti-HTLV-1 in serum and cerebrospinal fluid (CSF). It is important to
demonstrate the synthesis of intrathecal antibodies anti-HTLV-1 while analyzing the
CSF from individuals with HAM/TSP, since it represents a conclusive evidence of the
immune response against HTLV-1 in the CNS. The objective of this study was to
evaluate the test western blot previously adapted to demonstrate intrathecal
synthesis of antibodies against the proteins of HTLV-1, as a support for the diagnosis
of HAM/TSP. Paired CSF and serum samples (diluted to the same IgG concentration
of the CSF) were selected from 14 HTLV-1 seropositive patients followed up at the
outpatient Neuroinfection Unit of the Gaffrée & Guinle University Hospital (HUGG)
diagnosed as having HAM/TSP. In addition, samples from 16 patients with other
neurological diseases presenting negative serology for HTLV-1 were also analyzed.
All were screened for the presence of HTLV-1 antibodies by ELISA and western blot
in serum. The intrathecal synthesis of specific antibodies was evaluated by western
blot (HTLV-BLOT 2.4). The presence of reactive bands more intense in CSF than in
serum, or bands visualized only in the CSF was considered indicative of intrathecal
synthesis of antibodies against HTLV-1 proteins. All 14 paired (serum and CSF)
samples from patients with HAM/TSP presented evidence of intrathecal synthesis
directed against at least one viral protein of HTLV-1. Concerning patients with other
neurological diseases, no reactive bands were observed in the 16 paired samples
studied. The test presented sensitivity, specificity, positive and negative predictive
values of 100%. Intrathecal synthesis antibodies anti-HTLV-1 were mainly against the
env (GD21 and RGP46-1) and gag (p24) proteins, by demonstrating specific bands in
93% (13/14) of the patients, when analyzed individually. Reproducibility was obtained
by testing the samples of a patient with HAM/TSP in another Laboratory, with same
results in the CSF. This was the first study in the medical literature which evaluated
the WB in search for intrathecal synthesis of antibodies against HTLV-1 proteins in
patients with HAM/TSP. Due to its high sensitivity and specificity, the test
demonstrated to be a useful tool as a laboratory support in the diagnosis of
HAM/TSP. Likewise the criteria of positivity by using WB in serum, the authors
suggest the demonstration of intrathecal synthesis of antibodies against two viral
proteins (env and gag) as for confirmatory laboratory diagnosis of HAM/TSP.

Key words: Cerebrospinal fluid. HAM/TSP. HTLV-1. intrathecal syntesis. western

blot.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS HISTORICOS

Takatsuki e outros (1977) descreveram uma doenga linfoproliferativa
altamente agressiva e prevalente no Japdo como leucemia/linfoma de células T do
adulto (Adult T-cell leukemia/lymphoma ou ATL). Por sua distribuicdo geogréfica
restrita a certas regides do sul do Japao, propuseram que um virus poderia ser o
agente causal desta enfermidade (TAKATSUKI et al.,1977; UCHIYAMA et al., 1977).

Nos Estados Unidos da América (EUA), Poiesz e outros (1980) descreveram
0 primeiro retrovirus humano, entdo denominado virus linfotropico de células T
humanas tipo | (Human T-cell linfotropic virus type | ou HTLV-I), sendo isolado de
células de paciente portador de linfoma cutaneo de células T, de evolugéo agressiva
e semelhante ao anteriormente descrito por Takatsuki e outros (1977). Em 1982, no
Japao, foi descrito um retrovirus isolado de células de pacientes com ATL, chamado
virus da leucemia/linfoma de células T do adulto (Adult T-cell leukemia/lymphoma
virus ou ATLV) (YOSHIDA et al.,, 1984). Através da analise por sequenciamento
completo do genoma dos dois retrovirus, ficou estabelecido que ambos eram

idénticos, sendo consenso denomina-lo unicamente de HTLV-I (SEIKI et al., 1983).

Em 1985, anticorpos anti-HTLV-I foram encontrados no soro de 59% dos
pacientes da Martinica que apresentavam uma sindrome denominada paraparesia
espastica tropical (Tropical spastic paraparesis ou TSP) (GESSAIN et al.,, 1985).
Esta associacdo foi também observada por Osame e outros (1986) no Japéo, que
demonstraram a presenga de anticorpos anti-HTLV-l em amostras de soro e liquido
cefalorraquiano (LCR) de seis pacientes que apresentavam paraparesia espastica
lentamente progressiva associada a disturbios urinarios e sensitivos, denominada
mielopatia associada ao HTLV-l (HTLV-l-associated myelopathy ou HAM) (OSAME
et al., 1986). A TSP e a HAM apresentavam as mesmas caracteristicas clinicas e
patoldégicas e, desde 1988, recomenda-se a utilizagdo do termo HAM/TSP (WHO,
1989).
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1.2 CLASSIFICACAO TAXONOMICA, ESTRUTURA E ORGANIZACAO GENOMICA
DO HTLV-1

Por apresentar papel patogenético no desenvolvimento da leucemia/linfoma
de células T humanas, o HTLV-1 foi reconhecido como virus da leucemia de células
T humanas tipo 1 (Human T-cell leukemia virus type 1 ou HTLV-1) (LAIRMORE;
FRANCHINI, 2007). Atualmente, de acordo com o Comité Internacional sobre
Taxonomia de Virus (International Committee on Taxonomy of Viruses ou ICTV), o
HTLV-1 é descrito como virus T-linfotrépico humano tipo 1 (Human T-lymphotropic
virus type 1 ou HTLV-1) e esta classificado como membro da familia Retroviridae,
subfamilia Oncovirinae. Os virions sao esféricos e tém didmetro de
aproximadamente 100 nm. O genoma viral é formado por duas fitas simples
idénticas de RNA dentro de um nucleocapsideo icosaédrico envolto por uma

membrana lipoprotéica (ICTV, 2009).

O gendma proviral do HTLV-1 possui 9.032 pares de bases. Sua estrutura
genética € similar aquela dos demais retrovirus, possui os genes gag (grupo
antigénico), pol (polimerase) e env (envelope), além de uma sequéncia proxima a
extremidade 3" conhecida como regiao pX, que contém os genes reguladores tax e
rex, flanqueados por sequéncias terminais longas repetidas (LTR). A regido gag é
inicialmente traduzida em uma proteina precursora (p53) que sofre clivagem pela
protease viral originando as proteinas que correspondem a matriz (p19), ao capsideo
(p24) e ao nucleocapsideo (p15). A regiao pol contém a informagao genética para a
producdo da transcriptase reversa, RNase H e integrase. A regido env tem como
produto de tradugdo uma proteina glicosilada de 61 a 69 kDa que € clivada em duas
proteinas, a gp46 de superficie e gp21 transmembrana. A regidao pX desempenha
importante papel na leucemogénese e na regulacado da expressao viral, e codifica as
proteinas p40'™, p27°® e p217®*. A p40'™ & uma fosfoproteina nuclear que age na

77 & uma

transativagado génica e tem efeito positivo sobre a replicagéo viral. A p2
proteina nucleolar que participa na regulacdo da expressao viral em nivel pés-

1 Rex

transcripcional. O papel da proteina p2 permanece desconhecido. Duas LTR

localizadas nas extremidades 5 e 3' do genoma proviral contém o promotor da
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transcrigao viral e outros elementos reguladores (Figuras 1 e 2) (FRANCHINI, 1995;
CANN; CHEN, 1996).
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Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura da particula do
HTLV-1. Disponivel em: http://www.aupec.univalle.edu.com.

[Acesso em: 18 set. 2008]
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Figura 2: Organizacdo gendmica do HTLV-1. Disponivel em: http://www.ims.u-tokyo.ac.jp.
[Acesso em: 18 set. 2008]
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1.3 MECANISMOS DE REPLICAGAO DO HTLV-1

O HTLV-1 tem como principais alvos de infecgcao as células T, particularmente
os linfocitos T CD4+ (VERONESI, 1997). Seu ciclo de replicagdo, comum a todos os
retrovirus, ocorre em duas fases. A primeira fase € iniciada com a ligacado entre as
glicoproteinas do envelope viral e receptores, ainda desconhecidos, presentes na
superficie da célula hospedeira. O envoltério do virus funde-se com a membrana
plasmatica celular liberando o nucleocapsideo no citoplasma da célula. Por acéo da
transcriptase reversa viral, o RNA viral sofre transcrigao reversa, produzindo DNA de
fita dupla. A dupla fita de DNA linear é dirigida para o nucleo onde a integrase viral
catalisa a integragcdo do DNA viral ao genoma da célula hospedeira, na forma de
provirus. Estas etapas sdo executadas pelas proteinas contidas no virion infectante.
A segunda fase consiste na sintese e processamento do genoma e das proteinas
virais, utilizando-se componentes moleculares da célula hospedeira e, em
determinados processos, utilizando-se produtos especificos dos genes virais. A
montagem das particulas virais se inicia com a associagao das proteinas codificadas
pelos genes gag e gag-pol ao genoma viral, resultando na formacdo do
nucleocapsideo, ligagdo com a membrana da célula e posterior liberagdo de novas
particulas virais por brotamento (VARMUS; SWANSTROM, 1982) (Figuras 3 e 4).
Esta estratégia parece ser fundamental para manter a capacidade dos retrovirus em
induzir infeccdo e doencgas latentes cronicas durante toda a vida (VERONESI, 1997).
Os dados até agora disponiveis sugerem que o HTLV-1 é um virus com baixa
atividade replicativa e que a propagagéo in vivo ocorre mais devido a expansao
clonal das células infectadas, via mitose, do que via transcri¢gao reversa (WATTEL et
al., 1995; CIMARELLI et al., 1996).
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Papel do Envelope na Infeccao da Célula Hospedeira

L3 &l e E I
HTLV-1 “;'ff ope
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Figura 3: Papel das glicoproteinas do envelope (gp 46 e gp 21) do HTLV-1 na adsorgao a
superficie e internalizagdo na  célula hospedeira.  Disponivel em:
http://www.dundee.ac.uk/biomedres/images/brighty2.ipg. [Acesso em: 18 set. 2008]
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Figura 4: Representacdo esquematica do ciclo replicativo do HTLV-1. Disponivel em:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/cd08 08.pdf. [Acesso em: 18 set.
2008]
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1.4 DISTRIBUIGAO GEOGRAFICA DO HTLV-1

A infeccdo pelo HTLV-1 caracteriza-se por: agrupamento em areas
geograficas definidas no mundo; variagcdo espacial das taxas de soroprevaléncia,
dentro de areas de prevaléncia reconhecidamente elevadas; aumento da
soroprevaléncia com a idade e soroprevaléncia mais elevada em mulheres,
principalmente apds os 40 anos (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002).

O HTLV-1 é endémico no Jap3o, Caribe, na Africa, Melanésia e América do
Sul. Embora o numero exato de individuos infectados ndo seja conhecido, estima-se
que existam 15-20 milhdes de pessoas vivendo infectadas pelo HTLV-1 em todo o
mundo (de THE; KAZANJI, 1996).

No Japdo, em um grande estudo soroepidemioldgico para detectar anticorpos
anti-HTLV-1, foram testados soros de adultos originarios de 15 regides diferentes
sendo observada alta prevaléncia (6 a 37%) em sete regides, uma no norte e as
demais no sudoeste do Japao. Em outro estudo, em 3978 amostras de individuos
saudaveis de Okinawa, a soroprevaléncia total para HTLV-1 foi de 15,3%, variando
de ilha para ilha. Hateruma teve a mais alta prevaléncia (21,2%) e Taketomi (6,2%) a
mais baixa (HINUMA et al., 1982; KAJIYAMA et al., 1986).

No Caribe, soroprevaléncia de 5 a 8% tem sido encontrada na populagédo da
Jamaica, Trinidad-Tobago, Barbados e Haiti. Estudo realizado em 13.260
jamaicanos oriundos de diversas partes da ilha mostrou que a infeccéo pelo HTLV-1
naquela regiao esta fortemente associada a idade e ao sexo. A soroprevaléncia
variou de 1,7% (10 a 19 anos) a 9,1% (>70 anos) nos homens e de 1,9% (10 a 19
anos) a 17,4% (>70 anos) nas mulheres (BLATTNER et al., 1990; MURPHY et al.,
1991).

Na Africa, estudo realizado na Costa do Marfim revelou soroprevaléncia de
1,8% para HTLV-1 em adultos da populagédo geral (VERDIER et al., 1989), sendo

esta taxa semelhante as observadas em outras regiées, onde a soroprevaléncia foi
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de 3,9% no Gabao, 1,7% no Kenya, 1,6% na Libéria, 2,6% na Nigéria, 1,2% no
Senegal e 3,2% no Zaire (HUNSMANN et al., 1984).

Na Melanésia, soroprevaléncia de 14% foi encontrada entre os Hagahai, na
Papua Nova Guiné (YANAGIHARA et al., 1990).

Na América do Sul, em estudo envolvendo 670 individuos de populacdes
residentes na regido da costa sul da Coldbmbia, a soroprevaléncia da infecgao pelo
HTLV-1 variou de 0,9 a 4,3% dependendo do grupo populacional estudado e
também da idade e do sexo. Individuos com idade acima de 40 anos apresentaram
maior soroprevaléncia (6,2%) que individuos mais jovens (1%), e nas mulheres a
soropositividade (3,3%) foi maior que nos homens (1%) (MALONEY et al., 1989). Na
Bolivia, foi encontrada prevaléncia de 11 a 21% na populagcdo descendente de
japoneses provenientes de areas de alta endemicidade no Japao (TSUGANE et al.,
1988). Na Argentina, estudos de prevaléncia em doadores de sangue registraram
taxa geral variando de 0,04 a 0,1% (BIGLIONE et al., 1999), porém em doadores da
regido de Jujui, os dados demonstraram prevaléncia de 0,8% (BIGLIONE et al.,
1997) (figura 5).
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Figura 5: Distribuigdo do HTLV-1 no mundo. Em preto, as regidées com prevaléncias entre 1 € 5%. Em
cinza, as regibes com prevaléncias abaixo de 1%. Fonte: PROIETTI et al., 2005
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No Brasil, o HTLV-1 foi inicialmente descrito por Kitagawa e outros (1986), em
uma comunidade de imigrantes japoneses oriundos de Okinawa, no sul do Japao,
residentes em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, onde foi encontrada
soroprevaléncia de 10,4%. Também foram estudados 51 imigrantes japoneses em
Sao Paulo, ndo provenientes de Okinawa, sendo todos negativos (KITAGAWA et al.,
1986). Soroprevaléncia de 0,42% foi observada em pré-doadores de sangue no Rio
de Janeiro (LEE et al., 1989). Estudos realizados em populagdes de risco dos
estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Sao Paulo, demonstraram
soroprevaléncia variando de 1% em prostitutas da zona rural a 13% em hemofilicos
do Rio de Janeiro (CORTES et al., 1989). Estudos sobre a soroprevaléncia de
anticorpos anti-HTLV-1 em doadores de sangue de varias cidades das diferentes
regides geograficas brasileiras demonstraram que a prevaléncia da infeccéo varia
nessas regioes, sendo 0,08% em Manaus e Florianépolis; 0,33% - 0,82% no Recife
e 0,33% - 0,44% no Rio de Janeiro. Salvador, na Bahia (1,35% - 1,80%), e Belém,
no Para (1,61%), foram as cidades com maiores prevaléncias da infeccdo pelo
HTLV-1 (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002) (figura 6).
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Figura  6: Distribuigdo do  HTLV-1 no  Brasil. Disponivel  em:
http://www.abneuro.org/html/portal/aulas/han-belo _horizonte.ppt.
[Acesso em: 20 nov. 2008]

O primeiro artigo no Brasil sobre HAM/TSP foi publicado por Costa e outros
(1989), questionando a sua possivel origem viral. Esse estudo foi realizado no Ceara
com 10 pacientes de 21 a 59 anos, de raga negra, discreto predominio de mulheres,
e quadro clinico compativel com os critérios descritos por Roman e outros, (1985)
para estabelecer o diagnéstico de HAM/TSP. Entretanto, os pacientes descritos
nesse estudo ndo foram testados para marcadores sorolégicos da infecgao pelo
HTLV-1 naquele periodo (COSTA et al., 1989).

Neste mesmo ano, Castro e outros (1989) publicaram trabalho onde foram
estudados 16 pacientes com mielopatia crénica de causa indeterminada e 13
pacientes com esclerose multipla. A pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1 revelou seis

pacientes (37,5%) positivos para HTLV-1 no primeiro grupo e um (7,6%) no
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segundo. Essa foi a primeira evidéncia da associacao da infec¢ao pelo HTLV-1 com

neuropatias de carater parapareético no Brasil.

Em Sao Paulo, foi realizado estudo visando a deteccdo de anticorpos anti-
HTLV-1 no soro e LCR de 150 pacientes com desordens neurolégicas,
particularmente mielopatias. Os pacientes foram considerados em trés grupos de
acordo com a possivel relagao entre a doenga e presenca de anticorpos anti-HTLV-
1: auséncia de risco (grupo-controle); grupo de risco ocasional; e grupo de risco
possivel constituido de 56 pacientes com paraparesia ou paraplegia de etiologia nao
esclarecida. Esse ultimo grupo apresentou taxa de positividade de 55,4% para
anticorpos anti-HTLV-1 (SPINA-FRANCA et al., 1990).

Na Bahia, Moreno-Carvalho e outros (1992) realizaram estudo para avaliar a
soroprevaléncia da infeccao pelo HTLV-1 e sua associacdo com a TSP. Os autores
observaram 16 casos com sorologia positiva para HTLV-1 em 28 pacientes com
TSP, assim como em trés conjuges de pacientes com TSP. Dentre 36 casos de
outras doengas neuroldgicas com envolvimento de pernas, apenas um foi anti-HTLV-
1 positivo. Anticorpos anti-HTLV-1 nado foram detectados em 26 pacientes que
sofriam de dores de cabeca e em 96 individuos saudaveis. Os demais casos
incluiram: cinco positivos em 64 prisioneiros, um positivo em 99 mulheres gravidas e
dois positivos em 15 pré-doadores de sangue anti-HIV positivos. A soroprevaléncia
da infecgéo pelo HTLV-1 no grupo estudado foi de 7,63% (28/367), sendo mais

elevada em mulheres (13/14) que em homens (3/14) com TSP.

No Rio de Janeiro, a partir de um caso de HAM/TSP, quatro geragdes de uma
familia de raca negra, proveniente do estado da Bahia, foram estudadas quanto a
infeccdo pelo HTLV-1 e sua associagcdo com manifestagdes neuroldgicas. Trinta e
dois individuos foram testados e a infecgéo foi detectada em oito (25%). Dentre os
infectados, trés apresentavam HAM/TSP e quatro, disturbios neurolégicos sub-
clinicos (CAVALCANTI et al., 1993).
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1.5 VIAS DE TRANSMISSAO

A transmissdo do HTLV-1 ocorre por via vertical (da mée para o filho), via
parenteral (transfusdo sanguinea e uso de materiais perfuro-cortantes
contaminados) e via horizontal (contato sexual) (WHO, 1989; MANNS; HISADA; LA
GRENADE, 1999). Essas formas de transmissdo sdo semelhantes aquelas do HIV,
entretanto, a transmissdo do HTLV-1 € menos eficiente que a do HIV em virtude de
estar estritamente ligada a célula (KAMIHIRA et al., 1987).

A transmissao via vertical ocorre possivelmente de trés maneiras: infeccéo via
transplacentaria, contaminagao via canal da parturiente durante o parto e pela
amamentacao (SUGIYAMA et al., 1986).

A transmissdo via parenteral ocorre através da transfusdo de sangue
contaminado e seus derivados. No Japao, estudos mostraram que transfusédo de
componentes celulares infectados pelo HTLV-1, principalmente sangue total,
concentrado de hemacias e plaquetas, resultaram em taxa de infecgcdo de 64%
(OKOCHI et al., 1984). Dentre os componentes celulares aquele que apresentou
maior risco de transmissao foi o concentrado de plaquetas, possivelmente porque tal

produto seja mais facilmente contaminado com linfécitos (DONEGAN, 1989).

A transmissao via horizontal acontece entre parceiros sexuais infectados e
parece ser mais eficiente do homem para a mulher do que o inverso. Entende-se
que a infecgdo adquirida através da atividade sexual seja resultado dos linfocitos
infectados presentes no sémen. Este tipo de contaminagao ocorre principalmente na
atividade sexual repetida entre homem e mulher. Estudos conduzidos no Jap&o
indicaram que a probabilidade de transmissdo do homem para a mulher € de 60,8%
contra 0,4% de transmissdo da mulher para o homem apdés 10 anos de
relacionamento sexual (KAJIYAMA et al., 1986). Fatores de risco para transmissao
sexual homem-mulher do HTLV-1 foram avaliados em doadores de sangue
soropositivos e suas parceiras de longa duragéo. Os principais fatores associados a
transmissao foram: duracdo do relacionamento, altos titulos de anticorpos anti-
HTLV-1/2 e carga viral elevada (KAPLAN et al., 1996).
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1.6 METODOS DE DIAGNOSTICO

A infeccdo pelo HTLV-1 induz o hospedeiro a uma resposta imune, com
producdo de anticorpos dirigidos contra uma variedade de proteinas virais. O
diagnodstico sorolégico da infecgao baseia-se na detecgcdo desses anticorpos. Os
primeiros ensaios desenvolvidos para pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1 n&o
apresentavam especificidade adequada, por causa da dificuldade inerente a
separagcao de antigenos virais de proteinas celulares. Com a necessidade da
testagem em pré-doadores de sangue, foram desenvolvidos varios testes comerciais
para triagem apos aperfeicoamento da sua sensibilidade e especificidade. Em 1988,
foram licenciados pela Agéncia reguladora de alimentos e medicamentos (Food and
Drug Administration ou FDA) dos EUA, produtos para ensaios imunoenzimaticos
(Enzime Linked immunosorbent assay ou ELISA) de trés fabricantes: Abbott
Laboratories, Dupont/Biotech e Cellular Products Inc. para testagem em pré-
doadores de sangue (WILLIANS; FANG; SANDLER, 1990).

Os ELISA para detecgao de anticorpos anti-HTLV-1/2 sdo métodos eficientes
em inquéritos soroepidemiolégicos e na triagem de pré-doadores de sangue.
Ocasionalmente, um resultado positivo para deteccdo de anticorpos anti-HTLV-1/2
por meio de ELISA pode ser devido a presenga de anticorpos inespecificos
circulantes, ndo relacionados a infeccdo por esses virus. Dessa forma, testes
adicionais devem ser realizados em amostras repetidamente positivas por ELISA

para confirmacgao soroldégica (ANDERSON et al, 1989).

A questao da confirmagéao sorolégica da infeccao pelo HTLV-1 foi objeto de
estudo de um grupo de trabalho do FDA, com representantes de laboratorios de
referéncia nesta area. Apds comparacdo de resultados obtidos individualmente
nesses laboratérios, utilizando-se um amplo painel representativo de soros, o grupo
de trabalho concordou que a confirmagao sorolégica da infeccao pelo HTLV-1
requeria a presenga de anticorpos dirigidos contra as proteinas virais codificadas
pelos genes gag (p24) e env (gp46 ou gp61). Soros sem reatividade para essas

bandas virais foram considerados negativos, enquanto que soros com reatividade
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parcial, mas nado enquadrados nos critérios de positividade, foram considerados
indeterminados (ANDERSON et al., 1990).

Para o diagndstico sorolégico da infecgdo, segundo critérios da OMS, sao
realizados testes de triagem (ELISA e aglutinagdo de particulas) e confirmatorios
(Western blot, radioimunoprecipitacdo e Imunofluorescéncia indireta) (OSAME,
1990) (Quadro 1).

Para a etapa de triagem sao utilizados os testes sorologicos, que detectam
indiretamente o agente viral, isto €, visam a detecgcdo de anticorpos contra o virus
(ELISA ou aglutinagdo de particulas). Os antigenos mais comumente utilizados nos
testes disponiveis no mercado sao aqueles encontrados no lisado viral do HTLV-1 e
HTLV-2, além das proteinas recombinantes derivadas dos genes virais env e gag.
Para confirmacéao da infecgao, utiliza-se geralmente o teste Western blot (WB). Além
de confirmar a infeccéo, € necessario discriminar se a mesma esta sendo causada
pelo HTLV-1 ou HTLV-2. Como os virus possuem alto grau de similaridade genética
entre si, € necessario enriquecer os testes com antigenos recombinantes especificos
de cada virus. O teste de imunofluorescéncia indireta (IFl) ndo &€ comercializado, o
que limita a sua utilizagdo. Em alguns casos, torna-se impossivel a confirmacao e a
discriminagao entre as infecgbes pelo HTLV-1 e HTLV-2 através do WB. Utilizam-se,
nesses casos, os testes para deteccdo do genoma viral (CARNEIRO-PROIETTI et
al., 2002).

Teste Categoria
Teste imunoenzimatico triagem
Aglutinacéo de particulas (latex ou gelatina) triagem
Imunofluorescéncia indireta confirmatorio
Western blot confirmatorio
Radioimunoprecipitagao confirmatorio
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) confirmatorio

Quadro 1: Testes utilizados para o diagnostico da infecgéo pelo HTLV-1
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1.6.1 Ensaio imunoenzimatico

O ELISA é um ensaio no qual sdo utilizados antigenos virais obtidos de
cultura de células infectadas pelo HTLV-1 para sensibilizar a fase sélida. As
amostras e os controles sao incubados com os antigenos e eventuais anticorpos
presentes nas amostras se ligam especificamente, formando o complexo imune
ligado a fase sélida. A seguir, é colocada antiglobulina humana conjugada a enzima
que se ligara especificamente ao complexo antigeno-anticorpo da fase sdlida, caso
este esteja presente. A reacdo é revelada pela adicdo do substrato, com
desenvolvimento de cor nas reagdes positivas, proporcional a quantidade de
anticorpos anti-HTLV 1/2 presentes nas amostras (TAGUSHI et al, 1983) (Figura 7).
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Figura 7: Sequéncia da reacdo do ensaio imunoenzimatico. Disponivel em:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/cd08 08.pdf. [Acesso em: 29
dez. 2008]

1.6.2 Aglutinacédo de particulas

O método de aglutinacdo de particula (AP) baseia-se no principio da
aglutinagao indireta. Os antigenos virais parcialmente purificados, obtidos a partir de
cultura de células, sao adsorvidos as particulas de gelatina e os anticorpos anti-
HTLV presentes na amostra reagem com esses antigenos, provocando a
aglutinagdo das particulas (Figura 8). A reagdo € realizada em placas de micro-

titulacdo, utilizando-se como controle particulas nao sensibilizadas. Com o uso de
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particulas de gelatina com antigenos virais purificados adsorvidos como agentes
sensibilizantes podem ser eliminadas as reagdes inespecificas que, ocasionalmente,
ocorrem em certas amostras. Nesse ultimo caso, essas amostras s&o adsorvidas

com particulas ndo sensibilizadas e o teste &, entdo, repetido (IKEDA et al., 1984).

Tpamcula sensibilizada

anti-HTLV com o antigeno de HTLV-I/|
Figura 8: Reacgéao de aglutinagao de particulas. Disponivel em:
URL:http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/cd08 08.pdf. [Acesso em:
29 dez. 2008]

1.6.3 Imunofluorescéncia indireta

Um dos primeiros ensaios desenvolvidos para pesquisa de anticorpos anti-
HTLV-1 foi a imunofluorescéncia indireta (IFl) e tem sido usado para estudos de
soroprevaléncia, principalmente no Japao, em conjunto com AP (HINUMA et al.,
1981).

De acordo com a técnica de IFl, para a deteccdo de anticorpos anti-HTLV,
células de linhagem MT-1 ou MT-2 infectadas com HTLV-1, ou MOT com HTLV-2,
isto &, expressando antigenos virais, e células ndo infectadas sdo fixadas em
ldminas que s&o incubadas com o soro a ser testado. Se a amostra em questado

contiver anticorpos anti-HTLV, esses se ligardo aos antigenos virais presentes nas
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células infectadas. A reacao € revelada pela adicdo de antiglobulina humana
conjugada ao isotiocianato de fluoresceina e evidenciada com o auxilio do
microscopio de fluorescéncia (Figura 9). Uma reagado positiva caracteriza-se pela
visualizagao de fluorescéncia nas células infectadas. A observagao de fluorescéncia
em células ndo infectadas é indicativa de inespecificidade, em decorréncia da
presenca de anticorpos contra estruturas celulares em algumas amostras (MERINO,
1992).
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Figura 9: Seqliéncia da imunofluorescéncia indireta. Disponivel em:
URL:http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/cd08 08.pdf. [Acesso em: 29
dez. 2008]

1.6.4 Western blot

O principio do teste WB para deteccdo de anticorpos anti-HTLV-1 e anti-
HTLV-2 consiste no fato de que os polipeptideos virais nativos do HTLV-1 séo
fracionados de acordo com o peso molecular por eletroforese em gel de
poliacrilamida em presenca de dodecil sulfato de sddio. Os polipeptideos separados
sdo, entdo, transferidos eletroforeticamente do gel para uma membrana de
nitrocelulose. A membrana contendo as proteinas do virus é lavada, bloqueada e
cortada em tiras. Na pratica diagndstica, o teste inicia-se com a incubagao dos soros
sobre as fitas, sendo a reacdo antigeno-anticorpo revelada pela adigdo de uma
antiglobulina humana conjugada a uma enzima e do respectivo substrato (TOWBIN;
STAEHELIN; GORDON, 1979) (figura 10).
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Figura 10: Seqléncia esquematica da reacdo do Western blot. Disponivel em:
URL:http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/cd08 08.pdf. [Acesso em: 29
dez. 2008]

O teste WB (HTLV BLOT 2.4) foi desenvolvido para confirmagdo e
diferenciagao soroldgica entre o HTLV-1 e HTLV-2. Fitas de nitrocelulose contendo
proteinas virais nativas e proteinas recombinantes especificas sao utilizadas neste
ensaio, como as proteinas codificadas pelo gene gag (p19, p24, p26, p28, p32, p36,
p53) e env (GD21, gp21, gp46, rgp46-1, rgp46-I1). A interpretacdo do WB é feita pela
analise da auséncia ou presenca de anticorpos contra proteinas virais, revelados no
teste como bandas, comparando a intensidade das mesmas com a do controle
positivo. Sdo adotados os seguintes critérios: a) negativo: auséncia de bandas; b)
positivo: presenca de pelo menos uma proteina do env mais a proteina p24 do gag;
c) indeterminado: presenca de bandas, mas que ndo se enquadram no critério de
positividade (CDC, 1993). As amostras que apresentarem o padrao de positividade
sao determinadas como HTLV-1 ou HTLV-2 dependendo da sua reatividade com as
proteinas recombinantes do gene env rgp46-I ou rgp46-I1l, respectivamente (GALLO;
DIGGS; HANSON, 1994).

Na figura 11 é apresentado um exemplo de resultados do WB para HTLV-1 e
HTLV-2.
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Figura 11: Exemplo de resultados de  Western blot. Disponivel em:
http:/bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/cd08 08.pdf. [Acesso em: 29 dez.

2008]

1.6.5 Radioimunoprecipitacao

A radioimunoprecipitagdo (RIPA) € uma técnica nas quais células infectadas
com o HTLV-1 em sua fase log de crescimento sdo expostas a isétopos radioativos
(**S-Met), de modo a se obter um lisado celular solivel que contém proteinas virais
radiomarcadas. Os lisados celulares sao colocados frente ao soro a ser testado pré-
adsorvido a pérolas de Sepharose revestidas de proteina A. Os imunoprecipitados
formados séo eluidos e as proteinas virais sdo separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecilsulfato de sédio, e a revelagao da reagao é feita por
autorradiografia. A RIPA é utilizada como teste confirmat6rio no soro, e apresenta
alta sensibilidade para deteccéo de anticorpos direcionados contra as glicoproteinas

do envelope (gp46 e gp61). Entretanto, a confirmacéao pela RIPA € inviavel em areas
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onde o HTLV-1 é endémico, por causa da sua complexidade e alto custo (HARTLEY
et al., 1990; DEFER et al., 1995).

1.6.6 Reacdo em cadeia da polimerase

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction ou
PCR) foi desenvolvida em 1986 e possui ampla aplicagdo em biologia molecular. O
principio da PCR baseia-se no mecanismo natural de duplicagdo do material
genético, que ocorre sempre que uma célula se divide em duas novas. Ela é
fundamentada na sintese enzimatica de uma sequéncia especifica de DNA, usando
dois iniciadores ou “primers” complementares a fita de DNA molde em regides que
flanqueiam o segmento a ser amplificado. Nesse processo, o DNA é desnaturado a
temperatura de 94-96 °C, o que promove a separacao da fita dupla em duas fitas
simples e complementares de DNA. Esta fase € chamada de “desnaturagdo”. Os
iniciadores  hibridizam a temperatura de 37-65°C em seus segmentos
complementares na fita de DNA molde desnaturada, fazendo o anelamento. A DNA
polimerase € capaz de reconhecer esta fita dupla e deslizar sobre a fita produzindo a
duplicagcdo da fita-molde e promovendo a sua extensdo. Estas trés etapas
constituem um ciclo e a repeticao desse ciclo resulta em um acumulo exponencial de
fragmentos especificos, que tem a por¢do 5 dos iniciadores como término. O
acumulo do material amplificado é exponencial, pois o produto sintetizado em um
ciclo servira como molde no ciclo subsequente, o que duplica a quantidade de DNA
a cada ciclo. A sintese exponencial de DNA é determinada pela formula: (2"-2n)x,
onde n é o numero de ciclos, 2n € o produto primario e secundario com comprimento
indeterminado, e x é igual ao numero de copias originais de DNA molde (SAIKI,
1988).
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1.7 DOENGCAS ASSOCIADAS AO HTLV-1

Dentre as doengas etiologicamente associadas a infecgdo pelo HTLV-1,
destacam-se a leucemia/linfoma de células T do adulto (ATL) (TAKATSUKI et al.,
1977; UCHIYAMA et al., 1977) e a mielopatia associada ao HTLV-1/ paraparesia
espastica tropical (HAM/TSP) (GESSAIN et al, 1985).

Outras sindromes clinicas foram também descritas como manifestacdes da
infeccao pelo HTLV-1, dentre as quais: uveite (MOCHIZUKI et al., 1996), polimiosite
(MORGAN et al., 1989), artropatias e sindrome de Sjogren (NISHIOKA, 1996),
dermatite infectiva associada ao HTLV-1 e outras dermatoses (LA GRENADE,
1996).

As diversas manifestagdes clinicas podem estar associadas ao tipo e a
magnitude da resposta imune do hospedeiro frente aos antigenos do HTLV-1 e do
sitio ou 6rgao no qual a reacdo inflamatéria predominantemente ocorre. Contudo, o
elemento chave em determinar a expansao policlonal das células T (doengas nao-
malignas) versus expansao monoclonal destas células (doengas neoplasicas) ainda
nao esta bem estabelecido (WATTEL et al., 1995)

ATL e/ou HAM/TSP desenvolvem-se em uma pequena proporgao de
individuos infectados pelo HTLV-1. Cerca de 98% dos portadores permanecem
assintomaticos (OKOCHI et al., 1984). Estudo mostrou que grande percentual da
populagdo japonesa é infectada pelo virus, porém, o risco estimado para
desenvolver ATL nestes portadores € de 2 a 4%, enquanto o risco para

desenvolvimento de mielopatias é 0,25% durante toda a vida (KAPLAN et al., 1990).

Desde que os virus isolados dos linfécitos de pacientes com ATL ou
HAM/TSP sao idénticos, fatores proprios do hospedeiro, incluindo o sistema
antigeno leucocitario humano (Human leukocyte antigen ou HLA), devem ser
importantes para determinar as manifestagbes da infecgdo. Pacientes com
HAM/TSP apresentam intensa resposta imune aos antigenos do HTLV-1. Essa

resposta esta associada com determinado haplétipo de HLA e pode ser
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demonstrada pela alta concentracdo de anticorpos contra o virus no soro e LCR
(SONODA et al., 1992).

1.7.1 Leucemial/linfoma de células T do adulto

A leucemia/linfoma de células T do adulto (ATL) foi descrita pela primeira vez
por Takatsuki e outros (1977). Com base na classificagdo da OMS (2008) para
neoplasias dos tecidos linféide e hematopoetico, a ATL é descrita como neoplasia de
células T maduras (JAFFE et al, 2008). A principal distingdo da ATL das demais
doengas linfoproliferativas estd na sua associagdo etiolégica com o HTLV-1.
Evidéncias dessa associagado foram obtidas a partir da demonstracao da integragao
monoclonal de DNA proviral nas células leucémicas, sugerindo que o
desenvolvimento da ATL foi resultado da transformagdo maligna de células
previamente infectadas com HTLV-1 (YOSHIDA et al., 1984; BENNET et al., 1989).

1.7.2 Mielopatia associada ao HTLV-1 / Paraparesia espastica tropical

Na década de 60, Mongomery e outros (1964) analisaram casos de paralisia

ataxica e espastica, na Jamaica, que foram denominados de neuropatia jamaicana.

Posteriormente, Mani K.S., Mani A.J. and Montgomery (1969) publicaram 33
casos de uma condigdo de paraplegia espastica no sul da india. Essa condicdo
ocorria em adultos, era de inicio gradual e caracterizava-se clinicamente por
paraplegia progressiva. Pela primeira vez na literatura mundial foi dado o nome de
“paraplegia espastica tropical” com a proposta de uma possivel etiologia toxica ou

viral.

Na década de 80, observou-se um maior interesse por essa condicido
patolégica. Zaninovic, Biojo y Barreto (1981) descreveram, na Colédmbia, uma

sindrome que consistia de disturbios de marcha e espasticidade e a denominaram
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de paraparesia espastica do Pacifico. Roman e outros (1985) relataram 50 casos de
paralisia espastica, também na Colédmbia. No mesmo ano, na Martinica, Gessain e
outros (1985) identificaram a presenca de anticorpos anti-HTLV-1 em 10 de 17

pacientes com essa sindrome neuroldgica.

A soropositividade para HTLV-1 foi, posteriormente, demonstrada nos
pacientes da Colédmbia e Jamaica (RODGERS-JOHNSON et al., 1985). No Japéo,
esta sindrome recebeu a denominagdo de mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM)
(OSAME et al., 1986), e foi reconhecida como sendo a mesma doenga que a

paraparesia espastica tropical (TSP) (WHO, 1989).

A HAM/TSP é uma doencga inflamatéria crénica do sistema nervoso central
(SNC). Caracteriza-se pelo acometimento da medula espinhal, principalmente
toracica. Como consequéncia, surgem: fraqueza lentamente progressiva associada a
dorméncia nos membros inferiores, dor lombar e retengdo ou incontinéncia urinaria
(LINK et al., 1989; OSAME, 1990). A presencga de anticorpos anti-HTLV-1 no LCR é
caracteristica da doengca (OSAME et al.,, 1986; GESSAIN et al., 1988). Pode
manifestar-se entre 20 e 70 anos de idade (McFARLIN; BLATTNER, 1991).
Excepcionalmente, € observada em criangas (WHO, 1989). Além disso, € mais
frequente em mulheres do que em homens, na razdo de 2,5 a 3:1. O grau de
espasticidade € o principal fator limitante da marcha (NAKAGAWA et al., 1995). O
exame neuroldgico revela paraparesia espastica associada a sinais piramidais como

hiperreflexia, sinal de Babinski, clono e sinal de Hoffman (OSAME et al., 1997).

As alteragdes sensitivas nem sempre acompanham o quadro motor, embora o
relato de disestesias e parestesias ao longo dos membros inferiores e,
predominantemente, distais seja frequente. A dor na regido dorso-lombar constitui
também sintoma comum, associada, muitas vezes, aos dermatomos acometidos ou
manifestando-se com raquialgia ou dor segmentar. Lesdes do cerebelo e do
segundo neurdénio motor foram descritas. Metade dos pacientes tornam-se limitados
a cadeira de rodas em torno de 10 anos (CARTIER et al., 1997).
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1.8 PATOGENESE DA HAM/TSP

A neuropatologia da HAM/TSP foi investigada e forneceu evidéncias de que
0s mecanismos imunomediados estdo envolvidos no curso da doenca. E importante
que o quadro clinico, os dados neurorradiolégicos e os achados neuropatologicos
sejam correlacionados nestes pacientes. Descricbes patologicas em materiais de
autopsia de pacientes com HAM/TSP indicaram que a doenca afeta a medula
espinhal, predominantemente no nivel toracico. Pode haver perda de mielina e
axbnios na coluna lateral e essas lesdes sao associadas com infiltracao de linfocitos
na regidao perivascular e no parénquima, com presenca de macréfagos, proliferagao
de astrécitos e gliose (WU et al., 1993; LEVIN; JACOBSON, 1997).

No inicio da doenga, os linfécitos sdo abundantes, com numeros iguais de
células T CD4+ e CD8+. Os linfocitos B e os macrofagos estdo presentes em areas
com lesdo no parénquima. No curso da doenga, ha poucas células inflamatdrias, e
estas sdo quase exclusivamente células T CD8" (LEVIN; JACOBSON, 1997).
Estudos demonstraram que linfocitos T CD8" citotoxicos circulantes reagem contra
proteinas do HTLV-1 de modo restrito ao complexo principal de histocompatibilidade
(major histocompatibility complex ou MHC) classe | (HLA-A2) em pacientes com
mielopatias associadas ao HTLV-1, mas nao reagem com as mesmas proteinas em
portadores sadios ou pacientes com ATL. Entretanto, no LCR de pacientes com
HAM/TSP, uma alta proporgéo de células T CD8" citotoxicas para células infectadas
pelo HTLV-1 sdo encontradas (JACOBSON et al., 1992).

1.9 CRITERIOS PARA O DIAGNOSTICO DA HAM/TSP

O diagnéstico de HAM/TSP em pacientes infectados pelo HTLV-1 baseia-se
em critérios estabelecidos pela Organizagdo Mundial de Saude em 1989 (Quadro 2).
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Principais manifesta¢des neuroldgicas

e Paraparesia espastica cronica, a qual progride lentamente, algumas vezes
permanecendo estavel apds progressao inicial.

o Fraqueza de membros inferiores, de predominio proximal.

¢ Incontinéncia urinaria € geralmente um aspecto inicial, enquanto a constipagao
ocorre mais tardiamente; impoténcia ou diminuigao da libido € comum.

¢ Sintomas sensitivos como sensagao de formigamento e queimacao sao mais
proeminentes do que os sinais fisicos objetivos.

e Dor lombar com irradiagao para as pernas é comum.

o Sensagao de vibragio é freqlientemente prejudicada, enquanto a propriocepgao
esta menos freqlientemente afetada.

e Hiperreflexia de membros inferiores com clono e sinal de Babinski.
o Reflexo mandibular exaltado em alguns pacientes.

Achados neurolégicos menos frequentes

o Sinais cerebelares; atrofia éptica; surdez; nistagmo; outros déficits de nervos
cranianos; tremor de maos; auséncia ou diminui¢cao do reflexo Aquileu.

o Convulsdes, disfungéo cognitiva, deméncia ou alteragao da consciéncia sdo
manifestagoes raras.

Outras manifestagdes neuroldgicas, que podem estar associadas com HAM/TSP

o Atrofia muscular; fasciculagdes (raro); polimiosite, neuropatia periférica;
polirradiculoneurite; neuropatia craniana; meningite; encefalopatia.

¢ Alveolite pulmonar; uveite; sindrome de Sjégren; artropatia; vasculite; ictiose;
crioglobulinemia; gamopatia monoclonal; leucemia/ linfoma de células T do adulto.

Diagndstico laboratorial

o Presenca de anticorpos anti HTLV-1 ou antigenos virais no sangue e LCR.
e LCR pode mostrar leve pleocitose.

o Linfdcitos lobulados podem estar presentes no sangue e/ou no LCR.

¢ Aumento leve ou moderado de proteinas pode estar presente no LCR.

¢ Isolamento viral quando possivel do sangue e/ou do LCR.

Quadro 2: Diagnostico de HAM/TSP segundo recomendagbes da OMS, 1989
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1.10 ANALISE DO LiQUIDO CEFALORRAQUIANO NA HAM/TSP

O exame do LCR é um método de extrema importéncia para o diagnéstico e
acompanhamento evolutivo de diversas afecgdes do SNC (sindromes de origem
vascular, sindromes inflamatérias, sindromes tumorais, sindrome de Guillain-Barré)
(JEFFERY; BANGHAM, 1996).

A analise do LCR deve incluir, além da rotina basica (contagem de células,
dosagem de glicose e de proteinas), a avaliacdo da barreira hemato-liquérica, a
pesquisa da sintese intratecal de IgG total e de anticorpos especificos contra o
HTLV-1 (PUCCIONI-SOHLER, 2008).

1.10.1 Avaliacdo da Barreira Hemato-liquorica

O estudo da relacao entre a concentragdo de albumina no LCR e soro, ou
seja, do quociente de albumina LCR/soro (Q Alb), permite a avaliagdo da fungao da
barreira hemato-liquérica (V.R.Q Alb < 8 x 10°) (DEISENHAMMER, 2006).

Q Alb = albumina (LCR) / albumina (soro) X 10

1.10.2 Sintese Intratecal de IgG Total

A sintese intratecal de IgG total € determinada quantitativamente através do
indice de IgG [Q IgG (LCR/soro)/Q Albumina (LCR/soro)] com V.R. indice de IgG <
0,7, ou pelo diagrama de quocientes, segundo Reiber and Felgenhauer (1987)
(figura 12). Estas medidas baseiam-se na relag&o entre o quociente da concentragéo

de IgG e o de albumina.
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Figura 12: Diagrama de quocientes, segundo Reiber and Felgenhauer, 1987.
Quociente limite — Omg/L de sintese local de anticorpo. A sintese
local para valores acima da linha limite € avaliada em mg/l. A
linha pontilhada apresenta os valores IgG (log) em % da
concentragdo de IgG no LCR. 1. Normal; 2. Disfungao da barreira
hemato-LCR; 3. Sintese intratecal de IgG + disfungao da barreira
hemato-LCR; 4. Sintese intratecal de I1gG

Outro teste utilizado para verificagdo da sintese intratecal de IgG consiste na
pesquisa de bandas oligoclonais no LCR em paralelo ao soro, pelo método

qualitativo de focalizagao isoelétrica (FIE) (figura 13).
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Figura 13: Bandas IgG oligoclonais. LCR, liquido cefeloraquiano; S, soro;
Caso 1 — bandas adicionais no LCR; Caso 2 — bandas restritas ao
LCR. Sintese intratecal de IgG

Esse método apresenta sensibilidade superior aos métodos quantitativos
(indice de 1gG e diagrama de quociente). As bandas representam fragdes
oligoclonais de IgG sintetizadas no SNC por linfocitos localizados préximos as areas
de desmielinizagdo, em resposta a presenga continua de um antigeno unico e
altamente especifico. Os padrbes de bandas encontrados sdo: 1. Auséncia de
bandas — LCR normal; 2. Bandas oligoclonais restritas ao LCR — sintese local; 3.
Bandas oligoclonais restritas ao LCR e com adicionais bandas idénticas no LCR e
soro — sintese local; 4. Bandas oligoclonais idénticas no LCR e soro; 5. Bandas
monoclonais no LCR e soro (DEISENHAMMER, 2006).

1.10.3 Sintese Intratecal de Anticorpos Especificos

A demonstracao da sintese intratecal de anticorpos especificos contribui para
dar suporte ao diagnostico das enfermidades neuroldgicas, diferenciando a fragéo
de anticorpos sintetizados no SNC (PUCCIONI-SOHLER et al., 1999).

O indice de anticorpo especifico (Antibody index ou Al) consiste na relagao
entre o quociente LCR/soro da concentragéo do anticorpo especifico (analisado por
ELISA) e o quociente LCR/soro da concentragdo de albumina ou imunoglobulina,
dependendo da fungao da barreira hemato-LCR. Al maior ou igual a 1,5 é indicativo

de sintese intratecal de anticorpo especifico. Esta pode, também, ser determinada
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pela comparacao entre amostras de LCR e soro diluido para a mesma concentragao
de IgG do LCR, por meio de métodos qualitativos como imunoblot, RIPA e FIE
(PUCCIONI-SOHLER, 2008).

1.10.4 Caracteristicas do LCR na HAM/TSP

Este se caracteriza pela presenca de reagao inflamatdria, tais como: leve
pleocitose (> 4 células/mm?), sendo que 1% dos linfécitos apresenta aspecto atipico
semelhante ao encontrado no sangue periférico e LCR de pacientes com ATL,
denominados de “flowers cells” (OSAME, 1990); concentragao de glicose normal (2/3
da glicemia); moderada hiperproteinorraquia; leve disfungdo da barreira hemato-
liqudrica; sintese intratecal de IgG (elevado indice de IgG e/ou presenga de banda
IgG oligoclonal no LCR nao encontrada no soro) (SPINA-FRANCA et al., 1990).

No LCR, os anticorpos anti-HTLV-1 podem ser evidenciados através da
demonstragao da:
1. Presenca de anticorpos especificos: ELISA, AP ou WB. Analise
isolada do LCR.
2. Producao intratecal de anticorpo anti-HTLV-1: Al, RIPA, FIE ou

imunoblot. Andlise em paralelo do LCR e soro, com a mesma metodologia.

A demonstracdo de anticorpos especificos no LCR nao permite determinar se
estes sao produzidos no SNC ou provém do sangue pela passagem através da
barreira hemato-liquérica (McLEAN; RUDGE; THOMPSON, 1989; KITZE et al.,
1995; PUCCIONI-SOHLER; KITZE; FELGENHAUHER, 1995). Para tanto, faz-se
necessario correlacionar os valores do LCR ao soro, considerando a funcdo da
barreira hemato-liquérica. O Al € um método quantitativo utilizado para demonstrar a
sintese intratecal de anticorpos anti-HTLV-1. Com base no teste de Al para HTLV-1
(ELISA “in house”), sintese intratecal de anticorpos contra HTLV-1 ocorreu em 85%
dos pacientes (17/20) com HAM/TSP (PUCCIONI-SOHLER et al., 1995). Puccioni-
Sohler e outros (2001) calcularam o Al para HTLV-1, adaptando um teste de ELISA

comercial e obtiveram frequéncia de 83% em outra populagao de pacientes (60/72)
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com HAM/TSP. RIPA (KITZE et al., 1995) e imunofocalizagao (GESSAIN et al.,
1988; GRIMALDI et al., 1988) sao métodos qualitativos, também utilizados para
avaliacdo de sintese intratecal de anticorpos anti-HTLV-1 (PUCCIONI-SOHLER,
2008).

Trabalho prévio adaptou o teste WB para avaliacdo de sintese intratecal de
anticorpo especifico contra as proteinas gag e env do HTLV-1. O protocolo do teste
foi repetido cinco vezes em dias diferentes, sendo obtido o mesmo padrdo de
resultado em todas as repeticbes. Foi demonstrada a sintese intratecal de
anticorpos anti-gag e anti-env do HTLV-1 por meio do teste WB (método qualitativo)
em uma paciente com diagnostico de HAM/TSP. Na analise por WB, usando
concentragédo iguais de IgG no LCR e soro, diluicbes realizadas de 1:2 e 1:4
mostraram que bandas das proteinas gag (p24) e env (gp21, rgp46-1 e GD21)
apresentavam impregnacao mais intensa no LCR do que no soro correspondente
(GONCALVES, 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

A demonstracdo da sintese intratecal de anticorpos especificos contribuiu
para a maior acuracia no diagnostico de uma variedade de doengas neurolégicas,
permitindo discriminar a fracdo de anticorpos provenientes do sangue daquelas
sintetizadas no SNC (REIBER; FELGENHAUER, 1987). Entretanto, novas pesquisas
serao necessarias no sentido de elucidar o papel destes anticorpos na patogénese e
no diagnéstico da HAM/TSP.

O diagnostico da HAM/TSP baseia-se em critérios clinicos e laboratoriais. A
confirmacdo laboratorial consiste na demonstracido de anticorpos anti-HTLV-1 no
LCR. A demonstracdo desses anticorpos €& pouco especifica, pois pode ser
verificada no LCR de pacientes com infeccdo pelo HTLV-1 sem HAM/TSP
(PUCCIONI-SOHLER et al., 2001). A avaliagdo da sintese intratecal de anticorpo
especifico tem demonstrado ser um critério util no diagndstico neurolégico pela sua
elevada sensibilidade e especificidade (REIBER; FELGENHAUER, 1987).

A demonstragdo da sintese intratecal de anticorpo anti-HTLV-1 reflete a
reacao imune dirigida contra esse agente viral (PUCCIONI-SOHLER et al., 1999), e
representa o parametro mais sensivel da reacio inflamatéria que ocorre no SNC
(PUCCIONI-SOHLER et al., 2001).

Conforme revisdo da literatura, observamos a caréncia de testes e
padronizagdo para pesquisa de sintese intratecal de anticorpos especificos
produzidos no LCR contra o HTLV-1. Para anadlise da resposta inflamatodria
especifica no LCR é necessaria a demonstragao dessa produc¢ao local de anticorpos.
O teste WB € usualmente utilizado como teste confirmatério no soro. Por ser um
teste de pesquisa de anticorpos especificos pode contribuir para demonstracao da
sintese intratecal desses anticorpos, permitindo identificar contra quais proteinas
virais esta sendo produzida a resposta imune local, e assim, podendo representar

uma importante ferramenta no diagnostico da HAM/TSP.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar o teste Western Blot, validado para pesquisa de anticorpos anti-HTLV-
1 no soro, para demonstragao da sintese intratecal de anticorpos anti-HTLV-1,

como apoio no diagnoéstico da HAM/TSP.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a sensibilidade e a especificidade do teste Western blot para

demonstragdo da sintese intratecal de anticorpos anti-HTLV-1;

e Determinar o valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) do

teste Western blot para demonstragao da sintese intratecal de anticorpos anti-

HTLV-1;

e Identificar contra quais proteinas virais estd sendo produzida a resposta

imune no SNC;

e Observar a reprodutibilidade do teste em uma amostra pareada de LCR e

soro de paciente com HAM/TSP, realizado em dois locais distintos.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de estudo descritivo com delineamento transversal.

4.2 TESTE UTILIZADO

Para a deteccao de anticorpos anti-HTLV-1 no soro e LCR, foi utilizado o teste
WB (HTLV-BLOT 2.4, MP Diagnostics, MP Biomedicals Asia Pacific Pte Ltd.
Cingapura), de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.3 LOCAL DO ESTUDO E ASPECTOS ETICOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisa em Imunologia e Aids
do HUGG/UNIRIO em colaboragdo com o Laboratério de LCR do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho/ Universidade Federal do Rio de Janeiro —
Universidade do Brasil (HUCFF/UFRJ), analisado e aprovado de acordo com a
Resolucdo CNS n° 196/96, pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUGG
(Projeto n° 70/2007, MEMO CEP/HUGG/N°013/2008) (Anexo A).

4.4 PACIENTES

Foram analisadas amostras residuais de um grupo de pacientes com

HAM/TSP constituido por 14 pacientes, sendo seis do sexo masculino e oito do sexo
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feminino, com idade entre 40 e 74 anos e mediana de 54 anos; e amostras residuais
de um grupo de pacientes sem HAM/TSP (com outras doencas neuroldgicas)
constituido por 16 pacientes, sendo oito do sexo masculino e oito do sexo feminino,

com idade entre 19 e 77 anos e mediana de 41 anos (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas demograficas da populagéo estudada

Grupo de pacientes n° Casos SEXO IDADE
M F Mediana (Percentil)
HAM/TSP* 14 6 (43%) 8 (57%) 54 (40 - 74)

Outras doencas
neurologicas 16 8 (50%) 8 (50%) 41 (19 -77)
*HAM/TSP, Mielopatia associada ao HTLV-1/ Paraparesia espastica tropical.

Das 16 amostras selecionadas de pacientes com HAM/TSP, duas foram
excluidas da analise apés revisao dos resultados (HAM09 e HAM11), a primeira por
ter sido obtida apds acidente de pungao durante a coleta do LCR e a segunda por

nao obedecer aos critérios para diagnostico de HAM/TSP.

Foram analisadas amostras pareadas de LCR e soro, selecionadas de 14
pacientes (Grupo 1) com diagndstico de HAM/TSP atendidos no ambulatério de
Neuroinfecgdo do HUGG e de 16 pacientes (Grupo 2) sem HAM/TSP, porém, com
outras doencas neurolégicas (Esclerose Muiltipla, n = 5; trés, Neurite Optica, n = 3;
Mielopatia de etiologia desconhecida, n = 2; Polineuropatia Sensitivo Motora, n = 1;
Neurotuberculose, n = 1; Cerebelite pds viral, n = 1; Papilite, n = 1; Neuropatia, n =
1; Neurotoxoplasmose, n = 1), que realizaram exame de LCR como rotina para
investigacdo diagndstica, cujas amostras residuais foram armazenadas nos
laboratérios de LCR do HUCFF - UFRJ e Laboratério Neurolife, de janeiro de 2005 a

fevereiro de 2008.
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4.4 1 Critérios de inclusao

Grupo 1 — Pacientes com HAM/TSP

Preencher os critérios de HAM/TSP;
Paciente atendido no ambulatério de neuroinfecgao do HUGG;
Ter realizado exame completo de LCR;

Ter volume minimo de 1ml de LCR e soro estocados em freezer a -20°C.

Grupo 2 — Pacientes sem HAM/TSP (com outras doengas neuroldgicas)

N&o Preencher os critérios de HAM/TSP;

Paciente atendido no ambulatério de neuroinfeccdgo do HUGG ou que
realizaram exame de LCR no laboratério Neurolife;

Ter realizado exame completo de LCR;

Ter volume minimo de 1ml de LCR e soro estocados em freezer a -20°C.

4.4.2 Critérios de excluséo para ambos os grupos

Ter sofrido acidente de puncao liquérica;

Ter sifilis;

Ter Infeccao pelo HIV-1;

Ter doencga auto-imune, disturbios tireoidianos, caréncia de vitamina B12;

Ter sindromes compressivas da medula espinhal.

4.5 PROTOCOLO DO TESTE

Foram realizadas quatro rotinas contendo cada uma oito pares de LCR e soro

(diluido pra mesma concentragdo de IgG do LCR), um controle positivo e um

controle negativo para HTLV-1 (Apéndices A, B, C e D).
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4.5.1 Preparacdo das amostras bioldgicas

Diluicdo do soro para a mesma concentragdo de IgG do LCR:

Com o objetivo de analisar amostras idénticas e, consequentemente, avaliar a
origem da resposta imune, dividimos o resultado da concentragdo de IgG do soro
sobre o LCR, para encontrar o fator de diluicdo que foi aplicado ao soro. As

amostras de soro foram diluidas com a solugédo-tampéo para blotting (Tabela 2).

As amostras de LCR e soro (diluido para mesma concentragdo de IgG do
LCR) foram submetidas ao teste WB na diluigdo de 1:2, com solugdo-tampao para

blotting, conforme protocolo previamente estabelecido (GONCALVES, 2007).

Tabela 2: Valores do fator de diluicdo do soro para a mesma concentragdo de IgG do LCR
dos pacientes estudados (n = 32)

Outras doencas

HAM/TSP* Fator de diluicao neurolégicas Fator de diluicao
HAMO1 68x Co1 572x
HAMO02 237x C02 353x
HAMO3 483x Co3 362x
HAMO04 264x Cco4 177x
HAMO5 307x C05 600x
HAMO6 198x Co06 550x
HAMO7 299x co7 304x
HAMO0S8 160x Co8 417x
HAMO09 108x C09 667x
HAM10 185x C10 600x
HAM11 344x C11 379x
HAM12 277x c12 310x
HAM13 515x C13 183x
HAM14 113x C14 820x
HAM15 174x C15 270x
HAM16 392x C16 636x

*HAM/TSP, Mielopatia associada ao HTLV-1/ Paraparesia espastica tropical.
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4.5.2 Preparacao dos reagentes do teste WB (de acordo com as instru¢cdes do
fabricante)

a. Solucdo de Tampéao de Lavagem Diluida:

- Diluir um volume de solugao tampao para 19 volumes de agua grau reagente.

b. Solugdo Tampé&o para Blotting:

- Reconstituir o frasco de tampao estoque liofilizado com 100 ml de agua grau
reagente, que se mantém estavel durante 6 semanas se conservada entre 2°C e
8°C;

- Apos reconstituigao, adicionar 1 g de pd para blotting (leite desnatado) para cada
20 ml de solugao tampao estoque reconstituida;

c. Solucéo de Conjugado de Trabalho:

- Diluir o conjugado a 1:1000 em solugédo tampao para blotting.

d. Solucéo de Substrato:

- Fornecida pronta para uso.

4.5.3 Procedimento do teste WB

1. Com o auxilio de uma pinga, retiramos cuidadosamente o numero necessario de
tiras do tubo e as colocamos em cada po¢o com a face numerada voltada para cima.

Incluimos tiras para o Controle Reativo e Nao-reativo do HTLV-1;

2. Adicionamos 2 ml de solu¢do tampéo de lavagem diluida em cada pogo;
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3. Incubamos as fitas durante 5 minutos a temperatura ambiente (25 +/- 3°C) sobre
uma plataforma oscilante (velocidade de 10 a 14 oscilagdes por minuto).
Removemos a solugcédo-tampao por aspiracao;

4. Adicionamos 2 ml de solugéo- tampéo para blotting em cada pogo;

5. Adicionamos 20ul de cada amostra do paciente e de controle nos pogos

apropriados;

6. Cobrimos a bandeja com tampa fornecida pelo fabricante e incubamos durante 1

hora a temperatura ambiente (25 +/- 3°C) na plataforma oscilante;

7. Retiramos cuidadosamente a tampa, evitando salpicos ou misturar as amostras.
Inclinamos a bandeja para aspirar a mistura dos pogos. Trocamos as ponteiras de
aspiracao entre as aplicagbes das amostras para evitar contaminacao cruzada;

8. Lavamos cada fita 3 vezes com 2 ml de solugdo-tampao de lavagem diluida
deixando-as imersas durante 5 minutos sobre a plataforma oscilante entre cada
lavagem;

9. Adicionamos 2 ml de solugao de conjugado de trabalho em cada poc¢o;

10. Cobrimos a bandeja e incubamos durante 1 hora a temperatura ambiente (25 +/-

3°C) na plataforma oscilante;

11. Aspiramos o conjugado dos pog¢os. Lavamos como na etapa 8;

12. Adicionamos 2 ml de solug¢ao de substrato em cada poco;

13. Cobrimos a bandeja e incubamos durante 15 minutos na plataforma oscilante;

14. Aspiramos o substrato e enxaguamos as tiras pelo menos trés vezes com agua

grau reagente para interromper a reagao;
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15. Usamos a pinga para retirar cuidadosamente as tiras e coloca-las sobre toalhas
de papel. Cobrimos as toalhas de papel e secamos, ou deixamos as fitas secarem

nos pog¢os da bandeja;

16. Montamos as fitas sobre folha de papel branco ndo absorvente (A4). Nao
aplicamos fita adesiva sobre as bandas reveladas. Observamos as bandas e

interpretamos os resultados.

4.5.4 Interpretacdo dos resultados

Segundo os principios de testes qualitativos de avaliagdo de sintese intratecal
de imunoglobulinas, a presenca de bandas mais intensas ou somente no LCR é

consistente com a produgao local de anticorpos anti-HTLV-1 no SNC.

4.5.5 Desempenho do teste

Procedemos a analise dos dados inseridos em uma tabela de contingéncia
2x2 para determinar os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo

positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) do teste (WB) estudado.

4.5.6 FreqUéncia da sintese intratecal de anticorpo contra diferentes proteinas
do HTLV-1

A frequéncia da sintese intratecal de anticorpos contra cada proteina viral
antigénica foi determinada, para demonstrar quais anticorpos podem ser usados

como marcadores para o diagnoéstico da HAM/TSP.
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4.5.7 Reprodutibilidade

Para avaliarmos a reprodutibilidade, enviamos uma amostra de soro e uma de
LCR de paciente com HAM/TSP (HAM14), para que fosse avaliada a sintese
intratecal de anticorpos anti-HTLV-1 no Instituto Estadual de Hematologia Arthur de

Siqueira Cavalcanti (HEMORIO) utilizando a mesma metodologia (Apéndice E).

4.5.8 Diluicéo adicional das amostras de soro e LCR (HAM13)

As amostras pareadas de soro e LCR (HAM13) apresentaram bandas com
coloracdo muito intensa no soro (diluido para mesma concentracao de IgG do LCR)
e LCR diluidos 1:2, sendo evidenciada sintese intratecal dirigida apenas contra

rgp46-1, o que implicou em diluigdes adicionais (Apéndice F).
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5 RESULTADOS

5.1 DESEMPENHO DO TESTE

Dos 14 pares de amostras (LCR e soro) de pacientes com HAM/TSP, todos
apresentaram evidéncias de sintese intratecal dirigida contra pelo menos uma das
proteinas virais (GD21, p24, rgp46-l), e 13 apresentaram evidéncias de sintese
intratecal dirigida contra as proteinas virais do env (GD21) e do gag (p24). Um
paciente apresentou bandas no soro e LCR com coloragdo muito intensa,
apresentando sintese intratecal dirigida apenas contra rgp46-l, sendo necessarias
diluicbes adicionais. Dos 16 pares de amostras de pacientes com outras doencas

neuroldgicas, nenhum apresentou bandas reagentes para HTLV-1.

Na tabela 3 foram registrados os resultados do teste WB, tendo como critério
de positividade para sintese intratecal de anticorpos a presenga de banda mais
intensa no LCR do que no soro ou presente apenas no LCR contra pelo menos uma

proteina do HTLV-1, na amostra estudada.

Tabela 3: Frequiéncia de resultados do teste Western blot (sintese intratecal contra uma proteina do
HTLV-1 como critério de positividade) na amostra estudada (n = 30)

METODO DIAGNOSTICO DE HAM/TSP*
Western blot POSITIVO NEGATIVO
POSITIVO 14 (100%) 0 (0%)
NEGATIVO 0 (0%) 16 (100%)
TOTAL 14 (100%) 16 (100%)

* HAM/TSP, Mielopatia associada ao HTLV-1/ Paraparesia espastica tropical.

Na tabela 4 foram apresentados os valores de sensibilidade, especificidade,
VPP e VPN do teste Western blot para pesquisa de sintese intratecal de anticorpo
anti HTLV-1, tendo como critério de positividade para sintese intratecal de anticorpos
a presenga de banda mais intensa no LCR do que no soro ou presente apenas no

LCR contra pelo menos uma proteina do HTLV-1, na amostra estudada.
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Tabela 4: Desempenho do teste Western blot (sintese intratecal contra uma proteina do HTLV-1 como
critério de positividade) na amostra estudada (n = 30)

Western blot IC 95%*
Sensibilidade 100% 76,82 a 100
Especificidade 100% 79,42 a 100
Valor preditivo positivo 100% 76,82 a 100
Valor preditivo negativo 100% 79,42 a 100

*IC 95%, intervalo de confianga de 95%.

Na tabela 5 foram registrados os resultados do teste WB, tendo como critério
de positividade para sintese intratecal de anticorpos a presenga de banda mais
intensa no LCR do que no soro ou presente apenas no LCR contra pelo menos uma

proteina gag e uma env do HTLV-1, na amostra estudada.

Tabela 5: Freqiiéncia de resultados do teste Western blot (sintese intratecal contra uma proteina gag
e uma env do HTLV-1 como critério de positividade) na amostra estudada (n = 30)

METODO DIAGNOSTICO DE HAM/TSP*
Western blot POSITIVO NEGATIVO
POSITIVO 13 (93%) 0 (0%)
NEGATIVO 1 (7%) 16 (100%)

TOTAL 14 (100%) 16 (100%)

* HAM/TSP, Mielopatia associada ao HTLV-1/ Paraparesia espastica tropical.

Na tabela 6 foram apresentados os valores de sensibilidade, especificidade,
VPP e VPN do teste Western blot para pesquisa de sintese intratecal de anticorpo
anti HTLV-1, tendo como critério de positividade para sintese intratecal de anticorpos
a presenca de banda mais intensa no LCR do que no soro ou presente apenas no
LCR contra pelo menos uma proteina gag e uma env do HTLV-1, na amostra

estudada.

Tabela 6: Desempenho do teste Western blot (sintese intratecal contra uma proteina gag e uma
env do HTLV-1 como critério de positividade) na amostra estudada (n = 30)

Western blot IC 95%*
Sensibilidade 92,86% 66,11 a 99,82
Especificidade 100% 79,42 a 100
Valor preditivo positivo 100% 75,31 a 100
Valor preditivo negativo 94,12% 71,33 a 99,85

*IC 95%, intervalo de confianga de 95%.
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5.2 FREQUENCIA DA S’iNTESE INTRATECAL DE ANTICORPOS CONTRA
DIFERENTES PROTEINAS DO HTLV-1

Com o emprego do WB como ferramenta diagnéstica, demonstramos que a
sintese intratecal de anticorpos ocorre, principalmente, contra as proteinas env
(GD21 e RGP46-I) e gag (p24), sendo detectadas em cerca de 93% (13/14) dos
pacientes com HAM/TSP e em nenhum dos controles quando analisadas

isoladamente.

Tabela 7: Frequiéncia da sintese intratecal de anticorpo contra diferentes proteinas do HTLV-1.

Western blot Amostra (n = 14) Frequéncia (%)
(bandasGesgfcmcas) = 5
p24 13 93
rgp46-I 13 93
gp46 11 79
p19/gp21 10 77
p28 10 71
p36 10 71
p26 9 64
p53 8 57
p32 7 50

5.3 FREQUENCIA DA SiNTE§E INTRATECAL DE ANTICORPOS CONTRA AS
PROTEINAS MAIS ANTIGENICAS, ISOLADAS OU EM COMBINACAO

A deteccdo simultdnea da sintese intratecal de anticorpos contra as proteinas
GD21, rgp46-lI e p24 foi observada em 86% (12/14) dos pacientes, em 7% (1/14)
contra a GD21 e a p24, e em 7% (1/14) contra a RGP46-I isolada.
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Tabela 8: Freqléncia da sintese intratecal de anticorpos anti-GD21, anti-p24 e anti-rgp46-I
do HTLV-1, isoladas ou em combinagao

Western blot Amostras (n = 14) Frequéncia (%)
(bandas especificas)

GD21, rgp46—I e p24 12 86
GD21 e p24

rgp46-I isolada

GD21 e rgp46-I
rgp46-1 e p24
GD21 isolada
P24 isolada

O O O O —~ -~
o O O O N N

5.4 REPRODUTIBILIDADE

A comparacédo dos resultados obtidos da avaliagdo de uma amostra pareada
de LCR e soro de paciente com HAM/TSP nos dois ensaios demonstrou
concordancia, utilizando o mesmo protocolo em condi¢bes diferentes (local, técnico,

equipamentos, lote e data).

A analise do soro revelou concordancia na demonstragdo de bandas
reagentes em 80% (8/10) da amostra estudada nos dois laboratérios, sendo
discordantes para GD21 (positiva no HUGG e negativa no HEMORIO) e para p53
(negativa no HUGG e positiva no HEMORIO). A analise do LCR e da sintese

intratecal de anticorpos revelou concordancia de 100% (10/10).
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Tabela 9: Comparacao do padrao de Western Blot para HTLV-1 em soro e LCR da amostra HAM14,
realizada no Laboratério do HUGG e no Laboratério do HEMORIO

Western Blot

Resultado*

Resultado*

(bandas) (Laboratério do HUGG) (Laboratério do HEMORIO)
Soro | LCR | Sintese Soro | LCR | Sintese

GD 21 + ++ + - ++ +

p 19/gp 21 + ++ + + ++ +

p 24 + ++ + + ++ +

p 26 + ++ + + ++ +

p 28 + ++ + + ++ +

p 32 + ++ + + ++ +

p 36 + ++ + + ++ +

gp 46 - ++ + - ++ +

p 53 - ++ + + ++ +

rgp 46 — | + ++ + + ++ +

*Expressao dos resultados: - auséncia de banda; +, presenga de banda; ++, banda mais intensa.
HUGG, Hospital Universitario Gaffrée e Guinle; HEMORIO, Instituto de Hematologia Arthur de
Siqueira Cavalcanti; LCR, Liquido cefalorraquiano.

5.5 DILUICAO ADICIONAL DAS AMOSTRAS DE SORO E LCR (HAM13)

Amostras de LCR e soro foram enviadas ao HEMORIO e submetidas ao WB

nas diluicdes de 1/2 e 1/4. Com a dilui¢do de 1/2, o mesmo resultado encontrado no

HUGG foi observado. Com a diluigdo de 1/4 a sintese intratecal de anticorpo anti-

p53 (gag) e rgp46-l (env) do HTLV-1 foi evidenciada, sugerindo sintese intratecal

contra outras proteinas virais (Apéndice F).
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6 DISCUSSAO

Estudos sobre a analise do LCR em pacientes com HAM/TSP mostraram
alteragdes similares (banda oligoclonal, sintese intratecal de IgG) a outras doencgas
inflamatodrias crénicas do SNC, como esclerose multipla (EM) (OSAME et al., 1987;
GESSIAN et al., 1988; LINK et al., 1989). Nao existe consenso sobre o método de
detecgao de anticorpos anti-HTLV-1 no LCR em pacientes com HAM/TSP
(NAKAMURA et al., 1991). E importante estabelecer a origem desses anticorpos, ou
seja, se o0s anticorpos atravessaram a barreira hemato-liqudrica, ou se foram
produzidos dentro do SNC. Para demonstrar a sintese intratecal de anticorpo
especifico, métodos como FIE, imunoblot, ELISA e RIPA ja foram usados. Os
métodos utilizados para pesquisa de sintese intratecal de IgG total tais como indice
de IgG total ou pesquisa de banda IgG oligoclonal total, embora capazes de
demonstrar atividade inflamatéria no SNC, ndo sdo capazes de provar que esta
atividade é dirigida contra o HTLV-1. A pesquisa de sintese intratecal de anticorpos
especificos constitui forte evidéncia da presencga da reagdo imune contra o HTLV-1
no SNC (PUCCIONI-SOHLER et al., 1999).

Osame e outros (1987) analisaram a presenga de anticorpos anti-HTLV-1 no
LCR e soro de seis pacientes com HAM/TSP por meio de diferentes metodologias. O
teste AP foi aplicado inicialmente no LCR e soro dos seis pacientes para dosar
titulos de anticorpos anti-HTLV-1, com resultado positivo em todas as amostras. Os
autores realizaram também o teste ELISA em todas as amostras e o critério de
positividade incluiu absorbancia > 0,06 no soro e > 0,04 no LCR. Todas as amostras
foram positivas, com absorbancias variando de 0,046 a 0,388. A analise por WB
usando células MT2 confirmou a presenga dos anticorpos anti-HTLV-1 em soro e
LCR, com visualizagcdo das bandas p24 e p32 caracteristicas no LCR de todos os
pacientes estudados. A hipotese sobre associagao entre a infecgao pelo HTLV-1 e a
mielopatia baseou-se nos seguintes achados: 1. Presenca de altos titulos de
anticorpos anti-HTLV-1 no soro e LCR, confirmados pelo WB; 2. Padrbes de IgG
especifica no LCR com bandas caracteristicas (WB) nos seis pacientes com
HAM/TSP. Os autores demonstraram a presenca de anticorpos anti-HTLV-1 no LCR,

porém nao identificaram se estes anticorpos foram produzidos no SNC.
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Ceroni e outros (1988) analisaram soro € LCR de seis pacientes com
HAM/TSP quanto a sintese intratecal de anticorpos anti-HTLV-1, pelo indice de
anticorpo para HTLV-1, baseado na relagdo linear entre a concentracdo de
anticorpos anti-HTLV-1 e da concentragdo de albumina no soro e LCR. Tal sintese
foi demonstrada em todos os pacientes estudados. Estudaram trés pares de soro e
LCR e dois outros LCR, de acordo com o método de DORRIES & TER MEULEN
(1984), quanto a presengca de banda IgG oligoclonal especifica do HTLV-1,
observando nos pares um padrédo da banda IgG oligoclonal no LCR, ndo encontrado
no soro, compativel com sintese intratecal de anticorpo anti-HTLV-1. As duas
amostras nao pareadas de LCR também mostraram banda IgG oligoclonal
especifica. Duas amostras de LCR de um mesmo paciente obtidas com intervalo de
seis meses foram analisadas em paralelo e mostraram o mesmo padrao de banda
oligoclonal especifica, sugerindo que os dados dao suporte ao envolvimento do
HTLV-1 na patogénese da HAM/TSP. Os autores também demonstraram a sintese
intratecal de anticorpo anti-HTLV-1 em seis pacientes com HAM/TSP, através do
indice de anticorpo para HTLV-1. Em trés desses, confirmaram esse achado através
da deteccdo de bandas oligoclonais especificas do HTLV-1 no LCR e néo
encontradas no soro correspondente. Entretanto, ndo citaram quais as proteinas
virais encontradas pelo método qualitativo utilizado, a FIE. Em nosso estudo, além
de demonstrarmos a sintese intratecal de anticorpos especificos pela adaptacdo do
método qualitativo WB, discriminamos contra quais proteinas do virus a sintese
intratecal ocorre em maior numero de casos, assim como a auséncia de resposta

especifica nos controles.

Grimaldi e outros (1988) demonstraram a presenga de bandas oligoclonais no
LCR (ndo evidenciadas no soro) de cinco pacientes com HAM/TSP, utilizando o
método de FIE com coloragdo pela prata. Apos a FIE, houve imunofixagdo em gel
com anti-IgG humana especifica para proteina p24 do HTLV-1. O anticorpo anti-p24
no LCR apresentava ponto de distribuicao isoelétrica diferente do visto na amostra
pareada de soro, indicando sintese local de anticorpo anti-p24 no SNC em todos os
pacientes com HAM/TSP. Os autores concluiram que a banda oligoclonal presente
no LCR de pacientes com HAM/TSP correspondia a atividade de anticorpo anti-p24,
sugerindo a presencga de infecgdo ativa pelo HTLV-1 no SNC. Em nosso estudo,

encontramos sintese intratecal de anticorpo anti-p24 em 93% (13/14) dos pacientes
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com HAM/TSP.

Gessain e outros (1988) investigaram amostras pareadas de soro e LCR de
19 pacientes com HAM/TSP. Anticorpos foram detectados por ELISA e confirmados
por WB. Para a determinagao dos titulos de anticorpos anti-HTLV-1 por ELISA, os
autores utilizaram diluicao serial em duplicata, no soro variando de 1:100 a 1:8000 e
no LCR de 1:2 a 1:320, observando resultado positivo em todas as amostras
estudadas. Para confirmacdo com WB, o soro foi diluido 1:200 e o LCR 1:20. Com
WB, todos os soros foram reativos para p19, p24, p26, p28, p32, p36 e Pr53. No
LCR, a reatividade contra o HTLV-1 foi principalmente direcionada para proteina
p24, mas também em menor propor¢cao para p19, p32, p36 e Pr53. Em todos os
casos, se uma banda estava presente no LCR também estava presente no soro
correspondente. Quatro pacientes que tiveram baixos titulos de anticorpos no LCR
com ELISA, com WB claramente exibiram as bandas p19 e p24. A sintese intratecal
de anticorpos anti-HTLV-1 foi demonstrada pelo aumento no indice de anticorpo
anti-HTLV-1 / albumina (raz&o linear entre a concentragao de anticorpos anti-HTLV-1
no LCR e soro divididos pela razdo da concentragdo de albumina no LCR e soro),
utilizando como ponto de corte valor igual a 2, em 16 dos 19 pacientes com
HAM/TSP. Por meio desse método quantitativo foi possivel demonstrar a sintese
intratecal de anticorpo anti-HTLV-1 em 84% dos pacientes com HAM/TSP. Em nosso
estudo, utilizamos um método qualitativo, o WB, o qual demonstrou sintese intratecal
de anticorpos anti-HTLV-1 em 100% dos pacientes com HAM/TSP, assim como

producao intratecal de anticorpos contra diferentes proteinas virais (gag e env).

Estudo realizado por Link e outros (1989), com amostras pareadas de LCR e
soro com concentracdo de IgG ajustadas para 60mg/l, em 22 pacientes com
HAM/TSP, investigou a presenca de bandas oligoclonais de anticorpos anti-HTLV-1
através da FIE, seguido pelo imunoblot. Do grupo total, 19/22 (86,4%) pacientes
apresentaram bandas oligoclonais de anticorpos anti-HTLV-1 no LCR e/ou soro.
Dependendo da presenca de banda no LCR comparado com o soro, os padroes
observados foram divididos em trés categorias: 1. Bandas oligoclonais de anticorpos
anti-HTLV-1 exclusivas no LCR foram encontradas em cinco (26,3%) pacientes; 2.
Nove (47,4%) pacientes apresentaram bandas oligoclonais de anticorpos anti-HTLV-

1 no LCR, sendo que uma ou mais bandas também foram encontradas em
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correspondéncia no soro; 3. Os cinco (26,3%) pacientes restantes apresentaram
bandas oligoclonais de anticorpos anti-HTLV-1 idénticas no LCR e soro. Bandas
oligoclonais de anticorpos anti-HTLV-1 exclusivas no LCR foram observadas em
14/19 (73,7%) dos pacientes testados, representando sintese intratecal de

anticorpos anti-HTLV-1.

Amostras pareadas de LCR e soro de sete pacientes foram estudados por
McLean e outros (1989). A pesquisa de bandas oligoclonais IgM e IgG especificas
contra o HTLV-1 foi realizada com imunoblot. Cinco pacientes apresentaram bandas
IgM negativas e IgG positivas no LCR e 2 pacientes apresentaram bandas IgM
positivas e IgG negativas no LCR. Bandas oligoclonais IgM e IgG especificas contra
o HTLV-1 ndo foram observadas no soro destes pacientes. Bandas oligoclonais
especificas contra o HTLV-1 exclusivas no LCR representam uma prova da sintese

intratecal de anticorpos anti-HTLV-1.

McKendall, Oas e Laimore (1991) revelaram, através do estudo de LCR e
soro por imunoblot, reatividade para p19, p24, p53, gp46 ou gp68 do HTLV-1 em
trés pacientes com HAM/TSP. Além disso, amostras de LCR e soro de dois
pacientes foram diluidos para igual concentragao de IgG, e por imunoblot revelou
maior intensidade da banda p24 no LCR em relagdo ao soro. Este achado
demonstrou a producéo intratecal de IgG anti-p24 do HTLV-1. Em nosso estudo,
utilizando o WB demonstramos a producgao intratecal de anticorpos anti-HTLV-1
contra diversas proteinas virais, evidenciando quais as proteinas com maior

potencial antigénico.

Puccioni-Sohler e outros (1995) estudaram 20 casos de HAM/TSP e
observaram a presenca de sintese intratecal de anticorpo anti-HTLV-1 pelo método
do indice de anticorpo especifico (Al) em 85% (17/20) dos pacientes com HAM/TSP,
utilizando como base um teste ELISA “in house” para HTLV-1. Utilizando a mesma
série de pacientes, Kitze e outros (1995) demonstraram, com a RIPA, a presencga de
bandas tipicas das proteinas env (gp 68) e gag (p24) do HTLV-1 nas amostras de
LCR e soro de todos os pacientes. Para a analise da sintese intratecal de anticorpo
especifico por meio da RIPA, amostras de LCR e soro foram diluidas para igual

concentragéo de IgG. Em seis pares de LCR e soro (30%), as bandas p24 e gp68
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apresentaram precipitacdo mais intensa no LCR do que no soro correspondente,
indicando sintese intratecal de anticorpos especificos nesses pacientes. Este estudo
demonstrou que a sintese intratecal de anticorpos na HAM/TSP é dirigida contra os
antigenos env e gag do HTLV-1. Porém, a RIPA encontra-se em desuso devido ao
uso de radioatividade. Por outro lado, o teste WB é um teste comercial de facil
execucgao e foi capaz de evidenciar a sintese intratecal, discriminando as proteinas
virais com maior sensibilidade em relacdo ao estudo de Kitze e outros (1995). Em
nosso estudo, anticorpos anti-GD21, anti-p24 e anti-rgp46-1 foram observados

respectivamente em 93% (13/14) dos pacientes.

Kitze e outros (1996) investigaram a sintese intratecal de anticorpo especifico
pelo calculo do indice de anticorpo especifico (Al) para HTLV-1, utilizando o método
ELISA para determinar a concentragcao de anticorpo peptideo especifico (painel de
16 peptideos sintéticos) em 39 pacientes com HAM/TSP definida; 6 pacientes com
HAM/TSP possivel; e 15 pacientes portadores do HTLV-1 e sem sintomas clinicos
de HAM/TSP. A sintese intratecal de anticorpos contra peptideos especificos foi
observada em 79 % dos pacientes com HAM/TSP, mas também em 20% dos
pacientes sem HAM/TSP. O estudo revelou a reacao dirigida contra proteinas gag
(p19 100-130) e env (gp21 458-488, gp46 175-199 e 288-317) em cerca de 50% dos
pacientes com HAM/TSP. O método utilizado demonstrou as proteinas virais que
induziram a resposta imune no SNC. Mas, por sua complexidade nao é possivel sua
aplicacao na pratica laboratorial, ficando seu uso restrito a pesquisa. Em nosso
estudo a sintese intratecal de anti-p19/gp21 e anti-gp46 foram observadas em 77%
(10/14) e 79% (11/14) dos pacientes estudados respectivamente, sendo a sintese
intratecal de anti-GD21, anti-p24 ou anti-rgp-46-1 observada em 93% (13/14) dos

pacientes estudados.

Puccioni-Sohler e outros (2001) avaliaram o diagndstico laboratorial da
HAM/TSP utilizando trés grupos de pacientes: grupo 1 - 72 pacientes com
HAM/TSP; grupo 2 - 27 pacientes soropositivos para HTLV-1 com outras doencgas
neurologicas e grupo 3 — 13 pacientes com Esclerose Multipla (EM). A sintese
intratecal de anticorpos anti-HTLV-1 foi demonstrada, pelo método quantitativo do
indice de anticorpo especifico (Al) para HTLV-1 (REIBER; FELGENHAUER, 1987),

com base no teste ELISA disponivel comercialmente, em 83% (60/72) dos pacientes
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do grupo 1, em 11% (3/27) dos pacientes do grupo 2 e em nenhum dos pacientes do
grupo 3. O método apresentou sensibilidade de 83%, especificidade de 89%, VPP
de 95% e VPN de 65% para o diagnostico de HAM/TSP. Os autores propuseram a
criacdo de um algoritmo para o diagnostico laboratorial da HAM/TSP, incluindo o
teste ELISA para detecgao de anticorpos anti-HTLV-1 no LCR, Al para HTLV-1,
pesquisa do DNA do HTLV-1 no LCR e pesquisa de banda IgG oligoclonal no LCR.
Com a execugao do algoritmo proposto, os autores relataram sensibilidade de 96%,
especificidade de 100% , VPP de 100% e VPN de 92%. Dessa forma, a utilizagado do

algoritmo melhorou a acuracia no diagndéstico laboratorial da HAM/TSP.

Sao poucas as metodologias propostas para estudo da sintese intratecal de
anticorpos anti-HTLV-1 em pacientes com HAM/TSP. Na maioria dos estudos
realizados, observamos o pequeno tamanho amostral e a falta de definicdo dos
valores de sensibilidade e especificidade dos métodos utilizados. Somente um
estudo possuia analise do método do indice de anticorpo especifico (REIBER;
FELGENHAUER, 1987), com determinagdo de sensibilidade, especificidade, VPP e
VPN para o diagnéstico da HAM/TSP, sendo necessaria a combinagao de métodos
para aumentar a acuracia no diagndstico laboratorial da HAM/TSP (PUCCIONI-
SOHLER et al., 2001).

A literatura demonstrou a sintese intratecal contra proteinas gag (p19, p24) e
env (gp21, gp46, gp68) por meio de métodos como a FIE, imunoblot e RIPA. Por
meio do teste WB utilizado em nosso estudo, avaliamos a sintese intratecal de
anticorpos anti-gag (p19, p24, p26, p28, p32, p36, p53) e anti-env (GD21, gp21,
gp46, rgp46-l), permitindo demonstrar maior numero de proteinas virais com

potencial antigénico no SNC.

Em relacdo aos métodos qualitativos utilizados para avaliacdo de sintese
intratecal de anticorpo especifico, a RIPA tem limitacdes por utilizar radioatividade e
ter custo elevado, sendo seu uso restrito a pesquisa. O uso da FIE “in house” para
determinacdo de anticorpo especifico precisa de validagdo e definigdo de
sensibilidade e especificidade para ser usado como teste diagndstico. Nao houve

registro do uso do teste WB com este fim.
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A pesquisa de sintese intratecal de anticorpos contra HTLV-1 realizada com o
WB foi de facil execugao, sendo necessaria apenas a diluigdo do soro para a mesma
concentragdo de IgG do LCR, seguida da diluicdo do LCR e soro (diluido para
mesma concentragdo de IgG do LCR) na razdo de 1:2 com solugéo-tampéo para
blotting. O teste foi, entdo, realizado como proposto pelo fabricante com soro e LCR
pareados diluidos a 1:2. O desempenho mostrou-se adequado, com elevadas
sensibilidade e especificidade, além de ser capaz de discriminar as proteinas virais

envolvidas na resposta imune com maior reatividade no LCR.

O teste de WB demonstrou ser um instrumento util para investigacao da
sintese intratecal de anticorpos anti-HTLV-1 em pacientes com HAM/TSP. A sintese
intratecal de anticorpos anti-HTLV-1 foi evidenciada em 100% (14/14) dos pacientes
estudados, e em nenhum dos pacientes soronegativos para HTLV-1 com outras
doencas neurolégicas. Além disso, o teste apresentou sensibilidade, especificidade,
VPP e VPN de (100%), adequados para uso no auxilio diagnostico da HAM/TSP.
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7 CONCLUSOES

Este foi o primeiro estudo da literatura médica que utilizou o teste Western

blot para avaliacdo de sintese intratecal de anticorpos anti-HTLV-1 na HAM/TSP.

O teste Western blot apresentou excelentes sensibilidade e especificidade
para o diagndéstico da HAM/TSP.

Os valores preditivo positivo e preditivo negativo do teste western blot

também foram considerados excelentes para o diagnéstico da HAM/TSP.

A sintese intratecal de anticorpos anti-HTLV-1 foi evidenciada por meio do

Western blot, principalmente, para as proteinas env (GD21 e rgp46-1) e gag (p24).

A concordancia entre os resultados obtidos da avaliacdo de uma amostra
pareada de LCR e soro de paciente com HAM/TSP realizado em dois locais distintos

foi observada, sugerindo a reprodutibilidade do teste.

A exemplo do critério de positividade do teste WB no soro, os autores
sugerem a demonstracao de sintese intratecal de anticorpos contra duas proteinas

virais (env e gag) como teste confirmatério para HAM/TSP.
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ANEXO A - Carta de aprovacao do CEP-HUGG

lﬂ:_rfl
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

HOSPITAL UNIVERSITARIO GAFFREE E GUINLE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

MEMO CEP/HUGG / N° 013 /2008
Rio de Janeiro, 24 de janeiro de 2008

A
Ilm* Dr* Marzia Puccioni Sohler

Pesquisadora responsdvel

Conforme decisdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Gaffrée
e Guinle, em reunido realizada em 24 de janeiro de 2008, o projeto “Aplicabilidade de novos testes

imunolégicos no liquido cefalorraquidiano para o diagndstico da doenca neurolégica associada &
infecgdo pelo HTLV-I", de nimero 70/2007 - CEP/HUGG, foi analisado e APROVADO, de acordo

com a Resolugdo CNS n° 196/96.

Informamos que, de acordo com a Resolugio CNS n° 196/96, cabe ao pesquisador

apresentar ao CEP/HUGG os relatérios parciais (semestrais) e final do projeto aprovado.

Prof. Dr. Pedro Eder Portari Filho
Coordenador do CEP/HUGG
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