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RESUMO

7

Devido a suas caracteristicas epidemiologicas aidde linfatica € uma das doencas
potencialmente erradicaveis. Por esse aspectogan2acdo Mundial de Saude propds em
1997 sua eliminagdo mundial prevista para 2020.ri@cipal objetivo do Programa de
eliminacdo da Filariose Linfatica é reduzir o rga@drio humano com microfilarias
circulantes, para menos de 1%, somado a reducacopadice >0.1% nas crian¢as nascidas
apos o inicio do tratamento em massa, ambos diagaiss pelas técnicas de gota espessa e
pesquisa de antigeno circulante filarial (cartdd BCOg4C3) resultando na interrupcao da
transmissado. Entre os objetivos do Plano de Cen&rddliminacéo da filariose linfatica esta a
utilizacdo da pesquisa de antigeno circulante cowtioador da monitorizacdo da eficacia do
tratamento especifico realizado nas comunidadeséneicds. Pesquisas demonstram
resultados inconsistente nos padrdes de clareardantorculacdo sanglinea do antigeno da
W.bancroftiapds o tratamento, pois ainda ndo se pode asseguara parasitologica e
correlacionar esse fato concreto com a cronologidasaparecimento do antigeno circulante
filarial. O presente estudo comparou o efeito @bamento seletivo com dietilcarbamazina
(dose Unica e tradicional) e a intervencdo cir@gobre a microfilaremia e o marcador
sorologico de infeccdo ativa (antigenemia), diagoados pelas técnicas parasitologicas da
filtracdo (microfilaremia), utrason (vermes adulfiterias) e a pesquisa de antigeno circulante
filarial (cartdo ICT e 0Og4C3) frente aos 31 individ de ambos os sexos, micro e
amicrofilarémicos, no periodo pré, 1, 6, 12, 9628 ineses. Observou-se uma correlacao
positiva (r=0,3118, P<0,0001) crescente da densid@dMF/mL com o antigeno circulante
filarial diagnosticado de forma quantitativa pekrrdmenta diagnostica do 0g4C3. O
tratamento que observamos um menor numero de dhalisi positivos foi através da
medicacgdo dietilcarbamazinna dose tradicional siegde cirurgia e dose Unica. No presente
estudo observamos que o tempo eleito pela OMS da 88 meses € insuficiente para
assegurar a cura da infeccao, visto quem em 96sna@sda encontra-se vestigios de antigeno
circulante. Sugere-se que exames paralelos se@imados para confirmar e assegurar a cura
do individuo.

Palavras chavesAntigenos, filariose, cinéticaWwuchereria bancrofti.
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ABSTRACT

Due to its epidemiologist characteristics Lymphaktdariases is one of the illnesses
potentially to be eradicated. For this aspect, Werld-wide Organization of Health
considered in 1997 its foreseen world-wide elimorator 2020. The main objective of the
Program of elimination of the Lymphatic Filariagesto reduce the human reservoir with
circulating microfilaria, for less than 1%, addée reduction for the index > the 0,1% in the
children born after beginning of the treatment iass) both diagnosised by the techniques of
thick drop and filarial circulating antigen resdar@ard ICT and Og4C3) resulting in the
interruption of the transmission. Among the objexsi of the Plan of Control and Elimination
of Lymphatic Filariases is the use of the circulgtantigen research as a supervision indicator
of the effectiveness of the specific treatmentiedrthrough in the communities. Researches
demonstrates inconsistent results in the standafrdse antigen’s blood circulation of the
W.bancrofti became clearly after the treatment, because lit cdiin't be assured the
parasitological cure and correlate this fact coecrath the chronology of the disappearance
of the filarial circulating antigen. The presenidst has compared the effect of the selective
treatment with dietilcarbamazine (only and tragiibdose) and the surgical intervention on
the microfilaremic, and the sorological marker dfivee infection (antigeame), diagnosised by
the parasitological techniques of the filtrationdrafilaremic), ultrason (adult worms filarias)
and the research of filarial circulating antigerar(t ICT and Og4C3) front to the 31
individuals of both sexes, micro and amicrofilaremn the period before, 1, 6, 12, 96 and
120 months. A positive correlation was observed (,3118; P< 0,0001) increasing of the
density of MF/mL with the filarial circulating amgen diagnosised of a quantitative form by
the it diagnostic tool of the Og4C3. The treatmitiat we have observed a lesser number of
positive individuals was through the medicationtitiarbamazine traditional dose followed
of surgery and only dose. In the present study swee lobserved that the time elected by the
OMS of 48 to 82 months is insufficient to assure dure of the infection, faced who in 96
months still meets circulating antigen vestige's. uiggested that parallel examinations are
carried through to confirm and to assure the c@itbeindividual.

Key-words: Antigens. Filariase. KinetidVuchereria bancrofti.
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1 INTRODUCAO

Nove espécies de filarias podem causar doencasomerh, sendo endémicas em
varias partes do mundo. ApenBrugia malayj Brugia timori e Wuchereria bancroftsao
agentes etioldgicos da filariase linfatica huma@aTESEN, 1993; SASA, 1976).

A filariose linfatica (FL) € uma doenca parasitadednica, causada pelo verme
nematoideNuchereria bancroftié também conhecida como bancroftose. Sua tras&msse
da pela picada da fémea do mosquitolex quinquefasciatughfectado com larvas do
parasito. Os vermes adultos causam lesdes nos liakdgos onde se desenvolvem. As
lesBes provocadas pela presenca dos parasitosreggmsaveis pelo quadro clinico que se
seguird (ALBUQUERQUE, 1993; DREYER; ROCHA, 2001). A é uma das maiores
causas de incapacidades permanentes ou de lormm-m@ndo cerca de 112 milhdes o
nimero de pessoas infectadas ér bancroftiem todo o mundo (ORAGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2008).

Nas ultimas décadas houve consideravel avanco siestégias de combate a essa
endemia. Em 1997, a Organizacdo Mundial da SautSj(prop6s sua eliminacdo global
como problema de saude publica até o ano 2020. aSilBaderiu ao chamado da OMS,
tornando-se signatario dessa proposta nesse mesm@ grograma mundial de eliminacéo
da FL tem dois fundamentos principais: a eliminadaotransmissdo, ou seja, impedir o
surgimento de novos casos; e 0 controle dos casgsadentes que, embora tenham sido
tratados da parasitose, apresentam lestes e se@inelbidade) em decorréncia a infec¢ao
com este parasito (ORAGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,002; OTTESEN et al.,
1997).

No Brasil, o perfil epidemiologico dessa doencadstabelecido na década de 1950,
quando foram realizados inquéritos hemoscopicogoelm o pais. Com base nos resultados
desses inquéritos foram identificados os focode#as areas prioritarias para intervencao.
Embora, as a¢cdes ambientais visando o controleiaketdio tenham sido uma prioridade do
programa, em muitos momentos, o controle da fegarifoi beneficiado pela adocdo dessas
acbes em campanhas contra outros agravos, 0 (tameete contribuiu para o quadro
epidemiolégico atual, no qual se considera quemsitnissdo esteja restrita a alguns poucos
locais no pais (ORAGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2002008; OTTESEN et al.,
1997).
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Em 1997, de acordo com a proposicdo da OMS, o |IBe®dtou a meta de
eliminar/erradicar a FL. A partir de entdo houve navo enfoque programatico, tornou-se
necessario aprofundar as acdes que pudessem elenirensmisséo, evitando o surgimento
de novos casos e estruturar a assisténcia aosifacm manifestacdes clinicas (BRASIL,
1997, 2000).

Entre os objetivos do Plano de Controle e Elimipagad FL esta a utilizacdo da
pesquisa de antigeno circulante como indicador daitorizacdo da eficacia do tratamento
especifico realizado nas comunidades. Pesquisasamogue os padrdoes do clareamento da
circulacdo sanguinea do antigenoWdancroftiapos o tratamento com a DEC tém obtido
resultados inconsistentes (LAMMIE; HIGHTOWER; EBERRD, 1994; OTTESEN et al.,
1997; ROCHA, 2004), pois ainda ndo se pode assegurara parasitoldgica e correlacionar
esse fato concreto com a cronologia do desaparetnao antigeno, ou seja, estudos
precisam ser direcionados no sentido de esclargoal o tempo meédio do antigeno
circulante, bem como, se a morte dos vermes adutiositorizados pela ultrassonografia,
acarreta o declinio dos niveis sorolégicos do enticcirculante, assegurando desta forma a

cura da infeccéo e eficacia do tratamento em massa.
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2. REFERENCIAL TEORICO-CONCEITUAL

2.1 Caracteristicas gerais

Filariose € a denominacdo genérica das infecc@ediomem ou em outro animal
vertebrado, produzidas pelas filarias, que constitna das doencas parasitarias de larga
abrangéncia mundial, podendo infectar individuosidemtes das regibes tropicais e
subtropicais de todos os continentes (FERREIRA7L98s filarias sdo helmintos da classe
Nematoda, pertencentes a superfantiiarioidea. Sdo fusiformes, tendo o corpo alongado e
fino, semelhantes ao um fio (filaria, palavra arigia do Latim,filum = fio), com tubo
digestivo completo, sexos separados e de modo, gapatsentando dimorfismo sexual
(PESSOA; MARTINS, 1982). Parasitas obrigatoriosvdgebrados podem ser encontrados
no sistema circulatério, no tecido conjuntivo ousecular, nas cavidades serosas ou no
sistema linfatico e necessitam de um hospedeieonmgdiario invertebrado, para completar o
seu ciclo. Nove espécies de filarias infectam o éramsendo elas lboa log Onchocerca
volvulus Dracunculus medinensidMansonella ozzardiMansonella perstansMansonella
streptocerca Brugia malayj Brugia timori e Wuchereria bancrofti Dentre estas, as trés
Gltimas espécies pertencentes a subfarkileridae sdo responsaveis pela filariose linfatica
(FL) ( SASA, 1976; OTTESEN, 1993).

Mais de 120 milhGes sofrem da doenca, onde 40 esll@hcontram-se gravemente
incapacitados ou apresentam deformac6es e 800 ewilvdvem em &reas endémicas
(MICHAEL; BUNDY; GRENFELL, 1996). Dos infectadosm terco vive na india, um terco
na Africa e o restante na Asia, Pacifico OcidergalAméricas (ORAGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 1997).

A manifestacdo da doenca é complexa, dependendtiedmitros fatores, do estadio
do parasito e da resposta imunoldgica do individarretando as mais diversas formas
clinicas (OTTESEN, 1993). A hematuria e a eosiifpulmonar tropical ou EPT sao
causadas pela microfilaria (MF), e as demais foramglas (linfangites e linfadenite) e as
cronicas (hidrocele, quilocele, linfo-escroto, (i e linfedema) sao causadas pelo estadio
adulto do parasita, o qual habita o sistema licdatprincipalmente os vasos de transporte
(DREYER; ROCHA, 2001).
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Até a década de 1980 a unica forma direta compsdbade diagnéstico de infeccéo
com aW. bancroftiera o encontro da microfliaria (MF) em sanguefggdo utilizando as
técnicas de gota espessa, filtracdo em membranbcafbonato), técnica de Knott
(EBERHARD; LAMMIE, 1991; ROCHA, 2000; SASA, 197&)lo entanto a pesquisa de MF
em amostras sanguineas deve levar em considerpgfimdicidade (maior pico de densidade
das microfilarias no sangue periférico) em cad#@cegndémica. No Brasil esta periodicidade
ocorre entre 23:00h e 1:00h da manhd (ROCHA, 208#)do necessario a obtencédo das
amostras sanguineas nesse horario. Entretantoritoguépidemioldgicos utilizando sangue
periférico (capilar ou venoso), em algumas regdiesmundo sdo muito dificeis ou até mesmo
impossiveis devido a violéncia ou crencas religipg@mo no continente africano, o que
proporciona uma maior dificuldade ao trabalho nm@yROCHA, 2004).

A partir da década de 1990 avancos significativmslingnéstico da Filariose linfatica
surgiram com a aplicacdo de novas ferramentas @s#gas: i) utilizacdo de antigenos
recombinantes na pesquisa de anticorpo (CHANDRASAEKt al., 1994), ii) reacéo da
polimerasse em cadeia na deteccdo do DNA filarigljisualizacdo de vermes adultos vivos
através do ultrassom e iv) pesquisa de antigeoolairte filarial (ACF). Entretanto, apenas as
ferramentas do ultra-som e a pesquisa ACF utiliaatals anticorpos monoclonais (Og4C3 e
AD12) ja foram padronizadas. Os anticorpos monaitoestdo sendo comercializados em
forma de kits onde o diagndstico pode ser realizadoalquer hora do dia na identificagéo
dos portadores da bancroftose (AMARAL et al., 199OQRE; COPEMAN, 1990; ROCHA
et al., 1996; WEIL; LAMMIE; WEISS, 1997).

2.2 Ciclo de transmissao

A Filariose é transmitida pelos principais génedas mosquitos vetores que sao:
Mansonia Aedes Anopheles Culex sendo, cCulex quinquefasciaty® vetor responsavel
pela transmissdo na maioria das regifes do munddrhisil, este mosquito € vulgarmente
conhecido como pernilongo, murigoca ou carapandA@ER, 1996). A transmissdo ocorre
devido a presenca de formas embrionarias, chandalasicrofilarias, no sangue humano.
Mosquitos fémeas dos géneros acima citados, no mtorda hematofagia sugam juntamente

com o sangue, as MF que se desenvolvem no seiointes periodo de 14 a 21 dias em larva
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infectante ou L3. Na oportunidade de uma nova heflagia as L3, que apresentam
movimentos ativos, sado depositadas na pele doithvsadio e pela solugédo de continuidade
acarretada pela picada do mosquito, penetram nanisrgo. Estas larvas possuem uma
predilecdo pelo sistema linfatico e linfonodos, @aomento ndo esclarecido, sofrem entao
duas mudas, tornando-se vermes adultos (VA), maeHémeas, que apds o acasalamento,
produzem MF por mais de dez ariégyura 1), ou até a sua morte natural (DREYER et al.,
1995; DREYER; ROCHA, 2001).

e ~ e
MF > L3 .
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Hematofagia 1 ﬁ

Figura 1. Ciclo de transmisséo dauchereria bancrofti

Fonte: Rocha (2001, 2003, 2004).

Nota: Hematofagia 1: sangue juntamente com microfilarMs—> L3: desenvolvimento das
microfilarias, no periodo de 14 a 21 dias, em lanfactante ou L3; Hematofagia 2: as L3 séo
depositadas na pele de um individuo sadio e peneti@ organismo através de movimentos
ativos; Vasos linfaticos (VL): predilecdo pelo sis linfatico e linfonodos; Vermes Adultos
(VA): desenvolve vermes adultos machos e fémeagmfilarias (MF): ap6s o acasalamento dos
Vermes produzem microfilarias por mais de 10 anos.

2.3 Historico

A descoberta de mumias, desenhos e estatuetasawagles arqueoldgicas ao longo
do Rio Nilo, no Egito, apresentando deformidadedegcas, caracterizada por elefantiase da
regido escrotal, membros inferiores e mamas, denagae a doenca causada pela filaria
linfatica, ja existe a mais de 2000 anos antesrd@ddNUNN; TAPP, 2000).
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Entre o periodo de 1588 e 1592, curiosamente adslinfatica, foi denominada “a
maldicdo de S&o Tomas”, devido ao fato que os ddsstes daqueles que assassinaram o
Santo “nascerem com uma de suas pernas ou pésraprefo elefantiase” (COX, 2000).

O primeiro registro de microfilaria em seres hunsafm feito por Demarquay, em
1863, e em 1866, Otto Wucherer descobriu micradi$ana urina de seus pacientes na Bahia
(WUCHERER, 1868). Em 1872, Timothy Lewis, trabakiarem Calcuta, india, confirmou
as observacoes de Wucherer e detectou microfilearmabém no sangue, estabelecendo sua
relacdo com a elefantiase (LEWIS, 1872). Pouco idefatrick Manson, em Amoy, na
China, estabeleceu uma correlagédo clara entre sergga de microfilarias no sangue e as
principais complica¢des da filariose (MANSON, 18R&PIER, 1944; SASA, 1976).

Em 1876 foi encontrado e descrito o verme adulioAustralia, por Joseph Bancrofti
ao estudar uma lesdo abscedida apresentando degEmMgBANCROFTI et al., 1879).
Entretanto coube ao brasileiro Silva Aratjo em 187@lassificacdo taxondémica do verme
adulto, o qual denominou duchereria bancroftem homenagem a Wucherer e a Bancrofti.
A descoberta de Patrick Manson de que mosquitossririiam a filariose representa o
nascimento da Entomologia Médica e o marco mai®itapte da Medicina Tropical. Suas
observagbes sobre o ciclo de vida e as caractedstilinicas da doenga, bem como a
demonstracdo da periodicidade noturna das micrieiaresultaram em uma exploséo do
interesse pelas doencas transmitidas por inse@€KRA; ELIANA; FONTES, 1998).

Apos 118 anos da descoberta das fémeas adultdd. deancrofti por Bancrofti,
estudos realizados no Servico de Referéncia NdcemaFilarioses (SRNF) do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqAM)/ Fundagédo Oswaldo (FIOCRUZ), foram capazes
de identificarin vivo, os vermes adultos vivos nos vasos linfaticos d&iitdos infectados,
utilizando-se a metodologia do ultrassom (AMARALagt 1994).

Essa nova abordagem diagndstica, utilizada de fproreira no SRNF, possibilitou a
remocdo cirdrgica dos vermes adultos vivos, obtesedpela primeira vez no mundo, um
casal de vermes adult@Sigura 2) (ROCHA, 2004).



21

Figura 2. Vermes Adultos d&Vuchereria bancrofti
Fonte: Rocha (2003)

2.4 Aspectos epidemioldgicos

A filariose linfatica causada pelos parasitos hetos nematddeos das espé@esgia
malayi Brugia timori e Wuchereria bancroftesta largamente distribuida no globo terrestre,
podendo ser encontrada em 81 paises (ORAGANIZACAINMIAL DE SAUDE, 2008).
Cerca de 1.1 bilhdo de pessoas (20% da populacagiotbo terrestre) vivem em areas
endémicas sob o risco de adquirir infeccdo filafizdtima-se que mais de 120 milhdes de
pessoas estdo infectadas. Embora a distribuicafetagdo pareca global, aproximadamente
um terco dos individuos infectados reside na indigro terco na Africa e o restante se
encontram, predominantemente, na regido ociderdalPdcifico e no sudeste da Asia
(MATTOS; DREYER, 2008).

O parasita filarial,W. bancroftj esta presente na maioria das regides tropicais e
subtropicais do mundo. Nas Américas a filariosdatioa € uma importante causa de
morbidade aguda e crbnica atingindo pessoas de ted@ades e de ambos os sexos. O Haiti
tem a mais alta prevaléncia e no Brasil, calculgtse cerca de trés milhdes de individuos
estejam sob o risco de adquirir a doenca, estimaadguarenta e nove mil o numero de
infectados (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2.
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No Brasil, a Regido Metropolitana do Recife (RMA)-fRecife, Olinda e Jaboat&o)
sdo &reas de importante transmissibilidade. O rfpioide Macei6-AL tem a infeccdo sob
controle e o municipio de Belém do Para, encordrans processo de reconhecimento, junto a
Organizacao Mundial da Saude, da certificacéo ida@reicdo (FREITAS et al., 2008; LIMA,
2007).

A Fundacdo Nacional da Saude/ Ministério da Saud&iente com a Organizagéo
Pan-americana da Saude (OPAS) e Organizacdo Mual@hude (OMS), em 1997, realizou
um encontro em Brasilia onde foi discutido o Prograle Eliminacdo da Filariose Linfatica
no Brasil. O encontro teve como base o documentmd@mdo pela forca tarefa da
Organiza¢do Mundial da Saude em 1996, onde foilghda a potencialidade de eliminar a
Filariose linfatica no mundo (BRASIL, 1997, 200@jiante desta possibilidade foi tracado
um Plano Nacional de Eliminacéo da Filariose ncsiBrilas regides onde a prevaléncia seja
> a 10% devera ser implementado o tratamento em nwassaa droga dietilcarbamazina
(DEC) ou Invermectina (IV), podendo essas drogte @ssociadas (OTTESEN et al., 1997,
ORAGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1997). Além disso,ahtre as metas desse Plano
esta a utilizacdo da pesquisa de antigeno cireuldaiV. bancroftipor meio dos anticorpos
monoclonais Og4C3 e AD12, como indicador da momzidgdo da eficacia do tratamento
especifico realizado nas comunidades (OTTESEN,et@97).

2.5 Formas clinicas

A manifestacao clinica da filariose bancroftianaagtante diversificada, dependendo,
dentre outros fatores, do estagio do parasita eitoE da resposta imunoldgica apresentada
pelo paciente (DREYER; NOROES, 1997).

A bancroftose constitui uma das mais importantassas de morbidade aguda e
cronica, afetando principalmente individuos de dgpoder sécio-econdmico de todas as
idades e ambos 0s sexos. Raramente a infeccasg®helminto pode levar o individuo a
Obito (ROCHA, 2000). Entretanto, essa parasitosge porovocar danos irreversiveis aos
vasos linfaticos através dos processos de obst(tregisitdria) e principalmente de dilatacao
(permanente), tendo como consequéncia as forrmasadidesfigurantes (ADDIS; DREYER,
2000).
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A forma aguda néo parece ser tdo freqlente emichais que moram em area
endémica (DREYER; DREYER; PIESSENS, 1999). Enttetamcomete a maioria dos
imigrantes recém chegados a essas areas, onde @assmissdo da doenca (HODGE;
DENHOFF; VANDERVEER, 1945). Estima-se que a formaneca, representada pelo edema
linfatico, principalmente de membros inferiorescenprometimento urogenital, atinja cerca
de quarenta e nove milhBes dos adultos infectadtSCLAS et al., 1997). Entre os que
apresentam manifestacdes cronicas, o sexo mas@dinto € o mais afetado e o aparelho
génito-urinario € o grande alvo da doenca ness#igiduos que tém na hidrocele a sua
principal manifestacédo (ADDIS et al., 1995). Em tcaste, o linfedema ocorre com maior
frequiéncia nas mulheres do que nos homens (BANDYOHPAAY, 1996; LAMMIE et al.,
1993).

Em area endémica de acordo com Dreyer e Rocha X2p06dem-se classificar os

habitantes nos seguintes grupos:

a) Grupo |I|. destacamos os individuos infectados crgfilarémicos) e os

amicrofilarémicos portadores de vermes adultos;

b) Grupo II: temos os individuos que apresentatméngites retrégadas e as adenites.
Estes episodios sdo causados pela morte dos vexdudt®s localizados em vasos
linfaticos ou linfonodos, podendo ocorrer “esportnente” ou apO0s o0 tratamento
especifico (DREYER et al., 1994; DREYER et al.,3;99REYER; ROCHA, 2001);

c¢) Grupo llI: temos os individuos que podem apresem quilria, quilocele, hidrocele,
linfedema (membros, mama, escroto, pénis e powcpiénte em vulva), adenopatias e

hematuria, esta Ultima causada pela microfilaria;

d) Grupo IV: temos a EPT, que € uma forma muit@ @& apresentacédo clinica da
doenca filarial. Os pacientes apresentam ataquesti&srmes e tosse de predominancia
noturna, de longa duracédo, ndo respondendo adeqgeatla a broncodilatadores ou
corticoides de forma resoluta. Vale salientar cgta ®orma de apresentacdo da doenca €
a Unica que apresenta hipereosinofilia perifémcaig¢r ou igual a 3.000 eosindfilos por
mm?3) (COUTINHO et al., 1998);
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e) Grupo V: inclui todos os individuos morando esas&endémica sem apresentar sinais
ou sintomas da doenca filarial (DREYER et al., 1996

2.6 Diagnosticos laboratoriais

No tocante ao diagnostico laboratorial citamoaixab os principais testes e técnicas
disponiveis e rotineiramente utilizadas no diagndstparasitoldgico e sorolégico da
bancroftose.

2.6.1 Diagnéstico parasitolégico

2.6.1.1 Gota espessa (GE)

Até a década de 80 a técnica de GE com sanguercapib analise microscopica,
podendo ser mensurada ou nédo, era o teste mamaduilpara o diagnostico de infeccao
parasitologica comV. bancroftitanto em comunidade quanto individual (ORAGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 1984). No entanto a pesquisa décrofilarias em amostras
sanguineas deve levar em consideracdo a periodécidia verme (maior pico de densidade
das microfilarias no sangue periférico) em cad#&cegndémica. No Brasil esta periodicidade
ocorre entre 23:00 e 1:00h da manha (ROCHA, 20D6éntre os principais fatores para a
indicagdo da GE estdo os baixos custos e o facilsedo laboratorial (CHANDRASENA et
al., 2002; FARIS et al., 1993; MCMAHON et al., 19PANI et al., 2000).

2.6.1.2 Técnicas de concentracao (knott e filtracao
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As técnicas de concentracdo utilizam maiores vodude sangue de origem venosa
(geralmente 1 a 5 ml), o que proporciona uma nsgasibilidade (ROCHA, 2000). A técnica
descrita por Knott em 1939 foi a primeira a ser mgada, sendo hoje substituida pela
filtracdo em membrana de policarbonétgura 3) (CHULARERK; DESOWITZ, 1970). A
utilizacdo da técnica de membranas filtrantes Mmigialmente introduzida no diagnéstico
filarial a partir dos estudos desenvolvidos por Bel 1967. Isto proporcionou novos rumos
ao diagnostico parasitolégico, envolvendo a pesquie microfilarias. Esta técnica é
considerada como o “teste ouro” para investigac@mantificacdo da microfilaremia, pre,
durante e pos-tratamento. A filtragdo em membraegsolicarbonato apresenta uma elevada
sensibilidade no diagnostico filarial, uma vez que Unica disponivel que possibilita a
investigacdo de microfilarias em até 10 ml de sarigtal utilizando uma Unica membrana
(CHULARERK; DESOWITZ, 1970; DENNIS; KAEN, 1971; RO{A, 2000). Assim, a
filtracAo em membranas de policarbonato tem pdsain a identificagdo de individuos com
baixa ou baixissima parasitemia, que foram negatpelas técnicas de gota espessa e
concentracdo de Knott (ROCHA, 2004).

O diagnastico clinico e parasitoldgico direto demiga, muitas vezes néo é facil, o que
faz do sorodiagnostico uma opg¢ao necesséaria. Aonmésmpo, um imenso desafio para os
imunoparasitologistas, apresenta-se por nao serdap um modelo experimental, o qual
possibilitaria 0 conhecimento da relacdo clinicanologica do parasita-hospedeiro, a
exemplo do que se tem na esquistosomose mansémica onalaria, particularmente em
relacéo a testes diagnosticos (HAGAN; ABATH, 199®)NTENEGRO, 1992).

Desta forma, um teste que possa ser realizadolgugudnora do dia é extremamente
atrativo para os sistemas de salde das regidemmadé tanto em ambito individual quanto

da préopria comunidade.
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Figura 3. Materiais utilizados na técnica de filtracido em rbema de policarbonato para
guantificacdo de microfilérias.

Fonte: Rocha (2002)

Nota: A) Caixas de membranas Nucleop®reB) Suportes para as membranas, C) Amostras
sanguineas devidamente identificadas.

2.6.1.3 Técnica de imagem (pesquisa de vermesoajlult

A técnica do ultrassom (US) tem sido utilizada dngnte nos diversos paises
tropicais, para localizacdo de vermes adultos derafites parasitas, dentre os quais
destacamos @&chistosoma mansoni, Ascaris lumbricoides, Echiome® granulosusem
locais erraticos no corpo humano, causando asdifarentes patologias (RICHTER; HATZ;
HAUSSINGER, 2003).

Os vermes adultos, ao contrario das microfilanés, migram. Eles se desenvolvem e
permanecem no mesmo sitio de localizacdo dentvasies linfaticos dilatados e linfonodos,
podendo ser detectados eventualmente por ocasidobidpsias, e em exames
ultrassonogréficos, quando vivos, devido aos seagimentos caracteristicos conhecidos
como “Sinal da Danca da Filaria”, (SDF).

A ultrassonografia indubitavelmente pode ser amrada como um dos maiores
avancos da parasitologia médica, dos ultimos cimgilianos, como metodologia empregada
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no diagnéstico da bancroftose. Este recysomite a visualizacdo de linfaticos dilatados,
particularmente em &rea escrotal, em individuomtassaticos, com ou sem microfilaremia,
possibilitando a deteccdo de casos de infeccaumafilaculta definido como amicrofilaremia
associada a presenca de vermes adultos. AdicionEmesse exame € de grande utilidade

para o monitoramento do tratamento possibilitandteatificacdo de vermes refratarios.

No entanto, a ultrassonografia, como método didagmdsde infeccao filarial,
apresenta limitac6es. Os vermes adultos ndo témagakzacao Unica (podem ocorrer varios
“ninhos”) dentro do organismo humano, o que difeu exame em todo o sistema linfatico
gerando um custo operacional elevado o que impedeuso como rotina diagndstica nos

servicos de saude publica das areas endémicas.

O exame histopatoldgico realizado através de a8pde linfonodos, pode revelar
vermes adultos degenerados, calcificados ou néd,do parcialmente reabsorvidos e outros
aparentemente integros. A biopsia, por ser um exavasivo, ndo é recomendada na rotina
do diagndstico da bancroftose. Porém, muitas vezesecessaria para o diagndéstico

diferencial com outras patologias.

Em estudos desenvolvidos no Centro de PesquisauUAimgalhdes (CPgAM),
Amaral et al. (1994), foram capazes de identiffpela primeira vez, utilizando o US, vermes
adultos vivos daVN. bancroftiem vaso linfatico, especificamente em vasos intraéss do
corddo espermatidg-igura 4).

Com o uso dessa nova ferramenta, pode-se oferesepacientes portadores de
bancroftose um tratamento alternativo para retickm®erme adulto, através da realizacéo de
uma cirurgia. Este tipo de procedimento pode ocaoms casos onde a populacdo de vermes

adultos seja refrataria as droga do tratamento.
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Figura 4. Imagem ultrassonografica: Verme Adulto d&uchereria
bancrofti

Fonte: Rocha (2003).

Nota: As setas indicam o corpo do Verme dentro do vasftico,
visualizado através da técnica de ultrassom.

2.6.2 Diagnostico sorologico

2.6.2.1 Pesquisa de anticorpo

Os testes preconizados para a pesquisa de anscorpodoenca filarial, até o
momento, utilizam extratos brutos dos parasitos diogos (por exemplo, a
imunofluorescéncia [IMF] par&V. bancroffy ou heterélogos (imunoenzimaticos [ELISA]
com vermes adultos dB. malay). Isso provoca geralmente reacdes cruzadas corasout
infeccdes, fazendo com que a especificidade de se$a prejudicada (ROCHA, 1995). Estas
técnicas sorologicas, geralmente ndo diferenciammdigiduos com infeccdo ativa daqueles
com infec¢cdo passada ou os individuos que ja teimaexposto as larvas infectantes de
forma esporadica ou mesmo continua, mesmo queen@onem infectados (ROCHA, 2000).

Um novo teste soroldgico para filariose linfatibaseado em pesquisa de anticorpos
pelo antigeno recombinante filarial BmM14, foi netenente desenvolvido podendo ser
realizado a qualquer hora do dia. Este antigenosétécionado de uma biblioteca de

expressdo de cDNA dB. Malayi sendo reconhecido no soro de pacientes com fi&rios
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linfatica mas ndo em pacientes com infeccdo poningbs ndo filariais. Estudos preliminares
com soro de pacientes da India indicaram que o &ld&seado na deteccdo de anticorpos
IgG4 para BmM14 parece apresentar uma alta sddaitdd para o diagndstico de pacientes
com filariose causada peBaugia malayiou Wuchereria bancroftcom infeccéo ativa ou em
endémicos normais (CHANDRASHEKAR et &l994).

2.6.2.2 Pesquisa de antigeno

Devido a limitacdo diagndstica pratica dos testes gilizam a pesquisa de anticorpo
na bancroftose, os quais até o momento ndo estiionizados, o Programa de Pesquisa em
Doencas Tropicais da Organizacdo Mundial da SalBRIORAGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE) enfatizou a necessidade de serem getedtes soroldgicos capazes de detectar
antigenos circulantes nos periodos pré-patentenigatde cura e de reinfeccao na filariose
bancroftiana (ORAGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1992\ arios pesquisadores tém
demonstrado que tais testes sdo factiveis. Delasalestacamos Santhanam et al. (1989) que
utilizando anticorpos monoclonais demonstraramesegnca de antigenos circulantes filariais.
Recentemente foram obtidos dois anticorpos monadgAcMo) denominados de Og4C3 e
AD12, para diagnostico da filariose bancroftiandilizando técnicas imunoenzimaticas
(MORE; COPEMAN, 1990; WEIL; LAMMIE; WEISS, 1997).

O teste do Og4C3 foi 0 primeiro a tornar-se dispelrcomercialmente no formato de
kit utilizando a técnica imunoenzimatica (ELISA)N( bancroftiELISA kit, fabricado por
JCU Tropical Biotechnology Pty. Ltd., Townsville,u€ensland, AustraliajFigura 5)
(TROPBIO, 1996). O Og4C3 € um anticorpo monoclaaatlasse das imunoglobulinas IgM,
produzido contra antigenos do parasita bovidochocerca gibsonique curiosamente
reconhece antigenos circulantes no soro ou plasnradividuos infectados collV. bancrofti
e gue nao apresenta positividade frente a infeccOesaO. gibsoni(MORE; COPEMAN,
1990).

Com a necessidade crescente de se ter um tesfécileaplicacdo no campo
dispensando a utilizacado de equipamentos, foi thmpala ICT Diagnostic (Balgowlah, New
South Wales, Autralia), atualmente BINAX, unstée rapido em Cartédo (ICTrigura 6),

utilizando o anticorpo monoclonal AD12, o qual mneltcece um antigeno de 200 kD, que
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segundo alguns autores é originario de vermesasd(BBERHARD et al., 1997; FARIS et
al., 1993; ; WEIL et al., 1987; WEIL; LAMMIE; WEISS997). A grande vantagem do teste
rapido em cartbes é que pode ser utilizado com masode soro, plasma, liquido hidrocélico
e sangue total e a leitura pode ser feita em atgid0tos. Pela simplicidade, esse teste parece
bastante promissor para ser utilizado em largal®sea areas endémicas (ROCHA, 2004;
WEIL; LAMMIE; WEISS, 1997). O anticorpo AD12 pareaeconhecer antigeno(s) do
estagio de parasita adulto, devendpriri interpretar-se o teste, quando positivo, como
sendo o resultado da presenca do verme adultopendente dostatus de amicro ou

microfilaremia do paciente.

Apesar das observacoes referentes aos dois amtcorpnoclonais 0os antigenos que
ambos detectam podem ser compartilhados tanto petoges adultos com pelas microfilarias
(LAMMIE; HIGHTOWER; EBERHARD, 1994; ROCHA et al., 996). No entanto,
destacamos a grande vantagem de ambos o0s testdstectar antigeno circulante &,
bancrofti a qualquer hora, tanto diurno com noturno, semmtstante a concentragao de
antigeno no soro ao longo do dia (LAMMIE; HIGHTOWHBBERHARD, 1994; ROCHA et
al., 1996; WEIL et al., 1996; WEIL; LAMMIE; WEISS,997). Entretanto deve-se enfatizar
gue a pesquisa de antigeno circulante pode naarsarferramenta esclarecedora como
diagnostico no seguimento pdés tratamento, tantdvichl, quanto em comunidade
(tratamento em massa). Sendo assim, estudos predsa direcionados no sentido de
esclarecer qual o tempo médio do antigeno circeldmem como, se a morte dos vermes
adultos, monitorizados pela ultrassonografia, ataro declinio dos niveis sorologicos do

antigeno circulante, assegurando desta forma aleuirdeccéo.
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Figura 5. Kit do teste Og4C3.

Fonte: Rocha (2002).

Nota: Trop-Ag W. bancrofti ELISA Kit, fabricado pela JCU Tropical
Biotechnology Pty. LtdTownsville, Queesnsland, Austral

Figura 6. Cartdo do teste ICT pavduchereria bancrofti.
Fonte: Rocha (2002).
Nota: A) Resultado neaativo. B) Resultado posit
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2.7 Tratamento

Nas areas endémicas para Filariose linfatica (Flisteam essencialmente duas
modalidades de tratamento: o seletivo e o trataonemt massa ou coletivo. No tratamento
coletivo, os individuos sdo examinados e constataitdéeccao sdo tratados juntamente com
toda a comunidade.

O programa de controle e eliminacdo da FL tem cobjetivo elimina-la até 2020.
Para que isso ocorra a Organizacdo Mundial de Smimleomo meta tratar 1.1 bilhdo de
individuos vivendo nas areas endémicas até 2020KESEN, 2000). Com a disponibilidade
de novas ferramentas diagnosticas, identificanisddeacdo com &V. bancroftj € imperativo,

0 quanto antes o tratamento com a droga espec#igggndo a progressao dos danos
linfaticos (ADDISS; DREYER, 2000).

Outra abordagem terapéutica, envolvendo tratamesigdivo, € a utilizacdo do sal
(cloreto de sbdio) medicado com a dietilcarbamagidlaC), numa concentracdo que pode
variar de 0.1 a 0.6% (GELBRAND, 1994; ORAGANIZACARIUNDIAL DE SAUDE,
1994). Esta alternativa foi utilizada pela primewez em Recife por Hawking e Marques
(1967). Varias é&reas endémicas do mundo tém wdizasta forma de tratamento,
principalmente a China (JING-YUAN; XIAO-HONG; ZHA®ING, 1992), india
(KRISHNARAO; KATIR; GHOSH, 1991) e Tanzania (MEYRAWSCH; SIMONSEN,;
MAKUNDE, 1996), apresentando pleno sucesso no almntla infeccédo causada pela FL.

O tratamento na filariase linfatica bancroftiana, seu espectro mais amplo, visa a
cura da infeccdo do individuo, a interrupcdo dasimdissdo comunitaria e a resolu¢cdo ou
minimizacdo das repercussfes clinicas desta irdec(@TTESEN et al.,, 1997,
ORAGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2002).

Para tanto, o arsenal terapéutico disponivel iimthgas macrofilaricidas (acdo contra
0s vermes adultos) e/ou microfilaricidas (a¢do reoas microfilarias), intervengdes clinicas
sobre a morbidade da doenca e medidas de caréterasnbiental auxiliares no controle da
transmissado. A droga de escolha é a dietilcarbaradBIEC), que é derivada da piperazina, e
tem sido indicada para o tratamento da filariosefitiana ha mais de cinqiienta anos, tanto
individual quanto para o tratamento em massa, porat vantagem de ser micro e
macrofilaricida (HEWITT et al., 1947). A dose cliassde DEC recomendada pela OMS é de

6mg/kg 12 dias consecutivos, enfatizando a pogstaié de repeticbes até o total
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desaparecimento da microfilaremia (OTTESEN, 198RAGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 1992).

O Programa de controle e eliminacdo da FL estarammt principalmente no
tratamento quimioterapico, utilizando a DEC sozinbhaassociada a outros anti-helminticos
intestinais como a ivermectina (IV) e o albendaillB) (OTTESEN, 2000). Esquemas
terapéuticos com doses Unicas de DEC, IV e ALB, respectivas doses, sozinhas ou
utilizando varias combinacfes entre elas, tém poipoado uma rapida e eficaz queda da
densidade de microfilaria, nas diversas areas epdérdo mundo (COUTINHO et al., 1994;
DUNYO; NKUMAH; SIMONSEN, 2000; GYAPONG, 2000; SHENGQ JOHN; BABU,
2000).

2.7.1 Tratamento coletivo

No ano de 2000 foi estabelecida estratégia de cdembandial a filariose intitulada
Programa Global de Eliminacdo da Filariose Lin&ti®GEFL), como uma resposta a
Resolugdo de 1997 da Assembléia Mundial de Sauee cqusiderou essa doenca um
problema de saude publica mundial de possivel edigdio. As estratégias do programa, para
atingir esses objetivos, fundamentaram-se em daieg: interrupcdo da transmissao, através
do tratamento em massa, e controle da morbidadealsaLa ADDISS; BRADY, 2007.

A interrupcdo da transmissao deve ser orientada pgvopulacdo sob risco e visa
reduzir a carga filarial na comunidade. A dispdidbide de novos esquemas terapéuticos
empregados em regime de dose Unica anual, possitalssociacdo efetiva e segura de drogas
por um periodo prolongado de quarenta e oito antaite dois meses. Os diversos paises
endémicos, que aderiram ao programa, optaram feredies alternativas de tratamento em
funcdo de suas realidades epidemiolégicas(OTTESEMI.g 1997; ORAGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2002). Essas alternativas s&o:

a) Albendazol (400 mg, independente da idade) &stméa DEC (6 mg por cada 1 Kg
de peso corporal): este regime é adequado paradfimse, apenas, para paises nao co-
endémicos poOnchocerca volvulus/ouLoa loa Essa estratégia baseia-se na constatacdo de
gue uma unica dose de DEC, nesta posologia, é&zeficareduzir a carga de microfilarias

circulantes. A associacao do albendazol intensifgss efeito, tendo, além disso, significativo
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impacto na eliminacdo de parasitos intestinais,ccancilostomideosiscaris lumbricoides
Enterobius vermicularise Trichuris trichiura, que também sdo, em geral, altamente
endémicos nas areas onde ocorre a filariose lbafati

b) Albendazol (400 mg, independente da idade) &sdo@ ivermectina (150 a 200 pg
por cada 1 Kg de peso corporal): este regime émendado para uso em paises ou areas
endémicas em filariose linfatica com ocorrénciawiémea da oncocercose ou loiase, onde €
contra-indicado o uso de DEC devido ao potenciadéesenvolvimento de fortes reacdes
adversas que esta droga induz em pacientes infsctadnO. volvuluseL. loa.

c¢) Sal de cozinha fortificado com DEC (0,2% a O@¥hde DEC adicionado ao sal): o
consumo de sal de cozinha misturado com DEC, emtituibdo ao sal convencional, é
aplicado pelo periodo de seis a 12 meses, podemgo@rogado. Este regime de tratamento
comunitario, para quebra de transmissao, podersarapcao util em certas localidades com
caracteristicas especiais, onde se possa obtefetiloecontrole do consumo deste sal, como
observado na China no passado. A DEC é resistertezimento e néo altera a cor ou sabor
dos alimentos. Ela oferece uma ampla margem deasgaupara o tratamento e a dose diaria
administrada através do sal fortificado € muito onedo que uma dose diaria de DEC usada
no tratamento comunitario convencional, observas®oassim, menor presenca de efeitos
adversos. No entanto, assim como nos outros regoeesratamento com DEC, o sal
fortificado ndo deve ser utilizado em regides orm®rram O. volvulus fu L. loa
(ORAGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2002).
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Figura 7Tratamento em massa.
FonteRocha (2008). )
Nota:Realizado na comunidade de Agua Fria, Recife BPasil.

2.7.2 Tratamento individual

O tratamento antifilarial esta indicado em todosimdividuos com evidéncia de
infeccdo ativa, ou seja, naqueles em que se iaprgih microfilarias e/ou vermes adultos de
W. bancroftj independente da presenca ou ndo de qualquerasi@gi&o clinica relacionada
direta ou indiretamente a filariose linfatica.

A droga de escolha para o tratamento individual BEC. O regime classico de
tratamento, recomendado pela OMS, € de 6 mg/Kgsde porporal/dia, durante 12 dias. Esta
posologia leva a uma rapida e acentuada reduca&aalafilaremia, embora ndo ocorra uma
completa eliminacdo das microfilarias da circulagéwiférica na maioria dos individuos
(FIGUEREDO et al., 2002; HEWITT et al., 1947). rRatro lado, uma dose Unica de DEC
de 6 mg / Kg de peso causa uma reducdo mais lantaiatofilaremia, embora esses niveis
sejam similares seis a doze meses apds o tratancenmto DEC em ambos esquemas
terapéuticos (DREYER; DREYER; PIESSENS, 1999).

A eficacia da DEC em causar morte do verme addlt@riada. O monitoramento

direto do efeito da DEC nos vermes adultos,vivo, tem sido realizado através de
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investigacdo por ultrassonografia. Nos casos emogueermes ndo sdo susceptiveis a dose
classica, também néo responderdo a doses maisiatevaassim, a resposta terapéutica de
cada individuo ndo é previsivel e € dependente effsilslidade dos vermes a droga
(AMARAL et al., 1994).

A DEC parece nao ter qualquer efeito na funcawvaso linfatico, ou seja, ndo altera o
linfedema ou a hidrocele de longa duracdo. Assiniroga ndo é util para o tratamento das
manifestacbes cronicas da doenca que nao estejwisaks a infeccdo filarial ativa
(DREYER; NOROES, 1997).

2.7.3 Controle da infeccdo e morbidade filarial

Embora o Programa Global de Eliminacao da Filariostatica tenha alcancado uma
grande adesdo e avan¢o no numero de individuosesidos ao tratamento em massa e
consequente reducdo da prevaléncia da infeccabpralaem e assisténcia aos individuos
com morbidade filarial ndo alcangcou 0 mesmo pataf@aBrasil, inquéritos epidemioldgicos
através de queixa referida — principalmente linfleglee hidrocele - tém sido realizados em
Macei6 e na Regido Metropolitana do Recife paratifiear o niumero de individuos
comprometidos e possibilitar o planejamento e dantpcdo de programas e estratégias, no
sentido de oferecer aos individuos com doencaidilaim tratamento e acompanhamento
adequado. Medidas que propiciem melhora do retdimfdtico e venoso, tais como
fisioterapia ativa, drenagem postural e estimuloaminhadas, sdo Uteis como condutas
adicionais. O uso de meias compressivas pode dearado em alguns casos em estagios
menos severos da doenca (ORAGANIZACAO MUNDIAL DESRE, 1997).

Tratamento antimicrobiano efetivo, durante epig®digudos de infeccdo bacteriana
ou fungica, é necessario. Tem sido utilizado cornesso o0 esquema com penicilina
benzatina, associado a antibioticoterapia topi@nda necessario. O tratamento definitivo da
hidrocele e da quilocele é cirtrgico. A técnicaigica mais indicada é a completa excisdo da
tunica vaginal. Acredita-se que o comprometimeradtthica pela infeccao filarial ja poder
ser a causa de importantes alteracbes patologagle pode levar a um constante
extravasamento de liquido caso se utilize apensscrica de eversdo desse tecido. Na
abordagem do linfoescroto, alguns centros espeadtds realizam cirurgias reconstrutoras
com bons resultados (AMARAL et al., 1994).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

* Analisar a cinética de antigeno dos individuoscdita@os com aWuchereria bancrofti

apos a realizacdo do inicio do tratamento (DEQ4rGia).

3.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o antigeno circulante através dos tedee©g4C3-ELISA e cartdo ICT na

deteccado do portador da bancroftose;

b) Avaliar qual tratamento foi mais eficaz em réa@ diminuicdo da concentragdo
ACF por meio do AcMo Og4C3-ELISA e AD12;

c) Identificar a partir de que periodo observa-s& Wueda significativa do antigeno

circulante apds o inicio do tratamento;

d) Avaliar a concentragéo de antigeno circulargeté & densidade de microfilarias;

e) Verificar a morte dos vermes adultos in vivéizando o ultrassom pds tratamento.
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 Area de estudo

Individuos oriundos da Regidao Metropolitana de fR#CE-Brasil area endémica de
Filariose Linfatica, de ambos os sexos. Microfilai@s e amicrofilarémicos, atendidos no
ambulatorio do Servico de Referéncia Nacional elaribses (SRNF) Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes/Fundacgao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

4.2 Desenho de Estudo

Foi definido como desenho do estudo longitudinafospectivo com grupos de
comparacao, em virtude do tempo de andlise, salidota comparacdo entre os trés grupos
de tratamento (dose Unica, tradicional e cirargiagaliados pré e poés inicio do tratamento ao
longo de um periodo de 120 meses.

4.3 Populacgéo de estudo e periodo de referéncia

Individuos oriundos da Regido Metropolitana de fR#CE-Brasil area endémica de
Filariose Linfatica atendidos no SRNF - FIOCRUZ.

O periodo de referéncia do estudo foi definido derdo com a cronologia de
acompanhamento dos pacientes do SRNF. Englobamilenfes acompanhados pelo SRNF
desde o ano de 1989 até o ano de 2008.
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4.4 Fonte de dados

Os dados utilizados para o desenvolvimento doidefezstudo foram extraidos dos
prontuarios dos individuos cadastrados no SRFN eltr@ de Pesquisas Aggeu Magalhaes
(CPgAM), ou seja, de um banco secundario.

No prontuario constam informacfes e caracterizagépaciente, como atendimento
ambulatorial, anamnese clinica, folha de evolucéntendo os resultados dos exames
laboratorias (pesquisa parasitoldgica e antigénictipo de tratamento escolhido pelo médico
e 0 acompanhamento do mesmo ao longo do periodtratEmento, seguimento pés

tratamento (critério de cura), exame urologicaaskonografico e evolucéo cirurgica.

4.5 Defini¢cdo de variaveis e indicadores

No quadro a seguir, encontra-se especificado #veis dependestes e independentes
no estudo relatado:

VARIAVEL DEFINICAO/CATEGORIZACAO

Individuos microfilarémicos Individuos portadores da forma embrionaria

da doenca, denominada microfilaria.

Individuos amicrofilarémicos Individuos portadores de verme adulto, sem a

forma embrionaria do parasita.

Quadro 1: Variaveis dependentes
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VARIAVEL DEFINICAO/CATEGORIZACAO
Sexo Masculino e feminino
Faixa etaria Definido de acordo com o registro no

prontuariodo SRNF. Individuos com 11 a 61

anos (idade referente ao inicio do tratamento)

Bairro de residéncia

Definido de acordo com o teqiso
prontuariodo SRNF. Individou oriundos da
Regido Metropolitana do Recife (Olinda,
Recife e Jaboatdo dos Guararapes).

Tratamento

Definido de acordo com o registro no

prontuariodo do SRNF atribuido pelo

UJ

médico. Droga dietilcarbamazina DU, OMS

ou cirurgia.

Quadro 2: Variaveis independentes.

A variavel dependente foi obtida por meio da cold¢amaterial biolégico para a

realizacdo do exame de filtracdo em membrana emcapobnato e para a pesquisa de

antigeno circulante filarial utilizando dois antigos monoclonais (0g4C3 e AD12). As

independentes através dos prontuarios no ambulatorsRNF.

4.6 Fatores de Inclusdo

Foram incluidos no estudo todos os individuos deatéss no SRFN do CPqAM, que

possuiam amostra de material bioldgico(soro), aemada no banco de amostras biolégicas

do SRFN- CPgAM. E que tinham acompanhamento amldogratamento.
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4.7 Limitagao do estudo

O fator limitante do estudo é a dificuldade do apanfhamento do paciente pdés inicio
do tratamento, uma vez que alguns deles ndo d&mngiolade a avaliacdo de cura, nem

buscam o servigo para a reavaliacao.

4.8 Caracterizagdo da amostra

A amostra € composta por individuos atendidos SB&NEentro de Pesquisas Aggeu
/IFIOCRUZ. Residentes da Regido Metropolitana deif&&&E-Brasil d&rea endémica de
Filariose Linfatica. De ambos os sexos, amicro @afilarémicos.

4.9 Coleta de material bioldgico

Para esse fim, foi coletado 6 ml de sangue venasa p realizacdo dos exames
laboratoriais: filtracdo em membrana em policarbongml de sangue em tubo
anticoagulante) e para a pesquisa de antigenolasiteufilarial (tubo com 2ml de sangue
venoso para obtencédo de soro). Foi utilizado patetac do sangue o material (seringa e

agulha) descartavel (inutilizado apds um unico esedtéril (sem contaminacao).

4.10 Processamento e analise dos dados

Pesquisa e quantificacdo da microfilaremia pelantéa de filtracdo (TF)

Foram reservado 4ml da amostra coletada em tuboacicpagulante. A pesquisa e

quantificacdo da microfilaremia circulantes foraealizadas pela técnica de filtracdo em
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membrana de policarbonato comug& de poros (DENNIS; KAEN, 1971). No primeiro
momento sera filtrado 1ml do volume dos 4ml pargesquisa e quantificacdo da
microfilaremia. Nos casos dos exames negativos emh era filtrado os 3 ml restantes para
confirmacdo ou ndo da negatividade. Apds a fixagdcoloracdo pela Hematoxilina de
Carazzi se procedera as leituras das membranasonosaopio Optico com utilizando um
aumento de 160X. A técnica sera considerada pasgvior encontrada em qualquer um dos
filtros no minimo 1 microfilaria (MF) e consideradegativa quando ndo for encontrada

nenhuma MF.

Pesquisa de antigeno circulante filarial

Foram reservado 2ml de sangue venoso para obtetlg¢&goro. As amostras
soroldgicas foram entdo separadas, aliquotadasielagas a -2C no banco de amostras
sorologicas do Servico de Referéncia Nacional elariése, até a hora do processamento
para pesquisa do antigeno circulante pelo kit déG3gELISA (MORE; COPEMAN, 1990).
Os testes foram realizados de acordo com as nouwoas fabricantes e protocolos

laboratoriais.

a)Pesquisa de antigeno circulante filarial com stéeeOg4C3.uma amostra de
100 pl de soro de cada individuo foi diluida com 3@00do diluente. Esta foi
fervida por 5 minutos a 99°C, centrifugada a 10.g0@or 5 minutos e do
sobrenadante retirada uma aliquota dqubue sera aplicada na placa em seu
respectivo poco. Apos a incubacgdo da placa em eatmaida por toda noite, ela é
lavada por 3 vezes, com incubacdes de 1 hora eatsscentando primeiro uma
solucéo diluida de anticorpo a@nchocercade coelho, conjugado e cromdgeno
que acompanham o kit. Depois do ultimo periodondebacéo a placa € lida em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 492am, onde os resultados
serdo expressos em absorbancia. O valor de referémcunidade de antigeno é
de que se a amostra for positiva para o antigésrafitera valor igual ou maior
gue 128 unidades de antigeno (UA). Caso a amagransgativa tera valor menor
que 128 UA. A pesquisa para o antigeno foi reaéizzd um Unico momento e em

duplicidade.
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b)Pesquisa de antigeno circulante filarial com imarmmatografia rapida (ICT
card teste):sera adicionado ao cartdo ICT aberto na parte isupa almofada
branca 10Qul de soro total, esperando que a mostra se desmauelhe toda a
area da almofada. Em seguida, o cartdo foi feckaaimds 10 minutos o resultado
visualizado no visor do cartdo. Se o resultadordastra for positivo, aparecerao
duas listras vermelhas no visor do cartdo, caso rsjativo, sO aparecera uma

listra vermelha na parte inferior do visor.

Analise estatistica

Foi realizada uma andlise descritiva para exparessltados obtidos. A apresentacao
das variaveis mensuradas foi feita através de aaliatluindo também o uso de algumas
medidas descritivas como minimo, maximo, médiaszidegadrao. Para testar a suposicao de
normalidade foi utilizado o teste shapiro wilk, gatomparacdo das variaveis envolvidas
utilizou-se o t-student ou Mann-Whitney, foi utddo o teste de Bartlett a suposicdo de
homogenidade das variaveis envolvidas no estuda &®élise comparativa das variaveis
quantitativas com mais de dois grupos, foi utilzathova e como post hoc o teste de Tukey.
Para a analise comparativa entre as variaveistgtngis foi aplicado o teste qui-quadrado, e
guando necessario Fisher. Todas as conclusdes toraadas ao nivel de significancia de
5%.
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5 CONSIDERACOES ETICAS

A pesquisa foi feita a partir da coleta de dadgssteada no prontuario do ambulatério
do Servico de Referéncia Nacional em Filariosem Batorizacdo do levantamento de dados
nos prontdarios dos pacientes vinculados ao refedchbulatério foi solicitada uma
autotizacdo a Coordenadora Médica do ambulatéri®etwico de Referéncia Nacional em
Filarioses, e ao Centro de Pesquisas Aggeu Magalbh&ea carta de anuéncia para a

realizacdo deste rabalho.
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6 RESULTADOS

A cinética parasitoldgica (microfilaremia e verm@ukio) e pesquisa do antigeno
circulante filarial (ACF) foram avaliadas frente3a individuos de ambos os sexos (28
homens e 3 mulheres), sendo 24 microfilarémicosamicrofilarémicos que foram seguidos
no ambulatério do Servigco de Referéncia Nacional Félarioses do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes/Fundacdo Oswaldo Cruz, nos periodosl, 6, 12, 96 e 120 meses, por
meio das técnicas de filtracdo (FN), ultrassom (U3Q4C3-ELISA (teste do Og4C3) e
imunocromatografia rapida (ICT-teste). Os indiwisiuforam agrupados de acordo com
abordagem de tratamento, a sal&mpo |: 10 individuos foram tratados com DEC dose
anica (DU); Grupo I1: 11 individuos com DEC dose tradicional (OMSGeupo I11: 10
individuos submetidos ao tratamento cirdrgico (CR&jrada de vermes adultd&bela 1).

A idade dos individuos estudados variou de 11 ar@ifs(tabela 1) Com relacdo a
média de idade por grupo estudado foi de 25,1; &8 respectivamente para DU, OMS e
CRG. No grupo Il foi verificada a maior média dade (26,6 anos), por outro lado o grupo
[l apresentou a menor meédia (24 anos). Com relagdmlade ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (p=0,8161). Nos paeie do grupo lll, quatro pacientes
apresentavam vermes adultos bilateralmente, 1 mé&eguimento trés foram tratados com

DU e um foi resubmetido a cirurgia.

Tabela 1- Média de idade dos individuos de acordmm o tratamento submetido

Tratamento N Min Max Media Desvio p-valor
DU* 10 16 44 25,1 8,4 0,8161
OMS** 11 11 61 26,6 13,7

CRG*** 10 19 48 24,0 8,6

TOTAL 31

Nota: *DU= Dietilcarbamazina dose Unica
*OMS=Dietilcarbamazina OMS
***CRG= Tratamento cirtrgico
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Tabela 2- Tendéncia do acompanhamento das ferramexst diagnosticas, frente aos individuos
microfilarémicos independentemente da abordagem deatamento no periodo pré, 1, 6, 12, 96 e
120 meses

Tempo de Acompanhamento

Ferramenta

diagnéstica Pré 1 Més 6 Meses 12 Meses 96 Meses 120 Meses

% N % N % N % N % N %

FN 24 1000 17 708 14 583 12 50,0 1 4,1 1 4,1

0G4C3 24 1000 23 958 21 875 19 791 5 20,8 0 0,0

ICT 24 100,0 24 100 21 875 19 791 5 20,8 0 0,0

us 24 1000 10 416 9 37,5 7 29,1 3 12,5 0 0,0
p< 0,001

Na tabela 2, os individuos foram agrupados e al@diaindependentemente da
abordagem de tratamento, frente a positividadedkstas ferramentas diagndésticas estudadas
(avaliando apenas os individuos microfilarémicés).longo do estudo as técnicas do cartdo
ICT e Og4C3 foram 100% concordantes, excecao senfezeguimento de 1 més onde um
individuo negativou no Og4C3 e continuou positiagoo ICT. Observou-se que apés 12
meses de tratamento 50,0%, 79,1%, 79,1% e 29,1% inmltividuos apresentavam-se
positivos frente as técnica de deteccdo: FN, OgdCB e US, respectivamente.. Nao foi
apresentada a andlise no intervalo de dois a s&is por ndo ter ocorrido diferenca
estaticamente significativa (p>0.05), ( dado nacesgntado). Por outro lado, a partir do
seguimento de 96 meses verificou-se uma diminwggaficativa (p<0.001) dos individuos
positivos por meio das ferramentas diagnosticaasgiatogicas (FN e US), ou seja, com
relacédo a deteccao de microfilarias apenas umithaivfoi positivo com 204mf/4ml (4,1%) e
visualizacdo dos vermes adultos através do ultmask? 5%. As técnicas de deteccéo de
antigeno, Og4C3 e ICT apresentaram 20,8% dos dhdei positivos. No tocante ha 120
meses independente da abordagem do inicio do #atamo mesmo individuo relatado
anteriormente positivo em 96 meses diagnosticatiotgenica FN, encontra-se positivo apos
120 meses com 3mf/Aml (4,1%) e nenhum individugitivo para a técnica de ICT, Og4C3
e US (0%). O comportamento do ICT, OG4C3 e USnfiosamilares, havendo uma reducao
no decorrer dos 120 meses equivalente a 100% ©@ik@.0 método diagnostico da FN com
uma reducdo de 95,9% (204mf/4ml- 3mf/4ml). Ao lorgpperiodo do estudo verificamos
gue a antigenemia decai mais lentamente que afifacemia. No decorrer dos 96 meses a
antigenemia decresce 79,2% e a microfilaremia nemmeperiodo de tempo, decresceu
95,9% .
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Grafico 1- Correlacdo entre a densidade de microfiarias/mLnegenemia quantificada pela
ferramenta diagnostica do antigeno circulanteidila®g4C3-ELISA e filtracao.

No gréfico 1 observou-se uma correlagédo positiv8,8118, P<0,0001) crescente da
densidade de MF/mL com o antigeno circulante &lafACF) diagnosticado de forma
quantitativa pela ferramenta diagnostica do Og4CEBE (unidade de antigeno
circulante/mL), ou seja, é proporcional o aumerdacdncentracdo de densidade de MF/mL

com o aumento do ACF.
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Grafico 2-Tendéncia do ACF* Og4C3-Elisa frente a idade.

Relacionando o antigemirculante filarial por meio do teste Og4C3-ELISArite aos
trés grupos estudos, verificamos que a maioria iddwiduos (77,4%) apresentaram a
concentracdo de antigeno > 22.000 unidades deeantfgpr mL e densidade de microfilarias
1-4835MF (544MF/mL). Observa-se maior concentrag@@ntigeno na faixa etaria inferior

aos 27 anos (11- 27 anos) (grafico 2).
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Grafico 3- Comparacgdo entre os testes de antigeno cartdo é(Hliga-Og4C3

Avaliando os 31 individuos no decorrer dos 120 meBente a antigenemia
diagnosticada pelas ferramentas quantitativa (OggiGSA) e qualitativa (cartdo-ICT) que
detectam ACF, verificamos que partindo do valoreferencia de positividade do Og4C3-
Elisa que € 428 UA, todos os individuos foram positivos nddegualitativo do cartdo ICT,

com excecdo de um individuo que apresentou 119Udndcs positivo no teste

imunocromatografico (grafico 3).
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Tabela 3- Tendéncia do acompanhamento das ferramexgt diagndsticas dependentemente da
abordagem de tratamento (DU, OMS e CRG) no periodpré, 1, 6, 12, 96 e 120 meses.

Periodo de Acompanhamento (Positivos)

Ferramenta Pré 1 Més 6 Meses 12 Meses 96 Meses 120 Meses
diagnostica Tratamento N2/ ( %) N2/ (%) N2/ (%)  N*/(%) N? (%) N* (%)
DU* 5 (100) 3(60,0) 3(600)  2(40,0) 1(20,0) 1(20)
oMS* 11 (100) 7(63,6) 6(545  5(454) 0(0,0) 0(0,0)
FN CRG*** 8 (100) 7 (87,5) 5(625  5(62.5) 0(0,0) 0(0,0)
DU* 10 (100) 6 (60,0) 5(5000  3(30,0) 2(20,0) 0(0,0)
oMS*™ 11 (100) 8(72,7) 7(636)  7(636) 1(9,0) 0(0,0)
0G4C3 CRG*** 10 (100) 9(90,0) 8(800)  8(80,0) 2(20,0) 1(10,0)
DU* 10 (100) 7 (70,0) 5(5000  4(40,0) 2(20,0) 0(0,0)
oMS*™ 11 (100) 8(72,7) 7(636)  7(636) 1(9,0) 0(0,0)
ICT CRG*** 10 (100) 9(90,0) 8(80,0)  5(5000)  2(20,0) 1(10,0)
DU* 10 (100) 5 (50,0) 4(40,0)  4(40,0) 0(0,0) 0(0,0)
oMS*™ 11 (100) 3(27,2) 2(18,1) 1(9,0) 0(0,0) 0(0,0)
us CRG*** 10 (100) 4(40,0) 3(30,0)  2(20,0) 0(0,0) 0(0,0)

Nota: N?= Numero de individuos
*DU= Dietilcarbamazina dose Unica
*OMS=Dietilcarbamazina OMS
***CRG= Tratamento cirdrgico

Os individuos foram agrupados e avaliados de acoydoa abordagem de tratamento
(DU, OMS e CRG), frente a positividade de todademsamentas diagndésticas estudadas
(tabela 3). Na técnica de filtracdo foram avaliadogamente individuos microfilarémicos e
nas demais técnicas avaliados todos os individuescgmpdem nossa amostra (amicro e
microfilarémicos). Observou-se que ap0s 96 messsiratamentos com OMS e CRG
reduziram a 0% de individuos avaliados pela técaécéiltracdo e ultrassom. Ja o tratamento
DU reduziu em 80 % na técnica e filtracdo 100% liagdas pelo US. Comparando os trés
grupos estudados frente a cada ferramenta diagapgérificamos que: o grupo 1 encontra-se
ainda com 20% dos individuos positivos em 96 meses demais grupos 0% avaliados pela
FN. As técnicas de deteccdo em antigeno Og4C3 eséCbmportaram de forma similar ao
longo do periodo de estudo e em 120 meses encesdr®d dos individuos positivos no
grupo 1 e 2 e 10% (reinfeccdo- 43.998UA) no grupd Bcnica para visualizar os vermes
adultos foi a primeira a negativar em todos os gsugstudados no periodo de 96 meses. O
tratamento que observamos uma menor numero deidods positivos foi através da
medicacdo DEC OMS seguido de CRG e DEC DU. Todogragos frente as técnicas de

deteccéao tiveram p valor significativo p< 0,05.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo comparou o efeito do tratanmssiédivo com DEC (nas dosagens
de DU e OMS) e a intervengdo cirurgica sobre aafilaremia e o marcador sorolégico de
infeccdo ativa (antigenemia), diagnosticados petésnicas parasitologicas de FN
(microfilaremia), US (vermes adultos filarias) gp@squisa de ACF (cartdo ICT e Og4C3-

ELISA) frente aos individuos micro e amicrofilar&os.

O principal objetivo do Programa de eliminacdoFdariose Linfatica € reduzir o
reservatorio humano com microfilarias circulanfega menos de 1%, somado a reducgéo para
o indice menor que 0.1% nas criancas nascidasaapdsio do tratamento em massa, ambos
diagnosticados pelas técnicas de gota espessau@gaede antigeno circulante filarial (cartdo
ICT e Og4C3-ELISA) resultando na interrupcdo dagmaissdo da FL impossibilitando a
infeccdo dos mosquitos vetores (MOLYNEUX ; ZAGARIZD02; ORAGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2005).

Varios estudos tém demonstrado que a transmissdibadose linfatica causada por
W. bancroftipode ser interrompida com estratégias de tratamemt massa ora utilizando
dietilcarbamazina (DEC) sozinha, ora com assocsac@eoutros antihelminticos (DEC em
combinagdo com ivermectina ou albendazol). Porodaiio, ainda ndo se sabe com certeza
qual o periodo ideal para interromper a medicag&oaneas alvo, que garantam a quebra da
transmissdo (MEYROWITSCH; SIMONSEN, 1998; ORAGANIZAO MUNDIAL DE
SAUDE,1994; OTTESEN, 1994). A intervencao cirGrdgiea sido introduzida pioneiramente
no referido estudo como uma abordagem de curaifphdgica (retirada dos vermes adultos),
nos individuos que néo responderam ao tratamento B&C, garantindo a quebra da

transmissao e diminuicdo da morbidade filarial.

Avaliando globalmente os grupos dos individuos dezglos, independente da
abordagem de tratamento, frente ao diagnosticosipal@ico, no tocante a ferramenta
diagndstica de FN, na deteccdo de microfilariasentamos que mesmo apos 12 meses da
intervencao dos tratamentos (DU, OMS ou CIRG), %% individuos ainda apresentavam
microfilarias circulantes. Por outro lado, estudws/olvendo a associagdo da DEC com
albendazol em mudltiplas doses, no mesmo periodenadido do nosso estudo, tém obtido

reducdes significativas na microfilaremia (75%)mantando a possibilidade da quebra da
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transmissao de forma mais efetiva (HELMY et alQ&@0 Com relacdo ao ACF, neste mesmo
periodo, interessantemente, apenas 20.9% dosdodsinegativaram. Estudo desenvolvido
por Njenga et al. 2008, avaliando o seguimento 2lengses, relatam que a antigenemia
decresce mais lentamente quando comparada a naeofia, e que esse achado seja
decorrente da morte de uma pequena populacdo deesexdultos. Contudo, quando os
individuos do nosso estudo foram submetidos aassitrm, avaliacdo direta das acdes de
tratamento, a maioria dos individuos (70.9%) negedim os vermes adultos pela a auséncia
do sinal da danca da filaria (SDF) (tabela 2). @sso dados corroboram com aqueles
relatados anteriormente por Hussein et al. 2004simys mesmo ocorrendo a cura
parasitologica no periodo de 12 meses de tratameoto elevadas concentracdes de ACF
(79.1%), como relatado nosso estudo, ndo sigmigc@ssariamente infeccéo ativa. Este dado
é reforcado quando comparamos 0 seguimento no dperiie 96 meses, onde ainda
encontramos 20.8% individuos positivos na antigeaerapenas 12,5% apresentam o SDF
(tabela 2). No periodo de 120 meses apenas Olidodivpermaneceu positivo, com ultra
baixa microfilarémia (3MF/4mL) detectado pela téende FN. Este achado pode ter sido,
possivelmente uma reinfeccdo, uma vez que o inglivichudou-se para area com maior
prevaléncia. Com relagdo a negativacéo nas deeragsrfentas, ora no US (verme localizado
em outra parte do corpo) ora na antigenemia, Ra&thal. 1996, tém demonstrado que

individuos com baixas parasitemia ou amicrofilad@sipodem nao apresentar ACF.

No aspecto da concentracdo da antigenemia endoetaglensidade de microfilarias
estudos desenvolvidos por More e Cooperman (1€=thnteau et al. (1994) e Lalitha et al.
(1998), concluem que os anticorpos monoclonaistADe o 0g4C3 detectam ACF
especificamente dos vermes adultos. Varios est(idokiindo o presente) ndo concordam
com esta hipdtese (IOTH et al., 1999; ROCHA et H096; ROCHA et al., 2009). Esses
autores demonstraram que a o antigeno filariat dsttamente relacionado com a densidade
de microfilarias, isto €, quanto maior a densidddemicrofilarias maior os niveis de ACF.
Possivelmente seja esta alta densidade de MF careete altas densidades de ACF na
maioria dos individuos do nosso estudo onde apw@Esen concentracdes de antigeno >
22.000 uni de Ag/mL e densidade de microfilaria@8B5MF (544MF/mL).

No tocante a capacidade de deteccdo do ACF entrééamscas qualitativa e
guantitativa, observamos que apesar de varios esut@ferirem que a técnica do Og4C3
apresentem maior capacidade em detectar os indwidhfectados (WEIL;, LAMMIE;

WEISS, 1997) verificamos que todos os individuasirfo positivos em ambos os teste, com
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excecdo de um individuo que apresentou 119UA, a sem o quantidade de antigeno
abaixo do valor de referéncia no Og4C3 (128UA) sitpa no teste imunocromatografico.
Estes resultados foram semelhantes aqueles reps@ateriormente por Helmy et al., 2006.
Quando avaliado de forma isolada qual a melharaeia do tratamento detectada
pelas ferramentas diagnosticas, constatamos qusrage numero reduzido de individuos
microfilarémicos envolvidos no tratamento de DUrifi@amos que aos 12 meses apenas
40,0% dos individuos permaneceram positivos, coABal% (OMS) e 62.5% (CRG).
Permanecendo ainda positivo aos 96 meses um indivi@hdividuo possivelmente
reinfectado, relatado anteriormente). Quando avadicaos 96 meses as trés abordagens de
tratamentos se comportaram de forma semelhantsigode se fez na ndo visualizagao de

vermes adultos diagnosticado pelo ultrassom.

Apesar da limitacdo em realizar cirurgia de formais abrangente na populacéo,
destacamos a importancia da cura parasitolégicaaostirada dos vermes adultos naqueles
individuos que foram refratarios ao tratamento &@BC (DU e OMS), demonstrando que é

factivel e bem sucedida a cura parasitoldgica o messa intervencao.

Levanta-se a hipotese que provavelmente o periledd para avaliar os programas de
Controle e Eliminacdo da FL nas areas de tratansmjtode 120 meses, uma vez que ainda
aos 96 meses do nosso estudo observou-se que 2B8%ndividuos apareceram ACF
positivo. Destacamos que a Organizacdo Mundialalel& considera uma area sob controle
com vistas a eliminacdo quando os individuos aptaseindices de antigenemia menor que
0,1% (principalmente criancas em idade escolar)3@RIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2005).

Dessa forma o nosso trabalho demonstra de foreguimoca que a antigenemia
permanece circulante por longos periodos (96 meseEpendente da abordagem de
tratamento. Sugerimos que a avaliacdo dos progrdma®ntrole e eliminacao da filariose
linfatica envolva um conjunto de ferramentas diagicas para certificarem as areas sob
intervencdo do tratamento, bem como desenvolveratiagdes envolvendo o vetor como
ponto importante na verificacdo da interrupcéordasimissao com vistas a certificacdo de

eliminacao.

Destacamos a limitacdo do nosso estudo com relagdoaumero de individuos
envolvidos. Entretanto até o momento ndo existditeeatura estudos que envolvam o
seguimento dos mesmos individuos por um periodd2fe meses, nas abordagens dos

diferentes tratamentos avaliados por diferentearf@entas diagnodsticas.
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8 CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

g)

A idade media dos pacientes foi de 27 anos, dedaamm a literatura que acomete

adultos jovens;

A medida que aumenta a concentracdo de antigenendgartambém a densidade de

microfilarias;

A queda do antigeno diminui mais lentamente emepées que foram tratados com

cirurgia em relacédo a medicacéo;

O teste do og4c3-elisa se comporta de forma simdadeste do cartao;

Sugere-se que aumente o tempo para avaliar a aundedcao utilizando o ICT;

O ultrassom ¢é wuma ferramenta fundamental para ifdent individuos

amicrofilaremicos;

O tratamento cirargico € inovador no campo dariesge, tratando pacientes

portadores de vermes adultos e assim asseguranaota da infeccao;

h) Apoés dez anos do inicio do tratamento ainda enaes@rl% de antigeno circulante no

organismo;

Levanta-se a hipotese que 120 meses sejam o peidedb para avaliacdo dos
programas.
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A Comparison of Tests for the Detection of Circulang Filarial Antigen (Og4C3-ELISA
and AD12-ICT) and Ultrasound in Diagnosis of Lymphdic Filariasis in Individuals with
Microfilariae

Abraham Rocha!, Cynthia Braga®, Marcela Belént, Arturo Carrera *, Ana Aquiar-

Santos, Paula Oliveiral, Maria José Texeird, André Furtado?.

ABSTRACT

Significant advances were made in the diagnosidanfasis in the 1990s with the emergence
of three new alternative tools: ultrasound andstéstdetect circulating antigen using two
monoclonal antibodies Og4C3 and AD12-ICT-card. Tdtisgdy aimed to identify which of
these methods is the most sensitive for diagndsisfection. A total of 256 individuals, all
male and carrying microfilariae (1-15,679MF/mL)agnosed by nocturnal venous blood
samples, were tested by all three techniques. ®sés tfor circulating filarial antigen
concurred 100%, and correctly identified 246/256.¢9%) of the positive individuals, while
ultrasound detected only 186/256 (73.44%). Of thmutating antigen tests, the ICT-card was
the most convenient method for identificationVtichereria bancroftcarriers. It is easy to

perform, practical and swift.
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INTRODUCTION

Lymphatic filariasis (LF) is a parasitic diseaseused by nematodedMuchereria
bancrofti, Brugia malayiand Brugia timori) whose preferred habitats are the lymphatic
vessels and lymph nodes, inducing the developmidistiguring and debilitating clinical
forms, The infection which is transmitted by vasogenera of mosquitoes (Sasa 1976) is
considered one of the health problems of greatstlsand economic impact in endemic
areas (Ottesen et al. 1997).

Until the 1980s, the only direct way of confirmirtiagnosis of infection by,
bancrofti was the identification of microfilariae (MF) in meheral blood, using camera
counting, polycarbonate membrane filtration, theklsmear method, and Knott’'s technique
(Knott 1939, Denham et al. 1971, Dennis & Kaen 1%Merhard & Lammiel991). Apart
from the low sensitivity of these methods, arisiram the fact that they only identify filarial
infection by way of microfilaremia, they are alswonvenient in terms of the time of day the
blood has to be collected, namely when the miaoék are at a peak in peripheral blood,
which varies from one endemic area to another.raziB the peak for microfilaremia occurs
between 11 pm and 1 am (Dreyer et al. 1996).

In the 1990s, there were significant advances @ dimgnosis of LF with the
emergence of new diagnostic tools: i) use of redoari antigens to detect specific
antibodies (Chandrasherkar et al. 1994), ii) thigmerase chain reaction for the detection of
filarial DNA (Zhong et al. 1996, Rocha et al. 200#) the visualization of live adult worms
using ultrasoundnd iv) circulating filarial antigen (CFA) deteatigMore & Copeman 1990,
Well et al. 1997). At present, the standard diagoasols are ultrasound (Amaral et al. 1994)
and CFA detection, the latter using the monocl@mibodies (McAbs) Og4C3 and AD12.

The CFA detection techniques are commercially abéal in the form of kits and have the
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advantage of allowing diagnosis to be carried aitgiblood samples collected at any time of
day (More & Copeman 1990, Amaral et al. 1994, \Bedal. 1997, Rocha 2002, Rocha 2004).

The Og4C3, the first commercially available laborgitkit, is a serological test based
on the detection of CFA using the immunoenzymaachhique (ELISA) (More & Copeman
1990) and a McAb of the IgM class of immunoglobsiliproduced against antigens of the
bovine parasiteQnchocerca gibsoniThis technique allows the identification b8f. bancrofti
antigens in serum, plasma and hydrocele fluid, @oes not show any cross reaction with
other helminths infections (More & Copeman 1990¢kRpet al. 1996, Tropbio 1996, Rocha
2004).

The other serological test, the immunochromatogcapir ICT card test, uses the
McAb AD12, which recognizes a 200 kDa filarial e (Weil et al. 1997). The technique is
easy to perform, requires no equipment and wasclath by ICT Diagnostic (Balgowlah,
New South Wales, Australia), and is currently praetiby BINAX as NOW Filariasis, from

United States of America.

Another tool addressed for diagnostic of filariagiection, first discovered by
Brazilian researchers, is the use of ultrasound g Sisualise live adult worms (AW) of the
W. bancroftiin the lymphatic vessels (Amaral et al. 1994, Ngrét al. 1996).

Although several authors attest the high sensptiaf these new methods for
diagnosing filarial infection byV. bancrofti,the comparative analysis of sensitivity of these

techniques have not been performed.
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MATERIALS AND METHODS

Area and population studied. This study was carried out on 256 male patientth wi
microfilaremia, resident in endemic areas of therbfmlitan Region of Recife and referred
to the National Center of Lymphatic Filariasis (Ngls outpatient’s clinic at the Aggeu
Magalhdes/ Research Centre Oswaldo Cruz Found®IQTRUZ). The patients selected for

this study were seen between the years of the 2062004.

Parasitological blood test After signing the terms of consent, a sample ofl5of venous
blood was collected between 11 pm and 1 am in dalégst for the presence of circulating
MF. A quantity of 1 mL of blood was filtered thrduga polycarbonate membrane 13

millimetres in diameter with 3um pores, as desctibg Rocha et al. 2004.

Test for live adult worms. All the 256 individuals underwent an ultrasoundtioé scrotum
area, using a 7.5 MHz probe to visualize the lidalaworms and identify their characteristic
movements in the lymphatic vessel: the filariaecgasign (FDS) (Amaral et al. 1994, Norbes

et al. 1996).

Collection of serum samplesOne day after venous blood was collected forafiete of the
presence of microfilariae, a further sample of 5 wiLvenal blood was collected and
subsequently centrifuged at 2,500 rpm, at 20°C,thaderum separated, quantified, labelled
and stored at -20°C in the NCLF’s biological spemmnbank. In order to detect filarial
antigens, the serum from each individual was ilytidnawed in an ice bath. All the technical
procedures for these CFA tests were carried outpaaodessed using a single technique. In

parallel, a single serum sample from each indiigas exposed to both CFA tests.

The Og4C3-ELISA test.The technical procedures were carried out as reemed by the

manufacturers of the kit (TropBip JCU Tropical Biotechnology Pty. Ltd., Townsville,
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Queensland, Australia). Serological samples wepieap in duplicate and the results were
obtained using optic density (OD). The OD measurgméor each sample were used to
determine the response in units of antigen per agiin{L) on a standard concentration curve
for O. gibsoniag/mL, included in the kit. In accordance with thepBio norms (1996)

samples with ag/mL 228 were considered positive for CFA.

The AD12-ICT card test. The NOW Filariasis version of the card test (ICT filaria$is
blood, serum or plasma, cat’. n620-000) was carried out in accordance with the
manufacturer’'s instructions. In short, 1Q@L of serum was placed in the position
recommended for the test. After one minute, thel e@as closed and the result was read
exactly 10 minutes later. The test was consideasitige when both lines (test and control)
could be read through the visualisation window. Aing (light or dark) that appears in the
test position indicates that the result of the ieg§tositive. It is negative when the control line

can be seen.

Statistical Analysis. The difference between the proportions was verifisthg the chi-
squared test, and the p value, at a level=00.05. Owing to the large variation in values for
the units of circulating antigen per mL, the diéfieces between the means were tested using
the Kruskall-Wallis test.
Ethical Considerations.

This study was approved by the Aggeu Magalhdes/ROZ Research Centre’'s
Ethics Committee. The participants, or their pasemt the case of minors, were given
information about the research and were askedad ead sign the terms of consent. All

participants were treated with Diethylcarbamazradg/kg/day/12 days).
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RESULTS

The age of individuals varied from 7 to 78 yeargdém= 24,14 + 10,13). The density
of microfilariae per mL of blood was between 1 dtj679 (mean= 768,56 + 1,520.24) and
the antigenemia levels by Og4C3 varied betweendl%H411 ag/mL (mean= 28,328.87 +

14,932.78),

The percentages for positive results for the thests are showm table I. Sensitivity to
the techniques for detection of CFA (Og4C3 and t@id) were similar, both showing a high
degree of sensitivity (96.69%) whereas the pergentef US positive results was 73.44%
(x2=4.21; p=0.046). Live adult worms were not detedte68 (26.56%) individuals though

the US exam.

The relation between the density of MF/mL and thargitative and qualitative results
of the Og4C3 tests (unit of ag/mL) and the ICT dguaksitive/negative) respectively, showed
a significant increase in Og4C3 CFA and in the getage of positive tests proportional to
the rise in the parasite load chiefly when the ofiaremia was greater than 100 MF/mL of

blood, (Tables Il and IlI).

The comparison between ultrasound and the densityiaofilariae per mL, showed
that the percentage of tests in which the FDS cdaddseen significantly increases in
proportion to the number of microfilariae. In thatipnts with a density of >500 MF/mL, AW

could be visualised by US in 82.56 % (Table IV).

A higher proportion of positive results by US wabkserved in individual aged
between 20 and 30 (132/157) and >30 years (21/88nhveompared to the group between 7

and 19 years (35/64)%=23.88, p<0.0001)Related to CFA tests results (0Og4C3 and ICT
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card), no statistically significant difference hetproportion of the positive results among the

same age groups was observezk(.63, p<0.731).
DISCUSSION

Recent advances in the various fields of knowla@tgted to lymphatic filariasis have
led to new approaches regarding the severity aadmipact of the disease (Ottesen et al.
1997). The introduction of new diagnostic tools detecting infection caused byuchereria
bancroftiin the human population, have opened up new piiis#bin terms of interrupting
transmission and consequently the eliminationlafifisis (WHO 1994, Cox 2000, Molyneux
et al. 2000, Ottesen 2000). This was reaffirmed 987 by the World Health Organisation
(WHO), when it was established the goal of filasaslimination in worldwide by 2020
(Ottesen 2000).

Until the early 1990s, the only available parasigiidal method for the evaluation of
individuals or populations infected witl, bancroftiwas the blood thick smear, using around
60uL of capillary blood (Eberhard & Lammie 1991). Howee, this method did not allow
accurate determinations of the true prevalence nééction, due to its low sensitivity
(McCarthy 2000). With the introduction of the fdtron technique and using venal blood (up
to 10 mL) collected between 11 pm and 1 am, a higtegree of reliability of the

parasitological status of individuals was obtaifledcha 2004).

The introduction of ultrasound, in Recife, Braak a new parasitological tool for
diagnosis of bancroftosis made possible to identifyividuals with live AW of theW.
bancroftiin the lymphatic vessels of the scrotal sac (Ametral. 1994). Several studies have
pointed out the importance of US as a non-invapamasitological tool (Dreyer et al. 1995,
Dreyer et al. 1998, Faris et al. 1998). The datsgmted here showed that the use of US was
capable of identifying AW in 73.44% of MF+ individls. This result is similar to that of

Nordes et al. 1996, who identified AW in 80% of Miadividuals using US.
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The CFA method was more sensitive in identifyinigated individuals than US. This
result is possibly due to the fact that the adwtms could be located in sites of the body
other than male genitals, such as the scrotumathatdescribed as the preferred place of AW

(Amaral et al. 1994).

Due to the simplicity and convenience of this mettas possible to carry out this test
at any time of the day. CFA is now considered toabpromising tool for diagnosis of
bancroftosis at both individual and community levAimong CFA tests, the ICT card,
because of its simplicity and yet preciseness, been adopted as an important tool for
community surveys and rapid assessment of filagialemicity in bancroftian filariasis
control programs (Ottesen 2000, Molyneux & Tayl602). Nevertheless, in large surveys it
can be difficult to examine the cards while at Hane time handling many patients, what
implies to gather the cards to be read at a lates. fThis procedure could contribute to induce
to a misinterpretation of the results, increashmgumber of false positives. In our study ICT
card test failed to detect CFA in 9 of 78 indivituaith MF count less than 100 MF/mL,
while US failed to detect live adult worms in 32 &7 individuals carrying microfilariae.
There is concern that currently available tools hhilgave severe limitations when parasite

prevalence and antigen levels are low.

0Og4C3 and AD12 McAbs detect circulating/. bancrofti antigens, originated
particularly from AW according to More & Copeman99D, and Weil et al. 1997.
Furthermore, Eberhard et al. 1997 and Lalitha et18P7 suggest that the MF do not
contribute to the concentration of CFA and that dieerease in the quantity of CFA occurs
exclusively as a result of the death of adult worM&ng and Guest (1969) noted that
microfilarial antibodies were present in all patgemwith elephantiasis but in none of the
patients with circulating microfilariae. Smithed968) has suggested that living microfilariae

are relatively inert antigenically and do not stiate the production of antibodies. Our results,
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contradict these observations and clearly showth®ae is a significant association (p=0.001)
between the density of microfilariae and the inseem the concentration of CFA. Similar
results were obtained by Rocha et al. 1996, Nicetaa. 1997 and Itoh et al. 199&/e also
agree with Grove & Davis (1978) who suggest that detection of microfilarial antibodies
depends upon the relative release of microfilainée the blood stream and the production of
antibodies against those microfilariae.

Medeiros et al. (199%howed that men aged between 20 and 30 are marepsie
to LF than women of the same age group. This wasthk largest age group in our study, (~
60%).

The sensitivity of US was lower (73.44 %) when canggl to the monoclonal Og4C3
(96.69%) and to AD12 (96.69%) techniqués the other hand, for the age groups 20-30 and
>30 years old the US was statistically significgo0.0001) in detect AWTherefore, the
choice of a diagnostic tool must take in considerathe different age-groups, the gender,
infected individuals harbouring low levels of MRowing worms or non-fecund adults or
adults of a single sex, the endemicity of the aneagrder to provide a rapid and reliable
detection of the infection witW/. bancrofti.

Briefly, in our study, McAbs Og4C3 and AD12 showeetigh sensitivity for detecting
infected individuals. While the global eliminatipnogram o LF is ongoing, highly sensitive
and specific diagnostic tools are necessary to tooand control the programs. There is not
“the gold standard technique”, that by itself bpatale to offer all the confidence to allow the
WHO to certificate an area free of LF. Og4C3 ELISAd the ICT card test, in our study
presented a high performance in detecting positnddviduals. Nevertheless both have
advantages and inconveniences when one think tothesa in large control program.

However, the ICT card test may be more approphatause of its ease of use and results are
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obtained within 10 minutes. In case one needs ¢adsn the diagnostic investigation, US
should be of great value, as demonstrated here.

Since until now no CFA test available is 100% sfiedn detecting infection byV.
bancrofti (Rocha et al. 1996).
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TABLE |
Percentage of positive results and confidencevatgCl) for the ICT
card, Og4C3 antUS tests, amonEMF+ mean,

Test (n=256) Positives % Cl of 95%
0Og4C3 -ELISA 246 96.69 93.15-97.99
ICT card test 246 96.69 93.16 - 97.99
Ultrasound 188 73.44 67.77 — 78.57

X2=4.21; p=0.046.
3US — Ultrasound "MF+ - individuals with microfilaremia diagnosed
using the polycarbonate membrane filtration techeiq

TABLE I

Average of Og4C3 antigenemia levels according tesite of microfilariae.

Density 0g4C3 antigenemia (ag/mL)
microfilariae/mL N Mean* Min Max Standard
Deviation
1-99 78 20,517 1 50,485 15,136
100-500 82 29,089 3 53,333 14,707
> 500 86 35,497 1,415 56,411 10,546
Total 246 28,328 1 56,411 14,933

Kruskal Wallis (2gl)=52.00 p=0.0001
* Arithmetic mean

TABLE Il
Percentage of positive results using the ICT cardomling to the
parasite load of microfilariae among individualsrgang microfilariae.

Density of ICT card
microfilariae
microfilariae/mL Positives (%) Negatives Total
1-99 78 89.66 9 87
100 -500 82 98.80 1 83
> 500 86 100.0 0 87
Total 246 96.67 10 256

X2 test for trend=12.32; p= 0.0004
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TABLE IV
Frequency of filariae dance sign detected by US of the scrotum according to microfilariae

parasite load in individuals carrying microfilariae.

Ultrasound (live adult worm)

Density of
microfilariae/mL Positive (%) Negative Total
1-99 55 (63.22) 32 87
100-500 62 (74.70) 21 83
> 500 71 (82.56) 15 86
Total 188 (73.44) 68 256

X2 test for trend=8.266; p=0.0040



