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ARAUJO, Tatiane Alexandre de. Xenomonitoramento molecular como ferramenta na
vigilancia apés tratamento coletivo em Pernambuco e na verificacdo da transmissao da
filariose linfatica em Sdo Luis - MA no periodo de 2015 a 2019. 2020. Tese (Doutorado em
Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhaes, Fundagao Oswaldo Cruz,
Recife, 2020.

RESUMO

A filariose linfatica ¢ uma parasitose endémica em vérias regides tropicais e subtropicais do
mundo e no Brasil ¢ causada pelo verme Wuchereria bancrofti, transmitido pelo mosquito
Culex quinquefasciatus. A Organizacao Mundial de Saude estabeleceu um Programa Global de
Eliminagdo da Filariose Linfatica (PGEFL) que tem como um dos pilares a elimina¢do da
transmissao através do tratamento em massa da populacdo humana com filaricidas. Nesse
contexto, a Regido Metropolitana do Recife (RMR) ¢ a Unica area considerada endémica no
Brasil, e atualmente, estd em fase de vigilancia para verificar a interrup¢ao do ciclo de
transmissdo ou a ressurgéncia de novos casos. O objetivo desse estudo foi avaliar por
xenomonitoramento molecular (XM) o status da transmissdo da filariose em municipios
endémicos da RMR e no municipio do Sao Luis (SL) - Maranhao para inquérito de avaliagao
da transmissao. Imagens de satélite e software de sistemas do ArcGIS 10.2 foram usados para
marcar os pontos de coletas de mosquitos e foi desenvolvido um fluxograma de amostras para
vigilancia entomologica. Para analise dos dados utilizou-se o modelo Poolscreen que detecta a
taxa de infec¢ao vetorial (TIV). Um total de 20.833 fémeas de C. quinquefasciatus foram
avaliadas, sendo 3.929 em 11 areas/SL e 16.904 em 15 areas/RMR. Nos focos tratados da RMR
a TIV foinula (0%). Porém, areas ndo tratadas da RMR, apresentaram TIV entre 0,08% e 2,34%
em Nova Descoberta e Vila Popular, respectivamente. Assim como, em SL, onde obtivemos
TIV de 0,13% e 0,98% nas amostras dos respectivos bairros Monte Castelo e Coreia de Baixo,
demonstrando que ha circulacdo de W. bancrofti nesses locais. Os resultados revelam que nao
ha evidéncias de transmissdo ativa de microfilarias nas areas tratadas da RMR, diferente
daquelas ndo tratadas e focos extintos, nas quais hd necessidade de vigilancia epidemiologica e
entomologica para subsidiar o PGEFL. Sendo assim, o XM revelou-se um importante indicador
da circulagdo de W. bancrofti em areas sob investigagdo de transmissdo, em razdo de sua
elevada sensibilidade para detectar o verme no mosquito vetor.

Palavras-chaves: Filariose linfatica. Culex. Wuchereria bancrofti. Inquérito epidemiologico.
Reagdo em Cadeia da Polimerase.



ARAUIJO, Tatiane Alexandre de. Molecular xenomonitoring as a tool in surveillance after
collective treatment in Pernambuco and in verification the transmission of lymphatic
filariasis in Sdo Luis - MA in the period of 2015 to 2019. 2020. Thesis (PhD in Bioscience
and Biotechnology in Health) — Instituto Aggeu Magalhaes, Fundacao Oswaldo Cruz, Recife,
2020.

ABSTRACT

Lymphatic filariasis is an endemic parasitosis in several tropical and subtropical regions of the
world and in Brazil is caused by the Wuchereria bancrofti worm, transmitted by the Culex
quinquefasciatus mosquito. The World Health Organization has established a Global Lymphatic
Filariasis Elimination Program (GLFEP) through mass treatment of the human population with
filaricides. In this context, the Metropolitan Region of Recife (MRR) is the only area considered
endemic in Brazil which is currently under surveillance to monitor the interruption of the
transmission cycle or the resurgence of new cases. The objective of this study was to evaluate
by molecular xenomonitoring (MX) the status of the transmission of filariasis in endemic
municipalities of MRR and in the municipality of Sdo Luis (SL) - Maranhao for a transmission
evaluation survey. Satellite images and ArcGIS 10.2 systems software were used to mark
mosquito collection points and a flowchart of samples for entomological surveillance was
developed. For data analysis, the Poolscreen software was used to estimate the vector infection
rate (VIR). A total of 20,833 C. quinquefasciatus females were evaluated by PCR, with 3,929
from 11 areas/SL and 16,904 from 15 areas /MRR. In the treated foci of MRR, the VIR was zero
(0%). On the other side, untreated areas of MRR, displayed VIR between 0.08% and 2.34%, in
Nova Descoberta and Vila Popular, respectively. Likewise, in SL, we obtained VIR of 0.13%
and 0.98% in the samples from the Monte Castelo and Coreia de Baixo neighborhoods,
respectively, demonstrating that W. bancrofti circulation occurs at those sites. The results show
that there is no evidence of active microfilaria transmission in the treated arcas of MRR,
differently from untreated areas and extinct foci, there is a need for epidemiological and
entomological surveillance to supplement GLFEP. Therefore, MX is an important indicator of
the circulation of W. bancrofti in areas where transmission is being monitored, due to its high
sensitivity in detecting the worm in the mosquito vector.

Keywords: Lymphatic filariasis. Culex. Wuchereria bancrofti. Epidemiological survey.
Polymerase Chain Reaction.
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1 INTRODUCAO

A filariose linfatica (FL) ¢ uma endemia parasitaria causada por agentes etioldgicos das
espécies Brugia timori, Brugia malayi ou Wuchereria bancrofti. Essa ultima utiliza varios
mosquitos como hospedeiros intermedidrios, a exemplo da espécie Culex quinquefasciatus.
Porém o seu unico hospedeiro vertebrado ¢ o ser humano (DREYER et al., 2009; MACIEL et
al, 1994). Os vermes em fase de microfilarias sdo encontrados na circulacao periférica e na sua
forma adulta se alojam nos vasos linfaticos, podendo acarretar ao individuo alteracdes cronicas
como hidrocele, linfedema e quiluria (HAWKING et al, 1981; PAILY et al. 2009).

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) a FL ¢ uma enfermidade debilitante e
cerca de 800 milhdes de pessoas no mundo residem em areas de risco de contrair a infecgao
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2020). Portanto, a OMS propds um Programa
Global de Eliminacdo da Filariose Linfatica (PGEFL), com dois objetivos principais para
eliminar a doenga como um problema de satide publica: 1) o tratamento em massa da populagdo
humana com drogas filaricidas (em inglés, Mass Drug Administration - MDA), com o intuito de
interromper o ciclo de transmissdo do parasito e 2) o controle da morbidade, por meio da
prevencao de incapacidade para pessoas ja acometidas pela endemia (OTTESEN et al. 1997;
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013).

O Brasil tornou-se signatario do PGEFL e criou um plano nacional de eliminagdo, cuja
a administragdo da droga dietilcarbamazina foi denominada de tratamento coletivo (TC). Esse
TC foi preconizado por um periodo de 4 a 6 anos, em areas onde a prevaléncia de infecgao
filarial na populacdo humana ¢ >1%, com informagdo obtida por técnicas diagnosticas de gota
espessa, teste ICT (teste imunocromatografico em cartdo, do inglés immunochromatographic
card test) ou FTS (teste rapido de filariose, do inglés filariasis test trip) (ROCHA et al., 2010).
Além disso, o programa implementou em areas endémicas o controle vetorial para reduzir a
densidade populacional do mosquito C. quinquefasciatus (BRASIL, 2017; ROCHA et al., 2010).

O pais ja apresentou varios focos endémicos de FL, entre eles as cidades de Maceid
(Alagoas) e Belém (Pard). Entretanto, a transmissdao da W. bancrofti foi considerada
interrompida nessas localidades e a populacdo humana permanece constantemente em
observagao (FREITAS et al., 2008; FONTES et al.,, 2012). Em contrapartida, a Regido
Metropolitana do Recife, em Pernambuco, ainda ¢ considerada o tnico foco endémico de FL
(BRASIL, 2018). O plano nacional buscou reduzir a prevaléncia da infec¢do humana para

niveis inferiores a 1%, e assim, dificultar o ciclo de transmissao do parasita pelo mosquito.



18

A OMS recomenda o inquérito de avaliacdo da transmissao (do inglés, Transmission
Assesment Survey - TAS), para conhecer os niveis de infec¢do e guiar o reconhecimento oficial
de eliminagio da doenga em programas nacionais (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2015). Com isso, existe a necessidade de ferramentas de diagndsticos para auxiliar o TAS,
sendo o xenomonitoramento molecular (XM) uma metodologia que pode fornecer um
diagnostico de infecgdo por W. bancrofti no mosquito e auxiliar na vigilancia do ciclo de
transmissao em areas submetidas ao TC. Por ser um método ndo invasivo na populagao humana,
além de nao requerer horarios de risco para a coleta dos mosquitos, 0 XM pode ser empregado
em areas onde ocorreu o TC, pois fornecerd dados sobre a infeccdo natural dos mosquitos
vetores e ¢ um indicativo da prevaléncia de parasitas no humano (WEIL; RAMZY, 2006).

Tradicionalmente, a deteccao de W. bancrofti em insetos vetores tém sido baseada na
disseccao de milhares de fémeas de mosquito capturadas em campo, preparagdo de laminas e
posterior analise em microscopio optico. A dissec¢do ¢ uma metodologia util, porém demorada
e laboriosa para ser empregada em inquéritos epidemioldgicos, pois os mosquitos sdo
analisados individualmente (BOCKARIE et al., 2007). Além disso, a medida que a prevaléncia
de microfilaria ¢ reduzida na populagdo humana € necessario aumentar o nimero de mosquitos
analisados para confirmar auséncia de transmissdo pelo vetor. Neste sentido, com o intuito de
resolver essa limitacdo imposta pela técnica de dissec¢do, o XM tem sido utilizado para
detecgdo de parasita filarial em mosquitos utilizando a Reagdo em Cadeia da Polimerase (em
inglés, Polymerase Chain Reaction - PCR) (DERUA et al., 2017; FURTADO et al., 1997,
OWUSU et al., 2015; SUBRAMANIAN et al., 2020).

O XM tem o potencial de identificar baixos niveis de infec¢do no mosquito, € especifico
e sensivel e permite analisar um grande ntimero de mosquitos em pools (agrupamento de
mosquitos em microtubo). Adicionalmente, por meio do XM ¢ possivel verificar a taxa de
infeccdo vetorial (porcentagem de mosquitos infectados por qualquer estadio larvario da W.
bancrofti) e taxa de infectividade (porcentagem de mosquitos albergando as larvas infectantes
- L3 da W. bancrofti), para inferir a transmissao de W. bancrofti (BRASIL, 2009). Com isso, o
emprego do XM como uma ferramenta a mais para o0 TAS ¢ um elemento para potencializar o
acompanhamento das agdes de eliminacao da filariose linfatica no PGEFL. Portanto, este estudo
se propde a avaliar, no ambito do TAS, a transmissdo da W. bancrofti através do
xenomonitoramento molecular, no periodo de 2015 a 2019, em focos endémicos na Regiao
Metropolitana do Recife (RMR -PE) e em antigos focos em Sao Luis (SL - MA), cuja a infecgao

pelo parasita ndo ¢ registrada desde a década de 1970.
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2 MARCO TEORICO CONCEITUAL

A seguir serdao descritos alguns topicos que contemplam a temadtica da tese.

2.1 Filariose linfatica

A filariose linfatica (FL) ¢ uma doenga negligenciada e a segunda causa de incapacidade
fisica no mundo, que gera um grande impacto socioecondmico aos paises endémicos. Esta
endemia acomete, sobretudo, populacdes de baixa renda, residentes em areas desprovidas de
infraestrutura urbana e com potenciais criadouros para mosquitos (ALBUQUERQUE et al.,
2013; MOTT et al., 1990). A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) contabiliza que 893
milhdes de pessoas em 49 paises, residem em areas de riscos de contrair a endemia. Os
principais agentes etioldgicos sdo os helmintos das espécies Wuchereria bancrofti, Brugia
malayi e Brugia timori, transmitidos por insetos vetores. A W. bancrofti é responséavel por 90%
dos casos de FL no mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2020).

Os vermes de W. bancrofti se alojam no sistema linfatico e podem acarretar danos aos
membros do individuo. A presenca de helmintos adultos (macho e fémea) em um vaso linfatico
resulta na producdo de microfildrias, as quais circulam na corrente sanguinea, acarretando
manifestagdes subclinicas (assintomaticas) ou clinicas (agudas ou cronicas). Na fase cronica
podem surgir lesdes irreversiveis, como hidrocele, edema linfatico e as sindromes de
fistulizacdo linfatica (DREYER et al., 1989, 2009). Estudos realizados em Guiana e na India
observaram a diminui¢do anual de produtividade das atividades economicas em até 32% de
pessoas com a doenga cronica, além da estigmatizacao psicossocial (GEDGE et al., 2018;
NOORTEDENDE et al., 2020; RAMAIAH et al., 2000; TYRELL, 2013).

A FL ¢ uma doenga com registros de casos remotos, descritos desde a Grécia e Roma
antiga, em esculturas africanas apresentando a hidrocele. Entretanto, o primeiro registro de
microfilarias em humanos foi feito no ano de 1863 por Demarquay em um individuo com
hidrocele, ¢ em 1866, por Otto Wucherer que identificou embrides de filarias na urina de
individuo com hematoquilaria (WUCHERER, 1868). Nas Américas, a FL provavelmente foi
introduzida pelo trafico de escravos da Africa (ORIHEL, 1985) ¢ relatada posteriormente na
Costa Rica, Suriname, Trinidad-Tobago, Haiti, Guiana, Brasil e Republica Dominicana. Entre
esses paises, o foco de transmissao com maior concentracao de infecgdo filarial € encontrado
no Haiti (92%), seguido por Guiana (6.8%), Republica Dominicana (1%) e Brasil (0,2%)
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017).
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No Brasil, inquéritos epidemiologicos, durante os anos de 1940 e 1950 em Belém
(regido Norte) e Recife (regido Nordeste) resultaram em taxas de microfilaremia de 10,8% e
9,7%, respectivamente, caracterizando-as como areas endémicas de filariose no pais
(AZEVEDO; DOBBIN, 1952; CAUSEY etal., 1945). Fundamentado nesses dados e em outros
estudos, o Ministério da Saude (MS), em 1951, lancou uma campanha nacional para controlar
a doencga que foi inicialmente coordenada pelo Servigco Nacional de Maléria (entre 1951 - 1955)
e posteriormente passou para a coordenag¢ao do Departamento de Endemias Rurais (1956 -
1970). A partir de 1951, inquéritos hemoscopicos e entomoldgicos (disseccdo de mosquitos e
analise em microscopio optico) em 24 Unidades da Federagdo e 538 municipios (Tabela 1)
revelaram a distribuicdo autdctone de filariose em 11 municipios: Sdo José da Ponta Grossa
(SC), Belém (PA), Barra de Laguna (SC), Recife (PE), Castro Alves (BA), Florianopolis (SC),
Sao Luis (MA), Salvador (BA), Macei6 (AL), Manaus (AM) e Porto Alegre (RS). Os indices
variaram de 0,1% em Porto Alegre a 14,5% em Ponta Grossa (FRANCO; LIMA, 1967,
RACHOU, 1957, 1960).

Tabela 1 - Inquéritos hemoscépicos para filariose linfatica realizados em unidades de federagdo durante
1956 a 1965.

Unidades da Federacao N° de Pessoas examinadas Pessoas infectadas (%)
Localidades
Rondoénia 13 6.833 0,12
Acre 15 6.438 0,03
Amazonas 104 45.538 0,09
Roraima 5 1.534 0
Para 96 98.955 1,62
Amapa 24 44,686 0,42
Maranhéo 25 22.910 0,24
Piaui 14 9.805 0
Ceara 2 16.504 0
Rio Grande do Norte 10 14.455 0,01
Paraiba 16 32.326 0,02
Pernambuco 36 66.280 2,66
Alagoas 10 15.809 0,12
Fernando de Noronha 1 809 0
Sergipe 35 26.003 0,01
Bahia 56 66.258 0,30
Espirito Santo 42 31.114 0
Rio de Janeiro 1 3 0
Parana 28 13.289 0
Santa Catarina 178 167.310 0,23
Rio Grande do Sul 60 102.950 0,03
Mato Grosso 45 6.568 0,01
Goias 35 15.662 0
Distrito Federal 1 1.247 0,16
Total 852 811.361 0,53

Fonte: Franco e Silva Lima (1967).
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Os focos com casos autdctones foram mapeados e o controle foi realizado
prioritariamente no tratamento de individuos diagnosticados nos inquéritos (MEDEIROS et al.
2003). Trabalhos desenvolvidos entre 1979 a 1983 mostraram que a filariose estava sendo
controlada de forma satisfatoria e o Brasil foi considerado com o status de controle eminente da
doenca. Porém, estudos em Maceid, Recife e Belém questionavam a presenca de focos
endémicos nas cidades. Em Feitosa, Jacintinho e Pitanguinha (bairros localizados em Maceid)
foram encontrados individuos parasitados pela W. bancrofti, assim como, a ocorréncia de 174
casos autoctones em militares residentes no Recife (MEDEIROS et al., 1999; ROCHA et al.,
2000). Em Belém, na década de 1970, foram encontrados 26.945 (0,7%) microfilarémicos e na
década seguinte, 1980 a 1989, foram realizados 3.470.807 exames de sangue, dos quais 5.703
(0,16%) foram positivos (FONTES et al. 2005).

De 1989 a 1991 no Recife, as prevaléncias variavam entre microrregides de 0,6% a
14,9% com média geral de 6,5% (MACIEL et al., 1996). A endemia em Pernambuco foi entdo
considerada restrita ao Recife durante décadas, contudo um estudo realizado por Medeiros et al.
(1992) identificou casos autoctones de infectados e infectividade vetorial, em outros municipios
da RMR-PE: Olinda e Jaboatdo dos Guararapes. O ultimo caso notificado em Belém ocorreu em
2001, e em 2004 houve o tltimo registro em Maceid. A partir de 2005, a drea endémica brasileira
ficou restrita 8 RMR-PE, com populagdo em risco estimada em 385 mil habitantes (BRASIL,
2018).

2.2 Wuchereria bancrofti: o verme causador da filariose bancroftiana

A espécie Wuchereria bancrofti pertence ao filo Nematoda, ordem Spirurida, familia
Onchocercidae e género Wuchereria; e ¢ transmitida por potenciais vetores dos géneros
Anopheles, Culex (Asia e Américas), Aedes, Mansonia ¢ Ochlerotatus, dependendo da
localizagdo geografica (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013).

O ciclo biologico da W. bancrofti ¢ do tipo heteroxeno que necessita de um estagio de
maturacao em artropodes (hospedeiros intermediarios) € no homem, seu Unico hospedeiro
definitivo, onde completa o desenvolvimento e tem atividade reprodutora. Os vermes adultos se
instalam no sistema linfatico do individuo, local no qual permanecem vivos e enovelados por
cerca de 4 a 8 anos (BRASIL, 2009). Por meio do acasalamento desses vermes adultos, fémea ¢
macho no mesmo vaso linfatico, ocorre a produ¢ao de milhares de microfildrias ou minasculas

larvas que medem de 250 a 300 um de comprimento e apresentam membrana de revestimento
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(bainha), nucleos caudais em fila unica e espago cefilico, sendo estas caracteristicas que
diferenciam a espécie de outros filarideos (Figura 1) (BRASIL, 2009; PAILY, et al. 2009; REY,
1991).

Figura 1 - Microfilarias de Wuchereria bancrofii e outros filarideos.
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Fonte: Adaptado de Paily et al. (2009).
Legenda: Siglas em inglés - CS: Espaco cefalico; CN: Nucleos Caudais; EP: Poro excretor; NR: Anel nervoso; BR: Bainha
de revestimento.

As formas larvais desse parasita se desenvolvem no mosquito transmissor. A partir de
um repasto sanguineo de uma fémea do mosquito, em uma pessoa microfilarémica, as
microfilarias ingeridas perdem sua bainha de revestimento, atravessam a parede do estdbmago do
mosquito, alojam-se em seus musculos toracicos e se transformam em larvas de primeiro estadio
(L1) ou salsichéides. Apds seis a 10 dias, ocorre a segunda muda, transformando-se em L2 ou
larva pré-infectante (nesse estadio o tamanho € duas vezes maior que a L1) e entre 10 e 15 dias
sofre a terceira muda assumindo a forma infectante L3, que migra para a proboscide do inseto
(Figura 2). Em um novo repasto sanguineo, as L3 sdo liberadas e por movimentos ativos
penetram na pele do homem migrando para os linfonodos mais proximos. A L3 se desenvolve
até a forma adulta e