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RESUMO

Analisou-se o teste de imunofluorescéncia indircta com microfildrias de W. bancrofti
tratadas pela papaina, como antigeno, amplamente utilizado cm Recife para o
imunodiagnéstico da filariosc linfitica. Foram testados soros de 50 pacicntes portadores
das diversas formas clinicas da docnga, incluindo microfilarcmia assintomdtica,
eosinofilia pulmonar tropical, clefantiasc de membros inferiores, linfagite aguda ¢
quildria. Para o grupo controle, foram sclecionados 50 individuos vivendo pelo menos ha
5 anos em 4rca endémica, sem nenhuma cvidéncia clinica c/ou laboratorial da doenga,
constituindo os chamados endémicos normais. A sensibilidade ¢ especificidade do teste,
scgundo difcrentes pontos de corte, mostraram a impossibilidade de diferenciagfio entre o
grupo controle ¢ o grupo sabidamente infectado. Também niio foi possivel estabelecer
correlagiio entre os titulos encontrados ¢ as difcrentes formas clinicas. Foi considerada a
existénecia de rcagdes cruzadas relacionadas a helmintiases intestinais, porém nenhuma
relagdo dircta foi encontrada.

UNITERMOS: W. bancrofti: imunodiagnéstico, imunofluorcscéncia indircta: resposta
humoral, filariose linfética.

INTRODUCAO

O imunodiagndstico ¢m filariose bancrofliana
tem limita¢Ges gerais, como para qualquer outra
doenga parasitdria, requerendo a padronizagiio de
um teste diagnéstico auxiliar, que atenda as nor-
mas bdsicas do sorodiagnéstico. Além disso, csta
padronizagfio vai depender também da resposta
humoral dos individuos infectados assintomadticos,
sintomdticos, assim como, dos individuos expostos
a infec¢iio, porém niio infcctados, potencialmente
imunes. Esses tltimos estio sendo constantcmente
desafiados pela larva infectante dos mosquitos
infectados. A técnica de imunofluorescéncia indi-
reta (IMF), com microfildria (mf) de W. bancrofti
tratada pela papaina, foi descrita por SANTOS ct
al. (1976)', estabelecendo-se o titulo de 1/100 ou
superior, como diagndstico da docnga. Desde entdo,
esta téenica tem sido amplamente difundida ¢ usada
na nossa regido, sendo considerada indicativa de
filariose doencga, ¢ determinante do tratamento do

individuo, independente do mesmo apresentar ou
niio sintomatologia caracteristica da docnga.

A andlisc individual dos casos. clinicos referi-
dos no Ambulatério Especializado de Filariose do
CPqAM/FIOCRUZ, com o tesle positivo e com
resultados de dificil interpretagio, levou a realiza-
¢do do presente estudo clinico-laboratorial, na ten-
lativa de mclhor compreender ¢ interpretar os re-
sultados obtidos na rotina diagnédstica em drea
cndémica dc filariose,

MATERIAIS E METODOS
Selecio dos pacientes:

Soros de 100 individuos vivendo em drca
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cndémica de filariosc linfética, virgens de tratamento
especifico com dictilcabamazina (DEC), provenicn-
tes de Recife, Olinda ¢ Jaboatdo, foram sclecionados
dentre 1008 pacientes atendidos no ambulatério de
filariose. Apds serem submetidos ao protocolo do
Scrvigo, foram divididos cm dois grupos: grupo dc
cstudo, chamado A, ¢ grupo de controle, chamado B.
O grupo A foi formado dc 50 pacicntes de ambos os
scxos, com idade variando de 13 a 73 anos ¢ foi
dividido cm subgrupos dc acordo com a apresenta-
¢iio clinica da doenga. O grupo B foi formado por S0
individuos do scxo masculino, com idade variando
dc 18 a 55 anos, scm nenhuma cvidéncia clinico-
laboratorial da docnga, ¢ com rcsidéncia ecm drca
cndémica de pelo menos cinco anos.

O grupo A foi dividido nos scguintes sub-grupos:

A.1. 20 individuos assintomdticos, portadorcs
de microfildrias circulantes.

A.2. 9 pacicntes portadores de cosinofilia pul-
monar tropical (EPT)

A.3. 10 pacicntes amicrofilarémicos portado-
res de clefantiase de membros infcriores.

A4. 5 pacicntes com sintomatologia inflama-
t6éria aguda (linfangitc ¢ funiculocpididimite),
amicrofilarémicos.

A.5. 6 pacientes portadores de quildria,
amicrofilarémicos. Os individuos do grupo B ¢ sub-
grupos A2 ¢ A4 foram submetidos ao (cste
terapéutico com a DEC, apds a colcta do soro para
estudo. Para formar o grupo B, foram sclecionados
os individuos que nfio apresentaram nenhuma reagiio
adversa geral, ¢ principalmente localizada na regifio
urogenital, durantc ¢ apds o teste terapéutico, ¢ scm
evidéncias da infecgiio ¢/ou doenga filarial, durantc a
rcavaliago clinico-laboratorial feita trimestralmente
por dois anos. Os individuos do grupo B foram scle-
cionados dentre 158 individuos supostamente nor-
mais, que iniciaram o cstudo. Por outro lado, a rdpi-
da ¢ cficaz resposta ao tratamento especifico dos in-
dividuos portadores de EPT c filariosc aguda, {oi o
critério final para inclui-los nos sub-grupos A2 ¢ A4,
respectivamente.,

Coleta e armazenamento do soro:

Os soros foram obtidos até 3 horas apds a co-
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Icta do sangue, separados com aliquotas de 300 ul,
trabalhando-s¢ em banho de gelo, e conservados a
-20° C até o momento da realiza¢io do exame,
variando até 3 meses ap6s a coleta.

Obtencio de microfilirias:

Apds o consentimento dos assintomdticos
microfilarémicos, foram coletados 5 ml de sangue
venoso de cada individuo em tampio fosfato pH
7.4, cm forma de pool.

Teste de imunofluorescéncia (IMF):

Foi cxccutado de acordo com técnica descrita
por SANTOS ct al. (1976)".

Em rcsumo, as microfildrias foram isoladas a
partir do sanguc total por hemdlise com saponina a
2%, em agita¢iio continua, e centrifugagio posteri-
or com lavagens succssivas em tampio fosfato pH
7.4. Tratou-s¢ posteriormente as microfildrias com
papaina (Papaina hidrossolivel 30000-U/mg/
Merck n® 7144.0025), procedendo-se a técnica de
rotina de imunofluorcscéncia e titulando-se o con-
jugado anti IgG total (Biolab/Bio Méricux/Fluoline
H) com soros controlcs positivos existentes no La-
boratério Central do Hospital das Clinicas/UFPE.
O cstudo foi conduzido de forma duplo-cego com
a decodificagfio das amostras apds a realizagio dos
cnsaios nos soros testes. Utilizou-se as amostras
controle positivas ¢ ncgativas usadas na rotina do
Servigo do Hospital das Clinicas/UFPE.

Dosagem de IgG total especifica

Este ensaio foi realizado nos soros dos pacientes
do sub-grupo A2 no Laboratério de Docengas Parasi-
tirias ¢ Infecciosas do Instituto Nacional de Sadde
(NIH/Washington - USA), pclo Dr. Eric Ottesen,
pela téenica de ELISA, utilizando-se como antigeno
o verme adulto de Brugia malayi (OTTESEN ct al.
1985)°. O resultado foi expresso em U/ml, conside-
rando normais os valores menores do que 150U/ml.

RESULTADOS

Os resultados da IMF indireta, do ELISA e do
exame parasitologico de fezes, encontram-se€ nos
quadros 1, II ¢ 111, respectivamente. As sensibilida-
des ¢ especificidades levando-se em conta os vérios
pontos de corte, estio relacionados no Quadro IV,
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QUADROI QUADRO 11
Resultados da IMF indircta nos sub-grupos Al,  Resultados de 1gG total especifica ¢ titulos da IMF
A2, A3, A4 ¢ AS ¢ Grupo B. obtidos no Grupo A2 (EPT).
Sub-grupo/ Titulos Reg.  Anti-BMA* (U/ml)  Tiwlo da IMF
Grupo  n®pac. Neg. 1/100 17200 1/400 1/800 21 7250 1/100
Al 20 03 12 03 02 00 22 11500 1/400
A2 09 01 03 03 02 00 23 25000 17200
24 22000 11200
A3 10 00 08 01 01 00 25 15000 1/100
A4 05 01 03 01 00 00 26 23000 1400
27 24000 Neg.
A5 06 01 03 01 01 00 28 25000 1/100
Sub-total 50 06 29 09 06 00 29 12500 1/100

B 50 01 30 0 07 02

QUADRO 111
Distribui¢iio dos hclmintos intestinais presentes
nos sub-grupos A ¢ Grupo B.

N¢ dc pacicntes positivos

Grupos N° Pos. (%)

Al Tt Anc Ss Ncg
Al 20 100 17 09 05 02 00
A2 (9 44 03 03 00 00 04
A3 10 100 09 02 01 01 00
A4 05 100 03 03 00 060 00
A5 06 100 M 03 01 00 00
B 50 70 25 16 04 06 15

Al: Ascaris lumbricoides: Tt: Trichuris trichuria; Anc:
Ancilostomidceos; Ss: Strongyloides stercoralis.

DISCUSSAO

A rcavaliagiio da técnica de IMF indircta, am-
plamente difundida ¢ usada no Grande Recife
como teste diagndstico para filariose bancroftiana,
foi analisada no prescente trabalho. Os resultados
encontrados com uma titulagdo igual ou maior do
que 1/100, considerada pelo clinicos ¢ laboraldrios,
cm geral, como ponto de cortc na nossa regifio,
resultou em uma cspecificidade de 2%. Com csse
valor ¢ cxtremamente dificil sc utilizar o teste para
diagnéstico diferencial. Quando fizemos a andlise
a nivel de titulo maior ou igual a 1/200, embora
aumecntando-sc em muito a especificidade em rela-
¢do ao ponto de corte anterior (62%), a scnsibilida-
dc obtida caiu para niveis inaccitdveis (28%). A

* Anti-BMA: Anticorpo IgG anti-verme adulto de Brugia
malayi

QUADRO 1V
Sensibilidade ¢ cspecificidade do teste IMF obti-
das, considerando-sc os titulos maiores ou iguais a
1/100, 1/200 ¢ 1/400.

Titulos
1/100 1/200 1/400
Scnsibilidade 84% 28% 12%
Especificidade  02% 62% 82%

medida que clevamos o ponto de corte, ganhamos
em cspecificidade ¢ perdemos sensibilidade, sendo
obtido com 1/400, 82 ¢ 12% respectivamente, va-
lores cstes também inadequados para um teste

~diagndstico. Pelo pequeno ndmero de soros com

titulagfio acima de 1/400, cstes ocorrendo princi-
palmente nos individuos do grupo B, niio foi perti-
nenic continuar a andlisc com pontos dc cortes
mais clevados.

Por outro lado, a reprodutibilidade inter-teste
niio ocorrcu na maioria das amostras, havendo
discordancias, com difcrentes aliquotas testadas
em duplicata ¢ triplicata, tornando imprevisiveis os
resultados para uma mesma amostra do pacicnte
cm diferentes ocasioes {(dados niio apresentados
neste trabatho). A falta de reprodutibilidade sc
deve, cntre outros {atores, a nio padronizagio do
antigeno, pois até 0 momento, a dnica fonte de mf
de W. bancrofti ¢ o homem, cujo sangue € colcta-
do c¢m forma dc pool. Isso sc deve A falta de um
animal de cxperimentagfio, ¢ principalmente pela
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lacuna da ndio cxisténcia de cultivo in vitro
satisfatdrio.

Para anilisc dos resultados aqui apresentados,
foram considerados os dados obtidos com a pri-
meira aliquota examinada. Adicionalmente, a com-
paragiio dos resultados obtidos pela téenica de
ELISA, dosando 1gG total cspecifica, ¢ IMF, refe-
rentes ao sub-grupo A2, mostraram valores nio
compariveis (Quadro II).

A cficicia do tratamento da microfildria com
os diversos tipos de papaina (ndo padronizadas pe-
los scrvigos de uma mancira geral) para retirar a
bainha do parasita ¢ expor os determinantes
antigénicos, podc variar muito, inclusive no mes-
mo lote de antigeno, podendo-sc conjecturar haver
varidveis ndio controldveis da scasibilidade do pa-
rasita 4 digestdo cnzimdtica, uma vez que cm uma
mesma  preparagiio, pode-sc  visualizar
microfildrias com ¢ sem bainha, assim como para-
sitas parcial ou totalmente digeridos. Essc falo,
pode ter repercussdes dirctas na reagiio de IMF
uma vez que, frente a uma mesma amostra de soro,
a superficic das microfilirias cxibiu padroes nio
homogtnios de fluorcscéncia cm ambos os grupos
(A ¢ B). Obscrvou-sc diferentes padroes de
fluorcscéncia, com parasitas aprescntando-se total
ou parcialmente fluorescentes, reagindo ora com a
melade superior, ora com a inferior, assim como,
fluorescéncia granular, reagindo com cstruturas cs-
pecificas tais como células subcuticularcs, poros
cxcretor ¢ anal, Até o momento niio conscguimos
estabelecer o significado dos diversos padres de
fluorescéncia, corrclacionando-os com a presenga
de infecgiio ou diferentes apresentagocs clinicas da
docnga. Diferentcs padroes de fluorescéncia foram
também originalmente descritos por SANTOS et
al. (1976)", porém scm sugestdcs do possivel sig-
nificado para o fato.

Nio foi possivel corrclacionar os titulos cn-
contrados na IMF ¢ a presenga dos diversos
helmintos intestinais, assim como também nfo
ocorrcu qualquer correlagiio cntre os titulos da
IMF ¢ as diferentes formas clinicas da docnga. A
grande maioria dos soros testados reagiu com a mf
(93/100), evidenciando quc o tratamcnto
enzimdtico do parasita cxpde decterminantes
antigénicos ou cpitopos, porém nio ficando claro o
seu significado.

Em arcas endémicas de filariose, os individuos
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que cstio repetidamente expostos a picadas de
mosquitos infectados com larva de terceiro estigio
de W. bancrofti, podem cvoluir sem ou com in-
feegho, cssa dltima definida pela presenca de ver-
me adulto, ¢ assim desenvolverem anticorpos que
podem scr detectados por vdrios cnsaios
imunoldgicos (PIESSENS & MACKENZIE,
1982)'°. Adicionalmente, rca¢6es cruzadas entre os
antigenos filariais ¢ os antigenos de outros parasi-
tas cxistentes na regifio contribuem para dificultar
a padronizagiio de um teste diagnéstico. De fato,
isso constitui um dos problemas mais persistentes
no imunodiagndstico da infecgfo filarial (LAU &
OTTESEN, 1988)°. A falta aparcnic dc
especificidade dos extratos antigénicos destes pa-
rasitas tem tornado o imunodiagndstico muito difi-
cil, ¢ assim, incentivado o estudo para reconheci-
mento dos cpitopos nio comuns entre oS
helmintos. Embora a maioria desscs cpitopos per-
mancgam ainda nfo caracterizados, um determi-
nantc comum tem sido identificado como sendo a
fosfocolina ou fosforilcolina (PC). Essa molécula,
por Sua vecz ¢voca resposld imune vigorosa cm
difercntes formas de infecgdo: bacterianas,
fangicas, protozodrias ¢ helminticas, tanto e¢m hu-
manos quanto cm animais de cxperimentagiio
(AMBROISE THOMAS, 1974)*, dificultando
grandemente a especificidade das reagdes.

Por outro lado, niveis séricos de anticorpos cs-
pecificos 1gG4, onde reside a maioria da atividade
anticorpo bloqueador, sio encontrados com valores
relativos maiores cm microfilarémicos, onde imu-
nossupressdo cspecifica ¢ encontrada (OTTESEN
ct al., 1985). O achado mais consistente nos estu-
dos imunolégicos cm pacientes com filariose linfa-
tica, tem sido a deficiéneia na resposta imune tipo
cfctora obscrvada naqueles individuos com
microfifarcmia, assintomaiticos (HUSSAIN et al.
19814 ¢ PIESSENS ct al., 1980'). A produciio de
interferon gama ou anticorpos in vitro, siio
marcadamente mais baixos em microfilarémicos
assintomdticos do que naqueles cuja infecgiio re-
sultou em patologia linfitica (NUTMAN et al.,
1987)%. Anticorpos cspecificos como, por exemplo,
IgE antifilarial, sdo identificdveis em todos os indi-
viduos vivendo ecm drea endémica, independente-
mente do fato de apresentarem ou nio sintomatolo-
gia, ¢ certamente, vale ressaltar os altissimos ni-
veis de anticorpos especificos IgE encontrados nos
pacicntes portadores de EPT (HUSSAIN et al.,
1981)* onde ¢ reconhecido, em sua patogénese, um
estado de hipersensibilidade imunolégica. E im-
portante frisar também a resposta, até certo ponto
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proeminente, anticorpo-especifica, nos endémicos
normais, as vezes mais alta do que nos individuos
com morbidade (OTTESEN, 1984)’. Este fato ¢ rc-
levante quando sc considera o diagndstico da do-
enca a nivel individual, com técnicas para detecgio
de anticorpos antifilaria. Considerando-se que:

1. individuos que possucm microfildria circu-
lante, prova inconteste de infeccio, ndo produzem
niveis de anticorpos suficicntes para ficarcm acima
do ponto de corte, uma vez que o nivel de produ-
¢80 de anticorpos ¢ caracteristicamente baixo nesta
forma clinica (OTTESEN, 1984)": 2. cndémicos
normais reconhccem antigenos de mf ¢ vermes
adultos tanto quanto o infcctado (PIESSENS &
MACKENZIE 1982)'%; 3. pacientes com patologia
cronica niio apresentam uniformidade na resposta
humoral podendo esta, scr inclusive menor do que
nos cndémicos normais (OTTESEN, 1980)%; 4. o
epitopo imunodominante, a fosforilcolina, ¢ co-
mum a muitos oulros organismos cxisienics na
nossa regido (LAU & OTTESEN, 1988° ¢ SCOTT
et al., 1987"), nos faz quecstionar o valor da
deteccdo de anticorpos em (cstes imunodiagnosti-
cos na filariose, particularmente o leste de IMF
indircta.

Os comentdrios feitos anteriormente, provavel-
mente, justificam os resultados obtidos no presente
estudo, acrescido de que a téenica de IMF para mf
apresenta dificuldades significativas na padroniza-
¢do do ensaio.

Para maior precisio diagndstica dos ensaios
sorolégicos, devem ser incentivados os estudos da
resposta humoral por 1gG4 (AALHERSE et al,,
1983': LAU & OTTESEN, 1985° ¢ OTTESEN ct
al., 1985%), bem como a identificagfio de fra¢oes
antigénicas ou cpitopos cventualmente importan-
1cs.

Os antigenos de sceregfio-excregdio de mi de
W. bancrofti, rcfcridos como mais cspecificos ¢
scnsiveis do quec os antigenos somilicos,
homdélogos ou heterdlogos, tem sido utilizados, in-
clusive, para avaliagio cpidemioldgica no campo
(HARINATH, 1985?).

Apcsar dc investigacoes preliminarcs promis-
soras, as dificuldades no isolamento do parasita ¢
no cultivo in vitro, t&m sido os principais responsi-
veis pela falta de estudos mais sistematizados nesta
drca. Existe, atualmente, uma tendéncia de sc in-

vestir mais na detecgiio de antigenos circulantes,
com 0 uso de anticorpos monoclonais, assim como
de sondas de DNA, no sentido de minimizar um
dos maiores desafios do imunoparasitologista: o
imunodiagnéstico.

SUMMARY

Evaluation of indirect immunofluorescence test

for bancroftian filariasis using Wuchereria

bancroft microfilariae as the antigen in Recife,
Brazil.

The authors analysed the indirect
immunofluorescence assay, for the diagnosis of
bancroftian filariasis using papain trcated W,
bancrofti microfilariac as antigen, widely used in
Recife - Brazil. Scra from 50 paticnts with several
clinical forms of the discase including
asymptomatic carricrs, tropical pulmonary
cosinophilia, clephantiasis, filarial fever and
chyluria were analysed. For the control group, 50
individuals were sclected, living at Icast 5 years in
endemic arca, with ncither previous DEC
trcatment nor clinical-laboratory cevidences of the
discase, called normals endemic. The sensitivity
and specificity were analised taking into account
different cut off values. It was not possible 1o
differentiate infected individuals from the control
group. It was not cven possible to cstablish any
corrclation with IMF titers among different clinical
presentation of the discase. Crossed rcactions with
various intestinal helminths were considered, but
no relationship was found.
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