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RESUMO

NASCIMENTO, J. Avaliacdo da transmissdo da filariose linfatica, por
xenomonitoramento molecular, em uma area de Recife, apds o tratamento coletivo.
2022. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) - Instituto
Aggeu Magalhdes, Fundacédo Oswaldo Cruz, Recife, 2022.

No Brasil, a filariose linfatica (FL) é causada, exclusivamente, pelo verme filarial
Wuchereria bancrofti, que ¢é veiculado unicamente pelo mosquito Culex
quinquefasciatus. Recife, no Nordeste brasileiro, foi um dos ultimos locais no pais a
registrar casos de infeccéo filarial (humana e vetorial). Apés acbes bem-sucedidas do
Plano Nacional de Eliminacéo da Filariose (PNEFL), com o Tratamento Coletivo (TC)
e a Pesquisa de Avaliacdo de Transmissao, do inglés, Transmission Assessment
Survey (TAS), a interrupcdo da transmissdo da FL na cidade tem sido considerada.
No entanto, devido a uma diversidade de fatores que possibilitam a existéncia de focos
residuais ativos de infeccdo, inquéritos complementares devem ser realizados para
evitar o recrudescimento da doenca. Nesse contexto, este estudo propds-se a avaliar
o perfil de transmissao da filariose linfatica (FL) em uma é&rea do Recife apoés
tratamento coletivo, utilizando o xenomonitoramento molecular (XM). O estudo foi
conduzido em Agua Fria, Recife, Pernambuco, Brasil, que carrega um importante
histérico de endemicidade da doenca, tendo recebido acBes prioritarias do PNEFL.
ApO6s uma década do ultimo TC realizado no bairro, foram capturados mosquitos em
200 iméveis para avaliacdo da infeccdo vetorial. Verificou-se 677 fémeas de C.
quinquefasciatus, distribuidas em 189 pools. Todos os pools validados constaram
negativos para infeccdo por W. bancrofti. Em paralelo, foram obtidas informacdes a
respeito das condi¢cdes mosquitogénicas do bairro, 0 que nos possibilita sugerir acoes
de vigilancia continuadas em Agua Fria, visto que este ainda apresenta fatores
extremamente favoraveis a proliferacdo e manutencdo de mosquitos, com elevadas
densidades, contribuindo fortemente para disseminacao de doencas.

Palavras-chaves: Filariose Linfatica; Wuchereria bancrofti; Culex quinquefasciatus;
Xenomonitoramento Molecular.

Descritores DeCS: Filariose Linfatica; Wuchereria bancrofti; Culex; Controle de
Vetores de Doencgas.



ABSTRACT

NASCIMENTO, J. Evaluation of lymphatic filariasis transmission, by molecular
xenomonitoring, in the Recife area, after collective treatment. 2022. Dissertation
(Master in Biosciences and Biotechnology in Health) - Aggeu Magalh&es Institute,
Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2022.

In Brazil, lymphatic filariasis (LF) is caused exclusively by the filarial worm Wuchereria
bancrofti, which is transmitted exclusively by the Culex quinquefasciatus mosquito.
Recife, in the Brazilian Northeast, was one of the last places in the country to register
cases of filarial infection (human and vectorial). After successful actions of the National
Plan for the Elimination of Filariasis (PNEFL), with the Collective Treatment (CT) and
the Transmission Assessment Survey (TAS), the interruption of LF transmission in the
city has been considered. However, due to a diversity of factors that allow the existence
of active residual foci of infection, complementary surveys should be carried out to
prevent the recrudescence of the disease. In this context, this study proposed to
evaluate the transmission profile of lymphatic filariasis (LF) in an area of Recife after
collective treatment, by means of a vector survey using molecular xenomonitoring
(MX). The study was conducted in Agua Fria, Recife, Pernambuco, Brazil, which
carries an important history of endemicity of the disease, having received priority
actions from the PNEFL. After a decade of the last CT performed in this neighborhood,
mosquitoes were captured in 200 properties to assess vector infection. We found 677
females of C. quinquefasciatus, distributed in 189 pools. All pools validated were
negative for W. bancrofti infection. In parallel, information was obtained about the
mosquitogenic conditions of the neighborhood, which allows us to suggest continued
surveillance actions in Agua Fria, since it still presents extremely favorable factors for
the proliferation and maintenance of mosquitoes, with high densities, strongly
contributing to the dissemination of diseases.

Keywords: elephantiasis, filarial - lymphatic filariasis; Wuchereria bancrofti; Culex
quinquefasciatus; molecular xenomonitoring.

DeCS Descriptors: Lymphatic Filariasis; Wuchereria bancrofti; Culex; Disease Vector
Control.
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1 INTRODUCAO

A filariose linfética (FL), doenca tropical negligenciada (DTN), representa forte
entrave ao desenvolvimento socioeconémico de paises como o Brasil. Atualmente,
estima-se que cerca de 863 milhdes de pessoas distribuidas em 47 paises estejam
ameacadas pela doenca e que pelo menos 36 milhdes apresentem manifestacbes
cronicas debilitantes (BRASIL, 2011a; OMS, 2022). Nas Américas, é causada
exclusivamente pelo nematddeo Wuchereria bancrofti, responsavel por 90% de todos
0S casos no mundo, e transmitida unicamente pelo mosquito Culex quinquefasciatus
(BRASIL, 2011).

O Brasil, signatario ao Programa Global para Eliminacé@o da Filariose Linfatica
(MOLYNEUX et al., 2000; BRASIL, 2009; OMS, 2021), encontra-se atualmente em
processo de construcdo do dossié para validacédo da eliminacao da FL. Pernambuco,
estado localizado na regido Nordeste, registrou os ultimos casos de infeccdo humana
e vetorial, esses nos municipios de Recife, Olinda, Jaboatdo dos Guararapes e
Paulista, na Regido Metropolitana do Recife (BRASIL, 2021).

ApoOs uma década de acbes de controle, representadas principalmente pela
administracdo de drogas antifilariais as popula¢des em risco, ou seja, do Tratamento
Coletivo (TC), os resultados da Transmission Assessment Survey (TAS) apontam para
a interrupcéo da transmissdo da FL no Recife (BRASIL, 2021). No entanto, a OMS
destaca a necessidade de uma vigilancia continua mesmo apés o TAS para obtencéo
de evidéncias suficientes que comprovem o término da circulacdo da W. bancrofti e
assegurem o nao recrudescimento da FL (OMS, 2017).

Verifica-se que, diferentes fatores de risco, principalmente os socioambientais
e econdmicos, podem estar associados a existéncia de fontes residuais e manutencgéo
da transmisséo continuada da FL, algo comum mesmo em locais que passaram por
extensivas rodadas de TC (NASCIMENTO et al., 2018; MODI, et al., 2021). A exemplo,
o Sri Lanka, no qual em areas que passaram por nove rodadas do TC ainda se
detectou, por meio da alta sensibilidade do Xenomonitoramento Molecular (XM), a
persisténcia da transmissdo da FL mesmo a niveis extremamente baixos de infec¢éo
(Rao et al., 2016).

Em Agua Fria, bairro localizado na Zona Norte do Recife, que carrega um

importante histérico de endemicidade da FL, ocorreu uma significativa reducédo da
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densidade de microfilarémicos e no nuamero de mosquitos infectados,
consequentemente (RECIFE, 2022). Porém, o ultimo inquérito de infeccdo vetorial
realizado no local ocorreu a mais de uma década, com uma técnica susceptivel ao
surgimento amostras falso-negativas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho consistiu
em avaliar, com um XM aprimorado, o perfil de transmissdo da FL no bairro apés 10

anos de interrupcédo do TC.
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2 REFERENCIAL TEORICO-CONCEITUAL

2.1 ASPECTOS GERAIS, CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DA FL

A filariose linfatica (FL) consiste em uma infeccédo parasitaria crénica de larga
abrangéncia global, tipica das regifes tropicais e subtropicais. E causada por
helmintos do filo Nematodea das espécies Wuchereria bancrofti (Cobbold, 1877),
Brugia malayi (Bucley & Edeson, 1956) e Brugia timori (Partono, 1977), sendo a
primeira responsavel pelas infeccbes no Brasil e estima-se que seja o causador de
90% de todos os casos no mundo (BRASIL, 2009; ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2021b). Esses vermes possuem como principais hospedeiros intermediarios
0s mosquitos do género Culex (areas urbanas e semi-urbanas), Anopheles (areas
rurais da Africa e em outros lugares) e Aedes (ilhas do Pacifico). Nas Américas, Culex
qguinquefasciatus € o vetor primario do verme porque apresenta caracteristicas que o
tornam mais eficiente que os demais culicideos (REGIS et al., 1995; OMS, 2022).

Atualmente, estima-se que 863 milhdes de pessoas distribuidas em 47 paises
estejam ameacadas pela FL e que pelo menos 36 milhdes apresentem manifestacbes
cronicas debilitantes. Estipula-se que 25 milhées de homens estejam acometidos pela
hidrocele e mais de 15 milhdes de pessoas com linfedema, principalmente mulheres
(OMS, 2022). Classificada como uma DTN, afeta principalmente populagdes em
situacdo de vulnerabilidade social, constituindo uma complexa relagdo bidirecional
com a pobreza, pois ao mesmo tempo em que sua distribuicdo é facilitada por ela,
também contribui para a persisténcia dessa condicdo econdémica (MATTOS e
DREYER, 2008; BRASIL, 2009; OMS, 2022).

Em ordem decrescente, 0 maior nimero de pessoas expostas a doenca reside
no Sudeste da Asia, Africa, Mediterraneo Oriental, Pacifico Oriental e Américas. Em
relacdo a ultima regido, cerca de 13,4 milhGes de pessoas correm o risco de contrair
a doenca, estando essas distribuidas no Haiti, Guiana, Brasil e Republica Dominicana
(ORIHEL, 1985; OMS, 2019, 2022).
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2.2 Wuchereria bancrofti (SPIRURIDA: ONCHOCERCIDAE)

Espécie didica e heteroxénica, a Wuchereria bancrofti (Cobbold, 1877),
pertencente a ao filo Nematoda, superordem Spirurida e familia Onchocercidae, é
atribuida como agente etiologico exclusivo da filariose linfatica nas Américas (OMS,
2022). Os estagios de maturacdo do verme ocorrem no hospedeiro invertebrado, o
mosquito, e os de desenvolvimento com atividade reprodutiva no hospedeiro
vertebrado, o homem (Figura 1) (NEVES et al., 2016).

Figura 1 — Ciclo de transmissdo da Wuchereria bancrofti no hospedeiro

invertebrado e vertebrado

Mosquito realiza o repasto sanguineo

ESTAGIOS NO MOSQUITO (Larva L3 penetra na pele) ESTAGIOS NO HOMEM

g,

0 Migracéo para proboscide

0 Adultos no sistema linfatico

\

o Adultos produzem os embrides
(microfilérias) que migram da linfa para a
ﬁ circulagdo sanguinea periférica

Mosquito realiza o

\ repasto sanquineo
(Ingere as microfilarias)

Microfilarias perdem a bainha,
migram para o intestino médio
€ depois alcancam os masculos

torécicos ‘ )

& Estagio infectivo

5 Estagio de diagnostico

Fonte: Traduzido de CDC (2019).

No hospedeiro vertebrado, os vermes tém um periodo de desenvolvimento que
varia de trés meses a um ano. Induzem a patogenia enovelando-se no sistema
linfatico humano, dilatando-o por meio de acdes mecanicas e irritativas, condi¢cao
denominada como linfangiectasia. Possuem tropismo pela regido pélvica (afetando

pernas e escroto), mamas e bragcos (mais raramente). Com a maturidade sexual
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(Figura 2a), acasalam e passam a produzir milhares de embrides (microfilarias)
(Figura 2b), os quais saem dos ductos linfaticos e ganham a circulacdo sanguinea em
determinados periodos (BRASIL, 2009; NEVES et al., 2016).

Figura 2 — Fases evolutivas da Wuchereria bancrofti: forma adulta e

microfilaria

Fonte: Compilado de CDC (2019)
Legenda: A: Adultos de W. bancrofti. O verme macho a esquerda e a fémea a direita.
B: Microfilaria de W. bancrofti em um esfregaco de sangue periférico corado com Giemsa.

As microfilarias medem de 250 a 300 um de comprimento e possuem uma
bainha flexivel, o que as diferencia de outros parasitos hemoscépicos (BRASIL, 2009).
De forma peculiar, na maioria das regidées endémicas para FL, esses embrides
possuem periodicidade noturna, estando em maior concentracdo nos vasos
periféricos em horarios coincidentes com o de hematofagismo do mosquito Culex
quinquefasciatus, que no Brasil corresponde entre 23:00h e 01:00h. Ao realizar o
repasto sanguineo em um individuo microfilarémico, o mosquito ingere esses
embrides que, em seu intestino médio, apds poucas horas, perdem a bainha de
revestimento, caem na cavidade geral e alojam-se nos musculos toracicos, onde
fazem a primeira muda para a larva salsichodide ou L1 (larva de primeiro estadio). Entre
seis e dez dias a larva sofre uma segunda muda, agora para L2 (larva de segundo
estadio). Esse estadio larval cresce de forma significativa e, posteriormente, entre 10
e 15 dias, transforma-se em L3 (larva de terceiro estadio), também chamada de larva
infectante, com cerca de 2 mm, a qual alcancara a proboscida do mosquito (NEVES
et. al, 2016).
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Em uma nova alimentacdo sanguinea, as larvas infectantes poderdo escapar
do labio do mosquito e penetrar na solucéo de continuidade da pele, migrando para o
sistema linfatico, onde finalizam o processo de maturacdo, mantendo o ciclo de
transmissdo. Em temperaturas de 20 a 25° C, o processo de muda larval desse
nematoide no artropode vetor dura de 15 a 20 dias. Como o tempo médio de vida dos
mosquitos do género Culex é curto, a fémea infectada pode transmitir 0 parasito ao
ser humano durante um curto intervalo de tempo. No humano, para que 0s vermes
atinjam a maturidade sexual sédo levados oito meses, em média. Ao se encontrarem
em um mesmo vaso, a W. bancrofti de sexos opostos e aptos ao acasalamento
copulam, gerando as microfilarias. Desse modo, o individuo infectado passa a
funcionar como fonte de infec¢cdo por longos periodos, que duram geralmente de
guatro a oito anos (BRASIL, 2009; NEVES et al., 2016).

2.3  Culex quinquefasciatus (DIPTERA: CULICIDAE)

Culex quinquefasciatus (Say 1823), mosquito de porte médio e coloracdo
marrom claro a escuro, possui ampla distribuicdo nas areas urbanas entre as faixas
equatorial e tropical. De comportamento acentuadamente antropofilico e endofilico,
tem sua disseminacdo favorecida em locais com auséncia de sistemas sanitarios,
infraestrutura deficiente e alto indice de ocupacdo humana. Dessa forma, o Brasil,
pais em desenvolvimento, ainda dispde de abundantes cenérios socioeconémicos e
culturais bastantes favoraveis ao desenvolvimento massivo da espécie, cuja
densidade populacional sofre flutuagcbes ao longo do ano com picos nos meses
guentes e chuvosos, geralmente (CONSOLI e OLIVEIRA, 1994; FORATTINI et al.,
2002).

Consoante com os demais culicideos, C. quinquefasciatus apresenta uma
metamorfose completa de desenvolvimento compreendida em quatro estagios (Figura
3): ovo, larvas (L1 a L4), pupa e a fase adulta, com duracdo média de 10 a 12 dias,
ocorrendo em dois meios separados; aquatico e terrestre. As fémeas, que além de
fitofagas sdo hematdfagas obrigatorias, ttm o homem como alvo preferencial para
alimentacdo com sangue. Embora se abriguem nas habitagcbes humanas durante o

dia e a noite, esse habito é estimulado apenas ao crepusculo vespertino, atingindo o
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pico por volta da meia-noite, que decresce até o crepusculo matutino (CONSOLI e
OLIVEIRA, 1994).

Apébs o repasto sanguineo, passam por um periodo de inatividade relativa, no
qual a atividade de voo é reduzida devido a elevacao do volume corporal. Na ocasiao,
as fémeas buscam por locais Umidos, escuros e com pouca ventilacao para iniciar o
processo de digestdo e maturacdo dos ovos, 0s quais serdo depositados na lamina
d’agua dos criadouros, agrupados em forma de uma jangada (em média, composta
por 150 ovos). Nesses ambientes, o baixo teor de oxigénio é geralmente desfavoravel
aos predadores e competidores, o que permite o aumento e dominancia da populacéo
desse mosquito. A longevidade da espécie na fase adulta corresponde a cerca de dois
meses, periodo no qual as fémeas podem passar por quatro a cinco ciclos
gonadotroéficos de elevada fecundidade (CONSOLI e OLIVEIRA, 1994; RIBEIRO et
al., 2004).

Figura 3 — Ciclo de vida do mosquito Culex quinquefasciatus: do ovo a

fase adulta
/
= N
j’ Fémeas reguerem sangue para ,A,,
- desenvolvmento complelo dos oves e —
-* 2 maturacio nes ovarnas

Ooorre Lma muda entre cada estagio

arval ou pupal &

Fonte: A autora, a partir de CDC (2021).
Legenda: a — Ovos agrupados em formato de “jangada”; b — Larvas (L1 a L4, da direita
para esquerda); ¢ - Pupas; d - Adulto fémea ingurgitada.

{d
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Nas Américas, além do mosquito C. quinquefasciatus ser o vetor primario da
W. bancrofti, é reconhecido como um notavel agente transmissor de patdgenos como
0 virus da encefalite de Saint Louis (MONDINI et al., 2007; WEBER et al., 2021), virus
do Nilo Ocidental (SILVA, 2016; COSTA et al., 2019, 2021), virus Zika (GUEDES et
al., 2017; VIVEIROS-ROSA et al., 2020) e do Oropouche (ROMERO-ALVAREZ e
ESCOBAR, 2018; AMORIM et al.,, 2020). Dessa forma, no Brasil, sua ampla
distribuicdo geografica e abundancia caracteriza-se como um problema no campo da
saude publica (FORATTINI, 2002; BRASIL, 2009; WERNER, 2019).

2.4 ELIMINACAO DA FILARIOSE LINFATICA

2.4.1 Programa Global de Eliminacédo da Filariose Linféatica

Em 1993, a FL foi considerada uma doenca potencialmente eliminavel. Mediante
a resolugdo WHA 50.29 (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 1997), a
OMS dedica-se eliminar, até o ano de 2030, a doenca como um problema de saude
publica nos paises endémicos por meio do PGEFL (OMS, 2013; 2021). Este,
estabelecido em 2000, apresenta dois pilares: interromper a propagacéo da infec¢ao
pela administracdo em massa de drogas filaricidas (MDA), denominado no Brasil
como TC; e contemplar os individuos doentes com ac¢des de manejo de morbidade e
prevencdo de incapacidades (MMPI), visando amenizar o sofrimento das populacdes
afetadas com as complicacdes cronicas e extremamente estigmatizantes da doenca
(OMS, 2013).

Segundo a OMS (2013, 2017), para lograr a eliminacdo da FL nas areas
endémicas devem ser seguidas as etapas de: mapeamento geografico de areas
endémicas (prevaléncia de microfilaremia ou antigenemia igual ou superior a 1%);
implementacdo do TC nas areas com transmissao comprovada; vigilancia pés-TC;
validacdo da interrupcdo da transmissado; e implementacdo de uma vigilancia poés-
validacdo. Além disso, garantia da continuidade do pacote de MMPI.

O TC é sugerido por um periodo de quatro a seis anos, podendo ser aplicado
em doses anuais ou semestrais. O nimero de rondas dessa estratégia é definido apos
avaliacdo de fatores como a prevaléncia inicial da infeccdo, eficacia dos

medicamentos a serem fornecidos e combinacdes de parasitas e vetores presentes
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na area endémica. Deve cobrir, no minimo, 65% da populacdo elegivel, que agrega
os individuos a partir dos 4 aos 65 anos de idade de ambos os sexos. Além da
populacdo fora da faixa etaria estabelecida, ndo sdo elegiveis gestantes, nutrizes e
portadores de doencas cronicas (cardiopatas e renais cronicos) (BRASIL, 2009; OMS,
2013).

As drogas citrato de dietilcarbamazina (DEC) (6mg/kg), ivermectina (IVM) (150-
200 pg/kg) e albendazol (ALB) (400 mg) sé@o opcdes para o TC dessa filaria (OMS,
2013). O delineamento do regime terapéutico depende do perfil epidemioloégico na
area-alvo, se apresenta ou ndo coendemicidade da filariose linfatica com outras
doencas filariais. No entanto, a partir de 2017, a OMS passou a recomendar o0 uso da
terapia tripla (ALB + IVM + DEC) para todos os locais, pois uma dose Unica dessa
combinacao é mais eficaz para alcancar e manter a eliminagédo de microfilarias do que
as combinac@es padrdo de duas drogas usadas inicialmente pelo PGEFL (OMS, 2017,
2022).

A interrupc@o do TC deve ocorrer quando a transmisséo filarial na area-alvo,
lendo-se como Unidade de Intervencdo (Ul), for considerada ndo sustentavel. O
acompanhamento da efetividade dessa estratégia abrange, além do levantamento da
sua cobertura a cada ronda, a avaliacdo de areas sentinelas e sitios de verificacdo
aleatéria antes da primeira, quarta (opcional) e sexta ronda de TC e, ainda, aplicacao
de pesquisas epidemioldgicas robustas, denominadas por TAS, apds cinco rondas,
no minimo, para determinar se nivel de infeccdo impede a continuidade da circulagcédo
do verme filarial. Quanto a W. bancrofti, a prevaléncia de antigenemia no homem deve
corresponder a < 2% quando o vetor for do género Anopheles ou Culex, e a < 1%
qguando Aedes (OMS, 2013; 2017).

O componente chave do TAS é a busca do verme filarial com populacdo
sentinela. Assim, o diagnostico de infeccdo vetorial € complementar ao humano
(BRASIL, 2009; OMS, 2017). Em humanos, a populacdo-alvo do TAS é composta por
escolares na faixa dos 6 a 7 anos. Pressupde-se que esses individuos viveram a maior
parte ou toda a vida na area endémica. Dessa forma, caso o TC tenha sido efetivo, a
taxa de infec¢@o nessa populacdo representara um baixo risco de transmissao da FL
(OMS, 2015). Atualmente, essa avaliagdo é dada principalmente por meio da busca
do antigeno circulante. Nos vetores, o diagnostico de infec¢do pelo parasito filarial €

possibilitado pela captura dos mosquitos fémeas. A identificacdo de qualquer fase
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evolutiva da filaria em mosquitos indica a existéncia de um reservatério humano
(LANEY, 2010; RAO et al., 2014; CAMERON e RAMESH, 2021, PRYCE et al., 2021).

O primeiro marco de eliminacdo da FL para um pais é que 100% das areas
endémicas passem pelo TAS para interromperem o TC. Em seguida, € preciso
demonstrar uma reducéo sustentada da infeccéo abaixo do limite. Atualmente, a OMS
sugere a repeticdo do TAS, pelo menos, entre dois a quatro anos apos o término do
TC. Um pais atende aos critérios de validacao de eliminac¢do da FL se 100% das areas
endémicas ao passarem por uma terceira e ultima TAS (OMS, 2013; 2017).

Essa validacdo corresponde a documentacdo da eliminacdo da FL como
problema de saude publica por meio de um dossié, que reunira as evidéncias
epidemiologicas e historicas pormenorizadas da auséncia de transmissao da doenca,
e reconhecimento da meta alcancada pela OMS. N&o € um estado permanente, bem
como nao representa o fim das atividades do PGEFL. Dessa forma, mesmo que o TC
nNao seja mais necessario, a vigilancia pés-validacéo e disponibilidade do pacote de
MMPI no sistema de salude devem ser garantidas pelos programas nacionais (OMS,
2017).

Segundo a OMS (2022), até o momento, o PGEFL distribuiu mais de 8,6 bilhdes
de tratamento antifilarial para evitar a propagacdo da FL. O sucesso de suas
intervencdes levou a 692 milhGes de pessoas a ndo requererem mais a quimioterapia
preventiva, o que representa uma reducéo de 49% da populacdo em risco de se
infectar em 2000, com exclusédo de 33 paises da lista de locais endémicos para a

doenca.

2.4.2 Inquérito vetorial como ferramenta do Programa Global de Eliminacéo da
Filariose Linfatica

A selecdo das ferramentas de diagnostico para monitorar e avaliar o progresso
dos programas nacionais de eliminagao da FL apoia-se em fatores como sensibilidade
e especificidade dos testes, viabilidade de implementacdo em campo, habilidade
técnica requerida e valor de custeio. Atualmente, a OMS tem dado destaque as
ferramentas de investigagéo nao-invasivas da infecgéo filarial na populagcdo humana,
gue correspondem aquelas que permitem a busca do parasita no artrépode vetor, dito

como inquérito vetorial. Nesse contexto, traz-se duas técnicas distintas: disseccao
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para visualizacéo das larvas de W. bancrofti e identificacdo do DNA pela reacdo em
cadeia de polimerase - PCR (BRASIL, 2009; OMS, 2011).

A captura e dissec¢do de mosquitos provenientes de areas endémicas permite
a identificacao especifica das larvas encontradas do parasito, bem como discriminar
os diferentes estadios de maturacado larval. Dessa forma, é eficaz na monitorizacéo
da prevaléncia de infeccdo e infectividade em populacbes de vetores, sendo
considerado um método padréo em diferentes inquéritos epidemiolégicos. No entanto,
exige demasiado tempo e pessoal qualificado, ndo tendo seu emprego sugerido em
situacdes que exigem uma amostragem robusta, ou em areas endémicas com mais
de uma espécie de filarideos (BRASIL, 2009; OKORIE et al., 2015; RAO et al., 2016).
Por isso, esse método tem sido frequentemente substituido pelo XM, que emprega a
técnica da PCR, descrita em 1996 por McCarthy, bastante explorada e reconhecida
na literatura pela eficiéncia na deteccado de DNA filarial em mosquitos (ZHONG et al.,
1996; SCHMAEDICK et al., 2014).

2421 Xenomonitoramento molecular

O XM é uma ferramenta complementar extremamente promissora na vigilancia
da FL, exercendo o papel de preditor indireto da prevaléncia da infeccao filarial na
populacdo humana (CHADEE et al., 2002; FARID et al., 2007; OMS, 2017; PRYCE e
REIMER, 2021). Este pode ser utilizando tanto durante (RAMAIAH et al., 2003; WEIL
et al., 2008; RAMAIAH et al., 2011) quanto apos o TC (RAMAIAH et al., 2003; FARID
et al., 2007; RAMAIAH; VANAMAIL, 2013; SIMONSEN et al., 2014; RAO et al., 2014;
PI-BANSA et al., 2018; SUBRAMANIAN et al., 2020; McPHERSON et al., 2022) para
verificacdo da efetividade das interven¢cdes do PGEFL de forma poderosa, permitindo
a avaliacdo de grandes populacdes de vetores em um curto periodo de tempo (LAU
et al., 2016; RAO et al., 2017; SUBRAMANIAN et al., 2020).

As diretrizes atuais da OMS nao estabelecem recomendacbes quanto ao
protocolo mais adequado de execucédo do XM voltado a FL, como tipo de PCR a ser
aplicado (convencional, multiplex ou PCR em tempo real - gPCR) ou método de
amostragem (OMS, 2013). Desse modo, a literatura carrega divergéncias
metodolégicas que sdo determinadas, geralmente, pelo objetivo do inquérito,
localidade a ser investigada e disponibilidade de recursos. Apesar da falta de

padronizacao, as pesquisas que aplicaram o XM demonstram sua alta eficacia. Afinal,
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a ferramenta € capaz de identificar uma Unica filaria em amostras contendo até 50
mosquitos, e amplificar genes de W. bancrofti em qualquer estagio de maturacao
larval (CHANTEAU et al., 1994; FURTADO et al., 1997; VASUKI et al.,, 2012).
Albuquerque e colaboradores (2020), por exemplo, tendo em vista defasagens de
outras metodologias, desenvolveram um protocolo de PCR duplex para deteccédo do
DNA da W. bancrofti no C. quinquefasciatus, denominado por WhCx, que aprimorado
com controle enddgeno (gene da actina) é capaz de detectar menos de uma larva
filarial.

Essa sensibilidade e especificidade que caracteriza essa ferramenta torna-a
extremamente importante nas areas endémicas que passaram por extensas rondas
de TC, visto que a intervencéo leva a uma expressiva reducao nas taxas de infeccao.
Isso, por vezes, torna insuficiente a vigilancia tradicional de FL em humanos para
detectar areas com transmissdo muito baixa, porém persistente sua transmissao
(RAO et al., 2016; 2017; SUBRAMANIAN et al., 2020).

Em um levantamento bibliografico, Pryce e Reimer (2021) constataram que o
XM detectou mosquitos positivos em 28 areas onde as pesquisas de infeccdo em
humanos pela pesquisa de microfilaria (mf) falharam em detectar quaisquer individuos
positivos, alcancando uma sensibilidade geral de 98,3% para detectar areas positivas
com microfilaremia. Tendo em vista que a endemicidade da FL esta relacionada
diretamente a determinantes sociais como a pobreza, desinformacao, favelizagcéo e
auséncia de esgotamento sanitario (BRASIL, 2000), ainda é mais interessante uma
vigilancia que agregue o XM porque este, por sua vez, engloba as relacbes entre
patdgeno, vetor e contexto socioambiental e econédmico. Desse modo, a ferramenta
permite obter uma gama de informacdes da area-alvo (PI-BANSA et al.,, 2018;
CAMERON e RAMESH, 2021)

2.4.3 Controle de vetores no Programa Global de Eliminacdo da Filariose

Linfatica

O controle vetorial é classificado como estratégia suplementar pela OMS nas
acOes do PGEFL. Este tem historicamente contribuido para a eliminacdo da FL em
muitos paises que nao aplicam a quimioterapia preventiva por meio do TC. As

intervencdes a serem implementadas variam de acordo com a espécie do parasita-
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vetor, e quando bem-sucedidas aumentam o impacto das acdes do PGEFL (OMS,
2022). No Brasil, onde o vetor da FL € unicamente a espécie C. quinquefasciatus,
discute-se que o controle da filariose foi beneficiado por intervengées em campanhas
contra outros patdégenos transmitidos por mosquitos, tendo permitido a extincdo da
maioria dos focos de transmissao ativa da infeccao no pais (BRASIL, 2009).

C. quinquefasciatus, colonizador de habitats instaveis, possui elevadas taxas de
fecundidade e indice reprodutivo, o que exige diferentes métodos de controle e
vigilancia para limitar sua capacidade reprodutiva e controlar sua populacao. Esses,
por sua vez, devem ser continuos, visto que a espécie, devido a essas caracteristicas,
apresenta rapida recuperacao da densidade populacional (FORATTINI, 2002). Nesse
contexto, enquadra-se o0 manejo integrado de vetores (MIV), que contempla
intervencdes com aplicacdo conjunta das trés categorias: ordenamento ambiental
(eliminacdo ou reducdo de locais de proliferacdo de mosquitos e diminuicdo da
frequéncia do contato mosquito-homem); acbes para prevenir a producdo de
mosquitos em criadouros potenciais que ndo podem ser extinguidos; e educacao e
mobilizacdo social (a participagao e colaboracdo da comunidade na operacionalizacao
do MIV (BRASIL, 2011).

Desse modo, sabendo que o crescimento desordenado dos centros urbanos
afeta positivamente a proliferacdo de C. quinquefasciatus, € necessario investimento
em infraestrutura para controle da espécie. De forma similar, as obras de saneamento
ambiental requerem atencé&o. Isso, como dito anteriormente, com a coparticipacao da
comunidade, visto que a maioria dos criadouros estdo no ambiente peridomiciliar
(REGIS et al., 2013). Algumas estratégias de controle biolégico também podem ser
sugeridas para o controle da espécie. Nesse sentido, ressalta-se o bacilo
entomopatogénico Lysinibacillus sphaericus (Lsp), que o modo geral de acao culmina
na morte das larvas permite que seja aplicado nas colegbes d’agua preferenciais para
reproducdo da espécie (LACEY, 2007).

2.4.4 Plano Nacional de Eliminagé&o da Filariose Linfatica no Brasil

O perfil epidemioldgico da filariose linfatica no Brasil foi estabelecido na década
de 1950, quando um inquérito epidemiolégico buscando casos de microfilaremia
apontou 89 localidades com transmissao ativa, sendo 11 com casos autéctones: Sao
José da Ponta Grossa- SC, (14,5%); Belem-PA, (9,8%); Barra de Laguna-SC, (9,4%);
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Recife-PE, (6,9%); Castro Alves-BA, (5,9%); Floriandpolis-SC, (1,4%); Séo Luis-MA,
(0,6%); Salvador-BA, (0,4%); Maceio-AL, (0,3%); Manaus-AM, (0,2%) e Porto Alegre-
RS, (0,1%) (FONTES et al., 2002). Durante cinco décadas as intervencdes de controle
seguiram centralizadas no tratamento dos infectados, controlando a maior parte
desses focos (MEDEIROS et. al, 2003; BRASIL, 2009). A partir de 1997, norteado
pelo PGEFL, o Brasil reuniu medidas com vista a eliminacéo dos focos endémicos da
FL restantes por meio PNEFL (BRASIL, 2011a).

Seu progresso levou a reducdo da maioria dos locais com transmissao da FL,
na época Macei6 (AL), Belém (PR) e os municipios de Recife, Olinda, Jaboatdo dos
Guararapes e Paulista (PE), com o TC como estratégia principal. Este com a
administragcdo massiva unicamente da DEC, sob protocolo de administracao anual de
6 mg/Kg/dia por 12 dias, em areas com prevaléncias 21% de microfilaremia ou
antigenemia, em um periodo de quatro a seis anos, geralmente (BRASIL, 2011a).

Os ultimos casos notificados de FL em humanos e de mosquitos infectados
pela W. bancrofti foram apontados no estado de Pernambuco (PE) nos municipios de
Recife, Olinda, Jaboatdo dos Guararapes e Paulista. O TC foi realizado no periodo
de 2003 a 2015 em Recife, Olinda e Jaboatdo dos Guararapes. Em Paulista, ocorreu
tratamento individual dos infectados devido sua menor taxa de infeccdo (BRASIL,
2009, 2021). O estado iniciou 0 TAS no ano de 2013, que, preconizado para ocorrer
em trés etapas com intervalos de dois anos, ainda esta em execucao da sua ultima
etapa em uma Unidade de Avaliacdo (UA) de Jaboatdo dos Guararapes (UA Jaboatéo
2), isso devido interrupcdes acarretadas pela pandemia de COVID-19 (BRASIL, 2021).
Esse evento emergencial de saude publica possui o potencial de atrasar a eliminagéo
da FL nas Américas (OPAS, 2020).

Quanto ao MMPI, necessario para prevenir o sofrimento e incapacidade dos
que apresentam as manifestacdes cronicas da filariose linfatica, o pais ainda aguarda
recursos para realizar atividades de vigilancia, o que sugere uma defasagem de
atencdo em relacdo a esse pilar da morbidade (MEDEIROS et al., 2022). Em
Pernambuco, por exemplo, a rede de apoio a esses individuos ainda estd em processo
de implementacdo, discutindo-se as estratégias que serdo utlizadas para o

monitoramento da filariose linfatica no pos-eliminacéo da doenca (BRASIL, 2021).
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2.5  FILARIOSE LINFATICA NO RECIFE

O Recife, capital pernambucana, é constituido por 94 bairros aglutinados em
seis Regifes Politico-Administrativas (RPA) e, quanto ao setor saude, em 8 Distritos
Sanitarios (DS). Contrapondo o marco econdmico que representa para seu estado, é
reconhecido por problemas de saude publica atrelados a baixa cobertura de servigos
de esgotamento sanitario e outras deficiéncias infra estruturais (ALBUQUERQUE,
1993; IBGE, 2017; ARRUDA, 2019). Associado a esses fatores, as condicdes
geofisicas da localidade reverberam na constru¢cdo e manutencdo de um oportuno
espaco para proliferacdo de diversos vetores e patdogenos, como o C.
quinquefasciatus e o verme filarial W. bancrofti (BRASIL, 2000; 2021).

A presenga desse verme foi detectada pela primeira vez no local em 1952
(AZEVEDO e DOBBIN, 1952), e desde entdo diversos levantamentos foram
realizados. Um inquérito epidemioldgico realizado entre agosto de 1999 e maio de
2000, com amostragem estratificada segundo os DS, cuja abrangéncia foi em 91
bairros, 529 setores censitarios e atingiu um total de 18.279 pessoas. Esse inquérito
foi capaz de demonstrar a existéncia de areas de transmissao da FL em quase toda
extensdo territorial da cidade, apontando uma prevaléncia média de casos
correspondente a 1,3%. No entanto, os niveis de endemicidade da FL, que variaram
de baixo a intermediario entre as regibes, foram mais acentuados nas &areas
periféricas, destacando o perfil urbano e focal de disseminacédo da doenca (RECIFE,
2022).

Dada essas informacdes, entre 2001 e 2003, o enfrentamento da FL no Recife
foi considerado primaz e dado por meio de um modelo de intervencdo de base
territorial alinhado com risco socioambiental de transmissao e nivel de prevaléncia de
microfilaremia nas diferentes regides, determinando bairros prioritarios. Assim, o foco
das acbes, que antes era sob os individuos, voltou-se para 0 espag¢o onde ocorre a
FL (RECIFE, 2022). A partir de 2003, as intervenc¢des foram intensificadas com o
tratamento das pessoas infectadas pelo verme filarial, incremento no diagnostico, e
instituicdo da quimioterapia preventiva para as populacdes elegiveis em algumas
microareas prioritarias. O TC foi realizado por mais de cinco anos nas localidades de
importante transmissibilidade.

De forma paralela, alguns desses locais receberam acfes de controle vetorial,

com a administragdo da bactéria entomopatogénicas Lsp em canais e canaletas
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(RECIFE, 2002; ALBUQUERQUE, 2013). Segundo o Programa de Enfrentamento as
Doencas Negligenciadas (SANAR), os resultados do TAS indicam o éxito do TC no
Recife e demais municipios constituintes da Regido Metropolitana do Recife (Figura
4) (OPAS, 2020; BRASIL, 2021).

Figura 4 — Numero de tratamentos em massa e percentual
de microfilarémicos por Wuchereria bancrofti na Regido
Metropolitana do Recife/PE, 2003-2017
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Fonte: Brasil (2021).

2.5.1 Filariose linfatica no bairro de Agua Fria

Agua Fria localiza-se no Distrito Sanitario (DS) Il do Recife. O inquérito
epidemioldgico supracitado demonstrou que uma porcao desse distrito, cujos indices
de desenvolvimento humano da cidade historicamente € um dos mais baixos da
cidade, apresentou uma média de prevaléncia de microfilaremia de 5,5%, a maior
encontrada no estado de Pernambuco. O local apresentou a segunda maior taxa de
microfilarémicos, correspondente a 6,27%, com o0s individuos infectados
apresentando alta proporcdo de microfilarias por mililitro de sangue periférico. Desse
modo, recebeu as intervengdes da Secretaria Municipal de Saude (SMS) de forma
prioritaria, servindo como bairro piloto (RECIFE, 2022).

Rondas anuais com DEC (6mg/Kg/dia) ocorreram de 2003 a 2009, exceto para
duas Equipes de Saude da Familia, que iniciaram o tratamento apenas em 2008,

encerrando-o em 2012. A populacéo elegivel correspondeu aos individuos de ambos
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0S sexos a partir de 4 anos de idade residentes das microareas endémicas do bairro.
Além dos individuos com idade inferior a essa, foram excluidos aqueles maiores de
65 anos, gestantes, mulheres no periodo de lactacdo e portadores de doencas
cronicas (cardiopatas e renais cronicos), como recomenda a OMS (RECIFE, 2022).

A tabela 1 mostra que o TC alcancou uma cobertura média geral de 88,15%,
com menor indice em 2004 (65,5%), e maior em 2006 (111,9%). Destaca-se que até
0 ano de 2007, a entrega da DEC seguiu o “modelo de campanha” no qual a propria
populacdo encarregava-se de recolher a droga nos postos de saude. Com o objetivo
de diluir a demanda dos Agentes de Combate a Endemias (ACEs) e ampliar a adesao
e continuidade dos individuos ao tratamento, essa estratégia somou-se a busca ativa
dos individuos elegiveis para o TC a partir de 2008, dito como “casa a casa” (RECIFE,
2022).

Tabela 1 — Rondas de tratamento coletivo no bairro de Agua Fria, Recife-PE,

Brasil
Ano N° pessoas Cobertura %
tratadas (Populacao
elegivel)
2003 9.948 103,2
2004 8.096 65,5
2005 10.682 91,8
2006 12.394 111,9
2007 9.699 71,4
2008 18.225 90,8
2009 17.059 88,2
2010 5.228 86,3
2011 4.962 88,8
2012 4.864 83,6

Fonte: Elaborado pela autora a partir de dados secundarios oriundos de Recife (2022).

Durante o monitoramento da infec¢cdo por W. bancrofti no DS Il nos anos de
2003-2007, 2009 e 2010, uma coorte de microfilarémicos com amostragem de 123
individuos fixos atestou a efetividade do TC na reducéo da densidade de microfilarias
(mf) por mililitro (ml) de sangue periférico (Tabela 2). Os ultimos dados fornecidos,
correspondentes a 2009, penultimo ano de inquérito, indicaram que apenas 1,6% da
amostragem estava infectada, e esses individuos apresentaram apenas de 1 a 50
mf/ml (RECIFE, 2022).
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Tabela 2 — Estudo de coorte de microfilarémicos no Distrito Sanitario |l

2003 2004 2005 2006 2007 2009
Pré-tto 2° Tto 3°Tto 4° Tto 5° Tto 7° Tto
Ne° % N° % Ne° % Ne° % Ne° % Ne° %
1 a 50mf/ml 29 23,6 26 21,1 9 7,3 3 2,4 2 1,6 2 1,6

51a
100mf/ml 117 89 9 73 2 16 0 00 O 00 0O 00
101 a
500mf/ml 45 366 14 114 1 08 0O 00 0O 00 O 00

> 500mf/ml 7 57 4 3,2 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Positivo 92 748 53 43,1 12 97 3 24 2 1.6 2 1,6

Negativos 12 98 46 373 76 61,8 67 5;‘ ' 49 3;” 71 57,7
N&o 43 60

realizou 19 15,4 24 19,5 35 284 53 1 74 > " 50 40,7
coleta

Total 123 100 123 100 123 100 123 100 123 100 123 100

Fonte: Elaborado pela autora a partir de dados secundérios oriundos de Recife (2022).
Legenda: Tto: Tratamento Coletivo.

Seguindo as recomendacdes da OMS, como indicador de resultado do TC,
também foi eleito na Unidade de Intervencao (Ul) do bairro um “sitio sentinela”. A
estratégia, dada por meio do teste da gota espessa (GE) para pesquisa de microfilaria;
ocorreu anualmente de 2009 a 2019, totalizando 9.346 pessoas avaliadas. Desse
guantitativo; 500 individuos foram investigados durante todos os anos, enquanto
outros 500 eram volantes dentro da area do TC. Nos anos concomitantes ao TC, de
2009 a 2012, a investigacao ocorreu 6 meses apos o TC (RECIFE, 2022).

O TAS no Recife teve como populagéo-alvo individuos de 6 a 7 anos, alocados
no 1° e 2° ano do Ensino Fundamental, de 10 instituicdes de ensino municipais. Para
o inquérito, a metodologia diagndstica escolhida foi o Teste em Tira da Filariose (FTS),
sendo necessario cobrir, no minimo, 75% da populacdo-alvo por Unidade de
Avaliacdo (UA). O bairro de Agua Fria, juntamente com Alto Santa Terezinha e Linha
do Tiro, comp6s a UA Norte Il, com um total de 52.330 moradores. O TAS nesse local
ocorreu em trés etapas, essas correspondentes aos anos de 2014, 2016 e 2018. No
primeiro ano, foram avaliadas 10 escolas, tendo 95% dos individuos elegiveis
testados. Na ocasido, todos os exames foram negativos. Em 2016, 19 escolas foram
escolhidas, e 98% da populagéo-alvo foi investigada, também havendo prevaléncia
antigénica nula para W. bancrofti. No ultimo ano do inquérito, com também 19 escolas
albergadas pelo TAS e 92,9% da populacdo elegivel estudada, a UA apresentou o

nico caso positivo da cidade, esse proveniente de Agua Fria (RECIFE, 2022). ApGs
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tal pesquisa, ndo foram encontradas na literatura outras acdes de vigilancia em
humanos (OMS, 2017).

Dentre as intervengfes para as areas endémicas para FL, a Secretaria de
Saude do Recife estipulou mecanismos voltados a vigilancia e controle do Culex
quinquefasciatus, incluindo a investigacéo da infeccéo vetorial. Quanto a esse topico,
ocorreu uma parceria com o Servi¢o de Referéncia em Culicideos Vetores do Instituto
Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ/PE. O inquérito de infeccdo por Wuchereria bancrofti
em Agua Fria ocorreu de 2003 a 2007 e 2009, com capturas intradomicilares de
mosquitos, e indicou uma reducado gradual significativa na taxa de infec¢édo vetorial
concordante com TAS (RECIFE. Secretaria Municipal de Saude, comunicacao
pessoal, 2022).-Esse inquérito vetorial molecular ocorreu, no entanto, sem a presenca
de um controle endégeno, havendo a possibilidade de falsos-negativos surgirem.
Especialmente, como a literatura sugere, pela investigacao ter sido realizada apos
extensivas rodadas de TC (Rao et al., 2016).

Durante o TC, ocorreram visitas de Agente de Saude Ambiental (ASA) as
residéncias para prestar orientacdes a populacéo sobre a prevencéao e eliminacéo de
criadouros do C. quinquefasciatus e aplicacao do Lsp nos criadouros néo eliminaveis.
Armadilhas de captura de adultos foram dispersadas no bairro para avaliar o controle
do mosquito e seu uso denotou uma reducdo superior a 80% na densidade
populacional da espécie. No entanto, tais acdes foram descontinuadas com a
mudanca da gestdo municipal a partir do ano de 2009 (RECIFE, 2022).

Santos (2017) descreve uma acao de controle do mosquito vetor no bairro, quando
tratou com biolarvicidas uma variedade de criadouros preferenciais para espécie
(fossas sépticas, canais, canaletas, caixas de inspe¢do) em duas areas durante um
periodo de trés anos (2010 a 2013). Foi demonstrado, pelo indicador entomologico de
Densidade de Adultos (DA), que a medida acarretou significativa redugao populacional
da espécie. Atualmente, sabe-se que o programa de combate a endemias do Recife,
por meio dos Agentes de Combate a Endemias (ACE), realiza visitas nos domicilios
do bairro, geralmente bimensais, buscando identificar e tratar focos de mosquitos com

esses biolarvicidas de forma semelhante (RECIFE, 2022).
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3 JUSTIFICATIVA

As ag0es de vigilancia sustentam o Plano Nacional de Eliminacgéo da Filariose
Linfatica (PNEFL) norteando-o e possibilitando seu progresso. Recife, a capital
pernambucana, foi um dos ultimos locais no Brasil a detectar casos de individuos
microfilarémicos e mosquitos infectados pela Wuchereria bancrofti. Atualmente,
estudos apontam a eliminacao da circulagdo do patégeno na populagdo humana na
regido. No entanto, diante da variedade de fatores que possibilitam a existéncia de
focos residuais ativos de infeccao, inquéritos complementares devem ser instaurados
para evitar o recrudescimento da doenca. Nesse contexto, este estudo propds-se a
avaliar, com um xenomonitoramento molecular aprimorado, o perfil de transmissao da
filariose linfatica (FL) em uma &rea do Recife apos tratamento coletivo que traz um
importante historico de endemicidade da filariose. Assim, este estudo forneceu
suporte PNEFL por meio de laudos técnicos emitidos pelo Servico de Referéncia em
Controle de Culicideos Vetores (SRCCV) a respeito do diagnéstico de infeccao

vetorial de C. quinquefasciatus por W. bancrofti.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL
Avaliar o perfil da transmissao da filariose linfatica em uma area da cidade do

Recife apés tratamento coletivo por meio de um inquérito vetorial.

4.2 ESPECIFICOS

a) Elaborar mapa de risco de transmissao da filariose linfatica com base no
histérico de casos anteriores e/ou recentes (infeccdo vetorial e humana)
fornecidos pelo Servico de Referéncia Nacional para Filariose (SRNF), ou pelo
municipio para orientar a captura do mosquito vetor;

b) Coletar dados mosquitogénicos para C. quinquefasciatus na area de captura
definida pelos mapas de risco de FL;

C) Identificar a densidade e diversidade de culicideos da amostragem realizada;

d) Determinar a taxa de infeccéo vetorial de C. quinquefasciatus por W. bancrofti.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 AREA DE ESTUDO

Este estudo foi realizado no bairro de Agua Fria, localizado na Zona Norte do
Recife (8° 04’ 03” S 34° 55’ 00” W) (Figura 5), que ocupa uma extensao territorial de
193 hectares e possui com populagéo residente aproximada de cerca de 43.530
habitantes distribuida em 12.294 domicilios (IBGE, 2017). Totalmente urbano,
apresenta um clima tropical imido, com temperatura média anual variando de 24°C a
27°C e umidade média relativa do ar de 84%. As chuvas ocorrem ao longo de todo o
ano, com precipitagdes maiores nos meses de junho a setembro, e menores de
outubro a fevereiro (INMET, 2020). Cenérios caracteristicos de um deficiente
saneamento ambiental sdo comumente observados no local, sobretudo nas regides
periféricas, o que se torna condizente com o elevado grau de desigualdade de renda
da capital em que se localiza e consequente inacessibilidade de parte da populacédo a
melhores condi¢bes habitacionais (SALATA e RIBEIRO, 2021). Tais condigbes

climaticas e ambientais favorecem a presenca de mosquitos ao longo de todo o ano.

Figura 5 — Localizagdo da éarea de
estudo, Agua Fria (em vermelho), na
cidade do Recife, Pernambuco, Brasil
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5.1.1 Mapa de captura dos mosquitos

A captura dos culicideos foi direcionada pelo registro histérico de casos de
infeccdo filarial humana (microfilaremia e antigenemia) e vetorial (diagnéstico
molecular) por W. bancrofti do bairro. Foram levantados oito casos em humanos entre
os anos de 2007 e 2012 (2007: 2 casos, 2008: 1 caso, 2010: 3 casos, 2011: 1 caso,
2012: 1 caso); e 24 pools de mosquitos positivos entre os anos de 2003 e 2005 (2003:
12 casos, 2004: 6 casos, 2005: 6 casos) (SRNF, comunicagdo pessoal, 2022).A
plotagem dos logradouros de registro dos casos permitiu identificar zonas de risco
com um raio de influéncia de 100m. Apds subdivisdo dessas regides em quadrantes
de 50 metros, foram elencados 200 imOveis para captura das fémeas (Figura 9,
subitem 6.1).

5.2 AMOSTRAGEM

Houve a captura intra e peri domiciliar de mosquitos em 200 iméveis. Foi dada
pelos Agentes de Combate as Endemias (ACE) do municipio do Recife e agente de
campo do Departamento de Entomologia do Instituto Aggeu Magalhaes, Fiocruz
Pernambuco, por meio do aspirador entomoldgico elétrico grande (HORST®) (Figura
6). Esse equipamento gera uma ventilacao inversa que propicia a suc¢cao do mosquito
do ambiente e seu aprisionamento imediato, ainda vivo, em um saco de malha fina
(saco de coleta). As aspiracdes ocorreram, em média, dois dias por semana, de
setembro/2021 a maio/2022, no periodo da manhd, entre 8:00 e 12:00 horas, devido
a maior probabilidade de capturar fémeas. Durou por volta de 15 minutos/imével e os
principais ambientes a serem visitados foram quartos, banheiros, por tras e embaixo
de moveis, onde os mosquitos costumam se abrigar. Os sacos de coleta foram
cuidadosamente encaminhados ao Servi¢o de Referéncia em Controle de Culicideos
Vetores do Departamento de Entomologia, FIOCRUZ/PE.
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Figura 6 — Estrutura do aspirador entomolégico em corte

longitudinal (A) e operador manuseando-o na rotina de campo

(B)

Fonte: Nascimento (2019).

5.2.1 Triagem da amostra

Inicialmente, os mosquitos foram adormecidos por congelamento, processo no
qgual foram armazenados a -20°C durante 20 minutos. Apos isso, foram transferidos
dos sacos de coleta para uma placa de Petri (Figura 7), onde foram triados, em
condicdes de resfriamento, quanto a espécie e sexo mediante chave dicotbmica por
Consoli; Lourenco-de-Oliveira (1994) e Forattini (2002). As fémeas ingurgitadas e/ou
gravidas da espécie Culex quinquefasciatus foram armazenadas em um mesmo pool
de até 10 mosquitos em microtubos de 2 ml, enquanto as fémeas com abddémen
colapsado foram agrupadas em pools distintos (Figura 8) e entdo foram adicionados
300 pL de RNAlater, reagente conservante. As amostras foram devidamente

identificadas e armazenadas.

Figura 7 — Espécimes de Culex quinquefasciatus
sob placa de Petri

Fonte: A autora (2022).
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Figura 8 — Método de classificacdo da aparéncia
externa do abdémen de fémeas de mosquito em
diferentes estégios de alimentagcéo e desenvolvimento
ovariano, de recém ingurgitada a gravida em

aproximadamente 48h

b)
}e ==t Unfed

.
% Freshly fed

A @ Late fed
@ Half-gravid
@ Sub-gravid

}g @ Gravid

Fonte: a) OMS (1975); b) Broom (2015).

Legenda: Empty ou Unfed - recém-emergidas ou paridas - inclui
fémeas que ndo realizaram novo repasto sanguineo e o abdémen
esta colapsado. Freshly fed - ingurgitada - com sangue vermelho
mais claro com ovéario ocupando um espaco reduzido que vai
progredindo para late-fed, enquanto o sangue vai sendo digerido e
ocupando menos espaco no abdémen passando pelos estagios de
semi-gravida (Half-gravid e Sub-gravid) até estar completamente
gravida.

5.3 DIAGNOSTICO DE INFECCAO VETORIAL

5.3.1 Preparacdo do homogenato

Apos a remocdo do RNAlater, lavagem dos mosquitos e adicao de 400 pl de
agua ultrapura nos pools, foram preparados macerados com auxilio de pistilos
autoclavaveis e macerador elétrico portatil. Aliquotas de 200 pl do homogenato foram
armazenadas no banco de amostras a -80°C e o volume restante seguiu para extracao
de DNA (AYRES et al., 2002).

5.3.2 Extragcao de DNA
O DNA foi extraido seguindo protocolo minimamente modificado de Ayres e

colaboradores (2002). Ao homogenato foi adicionado 400 pl de tampao de lise
contendo NaCl 5M, EDTA 0,5M, Tris 1M e agua miliQ, 72 ul de Dodecil Sulfato de
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Sadio (SDS) 10%, e 7 pl de Proteinase K (10 mg/ml). Ap6s a homogeneizacédo, a
mistura foi incubada a 65°C por 8 horas (overnight). Passada a incubacéo, foi
adicionado 420 pl de NaCl 5M a suspenséo, que vortexada por 1 minuto, seguiu para
centrifugacéo a 14.000 rpm por 20 minutos. A fase aquosa foi transferida para um
novo microtubo. Adicionou-se a amostra 700 pl de isopropanol e a incubou durante 1
hora para a precipitacdo do DNA, -20°C. Posteriormente, esta foi centrifugada a
14.000 rpm durante 20 minutos e descartou-se o sobrenadante. O pellet foi lavado
com etanol a 70%, posteriormente centrifugado a 14.000 rpm durante 10 minutos.
Novamente desprezou-se 0 sobrenadante. Apds passagem no concentrador de
amostras por 20 minutos, o sedimento de DNA foi ressuspendido em TE 1X (Tris
10mM, EDTA 1mM). Os pools que continham apenas 1 espécime em 50 pl e os com
acima desse quantitativo em 100 pl de TE 1X. A concentragao de DNA e pureza foram
mensuradas com o auxilio do espectrofotometro (Thermo Scientific NanoDrop™ 2000,
Wilmington, USA). Foi extraido o DNA de 677 fémeas de C. quinquefasciatus quanto
a presenca de W. bancrofti, distribuidas em 186 pools, os quais foram armazenados
a-20°C.

5.3.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Neste estudo foi utilizado o protocolo PCR WbCx descrito por Albuquerque e
colaboradores (2020). Este baseia-se na amplificacdo simultanea do DNA do verme e
do mosquito com o propdsito de evitar diagnésticos falso-negativos. Para as reacdes
duplex foram utilizados um par de primers especificos para o0 nematédeo Wuchereria
bancrofti— NV1/NV2 (fragmento de 188 pb); e um par de primers universais para Culex
guinquesfasciatus — Act-2F/Act-8R (fragmento de 683 pb). Essas ocorreram com um
volume final médio de 30 pl, com jungéo dos seguintes componentes: 20 ul de PCR
Master Mix (Tag DNA polymerase, dNTPs e MgCI2) (Promega®, USA), 0,5 ul do
primer NV1 (10 pmol) (5CGTGATGGCATCAAAGTAGCG 3’), 0,5 pl do primer NV2
(10 pmol) (5’CCCTCACTTACCAAAGTAGCG 3’) descritos por Zhong e colaboradores
(1996), 0,36 ] do primer Act-2F (10 pmol)
(5’ ATGGTCGGYATGGGNCAGAAGGACTC 3'), 0,36 ul do primer Act-8R (10 pmol) (5
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GATTCCATACCCAGGAAG-GADGG 3') descritos por Staley e colaboradores (2010)
6,9 ul H20 e 1-3 ul de DNA de fémea(s) da espécie C. quinquefasciatus.

Para verificar possiveis contaminacdes, foram utilizados controles negativos
contendo todos os reagentes, exceto o DNA extraido (amostra). Os controles positivos
foram compostos por todos os reagentes, além de 1 yl do DNA do nematdédeo W.
bancrofti. As amostras foram amplificadas nas seguintes condi¢des de ciclagem: 35
ciclos a 94°C durante 45 seg, 55°C durante 1 min, 72 C durante 45 segundos, seguido
de uma extenséo final a 72 ° C durante 10 min. Os produtos de PCR e o marcador de
peso molecular foram analisados, durante 60 minutos, por eletroforese em gel de
agarose a 2% em tampao de corrida TBE (Tris 45mM, &cido bérico 45mM, EDTA 1mM
pH 8,0), corados com brometo de etideo e visualizados em um transiluminador de luz

ultravioleta (UV). Foram validadas 510 amostras em 140 pools.

5.4 COLETA DE DADOS MOSQUITOGENICOS

Para avaliar a &rea no que tange as condi¢cdes ambientais e mosquitogénicas,
isto é, fatores favoraveis a proliferacdo de mosquitos, principalmente o C.
quinquefasciatus, foi realizada uma varredura em 10 ruas e suas mediacoes, essas
determinadas pelo mapa de risco de captura de mosquitos, por meio do Google Street
View, recurso de acesso livre do software Google Maps. A ferramenta permitiu a
visualizacdo das ruas ao nivel do solo, bem como documentar em imagens o
ambiente, inclusive em diferentes periodos, contribuindo para a observacdo das
transformacdes espaciais deste sofridas ao longo dos anos. Foi registrada a presenca
de criadouros extra e intradomiciliares e respectivas caracterizagfes (artificiais ou
naturais; no solo ou recipientes; permanentes, semipermanentes ou temporarios). O
registro dessas caracteristicas locais é importante para efeito de mapeamento de
zonas de maior ou menor problema diante das ac¢des de vigilancia e monitoramento
(BRASIL, 2011).

5.4.1 Anélise estatistica dos dados

Para determinar a taxa de infeccdo vetorial, os dados foram analisados pelo

modelo estatistico Pool screen (KATHOLI et al., 1995), que observa o numero de pools
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analisados e o numero total de pools positivos para W. bancrofti, com intervalo de

confianca ao nivel de 95%.

5.5 CONSIDERACOES ETICAS

Foi solicitado o preenchimento individual do Termo de Consentimento e Livre
Esclarecido (TCLE) (APENCIDE A) pelos chefes dos iméveis elegiveis para a captura
dos mosquitos. O estudo possui aprovacdo do Comité de Etica do Instituto Aggeu
Magalhaes sob o CAAE n°. 07392812.6.0000.5190 (ANEXO A).
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6 RESULTADOS

6.1 AMOSTRAGEM

Ao longo de oito meses de estudo, foram realizadas 227 visitas ao bairro de
Agua Fria para captura de mosquitos. No intradomicilio, as aspiracdes dos alados
ocorreram em 1.178 cédmodos (salas, quartos, banheiros, cozinhas, areas de servico,
varandas, jardins e afins). De um total de 1.570 culicideos de interesse médico
obtidos, um percentual de 85,61% (1.334) correspondeu a espécimes-alvo, 0os demais
foram do género Aedes. Dentre os 1.334 C. quinquefasciatus, foram capturados 667
machos e 677 fémeas, em uma propor¢éo de 1,019:13. Um percentual de 88,92%
(602) das fémeas estava com o abdome visivelmente preenchido (alimentada com
sangue e/ou gravida). A amostragem de C. quinquefasciatus (Tabela 3) foi obtida
espacialmente de forma heterogénea, sendo delimitadas areas no mapa com maior

densidade de adultos fémea capturada (Figura 9).

Tabela 3- Descricdo da amostragem de mosquitos da espécie C-
quinquefasciatus obtida no bairro de Agua Fria de setembro a dezembro
de 2021 e de fevereiro a abril de 2022

Dias de Cémodos C. quingquefasciatus
Més/Ano coleta \Visitas aspirados d Q Q*
set/21 8 58 289 173 13 129
out/21 7 54 277 129 27 119
nov/21 5 51 274 141 12 118
dez/21 2 15 74 36 14 31
fev/22 2 21 101 23 0 26
mar/22 1 7 42 24 0 12
abr/22 1 11 59 48 0 73
mai/22 1 10 62 93 9 94
Total 27 227 1178 667 75 602

Fonte: A autora (2022).
Legenda: &: Adulto macho; 9: Adulto fémea ndo alimentada (vazia); $*Adulto fémea ingurgitada
(com sangue) e/ou gravida (com ovos).
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Figura 9 — Mapa de captura dos mosquitos e Kernel (densidade de fémeas C.
quinquefasciatus)
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Fonte: Nucleo de Estatistica e Geoprocessamento do IAM (2022).
Nota: O mapa de captura dos mosquitos foi delineado a partir do histdrico de casos de infeccao filarial
(humana e vetorial) fornecido pelo Servico Nacional de Referéncia para Filariose Linfatica (SNRFL).

6.2 DETERMINACAO DA TAXA DE INFECCAO VETORIAL

Devido a dificuldade em distinguir as fémeas recém-emergidas das recém-
paridas (Figura 10), aquelas que entraram nas residéncias para realizar novo repasto,
todas as fémeas foram processadas. Os 140 pools validados por meio da PCR duplex
WbCX, que totalizaram 510 fémeas (466 ingurgitadas ou gravidas e 44 fémeas recém-
emergidas), constaram negativos para infecgéo vetorial por W. bancrofti, ou seja, foi
observada amplificagdo do controle endégeno, mas ndo do DNA do parasita, como

demonstrado na Figura 11.
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Figura 10 — Fémeas C. quinquefasciatus segregadas segundo

enchimento do abdome

Fonte: A autora (2021).
Legenda: Adulto fémea C. quinquefasciatus a) recém-emergida; b) semi-gravida;
c) parida; d) ingurgitada e semi-gravidas.

Figura 11 — Gel de agarose exibindo Xenomonitoramento molecular por PCR
WbCx com amostras de Agua Fria, Recife, Brasil

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 N
650 pb

200 pb

Fonte: A autora (2022).

Legenda: M: 1Kb plus Ladder; 1, 2, 5-9, 11-14: amostras negativas validadas por controle end6geno;
3,4,10: amostra néo validadas; 15: Wb — controle positivo; 16: controle positivo de amostra de campo
conhecida; N- controle negativo.

6.3 CONDICOES MOSQUITOGENICAS PARA C. quinquefasciatus

Cenarios caracteristicos de esgotamento sanitario e infraestrutura deficientes
foram detectados em todas as ruas vistoriadas. Foram registrados numerosos
criadouros extra e intradomiciliares preferenciais da espécie C. quinquefasciatus,
como canaletas a céu aberto, acumulo de lixo proximo as residéncias, exemplificados
na Figura 12. Esses puderam ser caracterizados como artificiais permanentes ou
semipermanentes em recipientes, como lajes sem dreno e carcacas de automoéveis
abandonados; em artificiais nos recipientes temporarios, como dejetos, pneus, vasos
e floreiras.

Também constaram aqueles artificiais permanentes ou semipermanentes no
solo, como bueiros, valas, valées e canaletas de grande extensao; e os temporarios,
como acumulo de pedras nas ruas e caixas de retencdo de chuva. Quanto aos



44

criadouros naturais em recipientes, foram observados buracos em arvores, constando
como permanentes ou semipermanentes. No solo, frequentemente foram observadas
pocas de 4gua da chuva, como criadouros temporarios. Além disso, na area ocorre
desregular abastecimento de &gua, principalmente nos imoveis localizados nas
porcdes mais altas do bairro. Desse modo, os moradores frequentemente armazenam
a agua em recipientes inadequados, que sao sitios de criacdo atrativos para 0sS

mosquitos.

Figura 12 - Criadouros extradomiciliares de mosquitos visualizados em Agua Fria,

Recife, Brasil

Fonte: Compilado pela autora a partir do Google, 2021.
Nota: Criadouros do tipo artificial permanente ou semipermanente (A, B e C); criadouros do tipo
artificial temporario em recipientes (B e D).
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7 DISCUSSAO

O processo saude-doenca tem intima relacdo com condi¢des de sobrevivéncia
a que as populacdes humanas sdo expostas, o que permite predizer a localizacéao
espacial oportuna de algumas doencas e segregar grupos de risco (CASTELLANOS,
1997; BABONE, 2008). A FL existe no contexto da pobreza, pois depende dos
determinantes favoraveis a proliferacéo do artropode vetor (MACIEL et al., 1994), que
no Brasil € o mosquito C. quinquefasciatus (FORATTINI, 2002).

A amostragem obtida evidencia a constante presenca de C. quinquefasciatus
nas habitacbes humanas no bairro de Agua Fria, assim como demonstrado em outra
investigacéo realizada no local (SANTOS, 2018). Tal avaliacdo é fundamental para
tracar o perfil da localidade e definir areas criticas no que tange acfes de controle e
vigilancia de vetores (BRASIL, 2021). Esse mosquito, extremamente beneficiado
pelas acdes antrépicas no meio ambiente (BRASIL, 2011; JOHANSEN, 2011),
geralmente possui preferéncia pelas cole¢cbes d’agua ricas em matéria organica em
decomposicdo, como valas, valdes e canaletas. Todos esses criadouros foram
observados e caracterizados na area de estudo, tanto nas por¢cdes mais baixas quanto
nas altas, sem excecédo. Nas areas mais elevadas, como fator extenuante, o sistema
de abastecimento de agua é ainda mais comprometido, o que condiciona 0s
moradores a montarem reservas em recipientes, expandindo a existéncia de locais
postura. Em nossa pesquisa, visualizamos a formacéo de clusters ou aglomerados de
maior captura de fémeas em ruas com maior proximidade a criadouros artificiais do
tipo semipermanente ou permanente.

Essa associacdo entre as condicfes socioambientais e areas com maior
infestacéo vetorial de C. quinquefasciatus é descrita na literatura (XAVIER, 2022). Os
mosquitos se estabelecem bem em areas onde existem sitios de criacdo e fonte
alimentar, permitindo um deslocamento perimetral curto. Dessa forma, constatamos
que as condicdes mosquitogénicas de um ambiente elevam as densidades
populacionais. Assim, 0s mosquitos estdo sempre proximos as residéncias, onde
podem buscar locais para oviposi¢do, mas também no interior das residéncias, pois
as fémeas, altamente antropofilicas, procuram o homem para exercer o habito do
hematofagismo. E durante essa atividade que ocorrem as transmissdes de agentes

infecciosos, caracterizando a importancia médica do culicideo. Neste estudo, mais de
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80% das fémeas capturadas estavam com o abdome preenchido por sangue e/ou
0VO0S, OU seja, apos o contato com a fonte de alimentac&o, encontravam-se aptas a
dar continuidade a um ciclo intenso de proliferacdo. Desse modo, a remocao dessas
fases reprodutivas do ambiente serviu como medida de controle vetorial mesmo que
de forma pontual (PIBANSA, 2019; McCPHERSON et al.,2022).

No entanto, ao avaliar o numero de mosquitos coletados em relacdo ao nimero
de comodos vistoriados, é possivel observar uma baixa densidade de adultos (DA).
Por se tratar de um indicador entomologico de medida relativa a presenca do mosquito
(GOMES, 2022), pode nao refletr o tamanho real da populacdo de C.
qguinquefasciatus no local. Porém, alguns interferentes podem estar atrelados a essa
observacdo, como a diferenca na habilidade do Agente de Controle de Endemias
(ACE) em manusear o aspirador entomolégico, que pode ter limitado a capacidade de
coleta de mosquitos pela ferramenta (REITER e NATHAN, 2001; FOCKS, 2004),
mesmo que o aspirador entomolégico tenha sido elencado como superior a outros
métodos de coleta de vetores (RAMESH et al., 2018).

Além disso, deve ser considerado o resultado de medidas de controle de
mosquitos tomadas pelos préprios moradores, como uso de inseticidas domésticos, o
gue foi relatado verbalmente durante as visitas, reduzindo instantaneamente o nimero
de mosquitos no intradomicilio ou até mesmo gerando o que se denomina por
resisténcia comportamental. Como descrito por Consoli e Oliveira (1994), nesse
fendbmeno, 0os mosquitos mantém a suscetibilidade intrinseca ao composto letal, mas
alteram seu comportamento no sentido de evitar o contato com ele, afugentando-se
de ambientes perigosos, justamente os alvos do racional de coleta de mosquitos desta
investigacdo. Também, tendo esta pesquisa ocorrido durante a pandemia de Covid-
19 e por, durante esse periodo, a populagéo ter permanecido mais nas residéncias,
pressupde-se que acdes de eliminagéo de criadouros tenham sido intensificadas e
interferido na amostragem. Agrega-se, ainda, que devido a esse evento emergencial
em saude publica, as atividades de campo do estudo, compreendida pela captura de
mosquitos, foram afetadas devido a indisponibilidade dos ACEs.

Conforme o exposto, Agua Fria carrega um extenso histérico junto as
intervencdes de eliminagdo da filariose linfatica, principalmente quanto as rondas de
entrega da droga antifilarial, tendo sido o primeiro bairro do Recife a recebé-las devido
sua alta prevaléncia de microfilaremia. No local, foram realizados, também, esquemas

de tratamento de criadouros de Culex ou Aedes com biolarvicidas a base de Lsp e
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Bacillus israelensis (Bti), para controle dessas espécies de mosquitos vetores nos
anos de 2016 e 2017, cuja reducéo da populacao de mosquitos foi constatada (Santos
et al., 2018). Considera-se, também, que os efeitos dessas intervencdes podem estar
refletidos no volume de amostragem neste estudo.

Para além do que fora preconizado pela OMS, o bairro passou por 10 rondas
de TC, englobando mais de 100 mil residentes, com uma cobertura do tratamento
sempre acima de 65%, percentual minimo desejavel. Em relagdo ao monitoramento
da infeccdo por W. bancrofti, os prazos ocorreram como o estabelecido pelo PNEFL
desde o TC ao p6s-TC, com a aplicacdo do TAS. No entanto, voltando parao TC, é
importante ressaltar que a populacédo-alvo dessa acdo se referiu aquela presente
apenas na microarea endémica do bairro, o que discorda com a literatura. Essa
caracteristica pode potencialmente incidir sobre a probabilidade de recrudescimento
da FL na éarea. Desse modo, recomenda-se que tal particularidade deva ser
considerada em posteriores inquéritos de vigilancia.

Neste estudo, o protocolo de PCR duplex, denominado por WbCx, trouxe
resultados concordantes com as Ultimas investigacfes de infeccdo humana e vetorial
no bairro, ocorridas ha quatro e 13 anos, respectivamente, com nenhum dos pools
avaliados tendo amplificacdo do DNA de W. bancrofti. Mesmo tendo contemplado
majoritariamente apenas Unica coleta do mosquito, esta investigacdo foi construida
com uma metodologia de deteccdo de DNA de W. bancrofti sensivel e validada.

Assim, ap6s uma década da suspensdo do TC em Agua Fria, ndo foram
encontrados mosquitos com W. bancrofti. Esse achado, em conjunto os demais
previamente estudados, refor¢a que as acdes realizadas para quebra de transmissao
foram eficazes, visto que as fémeas de mosquitos C. quinquefasciatus analisadas
foram provenientes dos pontos estabelecidos como de risco de acordo com os mapas
elaborados. Sugere-se que haja uma vigilancia continua para FL ap6s o TAS, com
acOes anuais com inquéritos entomoldgico utilizando PCR e humano com pesquisa
de antigeno com teste rapido nos municipios endémicos no Brasil. Caso nao se tenha
capacidade instalada, devera ser priorizada os territérios com historico de maior
prevaléncia de infeccdo filarial e que tenham condi¢cdes socioambientais para

manutenc¢ao de criadouros de C. quinquefasciatus.
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CONCLUSAO

Os mapas de risco de transmissédo sao ferramentas importantes para nortear
busca de mosquitos para compor a amostra de um inquérito entomoldgico.

As desfavoraveis condi¢des socioambientais contribuem para o surgimento de
condicbes mosquitogénicas no ambiente, o que pode favorecer a
recrudescéncia da doenca. Assim, uma vigilancia entomoldgica continua por
XM é indicada.

Os géneros de mosquitos Culex e Aedes foram os Gnicos amostrados em Agua
Fria.

A densidade média de mosquitos obtidos no bairro de Agua Fria foi considerada
baixa, possivelmente devido as acdes de controle vetorial.

A auséncia de infeccdo natural em Culex quinquefasciatus coletados no bairro
de Agua Fria Recife-PE, sugere a interrupgéo da transmiss&o do nematoide W.

bancrofti, representando o sucesso das acdes do PNEFL.
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enmender, CONMErSE OOM 3 pesquissdonia) responsavel pelo sshafo ow DOM WM Mesmcrs da
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Enderego: fvy. Prof. Morais do Rego. Cidade Universitaria, ='n. Redfe/PE.
E-maill: jcsimara nasomentaiEoutiock.com
Talefone: (81121012606

55



ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

INSTITUTO AGGEU Plataforma
MAGALHAES (1AM) %orl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INQUERITO ENTOMOLOGICO, FOR XENOMOMNITORAMENTO MOLECULAR, PARA
CONFIRMAR © STATUS DA TRANSMISSAD DA FILARIOSE LINFATICA EM UM
AREA TRATADA MO RECIFE, FERMNAMBUCO

Pesquisador: JOSIMARS DO MASCIMENTOD

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 52047321.5.0000.5190

Instituigao Proponente: FUNDACAD OSWALDCD CRUZ

Patrocinador Principal: FUNDACAD DE AMFARC & CIEMCIA E TECHOLOGIA - FACEPE

DADOD S DO PARECER

Naomero do Parecer: 5143 344

Apresentagao do Projeto:
Az informacdes dos campos Apresentacdo do Projeto, Objetive da Pesquisa e Avaliscéo dos Riscos e
Berneficios foram retiradas do documeants F'B_INFDRMA@&EE_E.&SIGAE_D'D_FHDJETD_1 828821 pdf

cujo preenchimento foi realizade pela pesquisadors responsavel.

Trata-se de projeto de disseragdo do Curso de Mestrado Académico do Programa de Pos-Gradusgdo em

Biociéncias e Biotecnologia em Sadde.

Resuma:

A filariose linfatica (FL), doenga infecto-parasitaria negligenciada, representa forte entrave ao
desenvalvimento socioecondmico de paises come o Brasil. Nas Américas, esta tem por agente eticlégico o
nematodec Wuchereria bancrofti @ por wetor primério o culicineo Culex quinguefasciatus. Este estudo
propde & avaliagdo do status de fransmissdo da W. bancrofti em uma érea tratada do Recife, Permambucao,
Brasil, por meio de um xenomonitoramento molecular aprimorado. t&enica que possibilita 8 deteccéo do
parasito no vator com validagio das amostras mesmo guando negativas. Serdo construides questionsrios
de colets de informagdes bicecologicas e sociais para identificapdo dos dados mosguitogénicos da regido.

Informagdes sobre as condigdes ambientais da localidade, comao tipos de criadouras

Emngerego: Ay, Prof, Moraes Rego, a/in®

Balrma:  Cidaca Liniversiténs CEP: 50 &70-a20
UF: PE Munlcipla: RECIFE
Talefome: (&132101-2624 Fau: (81)2101-2629 E-mall: caplamdlhocruz br
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existentes & condigdes de infraestrutura predial @ sanitdria poderao contribuir para a identificacao de
indicadores do potencial de transmissao da FL. Os

vetores serdo capturados em dreas direcicnadas por mapas construidos com base no histérico de individuos
microfilarémicos e mosgquitos infectados. A obtencio dos mosquitos serd

dada por meio do aspirador entomoldgico durante o periodo da manha por, em meédia, 15 minutos. Nesze
horario, o C. quinquefasciatus abriga-se @ repousa am locais escures & protegidos comao em baixo ou por
trds de mdveis @ cortinas, facilitando uma amostragem significativa. O procedimento serd conduzido pelos
agentes de salde da Prefeitura do Recife previamente treinados. Apds a obtencdo das amostras, estas
seguirao imediatamente para o Laboratdrio de Entomologia-lAM. Mo local, serd realizada a triagem do
material para identificacao da diversidade de espécies, quantificacio dos espécimes coletados, sexagem e
estado de alimentacio das fémeas. As ingurgitadas ou gravidas serdo utilizadas para a formacgao de pools
de até 10 individuos. Serlo preparades os macerados de mosquitos (homogenata), posteriormente
armazenados para reserva de seguranga no banco de amostras; havera a extragao de DNA e quantificagao;
PCR duplex, eletroforese & documentacao. Quando a taxa de infecio der positiva para W. bancrofti sera
feita a investigacao da taxa de infectividade. Os dados serao analisados pelo modelo

estatistico Pool screen, que observa o ndmere de pools analisados e o ndmero total de pools positives para
W. bancrofti (fase infectiva ou ndo), com intervalo de conflanca ao nivel de 95%.

Hipdtesa:
(s ciclos de tratamento coletivo realizados no bairo de Agua Fria, como preconizado pelo PNEFL, podem
ter sido insuficientes para eliminar a circulagdo do verme filarial nesse bairro.

Metodologia Proposta:

a) Construcao de mapas de risco de fransmissao da FL para coleta dos vetores: i. Area de coleta: os mapas
de coleta de culicideos serdo construidos com base nasinformacdes histdricas de casos tratados de FL no
bairro de Agua Fria = Recife = PE (area pilotoestudada entre 2003- 2009), ou ainda, baseados nos casos
confirmados por ocasido da confirmacao denoves individuoss microfilarémicos.ii. Mapas de coleta: na
elaboragao dos mapas de risco, quando a investigacio vetorial ocorrerem antigos focos endémicos, sera
escolhida uma area que apresentava maior adensamento de casospara a coleta dos mosquitos, enguanto
que, para a investigacio de novos casos, 0% Mosquitos serdocoletados em tomo da

Endarego:  Av. Profl. Morass Rego, sin®

Bairre: Cidade Universitiria CEP: 50670-420
UF: PE Municipia: RECIFE
Telefone: (31)12101-2633 Fax: [B1)2101-2638 E-mail: cepam@hiocruz.br
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residéncia do individuo microfilarémico. Serfo construldes mapas através do estimador de densidade de
Kernelpara identificar zonas quentes circulares com um raio de influéncia de 100 m na vizinhanca do caso
ou histérico de FL, essa drea serd subdividida em quadrantes de 50 m com um ponto de coleta em
cadasubdivisao.

b)Coleta de dados mosquitogénicos para Cx. quinguefasciatus na drea decaptura definida

pelos mapas de risco de FL:Serao construidos questiondrios para coleta de informagdes bioecoldgicas e
sociais paraidentificagao dos dados mosquitogénicos da regido. As informagdes sobre as condigbes
ambientais dalocalidade, como tipos de criadouros existentes e condigtes de infraestrutura predial
sanitaria, tambémserdo registradas e poderao contribuir para a identificacao de indicadores do potencial de
transmizsado daFL na area.c) ldentificacio da densidade e diversidade de culicideos da
amostragemrealizada: Serd realizada a triagem para identificacao da diversidade, quantidade das espécies
coletadas deculicideos. Além do sexo e condigao de repasto sanguineo, ingurgitada, semi-gravida, gravida,
nuliparadas fémeas. Os mosquitos serdo coletados por agentes de sadde/endemias do municipio apds
receberem o curso de capacitagao para o uso do instrumento de coleta, um aspirador elétrico de mosquitos
{Horst). & coleta dos mosquitos ocomerd, por busca ativa do agente utilizando o aspirador entomoldgico. Os
mosquitos serao coletades no interior das residéncias no perlodo entre 09:00 & 13:00 h. Estas amostras
serdo enviadas juntamente com o relatdric de campo ao laboratdrio de Entomologia do 1AM, Recife-PE. A
partir dos relatdrios com os dados brutos das amostras coletadas, serd estimada a frequéncia e abundancia
das espécies de mosquitos de cada municipio.d. Determinacdo a taxa de infeccao e/ou infectividade vetorial
de Cx.quinguefasciatus por W. bancrofti: Para a determinagao da taxa de infec¢ao vetorial de Cx.
quinguefasciatus por W. bancrofti, espera-se obter amostras entre 1.000 — 3000 fémeas, ingurgitadas ou
gravidas, na localidade com condigbes mosquitogénicas mais favordveis a proliferacio dessa espécie. Apds
o registro das amostras, essas seguirdo para as etapas de remogdo do reagente conservante, RMAlater;
preparacio do macerado de mosquitos (homogenato) e armazenamento

de material para reserva de seguranga no banco de amostras; extragao de DNA e guantificagao, PCR
duplex, eletroforese documentagio. Quando a taxa de infecao for positiva para W. bancrofti serd feita a
investigacdo da taxa de infectividade. Para determinar a taxa de infecgio vetorial os dados serdo analisados
pelo modelo estatistico Pool screen, que observa o nimero de pools analisados e o nimero total de pools
positivos para W. bancrofti, com intervale de confianca ao nivel de 85%. Para a determinacao da taxa de
infectividade vetorial de Cx. quinguefasciatus por W.

Endaregn:  Av. Profl. Morass Rego, ain®

Bairre: Cidade Universitaria CEP: 50.670-420
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bancrofti, na ocasiao de serem identificadas amostras positivas para W. bancrofti por PCR duplex, sera
realizada extragao de RNA do homogenato reserva com o reagente TRIzol® (Invitrogen), de acordo como
protocolo dos fabricantes e guantificagdo, RT-PCR multiplex multiplex em tubo dnico, eletroforese e
decumentacio para estimar a taxa de infectividade.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Confirmar o status da transmissao da filariose linfitica em uma drea tratada da cidade do Recife através de
um levantamento entomaldgico.

Objetivos Secundanios:

a) Elaborar mapas de risco de transmissao da filariose linfatica com base no histdrico de casos anteriores
efou recentes (infeccdo vetorial @ humana)

fornecidos pele SRNF ou pelo municipio para orientar a captura do mosguito vetor;

b} Coletar dados mosquitogénicos para C. quinquefasciatus na drea de captura definida pelos mapas de
risco de FL;

c) Identificar a densidade e diversidade de culicideos da amostragem realizada;

d) Determinar a taxa de infeccao elou infectividade vetorial de C. quinguefasciatus par W. bancrofti.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A captura do inseto vetor nas residéncias ndo acarreta em riscos/dancs para o8 residentes ou possiveis
animais domésticos. Ressalta-se que o procedimento ainda serd pontual, uma dnica vez, & ocomerd em, no
maximo, 15 minutos. Além disso, serd realizado por agentes de salde do préprio bairro, que possuem
afinidade com oz moradores do bairo.

Beneficios:

Com este trabalho espera-se contribuir para a verificagao da eliminagio da transmissao da filariose linfitica
em um bairre do Recife com histérico positivo. Seja certificando gque nao ha transmissao ativa, seja
identificando possivels focos ativos para imediato tratamento. Evitando assim a ressurgéncia de novos focos
de FL. Além diszo, os dados sobre densidade e diversidade de vetores coletados nas residéncias e as
condipbes mosquitogénicos indicarao o risco potencial de transmissao de qualquer doenga transmitida por
mosquitos vetores, principalmente pelos

Enderego:  Av. Prof. Morass Rego, ain®

Bairmo: Cidade Universitaria CEP: 50.67T0-420
UF: PE Municipia: RECIFE
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mosquitos Cx. guinguefasciatus.

Comentarios e Consideragbes sobra a Pesquisa:

O estudo estd bem desenhando e apresenta todas as delimitacies necessirias para o desenvolvimento do
projeto. Trata-se de um estudo de inguérito entomoldgico o trabalho esta bem estruturado e com a
metodologia vidvel para o que fol proposto no projeto.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatdria:

Todos apresentados sem pendéncias.

Recomendacgbes:

Entregas de relatdrios parciais e final devem ser feitas via notificacdo. Os relatdrios parciais devem ser
apresentados, pelo menos, semestralmente. Qualquer alteracao no protocolo no decorrer da pesquisa,
como também mudanca de equipe, devem ser informados via emenda. Todas as acbes deve ser realizadas
via Plataforma Brasil.

Concluzsdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

As pendéncias descritas no parecer 5.043.166 foram atendidas em sua totalidade._

Conclusao: O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodoldgicos do Projeto em guestio estao
condizentes com a conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o
Cédigo de Etica, Resoluclio 466/M2 do Conselho Nacional de Sadde, de 12 de dezembro de 2012 e
complementares.

O projeto estd aprovado para ser realizado em sua Ultima formatacao apresentada ao CEP.

Consideragdes Finals a critério do CEP:

Vale ressaltar que, em relagao ao protocolo de pesquisa, & previsto na Resolucio 466/2012 no item X1 - DO
PESOUISADOR RESPONSAVEL, que o pesquisador deve apresentar ao CEP relatdrios parciais e finais
{subitem: d) elaborar e apresentar os relatdrios parciais e final). Pede-ze que o pesquisador entregue os
relatérics como previsto no texto da resolugdo. Infermamos que a entrega dos relatdrios parciais precizam
zer feitas a cada semestre, conforme crenograma de execucio da pesquisa, via Plataforma Brasil.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:

Tipo Documenteo Arguive I Postagem J Autor ISIum:;!nI
Enderecn:  Av. Prol Moraes Rego, ain®
Bairre: Cidade Universitaria CEP: 50.670-420
UF: FE Municipio: RECIFE
Telefone:  (81)2101-2639 Fax: (B1)2101-2639 E-mail: cepami@ocruz.br
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

s A= LT
seeas e TR

Contnuagao do Parecer: 5.143.344

INSTITUTO AGGEU
MAGALHAES (IAM)

Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 12/11/2021 Aceito

do Projeto ROJETO 1826621_pdf 10:26:05

Outros cartarespostaatualizada.pdf 12/11/2021 |JOSIMARA DO Aceito
10:23:54 [NASCIMENTO

Outros TCLEDESTAQUECORRECOES.pdf 19/10/2021 [JOSIMARA DO Aceito
16:54:35 |NASCIMENTO

Declaragao de declaracaoparticipantes.pdf 19/10/2021 |JOSIMARA DO Aceito

Pesquisadores 16:48:11__ |NASCIMENTO

TCLE/ Termos de | TCLVERSAOLIMPA pdf 19/10/2021 [JOSIMARA DO Aceito

Assentimento / 16:39:41 |NASCIMENTO

Justificativa de

Auséncia

Outros DeclaracaorelatorioCEP .pdf 23/09/2021 |JOSIMARA DO Aceito
14:11:40 _|NASCIMENTO

Folha de Rosto Folhaderostoassinada._pdf 23/09/2021 |JOSIMARA DO Aceito
14:06:30 |NASCIMENTO

Orgamento OrcaamentoCEP.pdf 23/09/2021 |JOSIMARA DO Aceito
14:03:21 __|NASCIMENTO

Declaragio do outorgaassinado.pdf 23/09/2021 |JOSIMARA DO Aceito

Patrocinador 13:58:54 |NASCIMENTO

Declaracao de Declaracaoinfraestrutura.pdf 23/09/2021 |JOSIMARA DO Aceito

Instituicdo e 13:57:08 |NASCIMENTO

Infraestrutura

Cronograma CronogramaCEP .pdf 23/09/2021 |JOSIMARA DO Aceito
13:56:49 |NASCIMENTO

Projeto Detalhado / |AguaFriaProjeto.pdf 23/09/2021 [JOSIMARA DO Aceito

Brochura 13:56:32 |NASCIMENTO

Investiqgador

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

RECIFE, 03 de Dezembro de 2021

Assinado por:

Maria Almerice Lopes da Silva

(Coordenador(a))

Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, sin®
Bairro: Cidade Universitaria

UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2101-2639 Fax:

CEP: 50670420

(81)2101-2639 E-mail: cep.am@@fiocruz.br
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