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RESUMO

A filariose linfatica € uma doenca de grande impacto, pois pode incapacitar seus
portadores para o trabalho e dificultar seu convivio social, sendo de grande importancia o
diagnostico ainda na fase inicial para que o tratamento seja eficaz. O objetivo do presente
trabalho foi identificar em populagdo definida, a prevaléncia de Wuchereria bancrofti,
causadora de filariose linfatica, utilizando testes de imunocromatografia rapida em cartdo e
gota espessa de sangue; comparar a imunocromatografia rapida frente ao método
parasitologico da gota espessa de sangue, e avaliar diferentes técnicas parasitologicas. Foram
examinados moradores da regido endémica de filariose linfatica, definida anteriormente em
Maceio, AL (parte dos bairros centrais e contiguos Feitosa, Jacintinho e Pitanguinha, ao longo
do canal do Reginaldo). Através da imunocromatografia rapida foram avaliadas 3.000
criancas com idade entre 5-10 anos, sendo 10 (0,33%) antigeno-positivo; e entre 411
individuos > 10 anos examinados, apenas um (0,24%) foi antigeno-positivo. Através da gota
espessa de sangue e na mesma area endémica, foram examinadas 5.261 criangas com idade
entre 5-10 anos, sendo 4 (0,076%) microfilarémicas, e examinados 19.875 individuos > 10
anos, sendo 25 (0,13%) microfilarémicos. A utilizacdo de imunocromatografia rapida como
forma de diagndstico, através da pesquisa de antigenos do parasito, possibilitou a realizacdo
dos exames em horarios matutino e vespertino, fato que se opde ao método tradicional através
de gota espessa. Fazendo-se uma comparacdo entre o0s resultados obtidos pela
imunocromatografia rapida com os da gota espessa pode-se observar uma maior capacidade
de deteccdo dos parasitados pelo método imunolégico quando avaliadas criancas de 5-10
anos de idade sendo a “odds” relativa igual a 4,4 (1.C. 95% = 1,3 — 16,6); ja em individuos
com > 10 anos ndo houve diferenca significativa na capacidade de deteccdo de parasitados
entre essas técnicas. Todos os individuos antigeno-positivo pela imunocromatografia rapida
foram submetidos a exames pela filtragdo de sangue em membrana e nenhum foi
microfilarémico. Os individuos positivos atraves da imunocromatografia e da gota espessa de
sangue, foram submetidos ao teste imunoenzimatico, sendo todos positivos por essa ultima
técnica. A técnica imunoenzimética mostrou igual capacidade na detec¢do de antigenos
circulantes de W. bancrofti quando comparada com a imunocromatografia rapida. Através dos
exames realizados, utilizando a imunocromatografia rapida na faixa etaria de 5 a 10 anos
(idade preconizada pela OMS para verificagéo de transmisséo ativa da filariose linfatica), foi
detectada uma prevaléncia muito baixa da parasitose na area demarcada, mostrando que em

pouco tempo a cidade de Maceid-AL podera estar livre da transmissdo da filariose linfatica.



ABSTRACT

Lymphatic filariasis is a highly impact disease because it can impair workers and make
difficult their social life. Early diagnosis is very important for efficacy of the treatment. The
aim of this study was to establish, in a defined population, the prevalence of Wuchereria
bancrofti, the causative agent of lymphatic filariasis, using rapid immunochromatographic
card test and thick blood smears; compare the immunochromatographic test with the thick
blood smear parasitological method, and evaluate different parasitological techniques.
Inhabitants of lymphatic filariasis endemic area were examined in Maceid, Alagoas State,
Northeasth Brazil (at the edge of a channel - Reginaldo Canal - that crosses the city sectors
Feitosa, Jacintinho and Pitanguinha). The examination of 3,000 children between 5 and 10
years old by immunochromatographic test revealed 10 (0,33%) antigen-positive, and of 411
individuals older than 10 years of age only one (0,24%) was antigen-positive. By thick blood
smear method, in the same endemic area, among 5,261 children examined between 5 and 10
years old 4 (0,076%) microfilaremic were detected, and 25 (0.13%) from 19,875 individuals
older than 10 years of age were found to be microfilaraemic. The parasite antigen assay using
rapid immunochromatographic for diagnosis made possible to carry out tests during daytime,
in opposition of the traditional thick blood smears method. Comparing the results from
immunochromatographic test and thick smears, a increased ability for parasite detection by
the immunological method was observed when children between 5-10 years old were
examined, being odds relative 4.4 (1.C. 95% = 1.3 - 16.6). However, with individuals older
than 10 years of age, no significant difference on parasites detection ability between these
techniques was observed. All antigen-positive individuals by immunochromatographic test
were examined by membrane blood filtration and none of them were microfilaraemic.
Positive individuals by immunochromatographic test and thick blood smears were also
positive when submitted to the enzyme-linked immunosorbent assay. The enzyme-linked
immunosorbent assay was better than immunochromatographic test in detected W. bancrofti
antigen. From the results of immunochromatographic test with children between 5 and 10
years old (age group preconized by WHO to verify active transmission of lymphatic filariasis)
it was possible to show a very low prevalence of parasitism in the delimited area, meaning

that in a short time Maceio can be free from lymphatic filariasis transmission.



1. INTRODUCAO

A filariose linfatica, causada no Brasil pelo parasito da espécie Wuchereria bancrofti
(Cobbold, 1877), é uma doenca que inicialmente pode ser assintomatica e o paciente pode
levar alguns anos para manifestar os sintomas. Porém, a enfermidade ao manifestar, torna-se
séria, podendo ser debilitante, tendo grande impacto sécio-econdmico j& que incapacita seus
portadores para o trabalho e dificulta seu convivio social. Quando diagnosticada na fase
inicial, tem tratamento terapéutico, podendo ocorrer reversdo de quadros agudos e reducédo do
desenvolvimento de lesGes obstrutivas (FONTES & ROCHA, 2005).

A W. bancrofti é transmitida por mosquitos fémeas da espécie de Culex
quinguefasciatus (Say, 1823). Estes, quando contaminados pelo parasito, possuem larvas
infectantes (L3) em sua probdscida. Quando o mosquito exerce hematofagismo, as larvas L
penetram através da solucdo de continuidade da pele do hospedeiro (ndo sdo inoculadas pelos
mosquitos), migram para os vasos linfaticos, transformam-se em vermes adultos, macho e
fémea e, sete a oito meses depois, as fémeas gravidas produzem as primeiras microfilarias,
sendo este um periodo pré-patente considerado longo. Quando o mosquito exerce novo
repasto sanguineo, ingere as microfilarias, e estas transformam-se em larvas L; que ap6s
mudas ddo origem a larvas Lz infectantes (NAPIER, 1944; MEYERS et al., 1976; WHO,
1984). As microfiléarias da espécie W. bancrofti apresentam periodicidade noturna no sangue
periférico do hospedeiro, na regido em andalise (FONTES et al., 2000). Isto coincide com o
horério preferencial de hematofagismo do mosquito transmissor, na maioria das regides
endémicas no mundo (WHITE, 1989; WHO, 1992).

O diagnostico clinico da filariose linfatica bancroftiana é dificil devido a semelhanca
das alterac6es provocadas pela W. bancrofti com aquelas produzidas por outras infec¢des com
efeitos parecidos. Seu diagnostico é feito por diferentes métodos laboratoriais parasitologicos,
imunologicos e moleculares. Entre as técnicas disponiveis, a mais utilizada em inquéritos
epidemioldgicos é a gota espessa de sangue, colhida por puncdo capilar digital, seguindo
horario compativel com a periodicidade das microfilarias do parasito no sangue do hospedeiro
(ROCHA & FONTES, 2000). A contagem de microfilarias em hemocitdmetro é outro metodo
parasitologico sensivel, de facil execucdo que proporciona resultados rapidos além de mostrar
microfilarias vivas (DENHAM et al., 1971). Tambem se utilizam técnicas de concentracao,
no caso de baixas densidades de microfilarias, para exame de volumes maiores de sangue,
como a filtracdo de sangue em membrana de policarbonato, que é bastante sensivel e

normalmente utilizada para diagndstico individual, ou controle de cura pds-tratamento



(ROCHA & FONTES, 2000). No entanto, o custo elevado do material necessario para sua
execucao, associado ao tempo gasto pelo técnico, restringe seu uso rotineiro na maioria das
areas endémicas (WEIL et al., 1997). Uma técnica alternativa na falta de membrana de
policarbonato, é a descrita por Knott (1939), que consiste em diluir o sangue do paciente na
propor¢do de 1:10 com formol a 2% e centrifugar. Esta técnica € menos sensivel que a
filtracdo em membrana de policarbonato em pacientes com baixas parasitemias, pois as
microfilarias ficam misturadas em um sedimento viscoso dificultando sua analise (ROCHA &
FONTES, 2000).

Os testes soroldgicos para pesquisa de anticorpos séricos, apresentam um grande
problema ja que ndo conseguem distinguir individuos parasitados daqueles ja curados, ou
individuos ndo infectados, mas que ja entraram em contato com antigenos do parasito por
viverem em areas endémicas (ROCHA & FONTES, 2000). Outra dificuldade reside nas
reacOes cruzadas que podem ocorrer devido a infec¢Bes por outros helmintos (OLIVER-
GONZALEZ & MORALES, 1945; LAL & OTTESEN, 1988; YAZDANBAKHSH, 1990).
Devido a estes problemas, as técnicas de pesquisa de anticorpos foram substituidas por
pesquisas de antigenos circulantes de W. bancrofti, utilizando anticorpos monoclonais para
sua captura. Os métodos baseados na pesquisa de antigenos sdo mais sensiveis e especificos
que aqueles baseados na pesquisa de anticorpos.

A pesquisa de antigenos circulantes é feita pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) com
soro do paciente, sendo esta uma técnica semiquantitativa, ou pelo teste de
imunocromatografia rapida (ICT) com resultado qualitativo, usando soro ou sangue total do
paciente. A pesquisa de antigenos circulantes tem a vantagem da colheita diurna de sangue,
devido a presenca de niveis constantes de antigenos na circulagdo, ao contrario da pesquisa de
microfilarias pela gota espessa de sangue, no qual o material deve ser colhido a noite, na
maioria das regiGes endémicas, devido a periodicidade das microfilarias no sangue do
hospedeiro. A técnica de ELISA foi desenvolvida a partir da producdo de um anticorpo
monoclonal anti-Onchocerca gibsoni (filarideo de bovinos) denominado Og4Cs, que se
mostrou especifico para a captura de antigenos circulantes de W. bancrofti no soro humano
(TURNER et al., 1993). Entretanto, os testes imunoenzimaticos para antigenemia filarial séo
dificeis de serem executados no campo e isto limita seu uso em paises endémicos (WEIL et
al., 1997). A técnica de imunocromatografia rapida, realizada em um cartdo, utiliza o
anticorpo monoclonal AD12, para deteccdo de antigeno de W. bancrofti. E um teste rapido,
com alta especificidade, pode ser efetuado tanto no laboratério como no campo, sendo sua
maior desvantagem o custo elevado (FONTES & ROCHA, 2005).



Estudos recentes tém mostrado que a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é bastante
sensivel para detectar DNA de W. bancrofti no sangue, na urina e até na saliva de pacientes. E
capaz de detectar DNA em amostras coletadas no periodo diurno, e diagnosticar
especificamente infeccbes pela W. bancrofti em areas onde co-existem outros filarideos
(FISCHER et al., 2003).

Um avango no diagnostico de vermes adultos do parasito é o uso da ultra sonografia
para detectar a presenca e localizacdo dos mesmos. Vermes adultos de ambos 0s sexos Sao
encontrados nos vasos linfaticos de pacientes, mesmo naqueles assintomaticos. E uma técnica
ndo invasiva, Gtil para detectar infecgBes antes do aparecimento de manifestagdes clinicas e
contribui para o controle de cura mais eficiente, podendo medir diretamente a acdo de
farmacos sobre os parasitos pelo acompanhamento de sua perda de motilidade (AMARAL et
al., 1994; DREYER et al., 1994; 1995).

No intuito de conhecer a técnica de imunocromatografia rapida “ICT card test”
utilizada para o diagnéstico de filariose linfatica causada pela W. bancrofti, bem como
compara-la com outras técnicas conhecidas (gota espessa de sangue, técnica de filtracdo de
sangue em membrana de policarbonato e ELISA), foram realizados inquéritos e exames em
amostras de populacdes de areas endémicas conhecidas da bancroftose em Maceid.

O encontro de uma técnica com boa especificidade e sensibilidade para o diagndstico
eficiente da infeccdo da W. bancrofti € importante, j& que o resultado do teste ira definir a
necessidade do tratamento do individuo. Um resultado falso-positivo podera levar o paciente a
uso desnecessario de medicamentos, e pior, um resultado falso-negativo podera leva-lo no
futuro, a quadros crénicos e irreversiveis da doenca. Nesse Ultimo caso o paciente continuara
sendo importante fonte de infeccdo da parasitose durante algum tempo (engquanto

microfilarémico).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Historico

A filariose linfatica humana é uma doenca séria e debilitante, causada por hemintos
Nematoda das espécies Wuchereria bancrofti (Cobbold, 1877), Brugia malayi (Bucley &
Edeson, 1950) e Brugia timori (Partono, 1977). Também é conhecida como elefantiase em
uma de suas manifestacGes na fase cronica, sendo o Culex quinquefasciatus (Say, 1823) seu
principal transmissor.

A enfermidade ja era conhecida desde a antiguidade pelos hindus e persas, existindo
relatos de sua existéncia desde 600 a.C. (ORIHEL, 1985). Segundo Laurence (1968), €
originaria da Polinésia e existem evidéncias que foi introduzida mais tarde na China e outras
regides da Asia, chegando em seguida ao continente Africano. Foi introduzida nas Américas,
principalmente Antilhas e norte da América do Sul, através do trafico de escravos da Africa
(ORIHEL, 1985).

Demarquay em 1863, em Paris, foi o primeiro a demonstrar formas do parasito ou
seja, “embrides” (mais tarde conhecidos como microfilarias) em liquido de hidrocele de um
paciente procedente de Havana, Cuba (WENK, 1990). Em 1866, Otto Wucherer, na Bahia,
Brasil, observou microfilarias na urina de um paciente com quiliria, e em 1872, T. R. Lewis,
na India, identificou microfilarias no sangue periférico de um paciente e as denominou Filaria
sanguinis hominis (WENK, 1990). Joseph Bancroft em 1876, foi o primeiro a observar 0s
vermes adultos fémeas, sendo os adultos machos primeiramente observados por Bourne em
1877, ambos extraidos de abscessos linfaticos humanos na Australia e classificados por
Cobbold em 1877 como Filaria bancrofti (FEIJO et al., 1986; WENK, 1990). Silva Aradijo,
no Brasil, também em 1877, antes de Cobbold, descreveu o género e denominou a espécie
como Wuchereria bancrofti em homenagem a Otto Wucherer e a Joseph Bancroft, que
descreveram as microfilarias e os vermes adultos, respectivamente (FRANCO & SILVA-
LIMA, 1967).

Em 1878, na China, Manson, ap6s varias observacdes, concluiu que a transmisséo
desse filarideo entre seres humanos ocorria através de mosquitos, sendo que naquela época se
acreditava que a transmissdo da parasitose ocorria quando o individuo ingeria agua
contaminada com mosquitos mortos que albergavam o parasito (COOK, 1993). Ainda
Manson, em 1879, observou pela primeira vez o fenbmeno da periodicidade noturna das

microfilarias no sangue periférico humano (ORIHEL, 1985). Finalmente Bancroft, em 1899,



na Austrdlia e Low, em 1900, na Inglaterra, demonstraram que a transmissdo ocorria por

ocasido da picada de mosquitos infectados (SERVICE, 1978).

2.2. Distribuicédo Geografica

A filariose linfatica € endémica em vérias regides de clima tropical ou subtropical da
Asia, Africa, Américas e Oceania (Figura 1), sendo sério problema de salide plblica em
paises como China, India e Indonésia (WHO, 1992). Nestes paises se localizam 2/3 do total
das pessoas infectadas no mundo; mas também € problema severo em muitos outros paises da
Asia, notadamente Bangladesh, Myanmar, Malésia, Filipinas, Sri Lanka, Tailandia e Vietna
(WHO, 1992). Focos localizados de infeccdo sdo também comuns nas partes leste, central e
oeste da Africa, no Egito, em Madagascar e ilhas vizinhas, e ilhas do Pacifico. E estimada em
um bilhdo a populacdo que vive em areas de risco de contrair a infec¢do, ja 0 numero de
parasitados se encontra em 120 milhdes. Destes, aproximadamente 112 milhdes sé&o
portadores de W. bancrofti, sendo esta a causadora exclusiva no continente americano, e oito

milhGes sdo portadores de Brugia malayi ou B. timori (WHO, 2000).

Figura 1: Distribuicdo geogréfica da filariose linfatica.
(http://www?2.dekker.com/sdek/abstract~content=a713544832~db=enc - Acesso em: 12/01/2006).

Nas Ameéricas, os focos de maior prevaléncia de infeccdo se encontram no Haiti,
Republica Dominicana, Guiana, Brasil, Trinidad & Tobago, Costa Rica e Suriname (OPAS,
2003). Atualmente, a Organizagdo Pan-Americana de Saude (OPAS) considera que a

interrupgdo da transmissdo nas Américas ainda tem que ser confirmada em Trinidad &



Tobago, Costa Rica e Suriname, &reas consideradas endémicas em passado recente (OPAS,
2003).

2.3. Bancroftose no Brasil

O unico agente etiolégico da filariose linfatica no Brasil € a W. bancrofti e foi
provavelmente introduzida no pais com os escravos vindos da Africa durante o periodo
colonial (ORIHEL, 1985). Esse parasito tem como vetor em nosso meio o Culex
quinguefasciatus. Embora raros exemplares de mosquitos de outras espécies tenham sido
encontrados naturalmente infectados — Anopheles darlingi, A. aquasalis, A. bellator e Aedes
scapularis — ndo sdo considerados de importancia na transmissdo da bancroftose no pais
(RACHOU, 1957).

Apesar da descri¢do das microfilarias de W. bancrofti ter sido feita por Wucherer, no
Brasil, em 1866, os primeiros estudos a respeito de distribuicdo e prevaléncia da bancroftose
em nosso pais sé foram realizados a partir de 1942 (CAUSEY et al., 1945).

Até o inicio da década de 1950, pouco se sabia sobre a parasitose no pais, a ndo ser a
existéncia de casos de elefantiase em varias localidades e referéncias a alguns inquéritos
isolados de prevaléncia, os quais permitiram que cidades como Salvador (BA) e Belém (PA)
fossem consideradas como importantes focos de transmissédo (FRANCO & SILVA-LIMA,
1967).

No Brasil, durante o periodo de 1951 a 1958 foram realizados varios inquéritos
hemoscépicos e entomoldgicos para se conhecer a distribuicdo da bancroftose. Foram
pesquisadas 852 localidades de 24 Unidades da Federacdo, totalizando 811.361 pessoas
examinadas. Inquéritos entomoldgicos foram também realizados em 12 estados e territorios,
tendo sido dissecados 120.399 exemplares de diferentes espécies de mosquitos (FRANCO &
SILVA-LIMA, 1967). Nestes inquéritos foram encontrados portadores de W. bancrofti em 89
localidades de oito diferentes Unidades da Federacdo. Com base nestes resultados a
transmissdo autdéctone da filariose bancroftiana foi detectada nas seguintes cidades com suas
respectivas prevaléncias: Sdo José da Ponta Grossa (SC), 13,9%; Belém (PA), 9,8%; Barra de
Laguna (SC), 9,4%; Recife (PE), 6,9%; Castro Alves (BA), 5,9%; Florianopolis (SC), 1,4%;
Sdo Luis (MA), 0,6%; Salvador (BA), 0,4%; Maceid (AL), 0,3%; Manaus (AM), 0,2% e
Porto Alegre (RS), 0,1% (RACHOU, 1960). Nesta mesma década, a partir deste
conhecimento, foram desencadeadas acOes de controle da bancroftose, empreendidas
primeiramente pelo Servigo Nacional de Malaria que veio a se tornar Departamento Nacional

de Endemias Rurais (DNERu) e, depois de 1970, pela Superintendéncia de Campanhas de



Saude Publica (SUCAM). Este Programa tinha como meta erradicar ou controlar a
bancroftose nas areas endémicas, tratando os individuos parasitados com o medicamento
Citrato de Dietilcarbamazina, combatendo as formas adultas e larvarias dos insetos vetores e
eliminando os criadouros de mosquitos através de obras de saneamento (FRANCO & SILVA-
LIMA, 1967; SCAFF & GUEIROS, 1967). Em algumas &reas endémicas com populacdo
menor, como Barra de Laguna (SC), foi feito o tratamento em massa da populacdo
(SCHLEMPER Jr. & FERREIRA, 1985).

Com as medidas tomadas no Brasil, a parasitose atualmente apresenta distribuicao
urbana e focal, sendo detectada em Recife e cidades da regido metropolitana (PE), Maceio
(AL) e Belém (PA). Em Belém (PA), o indice de laminas positivas apresenta-se em franco
declinio (9,8% em 1951, 4,3% em 1962, 0,01% em 1993 e, 0,0% em 2003 e 2004) (FONTES
et al., 2005). Assim, a situacdo de Belém deve ser analisada por critérios definidos pela OMS,
para verificacdo da interrupcdo da transmissdo da parasitose no municipio. Na regido
metropolitana de Recife (PE), especialmente Olinda, Jaboatdo e Paulista, a parasitose esta
ainda em expansdo com indices de microfilarémicos variando de 2% até 15%, em

comunidades de baixo nivel s6cio-econémico (MACIEL et al., 1996).

2.4. Bancroftose em Macei6 (AL)

Em Maceid, no inicio da década de 1950, Deane e cols. (1953) realizaram um
inquérito hemoscopico, sendo examinadas 6.052 pessoas (6% da populacdo da area urbana)
em 11 diferentes bairros e encontrados 18 portadores de microfilarias de W. bancrofti (0,3%).
Cinco dos 11 setores investigados abrigavam individuos infectados com microfilarias,
indicando uma distribuicdo focal de 67% no bairro do Farol. Para verificar a transmisséo
local, os autores dissecaram 4.975 exemplares fémeas de C. quinquefasciatus, sendo
encontrados cinco (0,1%) com larvas de W. bancrofti, mas somente um exemplar (0,02%)
com larva infectante. Embora ndo tivesse sido realizado nesta cidade um novo inquérito
epidemioldgico apds a década de 1950, o Ministério da Saude considerava, nos anos de 1980,
como extinto o foco de bancroftose em Macei6 (MS, 1985).

Em 1990 foi realizado nesta cidade um inquérito hemoscopico piloto em uma
populacdo de 731 soldados do 59° Batalhdo de Infantaria do Exército. Desses, dois soldados
autoctones de Maceio apresentavam alta densidade de microfilarias no sangue, significativa
para uma area onde a transmissdo estaria sobre controle (DREYER et al., 1991). O resultado
deste trabalho, aliado ao conhecimento da existéncia do vetor em potencial (C.

quinguefasciatus) na regido mostrou a necessidade de uma ampla reavaliacdo epidemioldgica



da parasitose na cidade. Num primeiro momento, entre 1991 e 1995 foram avaliados, através
de inquérito hemoscopico, escolares noturnos de 1° e 2° grau, da rede publica de ensino.
Foram examinados 10.857 (36,7%) escolares noturnos dos 33 diferentes bairros da cidade,
sendo detectados 73 (0,7%) parasitados por W. bancrofti, que estavam concentrados em trés
regides centrais e contiguas, Feitosa, Pitanguinha e Jacintinho, com prevaléncias de 5,3%,
3,5% e 1,2% respectivamente (FONTES et al., 1998). Posteriormente, o inquérito foi
estendido a populacdo geral dos 3 bairros mais endémicos de Maceid, sendo examinados
8.726 individuos de todas as faixas etdrias e detectados 226 microfilarémicos, com
prevaléncias nos bairros variando de 1,1% (Jacintinho) a 5,4% (Feitosa) (ROCHA et al.,
2000). Ainda foram avaliados os familiares e vizinhos de parasitados para detectar a
prevaléncia da bancroftose ao nivel domiciliar e peridomiciliar (FONTES, 1996). Este amplo
estudo epidemiologico em Maceid provou que a filariose linfatica tem uma distribuicdo
nitidamente focal na cidade, e que nas areas endémicas as prevaléncias de microfilarémicos
entre familiares de parasitados sao significativamente maiores que as detectadas na populacao
geral ou entre escolares e também maiores que as detectadas entre vizinhos destes.

O conhecimento da situacdo levou ao planejamento de condutas profilaticas em nivel
individual e de saude pablica para conter a expansao da doenca em Maceid. Assim, foi criado
um Programa de Controle da Parasitose no municipio em 1999, ainda hoje existente, que é
realizado por 6rgdos da Saude Publica, como Ministério da Saude, Secretaria Municipal de
Saude e Universidade Federal de Alagoas. Este programa tem sido o responsavel pela queda
da prevaléncia e tratamento dos parasitados, evitando o aparecimento de casos cronicos
irreversiveis.

A prevaléncia de microfilarémicos que era de 5,8% em 1995, na &rea endémica de
Macei6, tem apresentado uma reducdo significativa: em 1999, 0,74%; em 2000, 0,54%; em
2001, 0,49%; em 2002, 0,10% e, em 2003, 0,07% (FONTES et al., 2003). Provavelmente,
esta diminuicdo na prevaléncia se deve a implementacdo do programa de controle da
enfermidade, e deteccéo e tratamento de parasitados.

E objetivo da Organizacdo Mundial de Satide (OMS) e da Organizagio Pan Americana
de Saude (OPAS), a eliminagdo da filariose linfatica como problema de saude publica no
mundo até 2020, uma vez que esta enfermidade ¢é incluida entre as doengas potencialmente
eliminaveis (FONTES et al., 2005). Pela situacdo atual da distribuicdo da parasitose, 0
continente americano pode atingir esta meta antes da data proposta.



2.5. O Parasito

Os vermes adultos de W. bancrofti possuem corpo delgado de cor branco-leitoso,
apresentam dimorfismo sexual e sdo encontrados juntos nos vasos linfaticos humanos,
vivendo em média 8 a 10 anos. Os machos medem de 3,5 a 4 cm de comprimento e as fémeas
de 7 a 10 cm de comprimento (FIGUEREDO-SILVA et al., 1993). Ambos sdo cilindricos,
com a superficie cuticular lisa e boca sem labios; 0 macho possui a extremidade anterior
afilada e posterior enrolada ventralmente, enquanto que a fémea possui Orgdos genitais
duplos, com excecdo da vagina que € Unica e se localiza em uma vulva proximo a
extremidade anterior. As microfilarias (Figura 2), que sdo embribes liberados pela fémea
gravida durante a postura, possuem uma membrana delicada que funciona como uma “bainha
flexivel”, se movimentam ativamente na corrente sangiiinea do hospedeiro, e medem de 250 a
300 pum de comprimento e 5,3 a 9,2 um de didmetro. As microfilarias eliminadas pelas
fémeas gravidas saem dos ductos linfaticos e ganham a corrente sanguinea (CARVALHO,
1955). De acordo com algumas citacdes na literatura, o tempo de vida das microfilérias no
sangue € de 6 semanas até 12 meses (NASASIMHAM et al., 1984; ORIHEL, 1985;
OTTESEN, 1985). A presenca da bainha é importante, pois alguns filarideos encontrados no
sangue nao possuem tal estrutura, sendo este um dos critérios morfoldgicos para o diagnostico

diferencial.

Figura 2: Microfilaria de Wuchereria bancrofti corada em eosina-Giemsa (aumento 1000 X)
encontrada em sangue de paciente de Macei6/AL. Em destaque a bainha de revestimento (seta).
(Original de Anderson B. Leite e Valckicia Andréa N. Silva).



As larvas sdo encontradas no inseto vetor. A larva de primeiro estadio (L;) mede em
torno de 300 um de comprimento e é originaria da transformacdo da microfilaria. Essa larva
se diferencia em larva de segundo estadio (L), duas a trés vezes maior, e sofre nova muda
originando a larva infectante (L3), que tem entre 1,5 a 2,0 mm de comprimento (FONTES &
ROCHA, 2005).

A classificacdo taxonémica da W. bancrofti, agente etioldgico da filariose linfatica em
nosso meio, segundo Schacher (1973) e Chabaud (1976) é:

Filo: Nemathelminthes

Classe: Nematoda

Sub classe: Secernentea

Ordem: Spirurida

Sub ordem: Spirurina

Superfamilia: Filarioidea

Familia: Onchocercidae

Sub familia: Onchocercinae

Género: Wuchereria

Espécie: Wuchereria bancrofti (Cobbold, 1877)

2.6. Ciclo evolutivo da W. bancrofti

Somente o ser humano é hospedeiro definitivo desse parasito, albergando vermes
adultos. Tentativas de infeccdo experimental ja foram feitas e em nenhum outro animal
ocorreu o desenvolvimento da W. bancrofti, sendo todos refratérios a infeccdo (WHO, 1992).
O parasito é transmitido pelo mosquito fémea da espécie Culex quinquefasciatus (Figura 3)
que funciona como hospedeiro intermediario. Este, ao exercer 0 hematofagismo em pessoas
parasitadas, ingere microfilarias que no estbmago do mosquito, apds 2 a 6 horas, perdem a
bainha, atravessam a parede do estdmago do inseto, caem na cavidade geral e migram para o
torax, onde se alojam nos mdasculos toracicos, e transformam-se em larvas salsichdides
conhecidas como L; que medem cerca de 300 um de comprimento e apresentam movimentos
lentos, tendo uma fina cauda conspicua, caracteristica deste estadio. Seis a 10 dias ap06s 0
repasto infectante, ocorre a primeira muda originando as L,. Estas crescem muito medindo em
torno de 700 um de comprimento e apresentam maior atividade que a L;. Estas larvas séo
reconhecidas por suas caudas curtas e uma ou duas papilas na extremidade posterior. A
segunda muda ocorre 10-15 dias depois, transformando-se em larvas infectantes (L3) (Figura

4), que medem aproximadamente 2 mm, possuem trés papilas globulares na extremidade



posterior e sdo extremamente moveis. Estas migram pelo inseto até alcancarem a proboscida
(aparelho picador), concentrando-se no labio do mosquito (NAPIER, 1944; MEYERS et al.,
1976; WHO, 1984). O ciclo no hospedeiro invertebrado é de 15-20 dias em temperatura de
20-25°C mas, em temperaturas mais elevadas, pode ocorrer em menor periodo. Em condicdes
de laboratorio, este ciclo ocorre em 12-15 dias (BRITO et al., 1996). Quando o inseto vetor
vai fazer novo repasto sanguineo, as larvas Ls escapam do labio, penetram pela solugdo de
continuidade da pele do hospedeiro (ndo sdo inoculadas pelos mosquitos) migram para 0s
vasos linfaticos onde se tornam vermes adultos e, sete a oito meses depois, as fémeas gravidas
produzem as primeiras microfilérias, sendo este um periodo pré-patente considerado longo
(NAPIER, 1944; MEYERS et al., 1976; WHO, 1984).

Figura 3: Mosquito fémea de espécie Culex quinquefasciatus.
(http://www.waterandhealth.org/newsletter/new/fall_2003/west_nile.html - Acesso em : 02/03/2006).

Figura 4: Larvas infectantes (aumento 40 X 2,5) de Wuchereria bancrofti (setas) saindo da
proboscida de Culex quinquefasciatus (inseto capturado na area endémica de Maceid/AL. (Original de
Prof® Eliana M. Mauricio da Rocha e Prof. Gilberto Fontes).


http://www.waterandhealth.org/newsletter/new/fall2003/west_nile.html

2.7. Periodicidade das microfilarias de W. bancrofti

Uma importante caracteristica deste parasito, verificado na maioria das regiées onde é
encontrado, é a periodicidade noturna de suas microfilarias no sangue periférico do
hospedeiro humano, pois durante o dia, essas formas se localizam nos capilares profundos,
principalmente nos pulmdes, e, durante a noite, aparecem no sangue periférico do paciente,
apresentando o pico de microfilaremia em torno de meia-noite, decrescendo novamente no
final da madrugada (HAWKING et al., 1981; FONTES et al, 2000).

Desde a observagdo de Manson em 1879, de que as microfilarias de W. bancrofti eram
encontradas em grande quantidade durante a noite, no sangue periférico de pacientes
parasitados, mas se tornam escassas ou ausentes no sangue periférico durante o dia, foi
despertado o interesse, de um grande numero de pesquisadores, de desvendar este interessante
fendmeno bioldgico. Os fatores responsaveis por essa periodicidade ndo sdo claros, embora
existam investigacGes que procuram relacionar a periodicidade noturna com fatores fisicos e
quimicos alterados durante o sono, com a inatividade do hospedeiro vertebrado durante a
noite e também com liberacdo de substancias quimiotaxicas pela picada do mosquito, mas
nenhuma delas é inteiramente satisfatéria (NAPPIER, 1944; EDESON et al., 1957,
HAWKING et al., 1981). O pico da microfilaremia periférica coincide, na maioria das regides
endémicas, com o horario preferencial de hematofagismo do principal inseto transmissor, 0
Culex quinquefasciatus, que possui habitos noturnos. Nas regides do Pacifico Sul e Sudeste
da Asia, onde o principal transmissor é o mosquito Aedes polynesiensis, que exerce a
hematofagia durante o dia, as microfilarias podem ser detectadas no sangue periférico humano
a qualquer hora, com maior concentracdo em torno das 16 horas (WHITE, 1989; WHO,
1992). Talvez esta coincidéncia reflita a adaptacdo evolutiva do parasito aos habitos
alimentares do inseto vetor, aumentando assim as chances de transmissdo e,
conseqlientemente garantindo a sobrevivéncia da espécie (FREEDMAN & NUTMAN, 1989).

A W. bancrofti pode ser classificada de acordo com a periodicidade de suas
microfilarias, em forma periddica noturna, cosmopolita, largamente encontrada nas zonas
tropicais e sub tropicais, com pico de microfilaremia em torno de meia-noite, encontrada em
Maceid-AL; a forma ndo periddica ou sub periddica diurna, encontrada nas ilhas do Pacifico
Sul, com pico de microfilaremia em torno de 16h00; e a forma sub periddica noturna, descrita
no oeste da Tailandia e com pico de microfilaremia em torno de 20h30 (HARINASUTA et
al., 1970a; HARINASUTA et al., 1970b; WHO, 1992, FONTES et al., 2000).



2.8. Vetores da bancroftose e fatores que interferem na transmissao da enfermidade

Dependendo da localizacdo do foco, os vetores da filariose bancroftiana podem ser
uma variedade de mosquitos dos géneros Culex, Anopheles, Aedes, e Mansonia. Varios
fatores influenciam na adaptacdo da W. bancrofti aos vetores, ja que uma determinada espécie
de mosquito em uma area pode ndo ser necessariamente um bom vetor, e ser um bom
transmissor em outra regido (RAMACHANDRAN, 1970; TOWNSON & CHAITHONG,
1991). O C. quinquefasciatus € o principal transmissor em quase todas as regides onde ocorre
a bancroftose. No entanto, existem transmissores de importancia pronunciada como Ae.
funestus e membros do complexo An. gambiae na Tanzania (WHITE, 1971), o Ae. poicilius
no sul da Asia e o Ae. polynesiensis na Polinésia (WHO, 1987). No continente Americano,
inclusive no Brasil, o C. quinquefasciatus € considerado o principal vetor da filariose
bancroftiana (RACHOU et al.,1954; WHO, 1992). Entretanto, ja foram encontrados em nosso
pais, raros exemplares de mosquitos dos géneros Anopheles e Aedes naturalmente infectados,
mas sem importancia epidemioldgica (CAUSEY et al., 1945; RACHOU et al., 1955;
RACHOU et al., 1956). Esses géneros ndo apresentam interesse epidemioldgico pelo fato de
serem refratarios a transmissao em nosso pais, ndo completando o ciclo do parasito em seu
interior (CALHEIROS et al., 1998).

Entre os fatores que interferem na epidemiologia da W. bancrofti em nosso meio,
destacam-se: a presenca do mosquito doméstico C. quinquefasciatus, conhecido como
pernilongo, murigoca ou carapand (somente as fémeas sdo hematdfagas obrigatorias); o ser
humano que € a Unica fonte de transmissdo (auséncia de animais reservatorios); a temperatura
ambiente elevada (25 a 30°C); a umidade relativa do ar também alta (80 a 90%) o suficiente
para o desenvolvimento das larvas no mosquito e penetracdo das mesmas na pele do
hospedeiro; a pluviosidade minima que deve estar em cerca de 1.300mm? por ano; a altitude
baixa e o tempo de residéncia na area endémica que deve ser longo (FONTES, 1996). Além
disso, a vida média do mosquito adulto € curta (em torno de um més), comparada ao tempo do
ciclo bioldgico do parasito em seu interior (15 a 20 dias), sendo muito pequeno o periodo no

qual o vetor pode estar transmitindo larvas infectantes do parasito ao ser humano.

2.9. Manifestagdes clinicas

As manifestacdes clinicas que caracterizam a bancroftose, podem ser causadas por
vermes adultos no sistema linfatico ou por hiper reatividade imunoldgica do hospedeiro
humano contra as microfilarias e contra os antigenos do parasito. Portanto, os quadros clinicos

estdo relacionados com fendmenos inflamatdrios, obstrutivos e alérgicos (WHO, 1984).



As quatro principais formas clinicas da filariose linfatica sdo: assintomética ou doencga
subclinica; manifestagdes agudas; manifestagdes cronicas; e eosinofilia pulmonar tropical
(EPT). Individuos assintomaticos sdo aqueles com microfilarias no sangue e sem
sintomatologia aparente. As manifestacGes agudas sao principalmente a linfangite retrograda
localizada principalmente nos membros e a adenite, associadas com febre e mal-estar
(DREYER et al., 2000).

As manifestacOes cronicas sao: linfedema, hidrocele, quildria e elefantiase (Figura 5),
e iniciam-se, em geral, alguns anos apos o inicio dos ataques agudos em moradores de areas
endémicas. Durante esta fase as microfilarias estdo freqlientemente ausentes no sangue
periférico dos parasitados. As manifestacBes clinicas cronicas da enfermidade sé&o
caracterizadas por auséncia de dor fisica, quando ndo estdo associadas com adenolinfangite.
Entretanto, quadros ja adiantados, levando a casos de hidrocele e elefantiase tém
conseqiiéncias sociais e econdmicas, incapacitando portador para o trabalho e dificultando o
convivio social dos parasitados, devido as alteracdes de carter irreversivel. A hidrocele € a
manifestacdo clinica mais comum da filariose linfatica. Até 40% dos homens ativamente ou
previamente infectados com W. bancrofti exibem hidrocele em paises com altos indices de
prevaléncia, em alguns destes paises a hidrocelectomia conta para 25% de todos os
procedimentos cirdrgicos (EIGEGE et al., 2002). Foi em Uganda, no ano de 1951 que Burkitt
desenvolveu a técnica cirtrgica para hidrocelectomia, envolvendo inversao da tdnica vaginal
para prevenir a recorréncia da hidrocele, que agora é largamente usada, nas areas endémicas
com filariose, em todo o mundo (ONAPA et al., 2001). A hidrocele freqlientemente
desenvolve-se na auséncia de reacOes inflamatérias prévias, e seus pacientes podem
apresentar microfilarias no sangue periférico. A elefantiase, um outro quadro cronico,
geralmente se localiza nos membros inferiores e regido escrotal, e estd associada a episédios
inflamatdrios recorrentes. Esta pode aparecer em alguns casos crénicos com até mais de 10
anos de parasitismo e também podem ter outras causas que ndo a W. bancrofti (hanseniase,
estafilococcos ou outra causa que perturbe o fluxo linfatico). Em geral, a sequiéncia dos
eventos nos casos da elefantiase é a seguinte: linfangite, adenite, linfangiectasia (dilatacéo e
varizes linfaticas), linforragia (extravasamento de linfa), linfedema (edema linfatico),
esclerose da derme e hipertrofia da epiderme, dando a aparéncia tipica da elefantiase:
aumento exagerado do volume do orgdo (principalmente pernas, escroto, ou mamas) com
queratinizacdo e rugosidade da pele. Infec¢des bacterianas ou flngicas secundarias agravam o
guadro de elefantiase (DREYER et al., 2000).



Figura 5: Paciente de Macei6/AL, com forma clinica cronica de filariose linfatica: elefantiase de
membro inferior. (Original de Prof. Gilberto Fontes e Prof® Eliana M. Mauricio da Rocha).

A eosinofilia pulmonar tropical (EPT) é uma sindrome caracterizada por sintomas de
asma brénquica, sendo uma manifestacdo relativamente rara. Este quadro é caracterizado por
hiper reatividade imunolégica do hospedeiro a antigenos do parasito, especialmente as
microfilarias, com aumento consideravel na producdo de anticorpos das classes IgG e IgE e
uma pronunciada hiper-eosinofilia (OTTESEN et al., 1979; WHO, 1987). Este quadro pode
levar ao aparecimento de abscessos eosinofilicos com microfilarias e posterior aparecimento
de fibrose nos pulmdes, comprometendo a fungdo do 6rgao (FONTES & ROCHA, 2005).

Em Maceid, Fontes (1996) demonstrou que entre 239 microfilarémicos 42 (17,6%)
apresentavam algum tipo de sintoma relacionado a fase aguda ou crénica da filariose linfatica,
sendo a prevaléncia de manifestacGes agudas significativamente maior que a prevaléncia de
manifestacdes cronicas. As manifestagdes agudas mais encontradas foram dores na bolsa
escrotal e membros inferiores. J& as manifestacGes crbnicas mais comumente observadas

foram linfedema de bolsa escrotal e membros inferiores.

2.10. Terapéutica da bancroftose

O tratamento da filariose bancroftiana tem como objetivo reduzir ou prevenir a
morbidade em individuos com infecgdo ativa, corrigir alteracdes causadas pela presenga do
parasito e impedir transmissao a novos hospedeiros.

Os compostos com atividade antifilarial mais promissores sdo o0s derivados de
piperazina, dos quais a Dietilcarbamazina (DEC) (1) € o mais importante (HAWKING, 1979).

Este foi sintetizado como N,N-dietil-4-metilpiperizinassorboxamina e estabilizado na forma



de citrato (BINA, 1998). A Dietilcarbamazina é o agente de primeira linha para controle e
tratamento da filariose linfatica e para a terapia da eosinofilia pulmonar tropical causada pela
W. bancrofti (OTTESEN & RAMACHANDRAN, 1995). A dose usual para o tratamento
individual é de 6 mg/Kg de peso/dia, via oral, durante 12 dias (WHO, 1984). Estudos
demonstraram que em individuos microfilarémicos tratados com DEC, e observados durante
algum tempo, pode ocorrer inicialmente o desaparecimento da microfilaremia, seguido de seu
reaparecimento em periodo variavel de 1 a 12 meses; ou ainda, a reducdo do ndmero de
microfilarias sanglineas inicialmente, com ou sem aumento subseqiiente de seus niveis
(OTTESEN, 1985). Por isso, o tratamento podera ser repetido vérias vezes até o
desaparecimento da parasitemia. No tratamento em massa, realizado em areas com elevada
endemicidade, o0 medicamento € usado em dose Unica de 6mg/kg de peso de 6 em 6 meses ou
anualmente (WHO, 1992). Para tratamento em massa, a adicao de dietilcarbamazina ao sal de
cozinha reduziu bastante a prevaléncia, a gravidade e a transmissao da filariose linfatica em
muitas areas endémicas (GELBAND, 1994). A DEC possui consideravel acdo sobre os
vermes adultos e sobre as formas embrionarias ou microfilarias. No entanto, as vezes nem
todos 0s vermes sdo mortos, mesmo apés repetidos tratamentos. O mecanismo de acdo deste
medicamento ainda é desconhecido (BINA, 1998).

A Ivermectina (2), um antiparasitario semi-sintético de amplo espectro, tem sido
utilizado em diferentes regides endémicas, sendo este eficaz na reducéo da microfilaremia em
dose Unica de 200 - 400 ug/Kg de peso (KAZURA et al., 1993). Diferentemente da DEC, a
Ivermectina, apesar do seu potente efeito microfilaricida, ndo tem acdo sobre os vermes
adultos de W. bancrofti (DREYER & NOROES, 1997). Tem-se observado que meses aps 0
tratamento com lvermectina, microfilarias reaparecem em um grande nimero de pacientes
(DREYER & NOROES, 1997). Outro medicamento que tem sido estudado para o tratamento
da filariose linfatica é o Albendazol (3). O efeito do Albendazol contra vermes adultos e
microfilérias de W. bancrofti, sé ou em combinacdo com outros farmacos antifilariais merece
ainda maiores estudos (CRITCHLEY et al., 2005). A combinagdo da DEC ou da Ivermectina
com o Albendazol pode, também, aumentar a supressdo da microfilaremia a curto e a longo
prazo (ADDISS et al., 1997; OTTESEN et al.,, 1999). Ultimamente preconiza-se, em
programas de eliminacdo da bancroftose, o tratamento do hospedeiro com dois farmacos,
simultaneamente (DEC + Ivermectina, DEC + Albendazol ou lvermectina + Albendazol
(OTTESEN et al., 1999).

Em casos de manifestacdes crénicas como o linfedema, o que se recomenda é limpeza

local com agua e sabdo, como também combater infec¢Bes bacterianas e fungicas utilizando



antibioticos e antifangicos, respectivamente (DREYER et al., 2002). Estagios avancados do
linfedema podem melhorar com fisioterapia ativa, drenagem e uso de compressas, diminuindo
as chances de evoluir para elefantiase. O uso da DEC pode reverter quadros agudos e reduzir
0 desenvolvimento de lesdes obstrutivas em fase inicial, porém pacientes com intensa
hidrocele ou elefantiase ndo apresenta melhora com seu uso. Para esses casos 0 tratamento
deve ser cirurgico. A cirurgia plastica é a Gltima alternativa para quadros avancados da

elefantiase, e mesmo assim na maioria das vezes nao é obtido resultado satisfatorio.
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2.11. Diagnostico

O diagnostico clinico da filariose linfatica bancroftiana é dificil devido & semelhanca
de alteracdes provocadas pela W. bancrofti com aquelas produzidas por outras infeccdes.
Porém numa area endémica, a histdria clinica de febre recorrente associada com
adenolinfangite pode ser indicativo de infeccédo filarial. Pacientes com alteracdo pulmonar,
eosinofilia sanguinea e altos niveis de IgE total no soro leva a suspeita de EPT (eosinofilia
pulmonar tropical) (ROCHA & FONTES, 2000).

O diagnostico laboratorial da filariose linfatica bancroftiana é feito rotineiramente por
diferentes métodos parasitologicos, em que se pesquisa microfilarias no sangue periférico do
hospedeiro, colhido em horario compativel com a periodicidade das microfilarias do parasito
no sangue (ROCHA & FONTES, 2000). A gota espessa de sangue € a técnica mais utilizada
em inquéritos epidemioldgicos, sendo preparada com volume de sangue do paciente variando
de 20 a 100 uL, colhido por puncéo capilar digital. Esta técnica é importante, pois possibilita
a visualizacdo da bainha da microfilaria de W. bancrofti, fato que a diferencia de outros
filarideos sanguineos em areas onde ocorrem infec¢fes mistas, além de oferecer preparacfes
permanentes e permitir estudos quantitativos da parasitose (WHO, 1987). A gota espessa tem
boa sensibilidade quando a parasitemia se encontra acima de 10 microfilarias/mL de sangue, e
para aumentar a sensibilidade desta técnica recomenda-se preparar mais de uma lamina do
mesmo paciente, obedecendo ao horario noturno para a colheita do sangue, evitando
resultados falso-negativos (ROCHA & FONTES, 2000). Como a filariose linfatica é
encontrada em paises pobres, este método continua sendo uma boa opgdo, pois € prético,
rapido e econébmico para obtencdo de amostras de sangue colhidas durante a noite em
inquéritos epidemioldgicos.

A contagem de microfilarias em hemocitdmetro é uma técnica que se baseia no uso de
100 uL de sangue conservado com 900 uL de acido acético 3 % colocados em um tubo para
depois serem examinadas em microscopio (SIMONSEN & DUNYO, 1999; ONAPA et al.,
2001). Esta técnica além de mostrar microfilarias vivas é outro método parasitoldgico sensivel
e de facil execucdo, proporcionando resultados rapidos (DENHAM et al., 1971). No entanto a
identificacdo da espécie é dificil ou impossivel e a preparacdo nao é permanente (McCMAHON
etal., 1979).

Também se utilizam técnicas de concentracdo, no caso de baixas densidades de
microfilérias, com o exame de volumes maiores de sangue, como a técnica de filtracdo de

sangue em membrana de policarbonato, usando filtros com 3 ou 5 um de porosidade. E uma



técnica bastante sensivel e normalmente utilizada para diagndésticos individuais ou no controle
pos-tratamento, podendo ser analisadas amostras com 10 mL ou mais de sangue
(CHULARERK & DESOWITZ, 1970). No entanto, o alto custo associado ao tempo gasto
pelo técnico impossibilita seu uso rotineiro na maioria das areas endémicas (WEIL et al.,
1997). Outra técnica alternativa na falta de membrana de policarbonato, é a descrita por Knott
(1939). Esta consiste em diluir 5 mL de sangue na proporgéo de 1:10 com formol a 2%, para
ocorrer lise das hemacias, e centrifugar. As microfilarias serdo encontradas no sedimento, que
sera analisado ap0s preparo de gotas espessas e coloracdo com Giemsa. Esta técnica € menos
sensivel que a filtragio em membrana de policarbonato, em baixas parasitemias, pois as
microfilarias ficam misturadas em um sedimento viscoso dificultando sua anlise. As técnicas
de concentracdo também devem ser usadas nos casos em que as microfilarias nao sdo
encontradas no sangue, e sim na urina (quildria e hematdria) ou liquidos de hidrocele. Através
dos métodos parasitolégicos é dificil detectar microfilarias em pacientes com manifestacdes
cronicas e quadro de eosinofilia pulmonar, pois as mesmas estdo em pequenas quantidades ou
até ausentes na circulacao sanguinea (ROCHA & FONTES, 2000).

Testes soroldgicos para pesquisa de anticorpos séricos, apresentam um grande
problema ja que ndo conseguem distinguir individuos parasitados daqueles ja curados, ou
individuos ndo infectados, mas que ja entraram em contato com antigenos do parasito por
viverem em areas endémicas (ROCHA & FONTES, 2000). Outra dificuldade reside nas
reacOes cruzadas com anticorpos presentes no soro de pacientes infectados com outros
helmintos ndo filariais, geralmente encontrados em areas endémicas de bancroftose
(OLIVER-GONZALEZ & MORALES, 1945; LAL & OTTESEN, 1988;
YAZDANBAKHSH, 1990). Muitas reacOes cruzadas entre nematodas estdo relacionadas a
imunodominancia de determinantes antigénicos contendo fosforilcolina, comum a varios
helmintos (AMBROISE-THOMAS, 1974; LAL & OTTESEN, 1988). A fosforilcolina
aparentemente ndo estimula a producéo de anticorpos da subclasse 19G,4. Entéo testes usando
antigenos especificos para detectar subclasses de imunoglobulinas 1gG4, melhoraram a
especificidade de técnicas imunoldgicas para filariose linfatica (WHO, 1992). O resultado da
pesquisa feita por Muck e cols. (2003) sugere que antigenos recombinantes filariais
especificos devem ser utilizados ao invés do extrato bruto filarial, para aumentar a
especificidade dos testes sorologicos para filariose linfatica, j& que as infeccdes por
Strongyloides stercoralis (outro nematoda) parecem induzir no hospedeiro, a producdo de
anticorpos da subclasse 1gG4 que pode dar reacdo cruzada nos ensaios com antigenos usando

extratos brutos de vermes adultos de W. bancrofti.



Devido a estes problemas, as técnicas de pesquisa de anticorpos foram substituidas por
pesquisas de antigenos circulantes de W. bancrofti, utilizando anticorpos monoclonais para
sua captura. Os métodos baseados na pesquisa de antigenos sdo mais sensiveis e especificos
que aqueles baseados na pesquisa de anticorpos.

A pesquisa de antigenos circulantes é feita pela técnica imunoenzimética (ELISA)
com soro, sendo este um resultado semiquantitativo, ou por imunocromatografia rapida (ICT)
com resultado qualitativo, usando soro ou sangue do paciente. Ambas as técnicas ja foram
padronizadas e estdo disponiveis comercialmente. Uma das vantagens dessas técnicas é que
podem ser realizadas com sangue colhido durante o dia, devido a presenca de niveis
constantes de antigenos na circulacdo. Além disso, um teste positivo indica infeccdo, uma vez
gue os anticorpos monoclonais reconhecem antigenos de vermes adultos, mesmo na auséncia
de microfilarias. A técnica de ELISA foi desenvolvida a partir da producdo de um anticorpo
monoclonal anti-Onchocerca gibsoni (filarideo de bovinos) denominado Og,Cs, que se
mostrou especifico para a captura de antigenos circulantes de W. bancrofti no soro humano
(TURNER et al., 1993). Entretanto, os testes imunoenzimaticos para antigenemia filarial séo
dificeis de serem executados no campo e isto limita seu uso em paises endémicos (WEIL et
al., 1997). A técnica de imunocromatografia rapida, utiliza o anticorpo monoclonal AD12,
para deteccdo de antigeno de W. bancrofti (WEIL et al., 1997). E um teste rapido, com alta
especificidade, podendo ser realizado tanto no laboratério como no campo, sendo sua maior
desvantagem o custo elevado (FONTES & ROCHA, 2005).

Com o melhoramento da técnica de imunocromatografia rapida para uma versdo que
usa sangue total ao invés de soro do paciente (como anteriormente), foi possivel fazer a
transicdo do laboratério de pesquisa para 0 campo, pois o resultado é obtido poucos minutos
depois da coleta de sangue, ndo sendo necessario outro tipo de andlise no laboratdrio,
proporcionando mais uma vantagem a este diagndstico.

Estudos recentes tém mostrado que a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é bastante
sensivel para detectar DNA de W. bancrofti no sangue, na urina e até na saliva de pacientes.
Sua aplicacdo para diagndstico parece ser bastante promissora para os diversos liquidos
biolégicos uma vez que é capaz de detectar DNA em amostras coletadas no periodo diurno, e
diagnosticar especificamente infec¢fes pela W. bancrofti em areas onde co-existem outros
filarideos (FISCHER et al., 2003).

A ultra sonografia foi um avango para o diagnostico de vermes adultos de W.
bancrofti. Esta é uma técnica ndo invasiva de visualizagdo dos vermes adultos, permitindo que

se conhecam os prejuizos da filariose bancroftiana subclinica. Geralmente o resultado da



ultra-sonografia € alterado depois da terapéutica com dietilbarbamazina, com o
desaparecimento dos vermes adultos em movimento e também pode se observar
desenvolvimento de calcificacBes escrotais ou hidrocele (FARIS et al., 1998). Esta técnica €
utilizada como suporte para levantamentos epidemioldgicos, em decorréncia de ser cara e

exigir aparelhos e técnicos especializados.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Utilizar o teste de imunocromatografia rapida em cartdo (“ICT card test”) e gota
espessa de sangue para identificar a prevaléncia de Wuchereria bancrofti na populacdo da
area endémica de filariose linfatica em Macei6 e comparar a imunocromatografia rapida com
outras técnicas utilizadas para o diagnostico laboratorial da filariose linfatica, oferecendo
suporte para 0 Programa de eliminacdo da filariose linfatica no Brasil, proposto pela
Organizagdo Mundial de Satde (OMS).

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar a prevaléncia da filariose bancroftiana em amostra de crian¢as de 5-10 anos,
residentes na regido endémica de filariose linfatica em Maceid, utilizando a técnica de
imunocromatografia rapida e também a técnica da gota espessa de sangue.

- Avaliar a prevaléncia da filariose bancroftiana em amostra de individuos com idade
acima de 10 anos, residentes na regido endémica de filariose linfatica em Maceid, utilizando a
técnica de imunocromatografia rapida e também a técnica da gota espessa de sangue.

- Comparar a técnica de diagnostico da gota espessa de sangue com a de deteccdo de
antigeno da Wuchereria bancrofti pela imunocromatografia rapida.

- Comparar a prevaléncia de parasitados entre duas diferentes faixas etarias, através
das técnicas de imunocromatografia rapida e gota espessa de sangue.

- Avaliar através das técnicas de filtracdo de sangue em membrana de policarbonato e
ensaio imunoenziméatico (ELISA), os individuos diagnosticados antigeno-positivo para
bancroftose através da imunocromatografia rapida e os microfilarémicos através da gota
espessa de sangue.

- Avaliar a transmissao de filariose bancroftiana na area estudada.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Area geografica estudada: Macei6 - Alagoas

Macei6 capital do Estado de Alagoas, esta situada no litoral médio do estado entre 0s
meridianos 35° 44° W e 35° 56° W e os paralelos 9° 35’ e 9° 24’ S. A cidade ¢ constituida por
uma érea urbana de 208 Km? e possui uma populacio urbana de 903.464 habitantes (IBGE,
2005). A capital apresenta clima quente e umido praticamente todo o ano e longos periodos de
fortes chuvas ocorrem de margo a agosto, com a precipitacdo média anual variando de 1.500
mm a 2.000 mm. A temperatura média mensal varia de 24°C a 28°C e a umidade de 60% a
80% (IMPAR, 1995). A éarea é urbana composta por 50 bairros, divididos em sete distritos
sanitarios (SMS, 2005).

Neste estudo foram amostradas quatro diferentes regides da area definida de filariose
linfatica em Maceié (FONTES et al., 1998), sendo uma regido na margem do canal do
Reginaldo (Figura 6) e outras trés regides na &rea baixa proxima ao canal do Reginaldo

correspondendo a parte dos bairros contiguos Feitosa, Jacintinho e Pitanguinha, areas com

microfilarémicos no passado.

Figura 6: Regido endémica de filariose linfatica em Macei6. Em destaque o canal do Reginaldo
(Original de Prof® Eliana M. Mauricio da Rocha e Prof. Gilberto Fontes).

4.2. Populacéo estudada
A populagdo estudada foi constituida por individuos de diferentes faixas etérias, de
ambos 0s géneros, residentes nas quatro diferentes regides amostradas da area definida de

filariose linfatica em Maceio, sendo moradores da margem do canal do Reginaldo e



moradores de outras trés regies na area baixa proxima ao canal do Reginaldo
correspondendo a parte dos bairros contiguos Feitosa, Jacintinho e Pitanguinha.

Os individuos examinados foram informados sobre o propoésito do estudo, para
obtencdo do livre consentimento (Anexo A). No caso das criangas, o consentimento foi dado
pelos pais ou responsaveis. O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Alagoas e a permissdo para examinar a populacdo foi solicitada,

recebendo parecer favoravel (Anexo B).

4.3. Amostras de criancas com idade entre 5 a 10 anos residentes na area endémica de
filariose linfatica

Através de testes de imunocromatografia rapida “ICT card test” Binax® foram
avaliadas 3.000 criancas na area endémica estudada, escolhidas aleatoriamente. O tamanho da
amostra, faixa etaria e tipo de exame foram previamente estabelecidos pela Organizagédo
Mundial de Satude (OMS) para verificar a existéncia de transmisséo ativa de filariose linfatica
em area endémica (WHO, 2000). Segundo a OMS, prevaléncias de até 0,1% de antigenemia,
utilizando essa técnica, nessa faixa etaria entre 5 a 10 anos, indica que a transmissdo de
filariose linfatica na area em analise foi interrompida. Para a obtencdo da amostra de criancas,
foi definido em cada regido analisada, e em cada quarteirdo, a casa mais ao Norte. A partir
desse ponto selecionado, foram examinadas as criancas na faixa etaria definida, em casas
alternadas dentro de cada quarteirdo.

Através da gota espessa de sangue foram avaliadas 5.261 criangas, escolhidas
aleatoriamente, da mesma faixa etaria anterior, na mesma &rea, residentes em casas
selecionadas como descrito anteriormente. O célculo do tamanho da amostra foi baseado na
populacdo de criangas nessa faixa etaria residentes na area endémica estudada e na estimativa
de prevaléncia (estudos anteriores), com nivel de significancia de 5% e erro maximo toleravel
de 20%. Para isso foi utilizado o pacote estatistico Epi-Info version 6.04 (DEAN et al.,
1996).

4.4. Amostra de individuos com idade acima de 10 anos residentes na &rea endémica de
filariose linfatica

Através de testes de imunocromatografia rapida “ICT card test” foram avaliados 411
individuos com idades acima de 10 anos, na &rea endémica estudada, escolhidos
aleatoriamente. O célculo do tamanho da amostra foi baseado na populagdo de individuos

nessa faixa etaria residentes na area endémica estudada e na estimativa de prevaléncia



(estudos anteriores), com nivel de significancia de 5% e erro maximo toleravel de 20%. Para
isso foi utilizado o pacote estatistico Epi-Info version 6.04 (DEAN et al., 1996).

Para a obtencdo da amostra de individuos maiores de dez anos, foi definido em cada
regido analisada, e em cada quarteirdo, a casa mais ao Norte. A partir desse ponto
selecionado, foram examinados os moradores na faixa etaria definida, em casas alternadas
dentro de cada quarteir&o.

Através da gota espessa de sangue foram avaliados 19.875 individuos acima de dez
anos na mesma area, residentes em casas selecionadas como descrito anteriormente. O calculo
do tamanho da amostra foi baseado na populacdo de moradores nessa faixa etéria residentes
na area endémica estudada e na estimativa de prevaléncia (estudos anteriores), com nivel de
significancia de 5% e erro maximo toleravel de 20%. Para isso foi utilizado o pacote
estatistico Epi-Info version 6.04 (DEAN et al., 1996).

4.5. Variaveis estudadas
Durante as colheitas de sangue foram levantados dados como: idade, género,

naturalidade, tempo de residéncia na area e endereco das pessoas examinadas.

4.6. Treinamento de recursos humanos

Foi formada uma equipe composta por estudantes dos cursos de Medicina, Biologia e
Farmacia da UFAL, bem como por professores, funcionarios, bolsistas e monitores da UFAL
envolvidos no projeto, que foram responsaveis pela colheita de sangue, realizacdo das
técnicas de diagndstico e aplicacdo de questionarios. Agentes de Salde da Secretaria
Municipal de Satde de Maceid, devidamente treinados, fizeram a divulgacao, conscientizacdo
dos moradores a respeito da parasitose e do trabalho proposto, e também o cadastramento

destes moradores por residéncia e quarteirdo.

4.7. Técnicas de colheita das amostras de sangue
4.7.1. Puncéo digital

O sangue foi obtido por puncéo capilar digital (polpa do dedo indicador), usando
lancetas descartaveis, e colocado diretamente sobre laminas de microscopia previamente
lavadas com agua e sabéo e desengorduradas em solucdo alcool-éter (1:1), para a realizacéo
da gota espessa de sangue. Para a imunocromatografia rapida o sangue foi colocado

diretamente em tubos capilares (tubos para microhematdcrito) com capacidade de 100 pL.



4.7.2. Pungéo venosa

O sangue utilizado na técnica quantitativa de diagnostico (filtragdo em membrana de
policarbonato) foi obtido por puncdo da veia mediana cubital, usando agulhas 25 X 7 e
seringas descartaveis, e foi colocado diretamente em tubos plasticos com tampas rosqueaveis,
usando &cido etileno-diamino-tetracético (EDTA) (Anexo C.1) como anticoagulante. Para o
método de diagndstico semiquantitativo ELISA (com uso de soro) a colheita de sangue foi
feita da mesma forma que para a filtragdo em membrana, porém sem anticoagulante nos

tubos.

4.8. Horario da colheita das amostras de sangue

As colheitas de amostras de sangue para pesquisa de microfilarias, por puncdo digital
ou venosa, foram sempre realizadas entre 22h00 e 24h00, horario compativel com a maior
concentracdo de parasitos no sangue periférico de pacientes na regido (FONTES et al., 2000).
Ja as colheitas de sangue para a pesquisa de antigenos soltveis do parasito, por puncéo digital,

foram realizadas em horarios diurno e noturno.

4.9. Técnicas de diagnostico parasitoldgico
4.9.1. Gota espessa qualitativa

Com sangue obtido por punc¢édo da polpa digital foram preparadas gotas espessas em
laminas de microscopia, com volumes entre 60 a 100 uL, e deixadas secar a temperatura
ambiente. Entre 12 a 15 horas depois de preparadas, as gotas espessas de sangue foram
cuidadosamente submersas em cubas com agua destilada por 10 minutos, para que ocorresse a
desemoglobinizacdo (lise das hemacias). Apds secas, as laminas foram cobertas com metanol
por dois minutos para fixacdo e coradas em eosina-Giemsa (Figura 7, Anexos C.3e C.4). A
leitura das laminas foi feita em microscopio Optico, usando objetiva de 10X (aumento de

100X) e utilizando maior ampliag&o (400 X) para a confirmacgéo do diagnostico.

Figura 7: Gota espessa de sangue corada pela técnica de eosina-Giemsa (Original de Prof.
Gilberto Fontes e Prof® Eliana M. Mauricio da Rocha).



4.9.2. Filtragdo em membrana de policarbonato

Em todos os individuos com diagnostico positivo pela imunocromatografia rapida ou
pela gota espessa de sangue, foi realizada puncdo venosa para obtencdo de sangue para a
quantificacdo da microfilaremia pela técnica da filtracdo em membrana de policarbonato
(CHULARERK & DESOWITZ, 1970; DENNIS & KEAN, 1971).

Antes de filtrar o sangue venoso, tomavam-se 20 uL da amostra, bem homogeneizada,
e fazia-se uma contagem imediata do nimero de microfilarias a fresco entre laminas e
laminula. Isso foi feito com o objetivo de estimar a microfilaremia em 1 mL de sangue, o que
foi calculado multiplicando-se o resultado obtido na contagem a fresco por 50. A partir dai, 0

volume a ser filtrado foi determinado de acordo com o quadro a seguir:

Estimativa do nimero de microfilarias/mL de sangue Volume de sangue a ser filtrado

1-250 1mL
251 -500 500 uL
501 - 1000 200 uL

> 1000 100 pL

Para a filtracdo tomava-se em uma seringa, 0 volume de sangue venoso pré-
determinado conforme a densidade de microfilarias estimada previamente, seguindo o0s
padrdes descritos no quadro acima. O sangue foi diluido na proporcao de 1:10 em solugéo
salina fosfatada tamponada (PBS) (Anexo C.2). Essa suspensao foi filtrada, pressionando
levemente o émbolo da seringa contra uma membrana de policarbonato (Nuclepore
Corporation, Pleasanton, CA, USA) de 13 mm de didmetro e poros de 3 um (retém as
microfilarias mas ndo as hemécias), que foi montada em um suporte de filtro apropriado
(Nuclepore Corporation, Pleasanton, CA, USA), adaptado na extremidade da seringa
(Figuras 8 A e 8 B). Apos a filtracdo, a seringa foi preenchida com cerca de 10 mL de
solucéo de PBS que foi passada atraves da membrana, usada para lavar o filtro. Em seguida, o
mesmo volume de agua destilada foi passado através da membrana a fim de promover a lise
das hemaécias porventura retidas no filtro. A membrana foi entdo removida do suporte e
colocada sobre uma lamina para microscopia. Apds seca, a membrana foi fixada com metanol
e corada pelo Giemsa (Figura 8 C). A contagem de microfilarias foi feita com o auxilio de
um microscopio Optico (aumento de 100X) e os resultados expressos em numero de

microfilarias/mL de sangue.
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Figura 8: A. Holder (suporte da membrana em formato de funil invertido) e membrana de
policarbonato em detalhe; B. Seringa conectada ao holder por onde passara o sangue a ser filtrado;
C. Membrana de policarbonato corada pelo Giemsa e montada em lamina de microscopia (original dos
Profs Gilberto Fontes / Eliana M. M. da Rocha).

4.10. Técnicas de coloracdo
4.10.1. Coloracéo pela técnica da eosina-Giemsa para gota espessa de sangue

As laminas com gota espessa de sangue, apds desemoglobinizacdo e fixacdo com
metanol, foram coradas com eosina 0,05% (Anexo C.3) por trés minutos e em seguida, apos
lavagem e retirada do excesso de corante, foram coradas pelo Giemsa (Anexo C.4), na
diluicdo de uma gota de corante estoque para um mL de agua destilada tamponada (Anexo
C.5), durante 15 minutos. Ap0Gs esse tempo, o0 excesso de corante foi retirado com agua
destilada e as ldaminas, secas a temperatura ambiente. A eosina (0,05%) é util para dar maior
contraste a bainha e ao poro excretor existente na microfilaria de W. bancrofti, facilitando o
diagndstico especifico.

4.10.2. Coloracéo pela técnica de Giemsa para membrana de policarbonato

As laminas para microscopia com membrana de policarbonato apés fixadas com
metanol e secas, foram coradas com Giemsa, na propor¢do de uma gota de corante estoque
para 1 mL de agua destilada tamponada, durante 15 minutos. Ap6s coradas, as ldaminas foram

lavadas com agua destilada para retirar o excesso de corante e secas a temperatura ambiente.

4.11. Técnica de diagnostico por imunocromatografia rapida (“ICT card test”)

As amostras de sangue foram obtidas atraves de punc¢do digital e colhidas em tubo
capilar graduado de 100 uL. O sangue foi obtido cuidadosamente assegurando que né&o
houvesse formacgdo de bolhas de ar no tubo capilar. Apo6s a colheita, 0 sangue do tubo era

dispensado lentamente na parte superior da almofada branca e cor-de-rosa existente no lado



esquerdo do cartdo. Apo6s 30 segundos a um minuto, tempo necessario para que a amostra se
deslocasse pela almofada e molhasse completamente a area cor-de-rosa desta, com plasma, o
adesivo existente no lado direito do cartdo de imunocromatografia era retirado, e o cartdo
fechado. Assim, o plasma, contendo possiveis antigenos do parasito, entrava em contato com
a coluna de imunocromatografia onde se encontravam os anticorpos monoclonais especificos
para que ocorresse a reagdo. Apds 10 minutos era feita a leitura do teste, diretamente no
cartdo. Apos a leitura do teste, adicionavam-se gotas de metanol sobre a fita de nitrocelulose
do cartdo para fixar as bandas formadas, evitando mudangas posteriores e leituras tardias
erroneas (ex: exame falso-positivo). Cartbes apresentando duas bandas na coluna de
nitrocelulose (Controle e Teste) foram considerados exames positivos; cartdes apresentando
apenas uma banda na coluna de nitrocelulose (Controle) foram considerados exames

negativos (Figura 9).

Figura 9: A. Cartdo para teste de imunocromatografia rapida (ICT card test BINAX®). B.
Cart&o teste aberto apds seu uso. C. Teste positivo (duas bandas). D. Teste negativo (uma banda).
(original dos Profs Gilberto Fontes / Eliana M. M. da Rocha).

4.11.1. Principios gerais da imunocromatografia rapida para filariose

A imunocromatografia rapida para filariose é um teste de imunodiagndstico in vitro
para detecgdo de antigenos de W. bancrofti em sangue total, soro sanguineo ou plasma. Este
teste utiliza um anticorpo policlonal (Pab) e um anticorpo monoclonal (Mab) especifico para
W. bancrofti. O Pab é agregado a ouro coloidal (marcador), e impregnado em uma almofada
branca e cor-de-rosa. Se utilizar sangue total, a maioria dos globulos vermelhos se mantera na
parte branca da almofada, e o plasma deslizara para a parte cor-de-rosa por um tempo que
permita que qualquer antigeno de W. bancrofti existente se fixe ao Pab devidamente



assinalado com ouro coloidal, formando um complexo. O Mab é imobilizado numa linha ao
longo de uma membrana de nitrocelulose. Quando se fecha o cartdo, a amostra e o Pab da
parte cor-de-rosa da almofada entram em contato com a extremidade da membrana de
nitrocelulose. Entdo a amostra e o Pab migram ao longo desta membrana atravessando a linha
do Mab imobilizado. Se antigenos da W. bancrofti estiverem complexados com o Pab
marcado com ouro e capturado pelo Mab presente na membrana, se formara uma linha cor-de-
rosa, indicando teste positivo. Quando a amostra € negativa, nenhum dos anticorpos
assinalado a ouro é capturado e ndo forma a linha cor-de-rosa. Se o teste tiver sido feito
corretamente, aparecerd sempre uma linha de controle cor-de-rosa do teste na area C (&rea

controle) (Figura 10).
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Figura 10: Esquema da reacéo de imunocromatografia rapida “ICT card test”. (Original de
Anderson B. Leite).

4.12. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Os individuos positivos pela imunocromatografia rapida e gota espessa também foram
analisados pelo método imunoenzimatico, utilizando-se o soro. A colheita do material foi
realizada através de puncdo venosa e o sangue colhido foi transferido para um tubo sem

anticoagulante. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, o soro foi transferido para outro



tubo, que por sua vez foi centrifugado a 3.000 rpm/5min., para obtencdo de soro limpido.
Caso o teste ndo fosse feito de imediato, 0 soro era mantido a -20° C até processamento. Para
a realizacdo do teste, adicionava-se 0 soro em uma placa com 96 pocos contendo anticorpo
monoclonal fixado, adicionava-se também anticorpo marcado com enzima e depois juntava-se
0 substrato a enzima, formando uma reacdo colorimétrica. A intensidade da cor produzida
pela unido da enzima e do substrato era proporcional a quantidade de antigeno presente no
soro. A leitura da intensidade da cor produzida pela reacdo enzima-substrato foi medida em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 414 nandmetros e dada por Unidade de
antigeno/mL de soro. A amostra era considerada positiva se fosse encontrado no minimo 32

Unidades de antigeno/mL de soro.

4.12.1. Principios gerais do ensaio imunoenzimatico (ELISA) para filariose

O teste imunoenzimatico (ELISA), utiliza o soro como material biolégico e tem como
objetivo a identificacdo da presenca do antigeno de W. bancrofti utilizando anticorpo
monoclonal especifico (0g4C3). Nos pocos da placa de ELISA, contendo anticorpo
monoclonal especifico para W. bancrofti, é adicionada amostra de soro que pode conter
antigenos filariais. Posteriormente, anticorpos marcados por enzimas sdo adicionados ao
sistema; os anticorpos néo ligados sédo removidos por lavagem. Depois adiciona-se substrato
cromdgeno para que o anticorpo ligado seja detectado por uma reagdo de coloracdo enzima-
dependente. A intensidade da cor produzida pela unido do substrato com a enzima é
diretamente proporcional a quantidade de antigeno presente no soro. A leitura da intensidade
da cor produzida por esta reacdo € medida em espectrofotdmetro, com comprimento de onda
de 414 nandmetros. Esta reacdo imunoenzimatica pode ser descrita com o esquema mostrado

na Figura 11.
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Figura 11: Esquema da reagdo imunoenzimatica (ELISA). (Original de Anderson B. Leite).

4.13. Revisdo das leituras das laminas de gota espessa e quantificacdo de microfilarias
As laminas de gota espessa qualitativas de sangue foram lidas por um técnico e depois

revisadas por outro. Para a técnica quantitativa (filtracdo de sangue em membrana de

policarbonato), as contagens de microfilarias foram feitas por trés técnicos diferentes e 0s

resultados foram expressos como a média das trés contagens.

4.14. Autoctonia dos individuos parasitados pela W. bancrofti

Todos os individuos que apresentaram exames positivos, responderam a um
questionario (Anexo D) e foram investigados para obtencdo de informagdes sobre sua
mobilidade e residéncias anteriores. S6 foram considerados autdctones aqueles que nasceram
na area em estudo e que nunca viveram em outras areas consideradas endémicas para a

bancroftose.

4.15. Validacédo da técnica de imunocromatografia rapida para avaliacdo antigénica em
diferentes horarios ao longo de 24 horas

Os pacientes diagnosticados como antigeno-positivo repetiram o0 exame de
imunocromatografia rapida nos periodos matutino, vespertino e noturno para verificar, na
regido, se a técnica tem a mesma eficacia, independente do horério do exame. A verificacdo

da eficacia do método, independente do horario do exame, € necessaria para que possam ser



realizados testes de imunocromatografia rapida em horarios que se opdem a periodicidade
noturna das microfilarias no sangue dos pacientes, caracteristica do parasito na regido
(FONTES et al., 2000).

4.16. Comparagdes entre técnicas laboratoriais para o diagnostico da bancroftose

Estas comparagbes foram feitas atraves de exames realizados em individuos de
diferentes faixas etarias residentes na regido endémica de filariose linfatica ja delimitada na
cidade de Maceio.

Para comparacdo entre imunocromatografia rapida e gota espessa de sangue, foram
analisadas 5.261 criancas através da gota espessa com idades entre 5-10 anos, com sangue
colhido apds 22h00 e também foram realizados exames em 3.000 criangas com a mesma faixa
etaria, na mesma regido, para deteccdo de antigenos circulantes do parasito através da
imunocromatografia rapida, em sangue colhido em horério matutino, vespertino ou noturno.
Ainda nesta regido foram feitos testes de imunocromatografia rapida em 411 individuos
maiores de 10 anos e 19.875 exames de gota espessa de sangue em individuos na mesma faixa
etaria. Foram realizadas analises entre grupos com mesma faixa etaria e diferentes técnicas de
diagndstico; como também grupos de diferentes faixas etérias utilizando as mesmas técnicas
de diagndstico.

De todos os pacientes diagnosticados antigeno-positivo pela imunocromatografia
rapida ou microfilarémicos por gota espessa, foi colhido sangue venoso para que pudesse ser
realizado a quantificacdo de microfilarias pela técnica de filtracdo em membrana de
policarbonato. O horério escolhido foi em torno de 23h00.

O teste imunoenziméatico ELISA foi utilizado para quantificacdo da antigenemia em
soros de pacientes diagnosticados antigeno-positivo pelo “ICT card test” e microfilarémicos
pela gota espessa de sangue.

A comparacdo das técnicas foi feita para avaliar a capacidade de deteccdo de W.
bancrofti através de método parasitologicos qualitativo (gota espessa), frente ao método
gualitativo da imunocromatografia rapida. Foi considerada a melhor técnica, aquela que
mostrou maior capacidade de detectar pacientes verdadeiramente positivos, mesmo aqueles

amicrofilarémicos, mas portadores da infeccdo, ou seja, portadores de vermes adultos.



4.17. Avaliacdo da interrupgéo da transmisséo ativa de filariose bancroftiana em regido
endémica em Maceid, AL

Para que uma éarea de até 1.000.000 de habitantes seja considerada isenta de
transmissao ativa de filariose linfatica, a OMS preconiza que, utilizando o “ICT card test”,
deve ser analisada uma amostra aleatoria de 3.000 criancas na faixa etaria de 5 a 10 anos e o
indice de parasitados encontrado deve ser inferior a 0,1% (WHO, 2000). Nesse estudo foi
examinada uma amostra aleatdria de 3.000 criancas na faixa etaria de 5 a 10 anos, através da
técnica de imunocromatografia rapida, visando avaliar a existéncia de transmissdo ativa de

bancroftose na atualidade na regido estudada.

4.18. Tratamento

Todos os individuos examinados receberam o resultado do exame por escrito e
assinado pelo coordenador da pesquisa. Todos o0s pacientes antigeno-positivo para
bancroftose, como também os microfilarémicos, receberam o tratamento especifico, ou seja,
citrato de dietilcarbamazina (DEC) na proporc¢éo de 6 mg/Kg de peso durante 12 dias (WHO,
1992), com a devida prescri¢do, orientagdo e acompanhamento médico. Os comprimidos de
DEC foram fornecidos pelo Ministério da Salde. Individuos que ndo apresentavam cura
parasitoldgica ap6s o tratamento, foram submetidos a novos ciclos de DEC até apresentarem

exames negativos.

4.19. Anédlise dos dados

Os dados foram analisados usando o pacote estatistico EPIINFO version 6.04 (DEAN
et al., 1996). O Xz e teste “t” de Student foram usados pra comparar propor¢des e médias,
respectivamente; riscos foram estimados pela “odds” relativa (OR) (KAHN & SEMPOS,
1989). Sempre foi utilizado o nivel de significancia de 5%, ou seja, para diferencas
significativas, o valor de p deve ser <0,05. A significancia da “odds” relativa ¢ dada pela
analise de intervalo de confianca, sendo que o menor valor do intervalo de confianga nunca

deve ser menor que a unidade.



5. RESULTADOS

5.1. Prevaléncia de Wuchereria bancrofti em amostras de criancas com idade entre 5-10
anos, residentes em area endémica de filariose linfatica em Macei6-AL

Em 2003, foram analisadas um total de 3.000 criancas (5-10 anos), com media de
idade de 7,4 + 1,7 anos, distribuidas em quatro localidades dentro da area endémica de
filariose no canal do Reginaldo na cidade de Macei6-AL, sendo detectadas 10 (0,33%)
antigeno-positivo para bancroftose, como mostrado na Tabela 1.

TABELA 1: Resultado do teste de imunocromatografia rapida para Wuchereria bancrofti em criangas
examinadas em quatro diferentes localidades na regido endémica de filariose linfatica na cidade de

Maceio-AL
Areas amostradas N° de examinados NP° de positivos (% de positivos)
Feitosa 1.203 6 (0,50)
Jacintinho 1.034 0 (0)
Pitanguinha 258 2 (0,78)
Reginaldo (margem do canal) 505 2 (0,40)
Total 3.000 10 (0,33)

A Tabela 2 mostra as relagdes entre idade, freqiiéncia de examinados e antigenemia

entre criangas de 5-10 anos de idade da regido endémica de filariose analisada.

TABELA 2: Freqliéncia de idade das criangas examinadas e relagdo de exames positivos através de
imunocromatografia rapida

Idade (anos) Frequéncia ICT Positivos (%)
5 523 2 (0,38)
6 529 0 (0)
7 512 2 (0,39)
8 465 3(0,65)
9 474 2 (0,42)
10 497 1(0,20)
Total 3.000 10 (0,33)

Das 3.000 criancas examinadas, 1.521 (50,7%) eram do género masculino e 1.479
(49,3%) eram do género feminino. O numero de criancas diagnosticadas antigeno-positivo foi

de 5 para cada género. A prevaléncia de antigenemia entre criancas do género masculino



(0,33%) nao foi significativamente diferente daquela verificada entre criangas do género
feminino (0,34%) (p>0,05).

Entre 2002 e 2003, na mesma area endémica para filariose em Maceid, foram
examinadas 5.261 criancas entre 5-10 anos, com média de idade de 7,5 + 1,7 anos, através da
gota espessa colhida apds 22h00, sendo detectadas 4 (0,076%) microfilarémicas como
mostrado na Tabela 3.

TABELA 3: Resultado da gota espessa de sangue em criancas examinadas em quatro diferentes
localidades na regido endémica de filariose linfatica na cidade de Maceid-AL

Areas amostradas N° de examinados N° de microfilarémicos (%)
Feitosa 2.158 2 (0,09)
Jacintinho 2.569 1 (0,04)
Pitanguinha 501 1 (0,20)
Reginaldo (margem do canal) 33 0 (0)
Total 5.261 4 (0,076)

Das 5.261 criancas examinadas por gota espessa, 2.654 (50,45%) eram do género
masculino e 2.607 (49,55%) eram do género feminino; o nimero de microfilarémicos foi 2
para cada género. A prevaléncia entre criancas microfilarémicas do género masculino
(0,075%) nao foi significativamente diferente daquela verificada entre criangas do género
feminino (0,077%) (p>0,05).

A Tabela 4 mostra as relacbes entre idade, freqiiéncia de examinados e
microfilarémicos para bancroftose, entre criancas de 5-10 anos de idade da regido endémica

de filariose analisada.

TABELA 4: Freqliéncia de idade das criangas examinadas e relacdo de microfilarémicos através de
gota espessa de sangue

Idade Frequéncia N° de microfilarémicos (%)
5 865 1 (0,16)
6 907 0 (0)
7 902 0 (0)
8 884 1 (011)
9 841 0 (0)
10 862 2 (0,23)
Total 5.261 4  (0,076)




5.2. Prevaléncia de Wuchereria bancrofti em amostras de individuos com idade acima de
10 anos, residentes na area endémica de filariose linfatica em Macei6

Em 2003, foram examinados 411 individuos acima de 10 anos, com média de idade de
31,6 + 15,9 anos, distribuidos nas localidades estudadas dentro da area endémica de filariose
no canal do Reginaldo na cidade de Maceio-AL, sendo detectado apenas 1 (0,24%) antigeno-
positivo para bancroftose como mostrado na Tabela 5.

TABELA 5: Resultado do teste de imunocromatografia rapida para Wuchereria bancrofti em
individuos examinados em diferentes localidades na regido endémica de filariose linfatica na cidade

de Macei6-AL
Areas amostradas N° de examinados N° de positivos (% de positivos)
Feitosa 99 1 (1,01)
Jacintinho 280 0 (0)
Pitanguinha 32 0 (0)
Total 411 1 (0,24)

A Tabela 6 mostra as relagdes entre faixas de idade, frequéncia de examinados e
individuos antigeno-positivo para bancroftose, com idade acima de 10 anos na regido

endémica.

TABELA 6: Freqliéncia de individuos examinados em diferentes faixas de idade e relacdo de
positividade para bancroftose através de imunocromatografia

Idade Frequéncia ICT Positivos (%)
11-15 63 1 (1,59)
16 - 20 51 0 (0)
21-30 105 0 (0)
31-40 77 0 (0)
41 -50 50 0 (0)
> 50 60 0 (0)
Total 411 1 (0,24)

Dos 411 examinados, 161 (39,1%) eram do género masculino e 250 (60,9%) eram do
género feminino. O Unico paciente diagnosticado antigeno-positivo tinha 11 anos de idade e

era do género masculino.



Entre 2002 e 2003, na mesma area de filariose em Maceid, foram examinados 19.875
individuos acima de 10 anos, com meédia de idade de 32,0 + 15,7 anos, através da gota
espessa colhida apds 22h00, sendo detectados 25 (0,13%) microfilarémicos como mostrado na
Tabela 7.

TABELA 7: Resultado da gota espessa de sangue em individuos examinados em diferentes
localidades na regido endémica de filariose linfatica na cidade de Maceié-AL

Areas amostradas N° de examinados N° de positivos (% de positivos)
Feitosa 4.715 4 (0,08)
Jacintinho 13.577 20 (0,01)
Pitanguinha 1.566 1 (0,06)
Reginaldo (margem do canal) 17 0 (0)
Total 19.875 25 (0,13)

A Tabela 8 mostra as relacbes entre faixas de idade, freqiéncia de examinados e
microfilarémicos, entre individuos com idade acima de 10 anos da regido endémica de

filariose analisada.

TABELA 8: Freqguéncia de individuos examinados em diferentes faixas de idade e relagédo de
microfilarémicos através de gota espessa de sangue

Idade Frequéncia N° de microfilarémicos (%)
11-15 2.667 2 (0,08)
16 —20 2.933 7 (0,24)
21-25 2.825 4 (0,14)
26 - 30 2.295 7 (0,31)
31-40 3.808 3 (0,08)
41 - 50 2.747 1 (0,04)

> 50 2.600 1 (0,04)

Total 19.875 25 (0,13)

Dos 19.875 examinados acima de 10 anos, 8.633 (43,4%) eram do género masculino e
11.242 (56, 6%) eram do género feminino, cuja distribuicdo em cada faixa etaria esta
apresentada na Figura 12. O namero de microfilarémicos foi 20 entre individuos masculinos
(0,23%) e 05 entre individuos do género feminino (0,044%). Nesse grupo > 10 anos, a

prevaléncia de microfilarémicos no género masculino (0,23%) foi significativamente maior



que aquela verificada entre individuos do género feminino (0,044%) (p<0,05), sendo a “odds”
relativa igual a 52 (IC 95% = 1,8 — 16,0) (Tabela 9). Isso mostra que existe uma
probabilidade cinco vezes maior do individuo do género masculino ser microfilarémico por

Wuchereria bancrofti quando comparado com individuo do género feminino na area estudada.
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FIGURA 12: Percentagem de examinados em relacdo aos géneros, nas diferentes faixas etarias

TABELA 9: Distribui¢do de microfilarémicos para Wuchereria bancrofti de acordo com o género em
amostras de individuos com idade acima de 10 anos, residentes na regido endémica de filariose
linfatica em Macei6

Género  N° de microfilarémicos (%) N° de negativos (%) “Odds" Relativa
Masculino 20 (0,23) 8.613 (99,77) 5,2
Feminino 5 (0,044) 11.237 (99,956) (IC 95%: 1,8 — 16,0)

5.3. Valida¢ao da técnica de imunocromatografia rapida “ICT card test” para realizacao
de exames em diferentes horarios

Foram realizados exames de imunocromatografia rapida em nove individuos
sabidamente antigeno-positivo para W. bancrofti. Os exames foram realizados em diferentes
periodos ao longo de 24 horas (matutino, vespertino e noturno) com a finalidade de validar,
em nossa regido, a técnica e possibilitar analise antigénica durante o dia, fato que se opde ao
método tradicional no qual a pesquisa especifica de microfilarias do parasito deve ser
realizada exclusivamente a noite (FONTES et al., 2000). Todos os nove individuos
apresentaram exames de imunocromatografia positivos, na mesma intensidade, nos diferentes

turnos de colheita de sangue.



5.4. Comparacdo entre a técnica parasitoldgica da gota espessa de sangue e técnica de
imunocromatografia rapida “ICT card test” em criancas de 5-10 anos

De acordo com os resultados apresentados no item 5.1, a prevaléncia de criangas com
diagnostico de infeccdo pela W. bancrofti foi significativamente maior quando o exame foi
realizado pelo “ICT card test” (0,33%) que a prevaléncia estimada pelo exame de gota
espessa de sangue (0,076%) (p<0,05); sendo a “odds” relativa igual a 4,4 (IC 95% = 1,3 —
16,6) (Tabela 10).

TABELA 10: Namero de criangas (5-10 anos) examinadas por duas diferentes técnicas de diagndstico
laboratorial e positividade para Wuchereria bancrofti

Técnica N° de examinados N° de positivos (%) “Odds" Relativa
Imunocromatografia 3.000 10 (0,33) 4.4
Gota espessa 5.261 4 (0,076) (IC95%: 1,3-16,6)

5.5. Comparacdo entre a técnica parasitoldgica da gota espessa de sangue e técnica de
imunocromatografia rapida “ICT card test” em individuos com idade > 10 anos

Entre individuos com idade acima de 10 anos, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa na capacidade do “ICT card test” em detectar positivos para W. bancrofti
(0,24%) quando comparado com o exame da gota espessa de sangue (0,13%) (p>0,05),
encontrando p= 0,41 para o teste exato de Fischer (Tabela 11).

TABELA 11: NUmero de individuos acima de 10 anos examinados por duas diferentes técnicas de
diagndstico laboratorial e positividade para Wuchereria bancrofti

Técnica N° de examinados  N° de positivos (%) Teste exato de Fisher
Imunocromatografia 411 1 (0,24) p=041
Gota espessa 19.875 25 (0,13)

5.6. Comparacdo da prevaléncia de antigenemia de Wuchereria bancrofti através da
imunocromatografia rapida, em diferentes faixas etarias

Essa analise, com o uso de imunocromatografia rapida mostra que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na capacidade de detectar positivos para W. bancrofti
entre 0 grupo de criangas de 5-10 anos (0,33%) e o grupo de individuos maiores de 10 anos
(0,24%) (p>0,05), sendo a “odds” relativa igual a 1,37 (IC 95%= 0,18 — 28,71) (Tabela 12).



TABELA 12: Namero de examinados por faixa etéria, através do teste de imunocromatografia rapida
e antigenemia para Wuchereria bancrofti

Faixa etaria N° de examinados N° de positivos (%) “Odds"Relativa
5-10 anos 3.000 10 (0,33) 1,37
>10 anos 411 1 (0,24) (IC 95%: 0,18-28,71)

5.7. Comparacdo da prevaléncia de microfilarémicos para Wuchereria bancrofti através
da gota espessa de sangue, em diferentes faixas etarias

Essa analise, com 0 uso da gota espessa de sangue mostra que nao houve diferenca
estatisticamente significativa na capacidade de detectar microfilarémicos para W. bancrofti
entre o grupo de criancas de 5-10 anos (0,076%) e o grupo de individuos maiores de 10 anos
(0,13%) (p>0,05), sendo a “odds” relativa igual a 1,66 (IC 95%= 0,55 — 5,6) (Tabela 13).

TABELA 13: Numero de examinados por faixa etéria, através do teste parasitoldgico da gota espessa
de sangue e microfilarémicos para Wuchereria bancrofti

Faixa etaria N° de examinados N° de positivos (%) “Odds"Relativa
>10 anos 19.875 25 (0,13) 1,66
5-10 anos 5.261 4 (0,076) (IC 95%: 0,55-5,60)

5.8. Avaliagdo dos individuos antigeno-positivo para bancroftose pela
imunocromatografia rapida, através da técnica da filtracdo em membrana de
policarbonato

Os 11 individuos diagnosticados antigeno-positivo pela imunocromatografia rapida
foram avaliados pela técnica de filtragdo em membrana de policarbonato. Destes 11
individuos, nenhum apresentou exame positivo para microfilarias no sangue através da

técnica de filtracdo em membrana de policarbonato, quando foi filtrado 1 mL de sangue.

5.9. Avaliacdo dos individuos microfilarémicos para bancroftose pela gota espessa de
sangue, atraveés da técnica da filtracdo em membrana de policarbonato

Os 29 individuos diagnosticados microfilarémicos pela gota espessa de sangue foram
avaliados pela técnica de filtragdo em membrana de policarbonato. Desses individuos, 27
apresentaram exames positivos para microfilarias no sangue através da técnica de filtracdo em
membrana de policarbonato. A média da densidade de microfilarias desses individuos,

analisados através da filtragdo em membrana, foi de 38,1 microfilarias/mL de sangue, com



valores que variaram de 1 microfilaria/mL de sangue a 399,3 microfilarias/mL de sangue.
Esse valor da média de parasitemia é considerado baixo pelos padrdes da OMS (WHO, 1992).

5.10. Avaliacdo dos individuos antigeno-positivo para bancroftose pela
imunocromatografia rapida, através da técnica imunoenzimatica ELISA

Os 11 individuos diagnosticados antigeno-positivo pelo “ICT card test” foram
avaliados pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA). Todos os pacientes foram antigeno-positivo
através da técnica imunoenzimatica ELISA. A media da densidade de antigenos desses
individuos, analisados através do ensaio imunoenzimatico foi de 3.678 Unidades de
antigeno/mL de soro, com valores que variaram de 503 Unidades de antigeno/mL de soro a

7.580 Unidades de antigeno/mL de soro.

5.11. Avaliacéo dos individuos microfilarémicos para bancroftose pela gota espessa de
sangue, através da técnica imunoenzimatica ELISA

Dos 29 individuos diagnosticados microfilarémicos pela gota espessa, 8 foram
avaliados através do ensaio imunoenzimatico (ELISA), sendo esses 8, antigeno-positivo. A
média da densidade de antigenos desses individuos analisados através do ensaio
imunoenzimatico, foi de 10.152 Unidades de antigeno/mL de soro, com valores que variaram
de 110 Unidades de antigeno/mL de soro a 29.541 Unidades de antigeno/mL de soro.

5.12. Avaliacdo da autoctonia dos individuos parasitados pela W. bancrofti
Todos os individuos que apresentaram exames positivos para W. bancrofti, pelas
diferentes técnicas de diagnostico, foram considerados autoctones ja que nasceram na area em

estudo e nunca viveram em outras areas consideradas endémicas para a bancroftose.

5.13. Estudo da interrupgdo da transmissdo de filariose bancroftiana na cidade de
Maceio-AL

Examinando 3.000 criangas com idades variando entre 5-10 anos, residentes na regido
endémica de Maceid-AL, através da técnica de imunocromatografia rapida, foram

encontrados 10 antigeno-positivo, verificando uma prevaléncia de 0,33%.



6. DISCUSSAO

A técnica da gota espessa de sangue é o método de escolha para o diagnostico da
filariose linfatica, utilizado nos inquéritos hemoscépicos desde os primeiros estudos
realizados em Maceid-AL, por ser um método préatico, rapido e econdmico para obtencdo de
amostras de sangue colhidas durante a noite (DEANE et al., 1953; FONTES, 1996). Também
por isso, essa técnica de diagndstico foi utilizada como padrdo para avaliar uma nova técnica
de deteccdo de antigenos circulantes de W. bancrofti, a imunocromatografia rapida (“ICT
card test”), que ¢ um método rapido e pratico, podendo ser utilizado diretamente no campo e
em qualquer hora do dia.

A populacdo na faixa etaria entre 5-10 anos foi escolhida porque, de acordo com a
OMS, se o indice de exames positivos pela técnica de imunocromatografia for inferior a 0,1%,
pode-se inferir que na area avaliada ndo ha transmissao ativa da parasitose (WHO, 2000). A
prevaléncia encontrada em 3.000 criancas, através da imunocromatografia rapida, na area
endémica de filariose em Maceid foi 0,33% e esse valor indica que possivelmente ainda ha
transmissdo ativa da parasitose nesta area, ainda que baixa, pois se aproxima do valor maximo
preconizado pela OMS para as areas nas quais a transmissdo foi interrompida. A prevaléncia
de microfilarémicos, através da gota espessa de sangue, entre 5.261 criangas na mesma faixa
etaria, residentes na mesma area endémica, foi de 0,076%, sendo esta também, uma
prevaléncia considerada baixa. Esta menor prevaléncia verificada através da gota espessa €
devido a menor capacidade desta técnica de detectar parasitados quando comparada com a
técnica da imunocromatografia rapida (RAMZY, et al., 1999; BRAGA et al., 2003). Rawlins
e cols. (2004), em Trinidad & Tobago, ndo encontraram nenhum caso de antigeno positivo
através do teste de imunocromatografia rapida, avaliando aproximadamente 3.000 escolares
com idade entre 6-12 anos, confirmando uma aparente interrupcéo de transmisséo de filariose
linfatica em areas selecionadas deste pais. Ja no Haiti a realidade é outra; em algumas escolas
de determinadas comunidades do pais foi encontrada uma prevaléncia de 4,0% de antigeno-
positivo para W. bancrofti entre criancas de 6-11anos, porem quando se analisa a populacéo
nesta faixa etaria, em todo pais, a prevaléncia de antigeno-positivo aumenta para 7,5%,
mostrando uma alta transmissdo da parasitose (ROCHARS et al., 2004). Comparando-se 0S
resultados obtidos em Maceié com os dos paises citados acima, € possivel dizer que a
transmissdo ativa € significativamente baixa na area endémica de filariose linfatica na capital

alagoana.



A prevaléncia encontrada nos 411 examinados acima de 10 anos em Macei0, através
da imunocromatografia rapida, retrata uma situacdo similar a encontrada nos inquéritos
hemoscopicos realizados em 19.875 individuos, na mesma area endémica e no mesmo tipo de
populacdo, analisados atraves da gota espessa de sangue.

Todos os casos de antigeno-positivo ou microfilarémicos encontrados nesse estudo em
Macei6 foram considerados autdctones, uma vez que nasceram e se criaram na area endémica
estudada. No passado também eram autdctones os casos de microfilarémicos detectados na
mesma area (FONTES et al., 1998; ROCHA et al., 2000).

Quando se analisa a area endémica de filariose linfatica de Maceid, através da
imunocromatografia rapida nos diferentes grupos etarios estudados, verifica-se que as
prevaléncias de 0,33% entre criancas e 0,24% entre maiores de 10 anos sdo baixas. Também
sdo baixas as prevaléncia de 0,076% entre criancas e 0,13% entre maiores de 10 anos, quando
se utiliza a técnica da gota espessa de sangue. Os dados atuais de prevaléncia indicam que em
Macei6 esta ocorrendo um declinio da transmissdo da filariose linfatica com o passar dos
anos. A percentagem de microfilarémicos nesta mesma area sofreu uma reducdo de 5,8% em
1995, para 0,74% em 1999, 0,54% em 2000, 0,49% em 2001, 0,10% em 2002, e 0,07% em
2003 (FONTES et al., 2003). Provavelmente, esta diminuigdo na prevaléncia se deve a
implementacdo do programa de controle da enfermidade em Macei6, ocorrido em 1999, e
deteccdo e tratamento de parasitados. Desde que o programa de eliminacdo da filariose seja
executado e ndo sofra interrupcdo, espera-se em breve a eliminacdo da transmissdo da
bancroftose em Maceio.

Dentre os antigos focos conhecidos de filariose linfatica no Brasil, Fontes e cols.
(2005) retrataram a situacdo da enfermidade em Belém—PA, mostrando um decréscimo da
parasitose desde a década de 1950 (9,8% em 1951, 4,3% em 1962, 0,01% em 1993), e
nenhum exame hemoscopico e entomoldgico positivo encontrado nos anos de 2002 e 2003.
Ainda em Belém, entre 3.000 criancas de 5-10 anos examinadas através de
imunocromatografia rapida, ndo se detectou nenhuma antigeno-positivo para W. bancrofti
(BRAUN et al. 2004). Baseado nestes dados, a situacdo epidemioldgica de Belem deve ser
analisada por critérios definidos pela OMS, para verificacdo da interrupcéo da transmisséo da
parasitose no municipio (FONTES et al., 2005).

As médias das idades observadas nas amostras aleatorias entre criancas de 5 a 10 anos
estudadas nos diferentes inquéritos, usando imunocromatografia rapida ou gota espessa de
sangue, apresentaram concordancia. Também apresentaram concordancia as médias das

idades entre amostras aleatérias de individuos com mais de 10 anos analisados através das



mesmas técnicas citadas anteriomente. Isto deixa claro a semelhanca entre as amostras quando
comparadas as mesmas faixas etarias e diferentes técnicas de diagndstico.

Em relacdo ao género, pode-se observar que na faixa etéaria entre 5-10 anos nao existe
diferenca significativa na prevaléncia de parasitados por diferentes técnicas, pois foram
encontradas, respectivamente, 0,33% e 0,34% criangas infectadas do género masculino e
feminino pela imunocromatografia rapida; e pela gota espessa a prevaléncia foi de 0,075%
para meninos e 0,077% para meninas. Em um estudo anterior realizado na mesma area,
quando se obteve 5,8% de prevaléncia de microfilarémicos pela gota espessa de sangue, a
freqiiéncia de parasitados de individuos do sexo masculino foi significativamente maior que
do sexo feminino (ROCHA et al. 2000). A analise deste parametro feita com os dados obtidos
no presente trabalho ficou prejudicada pelo pequeno nimero de parasitados detectados. Além
disto, a média de idade da populacao estudada anteriomente foi 23,1 + 14,1 anos, e a média de
idade nas criangas amostradas neste trabalho foi 7,4 + 1,7 anos. Ja em individuos com mais de
10 anos de idade, examinados através de gota espessa neste trabalho, também pode-se
verificar uma maior prevaléncia de microfilarémicos do género masculino (0,23%) em relacédo
ao género feminino (0,044%) (p<0,05), estando de acordo com Rocha e cols. (2000).

O presente estudo mostra que a técnica de imunocromatografia rapida pode ser
utilizada com seguranca em horérios diurno e noturno, facilitando a realizacdo de inquéritos
em locais de dificil acesso, como € o caso da area estudada, onde a desigualdade social e 0
indice de violéncia sdo elevados. Esse fato estd de acordo com trabalho realizado no sul da
india (PANI et al. 2000) e confirma a possibilidade da realizacdo do teste de
imunocromatografia durante o dia, sem perda da sensibilidade, na nossa regiéo.

Comparado-se a técnica da imunocromatografia rapida para pesquisa de antigenos
circulantes com a técnica parasitolégica da gota espessa de sangue para pesquisa de
microfilarias, pode-se observar maior capacidade de deteccdo de W. bancrofti pelo método
imunocromatografico quando analisadas criangas entre 5-10 anos de idade. Essas criangas
possuem probabilidade 4,4 vezes maior de serem diagnosticadas positivas pelo teste da
imunocromatografia rapida, do que com a técnica da gota espessa. Essa diferenca pode
ocorrer pelo fato de que a imunocromatografia consegue detectar antigenos circulantes dos
vermes adultos de W. bancrofti. Outro motivo € que nem sempre 0S pacientes possuem
concentracdes de microfilarias detectaveis pela gota espessa, e ainda, pode existir uma unica
forma de verme adulto (macho ou fémea), ndo ocorrendo producdo de microfilarias. Quando
foram analisados individuos maiores de 10 anos néo foi observada diferenca significativa, em

relacdo a capacidade de deteccdo de W. bancrofti entre as duas técnicas. Braga e cols. (2003)



estudando individuos com idade entre 5 e 65 anos na cidade de Olinda-PE, encontraram alta
sensibilidade do teste de imunocromatografia rapida comparada com a gota espessa de
sangue. Quando se avalia a populacdo geral, ou seja, todas as faixas etarias, através da
imunocromatografia rapida, o grupo de criancas talvez seja 0 mais importante para detectar
parasitados por W. bancrofti, pois criangas geralmente apresentam infecc¢des recentes. Sunish
e cols. (2001), mostraram que num grupo de criangas com idade entre 2-5 anos, existia uma
diferenca muito grande entre microfilaremia e antigenemia encontradas para W. bancrofti,
pois entre 52 criancas microfilarémicas negativas, 48 foram positivas através da
imunocromatografia rapida. O mesmo estudo também mostrou diferenca semelhante num
grupo entre 6-10 anos de idade.

O uso da técnica de filtracdo de sangue em membrana de policarbonato em pacientes
diagnosticados antigeno-positivo comprovou a maior capacidade de deteccdo de parasitos de
W. bancrofti pela imunocromatografia rapida “ICT card test” do que pela filtracdo em
membrana, transformando a imunocromatografia rdpida em uma referéncia na deteccdo de
parasitados com baixas parasitemias ou amicrofilarémicos. Estudos feitos em Sri Lanka por
Chandrasena e cols. (2002) mostraram que 67 pacientes positivos atraves da filtracdo em
membrana também foram positivos pelo ICT, e nesta mesma populacdo endémica, 12
microfilarémicos negativos foram antigeno-positivo pelo ICT, apresentando um resultado
concordante com o do presente trabalho.

Na avaliacdo de 29 pacientes microfilarémicos (detectados pela gota espessa),
utilizando a técnica da filtracdo de sangue em membrana de policarbonato, foi verificado que
dois individuos microfilarémicos pela gota espessa ndo foram detectados através da filtracdo
em membrana, sendo este um resultado ndo concordante com a maioria da literatura
(RAMZY, et al., 1999; PANI et al. 2000; CHANDRASENA et al., 2002). Porém, alguns
autores ja observaram casos semelhantes ao do nosso trabalho, quando relacionaram gota
espessa de sangue capilar e filtracdo de sangue venoso em membrana de policarbonato, pois
mostraram que a concentracdo de microfilarias no sangue capilar € maior que no sangue
venoso (HAIRSTON & JACHOWSKI, 1968; FONTES, 1996). Assim, pacientes com muito
baixa parasitemia podem apresentar gota espessa positiva (concentragdo de microfilarias nos
capilares) e exame de filtracdo de sangue (venoso) negativo. Em nosso estudo os dois
pacientes que foram negativos na filtracdo de sangue, apresentaram apenas 1 microfilaria em
cada lamina de gota espessa examinada, apresentando portanto, muito baixa concentracdo de
microfilarias sanguineas. Comparando-se a tecnica de filtragdo em membrana de

policarbonato com a gota espessa de sangue, usando maior volume para filtragdo em



membrana, verificou-se que o numero de microfilarémicos detectados pela filtracdo é maior
que pela gota espessa de sangue (SOUTHGATE, 1974; SCHEIBER et al., 1976). Porém em
amostras de sangue com iguais volumes, foi observado que nao existia diferenca significativa,
principalmente em individuos com altas parasitemias (FELDMEIER et al.,1986; SABRY,
1991). Em 2005, Leite e cols. relataram que em microfilarémicos de Maceid, com densidade
parasitaria < 10 microfilarias/mL de sangue, a técnica da filtragdo em membrana de
policarbonato é significativamente mais sensivel que a gota espessa de sangue, j& com
densidade parasitaria > 10 microfilarias/mL de sangue, a diferenca de sensibilidade ¢
insignificante. Chandrasena e cols. (2002) encontraram entre 213 individuos examinados, 67
microfilarémicos para W. bancrofti atraves da filtracdo em membrana e 63 microfilarémicos
para W. bancrofti por gota espessa de sangue, com volumes de 1 mL e 60 uL de sangue,
respectivamente; mostrando uma pequena diferenca de sensibilidade entre as técnicas. A
pequena diferenca entre as técnicas de gota espessa e filtracdo em membrana para detec¢édo de
microfilarémicos para W. bancrofti, encontrada por Chandrasena e cols. (2002) é,
provavelmente justificada pelo nivel de parasitemia encontrado que foi entre 8 a 1.782
microfilarias/mL de sangue.

Frente a imunocromatografia rapida, uma outra técnica imunolédgica (ELISA)
mostrou-se com igual capacidade para deteccdo de antigenos circulantes de W. bancrofti no
soro. Isto mostra que a imunocromatografia rapida tem igual capacidade de detectar antigeno-
positivo quando comparado a ELISA, em casos de individuos amicrofilarémicos. Testes
utilizando soros para diagndstico de infeccdo por W. bancrofti baseados na deteccdo de
antigenos circulantes, através de imunocromatografia rapida e ELISA, foram analisados e
tiveram como resultado que a imunocromatografia era menos sensivel que a ELISA para
soros com niveis baixos de antigenos circulantes (WEIL et al., 1997; SIMONSEN &
DUNYO, 1999). Nuchprayoon e cols. (2003), estudando migrantes de Myanmar na Tailandia
verificaram que a técnica de ELISA utilizando anticorpos monoclonais Og,Cs para detecgdo
de antigenos filariais foi significativamente mais sensivel que a imunocromatografia rapida
para filariose, em casos de pacientes amicrofilarémicos. Em individuos microfilarémicos
Simonsen & Dunyo (1999) relataram igual sensibilidade (100%) para ambos 0s testes.

Em individuos microfilarémicos detectados pela gota espessa nesse estudo, a
densidade media de antigenos de W. bancrofti através de ensaio imunoenzimatico, é bem
maior que a densidade média de antigenos detectada em individuos positivos pela
imunocromatografia. 1sso mostra que a carga antigénica em individuos microfilarémicos €

consideravelmente maior que aquela verificada em individuos amicrofilarémicos.



Em muitas areas da Africa ocorrem infecces com Dracunculus medinensis co-
existentes com infecgGes por Onchocerca volvulus e W. bancrofti. Devido a isto, foi realizado
um estudo por Bloch e cols. (1998) para observar a importancia das infeccdes por D.
medinensis em relacdo a especificidade e sensibilidade dos testes disponiveis para o
diagndstico baseado em antigeno circulante da filariose bancroftiana, usando o teste de cartéo
ICT e a técnica de ELISA (TropBio Pty Ltd, Queensland, Australia) que usa 0 anticorpo
monoclonal Og,Cs. Porém o resultado mostrou que ocorreu alguma reacdo imunologica
cruzada do soro de pessoas infectadas com D. medinensis comparada com a W. bancrofti.
Duas de 40 amostras de soro dos individuos com dracunculiase deram uma resposta falso-
positiva para W. bancrofti com o teste ICT e uma também com o teste ELISA.

Dados da literatura mostram que a técnica de imunocromatografia rapida, apresenta
até 100% de sensibilidade para o diagnostico da W. bancrofti (BLOCH et al., 1998;
SIMONSEN & DUNYO, 1999; CHANDRASENA et al., 2002). Testes baseados em
imunocromatografia para deteccdo de antigenos também sdo utilizados no diagndstico da
maldria, onde utilizam antigenos especificos para o P. falciparum (PfHRP-1I) ou para todas
as outras espécies de parasitos causadores da malaria humana (PLDH). A sensibilidade destes
testes mostram-se mais variaveis que as do “ICT card test” para antigenos de filariose
bancroftiana, principalmente com a reducdo da densidade do parasito. Pharmd e cols. (2001)
relataram 93% de sensibilidade em relagéo a detecgdo de Plasmodium falciparum. Em outro
trabalho, Ferro e cols. (2002) relataram que a eficiéncia no diagnostico de malaria foi de
96,6%, enquanto Coleman e cols. (2002) encontraram que em densidades altas de parasitos, o
ensaio era bastante sensivel para o P. falciparum, porém a performance do ensaio caiu
marcadamente com a reducgéo da densidade dos parasitos.

Embora a imunocromatografia rapida para a deteccdo de antigenos circulantes de W.
bancrofti seja mais sensivel que a gota espessa para procura de microfilarias em avaliacdes
sobre a prevaléncia e distribuicdo de filariose linfatica, € preciso cautela, pois estudos
demonstram que 0s antigenos circulantes persistem em pessoas amicrofilarémicas por até 3
anos apods tratamento (SCHUETZ et al., 2000). Isto é uma limitacdo para a proposta de
monitoramento da filariose em programas de eliminacdo e controle de cura, pois individuos
tratados que ndo apresentam mais a parasitose, podem ser diagnosticados como antigeno-
positivo durante certo tempo, apresentando um resultado falso-positivo. Outro problema é o
elevado custo, em torno de US$ 8.00 cada cartdo, que dificulta seu uso para mapeamento de
areas endémicas de bancroftose, em varios paises pobres. Eigege e cols. (2002) conduziram

um estudo para determinar se a frequéncia de hidrocele em individuos de vilas nigerianas



poderia ser utilizada como complemento ao uso de imunocromatografia rapida em amostras
de populacdo nas atividades de mapeamento para filariose, j& que a hidrocele é uma das
manifestacdes clinicas mais comuns desta enfermidade em areas endémicas. A pesquisa
mostrou um resultado de “ICT card test” positivo 17 vezes maior que a frequéncia de
hidrocele. Em andlise total de vérios vilarejos a prevaléncia média de hidrocele teve uma
pequena correlagdo com o “ICT card test”. O resultado n3o foi consistente com as
observacdes de Gyapong e cols. (1998), que encontraram uma excelente correlacdo entre
prevaléncia de microfilarias encontradas em horarios noturnos no sangue de parasitados e
hidrocele em individuos de Gana. Esta diferenca pode ser devido a uma maior sensibilidade
do “ICT cad test” em relagao a analise microscopica de microfilaria.

Em geral a técnica de imunocromatografia rapida oferece vantagens em relacdo a
outras técnicas laboratoriais de diagndstico para filariose linfatica, pois possui alta capacidade
de detecgdo de parasitados, mesmo quando amicrofilarémicos. Além disso, ndo necessita de
procedimentos adicionais no laboratério e nem uso de microscépio, podendo ser realizada
durante qualquer hora do dia, com resultado imediato.

E objetivo da Organizacdo Mundial de Satide (OMS) e da Organizagdo Pan Americana
de Saude (OPAS), a eliminacdo da Filariose linfatica como problema de salde publica no
mundo até 2020 (WHO, 2000). Utilizando os padrées da OMS para verificar a auséncia de
transmissao em area endémica definida (WHO, 2000), verificou-se que esta enfermidade, na
atualidade, apresenta uma transmissdo controlada na cidade de Macei6 e que provavelmente

caminhara para uma total auséncia, atingindo essa meta antes da data proposta.



7. CONCLUSOES

7.1 A prevaléncia de criancas antigeno-positivo e/ou microfilarémicas por W.

bancrofti, em Macei0, indicam baixa transmissao da parasitose.

7.2 A prevaléncia da filariose bancroftiana, em individuos acima de 10 anos antigeno-
positivo e/ou microfilarémicos por W. bancrofti, em Maceid, mostram-se em declinio quando

comparadas com inquéritos realizados no passado.

7.3 Em criancas (5 a 10 anos de idade), a técnica de imunocromatografia rapida
apresenta maior capacidade de deteccdo de positivos para bancroftose quando comparada com

a técnica da gota espessa de sangue.

7.4 Em individuos maiores de 10 anos, a técnica de imunocromatografia rapida
apresenta a mesma capacidade de deteccdo de positivos para bancroftose quando comparada

com a técnica da gota espessa de sangue.

7.5 As prevaléncias de parasitados entre as faixas etarias de 5-10 anos e maiores de 10
anos, ndo apresentam diferenca quando analisadas pelo método da imunocromatografia rapida

e pelo método da gota espessa de sangue.

7.6 A imunocromatografia rapida possui capacidade superior que a técnica da filtracdo
de sangue em membrana de policarbonato para detectar pacientes com baixas parasitemias ou

amicrofilarémicos.

7.7 A técnica da filtracdo de sangue em membrana de policarbonato ndo conseguiu
detectar dois microfilarémicos que foram positivos anteriormente pela gota espessa com

baixissima parasitemia (apenas 1 microfilaria em toda a lamina de gota espessa examinada).

7.8 A técnica imunoenzimatica mostrou-se com igual capacidade na deteccdo de
antigenos circulantes de W. bancrofti, quando comparada com a técnica de

imunocromatografia rapida.



7.9 A técnica imunoenzimaética também mostrou-se com igual capacidade na detecgdo

de parasitados por W. bancrofti, quando comparada com a técnica da gota espessa de sangue.

7.10 A prevaléncia de filariose linfatica entre criancas examinadas através da
imunocromatdgrafia rapida, sugere uma baixa transmissdo da parasitose na regido estudada

em Maceid.



8.1 ANEXO A

Termo de consentimento livre e esclarecido:

Eu, ,C.I. e/ou CPF: residente no

endereco: fui esclarecido a respeito do Projeto de

pesquisa: “Reavaliagdo da prevaléncia de parasitados por Wuchereria bancrofti (Cobbold, 1877) em
areas endémicas definidas de Filariose linfatica em Maceid: Acbes para auxiliar a eliminacdo da
Bancroftose no Brasil”. Estou ciente que esta doenga, conhecida popularmente como Elefantiase ¢
transmitida em nosso meio pela picada do mosquito ou muri¢oca contaminada. Apds esclarecido da
situacdo, participarei e autorizo a participacdo de minha familia no citado Programa que esta sendo
desenvolvido pela Universidade Federal de Alagoas e Secretaria Municipal de Saide de Maceio.

O sangue a ser analisado, serd colhido em minha residéncia, com o uso de lancetas

descartaveis, sem risco nenhum ou desconforto para o participante e sera encaminhado, via Prefeitura

Municipal, para o exame laboratorial na Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Se for detectado
algum parasitado em minha residéncia, novo material (sangue) sera colhido com uso de seringas e
agulhas descartaveis para ser analisado. Também estou ciente que receberei 0s resultados dos exames

que serdo mantidos em sigilo e que os familiares parasitados detectados irdo fazer exame médico e

serdo imediatamente tratados e acompanhados por clinicos da Secretaria Municipal de Salude de

Maceid, sob acompanhamento de pesquisadores da UFAL, local onde a pesquisa sera desenvolvida.

Autorizo a Universidade Federal de Alagoas (UFAL) a conservar, sob sua guarda, soros
coletados, para serem usados em exames de laboratério, com objetivo futuro de pesquisa médica ou
educacional. Autorizo ainda, que as informagfes médicas obtidas de minha pessoa, possam ser
utilizadas em publicaces cientificas, preservando nesse caso minha identidade.

Atesto ainda que participei de uma palestra explicativa, dada por professores e estudantes da
UFAL, sobre a Filariose (Elefantiase) e seus riscos a saude humana e como evitar a contaminacao.

Estou ciente que poderei recusar ou retirar meu consentimento, em qualquer momento da
investigacdo, sem qualquer penalizag&o.

Finalmente, estou ciente que terei o direito garantido a melhor conduta médica diante de uma

intercorréncia indesejavel que possa ocorrer durante o acompanhamento ou desenvolvimento da
pesquisa.

Este “termo de consentimento” me foi totalmente explicado e eu entendi seu contetido.

Maceio, AL, [ /

Assinatura do examinado

Testemunha: Membro da Equipe de Pesquisa



8.2 ANEXOC B
Parecer do Comité de Etica em pesquisa da Universidade Federal de Alagoas

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saide
Comissiio Nacional de Etica em Pesquisa - CONEDP
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8.3 ANEXOC

Solucoes utilizadas

C.1 - Solucéo anticoagulante de EDTA
Acido etileno-diamino-tetracético (EDTA)..... 10,0 g

Agua destilada g.5.p.....ccevvveercerieieeeiereeenans 100 mL
Usar como anticoagulante na propor¢do de 1% em relacdo ao volume de sangue, ficando a

concentracdo final cerca de 1 mg EDTA/mL de sangue.

C.2 - Solucéo salina fosfatada tamponada 0,15 M pH 7,2

Cloreto de SOI0.........cocvvveveieeiiee e 8,0 ¢
Fosfato de sodio dibasico heptahidratado.......... 2,189
Fosfato de potassio monobasico........................ 0,20 g
Cloreto de potassSio.........cevvvvvevverieiieseere e 0,20 g
Agua destilada g.S.p.....c.verveerecerieecereeeenns 1.000 mL

Esterilizar em autoclave e armazenar a 4°C.

C.3 - Solucéo estoque de eosina 2%
Eosina amarela.............cc.coueeeen. 209

Agua destilada g.s.p............... 100 mL

Pesar e dissolver a eosina em &gua destilada. A solucdo estoque deve ser mantida em frasco
ambar. Diluir a solucdo estoque na propor¢do de 1:40 em agua destilada, no momento de uso
(eosina 0,05%).

C.4 - Solucao estoque de Giemsa
Dissolver 1,0 g de Giemsa (Azur-eosina-azul de metileno seg. Giemsa, E. Merck,

Darmstadt, Germany) em 54 mL de glicerina. Apds resfriamento, adicionar 84 mL de
metanol. Deixar 24 horas em estufa a 37°C com suave agitacéo periddica. Filtrar e armazenar
a temperatura ambiente, em vidro &mbar. Diluir com tamponada pH 6,8 no momento de uso,

na proporcao de 1 gota de solucdo estoque para 1 mL de 4gua tamponada.

C.5 - Agua destilada tamponada - solucéo estoque pH 6,8
Fosfato de potassio monobasico ................... 9,30 g

Fosfato de sodio dibasico heptahidratado......10,84 g
Agua destilada g.S.p.....c.vveveverrrrieerrieienans 500 mL

Filtrar e armazenar a 4°C. Diluir a solucdo estoque na propor¢ao de 1:20 para uso.



8.4 ANEXO D

Questionario para verificacdo de casos autoctones

Nome: N° de Registro:
Endereco atual: Bairro: Cidade:
Endereco anterior: Bairro: Cidade:
Nome do informante: Parentesco:

Data nascimento do paciente: Idade:

Local de nascimento do paciente:
H& quanto tempo mora em Maceio:

Locais onde ja morou (outros bairros de Maceid ou outras cidades):

Local (cidade/Estado) Quando? Quanto tempo
Ja viajou para fora de Macei6? Para onde?
Quando? Quanto tempo fora?
Jé esteve em Recife? Quando e quanto tempo ficou 14?
Ja esteve em Belém? Quando e quanto tempo ficou l1a?

Outras informagdes:

Entrevistador: Data: / [/ . Assinatura;
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