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RESUMO

Mansonelose é uma Doenca Tropical Negligenciada (DTN) que possui ampla distribuicdo
geogréfica na Amazonia, acometendo populagfes indigenas e ribeirinhas. Apesar de ter sido
descrita ha muitos anos, os padrBes clinicos patologicos desta doenca continuam sem
comprovagdes cientificas, e, por isso, tem sido negligenciada e considerada uma filariose
assintomatica com pouco interesse e incentivo a pesquisa, com caréncia de informacoes
epidemioldgicas, clinico patolégicas e de tratamento. Em relacdo a isso, este projeto, na
perspectiva de contribuir para o estudo desta endemia regional, teve por objetivo investigar os
pacientes tratados com lvermectina no municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, em amostras
coletadas ap6s 3 meses do tratamento. Foram analisadas por testes tradicionais (gota espessa de
sangue) e testes mais sensiveis (moleculares - PCR), 34 amostras de sangue. Deste quantitativo, 8
(23,5%) amostras foram confirmadas nas laminas de gota espessa e 18 (52,9%) amostras
permaneceram positivas em testes moleculares utilizando primers para a amplificacdo de
sequéncias de DNA especificas para mansonelas. Desta forma, o diagnostico molecular mostra-se
mais sensivel que o diagndstico microscopico, com um aumento de (2,3%) antes do tratamento, e
(2,1%) depois o tratamento. A sintomatologia declarada pelos pacientes positivos como febre, dor
no corpo, dor nas articulagdes, dor de cabeca, frieza nas pernas, tontura e dorméncia nas pernas
apresentaram reducdo apos tratamento. As analises moleculares também incluiram a busca da
identificacdo de alvos de resisténcia do parasito ao medicamento, tendo em vista que 18 amostras
permaneceram positivas. O tratamento utilizado para eliminacéo de microfilaremia com uma dose
de 0,15mg/kg de ivermectina, ndo demonstrou eficacia nos pacientes tratados no municipio de Séo
Gabriel da Cachoeira, com possibilidade de reinfeccdo e resisténcia dos parasitas ao medicamento.
Contudo, o diagnostico microscopico apresenta baixa sensibilidade, principalmente em individuos
com baixa parasitemia. Ja o diagndstico molecular tem se mostrado mais sensivel, podendo ser
atil em areas de transmissdo para certificacdo das espécies circulantes, tendo em vista que o
tratamento aplicado é diferenciado para cada espécie de mansonela. A sintomatologia declarada
pelos pacientes neste estudo foi semelhante a de outros estudos, e o tratamento com ivermectina
reduziu a frequéncia desses sintomas. Nao foi identificada resisténcia das mansonelas ao
medicamento por meio dos 12 primers testados para B-tubulina, apesar disso, podem existir outros
genes que estejam proporcionando a resisténcia e que ndo sejam 0s mesmos testados nesse estudo
e que encontrem-se vinculados (ou ndo) especificamente para mansonelas.

Palavras-chave: Filarias; Amazonia; Mansonella; PCR; Ivermectina.



ABSTRACT

Mansonellosis is a Neglected Tropical Disease (NTD) that has a wide geographic distribution in
the Amazon, affecting indigenous and riverside populations. Although it was described many years
ago, the pathological clinical patterns of this disease still lack scientific evidence. It has been put
aside and considered an asymptomatic filariasis which is of little interest and encouragement to be
investigated thoroughly. Epidemological and pathological clinical information as well as treatment
are scarce and difficult to access. Thus, this project aims to contribute to the study of this regional
endemic, analysing the the blood samples collected from patients after a three- month treatment
period with ivermectin in Sdo Gabriel da Cachoeira. 34 blood samples were tested using traditional
tests (thick blood drop) and more sensitive ones (molecular — PCR). Considering this quantitative,
8 (23.5 %) samples were confirmed on thick slides and 18 (52,9%) samples remained positive in
molecular tests using primers for the amplification of DNA sequences specific for mansonelas. As
a result, the molecular diagnosis is far more sensitive than the microscopic one, which represents
an increase of 2.3% before the treatment, and 2.1 % after it. The symptoms, such as fever,
headache, body pain, joint pain, cold legs, dizziness and numbness in the legs reported by patients
tested positive, reduced after the treatment. Molecular analyses also included the search for the
identification of resistance targets of the parasite to the drug, considering that 18 samples still
remained positive. However, the microscopic diagnosis presents low sensitivity, especially with
coma parasitemia. Already the molecular diagnosis has appeared more sensitive, and may be
useful in areas of transmission for the test of circulating species, considering that the applied
treatment is differentiated for each species of mansonella. The symptomatology reported by the
patients in this study was published in other studies, and treatment with ivermectin reduced the
frequency of symptoms. No drug resistance was identified by the 12 primers tested for B-tubulin;
however, there are other resistance genes that are providing resistance that are not the same as
those tested in this study and that are bound (or not) specifically for mansonelas.

Keywords: Filarias; Amazdnia; Mansonella; PCR; lvermectin.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: a- Mansonella ozzardi b- Mansonella perstans.............cccoovviiiiiiienc i 17
Figura 2: Distribuigdo da Mansonella 0zzardi Nas AMErICaS..........coccrerrirenereiine e, 18
Figura 3: Maruim (Ceratopogonidac)...........cccueeruiieriieriieniieeieesieeeeeesieeeteesseesveesseesseenseesseessaeens 21
Figura 4: Pium (SIMUIAEE).......cuiiieiiie ettt enes 22
Figura 5: Esquema do ciclo bioldgico da Mansonelose por M. 0zzardi...........c.cccovereeneneeniennnn. 23

Figura 6: Mapa do Estado do Amazonas, com o municipio de S8o Gabriel da Cachoeira em
destaque e com pontos onde foram realizadas as coletas. Demarcagdes mostram as trés areas

subdivididas (1- area 1, 2- Area 2 € 3- Are@ 3).....ceiereririieieiee e s 29
Figura 7: Mapa com demarcacdes de bairros na area 1, e das comunidades estudadas na area 2.................. 29
Figura 8: Mapa com demarcagdes das comunidades estudadas Na drea 3..........ccocoverveeneienenennesesesennns 30

Figura 9: Integrantes do grupo de coleta da 12 Excursdo em S&o Gabriel da Cachoeira. (Da esquerda para
direita - Joycenea. Jordam William, Ricardo Mota, Lucyane, Felipe, Maria Oliveira e

Figura 10: Equipe da 22 Excursdo em Sdo Gabriel da Cachoeira. (Monalisa, Uziel, Lucyane, Adrian e
F N [0 U] T TSSO T PP TP POPPTOPPRUPPTN 31

Figura 11: Coleta de sangue total para analise molecular em individuo positivo para mansonelose no
municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas, em outubro de 2015...........ccccveviiiivienevciesc e, 32

Figura 12: Coleta de sangue para gota espessa, em individuo positivo para mansonelose no municipio de
S&o Gabriel da Cachoeira, Amazonas, em outubro de 2015.........ccccveveieiineeiese e 33

Figura 13: Eletroforese em gel agarose da ‘NestedPCR’ para filarias (com banda de 344pb caracterizando
O. volvulus, banda de 312pb caracterizando Mansonella perstans, banda de 305pb caracterizando
Mansonella  Ozzardi e conjunto de bandas caracterizando  marcador referéncia -

Figura 14: Paciente recebendo o procedimento clinico realizado por médico da Equipe do DSEI-Rio
Negro/SGC, M OULUDIO 08 2015.... ..ottt sttt ettt sre et e beeneesaesaesreenee e 35

Figura 15: Fluxograma das amostras analisadas nos diagndsticos de microscopia e molecular, dos
individuos positivos antes e ap6s tratamento com ivermectina do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira,
F N Eo V0] T TP U R RT TP 42

Figura 16: Microfilaria de Mansonella ozzardi em gota espessa de sangue, coradas com Giemsa, de um
individuo positivo do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, AMazonas...........cccceeerirerereneneneseiesenennns 42



Figura 17: Microfilaria de Mansonella perstans em gota espessa de sangue, coradas com Giemsa, de um
individuo positivo do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, AMAzZoNas.........ccccccvveeiveveieeiiesieseseesennens 42

Figura 18: llustracdo da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de ITS de individuos tratados
com ivermectina no municipio de Sao Gabriel da Cachoeira-Am. As amostras analisadas e os controles
positivos apresentaram aproximadamente 310pb, o controle negativo ndo apresentou banda e o Ladder
(MArCadOr dE LOOPD). ... ettt ettt b et bbb b b et n e r e 43

Figura 19: llustracdo da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de CO1 de individuos tratados
com ivermectina no municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira-Am. As amostras analisadas e os controles
positivos apresentam aproximadamente 680pb, os controles branco e negativos ndo apresentaram bandas e
Lol I Vo [0 =T g T Tor= Lo oo L= 0] o] ) RS S 44

Figura 20llustracdo da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de 12S de individuos tratados
com ivermectina no municipio de S&o Gabriel da Cachoeira-Am. As amostras analisadas e os controles
positivos apresentaram aproximadamente 500pb, o controle negativo e controle branco ndo apresentaram
banda e o Ladder (marcador de 100PD).........couiiiiiiriiiie et 44

Figura 21: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 1, dos individuos que
permaneceram positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de S&o Gabriel de Cachoeira. As
amostras ap6s tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles
positivos apresentaram bandas de aproximadamente 700PD...........coviiiiiirein 47

Figura 22: F Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 2, dos individuos que
permaneceram positivos apds tratamento com lvermectina no municipio de So Gabriel de Cachoeira. As
amostras apds tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e 0s controles
positivos apresentaram bandas de aproximadamente 700Pb...........ccoviiiiiiiiic e 47

Figura 23: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 1, dos individuos que
permaneceram positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As
amostras apés tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles
positivos apresentaram bandas de aproximadamente 400PD..........coviiiiiiiin e 48

Figura 24: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reagcdo molecular de BETA 4, dos individuos que
permaneceram positivos apds tratamento com lvermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As
amostras apds tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles
positivos apresentaram bandas de aproximadamente 300PD..........ccccoveiiiiiieie e 48

Figura 25: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reagcdo molecular de BETA 5, dos individuos que
permaneceram positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As
amostras apés tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles
positivos apresentaram bandas de aproximadamente S500PD..........ccooveriiiiiirienieeieie s 49

Figura 26: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reagcdo molecular de BETA 6, dos individuos que
permaneceram positivos apds tratamento com lvermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As
amostras apds tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles
positivos apresentaram bandas de aproximadamente S00PD..........ccoviriiiiiee e 49

Figura 27: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 7, dos individuos que
permaneceram positivos apds tratamento com lvermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As
amostras apds tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles
positivos apresentaram bandas de aproximadamente 500PD..........ccccoveriiiiieere e 50



Figura 28: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 8, dos individuos que
permaneceram positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As
amostras apés tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles
positivos apresentaram bandas de aproximadamente S00PD...........coeiiiiiiieii 50

Figura 29: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 9, dos individuos que
permaneceram positivos apds tratamento com lvermectina no municipio de So Gabriel de Cachoeira. As
amostras apds tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles
positivos apresentaram bandas de aproximadamente 400Pb...........ccooveiviriieie e 51

Figura 30: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 10, dos individuos que
permaneceram positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de S&o Gabriel de Cachoeira. As
amostras apés tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles
positivos apresentaram bandas de aproximadamente S00PD...........coviiiiiiiiiiin 51

Figura 31: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 11, dos individuos que
permaneceram positivos apds tratamento com lvermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As
amostras apds tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles
positivos apresentaram bandas de aproximadamente 500PD..........ccccvviiiiiiicic e 52

Figura 32: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 12, dos individuos que
permaneceram positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de Sao Gabriel de Cachoeira. As
amostras apés tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles
positivos apresentaram bandas de aproximadamente S500PD..........ccooveiiiiiiiereiirenie e 52



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Descri¢do da sequéncia dos iniciadores para deteccdo do componente proteico f-tubulina com
suas  respectivas  temperaturas de  anelamento e  sequéncia  génica da  regido
11410 L1 {07 To - VOO PSSSSN 36

Tabela 2 - Frequéncia de infeccdo por Mansonella ozzardi em humanos, por anélise molecular do
municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil (Julho de 2015)..........ccccveviviiireiineieciecee, 37

Tabela 3 - Frequéncia de infeccdo por Mansonella ozzardi em humanos, por analise molecular por &rea no
municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil (Julho de 2015)...........cccceviviiiiieiincieeieiee, 38

Tabela 4 - Frequéncia de infeccdo por Mansonella ozzardi em humanos, por ocupacao e género, na area 1,
2 e 3 do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil (Julho de

Tabela 5 — Frequéncia dos individuos positivos, quanto a localizagdo da casa em relacéo ao rio, igarapé e
L1 0 C=T) - USRI 40

Tabela 6— Frequéncia dos individuos positivos, em relagdo a presenca ou auséncia de telas em portas e
2L TSP 40

Tabela 7 — Frequéncia dos individuos positivos, em relagdo a picadas de Piuns e Maruins.............c.cccc....... 41

Tabela 8 - Frequéncia de infecgdo por Mansonella ozzardi em humanos, obtida através de anélise molecular
apos tratamento, das areas 1, 2 e 3 do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil (Outubro
A8 2005).....eocvoveeeeeeeeeeee sttt en e eneen s 45

Tabela 9 - Comparagéo de infeccdo por Mansonella em humanos, obtida através de leitura de gota espessa
e diagnostico molecular, no municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil (Julho/Outubro de
2015) antes e depois do tratamento COM IVEIMECTING. .........ccvevveiieieeie et re e 46

Tabela 10- Comparacdo dos sintomas clinicos dos pacientes positivos e negativos da infeccdo por
Mansonella ozzardi em humanos, do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil............... 46



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

pL - Microlitro
CDC- Centers for Disease Control and Prevention

DEC (dietilcarbamazina)
DNA- Acido Desoxirribonucleico

DNT- Doenca Tropical Negligenciada

EDTA - Laboratdrio de Ecologia de Doencas Transmissiveis na Amazonia
FAPEAM - Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas
FnPCR - Nested Reacdo em cadeia da Polimerase para Filérias

GES- Gota Espessa de Sangue

ILMD- Instituto Le6nidas e Maria Deane

ITS - Internal Transcription Space

Kg — Quilograma

mg — Miligrama

OMS- Organizagdo Mundial da Satde
Pb — Pares de Base

PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase
PPSUS - Programa Pesquisa para 0 SUS
PROEP- Programa de Apoio a Pesquisa
spp. — Espécies

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido


http://www.fapesp.br/5213
http://www.fapeam.am.gov.br/

SUMARIO

LINTRODUGAO ...t eee et 12
2IUSTIFICATIVA et e e nnb e e e nnbeean 15
3 REVISAO DA LITERATURA ....ootiieteee ettt sttt sttt 17
3. 1 HISTORICO E ATUALIDADE DISTRIBUIQAO GEOGRAFICA DAS MANSONELAS
....................................................................................................................................... 17
3. 2 VETORES DE Mansonella ozzardi E M. PErstans ...........ccocooeiirineiieiieiesese e 20
3.3 HABITAT E CICLO BIOLOGICO DA MANSONELOSE ......c.cvveiiieeeeeeeieeeeeeeenin, 22
3.4 MANIFESTAQOES CLINICAS DA MANSONELOSE .......ccuvveeeieeeeeeeeeeeeeenenen, 23
3.5 METODOS DIAGNOSTICOS PARA MANSONELOSE ......ccvvveeeeieeeeeeeeeeeeeeenen, 24
3.6 TRATAMENTO DA MANSONELOSE E A RESISTENCIA AO MEDICAMENTO... 25
O] | I V4 1 TP 27
A LOBIETIVO GERAL ..ottt e et e e nnae e nnae e e nnee s 27
4.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS...... .ottt ettt en s 27
S METODOLOGIA ..ottt e e et e e st e e s b e e srae e e saaeeesnteeennaeeans 28
5.1 PROJETO E COMITE DE ETICA ..ot 28
5.2 AMOSTRAS .t et e e e nrree e 31
5.3 IDENTIFICA(}AO DOS PARASITAS ...ttt 33
5.3.1 Colorago e leitura das [AMINGAS .........ccoiiiiiiiiiiee e 33
5.3.2 EXIragao 08 DINA ...ttt bt 33
5.3.3 Nested PCR para filarias (“FnPCR”) apos tratamento...............c..cccocovvereeieninenns 33
5.4 ESTUDO DA SINTOMATOLOGIA ...ttt e 34
5.5 CORRELACAO ENTRE OS DIAGNOSTICOS MICROSCOPICO E MOLECULAR ANTES
E DEPOIS DO TRATAMENTO E ENTRE TRATAMENTO E SINTOMATOLOGIA....... 36
5.6 ANALISE DA SEQUENCIA GENICA DE B-TUBULINA ......c..cocoveiieeieeseeeeeeeenene 36
B RESULTADOS. ...ttt s ettt e et a e st e e et e e s te e e sabe e e anbeeesnteeesnaeeans 37
6.1 RESULTADOS DO PROJETO MAIOR ...ttt 37

6.2.1 Diagnosticos microscopicos e moleculares das amostras dos pacientes submetidos no
tratamento realizado pela secretaria de satude de Sao Gabriel da Cachoeira.................. 41

6.3 COMPARACAO DOS RESULTADOS DOS DIAGNOSTICOS MICROSCOPICO E
MOLECULARE NOS INDIVIDUOS POSITIVOS ANTES E APOS SEREM SUBMETIDOS
AO TRATAMENTO PELA SEC. DE SAUDE .......coiiieieeeeeeetee e 46



6.4 COMPARACAO DOS RESULTADOS DA SINTOMATOLOGIA DECLARADA PELOS
INDIVIDUOS POSITIVOS PARA MANSONELOSE ANTES E APOS TRATAMENTO . 46

6.5 ANALISE DA SEQUENCIA GENICA DO COMPONENTE PROTEICO B-TUBULINA
NAS AMOSTRAS APOS O TRATAMENTO E SUA RELACAO COM A RESISTENCIA A

IVERMECTINA ..ottt sttt sttt sttt en ettt et s s en s 47
T DISCUSSAO ..ottt ettt en e e 53
CONCLUSOES ...ttt sttt neeeas 60
REFERENCIAS ...ttt ettt n st en e, 61
ANEXO A — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).......ccccccvvviviiiiienieiene, 69

ANEXO B — QUESLIONAIIiO 08 PESOUISA ...vveuveerieireieeiiesieeiesttesieestesseesteesesseesseessesseessaessesseeses 71



12

1 INTRODUCAO

As filarioses s@o doencas tropicais negligenciadas causadas por parasitos conhecidos por
filarias, cujas formas adultas parasitam o sistema linfatico, cavidade abdominal e os tecidos de
vertebrados (OTABIL; TENKORANG, 2015). As microfilarias, formas jovens deste parasito, sdo
encontradas no sangue ou na pele, dependendo da espécie (KNOPP et al., 2012). De acordo com
a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), mais de 120 milhGes de pessoas foram infectadas com
filariose no ano de 2000, e, atualmente, 947 milhdes de pessoas em 54 paises vivem em area de
risco para essas infecgdes parasitarias (OMS, 2017).

As filarioses mais conhecidas no Brasil sdo a bancroftose e a oncocercose por serem
doencas debilitantes com um alto impacto social e econémico (FONTES et al.,, 2012). A
mansonelose, por sua vez, € uma doenca tropical negligenciada (DTN) que ndo esta incluida entre
as dezessete principais DTN segundo a OMS, entretanto, é caracterizada como tal por ser um
problema de saude e social da Amazdnia em virtude de estar associada a condi¢des de pobreza da
populacdo afetada e a caréncia de servicos de saneamento e abastecimento de &gua tratada
(MEDEIROS; PESSOA; CAMARGO, 2014; OMS, 2016).

No género Mansonella, existem trés espécies distintas com capacidade de causar doencas
em humanos: Mansonella perstans, Mansonella ozzardi e Mansonella spreptocerca (CDC, 2013).
Esses parasitos sdo transmitidos por meio da picada de simulideos (Diptera) e/ou culicoides
(Diptera, Ceratopogonidae) que estdo presentes em toda Africa, América Latina e Caribe
(SHELLEY; COSCARON, 2001; SHELLEY; DIAS; MORAES, 1980).

A filaria Mansonella ozzardi (Nematoda, Onchocercidae) tem ampla distribuicdo
geografica nas Américas estando presente desde o México até o norte da Argentina, com excecao
de Chile, Uruguai e Paraguai (AYBAR; JURI; ZAIDENBERG, 2016; MEDEIROS; PESSOA,
CAMARGO, 2014). Também, ha relatos de que este nematoide esteja presente no hemisfério
oriental (CRAINEY:; SILVA; LUZ, 2016). No Brasil, este parasito é encontrado nos estados do
Acre (ADAMI et al., 2014), Amazonas (DEANE, 1949), Mato Grosso (alto rio Xingu) e Roraima
(D’ANDRETTA; PIO DA SILVA; KAMEYANA, 1969; OLIVEIRA, 1963). No Amazonas,
possui ampla distribuicdo e infecta comunidades indigenas e ribeirinhas dos rios Purus, Jurud,
Jutai, Javari, Japurd, Negro, Solimdes e seus afluentes (LACERDA; RACHOU, 1956;
MEDEIROS et al., 2009%; MEDERIOS; PESSOA, 2015). J& a Mansonella perstans esta presente
em 33 paises da Africa com elevada prevaléncia (SIMONSEN; ONAPA; ASIO, 2011), nas

Américas esta filaria estd presente na Colémbia (KOZEK et al., 1983), Guiana ocidental
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(ORIHEL, 1967), Venezuela (GOMEZ; GUERRERO, 2000), e, recentemente, foi descrita
molecularmente por Silva et al. (2017) pela primeira vez no Brasil, no municipio de Séo Gabriel
da Cachoeira no estado do Amazonas.

Atualmente, a distribui¢do desses parasitos tem sido ampliada devido a novas ferramentas
disponiveis para o diagndstico da mansonelose como o métodos moleculares e imunoldgicos
(ADAMI et al., 2014; MEDEIROS et al., 2015; TANG et al.,, 2010), e com estudos
epidemioldgicos utilizando a técnica classica (gota espessa) (MARTINS et al., 2010; MEDEIROS
etal., 2014).

Em relacdo ao potencial patogénico da mansonelose, este ainda € bastante debatido na
comunidade cientifica e muitos dos mecanismos ainda ndo foram inteiramente comprovados
(HERRERA et al., 2013). No entanto, estudos indicam que um portador com niveis altos de
microfilaremia apresenta dores de cabeca, nas articulacoes, febre moderada, adenite acompanhada
de tonturas, inchaco e frieza nas pernas (BATISTA; OLIVEIRA; RABELLO, 1960; BOUYOU
AKOTET et al., 2015). Também, estudos revelaram que pacientes com parasitemia elevada,
apresentam lesdes oculares, com circulos brancos na cdérnea, que podem evoluir para cegueira
(BRANCO et al., 1998; COHEN; RIBEIRO; MARTINS, 2008).

Os sintomas associados a mansonelose frequentemente se confundem com os de outras
doencas comuns as areas endémicas, como os da malaria e outras doencas tropicais do mundo,
dificultando o diagnostico clinico desta patologia (MEDEIROS et al.,, 2014; MEDEIROS;
PESSOA; MARTINS, 2010).

Apesar de ter sido descoberta ha muitos anos e esses sintomas supracitados terem sido
atribuidos a mesma, esta doenca tem sido negligenciada e considerada uma filariose assintomatica
com pouco interesse e incentivo a pesquisa, com caréncia de informacdes epidemioldgicas,
clinicos patolégicos (DANTUR JURI et al., 2013; HERRERA et al., 2013), e principalmente sobre
o tratamento (BASANO et al., 2014; NUTMAN; NASH; OTTESEN, 1987).

No que tange ao tratamento da mansonelose por M. ozzardi, ndo ha um padrdo no Brasil,
sendo adotado 0 mesmo tratamento preconizado para a onconcercose, uma dose Unica de 0,15
mg/kg de ivermectina (Mectizan®). Diferentemente, para a mansonelose causada por M. perstans,
hé dificuldade de ser tratada, ndo havendo concordancia em relagéo ao tratamento, sendo utilizado
o0 albendazol, tiabendazol, DEC (dietilcarbamazina) e mebendazol no combate a filaremia (ASIO;
SIMONSEN; ONAPA, 2009% COULIBALY et al., 2009).

Nesse contexto de tratamento, a ivermectina tem sua acdo na fecundidade das fémeas

adultas e agindo sobre a parede celular das microfilarias, paralisando-as, e assim, detendo o avango
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da doenca e interrompendo a transmisséo pelos vetores (TAVARES, 1996). No entanto, estudos
vém demonstrando a resisténcia anti-helmintica, que € um fendmeno hereditério resultante de
alteracdes no perfil genético de uma populacdo de parasitos que subsequentemente leva a um
fenotipo de resposta reduzida ao tratamento (OSEI-ATWENEBOANA et al., 2012). A exemplo,
0 B-tubulina, componente proteico formador dos microtubulos, presente na parede celular dos
helmintos, tem sido associado a selecédo e resisténcia da ivermectina em varios estudos devido a
supressdo em massa deste medicamento (NANA-DJEUNGA et al., 2012).

Dessa forma, questionamentos que podem ser respondidos pela capacidade instalada e que
venham auxiliar servindo de base para orientacdo em relacdo ao diagnostico e tratamento da
mansonelose sdo:

A ivermectina tem sido eficaz no tratamento da mansonelose? Existem alteracfes na
sequéncia génica do componente proteico B-tubulina dos parasitas presente nos portadores de

mansonelose que estejam levando uma resisténcia ao medicamento?
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2 JUSTIFICATIVA

Existem poucos estudos no Brasil relacionados com a descri¢cdo da infec¢do humana por
mansonelas, por mais que alguns estados amazodnicos apresentem um grande numero de
populagbes indigenas e ribeirinhas infectadas com estes parasitos. Este reduzido ndmero de
publicacdes sobre esta infecgdo, foi realizado com o objetivo de mostrar a situacao epidemiologica
da doenca. Dessa forma, houve pouca contribuicdo com dados sobre a clinica, diagndstico e
tratamento desta patologia.

O problema relacionado a alta taxa de prevaléncia de mansonelose na Amazoénia se deve
ao fato de haver os vetores destas filarias nas regides endémicas, somado a inexisténcia de politicas
publicas voltadas para o tratamento e controle da doenca nas areas com foco de transmisséo, de
modo que a mansonelose afeta diretamente as condi¢cdes sociais, de salde e bem-estar das
populacdes acometidas.

A discussdo de protocolos para o tratamento de mansonelose é bastante complexa e
necessita de estudos que contemplem diferentes perspectivas: compreensdo da realidade local para
esquemas seguros de administracdo de medicamento e criacdo de mecanismos para efetuar o
controle desta endemia nos diversos municipios da Amazonia onde as populac¢des sdo susceptiveis
a infeccdo e vivem em constante mobilidade.

Assim, existe a necessidade de estudos clinicos para estabelecer o tratamento desta
patologia. Atualmente, situacdo semelhante pode ser observada em relacdo ao virus Zika, que
apesar de todos os estudos com dados e correlagdes que apontavam para ser o responsavel pela
microcefalia, apenas apds a conclusdo de um rigido protocolo € que foi aceita e comprovada a
correlacdo entre o virus e a patologia, demonstrando assim a necessidade de se comprovar uma
patologia causada por qualquer microrganismo. Entretanto, a execucdo desses estudos € complexa
e exige o desenvolvimento de protocolos especificos, apoio e orientacdo do Ministério da Saude,
instituicdes e equipes multidisciplinares envolvidas no esfor¢o para o enfrentamento dessa nova
patologia.

No atual cenario, muito provavelmente a mansonelose vai continuar a ser considerada
apatogénica até a construgdo e execucdo de protocolos seguros para o tratamento desta doenga.
Enquanto isso, a Fiocruz Amazonia na perspectiva de contribuir ao estudo desta endemia regional,
por meio do Laboratdrio de Ecologia de Doencgas Transmissiveis na Amazénia — EDTA coordena
0 projeto “Filarioses na Amazonia: uma abordagem translacional” em que uma das metas desse

projeto inclui a abordagem de estratégias para o tratamento eficaz verificando o efeito e sua
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resisténcia ao medicamento que tem sido administrado para o tratamento e o diagnoéstico mais
sensivel e especifico desta parasitose.

Dessa forma, a presente proposta apresentada possui direta relagdo com projeto do
Laboratorio se correlacionando com a linha de pesquisa da Po6s-Graduagdo: “Producdo e
modulagdo social e biologica de processos endémico epidémicos” e, principalmente, buscando

auxiliar na anélise da magnitude de agravos de interesse para a populagéo e a regido Amazonica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3. 1 HISTORICO E ATUALIDADE DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DAS MANSONELAS

Na Amazénia sdo encontrados descritas até 0 momento, duas espécies de mansonella,
Mansonella ozzardi e Mansonella perstans (Figura 1), ambas com capacidade de causar doencas
em humanos (DEANE, 1949; SILVA et al., 2017).

~

a bis

Figura 1: a- Mansonella ozzardi b- Mansonella perstans
Fonte: Medeiros et al. (2016).

A Mansonella ozzardi teve seu primeiro relato em 1896 por Fredrick P. Henry na
Universidade de Ciéncias Naturais da Filadélfia, o qual registrou uma nova espécie de filaria
(Filaria demarquayi) descoberta pelo parasitologista britanico Patrick Manson. Em 1897, Manson
publicou um relato sobre microfilarias de M. ozzardi observadas no sangue periférico dos povos
indigenas que viviam na Guiana Inglesa e na ilha caribenha de Séo Vicente, por terem sido
coletadas por Ozzardi, recebeu a denominagéo “Filaria ozzardi ”. Posteriormente, Faust em 1929,
integrou-a ao género Mansonella (BAIN et al., 2015; ORIHEL; EBERHARD, 1982; TAVARES;
NETO, 1997).

A M. ozzardi é uma filaria humana propria do continente americano, com focos ja
detectados na Bolivia (BARTOLONI et al., 1999), Colémbia (LIGHTNER et al., 1980),
Guatemala, Guiana (ORIEL, 1967), Ilhas do Caribe (RACCURT; LOWRIE; MCNEELEY, 1980),
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México (BIAGI; TAY; DE BIAGI, 1958), Panama (PETERSEN et al., 1984), Peru (KOZEK;
D’ALESSANDRO; HOYOS, 1982), Suriname, Venezuela (GODOY et al., 1980) e norte da
Argentina (TARANTO; CASTELLI, 1888) (Figura 2). No entanto, ha evidéncias também, que a
M. ozzardi ocorra em Papua Nova Guiné, e, portanto, a distribuicdo geografica deste parasita, pode
ter se estendido para o hemisfério oriental (CRAINEY; SILVA; LUZ, 2016).

BIAGI (1956)

_ GODOY etal., (1980)

.1'0.“79‘ = 58,0%: BOTTO etal, (1983)

(308%adsh .. | T g e TIR) OREL, (567

LIGHTNER et al (1980) Vo
KOZEK, etal (1982 2~

DEANE (1948}
LAWRENCE et al,, (1980)

0,7%-26%

BARTOLONI, ef al (1999)

D'ANDRETTA, etal. (1969)

G

TARANTO, ef al. (1988)
~y

Figura 2: Distribuicdo da Mansonella ozzardi nas Américas.
Fonte: Adaptado de Medeiros et al. (2016).
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No Brasil, o primeiro relato de M. ozzardi foi realizado pela pesquisadora Maria P. Deane
na década de 40, no Estado do Amazonas. Posteriormente, a mansonelose por M. ozzardi ja foi
descrita nos estados de Roraima (COSTA, 1956; MORAES; SHELLEY; LUNA DIAS, 1985),
Mato Grosso(alto do rio Xingu) e Acre (D’ANDRETTA; PIO DA SILVA; KAMEYANA, 1969;
ADAMI et al., 2014).

No estado do Amazonas, Deane (1949) por meio de um inquérito epidemioldgico,
investigou a prevaléncia de filarias na cidade de Manaus em 2.045 pessoas, e concluiu que 0,6%
(15 individuos) eram positivos para M. ozzardi. Deane (1953) em estudo realizado no municipio
de Séo Paulo de Olivenga, descreveu a prevaléncia de 12,6% de 586 individuos de populacdes
indigenas com M. ozzardi.

No municipio de Codajas, Moraes (1958) descreveu a prevaléncia de 23,1% e,
posteriormente, Batista; Oliveira; Rabello (1960) em estudo sobre a patogenicidade da M. ozzardi
e sintomatologia da mansonelose, encontraram uma prevaléncia de 30,3%.

Moraes (1976) trabalhando em vilas indigenas ao norte do estado do Amazonas, encontrou
microfilarias de Mansonella ozzardi em 350 (49,9%) das 701 pessoas examinadas, através de
esfregaco de sangue em laminas. Moraes et al. (1978) em estudo no alto Solimdes entre os indios
Ticunas, examinaram 800 indios, destes 366 (45,7%) apresentaram infecgdo por Mansonella
ozzardi.

Lawrence et al. (1980) em 13 aldeias dos estados do Amazonas e Acre (Baniwas,
Jaminawa, Kanawari, Katukina, Marubo, Kashinawa e Tikuna), determinaram a prevaléncia de
15,5% em individuos portadores de Mansonella ozzardi.

Garrido; Campos (2000) em estudo sobre transtornos da cérnea em pacientes com doenca
parasitaria sisttmica, no municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, detectou (28,23%) de individuos
com M. ozzardi em amostras de 140 pessoas.

Medeiros et al. (2007) encontraram prevaléncias de (28,4%) em populacdo indigena do rio
Purus e seus afluentes no municipio de Pauini, no Amazonas. Medeiros et al. (2008) em
comunidade ribeirinha do rio Ituxi, no municipio de Labrea, no estado do Amazonas evidenciaram
a prevaléncia de (28,23%) de Mansonella ozzardi dos 129 individuos investigados. Medeiros et
al., (2009b) também encontraram uma prevaléncia de (27,3%) de individuos infectados no
municipio de Boca do Acre.

Em 2010, em Coari, Martins et al. (2010) descreveu prevaléncia de (13,3%) de infeccéo

por M. ozzardi, em area rural e area urbana do municipio.
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No municipio de L&brea, foi detectado 20,7% de prevaléncia de M. ozzardi, através de um
estudo realizado por Medeiros; Py-Daniel; Barbosa (2011) com os homens apresentando uma
prevaléncia de 27,6% e as mulheres 14,3% de prevaléncia.

Medeiros et al. (2014) demonstrou prevaléncia de 13,5% em 1083 individuos de
comunidades ribeirinhas do municipio de Tefé. (Medeiros et al. (2015) em estudo nos municipios
de Codajés e Coari, obtiveram uma prevaléncia de 9,4% e 22,0% respectivamente nos municipios.
E Medeiros et al. (2015) nos municipios e Codajas e Tefé, descreveram prevaléncias de 45% e
44,8% respectivamente, em testes moleculares.

Silva (2016) em estudo na éarea urbana do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira,
encontrou a prevaléncia de 16,3% de um total de 497 amostras de sangue diagnosticadas através
de reacdes moleculares e gota espessa.

Atualmente, no estado do Amazonas, esta filaria esta presente em comunidades rurais
indigenas e ribeirinhas dos rios Purus, Ituxi, Jurud, Jutai, Javari, Japura, Negro, Solimdes e seus
afluentes, atingindo 22 municipios (MEDERIOS; PESSOA, 2015).

A M. perstans é encontrada em 33 paises da Africa e estima-se que cerca de 114 milhdes
de pessoas residentes em paises africanos estejam infectadas por M. perstans (SIMONSEN;
ONAPA; ASIO, 2011). Nas Américas, este filaria esta presente na Colémbia (KOZEK et al.,
1983), Guiana ocidental (ORIHEL, 1967), Venezuela (GOMEZ; GUERRERO, 2000), e
recentemente foi descrita molecularmente por Silva et al. (2017) pela primeira vez no Brasil, no

municipio de So Gabriel da Cachoeira no estado do Amazonas.

3. 2 VETORES DE Mansonella ozzardi E M. perstans

As espécies da familia Ceratopogonidae sdo conhecidas popularmente como maruins,
“mosquitinhos pdlvora” e “mosquitinhos de mangue” no Brasil, “jejénes” nos paises com idioma
espanhol e “polvorines” na América do Norte (TRINDADE; GARAYEB, 2010). Dentre o género
Culicoides, os maruins (Figura 3) sdo os mais diversificados da familia com mais de 1.400
espécies registradas em todo o mundo, destas, 96% atacam mamiferos e aves (TRINDADE;
GARAYEB, 2010).
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Figura 3: Maruim (Ceratopogonidae)
Fonte: LPC Carvalho, 2015.

As espécies relacionadas a transmissao de M. ozzardi sdo Culicoides furens, C. barbosai e
C. phlebotomus em Trinidad e Tobago (RACCURT; BRASSEUR; BONCY, 2014). No México e
Sdo Vicente, ha presenca da espécie C. furens e acredita-se que também a espécie C. araenses
esteja envolvida na transmissdo de M. ozzardi, em Trinidad esta filaria é transmitida pela espécie
C. phlebotomus, na Argentina C. paraenses, na Colémbia C. insinuatus e C. caprilesi e no
Suriname C. guttatus (ASIO; SIMONSEN; ONAPA, 2009b; SHELLEY; COSCARON, 2001).

No Brasil, até 0 momento ndo ha registro de Culicéides transmitindo estas filarias, mas a
realizacdo de estudos entomoldgicos se faz necessaria para incrimina-los.

A familia Simuliidae (Diptera: Nematocera) possui 31 géneros, 53 subgéneros e cerca de
mil e oitocentas espécies foram descritas em todo o mundo. Na América do Sul, os principais
vetores s@o insetos do género Simulium (Psaroniocompsa). Os principais vetores incriminados
para a transmissdo de M. ozzardi no Brasil sdo os simulideos, S. (Psaroniocompsa) amazonicum e
S. (P.) argentiscutum, em especial na regido norte do pais (PEPINELLI; TRIVINHO-STRIXINO;
HAMADA, 2003; SHELLEY; DIAS; MORAES, 1980).

Moraes; Shelley; Luna Dias (1985) identificaram a espécie S. (Psaroniocompsa)
oyapockense como vetor da M. ozzardi no Estado de Roraima. Em territério nacional, estes sdo
denominados “piuns” (Figura 4) nas regides norte e nordeste, e “borrachudos” nas demais regioes,
enquanto que nos demais paises sdo chamados de moscas pretas “black flies” (PEPINELLI;
TRIVINHO-STRIXINO; HAMADA, 2003).



22

Figura 4: Pium (Simulidae).
Fonte: Medeiros (2016).

3.3 HABITAT E CICLO BIOLOGICO DA MANSONELOSE

A sobrevida das microfilarias é estimada em 32 meses, com o seu ciclo biolégico
completado em dipteros do género Simulium em nove dias (CERQUEIRA, 1959; SHELLEY;
DIAS; MORAES, 1980), e em dipteros do género Culicoides em doze dias (NATHAN, 1978).

O ciclo bioldgico da mansonelose (Figura 5) € do tipo heteroxénico, envolvendo insetos e
humanos. As fémeas dipteras, ao realizarem o repasto sanguineo em individuos infectados,
ingurgitam as microfilarias que se transformam em L1, apds poucas horas no estdmago do inseto,
atravessam a parede do estbmago deste e migram para o torax alojando-se alinhadas com as fibras
musculares utilizadas para o voo. A partir do 4° dia, a larva faz sua primeira muda, dando origem
a L2. Decorridos 10 a 15 dias, a segunda muda cresce e transforma-se em larva infectante L3,
medindo cerca de 700um. Essa larva infectante migra da musculatura até a probdscide do inseto,
concentrando nos labios deste e assim que o inseto praticar o proximo repasto sanguineo, as larvas
L3 saem pelo labio do inseto e penetram na pele do hospedeiro. Posteriormente, estas larvas
migram pelos vasos linfaticos e sanguineos até a mucosa abdominal, tornam-se vermes adultos, e,
sete ou oito meses depois, as fémeas que acasalaram, tornam-se gravidas e produzem as primeiras

microfilarias que migram para o sangue periférico (CDC, 2013; MULLER, 2002).
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Mansonella ozzardi
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Figura 5: Esquema do ciclo bioldgico da Mansonelose por M. ozzardi.
Fonte: Adaptado do CDC, 2013.

3.4 MANIFESTACOES CLINICAS DA MANSONELOSE

De maneira geral, o Brasil foi o pais que mais contribuiu a respeito das caracteristicas
clinicas da mansonelose com estudos realizados, em sua grande maioria, na regido Amazonica
(BASANO, 2015).

No estudo realizado por Batista, Tavares e Rabelo (1960) foi descrito que os portadores de
mansonelose apresentavam como principais sintomas: cefaleia 47,7%, artralgia 34,9% e “frieza
nas pernas” 34,4%.

Tavares (1981) demonstrou que os sintomas mais frequentes em seu estudo apresentavam
grande semelhanca com os estudos de Batista, Oliveira e Rabello (1960) que foram: dores
articulares 77%, frieza nas pernas 69,5%, cefaleia 65,2%, febre sem causa aparente 44,4%, adenite
34,7% e erisipela 32,6%.

Martins et al. (2010) em estudo realizado em zona rural e urbana do municipio de Coari-
Am, descreveram como principais sintomatologias as dores articulares (24,7%), “frieza nas
pernas” referida pelo paciente (23,8%) e a cefaleia (22,5%).

Basano et al. (2014) quantificaram os sintomas gerais do dia 0 ao dia 3 (tosse com sangue,

dor abdominal, dor nas costas ou pescoco, artralgia, astenia, dor nas pernas, dor nos bracos, dor
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no peito, dispneia, tontura, cefaleia, febre, coceiras no corpo, nauseas, vomitos, “frieza nas
pernas”, adenomegalia ¢ visdo embagada), obteve-se uma diminuicdo de 75,7% dos sintomas em
trés dias e havendo melhora gradativa apos 180 e 360 dias.

Silva (2016) em estudo realizado no municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, descreveu
com principais sintomatologias as dores no corpo (67,9%), dor de cabeca (64,2%) e dor nas
articulages (60,5%).

A infeccdo ocasionada pela M. pertans pode acarretar sintomas como edema, prurido,
angioedema, dor nas articulacdes, linfoedema, febre, leve edema em 6rgdos como baco e figado
(FUX et al., 2006; SIMONSEN; ONAPA,; ASIO, 2011).

3.5 METODOS DIAGNOSTICOS PARA MANSONELOSE

O diagndstico definitivo para a mansonelose pode ser feito através da deteccdo do parasito
no sangue (RAOULT, 2010), o qual pode ser realizado por meio das seguintes técnicas: gota
espessa de sangue, filtracdo de sangue em membrana de policarbonato, técnica de Knott e
molecular (PCR) (ADAM I et al., 2014).

A Gota Espessa de Sangue - HGE, também conhecida como esfregaco sanguineo corada
com Giemsa ou Panético, € o método mais utilizado para identificacdo quando temos simpatria
entre M. ozzardi e M. perstans (MEDEIROS; PESSOA; MARTINS, 2010).

A Técnica de Filtracdo de Sangue em Membrana de Policarbonato (TFMP) consiste em
um processo de concentracdo, filtrando um volume de sangue em uma membrana de
policarbonato, com poros de 03 um a 05 pum de didametro (BASANO, 2015). Essa membrana retém
as microfilarias quando existentes, deixando os elementos figurados do sangue atravessarem pelos
poros, apos € confeccionada lamina utilizado o metanol para a fixacdo (ALHASSAN et al., 2015).

A técnica de Knott trata-se da diluicdo do sangue em formol a 2% em uma proporc¢éao de
1:10 (uma parte do sangue coletado com EDTA e nove partes de formol a 2%). Em seguida, a
diluicdo em formol é centrifugada e com o sedimento sdo confeccionadas laminas de gota espessa
fixada em metanol e corada em Giemsa (BASANO, 2015).

Além dessas técnicas, existe 0 método imunolégico Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA), que consiste em uma reacdo de ligacdo de antigeno e anticorpo (ADAMI et al., 2014).
No entanto, em 2014 essa metodologia foi questionada devido ao indice de rea¢des cruzadas entre
M. ozzardi e O. volvulus (LUZ et al., 2014). No entanto, a técnica que revolucionou o contexto do

diagndstico das parasitoses é a Reacdo em Cadeia da Polimerase-PCR, uma técnica que se baseia
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na amplificagdo in vitro de fragmentos de DNA, possibilitando a exponenciagéo especifica de uma
fita de DNA complementar por meio de um molde especifico e por intermédio de uma simples
reacao enzimatica (TANG et al., 2010).

3.6 TRATAMENTO DA MANSONELOSE E A RESISTENCIA AO MEDICAMENTO

No que tange ao tratamento da mansonelose por M. ozzardi, tém sido adotado 0 mesmo
tratamento preconizado para a onconcercose, uma dose unica de 0,15 mg/kg de ivermectina
(Mectizan®), um antibidtico anti-helmintico de amplo espectro, que age sobre as microfilarias e
inibe as fémeas adultas de reproduzirem, detendo o avango da doenca e interrompendo a
transmissdo pelos vetores (TAVARES, 1996).

Para M. ozzardi, especificamente, existem poucos estudos sobre tratamento com
ivermectina. No entanto, estes poucos demonstraram a eficicia deste medicamento como
microfilaricida.

Nutman; Nash; Ottesen (1987) demonstram a eficacia da ivermectina por nove meses em
uma Unica por paciente. Tavares; Neto (1997) verificaram eficacia da ivermectina por um periodo
de seis meses a um ano.

Gonzalez; Chadee; Rawlins (1999) determinaram a eficacia e os efeitos a longo prazo de
um programa de intervencdo com base em uma dose Unica de ivermectina (6 mg) administrada em
40 pessoas com infeccBes por M. ozzardi em Blanchisseuse, Trinidad e Tobago. Ap6s quatro anos,
concluiram que uma Unica dose de ivermectina reduz as densidades de microfilarias e proporciona
redugdes a curto e longo prazo.

Basano et al. (2014) estudou a eficacia do uso de uma dose Unica de ivermectina (0,15
mg/kg) no tratamento de 74 pacientes com infeccdo pela filaria M. ozzardi em area endémica, no
municipio de Labrea. E, chegou a conclusdo que o uso da ivermectina nesta dose é um
microfilaricida eficaz, mantendo um efeito supressor de microfilarias, por pelo menos 1 ano.

Para a mansonelose causada por M. perstans, a ivermectina apresenta dificuldade para a
eliminacdo desses parasitas, e se administrada, causa sérias rea¢fes. Ainda ndo ha concordancia
em relacdo ao tratamento deste parasito, o qual tem sido adotado albendazol, tiabendazol, DEC
(dietilcarbamazina) e mebendazol no combate a microfilaremia (AS1O; SIMONSEN; ONAPA,
2009a; COULIBALY et al., 2009; DUONGL et al., 1998). No entanto, o DEC é considerado o
medicamento mais recomendado no tratamento de M. perstans e, aparentemente, a combinacéo de
DEC mais mebendazol pode haver melhor atividade anti-helmintica (BREGANI et al., 2006).
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Além disso, a doxiciclina demonstrou ser eficaz quando administrada uma dose de 200mg por dia,
durante 6 semanas, no combate a microfilarias de M. perstans, desde que as microfilarias possuam
o endossimbionte intracelular denominado Wolbachia (COULIBALY et al., 2009; HOERAUF,
2009; RAOULT, 2010).

Dentro desse contexto de tratamento habitual e amplamente utilizado com administracdo
da ivermectina, estudos j& demonstraram para o filarideo Onchoncerca volvulus a resisténcia do
mesmo a este medicamento (NANA-DJEUNGA et al., 2012; OSEI-ATWENEBOANA et al.,
2012). Em areas da regido Amazonica, esse mesmo farmaco, a ivermectina, também é aplicada em
individuos positivos para M. ozzardi. Dessa forma, a dependéncia de um Unico farmaco pode
proporcionar a resisténcia do parasito nessas regides. Igualmente a isso, outros estudos tem
relatado alteracdes genéticas em populacdes de parasitas sob alta pressdo de ivermectina
(ARDELLI; PRICHARD, 2004; OSEI-ATWENEBOANA et al., 2012).

Sobre alteracBes genéticas, um estudo em Gana, demonstrou que ap6s andlise do
polimorfismo de 16 genes de O. volvulus em duas populacGes de filarias h& diferencas
significativas nas frequéncias alélicas entre pacientes tratados e ndo tratados com ivermectina,
mais precisamente nos componentes proteicos P-glicoproteina e B-tubulina (ENG; PRICHARD,
2005), dois genes anteriormente associados com resisténcia anti-helmintica em outros nematoides
(BEECH; PRICHARD; SCOTT, 1994; KERBOEUF et al., 2003).

Recentemente, também em Gana, Osei-Atweneboana et al. (2012) pesquisaram o gene do
isotipol da B-tubulina completa para polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) e encontraram
uma relagdo consistente entre quatro SNPs e a fraca resposta de populacdes de O. volvulus a

lvermectina.
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4 OBJETIVOS

4.10BJETIVO GERAL

Investigar individuos com mansonelose submetidos ao tratamento com Ivermectina
realizado pela Secretaria de Saude de S&o Gabriel da Cachoeira e a resisténcia dos parasitas ao

medicamento.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar diagnostico microscépico e molecular nas amostras de individuos com
mansonelose, antes e apds tratamento realizado pela Secretaria de Satde de S&o Gabriel da
cachoeira;

» Comparar os resultados dos diagnésticos de microscopia e molecular de Mansonelose nos
individuos positivos antes e ap0s tratamento pela Sec. de Saude;

» Comparar os resultados da sintomatologia declarada pelos individuos positivos para
Mansonelose antes e ap0s tratamento;

* Analisar a sequéncia génica do componente proteico B-tubulina nas amostras apds o

tratamento e sua relacdo com a resisténcia a Ivermectina.
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5 METODOLOGIA

5.1 PROJETO E COMITE DE ETICA

Esta pesquisa é exploratoria do tipo pesquisa de laboratério, a qual faz parte de um projeto
maior aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Fundag&o Osvaldo Cruz-FIOCRUZ/IOC, sob
0 nimero CAAE: 41678515.1.0000.5248, cuja proposta é investigar a mansonelose em éarea
urbana do municipio de Séo Gabriel da Cachoeira (Figura 6). Projeto este, que foi financiado pela
Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado do Amazonas PPSUS/FAPEAM (Processo
105.062.00647/2014) e PROEP/FAPEAM (Processo 062.02005/2014), o qual contou com duas
excursdes para 0 municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira (Figuras 9 e 10). Municipio que localiza-
se ao noroeste do Estado do Amazonas, na margem esquerda do Rio Negro, com uma area total
de 109.183,434 km?. Segundo 0 IBGE(2015), Sio Gabriel da Cachoeira apresenta uma estimativa
populacional de 43.094 habitantes.

A érea de estudo foi subdividida em trés areas que agrupavam bairros ou comunidades mais
proximas umas das outras.

Composic¢ao das areas subdivididas:

Area 1: Bairro da Praia, Bairro do Dabaru, Bairro do Areal e Casai (Figura 7).

Area 2: Ibarne, Vila Amazonino, Sitio Maloca, Aparecida, Itacoatiara Mirim, Sitio Sr.
Pedro, Areal, Sitio Miud, Porto (Figura 7).

Area 3: Sagrada Familia, Poranga, Tukano, Parintins, Sitio Sozinho, Ya Mirim, Rodrigo
Cibele e Balaio (Figura 8).
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Figura 6: Mapa do Estado do Amazonas, com o municipio de S&o Gabriel da Cachoeira em destaque e
com pontos onde foram realizadas as coletas. Demarcagdes mostram as trés areas subdivididas (1- area 1,

2-area 2 e 3- area 3)
Fonte: IBGE, modificado.
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Figura 7: Mapa com demarcacdes de bairros na area 1, e das comunidades estudadas na area 2.
Fonte: IBGE, modificado.
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Figura 8: Mapa com demarcacdes das comunidades estudadas na area 3.
Fonte: IBGE, modificado.

Figura 9: Integrantes do grupo de coleta da 12 Excursdo em S&o Gabriel da Cachoeira. (Da esquerda para
direita — Joycenea. Jordam William, Ricardo Mota, Lucyane, Felipe, Maria Oliveira e Uziel).
Fonte: Propria.
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Figura 10: Equipe da 22 Excursdo em Sdo Gabriel da Cachoeira. (Mona
Aldair).
Fonte: Prépria.

lisa, Uziel, Lucyane, Adrian e

5.2 AMOSTRAS

No projeto supracitado, foram coletadas 497 amostras de sangue total (Figura 11). Essa
amostragem foi obtida por conveniéncia, e a populacdo alvo desse estudo consistiu de individuos
maiores de 2 anos de idade e de ambos os sexos. O tamanho amostral foi baseado na populagédo
urbana do municipio com base no censo do IBGE (2010), e calculado no software R. Como nédo
existia dados de prevaléncia de Mansonella spp. para a sede do municipio, foi calculado o tamanho
da amostra assumindo um valor de p = 50%, um efeito de desenho de 1 e intervalo de confianca
95%. Assim, a partir dos dados do IBGE, a amostra minima representativa da populacéo a ser

examinada seria de 377 individuos.
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Figura 11: Coleta de sangue total para analise molecular em individuo positivo para mansonelose no
municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas, em outubro de 2015.
Fonte: Propria.

Do total amostral coletado, 81 amostras foram positivas através do diagnostico molecular
por PCR convencional, por meio do protocolo de Tang et al (2010) e sequenciamento de Gltima
geracdo. Os individuos positivos para mansonelose foram tratados com ivermectina pela Secretaria
Municipal de Saude da Prefeitura de Sdo Gabriel da Cachoeira e apds 3 meses, 34 pacientes foram
recuperados e aceitaram realizar uma nova coleta de sangue total (Figura 11), assinando o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo- A). As 81 amostras positivas e mais estas
34 coletadas posteriormente fazem parte do universo amostral desta pesquisa, as quais encontram-
se armazenadas em temperatura de geladeira (4°C a 8°C) no Laborat6rio Multiusuério do Instituto
Lednidas e Maria Deane da Fundagdo Oswaldo Cruz (ILMD/FIOCRUZ Amazonia).
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5.3 IDENTIFICAGCAO DOS PARASITAS

5.3.1 Coloracao e leitura das laminas

As laminas de gota espessa, foram desemoglobinizadas com azul de metileno, fixadas em
metanol e coradas em Eosina-Giemsa, sendo examinada toda a superficie da ld&mina com
microscopio optico (LEICA DMLB) (Figura 12).

A identificacdo da espécie foi baseada nas caracteristicas morfoldgicas (RACHOU, 1957),
para a quantificacdo foi adotado o nimero total de microfilérias encontradas em toda a superficie
da lamina, e as imagens foram registradas através de uma camera digital JVC, modelo KY-F55BE.

Figura 12: Coleta de sangue para gota espessa, em individuo positivo para mansonelose no municipio de
Séo Gabriel da Cachoeira, Amazonas, em outubro de 2015.
Fonte: Propria.

5.3.2 Extracdo de DNA

A Extracdo de DNA total foi realizada utilizando-se o kit DNeasy Blood and Tissue

(QIAGEN, Inc.) protocolo para sangue, conforme descrita por Medeiros et al. (2015).

5.3.3 Nested PCR para filarias (“FnPCR”) apds tratamento

A PCR foi conduzida utilizando um protocolo de NestedPCR para filarias (“FnPCR”), que
visa & amplificacdo de regido especifica do DNA de algumas filarias de importancia em humanos,
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conforme protocolo desenvolvido por (TANG et al., 2010). Foram utilizados controles de amostras
sabidamente positivas (um de DNA extraido de amostra positiva para O. volvulus e outro de M.
ozzardi), controle negativo (DNA extraido de amostra sabidamente negativa para filarias) e
controles brancos (ndo contendo amostra, apenas os reagentes de PCR e agua ultrapura). Para as
amostras que apresentaram positividade mesmo apos tratamento, estas serdo confirmadas com
protocolos adaptados de Marcos et al. (2012) j& validados no Laboratério EDTA, utilizando as
sequéncia génica mitocondrial 12S (F: 5’-GTTCCAGAATAATCGGCTA-3’, R: 5’-
ATTGACGGATGRTTTGTACC-3’) e regiao do citocromo oxidase | — COI (F:5’-
TGATTGGTGGTTTTGGTAA-3’, R:5’-ATAAGTACGAGTATCAATATC-3").

5.3.4 Eletroforese em gel de agarose apds tratamento

A deteccéo da presenga dos componentes amplificados foi realizada a partir da eletroforese
em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta. A captura
da imagem foi feita por fotodocumentador LPIX Molecular Imaging (Loccus Biotecnologia). O
tamanho dos amplicons gerados para O. volvulus sdo de 344pb e para Mansonella pertans € de
305 e Mansonella ozzardi-de 312pb (Figura 13).

OV MP MO
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Figura 13: Eletroforese em gel agarose da ‘NestedPCR’ para filarias (com banda de 344pb caracterizando
O. volvulus, banda de 312pb caracterizando Mansonella perstans, banda de 305pb caracterizando
Mansonella Ozzardi e conjunto de bandas caracterizando marcador referéncia — Lader).

Fonte: Propria.

5.4 ESTUDO DA SINTOMATOLOGIA

Este estudo foi realizado nos pacientes examinados, onde coletou-se dados referentes a

identificacdo do individuo (nome do individuo, sexo, idade, ocupacéo, localidade), caracteristicas
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individuais, historico epidemioldgico e exame fisico, devidamente preenchido em um questionario
— (Anexo-B), antes e ap0s o tratamento. Neste questionario constam os sintomas que podem estar
relacionados com a presenca da filariose: dores articulares, frieza nas pernas, cefaleia, febre sem
causa aparente. Em relacdo ao exame clinico, para cada sinal de sintoma no individuo sua resposta
correspondia a presente ou ausente. Ressalta-se que todo o procedimento clinico foi realizado por
um médico da Equipe do DSEI-Rio Negro/SGC (Figura 14). Os dados coletados foram

armazenados em planilhas do programa Excel.

Figura 14: Paciente recebendo o procedimento clinico realizado por médico da Equipe do DSEI-Rio
Negro/SGC, em outubro de 2015.
Fonte: Propria.
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5.5 CORRELACAO ENTRE OS DIAGNOSTICOS MICROSCOPICO E MOLECULAR ANTES
E DEPOIS DO TRATAMENTO E ENTRE TRATAMENTO E SINTOMATOLOGIA

Visando comparar diferentes diagnosticos e a sintomatologia antes e depois do tratamento,
foi utilizado o teste qui-quadrado, método ndo paramétrico para comparacdo das possiveis
diferencas entre as frequéncias observadas para determinado evento. Este método busca um valor
de dispersdo para duas variaveis, avaliando a associagéo entre elas, com nivel de significancia de

p<0,05. Estas analises foram realizadas atraves do Software R na versdo 2.14.1(2011-12-22).

5.6 ANALISE DA SEQUENCIA GENICA DE B-TUBULINA

Para a amplificacdo do gene de B-tubulina, foram utilizados dois protocolos de PCR, com
um total de doze pares de primers de diferentes regides desse gene (Tabela 1), conforme descrito
por (NANA-DJEUNGA et al., 2012; OSEI-ATWENEBOANA et al., 2012).

Os reagentes da PCR foram utilizados nas mesmas concentracdes em todas as reacdes
realizadas neste estudo. Cada poco da placa de amostras conteve um volume final de 50uL,
composto de 2,5uL de DNA, 0,3U de enzima Tag-DNA-Polimerase, 10 uL de tampé&o de reacdo
[5X], 4 uL de MgClz [25mM], 1 puL de dNTPs [10mM], 0,5 pL de cada iniciador [100mM] e 31,2

de agua ultrapura. As condicGes de temperatura foram realizadas conforme descrita pelos autores.

Tabela 1: Descricdo da sequéncia dos iniciadores para detec¢do do componente proteico f-
tubulina com suas respectivas temperaturas de anelamento e sequéncia génica da regido

amplificada.
Par de iniciadores Temperaturade  Posi¢do da Sequéncia
Anelamento (°C)  génicas de B-tubulina
5-ATGAGAGAAATTGTTCATG3’ 5’GAAATTCGAATTAAGAACTTC-3’ 50 2-747
5’-CAAAGTTGGAACTTCGAAG-3’ 5’-CTCGAATGGAATCCATAGTA-3’ 52 665-1493
5’-ATATGTACCACGAGCAATC-3’5’-CGATCCGGATATTCCTCACGA-3’ 51 1437-1856
5’-CATTTCGTAAATAATTCAGT-3> 5-GTATCCACTCTAGACACTTG-3’ 49 1721-1999
5’-GTATGGGAACATTGTTGATC-3* 5’-GATTGAGATCGCCATAAGT-3’ 52 1809-2268
5’-GACATCTGCTTCCGAAC-3* 5-CAGCGAAAATCTTGATAGT-3’ 50 2214-2652
5’-CTTCGCACGTCTCTTAGT-3" 5-GATGAATTCTTATTCTGCAC-3’ 52 2596-3079
5’-ATGATGCAAGTGCAGAATAAG-3’ 5’>CATAAAGTATATCAGATGACG-3’ 51 3051-3350
5’-GATAATGGATGAATGTGAT-3’ 5>-GCTTTTACTCTTCCTGTTC-3’ 50 3288-3644
5’-TACACACCGTAGTCCTATGG-3* 5’-CCAGATCGACAAGGATTGC-3’ 52 970-1468
5’-GTCTGCATCTCTTTCCAAGG-3> 5’-GCCCAATTGTTGCTAGCTCC-3’ 52 1083-1568
5’-GGTGGCAAATATGTACCACG-3’ 5’>-TGGTACAACCGAAAAAGAGC-3’ 53 1429-1884
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6 RESULTADOS

6.1 RESULTADOS DO PROJETO MAIOR

No projeto maior em que este estudo esta inserido, foram coletadas 497 amostras de
sangue de individuos do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, sendo 223 (44,9) amostras do
sexo masculino e 274 (55,1) do sexo feminino. Apos o diagndstico molecular dessas amostras, 81

(16,3%) amostras foram positivas para mansonelose (Tabela 2).

Tabela 2 - Frequéncia de infecgdo por Mansonella ozzardi em humanos, obtida através de anélise
molecular, no municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil (Julho de 2015).

Numeros absolutos % Frequéncia
Variével Homens Mulheres  Total Homens Mulheres Total
Resultado molecular 0.001*
Positivo 50 31 81 10,1 6,2 16,3
Negativo 173 243 416 34,8 48,9 83,7
Total 223 274 497 44,9 55,1 100,0

*com valor estatistico significativo (p<0,05)

A érea 1 foi composta por 247 individuos residentes nos bairros da Praia, Dabaru, Areal e
Casali, dos quais 37 (15,0%) apresentaram resultados positivos para infeccdo por M. ozzardi, destes
21 (19,8%) pertenciam ao género masculino e 16 (11,3%) ao género feminino. Dos 247 individuos
analisados nessa area, observou-se que a maior frequéncia de casos positivos (24,6%) ocorreu no
grupo com idade igual ou superior a 51 anos com diferenca estatistica significativa (p=0.025), e a
menor frequéncia (0,0%) ocorreu no grupo de 0 a 10 anos (Tabela 3).

A drea 2 foi constituida por 105 individuos residentes em 9 comunidades distintas,
localizadas na estrada de Camanaus (Ibarne, Vila Amazonino, Sitio Maloca, Aparecida, Itacoatiara
Mirim, Sitio Sr. Pedro, Areal, Sitio Miud, Porto). Destes, 20 (19,0%) positivos para mansonela.
Dos 20 individuos diagnosticados com infeccdo por M. ozzardi, 8 (13,8%) eram mulheres e 12
(25,5%) eram homens, bem como 40,9% se enquadravam no grupo com 51 ou mais anos. A maior
frequéncia de positividade entre participantes do género feminino foi observada na faixa etaria de
31 a 40 anos (36,4%), conforme elucida a tabela (Tabela 3).

A area 3 foi composta pelas comunidades de Sagrada Familia, Poranga, Tukano, Parintins,
Sitio Sozinho, Ya Mirim, Rodrigo Cibele e Balaio, e apresentou um total de 145 participantes, dos
quais 24 (16,6%) estavam infectados por M. ozzardi. A maior frequéncia de individuos infectados

foi observada no grupo de individuos com idade igual ou superior a 51 anos (43,2%) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Frequéncia de infecgdo por Mansonella ozzardi em humanos, obtida através de anélise
molecular, das areas 1, 2 e 3 do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil (Julho
de 2015).

Variaveis Homens Mulheres Total
(frequéncia %) (frequéncia %) (frequéncia %) P
Resultado molecular - Area 1 0.073
Positivo 21 (8,5%) 16 (6,5%) 37 (15,0%)
Negativo 85 (34,4%) 125 (50,6%) 210 (85,0%)
Total 106 (42,9%) 141 (57,1%) 247 (100,0%)
Resultado molecular - Area 2 0.142
Positivo 12 (11,4%) 8 (7,6%) 20 (19,0%)
Negativo 35 (33,3%) 50 (47,7%) 85 (81,0%)
Total 47 (44,7%) 58 (55,3%) 105 (100,0%)
Resultado molecular - Area 3 0.024*
Positivo 17 (11,7%) 7 (4,8%) 24 (16,5%)
Negativo 53 (36,6%) 68 (46,9%) 121 (83,5%)

Total 70 (48,3%)

*com valor estatistico significativo (p<0,05)

75 (51,7%) 145 (100,0%)

Do total de pacientes avaliados, a agricultura foi a ocupagdo com maior frequéncia (30,1%)
de individuos infectados com microfilaria, com a aposentadoria sendo a ocupa¢do mais frequente
no género masculino (40,0%). A tabela de frequéncia de infeccdo, por ocupacéo e género da area
2, mostra que dos 105 participantes, a maior frequéncia de infeccdo foi detectada no grupo de
pacientes aposentados (66,7%) e a menor no grupo de pessoas responsaveis pelos afazeres
domésticos (0,0%) (Tabela 4). A area 3 apresenta 50,0% para funcionarios publicos, 25,0% para
0s que ndo informaram a ocupacdo, e 20,4% para agricultores, sem diferenca estatistica

significativa entre a ocupacao e género.
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Tabela 4 - Frequéncia de infecgdo por Mansonella ozzardi em humanos, por ocupagao e género,
na area 1,2 e 3 do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil (Julho de 2015).

Positivos/ Examinados % Frequéncia

Ocupagéo Homens Mulheres Total Homens Mulheres Total P
Agricultor 13/37 12/46 25/83 35,1 26,1 30,1 0.471
Aposentado 2/5 2/12 4/17 40,0 16,7 23,5 0.538
Dona de casa 0/0 1/22 1/22 0,0 4,5 4,5 1.000
::' Estudante 4/29 1/32 5/61 13,8 31 8,2 0.182
g Funcionario Pablico 0/10 0/1 0/11 0,0 0,0 0,0 1.000
Outros servigos 1/23 0/19 1/42 4,3 0,0 2,4 1.000
Sem informacao 1/2 0/9 1/11 50,0 0,0 91 0.182

Total 21/106  16/141  37/247 19,8 11,3 15,0 -
Agricultor 7122 7126 14/48 31,8 26,9 29,2 0.758
Aposentado 212 0/1 2/3 100,0 0,0 66,7 0.333
Dona de casa 0/0 0/1 0/1 0,0 0,0 0,0 1.000
2 Estudante 2/17 0/24 2/141 11,8 0,0 4,9 0.166
é Funcionario Publico 0/0 0/0 0/0 0,0 0,0 0,0 1.000
Outros servigos 0/0 1/3 1/3 0,0 33,3 33,3 1.000
Sem informag&o 1/6 0/3 1/9 16,7 0,0 11,1 1.000

Total 12/47 8/58 20/105 25,5 13,8 19,0 -
Agricultor 15/55 7/53 22/108 27,3 13,2 20,4 0.094
Aposentado 0/0 0/0 0/0 0,0 0,0 0,0 1.000
Dona de casa 0/0 0/0 0/0 0,0 0,0 0,0 1.000
2 Estudante 0/10 0/20 0/30 0,0 0,0 0,0 1.000
é:ﬁJ Funcionario Publico 1/2 0/0 1/2 50,0 0,0 50,0 1.000
Outros servigos 0/0 0/1 0/1 0,0 0,0 0,0 1.000
Sem informacéo 1/3 0/1 1/4 33,3 0,0 25,0 1.000

Total 17/70 7175 24/145 24,3 9,3 16,6 -

*com valor estatistico significativo (p<0,05)

Dentre os 81 pacientes que apresentaram resultado positivo para infec¢do por microfilarias,
71 (87,7%) informaram morar a menos de 100 metros da floresta, 61 (75,3%) a menos de 100
metros do igarapé, e 46 (56,8%) a mais de 100 metros do rio. Destas variaveis, apenas a localizacao
quanto ao rio apresentou diferenca estatistica significativa (p=0.040), conforme mostra a (Tabela
5).
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Tabela 5 — Frequéncia dos individuos positivos, quanto a localiza¢do da casa em relag¢éo ao rio,
igarape e floresta.

Total
Variaveis Homens Mulheres (frequéncia% p
(frequéncia%) (frequéncia%) )

Em relacédo a floresta 1.000
— Longe (>100) 2 (4,0%) 1 (3,2%) 3 (3,7%)
é Nao responderam 4 (8,0%) 3(9,7%) 7 (8,6%)
< Perto (<100) 44 (88,0%) 27 (87,1%) 71 (87,7%)

Em relagéo ao igarapé 0.204
N Longe (>100) 6 (12,0%) 8 (25,8%%) 14 (17,3%)
é N&o responderam 3 (6,0%) 3 (9,7%) 6 (7,4%)
< Perto (<100) 41 (82,0%) 20 (64,5%) 61 (75,3%)

Em relacéo ao rio 0.040*
™ Longe (>100) 33 (66,0%) 13 (41,9%) 46 (56,8%)
E N&o responderam 5 (10,0%) 2 (6,5%) 7 (8,6%)
< Perto (<100) 12 (24,0%) 16 (51,6%) 28 (34,6%)

Total 50 31 81 -

*com valor estatistico significativo (p<0,05)

Dos 81 pacientes que apresentaram resultado positivo para infeccdo por Mansonella
ozzardi, 40 (49,4%) informaram ndo possuir telas em portas e janelas, sendo 26 (32,1%) homens
e 14 (17,3%) mulheres (Tabela 6).

Tabela 6- Frequéncia dos individuos positivos, em relagdo a presenca ou auséncia de telas em
portas e janelas.

Varidvel Homens % Mulheres % Total % p
Casa telada 0.161
Néao 26 32,1 14 17,3 40 494
Sim 17 21,0 7 8,6 24 29,6
Nao responderam 7 8,6 10 12,4 17 21,0
Total 50 61,7 31 38,3 81 100,0 -

Dos 81 individuos infectados por M. ozzardi, 63 (77,8%) informaram que eram,
frequentemente, picados por Piuns (Simulideos) e Mariuns (Ceratopogonideos), sendo 38 (46,9%)
homens e 25 (30,9%) mulheres (Tabela 7).
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Tabela 7 — Frequéncia dos individuos positivos, em relacdo a picadas de Piuns e Maruins.

Variavel Homens % Mulheres % Total % P
Picada frequente 0.869
Néo 11 13,6 6 7,4 17 21,0
Sim 38 46,9 25 30,9 63 77,8
Nao respondeu 1 1,2 0 0,0 1 1,2
Total 50 61,7 31 38,3 81 100,0 -

6.2 RESULTADOS POS MEDICAMENTO

Dos 81 individuos portadores de microfilarias, 54 pacientes foram tratados com
ivermectina pela Secretaria de Saude do municipio e ap6s 3 meses do tratamento, foram
recuperados 34 pacientes do total medicado, sendo coletadas novas amostras de sangue desses
pacientes tratados em trés areas do municipio, sendo 10 pacientes da area 1, 10 pacientes da area
2 e 14 pacientes da area 3. Desses 34 pacientes, 7 ja tiveram filariose anteriormente e foram
tratados com ivermectina. Para a ocupacéo dos 34 pacientes, 31 s&o agricultores, 2 sdo aposentados
e 1 é microscopista.

6.2.1 Diagnosticos microscopicos e moleculares das amostras dos pacientes submetidos no

tratamento realizado pela secretaria de saude de Sdo Gabriel da Cachoeira

Foram confeccionadas ao todo 68 laminas de gota de espessa, 34 antes do tratamento e
34 apos o tratamento. Antes do tratamento, das 34 amostras, 32 (94,1%) eram da espécie M.
ozzardi e 2 (5,9%) da espécie M. perstans diagnosticadas no teste molecular (Figura 2). Destas
34 amostras, 15 (44,1%) foram confirmadas nas laminas de gota espessa (Figuras 3 e 4), das quais
10 (29,4%) eram do sexo masculino e 5 (14,7%) do sexo feminino, havendo diferenca estatistica
significativa (p=0.0441), conforme demonstra a tabela 2. Estas laminas positivas foram

quantificadas havendo uma variacdo na parasitemia de 1 a 77 microfilarias.
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13 M. ozzardl

15 positivas por GE <
2 M. pertans
32 M. ozzardi

34 positivas por PCR <

2 M. pe| stans

8 positivas por GE <

2 M. pel stans

18 positivas por PCR <

34 antes do tratamento <

34 ap0s tratamento <

2 M. pelstans

Figura 15: Fluxograma das amostras analisadas nos diagndsticos de microscopia e molecular, dos individuos

positivos antes e ap6s tratamento com ivermectina do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas.
Fonte: Propria.

Figura 16: Microfilaria de Mansonella ozzardi em gota espessa de sangue, coradas com Giemsa, de um individuo
positivo do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas.
Fonte: Propria.

Figura 17: Microfilaria de Mansonella perstans em gota espessa de sangue, coradas com Giemsa, de um individuo
positivo do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas.
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Ap0s o tratamento, das 34 amostras positivas anteriormente, 8 (23,5%) foram confirmadas
em laminas de gota espessa, sendo 6 (17,6%) do sexo masculino e 2 (5,9%) do sexo feminino, ndo
havendo diferenca estatistica significativa (p=0.28), somente em valores absolutos, conforme
demonstra a tabela 7. As laminas positivas também foram quantificadas e a parasitemia variou
entre 1 a 15 microfilarias.

Foram analisadas por testes moleculares as 34 amostras ap6s o tratamento, deste
quantitativo, 18 destas amostras permaneceram positivas utilizando primers para a amplificacao
da sequéncia ribossomal ITS1, para a sequéncia génica mitocondrial 12S e para a regido do
citocromo oxidase | COIl, conforme (Figura 5, 6 e 7).

Amostras apos tratamento
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Figura 18: llustracdo da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de ITS de individuos tratados com
ivermectina no municipio de S8o Gabriel da Cachoeira-Am. As amostras analisadas e os controles positivos

apresentaram aproximadamente 310pb, o controle negativo ndo apresentou banda e o Ladder (marcador de 100pb).
Fonte: Propria.



44

Amostras apos tratamento

Ladder 100 pb

=)
b
-
o
2
o
=
]
o

Controle
Controle po
Controle p

"
’

Figura 19: llustracdo da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de CO1 de individuos tratados com
ivermectina no municipio de S8o Gabriel da Cachoeira-Am. As amostras analisadas e 0s controles positivos
apresentam aproximadamente 680pb, os controles branco e negativos ndo apresentaram bandas e o Ladder (marcador
de 100pb).

Fonte: Propria.

Amostras apos tratamento

5 el | NN

Ladder 100 pb
)

Controle positivo de O. volvulus
Controle positivo de M. ozzard!
Controle positivo de M. perstans

Controle branco
Controle negativo

Figura 20: llustragdo da Eletroforese em gel de agarose da reagcdo molecular de 12S de individuos tratados com
ivermectina no municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira-Am. As amostras analisadas e 0s controles positivos
apresentaram aproximadamente 500pb, o controle negativo e controle branco ndo apresentaram banda e o Ladder
(marcador de 100pb).

Fonte: Propria.
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Das 18 (52,9%) amostras positivas ap6s medicamento, 5 (27,7%) dos pacientes residem
na area 1, 5 residem na &rea 2 e 8 sdo da area 3. Dos 5 (14,7%) pacientes da area 1, 4 sdo do sexo
masculino e 1 do sexo feminino e todos agricultores, ttm a mediana de 59 anos de idade, residem
em média na area ha 20,4 anos e 1 deles ja teve mansonelose, e foi relatado tratamento com
ivermectina, conforme tabela 4. Ja dos 5 (14,7%) pacientes da area 2, 4 sdo do sexo masculino e 1
do sexo feminino, também séo todos agricultores, possuem mediana de 55 anos de idade, moram
em média ha 22,4 anos na area e nenhum deles teve mansonelose anteriormente. E por fim, dos 8
(23,5%) pacientes da area 3, 6 sdo do sexo masculino e 2 do feminino, sdo todos agricultores,
possuem mediana de 62,5 anos de idade, residem em média hd 25,9 anos na area e 3 desses
pacientes ja tiveram mansonelose anteriormente, e relataram tratamento com ivermectina (Tabela
8).

Tabela 8 - Frequéncia de infecgdo por Mansonella ozzardi em humanos, obtida através de analise
molecular ap0s tratamento, Mediana de Idade e Tempo médio de residéncia das areas 1, 2 e 3 do
municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil (Outubro de 2015)

Total
Variaveis Homens Mulheres (frequéncia%
(frequéncia%) (frequéncia%) )
Positivo molecular 4 (40%) 1 (10%) 5 (50%)
Negativo molecular 4 (40%) 1 (10%) 5 (50%)
—
E Mediana da ldade 59
74
< Tempo médio de residéncia 20,4
Total 8 (80%) 2 (20%) 10 (100%)
Positivo molecular 4 (40%) 1 (10%) 5 (50%)
~ Negativo molecular 3 (30%) 2 (20%) 5 (50%)
é Mediana da Idade 95
< Tempo médio de residéncia 22,4
Total 7 (70%) 3 (30%) 10 (100%)
Positivo molecular 6 (42,8%) 2(14,3%) 8 (57,1%)
™ Negativo molecular 4 (28,6%) 2(14,3%) 6(42,9%)
< .
W Mediana da Idade 62,5
< Tempo médio de residéncia 25,9
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6.3 COMPARACAO DOS RESULTADOS DOS DIAGNOSTICOS MICROSCOPICO E
MOLECULARE NOS INDIVIDUOS POSITIVOS ANTES E APOS SEREM SUBMETIDOS
AO TRATAMENTO PELA SEC. DE SAUDE

Na correlacéo entre diagnosticos antes e depois do tratamento, o diagnostico molecular
mostra-se mais sensivel que o diagnostico microscopico, com um aumento de 2,3% antes do

medicamento, e apds o tratamento de 2,1%, conforme (Tabela 9).

Tabela 9 - Comparacéo de infeccdo por Mansonella em humanos, obtida através de leitura de gota
espessa e diagndstico molecular, no municipio de S&o Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil
(Julho/Outubro de 2015) antes e depois do tratamento com ivermectina.

Microscopia Molecular
Antes Depois Antes Depois
Positivo 15(44,1) 8(23,5) 34(100) 18(53)
Negativo 19(55,9) 26(76,5) 0 16(47)
Sensibilidade , 2,1 2,3

6.4 COMPARACAO DOS RESULTADOS DA SINTOMATOLOGIA DECLARADA PELOS
INDIVIDUQOS POSITIVOS PARA MANSONELOSE ANTES E APOS TRATAMENTO

Os sintomas como febre, dor no corpo, dor nas articulagdes, dor de cabega, dor nas
articulacGes, frieza nas pernas, tontura e dorméncia nas pernas apresentaram redugdo apds

tratamento com diferenca estatistica significativa, como detalhado na (Tabela 10).

Tabela 10- Correlagdo dos sintomas clinicos dos pacientes positivos e negativos da infec¢do por
Mansonella ozzardi em humanos, do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil.

Sintomas Clinicos Individuo positivo

Antes Depois p

Febre 18 (52,9) 0 0,000*
Dor no corpo 22(64,7) 5(14,7) 0.002*
Dor de cabeca 23(67,6) 5(14,7) 0.001*
Dor nas articulagdes 20(58,8) 1(2,94) 0,0001*
Frieza nas pernas 20(58,8) 5(14,7) 0.005*
Tontura 18(52,9) 2(5,9) 0.0007*
Dorméncia nas pernas  10(29,2)  2(5,9) 0,04*
Sem informacéo 0 0 0

*com valor estatistico significativo (p<0,05)
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6.5 ANALISE DA SEQUENCIA GENICA DO COMPONENTE PROTEICO B-TUBULINA
NAS AMOSTRAS APOS O TRATAMENTO E SUA RELAQAO COM A RESISTENCIA A
IVERMECTINA

As analises moleculares para detec¢do do componente proteico B-tubulina, utilizando os

12 pares primers diferentes, ndo foi identificada resisténcia das mansonelas ao medicamento por
meio dos 12 primers testados para -tubulina, conforme ilustracdes abaixo.

Amostras apds tratamento

Figura 21: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 1, dos individuos que permaneceram
positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As amostras apos tratamento
foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles positivos apresentaram bandas de

aproximadamente 700pb.

Amostras apos tratamento

|

Figura 22: F Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 2, dos individuos que
permaneceram positivos apés tratamento com Ivermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As amostras
apos tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e 0s controles positivos

apresentaram bandas de aproximadamente 700pb.
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Figura 23: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 1, dos individuos que permaneceram
positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de S&o Gabriel de Cachoeira. As amostras ap6s tratamento
foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles positivos apresentaram bandas de

aproximadamente 400pb.

Amostras apads tratamento

Figura 24: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reagdo molecular de BETA 4, dos individuos que permaneceram
positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As amostras apds tratamento
foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e 0s controles positivos apresentaram bandas de

aproximadamente 300pb.
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Amostras apos tratamento
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Figura 25: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 5, dos individuos que permaneceram
positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As amostras apos tratamento
foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles positivos apresentaram bandas de

aproximadamente 500pb.
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Figura 26: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 6, dos individuos que permaneceram
positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As amostras apos tratamento
foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e 0s controles positivos apresentaram bandas de

aproximadamente 500pb.
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Amostras apos tratamento

Figura 27: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reagdo molecular de BETA 7, dos individuos que permaneceram
positivos ap0s tratamento com Ivermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As amostras ap0s tratamento
foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles positivos apresentaram bandas de

aproximadamente 500pb.
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Figura 28: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reagdo molecular de BETA 8, dos individuos que permaneceram
positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As amostras ap0s tratamento
foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e 0s controles positivos apresentaram bandas de

aproximadamente 500pb.
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Figura 39: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reagdo molecular de BETA 9, dos individuos que permaneceram
positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As amostras apds tratamento
foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e 0s controles positivos apresentaram bandas de

aproximadamente 400pb.
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Figura 30: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 10, dos individuos que
permaneceram positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As amostras
apos tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e os controles positivos

apresentaram bandas de aproximadamente 500pb.
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Amostras apos tratamento

Figura 31: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 11, dos individuos que
permaneceram positivos apds tratamento com Ivermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As amostras
apo6s tratamento foram negativas assim como 0 controle branco e controle negativo, e 0s controles positivos

apresentaram bandas de aproximadamente 500pb.
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Figura 33: Foto da Eletroforese em gel de agarose da reacdo molecular de BETA 12, dos individuos que
permaneceram positivos apos tratamento com Ivermectina no municipio de Sdo Gabriel de Cachoeira. As amostras
apos tratamento foram negativas assim como o controle branco e controle negativo, e 0s controles positivos

apresentaram bandas de aproximadamente 500pb.
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7 DISCUSSAO

O diagnostico microscopico da gota espessa de sangue (GES) até os dias atuais continua
sendo uma das ferramentas mais praticas para inquéritos epidemioldgicos de doencas parasitarias,
por ser de baixo custo e de grande facilidade na obtencéo e processamento das amostras. E, por
isso, desde a descoberta da mansonelose no Brasil por Maria Deane, em 1949, varios outros
estudos epidemioldgicos demonstraram a prevaléncia desta doenca na regido Amazonica com o
auxilio deste diagnostico.

Neste estudo, com o diagnostico de GES antes do tratamento dos pacientes com
ivermectina, foram confeccionadas 34 laminas, sendo destas 15 (44,1%) positivas, com 10 (29,4%)
do sexo masculino e 5 (14,7%) do sexo feminino. E, apos tratamento, (23,5%) dos pacientes foram
confirmados em laminas de GES, sendo 6 (17,6%) do sexo masculino e 2 (5,9%) do sexo feminino.
A maior frequéncia apresentada para o sexo masculino pode ser explicada por serem os homens
os individuos mais expostos a picadas dos vetores em atividades do dia a dia fora de casa como
agricultura, caca e pesca, sofrendo sucessivas reinfeccoes e, consequentemente, um acimulo de
microfilarias mantendo vermes adultos de diferentes idades sustentando uma producdo continua
de microfilarias e, por consequéncia, a transmissdo para os vetores, mantendo o ciclo da parasitose.

Os resultados supracitados corroboram com o estudo de Lacerda e Rachou (1956) que
encontraram prevaléncias de M. ozzardi em Codajas (23,9%), Fonte Boa (17,8%), Sdo Paulo de
Olivenca (12,6%) e Coari (10,0%), utilizando diagndstico microscopico de GES. Do mesmo modo
Batista, Oliveira; e Rabelo (1960) também utilizando GES, encontraram uma prevaléncia de
30,3% de M. ozzardi, em individuos do municipio de Codajas, sendo a maior prevaléncia no sexo
masculino (33,0%). Moraes (1976) trabalhando em vilas indigenas ao norte do estado do
Amazonas, encontrou uma prevaléncia de (49,9%) de microfilarias de M. ozzardi, através de GES.
Moraes et al. (1978) em estudo no alto Solimdes entre os indios Ticunas, utilizando a mesma
técnica, encontrou (45,7%) de prevaléncia de M. ozzardi no sangue.

Ainda, Martins et al. (2010) encontraram no municipio de Coari, uma prevaléncia de
(13,3%) de infeccdo por M. ozzardi, em area rural e area urbana, sendo a maior prevaléncia no
sexo masculino (14,5%), e o sexo feminino com (6,7%). E, no municipio de Labrea, detectou-se
(20,7%) de prevaléncia de M. ozzardi, através de um estudo realizado por Medeiros; Py-Daniel;
Barbosa (2011) com os homens apresentando uma prevaléncia de (27,6%) e as mulheres

apresentaram (14,3%) de prevaléncia.
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Apesar dos trabalhos realizados com prevaléncias demonstradas através do diagndstico
microscopico, este método apresenta como Vviés uma baixa sensibilidade, principalmente em
pacientes com baixa parasitemia, dependente diretamente da subjetividade e treinamento do
microscopista. Igualmente a isso, em areas onde ocorre a presenca de mais de uma espécie, essa
diferenciacdo € muito importante, pois incide diretamente no tratamento do individuo infectado.
Por outro lado, os métodos de concentracdo de microfilarias (técnicas de Knott e filtracdo de
sangue em membrana de policarbonato) sdo pouco utilizados nas rotinas de diagnostico devido a
algumas restri¢des quanto a sua aplicacao.

Dessa forma, o diagnostico molecular tem se mostrado mais sensivel e especifico quando
comparado ao diagndstico cléssico, surgindo como uma ferramenta alternativa de auxilio,
fornecendo novas informacgdes epidemiologicas sobre infeccdes parasitarias, promovendo a
determinacdo de maiores taxas de prevaléncia e principalmente a identificacdo e diferenciacdo de
espécies de Mansonella. Neste contexto, este estudo foi o primeiro a utilizar o diagndstico
molecular para avaliar a eficacia da ivermectina em pacientes com mansonelose. Neste diagndstico
molecular para a identificacdo de Mansonella, foram utilizados alvos de trés diferentes genes: um
nuclear — ITS (18s+ITS1+5.8s+ITS2+28s) e dois mitocondriais -12S e COL1, e todos mostraram-
se eficazes para amostras de pacientes com mansonelose.

Os resultados da comparacdo entre os métodos diagndsticos microscépico e molecular
demonstram um aumento de 2,1 vezes mais individuos infectados na técnica molecular em relacao
a técnica classica (GES). Recentemente, Vera e colaboradores (2011) também assinalaram maior
sensibilidade da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (100%) e filtracdo de membrana de
policarbonato (88,9%) em relacdo a gota espessa de sangue no diagnostico de M. ozzardi. Esses
resultados se assemelham aos resultados encontrados por Medeiros et al. (2015) que compararam
os dois métodos e demonstraram que o diagndstico molecular apresentava 1,80 vezes mais
sensibilidade do que a microscopia. Desta forma, o desenvolvimento de novos protocolos baseados
em tecnologia moderna e de acentuada acurécia visando um melhor e mais preciso conhecimento
das filarias circulantes na Amaz6nia, bem como em areas de fronteiras e paises vizinhos, pode
contribuir para um conhecimento mais detalhado da epidemiologia desses parasitos.

Do mesmo modo em relacdo a identificacdo da espécie, Silva (2016) utilizando o mesmo
diagnostico molecular com os mesmos alvos, e posterior sequenciamento de DNA, foi encontrado
percentuais de 2,05 mais sensibilidade do que a microscopia e também a identificacdo da presenca

de M. perstans em co-infeccdes.
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Na literatura, M. perstans ja havia sido assinalada atraves da microscopia por
(MEDEIROS; PY-DANIEL, 2009), porém Adami; Maia-Herzog; Banic (2014) questionaram essa
informacdo afirmando que néo existiam quaisquer dados epidemioldgicos consistentes e também
assinalaram a dificuldade da identificacéo correta através da microscopia. De fato, a diferenciacao
na microscopia entre as espécies de M. ozzardi e perstans basicamente é feita através da
extremidade caudal e cabeca da microfilaria, e para tal as preparac6es das laminas precisam estar
bem adequadas e muitas vezes a visualizagcdo ndo € favoravel devido a artefatos da coloracdo ou
até mesmo da posicdo do parasito envolto as celulas. Somado a isso, um treinamento técnico
adequado € essencial.

Desta forma, o diagnostico molecular pode ser Gtil em areas de transmissao para certificar
as espécies que circulam, tendo em vista que o tratamento aplicado é diferenciado para cada
espécie de filaria. O tratamento que tem sido seguido nas regides endémicas para M. ozzardi € o
esquema terapéutico utilizado para outra filaria a O. volvulus utilizando a ivermectina, que em
alguns estudos relacionados, demonstraram eficacia.

Em nosso estudo, em relacdo ao diagnéstico dos pacientes depois do tratamento com 0,15
mg/kg de ivermectina (Mectizan®), 8 (23,5) pacientes permaneceram apresentando positividade
para mansonelose no diagndstico microscépico e 18 (52,9%) no diagndstico molecular. Estes
resultados ndo se assemelham a outros estudos que demonstraram a eficacia deste medicamento,
porém, utilizando diagndsticos diferentes do molecular, para verificar a densidade da
microfilaremia.

No estudo de Nutman; Nash; Ottsen (1987) foi demonstrado a eficacia da ivermectina por
nove meses em uma Unica paciente, utilizando o teste de concentragdo de Knott’s para o
diagnostico da M. ozzardi, no entanto esta paciente foi tratada previamente para outros tipos de
parasitos com uma dose de metronidazol contribuindo para a eficacia da lvermectina. Gonzalez;
Chadee e Rawlins (1999) também determinaram a eficicia e os efeitos a longo prazo de um
programa de intervengdo com base em uma dose Unica de ivermectina (6 mg) administrada em 40
pessoas com infecgdes por M. ozzardi em Blanchisseuse - Trinidad e Tobago, e, ap6s quatro anos,
concluiram que uma Unica dose de ivermectina reduz (82,2%) as densidades de microfilarias.

No estudo de Gatti et al. (2008), a ivermectina demonstrou-se eficaz em casos de
microfilaremia por M. ozzardi num periodo de seis a 24 horas, possuindo boa absor¢do por via
oral, e completa excrecdo através do sistema renal, sendo considerada uma forma segura de

tratamento farmacoldgico, desde que administrada nas doses recomendadas.



56

Nossos resultados também ndo foram iguais aos de (BASANO et al., 2014), que
trabalhando na Amaz6nia, no municipio de Labrea - Am, estudou a efic&cia do uso de uma dose
Unica de ivermectina (0,15 mg/kg) no tratamento de 74 pacientes com infeccao pela filaria M.
ozzardi e verificando a microfilaremia com a técnica de filtragdo em membrana de policarbonato,
chegou a conclusdo que o uso da ivermectina nesta dose € um medicamento eficaz para M. ozzardi.

Com base nos nossos resultados e observando a literatura, é possivel identificar que a
hipdtese mais proxima € de que existe uma maior sensibilidade no diagndstico molecular perante
tanto ao método tradicional da microscopia, como ja foi verificado nos estudos, mas também em
relagdo a filtragem utilizando a membrana. Sem duvidas que um estudo direcionado nesse sentido
se faz necessario para trazer, principalmente, recomendagdes no sentido de ajudar aos programas
e estudos em curso com abordagem terapéutica para o tratamento que necessitam ter um
diagnostico seguro.

O diagnostico integrado, incluindo provas moleculares para confirmacdo da eficacia de
qualquer medicamento a ser utilizado deve ser primordial nas politicas publicas. Alids, essa
recomendacdo ja é utilizada em outras doencas como a Doenca de Chagas, em que para
confirmacdo do diagnostico, notificacdo e liberacdo de tratamento sdo necessarios diagndsticos
diferenciados.

Apesar de todas as vantagens dos métodos moleculares em relagdo ao método
microscopico, ainda sdo pouco utilizados nas rotinas laboratoriais devido a algumas restri¢cbes
quanto a sua aplicacdo em condic¢des de campo, alto custo dos reagentes e equipamentos, além de
ser mais trabalhoso na opinido de alguns pesquisadores (TANG et al., 2010; VERA et al., 2011).
Entretanto, é clara sua recomendacgdo para estudos que buscam alvos terapéuticos, pois para a
maioria das DTN prioritarias nos programas especiais da OMS, as opcdes terapéuticas sdo
insuficientes e apresentam uma série de problemas, tais como baixa eficacia, elevada toxicidade e
a emergéncia de cepas resistentes (GUIDO; OLIVA, 2009).

Esse cenario é agravado pelo nimero limitado e pela falta de inovagdo nos programas de
inovacdo de fArmacos na rea das DTN (NWAKA; HUDSON, 2006; NWAKA et al., 2008). Dessa
forma, é essencial a concentracdo de esforgos globais (governo — academia — industria) para a
descoberta de novas alternativas terapéuticas para o controle e tratamento dessas doencas
(GUIDO; OLIVA, 2009), assim como em levantamentos iniciais em areas endémicas para
definicéo de circulacdo de espécies e muito provavelmente nas estruturas de satde dos bancos de
sangue de areas endémicas. Isto é de extrema importancia, pois ndo ha triagem de sangue para este

parasita.
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No que se refere a bancos de sangue, Shulman e Appleman (1989) em estudo sobre
parasitas sanguineos em doadores na Nigéria revelaram as seguintes prevaléncias parasitarias: Loa
loa (1,3%), Mansonella perstans (15,6%), Plasmodium falciparum (3,3%), Plasmodium malariae
(1,0%) e uma mistura de Plasmodium falciparum e Plasmodium malariae (0,2%). Bregani et al.
(2003) descreveram um caso de uma crianca que adquiriu mansonelose pos-tranfusional na Africa
Central e ap0s trés meses 0 paciente teve os niveis de microfilarias diminuidos e ndo desenvolveu
eosinofilia, principal alteracdo em um hemograma de um paciente com mansonelose.

Neste contexto, Abrahim (2004) observou que até 15,0% das bolsas de sangue totais, em
bancos de sangue de municipios do interior do estado do Amazonas, estavam contaminadas com
Mansonella ozzardi. Abrahim também enfatizou que as microfilarias permaneceram viaveis nas
bolsas de sangue por 15 dias. Dessa forma, exige-se novas politicas para manter a seguranca
transfusional.

Avancando nessa perspectiva, atualmente, com a possibilidade de realizar provas
moleculares que sejam capazes de quantificar os parasitos como a técnica conhecida como PCR
em Tempo Real, existe a possibilidade de também entender melhor essa questdo da positividade
encontrada ap0s o tratamento, e, ainda, talvez auxiliar no entendimento da sintomatologia.

Em relacdo a sintomatologia, os resultados obtidos neste estudo demonstram que oS
sintomas mais frequentes declarados pelos pacientes foram febre, dor no corpo, dor de cabeca, dor
nas articulacbes, frieza nas pernas, tontura e dorméncia nas pernas. A0 se comparar a
sintomatologia antes e ap0Os tratamento, os sintomas declarados anteriormente foram menos
frequentes, e, apenas 5 dos 34 pacientes ainda declararam sentir dor no corpo, dor de cabeca e
frieza nas pernas. A frieza nas pernas é descrita como sendo ocasionada por vasoconstricao
periférica, a qual pode ser causada pela liberacdo de toxinas ou substancias metabolizadas pelas
microfilarias.

Montestruc, Blache e Laborde (1950) foram dos primeiros autores estrangeiros a
correlacionar dor de cabeca e tonturas com a mansonelose. Os trabalhos de Moraes e colaboradores
(1958) e Batista, Oliveira e Rabello (1960) sdo indiscutivelmente os primeiros trabalhos dessa
parasitose com amostra de casos clinicos significativos e abordagem médica. A fim de estudar a
sintomatologia Batista, Oliveira e Rabello (1960) utilizaram de questionario modificado de
Matsuda por Costa (1956), que selecionavam algumas caracteristicas frequentes nestes pacientes
e pareavam com 0s €asos negativos.

Desta maneira, 0os sintomas obtidos nesse estudo s&o semelhantes com os resultados

encontrados por Tavares (1981) e Batista, Oliveira e Rabello (1960) que descreveram como
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sintomatologia dores articulares, frieza nas pernas, dor de cabeca, febre sem causa aparente,
adenite e erisipela. J&, Martins et al. (2010) avaliando sintomatologia clinica da mansonelose,
relataram que (56,1%) dos individuos com mansonelose, nao apresentaram nenhum sintoma
clinico e (32,5%) apresentaram pelo menos um dos sintomas supracitados.

Corroborando com os resultados dessa pesquisa, obtidos sobre a diminui¢do dos sintomas
declarados pelos portadores de mansonelose apés tratamento, Basano et al. (2014) avaliando a
eficacia da ivermectina descreveram uma diminuicéo de (75,7%) dos sintomas em trés dias, com
melhora gradativa ap6s 180 e 360 dias. Ensaios clinicos controlados sao indicados para avaliar o
uso de ivermectina em relagdo a outros farmacos anti-helminticos e/ou um placebo para entender
melhor os sintomas clinicos em um design duplo cego e randomizado. Outra possibilidade seria
testar 0 uso de fArmacos que possam estar envolvidos com relacGes de simbiose entre helmintos e
bactérias.

No contexto de positividade, apds tratamento com ivermectina, surgem algumas hipoteses:
primeiramente que apos trés meses possa ter havido uma reinfec¢do, ou 0 medicamento ndo esta
sendo eficaz devido a resisténcia dos parasitos. Entretanto, o periodo € muito curto para que novas
microfilarias possam ter completado seu ciclo, que é em torno de seis a oito meses. Isto posto, esta
primeira hipotese ndo fica descartada, pois nessas amostras, cerca de 50% dos individuos positivos
vivem em areas com possibilidade de transmissdo e com muita mobilidade a outras areas onde
ocorre transmissdo. Todavia, ainda nao existem estudos entomologicos de transmissdo nessa area,
e assim faltam informacdes necessarias de comprovacao dessa hipétese.

De tal modo, a segunda hipotese levantada devido a achados anteriores, em que foi
demonstrada a resisténcia dos helmintos a este medicamento, torna-se factivel. Entretanto, nesse
estudo os resultados mostraram-se divergentes e foram negativos nos alvos moleculares (12
diferentes regides do gene B-Tubulina) utilizados para pesquisar resisténcia dos helmintos a
ivermectina. De igual forma, esse resultado também ndo descarta essa hipotese, pois utilizou-se o
gene B-Tubulina que demonstra esse mecanismo de resisténcia em outro verme (O. volvulus).
Assim, podem existir outros genes de resisténcia que estejam proporcionando a resisténcia que
ndo sejam 0s mesmos testados nesse estudo e que sejam vinculados (ou ndo) especificamente a
esse parasito.

Refletindo sobre o descaso da mansonelose no Brasil, especificamente na Amazonia,
poder-se-ia chamar a atencdo das autoridades sanitarias para a necessidade de se estruturar um
modelo adequado de controle dessa endemia amazdnica. Entretanto, esta endemia regional

continua sendo uma doenca negligenciada devido a controvérsia em relacdo a clinica patologica
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que ha varias décadas é discutida e até o0 momento ndo foi elucidada, pois poucos autores se

dedicaram em estudos clinicos sintomatol6gicos.
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CONCLUSOES

O tratamento utilizado para eliminacdo de microfilaremia com uma dose de 0,15mg/kg de
ivermectina ndo demonstrou eficacia nos pacientes tratados no municipio de Sdo Gabriel da
Cachoeira, com possibilidade de reinfeccéo e resisténcia dos parasitas ao medicamento.

O diagndstico microscopico apresenta baixa sensibilidade, principalmente em individuos
com baixa parasitemia. Ja o diagndstico molecular tem se mostrado mais sensivel, podendo ser
atil em areas de transmissdao para certificacdo das espécies circulantes, tendo em vista que o
tratamento aplicado € diferenciado para cada espécie de mansonella.

A sintomatologia declarada pelos pacientes, neste estudo, foi semelhante a de outros
estudos e o tratamento com ivermectina reduziu a frequéncia desses sintomas.

Néo foi identificada resisténcia das mansonelas ao medicamento por meio dos 12 primers
testados para PB-tubulina. Apesar disso, podem existir outros genes de resisténcia que estejam
proporcionando a resisténcia que ndo sejam 0s mesmos testados nesse estudo e que sejam
vinculados (ou ndo) especificamente para mansonelas.

Diante dos resultados e das conclusbes obtidas nesta pesquisa considera-se que, em se
tratando de individuos positivos para mansonelose, estudos clinicos precisam ser desenvolvidos

com o intuito de verificar a eficicia da ivermectina com a relagdo aos sintomas e a parasitemia.
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ANEXO A — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Adulto)

O(A) Sr(a) estéa sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa:
‘Mansonelose em é&rea urbana do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira,
Amazonas, Brasil”. Nesta pesquisa, pretendemos determinar se conseguimos detectar
em uma pequena quantidade de seu sangue, se vocé esta contaminado com um tipo de
verme sanguineo, a Mansonella, que é transmitido por um tipo de “mosquito” o pium.

Para esta pesquisa adotaremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): Exame de
sangue para determinac¢éo das taxas de infeccdo por Mansonella na populagcédo. Neste
procedimento, sera coletado sangue venoso (pungao venosa), por meio de uma seringa
estéril descartavel, o que implica em apenas um pequeno incbmodo passageiro e
nenhum risco de contaminacdo ao voluntario. Se houver incbmodos ocorridos durante a
coleta do material, seréo prontamente dirimidos pelos pesquisadores.

Para participar desta pesquisa, vocé ndo tera nenhum custo, nem recebera
gualquer vantagem financeira. Vocé, apds o esclarecimento sobre o projeto, € livre para
participar ou recusar-se a participar e podera retirar seu consentimento ou interromper a
participacdo a qualquer momento. Vocé nao sera identificado em nenhuma publicacéo.
N&o ha riscos de exposicdo de imagens ou afins. Os resultados da pesquisa estardo a
sua disposicado quando finalizada. Este termo de consentimento encontra-se impresso
em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel,
no Instituto Lednidas e Maria Deane/ FIOCRUZ, Manaus e a outra sera fornecida a
vocé. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrfes profissionais de sigilo,
atendendo a legislacdo brasileira (Resolucdo N° 466/12 do Conselho Nacional de
Saude), utilizando as informacdes somente para os fins académicos e cientificos.

Caso queira entrar em contato com o Comité de Etica em pesquisa em Seres
Humanos que avaliou e aprovou o projeto os dados do CONEP: AQUI IREMOS
PREENCHER DE ACORDO COM O ENCAMINHAMENTO DADO PELO CONEP, SE
NECESSARIO.

Eu, , portador do documento de

Identidade fui informado (a) dos objetivos da pesquisa, de

maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento
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poderei solicitar novas informac¢des e modificar minha decisdo de participar se assim o
desejar. Declaro que concordo em participar. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada & oportunidade de ler e esclarecer as

minhas davidas.

Sao Gabriel da Cachoeira de de 2015.

Assinatura do(a) Responséavel Assinatura do(a) Pesquisador(a)

Pesquisador responsavel

Eu, Felipe Arley Costa Pessoa, responsavel pelo projeto “Mansonelose em area urbana do
municipio de Sao Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil ”, declaro que obtive
espontaneamente o consentimento deste sujeito de pesquisa (ou do seu representante legal)
para realizar este estudo. Duvidas ou outras informagdes posteriores poderdo ser obtidas por
minha pessoa através dos telefones (92) 3221 2323/ (92) 98839 3577 e também através do
endereco Rua Teresina, 476 — Adrianépolis — CEP — 69057-070, Manaus-AM.



71

ANEXO B — Questionario de pesquisa

MANSONELOSE EM AREA URBANA DO
MUNICIPIO DE SAO GABRIEL DA CACHOEIRA

QUESTIONARIO DE PESQUISA

N° Questionario

Entrevistador: Entrevistado:

Endereco:

Bairro: N° da Casa:
Telefone: Coordenadas (GPS) N° do ponto:
Latitude: Longitude:

Nome completo:

Apelido: Data de nascimento: / /
Sexo:( YM ( )F Naturalidade:

Quanto tempo reside na area: N° de residentes:
Ocupacéo:

Local onde exerce a ocupacdo: ( ) Em S&o Gabriel da Cachoeira
( ) Fora de Sao Gabriel da Cachoeira
Escolaridade: ( )Nenhuma ( )la3anos ( )4a7anos ( )8allanos
( )12oumaisanos ( ) Na&o se aplica
Estado civil: () solteiro(@) ( )casado(a) ( )divorciado(a) ( ) viavo(a)
() unido estavel ( ) amigado(a)
Cordapele:( )branco ( )pardo ( )moreno ( )negro

Tipo sanguineo: ( )A ( )B ( )AB ( )O Rh sanguineo: ( )+ ( )-
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Jateve filariose: ( )Sim ( )Nao Quantas vezes: 12infeccdo: ( )Sim ( ) Nao
Doencade Chagas: ( )Sim ( ) Nao Malaria: () Sim () Nao
Dengue: ( )Sim () Né&o Leishmaniose: () Sim ( ) N&o

Fumante: () Sim () Nao

Ingere bebida alcodlica: ( )Sim () Nao

Periodicidade: () sempre (  )socialmente ( )raramente

Sintomas: ( )febre ( )dornocorpo ( )dordecabeca ( )dores nas articulagcbes

( )sudorese ( )tremedeira/calafrios ( ) fraqueza



