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RESUMO

Este trabalho analisou o efeito do tratamento em massa com doses Unicas anuais de
Dietilcarbamazina (DEC), no periodo de 2007 a 2012, em individuos infectados por
Wuchereria bancrofti, residentes em Olinda — PE. Para essa analise foram utilizadas
as técnicas de filtracdo em membrana, na deteccdo da microfilaremia, o teste do
cartdo ICT e o Og4C3-ELISA, na deteccdo do antigeno circulante filarial, e o teste
BM14 na avaliagdo dos niveis de anticorpos antifilariais. Os resultados obtidos
indicam reducdo nas caracteristicas avaliadas: ap0os a quarta dose de DEC, a
microfilaremia reduziu 100% e a antigenemia pelo cartdo ICT atingiu 78,1% de
reducdo apos a quinta dose. A mediana do Og4C3 caiu significativamente de 7117
ua, para 1715 ua apds a terceira dose, ultimo ano que o teste foi realizado.
Observou-se curva de reducdo também nos niveis de Bml4, com mediana da
densidade otica caindo de 2,1 para 0,1 apds a quinta dose. A diminuicdo nas taxas
das caracteristicas estudadas indica que o tempo preconizado pela Organizacéo
Mundial de Saude para a eliminacdo da transmissdo da FL na area é suficiente para
a negativacdo das microfilarias. Os resultados desse estudo mostram a elevada
eficacia do esquema terapéutico utilizado no clareamento da microfilaremia e
tratamento dos infectados, e sugerem que a utilizacdo desse esquema na populacéo
possivelmente tenha levado a interrupcdo da transmissao na area. Sugere-se que
haja um acompanhamento maior que cinco anos da populacdo submetida ao
tratamento para uma melhor avaliacdo dos niveis de anticorpos e de antigenemia
filarial circulante.

PALAVRAS-CHAVE: Filariose Linfatica, Dietilcarbamazina, Wuchereria bancrofti,
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ABSTRACT

This study analyzed the effect of annual mass treatment with single doses of
diethylcarbamazine (DEC ) in the period 2007-2012 , in individuals infected with
Wouchereria bancrofti , residents in Olinda - PE . The techniques used for this, were
polycarbonate membrane filtration, in detection of microfilaremia , ICT card test and
Og4C3 - ELISA for detection of circulating filarial antigen, and BM14 in assessing the
levels of antibodies antifilariais . The results indicate a reduction in the evaluated
characteristics: after the fourth dose of DEC, microfilaremia decreased 100 % and
antigenemia by ICT card test reached 78.1 % reduction after the fifth dose. The
median fell significantly from 7117 Og4C3 water to water in 1715 after the third dose,
the last year that the test was performed. We observed reduction curves in Bm14
rates, where median was 2,1 to 0,1 after the fifth cycle. The decrease in the rates of
the studied caracteristics indicates that the time recommended by the World Health
Organization (WHO) to eliminate transmission of LF in the area is sufficient to
negative the microfilariae . The results of this study show the high effectiveness of
the treatment regimen used in whitening of microfilaraemia and treatment of infected
patients and suggest that the use of this scheme in the population has possibly led to
interruption of transmission in the area . There is a greater than five years of
monitoring population undergoing treatment for a better assessment of the levels of
antibodies and circulating filarial antigenemia is suggested.

KEYWORDS: Lymphatic filariasis, Diethylcarbamazine, Wuchereria bancrofti,
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da Filariose Linfatica

A filariose linfatica (FL) constitui uma das doencas parasitarias cronicas de
larga abrangéncia mundial, afetando individuos residentes em regides tropicais e
subtropicais de todos os continentes (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010).
Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apontam a ocorréncia dessa
parasitose em 73 paises, havendo cerca de 1,4 bilhdo de pessoas em risco e 120
milhdes de infectados, a maioria nos continentes Asiatico e Africano.
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013).

Nas Américas, aproximadamente 11 milhdes de pessoas estdo sob risco de
adquirir a doenca e 720 mil estdo infectadas em paises com registros de
transmissao ativa como a Republica Dominicana, Guiana, Brasil e Haiti, sendo este
dltimo responsavel pela maioria dos casos (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE
SAUDE, 2010).

No Brasil, a maior parte das areas endémicas existentes na década de 1950
foi extinta. Dentre os focos de transmissdo de grande magnitude identificados no
século passado, a cidade de Belém, no Para, atingiu a meta de eliminacdo, segundo
avaliacdes recentes do programa no pais (FONTES et al., 2012). Em outra area de
transmissdo reconhecida, a cidade de Maceid, em Alagoas, inquéritos de
microfilaremia e antigenemia filarial realizados entre 2007 a 2008 em mais de 20 mil
estudantes, ndo detectaram a presenca de nenhum caso, sugerindo a eliminacédo da
transmissdo nesse municipio (FONTES et al., 2012; ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE, 2010).

Atualmente os focos de transmissdo ativa se localizam na Regido
Metropolitana do Recife (RMR), em Pernambuco: Jaboatdo dos Guararapes,
Paulista, Olinda e Recife, com mais de 1,7 milhdo de pessoas em risco de adquirir a
Filariose nesses municipios (FONTES et al., 2012; ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE, 2010).

Apés avancos no diagndstico e tratamento da doenca, a OMS considerou a
FL, juntamente com outras cinco doencas infecciosas, uma doenca potencialmente
eliminavel (OTTESEN et al., 1997) e langou o Programa Global de Eliminacédo da

Filariose Linfatica (PGEFL), no ano 2000. A meta € a eliminacdo global até o ano de
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2020 via prestacdo de assisténcia aos portadores de morbidade filarial e o
tratamento em massa com drogas antifilariais das populacbes residentes em areas
endémicas, durante um periodo suficientemente longo para garantir a interrupcéo da
transmiss&o, cerca de quatro a seis anos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2010).

Levantamentos da OMS apontam que até o ano de 2009, aproximadamente
385 milhdes de pessoas haviam recebido pelo menos uma dose de tratamento em
53 paises, resultando em uma importante reducdo da prevaléncia de microfilaremia
e na prevencado de novos casos de filariose (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2010). Na Regiao Metropolitana do Recife foram mais de 176 mil pessoas tratadas
em 2009. Além disso, em Recife e Olinda as medidas de controle contra os vetores
também ajudam a diminuir a prevaléncia da infeccdo em ambas regides.

Até 2012, dos 73 paises endémicos, 56 haviam instituido o tratamento em
massa com drogas antifilariais, e o Brasil € o Unico que utiliza a dietilcarbamazina
(DEC) como unica droga de escolha para o tratamento da FL, conforme mostra a

figura 1.

Figura 1 - Tipo de tratamento em massa implantado nos paises endémicos, 2012.

S

VISAO GLOBAL LEGENDA
B DECsozinho
B DEC +ALB
| IVM+ALB
N3o se aplica

Fonte: Adaptado da Organizacdo Mundial de Saude (2013)
Nota: Traducado da autora.
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1.2 Ciclo Biologico e Espectro Clinico

Entre as espécies de filarias existentes, nove sdo agentes da filariose em
seres humanos, das quais trés tem predilecdo pelos vasos linfaticos e linfonodos e
sdo causadores da Filariose linfatica (FL): a Wuchereria bancrofti, que é responséavel
por 90% dos casos da infeccao filarial no mundo e a Unica que possui relevancia
médica nas Américas, a Brugia malayi responséavel por 10% dos casos e a Brugia
timori, restrita a ilhas de Timor na Indonésia (MELROSE, 2004; ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2010; SHENQY, 2008; SIMONSEN, 2009).

Uma das caracteristicas marcantes do ciclo evolutivo da Wuchereria bancrofti
consiste na obrigatoriedade do estagio de maturacdo deste helminto em um inseto
artropode hematdéfago e o fato de se reproduzirem apenas no seu hospedeiro
vertebrado definitivo, que é o homem (DREYER, 1994). Essas caracteristicas
dificultam a sua transmissdo e, consequentemente aumentam o potencial de
eliminagéo dessa doenca.

O Culex gquinquefasciatus € o principal vetor responsavel pela transmissao da
doenca na maioria das regides do mundo e o unico transmissor da doenca no Brasil
(MELROSE, 2004; RACHOU, 1954).

A transmissdo da FL se inicia quando as fémeas do mosquito sugam o
sangue de um humano infectado contendo as formas embrionarias da Wuchereria
bancrofti, conhecidas como microfilarias (MF). No organismo do vetor, as MF
ingeridas evoluem para a forma de larva infectante (L3), em um periodo de 14 a 21
dias, dependendo das condi¢cdes de temperatura e umidade. Na oportunidade de
uma nova hematofagia, as larvas L3 contidas na prosbécida do mosquito séo
depositadas na pele do individuo, e por meio de movimentos ativos, penetram no
organismo do hospedeiro através da solucdo de continuidade da pele ocasionada
pela picada do mosquito. Em seguida, as larvas L3 ganham a corrente sanguinea e
se dirigem aos vasos linfaticos e linfonodos, onde sofrem duas mudas até se
tornarem vermes adultos (VA), machos e fémeas, em um periodo aproximado de
seis meses. Apds o acasalamento, a fémea gravida passa a produzir diariamente
milhares de MF durante cerca de 10 anos, ou até a sua morte natural (MELROSE,
2004). As microfilarias permanecem nos capilares pulmonares e sdo liberadas para
a circulacdo periférica de acordo com o horario de sua periodicidade. Em locais

cujos vetores possuem habitos noturnos, como o Culex quinquefasciatus no Brasil, a
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periodicidade das microfilarias é noturna com pico de microfilaremia entre 23h00 e
01h00 (DREYER et al.,, 1996). O ciclo de transmissdo da filariose linfatica é
apresentado na figura 2.

Figura 2 - Ciclo Bioldgico da W. bancrofti.

Wuchereria bancrofti

Estdgio no mosquito () Mesauites fazem repasto sanguinse Estigio no homem

{larvaz L3 entram na pela)

Migcan paca a cabega
prosbdcida do mosquito

i
/=
T Qe A

e

Vernes adultos nos vagos

linfaticos \

Vermes adultos produzem
nicrofildrias que migram
para oz vasos linfaticos a
sanguineos

A

0 .
Larva L1

Mosquitos fazem
repasto sanguinso
(ingeren microfildrias)

e Microfildcias pacdem bainha, -
penctcan no intastino do mosquito "’
¢ migran paca os mdsculos tocdcicos JA

A- Estdgio Infactante @
A- Estdgio da Dimgnéstico

Fonte: Center of Disease Control and Prevention (2013)
Nota: Traducédo da autora
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A FL pode afetar individuos de todas as idades e ambos 0s sexos, possuindo
baixo ou nenhum potencial letal (COX, 2000). Porém a prevaléncia e intensidade
tendem a aumentar com a idade, apresentando pico entre 15 e 25 anos e diminuindo
na idade adulta (MELROSE, 2004). A infeccéo filarial se caracteriza pelo amplo
espectro de manifestacdes clinicas, que esta geralmente relacionado ao estagio
evolutivo do parasito, a frequéncia de exposicao a picada pelos vetores e a resposta
imunoldgica do individuo (FONTES; ROCHA, 2005; OTTESEN, 1993).

Em areas endémicas podem ser encontrados individuos que ndo apresentam
manifestacdes clinicas ou microfilarias. Nesse grupo, estdo incluidos os que néao

foram suficientemente expostos para serem infectados, os individuos com infecgéo
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pré-patente ou com presenca de vermes adultos sem microfilaremia, e os que ja
curaram a infeccdo (MELROSE, 2004; SIMONSEN, 2009) Porém, os testes que
detectam ACF (Antigeno Circulante Filarial) ttm demonstrado que muitos desses
individuos amicrofilarémicos residentes nessas areas sao na verdade portadores de
vermes adultos (SIMONSEN, 2009)

Outro grupo é dos microfilarémicos assintomaticos, a forma mais frequente
encontrada em &reas endémicas. Uma vez infectado, o individuo pode permanecer
assintomatico por décadas, sem apresentar progressao para a doenca clinica. Os
individuos microfilarémicos (assintomaticos ou nédo), possuem grande importancia
epidemioldgica, pois sdo responsaveis pela manutencédo da transmissao da doenca
em areas onde ha a presenca do inseto transmissor. Dessa forma, essa populagéo
constitui um dos alvos principais dos programas de eliminacdo (MELROSE, 2004;
ORGANIZA(}AO MUNDIAL DE SAUDE, 2011; SIMONSEN, 2009).

O espectro clinico da filariose é amplo, variando desde as formas
assintomaticas até as formas cronicas de carater irreversivel. As manifestagdes mais
comuns sdo a adenolinfagite aguda, a hidrocele, o linfedema e a elefantiase
(KUMARASWAMI, 2000; MELROSE, 2004; SIMONSEN, 2009).

A doenca aguda filarial pode estar associada ou ndo a microfilaremia, e se
caracteriza pela ocorréncia de episodios repetidos de adenite ou adenolinfagite,
acompanhados de mal-estar, febre e calafrios. Esses episodios podem ser seguidos
pelo aparecimento de linfedema que pode desaparecer espontaneamente apos
aproximadamente uma semana, e pode ocorrer varias vezes dentro de um ano.
(KUMARASWAMI, 2000; MELROSE, 2004; SIMONSEN, 2009).

A doenca filarial cronica, de carater debilitante e estigmatizante, € a forma
mais grave e irreversivel da doenca. Semelhante a forma aguda, pode se manifestar
com ou sem microfilaremia, sendo as manifestaces mais comuns a hidrocele e o
linfedema ou elefantiase de membros (GYAPONG et al., 1998; SIMONSEN, 2009).

A Eosinofilia Pulmonar Tropical é a forma mais rara da doenca e se manifesta
principalmente por quadros de tosse noturna e broncoespasmo decorrentes de uma
doenca intersticial pulmonar ocasionada pela acentuada hipersensibilidade do

hospedeiro as microfilarias localizadas no pulmdo (MELROSE, 2004).
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1.3 Tratamento da Filariose Linfatica

Trés drogas s&o recomendadas para o tratamento em massa da filariose
linfatica — a Dietilcarbamazina, o Albendazol e a Ivermectina, as quais visam
interromper a transmissao da infeccdo em areas endémicas, além de prevenir e
deter a progressao da doenca (ADDIS; DREYER, 2000).

A Dietilcarbamazina (DEC) pode ser administrada sob a forma de
comprimidos ou adicionada ao sal de cozinha. Desde a sua descoberta em 1947
constitui a droga de primeira escolha no tratamento da filariose linfatica, sendo
utilizada sozinha no programa de eliminacdo da FL no Brasil (BOCKARIE; DEB,
2010; MELROSE, 2004; SIMONSEN, 2009).

A DEC é sintetizada como 1-diethylcarbamyl-4-methylpiperazine e constitui
um derivado da piperazina. Esta droga é altamente solUvel em agua, rapidamente
absorvida pelo trato gastrointestinal, atinge o pico no sangue entre uma a duas
horas apds a ingestdo oral e ndo se concentra em nenhum o6rgéo especifico. A
excrecdo da DEC é principalmente renal, com meia vida que pode variar de seis a
oito horas, dependendo do pH urinario (DREYER; NOROES, 1997; MELROSE,
2002; OTTESEN, 1985).

O mecanismo de acdo da DEC sobre os parasitas filariais ainda ndo é
totalmente esclarecido, porém ha comprovacao da sua intensa acdo microfilaricida,
gue se inicia nas primeiras horas ap0s sua ingestdo, e que se caracteriza pela
acentuada e rapida reducao da microfilaremia ao longo de pelo menos um ano apés
o tratamento (BOCKARIE et al., 2009; SIMONSEN, 2009).

Quanto a acdo da DEC sobre a forma adulta do parasito € uma questao
controversa, onde alguns autores concluem que existem evidéncias de que essa
droga possui uma acdao limitada sobre os vermes. Essa suposicdo é reforcada por
estudos de seguimento de individuos infectados, que mostram a persisténcia de
niveis detectaveis de antigenemia filarial apos o tratamento (BOCKARIE; DEB, 2010;
FREEDMAN et al., 2001; MALLA et al, 2007; McCARTHY, 2000; MELROSE, 2003;
SIMONSEN et al., 2005; SUNISH et al., 2006; WAMAE et al., 2011; WEIL; RAMZY,
2006).

O Albendazol (ALB) € uma droga eficaz contra parasitas nematoides, que tem
sido utilizada no tratamento de helmintiases ha quase 20 anos. As evidéncias de sua

acdo sobre as microfilarias e vermes adultos sdo ainda controversas. Alguns autores
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gue propde o uso de drogas combinadas sustentam que seu uso potencializa o
efeito microfilaricida e macrofilaricida do tratamento, o qual garantiria a interrupgao
da transmissao (OTTESEN et al., 1997; RAJENDRAN et al., 2004). Por outro lado,
estudos demonstram n&do haver evidéncias suficientes que comprovem o efeito do
Albendazol isolado ou em combinagdo com DEC ou lvermectina no tratamento da
infeccao filarial, tendo, portanto nenhum efeito ou nenhuma diferenca significativa
guando comparado com o tratamento com DEC sozinho (CRITCHLEY et al, 2004;
RIZZO et al., 2007).

A lvermectina (IVM), outra droga disponivel para o tratamento da filariose, tem
sido recomendada no tratamento individual ou em massa, em areas onde haja co-
infeccdo com a Ochocerca volvulus, devido ao risco de reagOes adversas graves
com o uso da DEC, fato que contra-indica seu uso em regides endémicas de
bancroftose (SIMONSEN et al, 2013). E um anti-helmintico utilizado na medicina
veterinaria desde 1981, que teve seu uso estendido para os seres humanos poucos
anos depois (MELROSE, 2003). Esta droga apresenta potente e prolongado efeito
microfilaricida, porém sem acéo sobre as formas adultas sendo administrado tanto
sozinho quanto em administracdo com DEC (MELROSE, 2003; REY, 2001). E
utilizado na dose de 150 a 200ug/kg em co-administragdo com 400mg/kg de
Albendazol.

A OMS preconiza o esquema de doses Unicas anuais de DEC, na dose de
6mg/kg e Albendazol, na dose de 400mg/kg, por um periodo de quatro a seis anos e
um percentual de cobertura de tratamento minimo de 65% para garantir a
interrupcdo da transmisséo na area (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011).
A administracdo do ALB em combinacdo com a DEC se justifica, segundo a OMS,
pela sua eficacia no tratamento de varias geohelmintoses, as quais usualmente
possuem elevadas prevaléncias nas areas endémicas de filariose (FONTES;
ROCHA, 2005).

A maioria das pesquisas recentes que avaliam os parametros de infeccdo da
FL é relativa a combinacdo de DEC e ALB, j4 que esse € o tratamento preconizado
pela OMS. Porém, como atualmente o Brasil € o Unico pais que adota a monoterapia
com DEC como esquema de tratamento, torna-se necessaria a avaliagdo desse
tratamento em relacdo a microfilaremia, antigenemia e niveis de anticorpos. Além
disso, a eficacia desse esquema de tratamento, nas doses administradas, ainda néo

foi avaliada no pais, tornando-se indispensavel se avaliar o éxito dessa medida e
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corrigir rapidamente possiveis falhas ou redirecionar os objetivos em funcdo da
realidade atual (REY, 2001).

De Rochars et al. (2004) sustentam que a utilizagcdo de duas drogas que
apresentem mecanismos de acdo distintos reduz a probabilidade de
desenvolvimento de resisténcia as drogas. Por outro lado, alguns autores afirmam
gue a associacdo DEC+ALB reduziria o efeito macrofilaricida da primeira (DREYER
et al., 2006), enquanto outros concluiram ndo haver evidéncias do maior efeito
filaricida do esquema combinado em relacdo a DEC sozinho (ADDIS et al, 2005;.
RIZZO et al.,, 2007). Portanto, as evidéncias da superioridade do esquema de
tratamento em massa combinado DEC+ALB em relacdo a monoterapia com DEC
ainda nao estédo plenamente estabelecidos (FERNANDO et al., 2011).

Apesar das controvérsias quanto a eficacia dos esquemas de tratamento em
massa, a maioria dos programas de eliminagcdo em andamento no mundo, como na
india (BABU; MISHRA, 2008; LAHARIYA; MISHRA, 2008; MASSA et al., 2009),
Quénia (NJENGA et al., 2008) e Sri Lanka (WEWRASOORIYA et al., 2007), tem
adotado o esquema DEC+ALB, conforme recomendacdo da OMS. Nas Américas, ha
relatos de experiéncia do tratamento combinado no Haiti e na Republica Dominicana
(DE ROCHARS et al., 2004; FOX et al., 2005; LAMMIE et al., 2007; MATHIEU et al.,
2004; McLAUGHLIN et al., 2003).

Com o inicio do Programa de tratamento preventivo integrado para controlar
as doencas tropicais negligenciadas (DTNs), os programas nacionais de eliminacéo
da FL tém sido implementados de forma integrada a programas para eliminacédo ou
controle de outras doencas, como a oncocercose, a esquistossomose, geo-
helmintiases e tracoma (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011). Nessa
situacdo, o tratamento em massa com a DEC tem sido feito em associacdo com
medicamentos dirigidos ao tratamento de outras DNTs. Esses esquemas de
tratamento tém sido definidos de acordo com a situacdo epidemioldgica de cada
pais, ficando a critério dos gestores locais dos programas (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2011).
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1.4 Cinética de Microfilaremia, Antigenemia e dos Niveis de Anticorpos

Antifilariais ap6s Tratamento em Massa

As ferramentas diagnésticas preconizadas pela OMS para monitorar a
efetividade do tratamento em massa na populacdo sdo as técnicas parasitologicas,
gue tém como principio a detecc¢do da microfilaremia, os ensaios para a deteccdo de
antigenemia filarial e de anticorpos especificos circulantes, além da técnica de PCR
para detectar o DNA do parasita em humanos e mosquitos. A selecdo do teste
depende principalmente da sensibilidade e especificidade das técnicas, assim como
da viabilidade do seu uso nos locais de implementacdo, competéncias técnicas
necessarias e custos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011).

Os métodos parasitologicos tém como principio a deteccéo das microfilarias em
sangue periférico devendo a coleta de amostras de sangue ser realizada
respeitando-se a periodicidade do parasito. Esses testes apresentam como limitacéo
o fato de ndo serem capazes de identificar os individuos portadores de vermes
adultos amicrofilarémicos, 0 que ocasiona a subestimacdo das medidas de
prevaléncia em areas onde o0s niveis de parasitemia sdo baixos na populacéo
(ROCHA, 2000; WITT; OTTENSEN, 2001). O percentual de reducéo da prevaléncia
de microfilarémicos e densidades microfilarémicas apds o tratamento variam de
acordo com a ferramenta diagnostica empregada, a prevaléncia de microfilaremia
pré-tratamento e a cobertura de tratamento (HELMY et al., 2006; WAMAE et al.,
2011; WEIL et al., 2008).

Estudos conduzidos em éareas endémicas que avaliaram mudancas dos
marcadores de infeccéo filarial em populacfes submetidas a tratamento em massa
com o esquema combinado DEC+ALB e com DEC sozinho mostraram que o
clareamento da microfilaremia ocorre em torno da terceira ou quarta dose, a
depender do nivel de microfilaremia pré-tratamento (FRASER, 2005; HELMY et al.,
2006; RAJENDRAN et al, 2006; RAMAIAH et al., 2011; SIMONSEN et al., 2005;
TISCH et al., 2008; WEIL et al, 2008).

As técnicas disponiveis para deteccao de antigenemia filarial circulante sédo os
testes do cartdo ICT e 0 Og4C3-ELISA, as quais apresentam maior sensibilidade do
gue as técnicas parasitoldgicas, uma vez que também permitem a identificacdo das
infeccdes amicrofilarémicas ou com baixas parasitemias, além dos microfilarémicos
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011; WEIL; RAMZY, 2006). O
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acompanhamento de portadores de infeccdo filarial mostra que a antigenemia
declina mais lentamente do que a microfilaremia, observando-se niveis detectaveis
de ACF até cinco doses ou mais de tratamento (NJENGA et al.,2011; RAJENDRAN
et al., 2004; ROCHA et al, 2009; WAMAE et al., 2011; WEIL et al., 2008).

Em geral a queda dos niveis de antigenemia é observada aproximadamente
apos a terceira dose de tratamento anual, porém esse percentual de reducdo se
apresenta em torno de 80% quando comparado aos niveis de base no momento preé-
tratamento (NJENGA et al., 2011; RAJENDRAN et al., 2004; WAMAE et al., 2011;
WEIL et al., 2008;. Essa reducdo da antigenemia necessariamente ndo indica a
persisténcia da infeccdo ativa, tornando dificil estabelecer o real status de infeccao
dos individuos e dificultando o uso desses testes no acompanhamento poés-
tratamento e critério de cura (FREEDMAN et al., 2001; MALLA et al., 2007,
McCARTHY, 2000; SIMONSEN et al., 2005; SUNISH et al., 2006; WAMAE et al.,
2011; WEIL; RAMZY, 2006).

Os testes para pesquisa de anticorpos sdo Uteis para 0 mapeamento e
monitoramento da FL em éareas que ja iniciaram o tratamento em massa na
populacdo. A pesquisa do anticorpo antifilarial IgG4 tem mostrado niveis de
sensibilidade maiores do que 90% na identificacdo de individuos expostos a filariose
por Brugia ou W. bancrofti (LAMMIE et al., 2004; WEIL et al., 2011). Este anticorpo
€ produzido em abundancia durante a infecgéo filarial, e sua pesquisa constitui um
bom marcador de infeccdo da intensidade e duracdo da exposicao filarial em
populacdes endémicas (CHANDRASHEKAR et al., 1994; JOSEPH; MELROSE,
2010; LAMMIE et al., 2004; MELROSE, 2002; WEIL et al., 1999;). Alguns autores
observaram a correlacdo dos niveis de 1Gg4 com a densidade de microfilaremia, e
concluem ser uma importante ferramenta para a avaliacdo da efetividade do
tratamento em massa e verificacdo da eliminacdo da filariose nessas areas
(MAIZEL et al., 1995; WEIL et al., 2011).

Estudos que avaliaram a cinética dos anticorpos antifilariais tém observado
gue o declinio desses anticorpos ocorre mais lentamente quando comparado as
curvas observadas na microfilaremia e na antigenemia filarial, nunca atingindo niveis
préximos ou igual a zero (TISCH et al., 2008; WAMAE et al., 1992). A reducédo
constante dos anticorpos antifilariais na populacdo sob tratamento € indicativa da

auséncia de exposi¢do dos individuos a picada de vetores infectados, o que torna
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esse anticorpo um marcador util para se monitorar a transmissao filarial durante os
programas de tratamento em massa (HELMY et al., 2006; TISCH et al., 2008;).

1.5 Programade Eliminagdo da Filariose em Pernambuco

A filariose é um problema presente em Pernambuco desde 1918, com focos
de transmissdo ativa na RMR (BRASIL, 2000). O avan¢o da doenca no estado
possivelmente esta relacionado ao processo de urbanizacdo que se intensificou
desde a década de 1940, época em que trabalhadores rurais migravam para a
capital em busca de melhores condi¢cdes de vida e emprego (ALBUQUERQUE,
1993). Os imigrantes formavam assentamentos em areas de dificil acesso, sem rede
elétrica, de agua, ou esgoto, provocando forte impacto na salude da populacdo. Aléem
disso, esse adensamento populacional em areas com precarias condi¢cdes sanitarias
favoreceram a permanéncia de focos antigos e o surgimento de outros. A
endemicidade da filariose esta relacionada diretamente a fatores como: pobreza,
desinformacédo, desorganizacdo, baixa escolaridade, favelizacdo e auséncia de
esgotamento sanitario (BRASIL, 2000).

Dentro da RMR, o tratamento em massa iniciou em Recife no ano de 2003, no
bairro do Alto de Santa Terezinha. A estratégia utilizada foi a mobilizacdo da
comunidade durante trés ou quatro dias, através de minipostos de medicacao
instalados em varios pontos do bairro (ROCHA et al., 2010).

O municipio de Olinda constitui uma das areas endémicas de filariose
remanescentes no Brasil. Inquéritos parasitolégicos e de antigenemia mostravam
médias de prevaléncia no municipio de 1,3% e de 31,7%, respectivamente (BRAGA
et al.,, 2001; BRAGA et al., 2003), levantando a hipotese de que cerca de 60% da
populacdo estava sob risco de adquirir a doenca (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE, 2010). Diante disto, e como parte do Programa de
Eliminacdo da Filariose Linfatica no Brasil, o municipio elaborou um plano de
eliminacdo, sob orientacdo do Ministério da Saude (MS) e da OPAS, com acdes
integradas contra o parasito e o vetor.

A implementacéo do tratamento foi realizada apos a identificacdo dos critérios
de selecdo das éareas. Para essa definicdo foram utilizadas a situacdo de
trasmissibilidade local (prevaléncia = 1% de microfilaremia) e o risco socioambiental.

A definicdo desse risco estd associada ao percentual de domicilios ndo ligados a
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rede geral de esgotamento sanitario ou sem fossa séptica, e o percentual de
domicilios sem destino adequado para o lixo e a média de habitantes por dormitério
(BRAGA et al. 2001; ROCHA et al, 2010). A partir disso, as areas foram classificadas
em quatro niveis de prioridade (figura 3).

Quadro 1 - Classificacéo das prioridades para o tratamento em massa

Alto/Médio Risco
ambiental
Transmissao

Reconhecida

Médio/Baixo Risco
ambiental
Transmissao

Reconhecida

Baixo Risco
ambiental
Nao Transmissao

Reconhecida

Baixo Risco

Ambiental

Sem Transmissao

Fonte: A Autora

O programa de eliminacdo da filariose em Olinda teve inicio em 2005 com o
tratamento em massa porta-a-porta, iniciando pela populacdo do bairro do Alto do
Sol Nascente, uma area contigua a area do estudo, e em seguida se estendeu para
as outras areas endémicas do municipio. Em 2009, nove bairros que tiveram
prevaléncia acima de 1% no mapeamento, estavam sendo tratados, com populacao
total alvo de 18.200 pessoas (OLINDA, 2009). O programa de eliminac&o incluiu
acOes de controle integrado do vetor (C. quinquefasciatus) e o tratamento em massa
da populacdo com doses Unicas anuais de DEC (6mg/kg de peso) nas areas com
maior risco de transmissdo socioambiental ou com transmissdo ativa da doenca
(BRASIL, 2012; ROCHA et al., 2010).

O tratamento em massa na area de estudo foi iniciado em novembro e
dezembro de 2007, atingindo uma cobertura de tratamento de 86% para o Alto da
Bondade e 92% para o Alto da Conquista no primeiro ciclo de tratamento (OLINDA,
2009; ROCHA et al., 2010).

O tratamento dos individuos foi realizado por meio de visita domiciliar (porta a
porta), sob a observacdo direta dos agentes comunitarios de saude (ACS). A
populacéo elegivel foram individuos com idade entre quatro e 65 anos de idade, de
gualquer sexo, sendo excluidos do tratamento as gestantes, nutrizes e portadores
de doencas crénicas de acordo com a recomendacdo da OMS (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2011). O esquema de tratamento foram doses Unicas anuais
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de DEC (6mg/kg de peso), de acordo com a faixa etaria e sexo. As doses ajustadas
por grupo etério e sexo foram descritas em estudo anterior (LIMA et al., 2012).
Informacdes sobre a ingestdo do medicamento foram extraidas das planilhas de
campo dos ACS, cedidas pela Secretaria Municipal de Saude de Olinda.

Antes do inicio do tratamento, realizou-se um inquérito nessas areas para
estabelecer uma linha de base para avaliacdo do impacto da intervencéo sobre a
transmissao e identificar os portadores de Wuchereria bancrofti para a avaliagdo da
efetividade do tratamento nessa coorte. Esse estudo analisa a cinética de
microfilaremia, antigenemia e anticorpos antifilariais nos portadores de infeccao
filarial diagnosticados no momento da investigacdo. Foram submetidos a cinco
doses de tratamento que possuem o0s resultados dos testes diagnosticos
armazenados no banco de dados do Servico de Referéncia Nacional em Filarioses
(SRNF).

Os resultados vao permitir avaliar o impacto desse esquema de tratamento,
expressos pelo clareamento das microfilarias e declinio dos niveis de antigenemia e
anticorpos antifilariais, e servira de apoio aos gestores dos programas no processo

de avaliacéo e decisao.



2 PERGUNTA CONDUTORA
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2 PERGUNTA CONDUTORA

Qual o efeito do tratamento em massa com doses Unicas anuais de
dietilcarbamazina nos niveis de microfilaremia, antigenemia e anticorpos antifilariais
em portadores de infeccgéo filarial em uma area endémica do municipio de Olinda —
PE?



3 OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito do tratamento em massa com doses Unicas anuais de
dietilcarbamazina na microfilaremia, antigenemia e nos niveis de anticorpos
antifilariais em uma coorte de infectados residentes em uma area endémica do

municipio de Olinda — PE num periodo de cinco anos.

3.20bjetivos Especificos

a) Descrever a propor¢cdo de positivos por meio da microfilaremia,
antigenemia e anticorpos antifilariais e a distribuicdo segundo variaveis

sécio-demograficas (sexo e grupo etario) no momento pré-tratamento;

b) Analisar o declinio na prevaléncia da microfilaremia e antigenemia filarial
na populacdo de estudo, de acordo com o numero de ciclos de

tratamento;

c) Analisar o declinio das médias de densidade de microfilaremia,
antigenemia filarial circulante e anticorpos antifilariais, ao longo da série

de cinco doses de tratamento.



4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 Tipo de estudo
Trata-se de um estudo longitudinal prospectivo, de grupo Unico, avaliando o
efeito do tratamento em massa com doses Unicas anuais de dietilcarbamazina por

cinco anos.

4.2 Area de estudo

O municipio de Olinda localiza-se na Regido Metropolitana do Recife (RMR),
em Pernambuco e limita-se ao norte com o municipio do Paulista, ao sul e oeste
com Recife e ao leste com o Oceano Atlantico. Possui uma populacéo estimada de
377.779 habitantes e uma area territorial de aproximadamente 42kmz2, com
densidade demogréfica de 9.063,58 hab/km? (IBGE, 2010).

A area de estudo compreendeu os bairros do Alto da Bondade e Alto da
Conquista, localizados no distrito sanitario | do municipio, com uma populacdo de

8951 e 5670 habitantes, respectivamente (Figura 3).

Figura 3 - Localizacdo dos bairros Alto da Bondade e Alto da Conquista

Fonte: Olinda (2010)
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O bairro Alto da Conquista apresentou a maior prevaléncia no inquérito
realizado em 1999 (BRAGA, 2001) e foi selecionado para o inicio do tratamento em
2007. O Alto da Bondade ndo participou desse inquérito, mas por serem bairros
contiguos e possuirem caracteristicas socioeconémicas e ambientais semelhantes,

também foi escolhido para iniciar a intervengdo no mesmo ano.

4.3 Populagao de estudo

A coorte de estudo foi formada pelos casos de filariose bancroftiana
identificados a partir dos inquéritos realizados pela presencga de antigenemia filarial,
detectada pelo teste do cartdo ICT, e pela presenca de microfilaremia, através da
técnica da gota espessa, conduzidos concomitantemente, no semestre que
antecedeu o inicio do tratamento em massa. Apos a sele¢ao da coorte, os individuos
foram submetidos a coleta de amostras de sangue capilar e venoso para 0
estabelecimento da linha de base do estudo no trimestre anterior ao inicio do
tratamento e aplicacdo do questionario para levantamento de informacfes
individuais, como nome, endereco, idade e sexo.

O fluxograma de recrutamento da populacdo de estudo é apresentado a

seguir (Figura 4).
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Figura 4 - Fluxograma de selec&o da populacdo de estudo, 2007.

Inquérito de microfilaremia {Gota Inquérito de antigenemia (ICT)
espessa) em escolares
n=8000 n=672

Mf positivos ICT positivos

n=56 n=66

Perdas ‘ Perdas
n=12 n=1

MF positivos ( ICT positivos

n=44 n=65

Inquérito de filariose Inquérito de filariose {ICT)
{ICT)nos domicilios dos nos domicilios dos
individuos infectados individuos infectados
n=158 n=205

ICT positivos ICT positivos

n=36 n=45

]
Populacaoelegivel para o estudo
n=190
Perdas
n=15

Realizaram coleta de sangue
pré-fratamento em massa
Coorte final=175

Fonte: A autora

4.4 Seguimento da coorte

As coletas de sangue e avaliacbes dos individuos foram realizadas nos
trimestres que antecederam 0s cincos ciclos anuais da administracdo de DEC, no
horério entre 23:00 e 1:00 hora, respeitando-se o periodo de pico da microfilaremia
(DREYER et al., 1996), entre 2007 e 2012.

Amostras de sete ml de sangue venoso foram coletadas de cada individuo,

utilizando seringas e agulhas descartaveis. Em seguida, a amostra de sangue foi
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dividida em aliquotas de quatro, um e dois ml, as quais foram acondicionadas em
tubos contendo anticoagulante (EDTA), para realizacdo da técnica de filtracdo em
membrana, em tubo contendo 9ml de formalina para a realizacdo da técnica de
Knott, ndo utilizada nessa pesquisa, e em tubo seco, para retracdo do coagulo e
obtencdo do soro. Ap6s a coleta de sangue venoso, uma amostra de
aproximadamente 160pul de sangue capilar foi obtida via puncao digital, com auxilio
de uma lanceta descartavel, para a realizagdo do teste do cartdo ICT (100ul) e
confeccdo da gota espessa (60ul), esta Ultima nado utlizada no seguimento do
estudo. A leitura do cartdo ICT foi feita no campo, por técnicos treinados, 10 minutos
apos a realizacdo do exame. As amostras de sangue venoso foram acondicionadas
em recipientes térmicos, transportadas ao laboratério e armazenadas em geladeira
(temperatura de 2 a 8°C) para serem processadas no dia seguinte.

As amostras acondicionadas em tubo seco foram centrifugadas, tendo o soro sido

separado em aliquotas que foram estocadas a -20°C.

4.5 Padronizacao das técnicas

4.5.1 Filtracdo em membrana de policarbonato

Esta técnica tem como principio a identificacdo e quantificacdo das
microfilarias em sangue periférico. As amostras de sangue foram filtradas em
membranas de 13mm e poros de 3um de diametro. Os filtros foram lavados com
solucdo salina e agua destilada (agua tipo Il) até que a membrana ficasse com o
minimo de residuos. As membranas foram colocadas em laminas e deixadas para
secar a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram fixadas com alcool
metilico e coradas com Hematoxilina de Carrazi e lidas em microscépio Optico,
sendo a técnica sido interpretada como positiva quando havia visualizacdo da

microfilaria.
4.5.2 Teste do cartéo ICT
Este teste (BinaxNOW filariasis) é produzido pela BINAX INC — Princeton —

EUA, em forma de teste rapido em cartdo, e contém o anticorpo AD12 que

reconhecem antigenos filariais no sangue de individuos infectados. Os cartdes séo
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armazenados em geladeira (2 a 8°C) e sdo levados a campo em caixas térmicas.
Apés a coleta de 100ul de sangue capilar em tubo heparinizado, a amostra foi
gotejada na parte interna do cartdo, que contém uma area impregnada pelo
anticorpo AD12, que ao reagir com os antigenos filariais presentes na amostra de
sangue exibem uma linha visivel mais clara ou mais escura na area teste do cartdo
que é indicativo de positividade. Os cartdes que exibem a linha do controle sédo
considerados validos. A leitura e interpretacdo do cartdo foram feitas imediatamente
apos a realizacdo do teste, seguindo a orientacdo do fabricante, que relata:
“Qualquer linha visivel na area do teste indica o resultado positivo. Este teste é
positivo quando a linha na area do teste aparece mais clara ou mais escura do que a
linha do controle”. Entdo, a presenca de qualquer linha visivel na area T do cartéo,
apos 10 minutos de deposicao da amostra, € interpretada como positivo.

4.5.3 Og4C3-ELISA

O teste Og4C3-ELISA esta disponivel em formato de kit (Trop-ag® W.
bancrofti), produzido pela JCU Tropical Biotechnology Pty., Townsville, Queensland,
Australia e comercializado mundialmente. A técnica consiste na pesquisa de
antigenos do parasita filarial através de um ensaio imunoenzimatico. A execucao e
interpretacéo do resultado do Og4C3-ELISA foi feita de acordo com a orientacéo dos
fabricantes. Resumidamente, as amostras de soro foram descongeladas e uma
aliquota de 100pul foi adicionada a 300uL da solucdo diluente contida no kit. Em
seguida, esta mistura foi fervida durante 5 minutos a temperatura de 100°C e
centrifugada a 10.000g por 5 minutos. Posteriormente, uma aliquota de 50l foi
retirada do sobrenadante dessa solucédo e adicionada a um dos pocos da placa de
ELISA previamente sensibilizada pelo anticorpo monoclonal Og4C3. Aliquotas de
50ul dos sete padrBes e do branco foram colocadas em duplicata na placa. Apés a
incubacdo da placa em camara Umida por uma noite, essa placa foi lavada por trés
vezes, com incubacdes de 1 hora cada, acrescentando primeiro uma solucéo diluida
de anticorpo anti-Onchocerca de coelho, conjugado e cromégeno que acompanham
o kit. Depois do ultimo periodo de incubacdo (1 hora), a placa foi lida em
espectofotbmetro com comprimento de onda de 414 e 492nm, onde os resultados

foram expressos em absorbancia (densidade otica). Os valores expressos em
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densidade otica foram convertidos em unidade de antigeno em um programa

especifico no Excel. Valores de UA =128 foram interpretados como positivos.

4.5.4 CELISA Bm14

O teste para deteccdo de anticorpos vem sendo Uteis para mapear e
monitorar a distribuicdo da filariose em regides que implementaram o tratamento em
massa na populacdo. Segundo alguns autores, as taxas de prevaléncia de
anticorpos e os titulos em individuos residentes em areas endémicas sugerem que
muitos destes individuos possuem infeccdes ativas, pode refletir infeccao pré-
patente, ou simplesmente uma exposicAdo excessiva ao parasita, sem
estabelecimento de parasitose (RAMZY et al., 1995; TISCH et al.,, 2008). Os
anticorpos antifilariais (IgG4 especifico) foram mensurados utilizando o teste CELISA
Bm14, produzido por Cellabs Pty Ltd. e foi realizado de acordo as instru¢gbes do
fabricante. As amostras de soro foram diluidas na proporcéo de 1:100 com a solucéo
diluente presente no kit. Em seguida, 100ul dessa diluicdo, juntamente com os
controles de referéncia (positivo, negativo e branco) foram adicionados nos pocos da
placa de ELISA previamente sensibilizada com o antigeno. ApoOs incubacdo em
camara umida a 37°C por uma hora, a placa passou por quatro lavagens. Apos essa
lavagem, 100ul do conjugado diluido foi adicionado em cada pog¢o e permaneceu
incubada por 45 minutos a 37°C, conforme instrucdes do fabricante. Em seguida, a
placa foi novamente lavada e apds esse procedimento, foi adicionado 100ul do
substrato (preparado de acordo com as instrucdes do fabricante) em cada poco.
Finalmente, a placa foi colocada em camara escura e agitada manualmente a cada
cinco minutos (por trés vezes). Por fim, a interrupcéo da reag¢do antigeno anticorpo
foi realizada, com a adicdo de 100ul da solucdo de parada. A leitura da placa foi feita
em espectofotdmetro, com densidade o6tica (DO) medida em comprimento de onda
de 450 e 620nm. O Cut-off foi calculado a partir das médias de amostras de areas
nao endémicas sabidamente livres da infeccdo, onde os valores somados a 3
desvio-padrdes para mais eram considerados positivos, para menos considerados
negativos e os valores contidos nesse intervalo como indeterminados. Esses

indeterminados foram excluidos da anélise.
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As variaveis do estudo estédo especificadas de acordo com o quadro a seguir:

Quadro 2 — Variaveis utilizadas no estudo

VARIAVEL DEFINICAO CATEGORIZACAO
Masculino
Sexo -
Feminino
Idade em anos completos no inicio do
Idade 5a70
estudo
N&o recebeu
Tratamento Tratamento com DEC
Recebeu
_ _ o Teste imunocromatografico para _
Antigenemia qualitativa ) . o ) Negativo
. diagndstico da filariose através de -
(Teste do cartédo ICT) i _ Positivo
antigeno de W. bancrofti.
Microfilaremia
guantitativa Quantidade de microfilarias em 1ml de o
Quantitativa

(Filtracdo em

membrana)

sangue venoso pela técnica de filtracédo

Microfilaremia
gualitativa (Filtracdo em

membrana)

Microfilarias em 1ml de sangue venoso

pela técnica de filtracédo

Negativo (auséncia de
microfilaria)

Positivo (= 1mf/ml)

Antigenemia
guantitativa (Og4c3-
ELISA)

Quantidade de antigenos detectados

em 100ul da amostra de soro

Quantitativo (UA ou
DO)

Niveis de anticorpo
guantitativa (BM14)

Quantidade de antigenos detectados

em 2ul da amostra de soro

Densidade 6tica (DO)

Fonte: A autora




39

4.7 Analise dos dados

Realizou-se uma andlise descritiva das principais caracteristicas da
populacdo de estudo no inicio do seguimento e de adesdo ao tratamento. As
variaveis continuas foram sumarizadas sob a forma de tabelas e gréaficos, com o uso
de algumas medidas descritivas como minimo, maximo, média, desvio padrdo e
amplitude de variacéo, e qualitativas, sob a forma de proporcoes.

Os percentuais de tratados em cada ciclo de tratamento foram descritos.
Devido a problemas técnicos com os kits Og4C3-ELISA, as amostras coletadas nos
momentos pds quarta e a quinta doses nao foram testadas por esta técnica.

Foram incluidos na analise, os individuos que foram avaliados no momento
pré-tratamento e tomaram ao menos a primeira dose de tratamento em massa. Os
percentuais de queda da frequéncia de positivos entre as avaliacdes (T a Ts), pelas
técnicas pelo ICT e pela Filtracdo, foram calculados e a significancia estatistica
testada pelo qui-quadrado de tendéncia.

As meédias de densidade microfilarémicas foram estimadas utilizando o
método da regressdo binomial negativa, tendo em vista a larga dispersdo dos
valores. A comparacdo entre as medias de DO dos testes Og4C3 e BM14
observadas em cada avaliacédo foi feita utilizando o teste Friedman.

A entrada e analise dos dados foram realizadas utilizando o software SPSS e

Epiinfo 3.5.1. Todas as conclusdes foram tomadas com nivel de significancia de 5%.

4.8 Limitacdes do estudo

As principais limitacdes desse estudo séo as perdas de seguimento, devido a
dificuldade de realizacdo de coletas noturnas, além do periodo relativamente grande
(em média um ano) entre as avaliacdes e o longo tempo de acompanhamento dos
individuos (seis anos). Esse problema pode resultar em viés de selecdo, caso a
populacdo que permaneceu no estudo seja diferente da populacdo que saiu. Outro
possivel problema é o viés de informacdo sobre o tratamento, que provavelmente
ocorreu nas duas primeiras doses, devido a auséncia desses registros na secretaria

de saude e que, consequentemente, foram relatadas pelos préprios participantes.
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5 CONSIDERACOES ETICAS

Essa pesquisa € parte de um estudo conduzido pelo Servico de Referéncia
Nacional em Filarioses (SRNF), que foi anteriormente aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisas do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (Registro no
CEP/CPgAM/FIOCRUZ: 74/06 e CAEE: 0069.0.095.000-06). Todas as informacdes
obtidas para essa pesquisa foram gentilmente cedidas pelo SRNF e Secretaria
Municipal de Saude de Olinda (SMSO) de acordo com as cartas de anuéncia em

anexo (Anexo A e B, respectivamente).
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6 RESULTADOS

Do total de 190 portadores de infeccéo filarial identificados antes do inicio do
tratamento em massa, 175 concordaram em ser seguidos e foram submetidos a
coleta de sangue. Destes, todos foram submetidos a pesquisa de microfilarias pela
técnica da filtracao e 79 foram positivos. Entre os 164 individuos da coorte testados
pelo cartdo ICT, todos foram positivos por essa técnica e 73 foram igualmente
positivos pela filtracdo. A figura 6 apresenta o fluxograma de seguimento da coorte
de estudo de acordo com o método laboratorial e periodo de avaliacao.

Quanto as caracteristicas dos individuos que constituiram a linha de base do
estudo, a maior parte era do sexo masculino, com média de idade de 24 anos, e
variacao entre 5 e 70 anos. A densidade de microfilarias variou de 1 a 1.834 mf/mL,
com mediana de 88 mf/mL (Tabela 1).

Com relacdo a adesdo ao tratamento, mais de 50% dos participantes
receberam todas as cinco doses de DEC, enquanto que cerca de 40% foram
tratados pelo menos uma vez. Um total de 10 ndo tomou nenhuma dose de
tratamento.

A tabela 2 mostra a frequéncia de tratados segundo ciclo de tratamento em
massa, observando-se que o percentual de tratados foi de cerca de 80% na maioria

dos ciclos de tratamento.



Figura 5 - Fluxograma de acompanhamento, 2007-2012.
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Fonte: A autora
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Tabela 1 - Caracteristicas sociodemogréficas, status de infeccdo pré-tratamento segundo teste
laboratorial e cobertura de tratamento anual na populagéo de estudo. Olinda, Brasil. 2007
Media (DP), Mediana

Caracteristicas (n=175) N _
(intervalo) ou n(%)
Idade (anos) 175 23,8 +16,9
Sexo, n %
Masculino 103 58,9
Feminino 72 41.1
Prevaléncia de microfilaremia (filtragéo) 79 45,1
Prevaléncia antigenemia filarial (cartdo ICT) 164 93,7
Densidade de microfilarias (mf/mL) (filtrac&o)* 78 88 (1-1.834)
Antigenemia filarial (U.I) (Og4C3)** 169 7,477 (1-47.609)
Anticorpos antifilariais (BM14) (DO)*** 153 2.066 (0.0030-2.5500)

NUmero de doses de tratamento. n %

5 doses 99 56.6
1-4 66 37.7
Nenhuma 10 57

Fonte: A autora

Nota: *78mf+
**169 examinados
***]153 examinados

Tabela 2 - Frequéncia de tratados segundo ciclo de tratamento em massa na populacédo de estudo.
Olinda, Brasil. 2007-2012.

_ Tratamento
Ciclo de i
Sim Né&o Total
tratamento
N (%) N %

1° 137 (78,3) 38 (21,7) 175
2° 121 (91,0) 12 (9,0) 133
3° 113 (88,3) 15 (11,7) 128
4° 110 (88,0) 15 (12,0) 125
5° 106 (89,1) 13 (10,9) 119

Fonte: A autora
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A figura 6 mostra a curva de reducdo do percentual de microfilarémicos de
acordo com o ciclo de tratamento. Observa-se que a propor¢do de microfilarémicos
sofreu progressiva reducédo, apés primeira dose, atingindo valores iguais a zero a
partir da quarta dose de tratamento (x2 de tendéncia=147.97; p=0.0000). Essa

gueda foi mais acentuada apds a primeira dose, quando se observou um declinio de
51,7%.

Figura 6 - Percentual de microfilarémicos no periodo de acordo com ciclo de
tratamento na populacéo de estudo. Olinda, Brasil. 2007-2012.
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Fonte: A autora

A figura 7 mostra a curva de reducdo das médias de densidade
microfilarémicas estimadas no modelo de regressdo binomial negativa, de acordo
com o ciclo de tratamento. Observou-se uma acentuada queda a partir da primeira

dose de tratamento e o total clareamento apos a quarta dose.
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Figura 7 - Médias de densidade microfilarémicas no periodo de acordo com ciclos
de tratamento na populacdo de estudo. Olinda, Brasil. 2007-2012.
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Fonte: A autora

Quanto ao percentual de positivos pelo cartdo ICT, observa-se uma
acentuada reducao apos a primeira dose (44,6%), que foi seguida por uma elevacao
de 25% apds a segunda dose, voltando a se observar tendéncia de queda apos a
terceira dose até atingir um percentual de positivos de cerca de 20% apos a quinta
dose (x2=183,40; p=0,0000) (Figura 9). O percentual global de reducéo dos positivos

apos as cinco doses de tratamento foi de 78,1%.

Figura 8 - Percentual de ICT positivos de acordo com ciclo de tratamento
na populacéo de estudo. Olinda, Brasil. 2007-2012.
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Em relacdo aos niveis de Og4C3, constatou-se o significativo declinio dos
niveis de antigenemia filarial a partir da primeira dose de tratamento. A mediana dos
valores da U.A., que era 7.117 u.a. antes do tratamento, atingiu o nivel de 1.715 u.a
apos terceira dose (Teste de Friedman=137,916; p=0.000).

(Figura 9)

Figura 9 - Antigenemia filarial (Og4C3) de acordo com ciclos de tratamento na populacéo de
estudo. Olinda, Brasil. 2007-2012

50000
45000
40000
35000
30000 -
25000 -
20000 -
15000 -
10000 -

I
0

Unidade de antigeno (UA)

Pré 12 dose 22 dose 32 dose

Fonte: A autora

Com relacdo aos anticorpos antifilariais IgG4, observou-se uma estabilidade
dos niveis de anticorpos até a primeira dose, observando a reducdo progressiva dos
niveis de anticorpos (D.O) da segunda dose de tratamento.

A mediana dos valores da D.O., que era 2,1 antes do tratamento declinou
para niveis 0,1 D.O. ap0s a quinta dose (Teste de Friedman=136,514; p=0.000)
(Figura 10).



Figura 10 - Anticorpos antifilariais (BM14) de acordo com o ano de tratamento.

Olinda, Brasil. 2007 e 2012.
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7 DISCUSSAO

Este estudo analisou o efeito de repetidos ciclos de tratamento em massa
utilizando a monoterapia com DEC como esquema terapéutico fornecendo
informacdes relevantes ao programa de controle e eliminagdo da Filariose Linfatica
no Brasil. Do grupo inicial de 190 individuos identificados nos inquéritos, 15 foram
excluidos da andlise por néo terem realizado coleta de amostras no inicio do estudo
(pré-tratamento). Da mesma forma, dos 175 que continuaram na analise, 38 foram
excluidos por ndo terem recebido a primeira dose de tratamento e quatro individuos
excluidos por ndo terem coletado pOs primeira dose. Essas perdas poderiam
ocasionar distorcbes nos resultados de nossa andlise, caso as caracteristicas da
populacdo que participou de todo o seguimento fosse diferente da encontrada nos
gue nao foram acompanhados em todo o periodo. No entanto, a comparacao entre a
populacdo que foi acompanhada em todos os ciclos de tratamento em relacdo aos
gue ndo permaneceram na coorte, ndo evidenciou diferenca estatisticamente
significante entre sexo, faixa etaria ou densidade microfilarémica pré tratamento.
Dessa forma, conclui-se que possivelmente ndo ocorreu viés de selecdo neste
estudo.

Nossos dados demonstraram o total clareamento das microfilarias apés a
guarta dose de tratamento. A prevaléncia de microfilaremia sofreu acentuada queda
apos a primeira dose de DEC, atingido niveis préximos a zero depois da terceira
dose. Esse resultado concorda com alguns estudos conduzidos em areas
endémicas que avaliaram a cinética da microfilaremia tanto com DEC sozinho ou
com a terapia combinada DEC+ALB (FRASER, 2005; HELMY et al.,, 2006;
RAMAIAH et al., 2011; RAJENDRAN et al., 2006; SIMONSEN et al., 2005; TISCH et
al., 2008; WEIL et al., 2008) De qualquer forma, os estudos que compararam os dois
tratamentos salientam que a superioridade do esquema combinado consiste no
amplo espectro de acdo do albendazol no tratamento dos helmintos intestinais,
fornecendo assim, um beneficio adicional para o bem estar dos individuos tratados
gue podem ou nao ter filariose (ISMAIL et al., 2001; RANJENDRAN et al., 2004).

Essa tendéncia de queda da proporcdo de microfilarémicos e da densidade
de microfilaremia foi também observada em relacdo aos niveis de antigenemia e
anticorpos filariais, todos apresentando significante reducdo apos esse periodo.

Assim, nossos dados confirmam a eficacia da monoterapia com DEC, nas doses
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administradas, no tratamento dos portadores de infeccdo por Wuchereria bancrofti
em areas submetidas ao tratamento em massa.

Semelhante ao observado com a microfilaremia, observou-se reducao dos
niveis de antigenemia filarial, mensurada pelo teste Og4C3 e da propor¢cdo de
positivos pelo teste do cartdo ICT. Contudo, a persisténcia de niveis detectaveis de
antigenemia foi observada até o final do periodo de seguimento (cinco anos para o
ICT e trés anos para o Og4C3).

Embora tenha se observado uma reducao proxima a 80% na prevaléncia de
positivos pelo cartdo ICT apdés a quinta dose de tratamento, constatou-se uma
elevacao dos niveis de prevaléncia apés a segunda dose, tendo esse padrdo se
mantido quando se repetiu a andlise em diferentes estratos, segundo nimero de
doses tomadas (cinco doses versus pelo menos uma dose), sexo e grupo etario.
Resultado semelhante foi observado por Hoti et al. (2010) apdés o segundo ano de
acompanhamento de individuos microfilarémicos tratados com trés doses Unicas de
DEC, examinando a cinética de antigenos filariais pelo Og4C3. Os autores
atribuiram esse resultado a re-infeccdo dos individuos tratados que continuam
residindo em &areas endémicas ou a reativacdo dos vermes adultos que
provavelmente foram inativados pela droga.

Outros fatores a serem considerados sdo erros ou discordancia na
interpretacdo do resultado do cartdo ICT entre as equipes de examinadores no
campo, ja que o ICT é um teste observador-dependente e a definicdo do diagndstico
pelos fabricantes torna o teste susceptivel a erros de interpretacdo dos resultados,
principalmente nos cartbes que apresentam linhas fracas na area do teste. Segundo
estudo realizado por Braga et al. (2003) apesar de nado terem avaliado a
reprodutibilidade do teste, os autores levantam a hipétese de que os resultados
limitrofes podem levar a interpretacfes diferentes entre observadores ou grupos de
pesquisas que podem resultar em diferentes indices de precisdo. Ou ainda, outra
possivel explicacdo seria a ocorréncia de variacbes na sensibilidade entre lotes de
kits, j& que véarios lotes foram utilizados nessa pesquisa

Com relacdo a antigenemia filarial mensurada pelo Og4C3, observou-se
declinio significativo do antigeno, porém como essa ferramenta por problemas
técnicos ndo pode ser realizada até o fim do estudo, cerca de 70% dos individuos
ainda apresentava unidade de antigeno acima do ponto de corte considerado como

positivo (128ua).
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Apesar de ao final do estudo ainda termos individuos com antigenemia filarial
circulante, a proporgdo de positivos apresentou um declinio significativo, e necessita
ser acompanhado por um periodo mais longo, jA que a persisténcia do antigeno tem
sido observada em estudos prospectivos em individuos infectados submetidos a
vérias doses de tratamento com DEC ou DEC+ALB (FREEDMAN et al., 2001;
RAJENDRAN et al., 2004; RAMAIAH et al., 2011; SUNISH et al., 2006; TISCH et al.,
2008; WAMAE et al., 2011; WEIL et al., 2008). Segundo a literatura, a reducao
desse parametro decai mais lentamente do que a microfilaremia, podendo persistir
por anos, tendo sido observado que em alguns individuos a conversdo de antigeno
positivo para antigeno negativo s6 ocorre apds cinco anos de tratamento, porém a
persisténcia do antigeno nesses individuos ndo necessariamente indica infecgédo
ativa (LAMMIE et al., 2004; NJENGA et al., 2011; RAJENDRAN et al., 2004; ROCHA
et al., 2009; TISCH et al., 2008; WAMAE et al., 2011; WEIL et al., 2008).

Os fatores envolvidos nesse fenbnemo ainda ndo estdo plenamente
esclarecidos, porém uma das explicacdes se deva a incapacidade dos tratamentos
em massa de eliminar completamente os vermes adultos (BOCKARIE; DEB, 2010;
MELROSE, 2003; NICOLAS et al., 1997; WEIL et al., 2008;). Por outro lado, a
permanéncia de antigenemia filarial, mesmo em individuos tratados com elevadas
doses de DEC, sugere que esse nao seja o marcador ideal para se diferenciar
individuos com infeccdo ativa dos que tiveram infeccdo passada e, portanto,
necessariamente nao indique falha terapéutica (BOCKARIE; DEB, 2010;
FREEDMAN et al., 2001; MALLA et al., 2007; McCARTHY, 2000; MELROSE, 2003;
SIMONSEN et al., 2005; SUNISH et al., 2006; WAMAE et al., 2011; WEIL; RAMZY,
2006)

O acompanhamento dos anticorpos antifilariais, mensurados pelo teste Bm14,
mostrou que 0s niveis se mantiveram em plateau ap6s a primeira dose de
tratamento, e em seguida sofreu progressivo declinio até atingir niveis proximos a
zero apoés a quinta dose de tratamento. Chama a atencéo o fato desse declinio mais
acentuado ter coincidido com o periodo de clareamento das microfilarias, sugerindo
a reducao dos niveis de exposicao a infeccao filarial nesses individuos, e reforcando
a hipotese de interrupcdo da transmissao.

Helmy et al (2006) defendem que a persisténcia de anticorpos positivos
parece refletir em infeccdo ativa na area. Apesar dessa suposi¢ao, em seu estudo foi

observado que alguns individuos antigeno positivos e/ou microfilarémicos eram
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negativos para anticorpos antifilariais, enquanto outros que ao longo do tratamento
tornaram-se amicrofilarémicos e antigeno-negativo tinham altos niveis de anticorpos.
Os autores justificaram esse achado, afirmando a existéncia de variabilidade no
comportamento desse parametro em adultos apos o tratamento. Tendo em vista as
controvérsias, em de acordo com outros autores eles defendem a utilizacdo desse
teste nas criancas pequenas como um meio de acompanhamento da evolucédo da
transmissdo da filariose em areas sob o tratamento. Segundo pesquisas, 0S
menores nascidos apés a interrupcado da transmissao da doenca nao devem ter
anticorpos antifilariais (HELMY et al., 2006; LAMMIE et al., 2004; RAMZY, 2006;
WEIL et al., 2008).

Contudo, deve-se ressaltar que as curvas de reducdo dos anticorpos e dos
antigenos em nenhum momento atingiram o0 ponto zero, e essa reducdo mais
branda poderia ser explicada pela lenta eliminacdo do antigeno na circulagdo que
estimula a producdo de anticorpos, e devido a incapacidade dos tratamentos em
massa de eliminar completamente os vermes adultos (BOCKARIE; DEB, 2010;
MELROSE, 2003; NICOLAS et al., 1997; WEIL et al., 2008). Por esse motivo,
recomenda-se um maior tempo de acompanhamento desses individuos, além da
utilizacédo de outras ferramentas para avaliacdo do tratamento em massa, como por
exemplo, 0 xenomonitoramento, para se garantir a interrupcdo da transmissao na
area.

Os resultados desse estudo mostram a elevada eficacia do esquema
terapéutico utilizado no clareamento da microfilaremia e tratamento dos infectados, e
sugerem que a utilizacdo desse esquema na populacao possivelmente tenha levado
a interrupcéo da transmisséo na area. Conclui-se, portanto, que a monoterapia com
DEC € uma opcao terapéutica eficaz a ser adotada em programas de eliminacdo da
FL. Entretanto, devido ao efeito microfilaricida mais potente do esquema combinado
DEC+ALB (FOX et al., 2005) o qual promove o clareamento das microfilarias dentro
de um periodo mais curto, e com a instituicdo do Programa de tratamento prevel g3
integrado para controlar as doencas tropicais negligenciadas (DTNs), a terapia
combinada DEC+ALB parece ser a medida mais apropriada, pois permite a
eliminacdo ou controle de outras doencas, como as geo-helmintiases e tracoma
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011).

Nossos achados mostraram também o uso potencial do teste BM14 como

ferramenta de acompanhamento e vigilancia de populacdes residentes em éareas
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endémicas de filariose bancroftiana e alvo de programas de eliminacdo e controle
dessa doenca, sendo capaz de avaliar o impacto do tratamento em massa sobre a

transmissao da infecgao filarial.
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8 CONCLUSOES

a)

b)

O tratamento em massa com doses anuais de DEC (6 mg/kg) sem adicdo do
Albendazol promoveu a rapida reducéo da microfilaremia e clareamento das
microfilarias ap6s a 42 dose de tratamento;

Conclui-se serem necessarias pelo menos quatro doses anuais de DEC para

se garantir a interrupcao da transmissao na area;

Antigeno recombinante Bm14 demonstrou ser uma ferramenta util na avaliacédo
do impacto do tratamento, uma vez que o declinio dos seus niveis coincidiu

com a negativacao das microfilarias.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS

a) Recomendamos um maior tempo de acompanhamento

b) Utilizacdo de outras ferramentas para avaliagdo do tratamento em massa e

garantir a interrupcdo da transmisséo na area
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Anexo A — Carta de anuéncia do Servico de Referéncia Nacional em Filarioses
(SRNF).

i by
Departamento de Parasitologia ‘&P

Félo rlose Servigo de Referéncia NaC|ohaI ?m Filariose (}A(QM.EE{

Servn;o de Referéncia Nacional em Filariose ite

CARTA DE ANUENCIA

Declaramos, para os devidos fins, que concordamos com o desenvolvimento do projeto de
pesquisa intitulado Cinética de microfilaremia, antigenemia e anticorpos filariai§ em
individuos infectados por Wuchereria bancrofti, tratados com doses unicas anuais de
dietiicarbamazina em uma area endémica no municipio de Olinda — PE, orientada pela Prof®
Dra. Maria Cynthia Braga e do Dr. Abraham Rocha sob a responsabilidade da aluna do Mestrado
Académico em Saude Publica desse Centro de Pesquisas, Jennifer Sabrina Ferreira da Silva,
facultando-lhe o uso do laboratério do Servigo de Referéncia Nacional em Filarioses (LSRNF) do
referido centro, e a utilizagdo do banco de amostras deste laboratério. Ressaltamos que esta
concordancia esta condicionada a aprovacio do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisas do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhes/ FIOCRUZ e que estamos fornecendo essa carta em
virtude de todos os coordenadores e colaboradores do SRNF estarem diretamente envolvidos na

pesquisa. .

Recife, 03 de setembro de 2013

Dr. AnaiMaﬁa Agunar Santos

Pesquisador Titular,
Coordenadora Clinica do SRNF,

Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes
Abraham Rocha Ana Agular Santos Zulma Medeiros Eduardo Brandao Av. Moraes Rego, s/n ~ CEP:50670-420 Recife-PE
rocha@ fiocruz.br flocruz.br fiocruz.br brandace@cpgam.fiocruz.br Fone: (81) 2101-2500 - Fax: (81) 3453-1911
Coordenacio do servico  Cq o clinica C c3o de Gestéo da qualidade laboratorial http://www.cpgam.fiocruz.br - filariose®cpqam.fiocsuz.br




Anexo B — Carta de anuéncia da Secretaria Municipal de Saude de Olinda
(SMSO).

PREFEITURA MUNICIPAL DE OLINDA
Secretaria de Saude

CARTA DE ANUENCIA PARA REALIZACAQO DE PESQUISA EM SAUDE

Olinda, 29 de novembro de 2013.
Cartan® 042 /2013

A Secretaria de Saude do Municipio de Olinda, considerando
solicitacdo da estudante, JENNIFER SABRINA FERREIRA DA
SILVA, responsavel técnico pela pesquisa intitulada: “Cinética de
microfilaremia, antigenemia e anticorpos filariais em individuos
infectados por Wuchereria bancrofti tratados com doses unicas
anuais de dietilcarbamazina em uma area endémica no
municipio de Olinda — PE”. resolve autorizar a realizagcdo da
mesma no ambito da Secretaria Municipal de Saude, ao mesmo
tempo em que solicita apoio dos Profissionais e Gestores para éxito
da pesquisa.

Atenciosamente,

Flis: e

TEREZA ADRIANA MIRANDA DE ALMEIDA
Secretaria Municipal de Saude
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