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RESUMO

BASANO, S. A. Estudo preliminar da reducdo da microfilaremia “in vive” de Mansonella
ozzardi (Manson, 1897) com uso de ivermectina, utilizando a técnica de filtracdo em
membrana de policarbonato, Labrea, Amazonas, Amazo6nia Ocidental, Brasil. 2015. 135 f.
Tese (Doutorado em Parasitologia) — Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, 2015.

Mansonelose é uma parasitose negligenciada que ocorre ao longo de alguns rios Amazonicos.
N&o existe nenhuma padronizacdo de seu tratamento, 0 que resulta em um problema de saude
para as autoridades publica locais de saude. Estudou-se a eficicia do uso de dose Unica de
ivermectina 0,15 mg/kg de peso no tratamento de 74 pacientes com infeccdo pela filaria
Mansonella ozzardi em area endémica, no municipio de Labrea, onde ndo existe a presenca de
outros filarideos humanos. Inicialmente foi realizada a coleta de sangue para o diagndstico
parasitolégico utilizando a filtragdo de sangue em membrana de policarbonato (FMP) e para
analises bioguimicas e hematoldgicas. Foi realizado anamnese, exame clinico e as coletas de
sangue para quantificagdo de microfiléarias, comparando os resultados dos pacientes do primeiro
dia e ap6s 72 horas no minimo e seguindo-os até 1 ano apds o tratamento. Foi observado que
houve uma reducéo estatisticamente significativa em relacdo a densidade de microfilarias (%2
de Friedman = 159,00; valor-p < 0, 0001) ap6s 1 ano do uso da medicacdo, e que ndo houve
alteracbes laboratoriais (hemograma, metabolitos hepaticos e excretas nitrogenados), que
comprometessem o0 uso da ivermectina em dose Unica de 0,15 mg/kg de peso. Entretanto 64,9%
dos pacientes apresentaram sintomas e sinais clinicos ap6s o tratamento com a ivermectina
(hipertermia, cefaleia, artralgia e tontura). Concluiu-se que o uso da ivermectina nesta dose
apresenta-se como um eficaz microfilaricida, mantém um efeito supressor de microfilérias, por
pelo menos 1 ano e que as reacOes adversas, embora comuns, ndao sdo obstaculos para o
tratamento com este farmaco.

Palavras-chave: Filarioses. Mansonella ozzardi. Mansonelose. Tratamento. lvermectina.
Amazoénia Ocidental.



ABSTRACT

BASANO, S.A. Preliminary study of the reduction of microfilaremia “in vivo” of
Mansonella ozzardi (Manson, 1897) with use of ivermectin, using the blood filtration
polycarbonate membrane technique, in Labrea, Brazilian Amazon, Western Amazon,
Brazil, 2015. 135 p. Ph. D. thesis (Parasitology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2015.

Mansonelliasis is a neglected parasitosis that occurs over a few Amazonian rivers. There is no
standardization of treatment, resulting in a public health problem for the local authorities. The
study focused in the efficacy and tolerability of a single-dose use of ivermectin 0.15 mg / kg
body weight in the treatment of 74 patients infected by the filarial worm Mansonella ozzardi in
an endemic area in the municipality of Labrea, where there is the no presence by other human
filariae. Before and after the parasitological diagnosis by the blood filtration polycarbonate
membrane technique and treatment, anamnesis, clinical examination and blood collection for
quantification of microfilariae, biochemical and hematological analysis were done, comparing
the outcomes of patients the in the first day and after 72 hours and at least following up the
patients for 1 year. The study concluded that there was a statistically significant reduction in
microfilariaemia density (32 Friedman = 159, 00; p-value <0, 0001) after 1 year of use of the
medication, and that there were no laboratory abnormalities (hematological profiles, liver
metabolites and nitrogen excreta) that compromised the use of ivermectin in a single dose of
0.15 mg / kg. However, 64.9% of patients showed clinical symptoms and signs after the
treatment with ivermectin, but none of them were severe or health threatening. In conclusion,
the use of ivermectin, in this dose is a effective microfilaricide and maintains a suppressive
effect for at least 1 year and the adverse reactions, although common, are not an obstacle for
the treatment with this drug.

Keywords: Filariasis. Mansonella ozzardi. Mansonelliasis. Treatment. lvermectin. Western
Amazon.
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Estudo preliminar da redugao da microfilaremia “in vivo” de Mansonella ozzardi
(Manson, 1897) com uso da ivermectina, utilizando a técnica de filtracdo em

membrana de policarbonato, Labrea, Amazonas, Amazdnia Ocidental, Brasil.

Figura 1 - Ribeirinho e Labrense tipico e mansoneldético.
Original: Leandro Viana, DPZ.



CONTEXTUALIZACAO

O ensaio clinico com o uso da ivermectina para tratamento da Mansonella ozzardi é
parte de um projeto sobre filarioses amaz6nicas em populacdo ribeirinha de Labrea-AM,
portadora da mansonelose, realizado pela Universidade de S&o Paulo em seu ndcleo instalado
no estado de Ronddnia, denominado Instituto de Ciéncias Biomédicas 5 da USP — ICBS5,
(Figura 1). Este nacleo da USP teve sua concepcdo a partir da ideia dos parasitologistas e
professores Erney Felicio Plessmann de Camargo, Henrique Krieger, Luiz Hildebrando Pereira
da Silva e Luis Marcelo Aranha Camargo. Esses professores/pesquisadores vislumbraram a
necessidade de interiorizar massa critica nas regides a serem desbravadas pela ciéncia e abrir
uma nova area de campo para jovens pesquisadores em parasitologia. A partir dai, jovens
parasitologistas foram deslocados para Rond6nia em 1989, dentre eles, meu orientador, o Prof.
Luis Marcelo. Iniciaram-se entdo um conjunto de a¢bes que culminaram com a construcdo do
nucleo de pesquisa na cidade de Monte Negro em 2001 (Figura 2), dando oportunidade para a
formacdo de pesquisadores no estado de Rondénia, e, ja na primeira década de existéncia
formal, alavancando em torno de 12 milhdes de reais em projetos de pesquisa e originando
mais de 120 artigos cientificos entre os quais esta tese de doutorado esta incluida.

O projeto sobre filarideos da Amazodnia foi idealizado a partir dos trabalhos dos
professores Lebnidas e Maria Deane, que realizaram inquéritos epidemiolégicos na regido no
final da década de 1940 e inicio da década de 1950, quando houve ocorréncia de casos de
Wuchereria bancrofti e M. ozzzardi em algumas cidades da Amaz6nia. Apesar de outros
autores terem continuado a pesquisar este assunto no Brasil, com maior énfase na Bancroftose,
0 estado de Ronddnia acabou ficando em siléncio cientifico por mais de cinco décadas, até,
apos a palestra do Prof. Gilberto Fontes, atual professor da Universidade Federal de Sdo Jodo
Del Rei, que ao estudar os trabalhos do professor Deane e apesar de todas as opinifes em
contrario conseguiu, junto com a Prof.2 Eliana M. Mauricio da Rocha, redescobrir a ocorréncia
da filariose linfatica em Alagoas. E, ap6s anos de trabalho arduo de pesquisa, assisténcia e
ensino culminaram com o selo verde da OPAS/OMS (eliminacdo desta doenca em Alagoas).
Esses fatos, somados a uma curiosidade médica (antiga) de alguns tropicalistas e médicos
assistentes do Centro de Medicina Tropical de Ronddnia e da Universidade de Sao Paulo,
resultaram em um grande projeto de pesquisa de filarideos no Estado de Rondonia.

A partir destes fatos foram elaborados trés projetos financiados pela FAPESP, para
estudar a ocorréncia de trés filarideos especificos (Wuchereria bancrofti, Dirofilaria immitis e

Mansonella ozzardi). Como no projeto inicial, sobre a M. ozzardi ndo foram encontrados



pacientes parasitados em Rondonia (BASANO et al., 2011), a equipe “migrou” para o
municipio de L&brea no estado do Amazonas (municipio vizinho a Porto Velho), que era a
principal cidade que encaminhava portadores desta parasitose para Ronddnia, iniciando assim
este projeto de pesquisa. No estudo sobre W. bancrofti foi verificada a ndo ocorréncia da
filariose linfatica em &reas dos municipios de Porto Velho e Guajard-Mirim em Rondonia e
Humaita no Amazonas (KORTE et al., 2013), e no estudo desenvolvido sobre D. immitis foram
identificados 12% de cées de Porto Velho positivos para a dirofilariose (OGAWA et al., 2013).

ICB5 USP

Figura 2 - Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP em Monte Negro.

Original; Luis Marcelo Aranha Camargo.
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1 INTRODUCAO

A parasitologia € a area da ciéncia que estuda a relagé@o entre os seres vivos de espécies
diferentes em seus varios aspectos (parasitismo), assim sendo, convencionou-se chamar uma
parte desta ciéncia de parasitologia médica, pois de uma maneira especifica, estuda as relacées
entre parasitas e hospedeiros, intermediada na maioria das vezes por seres invertebrados e
tendo como foco principal o ser humano.

O filarideo M. ozzardi (Nematoda, Onchocercidae) ¢ um dos agentes etioldgicos da
mansonelose, doenca causada por uma das trés espécies de Mansonella que parasitam o ser
humano (M. ozzardi, M. perstans e M. streptocerca). Esse helminto (M. ozzardi) possui
distribuicdo geografica limitada as Américas, sendo encontrado do México até a Argentina,
excetuando-se Chile, Uruguai e Paraguai (TAVARES; FRAIHA NETO, 1997).

No Brasil a regido Amazoénica compreende todos os focos desta parasitose e na grande
maioria dos trabalhos sobre esse parasito, foram enfatizado os aspectos epidemioldgicos dessa
parasitose e em outros 0s aspectos clinicos e terapéuticos da mesma.

A proposta deste estudo, apesar do impedimento (por parte do comité) de ética do uso
de um placebo, foi demonstrar em um modelo “before and after intervention” (DEEKS et al.,
2003) o clearence da microfilaremia e 0 acompanhamento dos microfilarémicos por M. ozzardi
por um periodo de um ano apds tratamento, utilizando a técnica de filtracdo em membrana de
policarbonato e verificar in loco os efeitos adversos na tentativa de padronizar a ivermectina

como uma op¢éo para o tratamento da mansonelose.

1.1 Filarias no mundo

As filarias sdo seres do Reino Animalia, Sub-reino Metazoa, filo Nemathelminthes,
classe Nematoda, Ordem Spirurida e superfamilia Filarioidea. A superfamilia Filarioidea €
representada por nematoides, obrigatoriamente parasitos, que habitam o sistema circulatério, as
cavidades celémicas, os musculos e o tecido conjuntivo dos vertebrados. Sdo parasitos
heter6xenos que necessitam de um inseto hematdfago como hospedeiro invertebrado que pode
servir de vetor para diferentes espécies patogénicas: Wuchereria bancrofti, Onchocerca
volvulus, Mansonella ozzardi, M. perstans, M. streptocerca, Brugia malayi, B. timori e Loa loa
(ORIHEL; EBERHARD, 1982; REY, 2001).

As filarias sdo 0os nematoides que apresentam maior evolucdo na escala biologica dos

nematodas humanos. As fémeas adultas sdo viviparas e produzem seus embrides (microfilarias)
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que sdo infectantes para os insetos vetores responsaveis pela transmissdo. As microfilarias (mf)
podem ser encontradas no sangue periférico e na pele do hospedeiro vertebrado (HAWKING,
1979).

Dados da Organizacdo Panamericana de Salde e de trabalhos recentes apontam para
uma alta prevaléncia dessas parasitoses, que do ponto de vista médico e social representam
importante problema de saude publica por ameagarem a vida de grande parte da populacéo
mundial, causando perdas econdmicas e incapacitacdo para o trabalho (OPAS, 2003; ZHANG
etal., 2010).

1.2 Morfologia especifica da Mansonella ozzardi

Os vermes adultos ou macrofilarias de M. ozzardi apresentam dimorfismo sexual e se
localizam no tecido conectivo subcutaneo, tecido conjuntivo subperitoneal e nas membranas
serosas da cavidade abdominal do hospedeiro humano (FONTES; ROCHA, 2005a; ORIHEL;
EBERHARD, 1982). Existe também referéncia de sua presenca nos linfonodos e nos vasos
linfaticos adjacentes (NUTMAN, 2001).

As fémeas apresentam corpo branco, transparente, com cuticula lisa e homogénea,
medindo o dobro do tamanho dos machos, com 3,22 cm a 6,15 cm (média de 4,95 cm) de
comprimento por 0,013 cm a 0,019 cm (média de 0,015 cm) de didmetro (FONTES; ROCHA,
2005a; ORIHEL; EBERHARD, 1982). Os machos medem entre 2,4 cm a 2,8 cm (média de
2,63 ¢cm) de comprimento por 0,007 cm a 0,008 cm (média de 0,007 cm) de diametro e tem
sistema reprodutor em tubos simples e testiculos dispostos na regido esofagica (FONTES;
ROCHA, 2005a; ORIHEL; EBERHARD, 1982). Apresentam dois espiculos, sendo o esquerdo
maior que o direito, 11 papilas pericloacais e outros dois pares mais salientes préximos a
extremidade posterior, que é recurvada anteriormente (BAIN et al., 2015; LAURENCE;
SIMPSON, 1968; ORIHEL; EBERHARD, 1982; TAVARES; FRAIHA NETO, 1997).

As mf de M. ozzardi (Figura 3) circulam no sangue, sem periodicidade regular
(LACERDA; RACHOU, 1955; MORAES, 1959; TAVARES, 1981), medem de 207-232 pum
(média de 220 um) de comprimento por 3-4 um de didmetro e ndo apresentam bainha. Seus
primeiros nucleos somaticos sao tipicamente dispostos em fila Gnica e os dois primeiros
formam um par tipico, um atras do outro, e nas preparacdes coradas, 0s nucleos somaticos
coram densamente. As mf possuem cauda fina e curta terminando em forma de gancho ou

foice, os nucleos caudais séo reduzidos a uma fileira de sete a nove elementos e a ponta da
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cauda € desprovida de nucleos (LAURENCE; SIMPSON, 1968; ORIHEL; EBERHARD, 1982;
TAVARES; FRAIHA NETO, 1997). As mf de M. ozzardi, estudadas por Tavares (1981), em
pacientes do vale do rio Ituxi municipio de Labrea-AM, mediam 162x4 um, semelhantes as
encontradas em Codajas-AM (BIAGI, 1956). A sobrevida da microfilaria é estimada em 32
meses, com o seu ciclo biolégico completado nos simulideos em nove dias (CERQUEIRA,
1959; SHELLEY; SHELLEY, 1976; TIDWELL; MUNOZ, 1980) e nos culicdides em 12 dias
(NATHAN; BARTHOLOMEW; MUNROE, 1978).

As mf de M. ozzardi (Figura 3), também podem ser encontradas em capilares no tecido
subcutaneo de parasitados e deve-se fazer o diagnostico diferencial com O. volvulus (FONTES;
ROCHA, 2005a; MORAES, 1959). A identificagdo das diferentes microfilérias é baseada na
observacao de uma série de estruturas morfologicas a microscopia optica: anel nervoso, células
germinativas, poro excretor, célula excretora, poro anal, espaco cefalico e caudal, assim como a
presenca ou ndo de bainha, o formato da cauda e o ndmero de nucleos na parte caudal
(MARKELL,; VOGE, 1981; TAVARES, 1981; WHO, 2000).

Figura 3 - Microfilarias de M. ozzardi em gota espessa de sangue com aumento de 400X, coradas com Giemsa.
Original: Luis Marcelo Aranha Camargo.
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1.3 Histérico

Das espécies de filarias encontradas em nosso meio parasitando humanos, apenas uma é
autoctone das Américas a M. ozzardi. As demais sdo originarias da Asia e da Africa e suspeita-
se de que vieram para as Americas durante o trafico de escravos e se adaptaram em vista da
presenca de um bom hospedeiro invertebrado (artropode) semelhante aos de sua regido de
origem (DEANE et al.,1953; OLIVEIRA, 1963).

O primeiro relato da presenca de microfilarias de M. ozzardi na corrente sanguinea
periférica foi feito por Manson (1897), que as nomeou Filaria ozzardi (BAIN, 2002; ORIHEL;
EBERHARD, 1982). Em 1929, Faust criou 0 género Mansonella baseado na descricdo
morfolégica das microfilarias e nas descri¢des preliminares e incompletas dos vermes adultos
fornecidos por alguns pesquisadores. Desde entdo, essa parasitose vem sendo assinalada em
focos dispersos entre 0 México e o norte da Argentina, com prevaléncias que variaram de
0,4% a 96,2% (BARTOLONI, 1999; BIAGI, 1956; BRUMPT, 1949; DEANE et al., 1949;
DEANE et al.,1953; FORMICA; BOTTO, 1990; KOZEK et al.,, 1982; MARINKELLE;
GERMAN, 1970; MARTINS, 2010; MAZZOTI, 1942; McCOY, 1933; MEDEIROS et al.,
2009, 2010, 2011, 2014; NATHAN; STROOM, 1991; NELSON; DAVIES, 1976; ORIHEL,
1967; SAUTET, 1949; STRONG, 1945; VOLCAN; MEDRANO; GONZALEZ, 1986).

Em 1935, na Amazoénia Sul Americana, especificamente na antiga Guiana Inglesa,
Cesare Romiti, em seu trabalho “Filariasis in British Guiana - A comparative study of Filaria
bancrofti and Filaria ozzardi infections”, fez comparagdes de varios aspectos entre as duas
espécies em seus estudos durante mais de 10 anos de pesquisa em 7.000 pacientes (ROMITI,
1935). Romiti observou que M. ozzardi era mais frequente nas regides altas dos rios, sem
relacdo com género e idade, ndo era periddica e que os portadores apresentavam uma
frequéncia maior de casos de hidrocele, adenomegalia, abscessos, miosites e infec¢bes
piogénicas. Entretanto, segundo o mesmo autor, ndo havia como provar a relacdo dos achados
clinicos com filaria M. ozzardi.

A distribuicdo geografica de M. ozzardi é limitada ao continente americano, onde é tida
como autoctone. Esta hip6tese foi colocada em duvida apenas uma vez por Manson-Bahr em
1943, que registrou seu encontro na Nova Guiné, Oceania. Mas, esse achado foi contestado por
Faust em 1949, que acreditava que ela tivesse sido identificada incorretamente, confundida com
W. malayi, espécie incidente nessa localidade (DEANE et al.,1953). Acredita-se que tenha sido
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esse 0 caso, pois desde entdo focos de M. ozzardi tem sido encontrados somente no Novo
Mundo.

No Brasil, a primeira descri¢do de M. ozzardi foi em 1949 na cidade de Manaus, quando
a Prof.2 Maria P. Deane a revelou durante inquérito que determinou a frequéncia do parasitismo
por filarias entre a populacdo de Manaus (DEANE, 1949). Das 2.045 pessoas examinadas, 15
(0,6%) apresentaram microfiléarias de M. ozzardi (DEANE, 1949). Destas, sete nunca haviam
residido fora do municipio de Manaus, 0 que conferia o carater autdéctone da parasitose. Nesse
estudo, a propria autora referiu que recebia laminas de sangue de povoados do alto rio
Amazonas para diagnostico de malaria com a presenga de M. ozzardi, e em nota, a autora
também fazia referéncia que as l1d&minas com M. ozzardi foram revisadas e confirmadas pelo
Prof. Samuel Barnsley Pessoa do Departamento de Parasitologia da USP (DEANE, 1949).

Nestes registros e com o seguimento dos inquéritos de filariose do Servigo Nacional de
Maléria do Brasil, observaram-se nove localidades com casos de M. ozzardi, sendo oito
sabidamente autéctones com freqliéncias que variavam de 4,6% a 28,6% e apresentavam como
caracteristica um aumento da positividade de casos com o incremento da faixa etéria, entretanto
sem poupar a populacdo jovem, com um caso em crianca de apenas cinco meses de vida
(MORAES, 1958; RACHOU; LACERDA; SANTOS, 1953; RACHOU, 1960).

Até 1950, muito pouco se sabia sobre a distribuicdo das filarioses no Brasil, com
excecdo da existéncia de focos isolados em Salvador (BA) e Belém (PA) de W. bancrofti. A
partir do final da década de 1940 e inicio da década de 1950, através do Servico Nacional de
Malaria, foram iniciados os primeiros estudos para se conhecer a distribuicdo geogréfica e
prevaléncia da bancroftose em geral e de outros filarideos em nosso pais. Assim, durante o
periodo de 1951 a 1958 foram realizados varios inquéritos hemoscopicos e entomoldgicos,
identificando focos autdctones em varias cidades e estados do norte ao sul do Brasil
(RACHOU, 1960).

Deane e colaboradores (1953) fazendo um levantamento hemoscopico em Séo Paulo de
Olivenca, Estado do Amazonas, entre 586 amostras de sangue colhidas encontraram 74 delas
com a presenca de microfilarias, o que correspondia a 12,6% do total. Rachou, Lacerda e
Santos (1953) encontraram em Boa Vista (antigo territério de Rio Branco), atual Estado de
Roraima, dois casos de portadores de M. ozzardi entre 837 pessoas (0,24%), porém acreditaram
ndo serem autoctones dessa cidade.

A partir da identificagcédo do inseto vetor e do encontro das larvas infectantes do parasito
(CERQUEIRA, 1956; MORAES, 1958), foram demonstrados os locais de autoctonia destas

parasitoses e as respectivas prevaléncias. Através das leituras das laminas, inquéritos
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entomologicos e dos questionamentos sobre a permanéncia do portador no local examinado,
pode-se fazer um mapeamento da mansonelose e da bancroftose. Neste contexto, pode-se
afirmar que a historia inicial da M. ozzardi sempre esteve atrelada ao interesse com outras
filarias, principalmente com W. bancrofti, em uma tentativa de encontrar areas de transmissao,
caracteristicas clinicas similares, vetores especificos e tratamentos eficazes, principalmente no
século XX.

Pela maior distribuicdo e maior impacto clinico, as acfes publicas se detiveram
principalmente nas cidades elencadas para bancroftose, ficando as areas de menores
prevaléncias e as areas de exclusividade de infeccdo da M. ozzardi relegadas a segundo plano.
Neste caso, sem nenhuma acdo de vigilancia ou tratamento, se constituiu um equivoco para o
controle da mansonelose, que em 1956 ja apresentava 17 municipios com grandes taxas de
prevaléncia dessa parasitose (MORAES, 1958; RACHOU, 1960).

1.4 Atualidades

O estudo das mansoneloses de uma maneira geral e da M. ozzardi especificamente, sdo
extremamente necessarios, pois muito pouco se sabe dos aspectos clinicos (DANTUR et al.,
2013; VARGAS-HERRERA et al., 2013), tratamento (BASANO et al., 2014; NUTMAN;
NASH; OTTESEN, 1987; KROLEWIECKI et al., 2011) e reais efeitos no organismo humano
em suas diversas fases (BOUYOU-AKOTET et al., 2014; COBO et al., 2015; COOK, 2012,
DOLO et al., 2012; FOKOM-DOMGUE et al., 2014; LECHNER et al., 2013; NAMPIJA et
al., 2012; NDIBAZZA et al., 2013; SPENCER et al., 2013; UTTAH; IBEH, 2011; VARGAS-
HERRERA et al., 2013), principalmente em regides desassistidas da Africa e das Américas
(DEGESE et al., 2012; DOLO et al., 2012; MARCOS et al., 2012; NAMPIJA et al., 2012), e
mesmo das localizacdes anatbmicas do parasito (BAMBA et al., 2012, 2013).

No caso especifico do Brasil, a situacdo torna-se mais grave, uma vez que a populagdo
parasitada por M. ozzardi é ribeirinha e em sua maioria e vive principalmente ao longo dos rios
Purus, Negro, Solimdes e afluentes no estado do Amazonas, distantes das sedes municipais. O
conhecimento desta entidade nosoldgica (mansonelose) € tdo incipiente que ainda é registrada a
presenca do parasito em localizagGes anatdmicas onde até entdo nunca havia sido encontrado
(VIANNA et al., 2012), em novas regides geograficas brasileiras (ADAMI et al., 2014), e com
relato da possibilidade da descoberta de novas espécies na regido Amazodnica, tanto por
caracteristicas morfologicas como moleculares (GODOY et al., 1980; MARCOS et al., 2012).
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Existem, atualmente, estudos com outras espécies de Mansonella que tentam avaliar a
influéncia da presenca desses parasitos nas respostas imunes quando associados a maléria
(NDIBAZZA et al., 2013), a sua influéncia no desenvolvimento motor e cognitivo em recém-
nascidos de gestantes parasitadas (COBO et al., 2015; LECHNER et al., 2013; NDIBAZZA et
al., 2013; SPENCER et al., 2013), e também as alteracBes na resposta imunolégica vacinal
passiva e ativa em gestantes, neonatos e adultos jovens na presenca da Mansonella sp.
(BOUYOU-AKOTET et al., 2014; DOLO et al., 2012; KIZITO et al., 2013; LECHNER et al.,
2013; NDIBAZZA et al., 2013). Ha também na literatura descricdo de ensaios clinicos com uso
de drogas antiparasitarias, em associa¢cbes com drogas consagradas, ou mesmo correla¢do do
tratamento de associacBes simbioticas que possam ocorrer principalmente com bactérias,
especialmente Wolbachia sp. (COULIBALY et al., 2009; RAOULT, 2010).

1.5 Casuistica geral e no Brasil

M. ozzardi apresenta uma ampla distribuicdo na América Latina em geral, com indices
elevados, acima de 20%, de prevaléncia em quase todos os paises (BARTOLONI et al., 1999;
BOTTO; ARANGO; YARZABBAL, 1984; GODOY et al., 1980; NATHAN; TIKASINGH;
MUNROE, 1982; ORIHEL, 1967). Entretanto, a maior prevaléncia de M. ozzardi até o
momento, foi registrada na Comisaria Del Vaupés, Colémbia, onde foram examinados, através
da gota espessa de sangue, 810 indigenas sendo diagnosticados 96,2% de microfilarémicos
(MARINKELLE; GERMAN, 1970). Vale salientar que os indices de prevaléncias de M.
ozzardi em um mesmo pais sdo extremamente variados. Como exemplo: Trinidad, onde ja foi
registrada uma variacdo de positividade para M. ozzardi de 4,0% a 16,0% (NATHAN;
BARTHOLOMEW; MUNROE, 1978), Colémbia, de 3,4%, a 49,% (KOZEK et al., 1982,
1984; LIGHTNER et al., 1980) chegando a 96,2% em areas indigenas (MARINKELLE;
GERMAN, 1970), Haiti, de 30,3% a 53,3% (MACNEELEY et al., 1988; RACCURT et al.,
1980, 1982), Argentina, de 15% a 39% (JORG, 1983) e Guianas, de 25% a 69,3% (KOZEK et
al., 1982, 1983).

No Brasil, as infecgdes por M. ozzardi s&o encontradas ha algumas décadas nos estados
do Mato Grosso (alto do rio Xingu), Roraima (entre os indios Macuxis) e no Amazonas (alto
rio Negro e ao longo do rio Solimdes, Purus e seus afluentes) (COSTA, 1956; D'ANDRETTA,;
PIO DA SILVA; KAMEYANA, 1969; DEANE et al., 1953; LACERDA; RACHOU, 1956;
LAGE, 1964; LAWRENCE et al.,, 1980; MORAES et al., 1978,1985; OLIVEIRA, 1963;
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TAVARES, 1981). Recentemente, foram encontrados casos no Acre (ADAMI et al., 2014).
Contudo, no estado de Rondénia, um estudo com mais de 4.500 pessoas na regido do municipio
de Porto Velho e Guajara-Mirim, ndo detectou portadores de tal parasitose (BASANO et al.,
2011). No periodo de 1952 a 1954 foram realizados 35 inquéritos epidemioldgicos nos estados
do Amazonas e Acre e alguns territdrios da época (DEANE, 1953; LACERDA; RACHOU,
1955). Neste periodo, em inquérito realizado em Manaus-AM, a prevaléncia foi de 0,4%
(LACERDA; RACHOU, 1955). No municipio de Codajas-AM a prevaléncia foi de 23,1%
(MORAES, 1958) e de 41,4% (BATISTA,; OLIVEIRA; RABELLO ,1960). Esses inquéritos
continuaram sendo realizados até os dias atuais entre comunidades urbanas e indigenas com
prevaléncias que variam de 12 a 63% (LAWRENCE et al., 1980; MARTINS et al., 2010;
MEDEIROS et al., 2010, 2011, 2014; MORAES et al., 1978).

Batista, Oliveira e Rabello (1960) realizaram, na regido de Codajas, um inquérito com
1.014 individuos que representavam 83% da populacgdo e através de gotas espessa de sangue e
de repeticdo através da técnica de Knott nos negativos, sendo que se identificou 56,7% de
parasitados principalmente nas pessoas que exerciam atividades extrativistas. Tavares (1981)
realizou estudo epidemioldgico de M. ozzardi nos habitantes do vale do rio Ituxi, municipio de
Labrea-AM, onde avaliou 938 individuos de um total de 952 dessas comunidades, onde
encontrou 56 portadores de M. ozzardi (5,9%) pelas técnicas de gota espessa como triagem e
método de concentracdo (Knott e FMP) nos casos inicialmente negativos, encontrando uma
divisdo quase equitativa em género, acimulo de casos na terceira e quarta décadas de vida e
parasitemia média de 141,1 mf/mL. Mais recentemente, nesse mesmo rio, Medeiros e
colaboradores (2008) encontraram uma prevaléncia superior a 30,3%.

Medeiros e colaboradores (2007) mostraram que as prevaléncias de microfilarémicos
por M. ozzardi entre indigenas da etnia Apurind, do municipio de Pauini-AM, apresentavam
indices elevados, variando de 18,6% a 43,5%. Nesse mesmo municipio e no rio Purus,
Medeiros e colaboradores (2007, 2009b) encontraram prevaléncias de 24,8% e 24,1% em
ribeirinhos dos rios Pauini e Purus respectivamente. Em estudo epidemiolégico realizado nas
comunidades ribeirinhas do municipio de Coari-AM, foi encontrada prevaléncia de 18,9%
(COHEN et al., 2007). Medeiros e colaboradores (2009a) em um trabalho realizado no
municipio de Boca do Acre-AM, registraram prevaléncia de 27,3% em populac@es ribeirinhas

do rio Purus.
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1.6 Ciclo bioldgico de Mansonella ozzardi

O ciclo biolbdgico da M. ozzardi € do tipo heteroxénico ver figura 4: a fémea do inseto
vetor, ao exercer o hematofagismo em pessoas parasitadas, ingere as microfilarias (5) e se
transformam na larva L1, que apés atravessar a parede do sistema digestorio, caem na cavidade
geral, migram para o torax, onde se alojam nos musculos toracicos. A partir do quarto dia, a
larva sofre a primeira muda, originando a L2 (7). Essa cresce muito, e a partir do sexto dia,
sofre a segunda muda, transformando-se em larva infectante a L3 (8), medindo
aproximadamente entre 550 um e 700 um. Essa larva infectante migra pela musculatura do
inseto até alcancar a proboscida, concentrando-se no labio. Quando o inseto vetor vai realizar o
repasto sanguineo, as larvas L3 escapam do labio, penetram pela solugdo de continuidade da
pele do hospedeiro (ndo sdo inoculadas pelo inseto) (1), migram pelos vasos linfaticos e
sanguineos até a mucosa abdominal, tornam-se vermes adultos (2), e, sete ou oito meses depois,
as fémeas gravidas produzem as primeiras mf (3, 4) (BASANO; CAMARGO, 2014). O ciclo
no hospedeiro invertebrado € de aproximadamente vinte dias em temperatura de 20 a 25 °C,

mas, em temperaturas mais elevadas, pode ocorrer em menor periodo (CERQUEIRA, 1959).

fak

Figura 4 - Ciclo biolégico de Mansonella ozzardi. Fonte: Basano e Camargo, 2014.

1.7 Vetores de Mansonella ozzardi

A transmissdo da M. ozzardi é realizada por insetos de dois grupos distintos de Diptera:

Ceratopogonidae, conhecidos como “maruins” ou “mosquito-polvora” e Simuliidae,
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conhecidos como “piuns” ou “borrachudos” (Figura 5) (MARCONDES, 2001). Os
ceratopogonideos possuem vinte e sete géneros, dentre os quais o Culicoides é o mais
expressivo hematofago (MONTEIRO, 2009). O género Culicoides apresenta em torno de 1.000
espécies com vasta distribuicdo mundial. Destas, 75 sdo encontradas no Brasil (MARCONDES,
2005), entretanto até 0 momento no Brasil nenhum culicoide foi incriminado como vetor.

Na América do Sul, os principais vetores sdo insetos do género Simulium (FONTES;
ROCHA, 2005a). Cerca de mil e oitocentas espécies da familia Simuliidae foram descritas no
mundo (CROSSKEY; HOWARD, 2010). Por volta de noventa espécies ja foram identificadas
em solo brasileiro (PEPINELLI; TRIVINHO-STRIXINO; HAMADA, 2003).

No Brasil, somente os simulideos s&o reconhecidos como vetores, e foram
incriminados inicialmente por Cerqueira (1959) que encontrou S. argentiscutum infectado com
larvas de M. ozzardi. Shelley e Shelley (1976) encontraram S. amazonicum infectados com M.
ozzardi no rio Purus, Amazonas. Shelley, Luna e Moraes (1980) assinalaram S. amazonicum e
S. argentiscutum como vetores no rio Solimdes, e Moraes, Shelley e Dias (1985) encontraram
S. oyapockense albergando M. ozzardi no estado de Roraima.

Em geral, os simulideos sdo pequenos, tém coloracdo escura, asas largas, aspecto
corcunda (térax curvado) e pernas curtas (MARCONDES, 2001).

Figura 5 - Vetor Simulium sp. Fonte: EPA, 2014.
Disponivel em: <http://www.epa.gov/bioindicators/html/blackflies.html>.
Acesso em: Jul, 2014.

Estes insetos apresentam ampla distribuicdo geogréafica, ndo sendo encontrados somente
em locais desprovidos de dagua corrente (onde se desenvolvem as formas imaturas)
(CROSSKEY, 1990). Sao de habitos diurnos, mas podem ser ativos no crepusculo, dependendo
muito do clima (CEVS, 2006). Aproximadamente 10% das especies conhecidas picam o
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homem e animais domésticos, e menos de 50 espécies sdo pragas ou vetores de filarias
protozoarios, bactérias e virus (CROSSKEY, 1990).

Ha a preocupacao de que as areas endémicas da mansonelose nas Américas estejam se
expandindo, uma vez que as aberturas de areas florestais da bacia Amazodnica e de bosques
costeiros no Equador, na Colémbia e no México podem ocasionar a expansdo da doenca em
regides onde existem vetores competentes, e onde a doenca ainda ndo foi introduzida (WHO,
1991).

1.8 Patogenicidade

Mansonelose é uma helmintose amplamente discutida em termos de patogenia, havendo
autores que insistem em consideré-la apatogénica, apesar das conclusées de Montestruc, Blache
e Laborde (1950), Deane e colaboradores (1953), Batista, Oliveira e Rabello (1960) e Tavares
(1981) afirmarem existir uma relagédo entre determinados sinais e sintomas e o parasitismo pela
M. ozzardi.

Segundo Tavares e Fraiha Neto (1997), a mansonelose, embora de sintomatologia
benigna e comum a outras afeccBes, ndo deve ser subestimada ou ignorada em relacdo a sua
patogenicidade. Montestruc, Blache e Laborde (1950), apds avaliarem alguns pacientes
infectados, admitiram patogenicidade, pois alguns individuos apresentavam vertigens, cefaleia,
insOnia e a presenga de parasitos em serosidades de adenolinfoceles. Outros estudos em relagéo
aos dados referentes a sintomatologia foram atribuidos a presenca de eosinofilia, inchaco nos
bracos, nas maos ou na face, de carater recorrente e que nao dura mais de trés ou quatro dias,
prurido cutaneo, dores nas articulacbes e na regido hepética (hipocdndrio), manifestacoes
neuroldgicas ou psiquicas e astenia. (BATISTA; OLIVEIRA; RABELLO, 1960; TAVARES,
1981; UNDIANO, 1971).

No Brasil, existem varios trabalhos que relatam os sintomas relacionados a M. ozzardi.
Segundo Batista, Oliveira e Rabello (1960), as pessoas com mansonelose e com alta densidade
de microfilarias apresentam: febre moderada, “frieza nas pernas”, dores articulares, adenite
(inflamagéo dos ganglios linfaticos) e dor de cabega. Além da sintomatologia ja mencionada,
em outros estudos ha relatos de tonturas, placas eritematopruriginosas e adenite inguinocrural
(COSTA, 1956; OLIVEIRA, 1963; TAVARES; FRAIHA NETO, 1997).

Em Labrea—AM, foram observadas nos individuos infectados, apenas “frieza nas

pernas” (referida e observada ao tato), dores articulares, febre sem causa aparente referida e
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eosinofilia (TAVARES, 1981). Em populagfes do alto Solimdes, nos municipios de Benjamin
Constant e Atalaia do Norte, no Amazonas, os infectados com M. ozzardi apresentaram
cefaleia, dores articulares, papulas eritematopruriginosas, varizes, edema de membros
inferiores e febre sem causa aparente (FRANCA, 1985).

Recentemente, foram observados quadros clinicos mais exuberantes na presenga de
infeccdo pela M. ozzardi, com sindrome febril indiferenciada similar a crise malarica
(TAVARES et al., 2002), e também uma nova sintomatologia atribuida a M. ozzardi, que é a
presenca de lesdes oculares, com lesdes numulares na cornea que podem levar a cegueira, entre
habitantes de comunidades ribeirinhas e indigenas do Amazonas (BRANCO et al., 1998;
GARRIDO; CAMPQOS, 2000; VIANNA et al., 2012), havendo relatos da presenca de
enrijecimento conjuntival e apresentacdo de pequena tumoracdo, observadas em um paciente no
norte da Argentina (MINOPRIO; JORG; MARRELLI, 1988). No municipio de Coari-AM, as
lesGes oculares encontradas entre os habitantes de comunidades que vivem ao longo do rio
Solimdes foram atribuidas a M. ozzardi (COHEN et al., 2007). Portanto, Tavares e Fraiha Neto
(1997) afirmam que ndo ha razdes cientificas para insistir na apatogenicidade da Mansonella,
podendo a patogenia dos sintomas clinicos da mansonelose ser explicada pela irritacdo local
que as filarias vivas ou mortas provocam, bem como pelos fenédmenos alérgicos que acarretam

similarmente ao que ocorre nas demais filarioses, segundo Batista, Oliveira e Rabello (1960).

1.9 Métodos de Diagnostico de Microfilarias

O diagnoéstico morfoldgico das mf no sangue periférico € realizado através da gota
espessa de sangue (Figura 6), fixada com metanol e corada com Giemsa, no qual se realiza a
diferenciacdo das espécies baseadas nas caracteristicas morfologicas (ANDERSON, 2000; De
CARLI, 2001; ORIHEL; EBERHARD, 1982; WHO, 2000). Os nucleos das células que
constituem a mf tornam-se escuros quando corados e se mostram dispersos ou aglomerados.
Além dessas estruturas, também € utilizado na identificacdo o formato da cauda (De CARLI,
2001; KOZEK et al., 1983; WHO, 2000).
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Figura 6 - Amostras de material biolégico (sangue) e gotas espessas preparadas.
Fonte: Luis Marcelo Aranha Camargo.

A diferenciacdo morfoldgica entre as espécies também é baseada nas caracteristicas
morfolégicas das extremidades anterior e posterior das mf (figura 7), nas quais sdo observadas
a distribuicdo dos nucleos e a auséncia ou presenca de bainha (MARKELL; VOGE, 1981).
Esses critérios sdo utilizados para a caracterizacdo de Mansonella (RACHOU, 1954; WHO,
2000), pois a mf de M. ozzardi é caracterizada por ndo apresentar bainha, diferenca no
tamanho e largura do espaco caudal e cefalico, cauda fina com nicleos regularmente dispostos
gue ndo atingem a extremidade. A diferenciacdo entre as mf de diferentes espécies, com base
na morfologia das extremidades cefalica e caudal, com a distribui¢do dos nucleos e a presenca

ou auséncia de bainha podem ser visualizada (Figura 7).
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Figura 7 - Caracteristicas diferenciais das microfilarias. Detalhe da porcédo anterior e posterior
das microfilérias, distribuicdo dos nicleos, presenca e auséncia da bainha
(Dipetalonema=Mansonella).

Fonte: Markell e Voge, 1981.

O diagnostico parasitoldgico definitivo de M. ozzardi s6 pode ser feito através da
identificacdo do parasito no sangue através de varias técnicas ou por bidpsia da pele
(NUTMAN, 2001). Via de regra, esse tipo de diagnostico pode ser realizado por meio das
seguintes técnicas: gota espessa de sangue, filtracdo de sangue em membrana de policarbonato,
técnica de Knott (FONTES; ROCHA, 2005a) e PCR (MORALES-HOJAS et al., 2001; VERA
etal., 2011).

1.9.1 Gota Espessa de Sangue (GE)

A GE é uma técnica bastante utilizada em inquéritos epidemiologicos, por ser de baixo
custo e de grande facilidade na obtencéo e processamento das amostras. Com essa técnica, é

possivel realizar a identificacdo do filarideo mediante observagdo das caracteristicas
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morfoldgicas especificas das microfilarias (Figura 8), podendo ser utilizada em locais onde
ocorrem infec¢Bes mistas com outros filarideos (FONTES; ROCHA, 2005a).

Esse diagndstico laboratorial se inicia com a coleta, fazendo-se uma punc¢édo na polpa
digital do anular esquerdo ou I6bulo da orelha, onde a pele é fina e com excelente irrigacéo
sanguinea. O procedimento inicia-se com a retirada de 60 a 100 pL de sangue, sem 0 uso de
coagulante, porque esse produto pode levar a uma perda de até 69% das microfilarias
(PARTONO; IDRIS, 1977). Em seguida, é feita a gota espessa de sangue. Transcorridas de 12
a 15 horas, faz-se a desemoglobinizacéo, cora-se com Giemsa ou Panotico® (Renylab Quimica
e Farmacéutica, MG-Brasil) e visualiza-se no microscopio com aumento de 100x e 400x
(Figura 8) (FONTES; ROCHA, 2005a).

A gota espessa de sangue apresenta grande sensibilidade quando o individuo infectado
tem uma microfilaremia superior a 10 mf/mL de sangue. Para aumentar a sensibilidade da
técnica, recomenda-se confeccionar mais de uma lamina para cada paciente examinado
(FONTES, 1996). Embora a GE seja uma técnica de cunho qualitativo, é possivel estimar a
microfilaremia do individuo parasitado, ou seja, pode-se realizar um diagnostico quantitativo
com o uso da GE mensurada. Para tal, usam-se tubos capilares capazes de determinar o volume

de sangue necessario para a confeccdo da Iamina (BRASIL, 2008).

-

Figura 8 - Técnica da gota espessa.
Original: Prof. Dr.Gilberto Fontes e Profa. Eliana Rocha

1.9.2 Filtracéo de Sangue em Membrana de Policarbonato (FMP)

A FMP (CHULARERK; DESOWITZ, 1970) e uma técnica que avalia a presenca e a

quantidade de mf. A técnica consiste em um processo de concentracdo, no qual um volume de
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sangue € filtrado em uma membrana de policarbonato, com poros de 3 um a 5 um de didmetro
(Figura 9). Essa membrana retém as mf existentes, deixando os elementos figurados do sangue
atravessar pelos poros (FONTES; ROCHA, 2005b). A fixacdo da membrana é feita com
metanol, ou fixador da coloracdo Panotico® (Renylab Quimica e Farmacéutica, MG-Brasil). A
coloracdo é feita com Giemsa e posteriormente, a membrana é analisada no microscopio com
aumento de 100x e 400x (Figura 10).

Em virtude da FMP utilizar uma quantidade bem maior de sangue (1 a 10 mL), em
relacdo a GE (60 a 100 ul), a técnica de FMP tem uma maior sensibilidade tanto para
diagndstico como para seguimento dos casos. Assim, a técnica é vantajosa no diagnostico em
pacientes com baixa densidade de mf, bem como em pacientes apds tratamento especifico
(DREYER, 1994; FONTES; ROCHA, 2005b). Para alguns autores, a FMP é um método que
requer um corpo técnico capacitado, de alto custo e execucdo demorada. Por esses motivos, ndo
é uma técnica rotineiramente utilizada (WEIL; LAMMIE; WEISS, 1997).

Conforme Leite (2003), a FMP é muito mais eficiente do que a GE, visto que o grau de
sensibilidade oferecido pelas técnicas sdo, respectivamente, 98% e 85%. Sendo assim, ao ser
utilizada a técnica FMP, teremos uma maior probabilidade de identificar um individuo
microfilarémico (BASANO et al., 2014; LEITE et al., 2005).

Vale enfatizar que este estudo considerou que essa técnica é plenamente factivel de ser
realizada em trabalhos de campo, necessitando da mesma infra-estrutura da gota espessa

comum e um custo ligeiramente superior (BASANO et al., 2014).

Figura 9 - Visualizacdo da membrana de policarbonato para filtracdo de sangue (Giemsa 100x).
Fonte: Luis Marcelo Aranha Camargo.
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Figura 10 - Lamina com membrana ja corada. Fonte: Prof. Dr. Gilberto Fontes Profa. Eliana
Rocha.

1.9.3 Técnica de Knott

A técnica de Knott foi assim denominada por ter sido descrita por James Knott no ano
de 1939. Trata-se da diluicdo do sangue em formol a 2% em uma proporc¢do de 1:10, em
seguida a solucdo é centrifugada, e com o sedimento, produz-se a lamina de gota espessa fixada
em metanol e corada em Giemsa (FONTES; ROCHA, 2005b).

A sensibilidade da técnica de Knott em relacdo a gota espessa de sangue em alguns
trabalhos é considerada mais sensivel, porque as microfilarias sdo de dificil identificacdo e
misturam-se ao sedimento, interferindo na visualizacdo ao microscopio (Figura 11) (BATISTA,;
OLIVEIRA; RABELLO, 1960; TAVARES, 1981).

Figura 11 - Preparativos para a técnica de Knott. Fonte: Prof. Dr. Gilberto Fontes e Profa.
Eliana M.M. da Rocha.
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1.9.4 Diagnostico Molecular (Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR)

A técnica de PCR baseia-se em uma metodologia in vitro de amplificar fragmentos
especificos de DNA, através de uma reacdo enzimatica. Para que a amplificacdo aconteca, é
necessario um primer (iniciador), que € composto por 15-25 nucleotideos. Esses séao
adicionados a fita de DNA molde, ligando-se as sequéncia de DNA complementar. A sintese de
novas fitas se da pela presenca de uma DNA polimerase (Taq DNA Polimerase), termoestavel,
e dos desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP). Assim as novas fitas de DNA séo
produzidas, amplificando a quantidade do fragmento inicial (STRACHAN; READ, 1999).

Com o intuito de contribuir para o diagndstico da Mansonelose e melhorar a
identificacdo especifica de M. ozzardi, Morales-Hojas e colaboradores (2001) realizaram o0s
primeiros estudos sobre o método da PCR para a detec¢do de M. ozzardi e comprovaram em
um reduzido nimero de pacientes a eficacia da técnica. Em Labrea, Vera e colaboradores
(2011) realizaram trabalho comparando a técnica de PCR (Figura 12), com outros métodos,

comprovando, igualmente, a eficicia do método.

ct1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 121314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Figura 12 - Eleltroforese em gel de poliacrilamida a 8%. Fonte: Vera et al., 2011.

1.10 Tratamento

A ivermectina é um antibidtico e anti-helmintico derivado da avermectina, produzido
pelo fungo Streptomyces avermetilis, descoberto em 1979, que atua principalmente sobre
formas imaturas e adultas de Nematoda, mas néo é eficaz contra outros vermes (Platelmintos e
Anelideos), podendo exercer uma notavel acdo sobre artrépodes (TAVARES, 2009).

Inicialmente foi introduzido na medicina veterinaria, onde se constituiu em grande
progresso por ser um agente capaz de agir contra uma ampla variedade de nematodos e
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artropodes que parasitam diversos animais de interesse econdmico (bovinos, eqlinos, suinos
entre outros), inclusive com acédo residual nos dejetos desses animais. A sua acgao terapéutica
consiste na inibicdo da atividade do acido gama-aminobutirico, um importante mediador da
neurotransmissao de artropodes e nematoides, causando a sua paralisia e morte (TAVARES,
2009).

A introducéo da ivermectina em medicina humana ocorreu em 1981, ao ser verificada a
sua eficacia no tratamento da oncorcecose e posteriormente contra outras helmintiases com
indices de cura extremamente satisfatorios, chegando a 100% na ascaridiase e 90% em
enterobiase e tricuriase. Apresenta como caracteristicas farmacodindmicas o uso parenteral e
oral, sendo o ultimo utilizado em humanos, pois a sua absor¢do é eficaz com niveis sanguineos
efetivos em quatro horas. Apresenta deposicdo em figado e tecido adiposo, com eliminacédo
pela urina e principalmente pelas fezes. A agdo anti-helmintica mais notavel desta droga esta
relacionada ao uso em filarideos (O. volvulus, W. bancrofti, L. loa, M. perstans, M.
streptocerca), inclusive M. ozzardi (TAVARES, 2009). Antes desse estudo, nenhum ensaio
clinico foi feito para verificar a eficacia deste farmaco especificamente em M. ozzardi.

Em alguns casos, como na oncocercose, esse farmaco é efetivo, pois provoca a rapida e
intensa reducdo das mf da pele, chegando a niveis proximos de zero. Esse resultado tem um
efeito residual de seis meses, contribuindo também para a reducéo da transmisséo da parasitose.
Atualmente é amplamente utilizada na Africa, nos chamados tratamentos em massa MDA
(Mass Drug Administration) (EVANS et al., 2014; KOROMA et al., 2013). Outra caracteristica
em relacdo a oncocercose € um menor impacto ocular apés a morte das mf. No caso da L. loa e
W. bancrofti, a acdo da droga também € eficaz na eliminacdo das microfilarias poucas horas
apos a administracdo em uma Unica dose oral. Nas infec¢cdes exclusivas de M. perstans, a
reducdo da microfilaremia é menos eficaz atingindo cerca de 60 %. (TAVARES, 2009).
Finalmente, no caso da M. streptocerca e M. ozzardi, o tratamento de uma dose Unica
habitualmente é eficaz. Entretanto, no caso especifico da M. ozzardi, poucos estudos e
tratamentos empiricos, baseados na expertise e experiéncia pessoal de médicos e pesquisadores,
é que chancelam esse argumento (BASANO et al., 2014; GONZALEZ; CHADEE; RAWLINS
, 1999; KROLEWIECKI et al., 2011; NUTMAN et al., 1981; TAVARES; FRAIHA NETO,
1997).

Em relacdo a parasitoses paraténicas e/ou emergentes como larva migrans, toxocariase
visceral e Lagochilascaris minor, o uso de doses repetidas é eficaz, apresentando indices de até
97% de cura no tratamento de larva migrans. Na medicina humana, além destes empregos, a

ivermectina também ¢ efetiva em relacdo a escabiose e pediculose, assim como contra
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carrapatos, triatomineos e moscas. Esse farmaco é usado por via oral em doses que podem
variar de 50 a 200 pg/kg de uma maneira geral, podendo chegar a até 400 pg/kg para a L.
minor, com posologia que também pode variar de dose Unica com repeti¢ao a cada 7 dias até 10
semanas ou dosagens de 6 meses em 6 meses, que podem perdurar até duas décadas na
oncocercose (TAVARES, 2009).

1.11 Aspectos clinicos da mansonelose

O Brasil, de uma maneira geral, contribuiu com alguns trabalhos importantes a respeito
das caracteristicas clinicas da mansonelose, e uma boa parte destes trabalhos foi realizada na
regido Amazénica.

O primeiro deles, concluido em 1960 por Batista e cols em Codajas, examinaram 1.014
pessoas de comunidades ribeirinhas desse municipio, que representavam 83% da populacédo da
area com uma positividade de 56,7%. Entretanto, esse alto indice esta relacionado a utilizacéo a
época de método de concentracdo (Knott), o que duplicou o nimero de casos positivos
(BATISTA; OLIVEIRA E RABELLO, 1960). O pesquisador baseou-se no questionario
elaborado por Matsuda (COSTA, 1956), para guiar-se na caracterizacao clinica da doenca, e
refere em seus estudos uma correlacdo da sintomatologia com altas parasitemias e alta
eosinofilia. Os portadores de mansonelose nesse estudo apresentavam como principais
sintomas: cefaleia 47,7%, artralgia 34,9% e “frieza nas pernas” 34,4% (Tabela 1).

Tavares, em 1981, pesquisando populacéo ribeirinha do rio Ituxi que desemboca no rio
Purus-AM, examinou o total de 952 individuos, sendo que destes, 938 participaram da
pesquisa. Com uma distribuicdo quase equitativa de género, com 49,6% de homens e
encontraram ap0s o uso da técnica de gota espessa e de concentracdo, 56 casos positivos que
representaram 5,9% do total da amostra. Os casos apresentaram como sintomas: artralgia
71,7%, "frieza nas pernas" 69,5% e cefaleia 65,2% (Tabela 2).

Tabela 1 - Sintomatologia comparativa em casos positivos e negativos de M. ozzardi
(BATISTA OLIVEIRA E RABELLO, 1960).

Sintomas Positivo Negativo
Artralgia 34,9% 18,3%
Cefaleia 47,7% 36,6%
Adenite 18,7% 9,9%

Dermatites 23,6% 13,0%
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“Frieza nas pernas” 34,4% 22,4%

Tabela 2 - Sintomatologia comparativa em casos positivos e negativos de M. ozzardi
(TAVARES, et al., 1981).

Sintomas Positivo Negativo
Artralgia 71,7% 50,0%
Cefaleia 65,2% 56,5%
Adenite 34,7% 21, 7%
Dermatites 32,6% 17,3%
"Frieza nas pernas” 69,5% 21,7%

Em Coari-AM, Martins e colaboradores em 2010, colheram 1.733 amostras de sangue
para a pesquisa de M. ozzardi, sendo 952 (54,9%) pertencentes ao género feminino. A
sintomatologia clinica foi avaliada em 289 individuos do estudo. Desses 162 (56,1%) néo
apresentaram nenhum sintoma clinico e 94 (32,5%) apresentaram pelo menos um sintoma.

Em relacdo as caracteristicas clinicas dessa parasitose, 0s sintomas mais prevalentes
foram: dores articulares (24,7%), “frieza nas pernas” referida pelo paciente (23,8%) e a cefaleia
(22,5%) nos casos positivos. Cefaleia (12,1%) e febre sem causa aparente (8,6%) apareceram
como sintomas também em pacientes negativos a mansonelose (Tabela 3). Em relacdo ao testes

hematoldgicos, foi encontrada uma grande proporcao de pacientes com eosinofilia.

Tabela 3 - Sintomatologia comparativa em casos positivos e negativos de M. ozzardi
(MARTINS et al., 2010).

Sintomas Positivo Negativo
Artralgia 24,7% 12,1%
Cefaleia 22,5% 20,7%
Adenite 4,3% 3,5%
Dermatites 5,6% 6,8%
"Frieza nas pernas" 23,8% 5,2%

No projeto piloto desta tese, ao examinar antes do diagnostico e por conveniéncia uma
populacdo de comunidades ao redor do municipio de Labrea (Bosque, Pirdo, Boca do ltuxi,
Maciari, Cassiana, Tauaruhd), foi encontrada uma positividade de 16,5% de microfilarémicos

num total de 36 individuos parasitados em uma populacdo de 218 pessoas. Embora a amostra
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tenha sido realizada por conveniéncia, 0os principais sintomas foram: cefaleia 42%, artralgia
29% e presenca de dermatite 26% (Tabela 4).

Tabela 4 - Sintomatologia comparativa em casos positivos e negativos de M. ozzardi
(informacéo pessoal).

Sintomas Positivo Negativo
Artralgia 29,0% 58,0%
Cefaleia 42,0% 53,0%
Adenite 0,0% 0,0%

Dermatites 26,0% 18,4%

"Frieza nas pernas" 13,0% 32,0%
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar 0 uso de ivermectina, na dose habitualmente preconizada para o

tratamento de oncocercose 0,15 mg/kg, no tratamento das infecgdes por M. ozzardi.

2.1 Objetivos especificos

o Verificar a razdo de cura parasitoldgica (eliminacao de parasitemia sem a ocorréncia de
recrudescéncia nos dias 3, 30, 90, 180 e 360 apds o tratamento de microfilarémicos com
M. ozzardi);

e Testar tolerabilidade (efeitos adversos) ao medicamento ivermectina na dose utilizada;

e Avaliar aspectos epidemiol6gicos da populacdo parasitada;

e Auvaliar as manifestacdes clinicas da mansonelose.
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3 MATERIAS E METODOS

Trata-se de um estudo de intervencdo "before and after” (DEEKS et al., 2003), nao-
randémico, ndo-cego, ndo-controlado, para verificar a eficacia e tolerabilidade do uso de
ivermectina no tratamento de M. ozzardi em regido ribeirinha de Labrea (Figura 13).

Figura 13 - Rio Purus e a embarcacao usada no projeto em area estudada comunidade (Santa
Rosa) Labrea-AM.
Fonte: Leandro Viana, DPZ.

3.1 Area de estudo

Este estudo foi desenvolvido no municipio de Labrea (S: 07° 15°34” ¢ W: 64° 47°59”),
Amazonas, com populacdo aproximada de 38 mil habitantes (IBGE, 2012), dos quais
aproximadamente 5 mil sdo ribeirinhos dispersos em 112 comunidades (Figura 14). Destas 112
comunidades, sete (Cassiand, Bacural, Jucuri, Buraco, Santa Rosa, Jurucud, Samauma) foram
selecionadas para o estudo, todas localizadas a até 200 km a montante da sede do municipio.

O municipio, fundado em 1881, representa 4,34% (68.300 km?2) do estado do
Amazonas, apresenta IDH de 0,60 e tem como principais atividades econdmicas o extrativismo,

a agricultura e a pesca (IBGE, 2012).


http://www.icbusp.org/noticiais/registro-fotografico-labrea-2011.php
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Figura 14 - Mapa da area de estudo. Fonte: Basano et al., 2014.

3.2 Amostra

A amostra incluiu homens, mulheres (ndo gestantes e ndo nutrizes) e criangas com mais
de quatro anos e adultos com idade inferior a 61 anos com infec¢cbes por M. ozzardi,
selecionadas por conveniéncia na area ribeirinha do rio Purus, que se estende da cidade de
Labrea até a localidade de Samaluma (Figura 15). Estimou-se a existéncia de 300 habitantes nas
areas avaliadas, dos quais 171 estavam presentes no momento do estudo, atendiam os critérios
de incluséo e concordaram em participar. Destes, 74 encontravam-se infectados com M.ozzardi
e foram voluntariamente incluidos no estudo. Para determinar o tamanho minimo da amostra
foram selecionadas aleatoriamente 30 pessoas deste municipio com infeccdo por M. ozzardi
(estudo piloto), cujas microfilaremias foram devidamente quantificadas por filtracdo de sangue

em membrana de policarbonato (mf/mm?3 de sangue).
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y B
Figura 15 - Atendimento a Populacdo da comunidade de Samauma, Labrea-AM. Fonte: Luis
Marcelo Aranha Camargo.

A partir do estudo piloto, estimou-se 0 comportamento da microfilaremia em termos de
medida de tendéncia central e dispersédo, possibilitando o célculo do tamanho da amostra para o
estudo, considerando-se com a = 0,05 (erro tipo I) e p = 0,20 (erro tipo II).

Obedecendo a estes critérios, chegou-se a um nimero minimo de 40 pessoas. No
entanto, por medida de cautela e prevendo evasdo na amostra em um ano, foram incluidos 74
casos positivos de mansonelose a filtragdo em membrana de policarbonato, desde que
aceitassem participar do estudo e ndo apresentassem nenhum critério de exclusdo, apos o
consentimento da pessoa ou de responsavel, assinando o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice A). Destes foram escolhidos aleatoriamente 34 laminas e realizado
cegamente a técnica de gota espessa dos casos positivos a membrana para comparar as técnicas.

Como critério de exclusdo, foram considerados gestantes (mulheres em idade
gestacional com beta-hcg positivo ou nutrizes), individuos com idade abaixo de 5 anos e acima
de 60 anos e presenca clinica ou referida de patologias de base (cardiacas, renais, hepaticas,
desnutricdo e meningite), ou exames bioquimicos de funcéo hepatica ou renal alterados.

Também foram questionados quanto a historia de alergia a droga em tratamentos
anteriores (reacdo de Mazzotti), histéria de ingestdo de qualquer farmaco, com efeito anti-

helmintico nos ultimos 30 dias anteriores ao inicio do estudo (albendazol, mebendazol,
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ivermectina, piperazina, pirantel, pirvino, levamisole e dietilcarbamazina) e histéria de uso
atual de drogas supressoras do sistema nervoso central, registrados em ficha clinica (Apéndice
B), além de questionamentos sobre atividades da vida diaria, historico médico, estilo de vida,
sinais vitais, exame clinico e registro dos atuais sinais e sintomas presentes.

Foram examinados posteriormente por equipe de oftalmologistas para verificacdo de
lesBes em regido de cornea através de exame clinico (biomicroscopia de segmento anterior,
fundoscopia, mapeamento da retina e documentacdo fotografica com retindgrafo portétil
(Kowa®).

O regime terapéutico adotado foi a ivermectina sob a apresentacdo de comprimidos de 3
mg, lote: NFN27660, fornecida pelo Ministério da Saude do Brasil (Figuras 16). Foi utilizada a

dose Unica de 0,15 mg/kg, conforme tabela de peso (Anexo A).

Figura 16 - Lote de ivermectina, fornecido pelo Ministério da Saude. Fonte: Luisa Guimaréaes
Basano.

O medicamento foi administrado sob supervisdo direta e 0 uso de qualquer outra droga
foi registrado na ficha clinico-epidemiolédgica (Apéndice D). Os pacientes submetidos ao
tratamento foram acompanhados pela equipe de pesquisadores, equipados para tratamento de
eventuais reacOes adversas durante sete dias ap6s o uso do medicamento e nos meses

subsequentes ao tratamento. A droga foi administrada por profissional médico e o paciente
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acompanhado pelo médico e equipe de pesquisa em sua localidade nos dias 0, 1, 2, 3, 7, 30, 60,
90, 180 e 360 apds o tratamento.

Exames laboratoriais complementares (hemograma, hematocrito, hemoglobina sérica,
transaminases e gama-gltumil transferase (GGT) foram realizados no dia O (pré-tratamento) e
dia 3 (pos-tratamento), sendo as contagens de microfilarias realizadas nos dias 0, 3, 30, 90, 180
e 360 (Figura 17-A).

3.3 Diagnadstico e quantificacdo de microfilarias (mf) sanguineas

Foram colhidos 10 mL de sangue por puncdo venosa de cada paciente para busca e
quantificacdo da mf pela técnica de filtracdo em membrana de policarbonato (CHULARERK;
DESOWITZ, 1970). Para isso, 1 mL de sangue venoso foi diluido em 10 mL de solugdo
fisiologica a 0,9% e filtrado em membrana de policarbonato (Nucleopore Corporation,
Pleasanton®, CA, USA) com poros de 3 a 5 micrometros de didmetro nos dias 0, 3, 30, 90 e
2,0 mL nos dias 180 e 360. Posteriormente, as membranas eram dispostas sobre laminas de
microscopia, fixadas em metanol e coradas em Eosina-Giemsa examinando toda a superficie da
lamina. A contagem do nimero de mf nas membranas era feita em microscopio éptico e o
resultado expresso em nimero de mf/mL de sangue. Essas contagens eram realizadas por dois

microscopistas de maneira cega (Figura 17-B).

\ l

Figura 17 - (A) Coloragdo das membranas no laboratorio, e (B) microscopia para deteccdo de
mf na membrana de policarbonato, Rio Purus. Fonte: Luis Marcelo Aranha Camargo.
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3.4 Avaliacéo da eficacia e da seguranca

Foi considerado como “endpoint” primario a cura parasitologica no dia 360 e como
"endpoint"” secundérios a ocorréncia de reacGes adversas e alteraces aos exames laboratoriais

entre DO e D3 e cura clinica em D30.

3.4.1 ReacOes Adversas (RA)

Foram aplicados questionarios clinico-epidemoldgicos para a pesquisa de
sinais/sintomas antes da medicacdo e em (D3) (Apéndice D). Foram consideradas RA sinais e
sintomas néo presentes antes do tratamento e que se apresentaram e/ou sinais e sintomas que se
exacerbaram apds a administracdo do medicamento. Considerando-se que a meia-vida da droga
é de 27 horas, os pacientes foram monitorados por trés dias apos tratamento para avaliacdo do

possivel desenvolvimento de RA.

3.5 Questdes Eticas

Os individuos microfilarémicos foram convidados para participar voluntariamente,
sendo informados por escrito e verbalmente a respeito dos riscos e dos procedimentos,
assinando termo especifico de consentimento (Figura 18). O estudo foi aprovado pelo Comité

de FEtica em Pesquisa da Faculdade S30 Lucas  (registro  344/09).

Figura 18 - Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. Fonte: Luis Marcelo
Aranha Camargo.
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3.6 Analise estatistica dos resultados

Para os resultados das variaveis quantitativas, foram realizadas as descri¢Ges dos dados
através de meédias, varidncias, desvios-padrdo, medianas, quartis, minimos e maximos. As
descricdes graficas das variaveis foram obtidas através do diagrama de caixas (box-plot). Para
os resultados da avaliacdo da razdo de cura (eliminacdo de parasitemia sem a ocorréncia de
recrudescéncia nos dias 30, 60, 90, 180 e 360 ap6s o tratamento), foram realizados teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e os ndo paramétricos, T de Wilcoxon e Friedman, para
comparagdes entre grupos utilizando um nivel de significancia de 0,05, por meio do programa
Statistica 8.0. Em relacdo aos resultados epidemioldgicos gerais foi utilizada a técnica ANOVA

construida a partir de um modelo de regressdo com distribuicdo Binomial.

3.7 Logistica do trabalho de Campo.

A equipe de pesquisadores em cada comunidade ap6s explanacdo do projeto e da
assinatura do apéndice A (TCLE), realizava o exame clinico e o preenchimento do Apéndice B
(Ficha-clinica epidemioldgica), seguida da coleta de sangue de todos voluntarios, sem saber até
aquele momento sobre a presenca da parasitose. Na sequéncia eram realizados 0s exames
laboratoriais e sua analise. Com a observacao da positividade para Mansonella ozzardi e ap6s
exclusdo dos voluntérios pelos critérios elencados (clinico-laboratoriais), a equipe retornava a
comunidade e examinava novamente os voluntarios que preenchiam os critérios de incluséo,
coletava nova amostra de sangue e preenchiam uma nova ficha o apéndice C. A seguir
prescreviam o tratamento com a ivermectina na dose padronizada de acordo com o peso do
paciente de maneira supervisionada e permaneciam in loco por trés dias onde era anotado as
alteracdes clinicas e realizado nova coleta de sangue e novo preenchimento do apéndice C apds
72 horas do uso da medicacdo. A partir desta coleta a equipe retornaria em 30, 60, 90, 180 e

360 dias para realizar a coleta de sangue e verificar a presenca do parasito.
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4 RESULTADOS

4.1 Geral

As prevaléncias de microfilarémicos entre as comunidades variaram de 38,9% a 66,7%
(Tabela 5). Dos 171 individuos examinados, 86 (50,3%) tinham microfilarias, sendo a
prevaléncia maior nos homens (78 examinados com 41 parasitados — 52,5%) do que nas
mulheres (93 examinadas com 45 parasitadas — 48,4%). A diferenca foi observada em nimeros

absolutos, porém nao houve diferenca estatistica significativa (p = 0,644).

Tabela 5- Prevaléncia de microfilarémicos por M. ozzardi em comunidades ribeirinhas do rio
Purus, utilizando a filtragdo de sangue em membrana em policarbonato. Municipio de Labrea,
Amazonas, 2016.

Comunidades Examinados Parasitados Prevaléncias %

Bacural/Jucuri 34 18 52,9
Buraco 32 16 50,0
Cassiana 19 10 52,6
Jurucua 37 15 40,5
Samalma 30 20 66,7
Santa Rosa 18 7 38,9
Nao Informado 1 0 0
Total 171 86 50,3

Quanto a faixa etéria, foi observado que o nimero de microfilarémicos aumentou de
acordo com a faixa etaria (Figura 19), com tendéncia crescente tanto nos homens (A = 8,79, x*
= 2,71, p = 0,099) como nas mulheres (A = 6,67, x* = 1,30 p = 0,253) porém nio sendo
observada significancia estatistica entre os géneros.

Em relacdo as atividades do dia-dia, as maiores prevaléncias de microfilarémicos foram
observadas nos agricultores/pescadores (49 examinados com 34 parasitados, prevaléncia de
69,4%) e agricultoras/dona de casa (50 examinados com 30 parasitados, 60,0%) em relacéo a
estudantes (67 examinados com 20 parasitados, 29,8%) e outros (5 examinados com 2
parasitados, 40%) apresentando diferenca significativa (x*=19.14, p< 0,001).

Para 166 individuos foi assinalado o tempo de moradia nas comunidades e observou-se
que a prevaléncia de microfilarémicos aumentou de acordo com o tempo de residéncia, 1 a 5
anos, 24,0% (25 examinados com 6 microfilarémicos), 5 a 10 anos: 39,5% (38/15) ¢ > 11 anos

60,2% (103 examinados com 62 parasitados), mostrando uma tendéncia positiva crescente
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significativa (A = 11,33, x* = 4,66, p = 0,03) do nimero de casos de acordo com o tempo de

moradia na area avaliada e com significancia estatistica.
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Figura 19 - Prevaléncia de M. ozzardi de acordo com o sexo e faixa etaria, em comunidades
ribeirinhas do Rio Purus, municipio de Labrea, Amazonas.

Foram realizadas, através de questionarios, perguntas relativas a antecedentes
patoldgicos e a costumes dos habitantes (Apéndice B), sendo aplicada a razdo de prevaléncia,
que indicou diferencas significativas quando consideradas as exposi¢fes anteriores a malaria,
filariose e ao uso de alcool. Nesse caso, a propor¢do de pessoas com o desfecho (i.e., positivos
para Mansonella) foi, respectivamente: 2,02, 2,3 e 2,96 nos grupos expostos (Tabela 6).

Tabela 6 - Razéo de prevaléncia entre portadores de M. ozzardi e varidveis perguntadas.

Variavel Prevalencia (%) RP IC 95%
Malaria Sim 26,5 2,02 1,06 — 3,83
Né&o 13,1
Filéria Sim 25,6 2,30 1,13-4,70
Né&o 111
Alcool Sim 43,5 2,96 1,61 —5,45
Né&o 14,7

Dos sintomas clinicos analisados entre os infectados e ndo infectados, em apenas cinco
deles foram verificados diferencas significativas nas razdes de prevaléncia. Nesse caso, foi
observado que quando considerados 0s sintomas: dor nas costas, artralgia, dor nos bragos, dor
no peito e cefaleia, na proporcao de individuos positivos para Mansonella estes se mostraram

estatisticamente significante, respectivamente com a RP de: 2,10, 2,45, 2,01, 2,22 e 2,91
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(Tabela 7). E a dispneia embora com RP de 2,10 apresentou um intervalo de confianca de 0,89
a4,93.

Tabela 7 - Razdo de prevaléncia (RP) entre portadores de M. ozzardi e sintomas perguntados.

Variavel N Prevalencia (%) RP IC 95%

Dor nas costas*  Sim 47 29,8 2,10 1,13-3,92
Né&o 120 14,2

Artralgia* Sim 38 34,2 2,45 1,33-4,53
Né&o 129 14,0

Dor nos bracos*  Sim 32 31,2 2,01 1,05-3,84
Né&o 135 15,6

Dor no peito*  Sim 26 34,6 2,22 1,15- 4,26
Nao 141 15,6

Dispneia Sim 11 36,4 2,10 0,89 -4,93
Né&o 156 17,6

Cefaleia* Sim 83 27,1 2,91 1,38 -6,13
Né&o 84 9,52

*Significancia estatistica (Tabela completa no Apéndice H - Tabela 6)

4.2 Ensaio Clinico

Em relacdo as 171 pessoas que participaram inicialmente do estudo 74 (43,3%), foram
positivas e estavam incluidas nos critérios estipulados. Deste total, 74 individuos estavam com
0s exames positivos pela técnica da filtracdo de sangue em membrana para M. ozzardi com
microfilaremia média de 7,2 mf/mL antes do tratamento (D0), 66 permaneceram no estudo até
D180 e 53 individuos permaneceram até o D360. Foram encontradas inicialmente uma mediana
de 1,0 mf/mL, minimo de 1,0 mf/mL , Q1 = 1,0 mf/mL , Q3 = 3,25 mf/mL, maximo = 250,0
mf/mL, moda = 1,0 mf/mL e desvio-padrdo = 29,6 mf/mL antes do tratamento (DO).

Todos os voluntarios apresentaram exame negativo por filtracdo de sangue (100%)
qguando analisados trés dias apos o tratamento (D3). Desse total 66 individuos foram
examinados em (D180) e permaneceram com microfilaremias negativas (x*> de Friedman=
132,00 valor p= 0,00000) (Figura 20).
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Figura 20 - Quantidade de microfilarias transformada pela raiz quadrada e os dias ap6s uso de
Ivermetina (D180).

Cinquenta e trés individuos foram examinados em D360 e permaneceram com
microfilaremias negativas (x* de Friedman= 159,00 valor-p< 0,0001) (Figura 21).

Quando se quantificaram os sintomas gerais do DO ao D3 (tosse com sangue, dor
abdominal, dor nas costas ou pescoco, artralgia, astenia, dor nas pernas, dor nos bracos, dor no
peito, dispneia, tontura, cefaleia, febre, coceiras no corpo, nauseas, vomitos, “frieza nas
pernas”, adenomegalia e visdo embacgada), obteve-se uma diminui¢cdo de 75,7% dos sintomas
em D3, corroborando com a impressdao clinica-anmnéstica de melhora dos sintomas. Estes
ratificados com a melhora clinica de 68 (91,9%) dos individuos em D 30, apresentando em
cinco (6,7%) casos persisténcia de artralgias e um caso (1,4%) com melhora de apenas um

sintoma de oito relatados.



55

18

14t

12 ¢+

10+

Raiz quadrada da concentragdo de microfilaria/ml

O Mediana

[] 25%-75%

] I Comprimento padrao
o Pontos soltos
 Pontos extremos

0 L i o — -

DO D3 D180 D360
Dias

Figura 21 - Quantidade de microfilarias transformada pela raiz quadrada e os dias de tratamento
apos uso de lvermertina (D360).

Em relacdo aos pardmetros comparados dos testes bioquimicos pré e pos-tratamento
(GGT, TGO, TGP, bilirrubinas, ureia, creatinina), dos portadores de mansonelose, houve um
aumento com significancia estatistica apenas da GGT (p< 0, 004) ao teste de Wilcoxon (Tabela
8).

Tabela 8 - Comparacdo dos parametros bioquimicos pré e pds-tratamento com lvermectina.

DO D3
Exame ) Median
Mediana  (Q1; Q3) (Q1; Q3)  Valor-p
a
15,00;
GGT 19,00  15,00; 24,00 20,00 0,004*
30,00
22,00;
TGO 28,00  21,00; 33,00 29,00 0,870
33,00

TGP 24,00  18,00; 32,00 22,00 18,00; 0,152
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28,00

Bilirrubina 0,50 0,40; 0,60 0,50  0,40; 0,50 0,117
21,00;

Ureia 26,00  20,00; 31,00 26,00 0,736
29,00

Creatinina 0,80 0,70; 0,90 0,80 0,70; 1,00 0,868

*Significancia estatistica.

Em relacdo aos parametros comparados dos testes hematologicos pré e pos-tratamento
(leucocitos, neutréfilos, mondcitos, eosinofilos, linfocitos, hematodcrito e hemoglobina), dos
portadores de mansonelose houve uma diminuicdo com significancia estatistica dos mondcitos
(p<0, 001), e dos eosinofilos (p< 0,001 pelo teste de Wilcoxon (Tabela 9), em relagdo aos

valores absolutos.

Tabela 9 - Comparagdo dos exames hematoldgicos pré e pds-tratamento com lvermectina.

DO D3
Median Median
Exame (Q1; Q3) (Q1; Q3) Valor-p
a a
) 6600,00; 6700,00:8150,0
Leucocitos 7200,00 7600,00 0,763
7980,00 0

Neutrofilos 4345 4066; 4955 4964 4187; 5305 0,105
Linfocitos 1933 1761; 2175 1914 1789; 2185 0,443

Mondcitos 355 315; 410 316 277; 390 <0,001*
Eosinofilos 390 276; 498 261 210; 343 <0,001*
Hematdcrito 38,00  37,00; 40,00 39,00 37,50; 40,00 0,437
Hemoglobin

12,70 12,30; 13,30 13,10  12,45; 13,30 0,523
a

*Significancia estatistica.

Ao serem avaliados os parametros laboratoriais pelo teste de McNemar e feitas as
respectivas quantificagdes, foi observada uma diminuicdo com significancia estatistica no
numero de eosindfilos com P < 0,013. E em relacdo aos valores absolutos e aos indices
hematoldgicos, houve uma melhora de seis dos sete parametros avaliados e em relacdo aos

indices bioquimicos houve uma melhora de quatro dos seis parametros (Tabela 10).
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Tabela 10 - Perfis bioquimicos e hematoldgicos de todos 0s pacientes que iniciaram e permaneceram no estudo até o terceiro dia.

Exames (N°) Valores de referéncia F:]Zil#t;(:%s ,\-/Il-gls\ltgrg:r I\/Ieg an (Q1;Q3) Meglan (Q1;Q3)  Teste Wilcoxon
Homens Mulheres DO D3 Valor p DO D3 Valor p
Leucdcitos (59) 4,000 - 10,000 mm® 58 59 1,000 7200  6,600;7,980 7,600 6,700;8,150 0,763
Linfécitos (59) 800 - 4,000 mm3 59 59 n/a 1,933 1,761;2,175 1,914  1,789;2,185 0,443
Mondcitos (59) 80 - 1,000 mm? 50 59 n/a 355 315:410 316 272:390 <0,001¢
Neutréfilo (58) 1,800 -7,400mmé 57 58 1,000 4345  4,066;4955 4964  4,187:5,305 0,105
Eosinéfilo (59) 40 - 500 mm? 44 55 0,013° 390 276:498 261 210:343 <0,001°
Hematécrito (59)  42%-54%  36%-46% 31 30 1,000 38,0 37,0:40,0 39,0 37,5400 0,437
Hemg’gg;’b'”a 14-18g/dL  12-16d/dL 31 31 1,000 12,7 12.3:13,3 13,1  12,45:13,3 0,523
GGT (58) 7-45UIL 5-27U/L 51 46 0,063 19 15:24 20 15:30 0,004°
ASTY(58)  11-39U/L 6-27U/L 39 41 0,804 28 21:33 27 22:33 0,870
ALTY(58)  11-33U/L 7-27UIL 42 44 0,791 24 18;32 22 18:28 0,152
Bilirrubina (58) até 0,8 mg/dL 53 58 0,063 0,5 0,4;0,6 0,5 0,4,0,5 0,117
Ureia (58) 10 - 40 mg/dL 56 56 1,000 26 20:31 26 21:29 0,736
Creatinina (58) 05aldmgidL 56 54 0,625 0,8 0,7:0,9 0,8 0,7:1,0 0,868

Os valores de referéncia, mediana e quartis utilizados para a comparacao de resultados entre os pré e pés-tratamento (DO e D3) com ivermectina
(0,15 mg / kg) sdo mostrados. O teste ndo paramétrico pareado Wilcoxon Signed Rank foi utilizado para comparar os resultados nominais do
exame, e foi utilizado o teste de McNemar para comparar as freqiiéncias normais e anormais resultantes do exame entre DO e D3.

N? — Numero de individuos com resultados validos tanto DO e D3.

Nudmero de resultados normais® — Individuos com resultados dentro do intervalo de valores de referéncia.
Os resultados anormais podem ser facilmente calculados como N menos o nimero de resultados normais.
°_Estatisticamente significante (p<0,05).

4 _ Aminotransferases.

n/a —Estatisticas que ndo puderam ser calculadas devido a falta de resultados anormais.
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Em relacdo as reagBes adversas do tratamento (Sintomas que se apresentaram ou se
exacerbaram apds o tratamento), 64,9% dos 74 pacientes apresentaram sintomas, com média de
1,3 sintomas por paciente, variando de 0 a 4 sintomas. Os sintomas mais comuns foram
sensacdo de hipertemia 28,7%, cefaleia 26,6%, artralgia 10,6% e vertigem 7,4%.

Esses efeitos iniciaram em média 16,2 + 8,4 horas ap6s o uso da medicacdo e
terminaram 13,9 + 8,2 horas apds o inicio dos sintomas, tendo 100% de resolucdo. Foi
necessaria apenas uma intervencdo médica para hipertermia com o uso de sintomaticos via oral
e houve relatos de dois episodios de vomitos e mialgias resolvidos sem a necessidade da
presenca do médico.

Em relacdo a possiveis lesbes oculares, avaliou-se posteriormente ao ensaio clinico um
grupo de pacientes com mansonelose e outro grupo sem mansonelose dentre 0s pacientes que
previamente participaram do estudo. Ao comparar os dois grupos (61 mansonel6ticos e 51 nédo-
mansoneldticos), em relacdo a presenca de lesdes numulares de cdérnea, obteve-se 8,2% de
associacdo no primeiro grupo e 11,7% no grupo negativo, entretanto ndo houve diferenca com

significancia estatistica entre os mesmos (Figura 22).

Y masane

Figura 22 - Olho com lesdes puntifores em paciente mansonel6tico. Fonte: Professor Rubens
Belfort Jr.
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Em relacdo aos aspectos clinicos agrupados dos portadores de M. ozzardi que foram
avaliados no ensaio clinico com aqueles de membrana negativa (Tabela 11), que ndo observou-
se significancia estatistica para nenhum sintoma.

Tabela 11 - Sinais e sintomas agrupados dos pacientes do ensaio clinico, Labrea.

Sintomas Presentes Ausentes
Artralgia 24,0% 20,9%
Cefaleia 17,0% 22,9%
Dermatites 4,0% 22,9%
"Frieza nas pernas" 0,0% 0,0%

Mialgia 16,0% 21,7%
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5 DISCUSSAO

M. ozzardi é uma das oito espécies de filarias de interesse médico para o ser humano,
sendo a Unica autoctone das Américas (OTTESEN et al., 1984) e uma das quatro filarias
humanas presentes no Brasil (CAMPOS et al., 1997; DEANE, 1949). Apresenta uma alta
prevaléncia na regido Amazobnica, com indices que variam de 0,4% a 70%, conforme
localidades e métodos de diagnostico (BASANO et al.,, 2014; BATISTA; OLIVEIRA,;
RABELLO , 1960; DEANE, 1949; FRANCA et al., 1985; MEDEIROS et al., 2007, 2009a,
2009b, 2010, 2011, 2014). Nesse trabalho, realizado no municipio de Labrea-AM, foi
demonstrado a presenca deste parasito com prevaléncias elevadas em todas as localidades,
confirmando a grande distribuicdo dessa filaria nas populacGes ribeirinhas do Amazonas
(BATISTA; OLIVEIRA; RABELLO, 1960; DEANE, 1949; FRANCA et al., 1985;
LACERDA; RACHOU, 1956; MEDEIROS et al., 2007, 2009a, 2009b, 2010, 2011, 2014).

Em Labrea, municipio deste estudo, o primeiro inquérito epidemioldgico foi realizado
por Lacerda e Rachou (1956) encontraram prevaléncia de 0,4% (gota espessa). Posteriormente,
em comunidades do rio Purus, Shelley (1976) assinalou prevaléncia de 4,4% e Medeiros e
colaboradores (2011) registraram prevaléncia de 20,7% de microfilarémicos. No rio Ituxi
(Labrea), afluente do rio Purus, também utilizando o método de diagndstico da gota espessa de
sangue, foram encontradas prevaléncias de 5,9% (TAVARES, 1981) e 30,3% de
microfilarémicos (MEDEIROS et al., 2008). Nesses estudos, verificou-se o aumento das
prevaléncias com o passar dos anos, fato constatado pelo levantamento realizado neste ensaio
clinico, o que pode evidenciar a falta de politicas publicas para prevencdo e tratamento desta
parasitose.

Corroborando com os dados do municipio de Labrea, Pauini, no Amazonas, apresentou
prevaléncias de 28,4% em populacdo indigena e de 24,8% e 24,1% em populacdo ribeirinha
dos rios Pauini e Purus, respectivamente (MEDEIRQOS et al., 2007, 2009a). Ainda no rio Purus,
mais especificamente no municipio de Boca do Acre, Amazonas, através da gota espessa de
sangue, foi encontrado uma prevaléncia de 27,3% de microfilarémicos (MEDEIROS et al.,
2009b). Este trabalho demonstrou inicialmente (estudo piloto) prevaléncias similares da gota
espessa de 16,5% comparado a outros autores (MEDEIROS et al., 2007, 2008, 2009, 2009b)
em trabalhos realizados na regido do rio Purus, porém neste estudo foi observado um aumento
substancial da sensibilidade quando foi utilizado método de filtro de membrana de
policarbonato (50,3%).
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Nas areas de ocorréncia dessa parasitose, a maioria dos inqueéritos epidemiol6gicos tem
utilizado para o diagnostico de M. ozzardi a gota espessa de sangue, por ser um método de fécil
execucdo e baixo custo. Entretanto, apresenta como viés uma baixa sensibilidade,
principalmente em pacientes com baixa parasitemia (ROCHA; FONTES, 2000). Por outro lado,
0s metodos de concentracdo de microfilarias (técnicas de Knott e filtracdo de sangue em
membrana de policarbonato), sdo pouco utilizados nas rotinas de diagndstico devido a algumas
restricbes quanto a sua aplicacdo, como custo, relutdncia da populacdo na coleta de sangue
venoso, além de ser mais laborioso, na opinido de alguns especialistas (DREYER, 1994;
ROCHA; FONTES, 2000), mas de maior sensibilidade

No presente estudo resultados contrarios a essas opinides a técnica aplicada de filtracdo
de sangue em membrana de policarbonato foi de facil realizagdo, com custo acessivel e com
boa tolerancia da populacdo a puncdo venosa. A técnica provou ser bastante factivel de ser
aplicada nas condicOes precarias de campo, pois apesar da utilizagdo da puncdo venosa, tanto a
fixacdo quanto o uso dos corantes tradicionais podem ser feitos com o minimo de condigdes
técnicas, inclusive em casas de ribeirinhos com materiais em parte adaptados. Com isso 0 uso
desses métodos de concentracdo contribui com uma sensibilidade maior, tanto para o
diagnédstico, quanto para o acompanhamento do clearence da parasitemia, conforme
demonstrado neste estudo.

Este trabalho foi o primeiro ensaio clinico que utilizou a filtracdo de sangue em
membrana de policarbonato no diagnostico de M. ozzardi na regido do rio Purus, e um dos
pioneiros em levantamento epidemioldgico para essa parasitose. Apenas Martins e
colaboradores (2010) utilizaram essa técnica para estimativa de cargas parasitarias em Coari-
AM. Neste ensaio clinico, realizado em Labrea, encontrou-se uma prevaléncia de 50,3% de
microfilarémicos na populacdo geral antes das exclusGes, desisténcias e absenteismo,
mostrando que a prevaléncia dessa parasitose € bem superior aos descritos anteriormente na
regido do rio Purus, quanto na calha de outros rios Amazonicos, pois naqueles estudos
utilizaram a metodologia de gota espessa de sangue (MEDEIROS et al., 2007, 2008, 2009a,
2009b, 2010, 2011, 2014). A FMP aumentou a prevaléncia da mansonelose em comparagéo
aos estudos realizados com gota espessa de sangue na mesma regido em torno del00 a 112,5%,
quando comparado a outros trabalhos na regido (MEDEIROS et al., 2008, 2009a e 2011).

Outro importante dado demonstrado neste estudo é que a filtracdo de sangue em
membrana de policarbonato conseguiu detectar um elevado nimero de criancas e adolescentes

de 5 a 15 anos de idade parasitados (32,4%), diferentemente de outros trabalhos que utilizaram
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a gota espessa de sangue na regido do rio Purus. Medeiros e colaboradores (2008, 2009a, 2011)
encontraram prevaléncias bem menores de microfilarémicos nos individuos com idade entre 10
e 18 anos (prevaléncias de 20,7%, 9,7% e 10,2%). A FMP, devido a sua maior sensibilidade,
consegue detectar mais precocemente essa parasitose evitando assim um longo e penoso
convivio da populacdo mais jovem com essa parasitose e as consequéncias que tal associagdo
poderd causar. A precocidade do diagndstico e um tratamento precoce, com provaveis
implicacdes negativas no ciclo do parasito, pois 0 ser humano parece ser 0 Unico reservatorio
desse parasito (ORIEL; EBERHARD, 1982).

Em relagdo ao controle da mansonelose e sendo o ser humano considerado atualmente o
unico reservatorio conhecido do agente etiolégico (BATISTA; OLIVEIRA; RABELLO, 1960;
TAVARES, 1981), mesmo levando-se em consideracdo os trabalhos de Orihel e Eberhard
(1982), 0 uso da técnica de filtracdo de sangue em membrana de policarbonato para diagnostico
(melhor sensibilidade) e seguimento do clearence da parasitemia (verificagdo de cura
parasitologica), apresenta-se como uma importante ferramenta para acompanhamento do
controle da mansonelose. O que esta de acordo com outros estudos que utilizaram métodos de
concentracdo ou associacdo de métodos de diagnosticos e observaram uma tendéncia de
aumento da prevaléncia devido a maior sensibilidade desse método (ADAMI et al., 2014;
BATISTA; OLIVEIRA; RABELLO, 1960; VERA et al., 2011).

Batista, Oliveira e Rabello (1960) observaram uma prevaléncia de 30,3% de
microfilarémicos com M. ozzardi entre 421 individuos examinados por gota espessa de sangue,
entretanto observaram que o percentual de positivos aumentou muito quando examinaram pelo
método de Knott 0s casos negativos, encontrado mais 26,6% de positivos. Recentemente, Vera
e colaboradores (2011) também assinalaram maior sensibilidade da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (100%) e filtracdo de membrana de policarbonato (88,9%) em relacéo a gota
espessa de sangue no diagnostico de M. ozzardi.

Adami e colaboradores (2014), em regido fronteirica entre os estados do Amazonas e
Acre, examinaram um total de 355 voluntarios e usando o método de concentracdo de Knott
encontraram uma positividade de 18,3%. O aumento da sensibilidade com o uso de filtragdo de
sangue em membrana de policarbonato também foi evidenciado em um estudo epidemiolégico
na Venezuela que mostrou maior sensibilidade da filtracdo de sangue em membrana (41,2%)
em relagdo a gota espessa de sangue (12,2%), para outra filariose, Onchocerca volvulus,
(BOTTO; ARANGO; YARZABAL, 1984), evidenciando uma melhora na sensibilidade do

diagnostico em filarias.



62

A prevaléncia em numeros absolutos ligeiramente maiores nos homens deste estudo é
atribuida possivelmente ao maior contato destes, no seu dia-dia, com o0s insetos vetores, e esta
de acordo com a observacdo de outros trabalhos realizados no Amazonas (BATISTA,;
OLIVEIRA; RABELLO, 1960; MARTINS et al., 2010; MEDEIROS et al., 2009a, 2011;
TAVARES, 1981), entretanto ndo houve estatisticamente diferengas entre 0s géneros.

Quando foram realizados os calculos com mais de uma variavel, analisando a Odds
Ratio para género, ocupacao e grupo etario, os homens agricultores/pescadores na faixa de 45 a
60 anos, apresentaram uma proporcdo de maior risco do que as mulheres por exposicéo
acumulativa. Esse grau de exposicdo aos simulideos também explica as maiores prevaléncias
nos individuos que trabalham no campo, como por exemplo, os agricultores, como também
naqueles de maiores faixa etarias (MARTINS et al., 2010; MEDEIROS et al., 2009a, 2011).
Analisando esses fatos a atividade vetorial cumulativa, a exposicdo ocupacional, o tempo de
moradia, somado a uma maior negligéncia com a saude da populacdo do género masculino
poderiam explicar esses achados.

Além disso, neste estudo observou-se que 0 maior tempo de moradia dos individuos nas
comunidades ribeirinhas (> 11 anos de moradia) esta associado as maiores prevaléncias. Essa
observacdo mostra indicios que o tempo de moradia e consequentemente de exposi¢do aos
vetores séo fatores determinantes para a manutencéo da infeccdo por M. ozzardi (A = 11,33; x?
= 4,66; p = 0,03). A exposicdo no decorrer do tempo causa um processo de acumulacdo do
parasito nos individuos, mantendo vermes adultos de diferentes idades sustentando uma
producdo continua de microfilarias e, por consequéncia, a transmissdo para 0s Vvetores,
mantendo o ciclo da parasitose.

O uso da ivermectina neste estudo se deve a experiéncia com esse farmaco como anti-
helmintico em humanos, desde a década de 1980 e, em particular, nas filarioses de maior
interesse médico, como as chamadas filarioses negligenciadas (oncocercose e filariose
linfatica) e outras mansoneloses na Africa (AZIZ et al., 1982; CANGA et al., 2008; FISCHER
et al.,, 1998, 1999; KYELEM et al., 2003, 2005; MAS et al., 2006; WHO, 1995). Para M.
ozzardi, particularmente, existem poucos estudos sobre tratamento especifico com resultados
favoraveis conduzidos com essa droga. (GONZALEZ; CHADEE; RAWLINS, 1999;
KROLEWIECKI et al., 2011; NUTMAN; NASH; OTTESEN, 1987; TAVARES; FRAIHA
NETO, 1997).

Este estudo, além de ratificar a eficacia do clareamento parasitologico em conformidade

com Nutman, Nash e Ottesen (1987), Gonzélez, Chadee e Rawlins (1999), Tavares e Fraiha



63

Neto (1997), verificou a sustentacdo desse clareamento por periodo de seis meses a um ano, 0
que ndo tinha sido demonstrado anteriormente por Tavares (1997), que observou esse
clareamento até 30 dias e Gonzalez, Chadee e Rawlins (1999), informaram uma diminuicédo de
82% na média da densidade parasitaria apds quatro anos do tratamento em 40 pacientes.
Nutman, Nash e Ottesen (1987), apesar de terem demonstrado a sustentagdo por nove meses, a
descrevem em uma Unica paciente. Portanto este estudo apresenta um numero substancialmente
maior de individuos analisados, inicialmente com 74, concluindo com 53, durante um periodo
maior de um ano e realizando uma analise individual do clareamento da parasitemia.

Em relacdo aos exames bioquimicos apenas a gamaGT apresentou variagdo estatistica
significativa (Teste de Wilcoxon, p< 0,004), sem no entanto, ter significancia clinica.
Entretanto ndo foram observadas alteracdes significativas nos resultados dos parametros
laboratoriais das bilirrubinas, transaminases e excretas nitrogenadas, tanto do ponto de vista
estatistico como clinico, sendo esses parametros abordados pela primeira vez em um estudo no
mundo, com isso deve-se observar esses dados em futuros ensaios clinicos, pois em algumas
condicdes clinicas podera significar algum impedimento em pacientes com alteracdes prévias a
este indicador.

Em relagdo as alteracfes hematoldgicas na série branca nos exames pré-tratamento, ao
contrério dos estudos anteriores, o leucograma apresentou-se 98,7% normal, em relagdo a
16,2% de leucocitose nos achados de Batista, Oliveira e Rabello (1960) e 6,5% nos achados de
Tavares (1981) e 6,5% de leucopenia também em Tavares (1981). Outra diferenca, em
contraposicdo ao que foi encontrado por Batista, Oliveira e Rabello (1960), ndo houve auséncia
de mondcitos em 30 % e sim 100% de presenca com tendéncia a monocitose. Quando
analisados alguns elementos figurados separadamente, o Teste de Wilcoxon mostrou
significancia estatistica na diminuicdo dos mondcitos (p< 0,001 e eosinofilos (p<0,001), apds o
tratamento medicamentoso. Na literatura poucos estudos abordaram a analise em relacdo a
estes parametros pré e pos-tratamento (BATISTA, OLIVEIRA; RABELLO, 1960; TAVARES,
1981).

O unico achado correlato entre os estudos anteriores em relagdo aos elementos figurados
foi a presenca de eosinofilia significativa percentualmente nos pacientes deste estudo, e nos
estudos de Batista, Oliveira e Rabello (1960) e Tavares (1981), e valores individuais
extremamente alto da porcentagem de eosinofilo (20%) no exame sanguineo da paciente
analisada no trabalho de Nutman, Nash e Ottesen (1987). Embora apenas a eosinofilia tenha

apresentado uma variacdo estatistica e clinicamente significante entre os dados pré e pos-
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tratamento, esse fato é esperado em relagdo a individuos parasitados por nematelmintos de uma
maneira geral (RIZZO et al., 1989; SURMONT et al., 1995) e filarias (VARGAS-HERRERA
et al., 2013). Todavia houve normalizacdo destes valores apds o tratamento tanto em Nutman,
Nash e Ottesen (1981), como neste trabalho (BASANO et al., 2014).

Em relacdo aos parametros laboratoriais que apresentaram apenas aumento dos valores
da mediana e a respectiva tendéncia de aumento dos parametros iniciais individualmente, sem
significancia estatistica, ap0s 0 uso da ivermectina. Estes devem ser valorizados, pois mesmo
que ndo tenham superado os limites superiores do teste, apresentaram uma tendéncia de
aumento nos niveis sanguineos, o que deve ser observado e relatado em relagdo as orientagdes
aos medicos assistentes, para ficarem atentos nos pacientes com comorbidades de uma maneira
geral, e nos pacientes com exames apresentando valores proximos aos limites superiores
quando for prescrita a medicacao.

Contudo e apesar dos achados laboratoriais citados anteriormente, esses néo
interferiram na monitorizacdo clinica e no tratamento dos individuos parasitados pela M.
ozzardi, tratados pela ivermectina nas doses preconizadas, pois apresentaram em sua totalidade
a normalizacdo dos dados laboratoriais.

Finalizando, a somatéria das tendéncias laboratoriais, com a possibilidade de
coinfec¢des, 0 médico ao prescrever o tratamento com ivermectina para a mansonelose levara
em conta, os efeitos adversos, as prevaléncias das parasitoses e 0 uso concomitante de
medicacdes que serdo metabolizadas pelos individuos.

Neste estudo, assim como em outras localidades, essas observacGes se justificam
também para auxiliar o médico na escolha do melhor tratamento de maneira individual e
coletiva. Por se tratar de areas onde varias entidades nosoldgicas se sobrepdem a este estudo
encontrou paralelamente as seguintes prevaléncias: hepatites virais (Anti-HBc 1gG 58,5% e
6,4% de Hbsag), malaria 9 % de assintomaticos, verminoses 81,4% (Giardia
intestinalis 55,7%, Complexo Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar 21,4%,
Ancilostomidae sp. 5,7%, Entamoeba coli 8,5%, Ascaris lumbricoides e Strongyloides
stercoralis 2,8%), toxoplasmose 55,7% com 12% de lesdes oculares.

Outra questdo explorada € a real eficacia do tratamento versus reagdes adversas com 0
uso da ivermectina. Para tal, o tratamento foi supervisionado e os pacientes foram seguidos in
loco durante um periodo de no minimo 72 horas, mas por até 10 dias, relatando sinais e

sintomas clinicos devido ao uso da medicag&o.
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As reacOes adversas (RA) ndo se mostraram limitantes, embora presentes em
quantidade significativa. Do total estudado encontrou-se RA em 64,9 % dos pacientes,
entretanto, apresentaram 100% de normalizacdo até o D3 pos tratamento em acordo com a
literatura (AZIZ et al., 1982; NUTMAN; NASH; OTTESEN , 1987), com apenas um caso
considerado de intensidade média dentre os 74 pacientes tratados. Foi solicitado a intervengédo
médica pelos familiares, sendo um caso de hipertermia, resolvido com a prescricdo de um
sintomatico via oral, e o relato de dois episddios de cefaleia intensa, acompanhados de artralgia
e mialgia em outros dois pacientes sem necessidade de intervencdo médica. Esses efeitos, em
sua maioria, surgiram até 24 horas do uso da medicacdo e desapareceram em prazo semelhante.
Naqueles que apresentaram reacfes adversas, em média, cada um apresentou cerca de 1,3
sintomas e 0s que tiveram maior quantidade de sintomas apresentaram 4 sintomas.

Todavia Krolewiecki e colaboradores (2011), em estudo na Argentina, demonstraram
uma maior intensidade dessas reacfes em dois pacientes tratados com ivermectina (reagdes
severas), em uma quantidade amostral de pacientes menor que este estudo.

Vale salientar que a sensacdo clinica e os relatos das pessoas que fizeram uso da
medicacdo (impressdo clinica-anmnéstica) foram extremamente positivos. No grupo de 74
individuos até 30 dias ap6s o tratamento, referiram melhora 68 individuos (91,9%), isto em
todos os sintomas referidos antes do tratamento (tosse com sangue, dor abdominal, dor nas
costas ou pescoco, artralgia, astenia, dor nas pernas, dor nos bragos, dor no peito, dispneia,
tontura, cefaleia, febre, coceiras no corpo, nduseas, vomitos, “frieza nas pernas”, adenomegalia
e visdo embacada). No grupo restante de seis individuos, cinco (6,7%) referiram a permanéncia
da artralgia que sofriam desde antes do tratamento. Um individuo (1,3%) relatou melhora de
apenas um sintoma (cefaleia) que sofria antes do tratamento, sendo que 0s outros sintomas
permaneceram apos o tratamento (dor abdominal, dor nas costas, artralgia, dor nas pernas, dor
nos bragos, coceiras pelo corpo).

Quando quantificamos os sintomas gerais em nimeros absolutos, do DO ao D3 obteve-
se uma diminuicdo de 75,7% dos sintomas, e de 91,9% até o D30. Isto posto, mesmo que exista
um vies em atender uma populacdo desassistida que tende a supervalorizar os sintomas em uma
consulta médica nas condi¢des de campo, o resultado qualitativo final apresenta valores
substanciais. Mesmo que seja resultado de um sinergismo do efeito real do medicamento e do
psicologico, apesar da falta do uso do placebo, auséncia de randomizacédo e ndo ser duplo-cego
(por conta do impedimento do comité de ética e pesquisa local). Os resultados foram

impactantes e fica evidente o real beneficio do uso da medicagéo.
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Essa observacdo é sustentada com a manutencdo do bem estar ap6s 30 dias e reafirmada
aos seis meses por mais de 90% dos participantes do ensaio clinico. Mesmo levando em
consideracdo que os sinais e sintomas clinicos relatados sobre essa parasitose sdo extremamente
inespecificos, existe uma convic¢do que ao menos a eliminacdo do parasito de alguma forma
contribui para o bem estar do individuo infectado.

A controvérsia em relacdo a clinica da mansonelose (patogénica x ndo patogénica) é
discutida ha varias décadas. Poucos autores se debrucaram em estudos clinicos, principalmente
até a metade do século XX, quando essa parasitose chegou a ser declarada de interesse apenas
académico por Biagi, em 1956. Batista, Oliveira e Rabello na década de 1960, em estudo da
patogenicidade da mansonelose, citam varios autores que consideravam essa parasitose ndo
patogénica (AUGUSTIN, 1951; BRUMPT, 1949; COSTA, 1956; ROMITI, 1935; STRONG,
1945). Entretanto, outros estudos também correlacionaram sinais e sintomas desta parasitose
(BATISTA; OLIVEIRA; RABELLO, 1960; BRANCO et al., 1998; COHEN, 2007; MARTINS
et al., 2010; MONTESTRUC; BLACHE, LABORDE, 1950; TAVARES, 1981; VIANNA et
al., 2012).

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

Para minimizar o viés de falsos negativos, Batista, Oliveira e Rabello (1960)
empregaram nos casos negativos a gota espessa, 0 método de concentracdo de Knott, que
praticamente dobrou o nimero de casos positivos. Posteriormente, em suas conclusdes 0s
autores incriminam cinco grandes queixas caracteristicas dessa parasitose, a saber: dores
articulares 34,9%, “frieza nas pernas” 34,4%, placas eritemato-pruriginosas 23,2%, adenite
inguino-crural 18,7% e dor de cabecga 47,7%. Em comparagdo com este estudo, apresentou-se
associacdo semelhante para cefaleia 49,6% e dores em membros 40,7% ambos com
significancia estatistica quando comparadas aos casos-controle negativos. Em relagdo a “frieza
nas pernas” ¢ adenomegalia os resultados sdo antagonicos. Em relagdo a “frieza”, mesmo com a
queixa referida em 13,1% ao exame clinico, tal fendmeno ndo foi constatado em nenhum

paciente neste estudo. Em relagdo a presenca de adenomegalia 26,8% ao verificar sinais de
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inflamacéo, ou supuragéo, ou associagdo com febre apenas 4% dos casos positivos neste estudo
apresentaram aumento dos ganglios.

Nas décadas subsequentes, pouco ou quase nada da clinica foi estudado no mundo e no
Brasil. Apenas na década de 1980, Tavares (1981), voltou ao tema em trabalho de mestrado, no
qual examinou 938 pessoas de uma populagdo de 952 (Rio Ituxi, L&brea), e encontrou 56
individuos parasitados (5,9%). Nesse estudo, os sintomas referidos apresentaram grande
semelhanca com os estudos de Batista, Oliveira e Rabello (1960), a saber: dores articulares
77%, “frieza nas pernas” 69,5%, cefaleia 65,2%, febre sem causa aparente 44,4%, adenite
34,7% e erisipela 32,6%.

Ao analisar os aspectos clinicos agrupados dos portadores de M. ozzardi que foram
avaliados no ensaio clinico com aqueles de membrana negativa, chegou-se a valores muito
préximos entre os portadores e 0s ndo portadores de mansonelose a técnica empregada sem
apresentar significancia estatistica. Artralgia 24% e 20,9%, cefaleia 17% e 22,9%, mialgia
16% e 21,7% respectivamente, sem significancia estatistica, 0 que ndo ocorreu com os estudos
anteriores que identificaram algumas associacdes (BATISTA; OLIVEIRA; RABELLO, 1960;
BRANCO et al., 1998; COHEN, 2007; MARTINS et al., 2010; MONTESTRUC; BLACHE,
LABORDE, 1950; TAVARES, 1981; VIANNA et al., 2012).

Entretanto algumas diferengas foram encontradas, como a falta de ganglios palpaveis
anormais e a descricdo de sensacao de “frieza nas pernas” citadas em outros inquéritos, tanto
subjetivamente (pacientes), como objetivamente (examinador) (BATISTA; OLIVEIRA;
RABELLO, 1960; MARTINS et al., 2010; TAVARES, 1981). Esse fato pode ser explicado,
pois neste estudo os pacientes foram examinados por equipe de médicos e esses sinais e
sintomas ndo foram respondidos apenas através de questionarios, pois concomitantemente foi
realizado exame fisico.

Todavia quando foi comparada a populacdo do inquérito epidemioldgico fazendo uma
razdo de prevaléncia entre os portadores de mansonelose e 0s ndo portadores a técnica de
membrana de policarbonato, houve diferenca dos casos positivos para alguns sintomas como:
dor nas costas, artralgia, dor nas pernas, dor nos bragos, dor no peito e cefaleia (2,10, 2,45,
2,01, 2,22 e 2,91 respectivamente).

Outro provavel aspecto clinico levantado é a possivel relacdo ou associacao entre lesdes
de cornea e a mansonelose na Amazoénia. Em estudo anterior conduzido em Pauini-AM, em
uma amostra de 524 individuos, observaram em 20 pacientes com opacifica¢des puntiformes

(3,8%) estas lesdes eram circulares com 0,5 e 1,0 mm, com areas transltcidas de crnea entre a
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lesdio e o limbo, sem neovascularizacdo e sem afetar a visdo, destes dois individuos
apresentaram ao exame sanguineo a presenca da filaria (BRANCO et al., 1998).

Outro estudo em Coari-AM, no qual 18,9% da populacdo estava parasitada por M.
ozzardi, 95 individuos foram examinados. Entre os 14 que apresentavam lesdes de cornea,
cinco realizaram biopsia para exames histopatologicos e de PCR e nada foi encontrado
(COHEN et al., 2007). Neste estudo, conforme os resultados da avalia¢do oftalmoldgica inicial
compararam-se dois grupos diferentes (mansonel6ticos 61 e ndo-mansonel6ticos 51), em
relacdo a presenca dessas lesdes, obtendo-se 8,2% de associacdo no primeiro e 11,7% no
controle, ndo houve associagdo estatistica dessas lesdes com os pacientes mansonel6ticos.
Entretanto deve-se ressaltar a inexisténcia de relatos de trauma nesses grupos, e que as
localizagdes das lesGes poderiam sugerir disseminacdo hematogénica.

Apesar de inevitavel, a taxa de abandono do estudo foi alta, principalmente entre o sexto
e décimo segundo més da pesquisa, 0 que era previsto pelos pesquisadores, que antecipando
este fato, aumentaram a amostra original calculada em 40 pacientes para 74 pacientes. A
principal causa da alta taxa de abandono foi a emigracdo familiar ou a auséncia
sazonal/ocupacional do paciente na area de estudo durante visitas da equipe de pesquisa
principalmente entre o D180 e D360. Entretanto, ao comparar 0os grupos do D180 e D360,
apenas uma diferenca de dados em relacdo a idade média foi observada entre o grupo que
permaneceu e o de abandono, existindo um aumento na média da idade no grupo de abandono,
por se tratar de homens em idade produtiva avancada.

O uso Unico da ivermectina sem um placebo neste estudo foi determinado pelo comité
de ética local, principalmente pelos escassos dados dessa medicacdo para parasitose estudada.
Por se tratar de um estudo de braco Unico ndo-randomizado, esses resultados podem ser
influenciados e tém uma limitacdo natural, como descrito por Deeks e colaboradores (2003).
Portanto estamos conscientes das limitacGes dos estudos ndo randomizados e que os resultados
da intervencao sao dificeis em ser medidos. Apesar disto o desenho deste estudo contemplou de
maneira irrefutdvel uma lacuna do conhecimento terapéutico dessa parasitose e foi realizado
dessa forma pela impossibilidade ética impetrada ao randomizado, entretanto considerado
necessario e um avangco em relagdo aos estudos anteriores. Pois, em razdo da dimensédo e a
homogeneidade dos resultados (em todos os 53 pacientes acompanhados), M. ozzardi ndo foi
observada apds trés dias da intervencdo medicamentosa e foi sustentada até D360, fato similar

a todos os 66 participantes acompanhados até D180. Pode-se concluir que ndo exista outra
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causa possivel para determinar outro fator que poderia estar relacionado com tal clearance
sustentado.

Tendo em vista que ndo houve reacdes adversas graves e que nenhuma reacdo adversa
permaneceu até o D3, corroborando os achados de estudos anteriores (NUTMAN; NASH;
OTTESEN, 1987; KROLEWIECKI et al., 2011), pode-se afirmar que a ivermectina foi segura
na condugédo do tratamento dessa parasitose. Com isto, os estudos e as atividades de controle
das parasitoses estdo em consonancia com as opinides de especialistas como Prichard e
colaboradores (2012), que relataram a importancia de estabelecer uma agenda de pesquisa para
as doengas parasitarias humanas.

Considerando os resultados deste ensaio clinico principalmente em relacdo a alta
prevaléncia dessa parasitose, sugerimos que a mansonelose deva ser incluida na agenda das
doencas negligenciadas brasileiras. Além disso, sugerimos o uso da ivermectina para o
tratamento dessa parasitose, nas dosagens preconizadas de 0,15 mg/kg/dia, para sanar essa
lacuna terapéutica e contribuir com o tratamento individual. Pode-se a partir desses dados e, em
conjunto com outras medidas sanitarias e educativas, seguir o modelo dos tratamentos em
massa da oncocercose na Africa e nas Américas, que poderdo apresentar um controle coletivo e
eficaz desta parasitose.

A partir do estabelecimento desse tratamento individual, poderiamos chamar a atengdo
das autoridades sanitarias para a necessidade de se estruturar um modelo adequado de controle
dessa endemia amazonica, atualmente negligenciada pela rede publica de satde. O que de certa
maneira também contemplaria o tratamento coletivo da mansonelose e das outras helmintiases
endémicas concomitantes nesta regido, trataveis por esse medicamento.

Levando-se em consideracao que existem até 0 momento 22 municipios com a presenca
da mansonelose no estado do Amazonas e que a proporcdo da populagdo ribeirinha esta em
torno de 10% do total, e a média das prevaléncias a gota espessa de sangue essa em torno de 20
a 25%, poderiamos extrapolar esses dados com a média em torno de 40% para a FMP como
constatado neste estudo e inferir que atualmente uma populacéo de aproximadamente 600 mil
pessoas estdo em area de transmissdo da mansonelose, devendo pelo menos 160.000 mil
pessoas estarem parasitadas, e sem nenhuma agdo governamental de saude (tradicionais e
silvicolas), pois as autoridades sanitarias ndo conseguem justificar a compra deste medicamento

por falta de dados cientificos em relacdo a esta parasitose.
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Concluo que esta parasitose é sem duvida negligenciada pelas autoridades sanitarias e
apresenta-se como um problema de satde publica ainda sem solugdo e planejamento.

Do ponto de vista epidemiologico, as grandes endemias tém assolado populacdes ao
longo da histdria, com grandes perdas sociais, localizadas principalmente no nivel dos menos
favorecidos. As doencas tropicais, verdadeiros desafios a conquista e colonizacdo dos tropicos,
nédo apenas confirmaram a regra e se dispersaram sobre milhdes de pessoas, e mesmo no atual
século, e de grandes avancos cientificos, essas doencas concentram-se, via de regra, nos paises
subdesenvolvidos (BARROS, 2006).

Na regido Amazénica, a problemaética é acentuada por razbes diversas, entre elas, o
grande espacgo fisico a ser ocupado por uma populacdo reduzida e que muitas vezes esta
disposta nas margens de rios. O fluxo migratério de pessoas, principalmente pela busca das
fronteiras agricolas, e a elevada depreciacdo do meio ambiente, acabam colocando o ser
humano frente a frente com transmissores de algumas dessas enfermidades (CONFALONIERI,
2005).

Futuros ensaios clinicos controlados com base nesses achados devem avaliar o uso de
ivermectina em relacdo a outros farmacos anti-helminticos e / ou um placebo para entender
melhor os sintomas clinicos em um design duplo cego e randomizado. Outra possibilidade seria
testar o uso de farmacos que possam estar relacionados as relages de simbiose entre helmintos
e bacteérias.

Em julho de 2015, a equipe de pesquisadores participantes deste projeto ja iniciou o
levantamento censitario e a prevaléncia da mansonelose em area da divisa do municipio de
Labrea e Canutama em aproximadamente 380 pessoas, para realizar a continuacao deste projeto
em 2016, utilizando agora um placebo, e randomizando a amostra em um ensaio clinico duplo-
cego fase Ill, para melhor explicar alguns aspectos da clinica desta parasitose, utilizando e

comparando outras técnicas de diagnostico como o PCR, FMP e gota espessa.
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6 CONCLUSOES

e O farmaco ivermectina mostrou-se eficaz para eliminagdo da microfilaremia na dose
preconizada, mantendo o clearence da parasitemia por um (1) ano.

e O farmaco utilizado (ivermectina) mostrou-se seguro para uso em larga escala para a
mansonelose por prescri¢cdo médica, pois os efeitos adversos ndo foram severos.

e O farmaco proporcionou diminuicdo importante dos sintomas dos pacientes apds o
tratamento.

e O metodo de diagndstico utilizado (FMP) mostrou-se factivel de ser empregado nas
condicdes de campo tanto para diagnostico como para seguimento.

e A prevaléncia da parasitose encontra-se com taxas altas, inclusive na populacdo jovem e
com tendéncia de aumento com o aumento da idade e do tempo de exposicao.

e As caracteristicas clinicas apresentadas neste estudo, embora necessitem de um estudo
clinico-epidemiol6gico mais robusto, ndo demonstraram alguns sintomas cléssicos dos

estudos anteriores, como febre, adenomegalia e "frieza em membros".
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7 PERSPECTIVA DE CONTROLE

Para um futuro controle da mansonelose, todos os eixos devem ser abordados de
maneira equanime e abrangente, desde 0s seus aspectos em vigilancia epidemioldgica
(notificagdo compulséria nos municipios afetados), abordagem clinica, avaliacdo e
implementacdo de métodos diagndsticos/verificacdo de controle, pesquisa de provaveis
reservatorios como 0s primatas, pesquisa de outras drogas ou associacbes para Nnovos
tratamentos, controle de vetores, verificagdo das taxas de infeccdo e infectividade nos
simulideos, medidas de tratamento em massa (MDA - Mass Drug Administration) e medidas
educativas que vislumbrem todo o conhecimento e fluxo de conhecimento para melhor
esclarecer essa patologia. Posto isto, sera possivel maior exatiddo nos dados em relacdo a
prevaléncia, confirmagdo de novos casos, registros individuais, terapéutica definida,
fluxograma de atendimento e exames necessarios. Finalizando com as andlises de seus
indicadores (epidemioldgicos e operacionais), que contribuirdo com melhor caracterizacdo da
distribuicéo e perfil nosoldgico da doenca.

As medidas de atuacdo pelas caracteristicas especificas dessa regido devem ser flexiveis
e baseadas nas caracteristicas epidemiolégicas locais, levando-se em considera¢do 0 acesso no
sistema Unico de saude. Em relacdo aos treinamentos dos agentes comunitarios de salude e das
equipes do programa de saude da familia, que deverao estar ambientadas para as caracteristicas
peculiares amazoénicas.

Em relacdo aos métodos diagndsticos, a implantacdo da técnica de membrana de
policarbonato realizada neste trabalho, é extremamente factivel, tanto pela técnica, quanto pela
sua aplicacdo em campo e baixo custo. Aliado a uma melhora de pelo menos 100% na
sensibilidade em relacdo a microscopia Optica (gota espessa ou esfregaco), corroborando para a
sua aplicacdo o fato do homem até o momento ser o Unico reservatério de impacto
epidemioldgico dessa parasitose e nesse caso, quanto maior a sensibilidade do método, maior
sera 0 impacto na cadeia de transmissdo da mansonelose, pois se trata o individuo/reservatorio
precocemente.

Incentivos a pesquisa de outros reservatorios e a ecologia dos vetores como taxa de
infectividade ou taxa de infeccdo em conjunto com seus aspectos sazonais, assim cOmo ensaios
clinicos que avaliardo a ivermectina com outros anti-helminticos e placebos e / ou o
aprimoramento de PCR e PCR real time poderdo esclarecer melhor a sintomatologia clinica em

desenhos cegos e randomizados.
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8 DIFICULDADES ENCONTRADAS

e Descaso do sistema de salde local, falta de uma politica estadual e federal para a
patologia;

e Longa distancia percorrida via fluvial e acesso (deslocamento) ao municipio de Labrea
apenas por via aérea;

e Mobilidade populacional dificultando 0 acompanhamento da amostra e logistica durante
0s cortes do estudo diminuindo a amostra inicial;

¢ Intensa atividade hematofagica dos simulideos;

e Freqlientes problemas de mecénica no barco, lanchas e veiculos.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,

C.l.: e/ou
CPF !

fui informado e estou ciente e esclarecido a respeito da pequisa:"Estudo preliminar da reducao
da microfilaremia “in vivo” da Mansonella ozzardi com uso de ivermectina, Labrea,
Amazonas, Amazonia Ocidental, Brasil" , desenvolvida pela USP, INPA, UFSJ e Secretaria
Municipal de Saude de Labrea com o apoio do Ministério da Satde do Brasil.

Venho atraves deste informar que participei de uma palestra explicativa, ministrada
por académicos da Faculdade sdo Lucas, onde fui informado: que esta doenca conhecida
popularmente como FILARIOSE e € transmitida em nossa cidade pela picada do mosquito
pium contaminada; sobre seus riscos a salde humana e como evitar a contamina¢do; que seu
diagnostico sera realizado através da pesquisa de embrides do verme em meu sangue,
colhido por puncéo digital, que a colheita do sangue sera realizada com o uso de lanceta
descartavel, numa lamina de vidro previamente identificada e que este procedimento nédo
me oferecera riscos ou desconfortos; e ainda, que o resultado do exame, assim que
possivel, estara disponivel na Secretaria Municipal de Salde de Labrea para que eu possa
recebé-lo.

Fui informado, ainda: que os resultados dos exames serdo mantidos em sigilo; que
caso seja detectada a doenca, um maior volume de material (sangue) sera colhido, com uso
de seringas e agulhas descartaveis para ser analisado; e que sera realizado exame medico a
fim de que o tratamento seja imediatamente realizado por clinicos da equipe de
pesquisadores, sendo que a pesquisasera desenvolvida, sem qualquer custo para o
paciente.

Com a assinatura deste Termo autorizo a USP a conservar, sob sua guarda, soros que

possam ser coletados, com minha prévia autorizacdo, para serem usados em exames de

laboratdério, com objetivo futuro de pesquisa médica ou educacional, e que minhas
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informagdes obtidas durante a pesquisa, possam ser utilizadas em publicacdes cientificas,
desde que seja preservada minha identidade.

Declaro que estou ciente que terei direito garantido a melhor conduta médica diante
de uma intercorréncia indesejavel, desde que seja provocada por algum procedimento
adotado durante o acompanhamento ou desenvolvimento da pesquisa, de forma inteiramente
gratuita, e que poderei retirar meu consentimento, em qualquer momento da investigagéo,
sem qualquer penalizacdo para minha pessoa.

Estou consciente dos meus direitos, das minhas responsabilidades, dos riscos e dos
beneficios que a minha participagdo implica. Concordo em participar e DOU O MEU
CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU
OBRIGADO.

Endereco do responsavel pela pesquisa: Professor Sergio de Almeida Basano Rua
Francisco Prestes 1234 Monte Negro-RO CEP 76.888-000 Fone 69-35302053 e-mail
sergio@ich5usp.med.br

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua
participacdo no estudo, dirija-se ao: Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade S&o
Lucas: Rua Alexandre Guimardes, 1930 Porto Velho-RO fone 69-32118046

Assinatura do pesquisador e carimbo



APENDICE B - Ficha clinica

FICHA CLINICA Data:

IDENTIFICAQAO
Nome:

Sexo:F M Data de nascimento: Idade:

Peso: Localidade:
SINAIS VITAIS
Pressdo arterial: Freqliéncia cardiaca:

Freqliéncia respiratoria: Temperatura:
Olhos

Cristalino: Esclera: Acuidade visual:

Corneas: Palpebras: Outro

Ganglios
Cervicais:
Axilares:

Outros Preencher de 0 a ++++

Ictérico Edema

Artralgia Deformidade

Deformidade Localizacéo:

5- LesOes de pele:
6- Figado:
7- Bago:

8-MMIIl -Edema 0 + ++ +++ +++++
- Ulceras
ATIVIDADES DA VIDA DIARIA
Horas trabalhadas por semana: () <20 () 20a40 () 41a60 () >60.

Qual a principal atividade que exerce?

Atividades desempenhadas no trabalho:

() Sentar na cadeira () Levantar ou carregar peso () Ficar de pé
() Caminhar ( ) Dirigir ( ) Capinar

() Cortar lenha ( ) Outros

HISTORICO MEDICO

Data do ultimo exame médico/ ou exame fisico:

Marque aquele (s) que tenha (M ) alguma cardiopatia antes dos 50 anos:
() Pai () Mée ()Irméo (&) () Avd/ Avo

Marque as intervencdes cirlrgicas que vocé tenha feito:
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() Coluna ( ) Coragéo ( ) Articulagdo () Hérnia de disco

( )Rim ( ) Pulméo () Olhos () Pele

( )Outros

Marque os problemas que tenham sido diagnosticados ou tratados por um médico:
( ) Hepatite  ( )Hanseniase ()HIV ( ) Tuberculose

() Alcoolismo ( )Problemarenal () Enfisema ( )Artrite
( ) Diabetes () Problemas oculares ( )Ulcera digestiva ( ) Asma
( ) Presséo arterial alta ( ) AVC ( ) Obesidade ( ) Problemas musculares () Uso de 6culos

Qutros

Indique as queixas e sintomas dos Ultimos cinco (5) dias: Preencher Sou N

Tosse com sangue Dor nas pernas

Dor abdominal Dor nos bragos

Dor nas costas ou Dor no peito

pescogo

Dores articulares Falta de ar com esforgo
leve

Sentir-se fraco Tontura

Febre Dor de cabega

Coceiras pelo corpo Frieza nas pernas

Nduseas e vomitos

Vocé possui alguma alergia?
()sim () nédo Qual(is):
Nos ultimos tempos, vocé sofreu algum acidente ou lesdo osteo-articular?
()sim ()ndo Qual(is):
COMPORTAMENTO RELACIONADO A SAUDE

Vocé fuma atualmente?( ) sim ( ) ndo Quantos cigarros por dia?

Faz ingesta de alcool? Quantas vezes por semana?

Est4 tomando algum remédio? Qual?

Atualmente, vocé realiza alguma atividade fisica? () sim ( ) ndo
Qual(is):
COMENTARIOS GERAIS - Verso

Assinatura:




APENDICE C - Ficha clinico-epidemiolégica

1. ADMISSAQ: o paciente obedece aos critérios de inclusio? Responda as

questdes abaixo:

Inclusdo(S/N) [Todos devem ser Sim] Excluséo (S/N) [Todos devem ser
Nao]

Idade de acordo c/ protocolo? Sinais de perigo/malaria grave?

Infeccéo por Mansonellaozzardi? Doengas subjacentes referidas?

(cardiaca, renal, hepatica, desnutricéo,

meningite).
Sem ingesta de droga anti-helmintica ha Alergia pregressa a droga? Uso de
30 dias? droga depressora SNC?
Consentimento por escrito? Gestante/Nutriz?

Anexar termo de consentimento

Obedece aos critérios de Inclusdo? S /N favor assinalar

2. REGISTRO: Se todos os critérios de inclusao foram “S” e todos o de exclusao

forem “N”, favor proceder ao registro do paciente:

Forneca ao paciente um numero e preencha os dados relativos a identificacdo abaixo

2. IDENTIFICACAO Peso (k)

Etnia Idade (anos) Meses

Branco,
Negro,indio,Amarelo,Mestico
Sexo (M/F) Data de Nascimento (d/m/a)

3. INSERCAO EM GRUPO TERAPEUTICO DO ESTUDO:

Calcule o nimero de comprimidos

Forneca e supervisione a ingestdo da medicacao

Numero de comprimidos de Ivermectina fornecidos (de acordo com a tabela)
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Investigador Sergio Assin Data
Principal Almeida atura
Basano

Informacgé&o Confidencial: preencher e manter separado das demais fichas

Nome Completo do Paciente: Nome do Responsavel:
Reg.Hospitalar: Registro no Estudo:
Endereco:
Local Registro no
Servico de
Saude

Labrea-AM Registro no
Estudo
4. EVOLUCAO DO AO D180

Data
Dia do Estudo DO D3 D30 D60 D90 D180

O paciente foi examinado?
S/IN

PA mm Hg deculbito
deitado

Frequéncia Cardiacabpm

Parasitologia mf/mm®

Fraqueza

Cefaléia

Vertigem

Dor abdominal

Anorexia

Naulsea

Vomito
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Diarréia

Exantema

Desmaio

Avrtralgia

Prurido

Edema Facial

Edema Palpebral

Tremor

Dor Génglios
Axilar/Cervical/Inguinal

Mialgia

Sonoléncia

Vermelhidado Olhos

Diminuicdo Acuidade

Visual

Outrol:

Outro2:

Leucdcitos (/uL)

Neutrofilos (%)

Linfocitos (%)

Mondcitos (%)

Eosinofilos (%)

Basofilos (%)

Hematdcrito (%)

Hemoglobina (g/dL)

Gama GT

TGO

TGP

Bilirubina

Outros (especificar)
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Efeitos Adversos (S/N)*

Coleta p/Bioquimica (S/N)

Coleta p/ Hemoscopia
(SIN)

5. TRATAMENTO

Agendamento do

Tratamento

Outros Medicamentos — Assinalar DO D1 D3
Follow-up

Tratamento

ConcomitanteS/ N

Uso de Tramento de

Emergéncia S /N

Tratamento por EAS
/' N

Nome Genércio do Dose diaria administrada Dia de inicio/fim de tratamento
Medicamento



99

Local Investigador Sergio Registro
Principal Almeida Servigo de
Basano Saude
Labrea- Inicias do Registro no
AM Paciente Estudo

6. EFEITO ADVERSO: caso ocorra EA, mesmo nado se relacionando ao estudo em questao,

complete o formulério abaixo. Caso se institua terapéutica medicamentosa, incluir no formulério

acima.
~ Efeito Adverso | 1 2 3

Descricao

Data inicio /

fim

Intensidade Leve Leve Leve

[Marque Moderado Moderado Moderado

apenas 1] Severo Severo Severo
MuitoSevero MuitoSevero MuitoSevero
Ignorado Ignorado Ignorado

Relac¢do com Nenhuma Nenhuma Nenhuma

0 Esquema Improvével Improvéavel Improvével

Terapéutico Possivel Possivel Possivel

[Marque AP Provavel Provavel Provavel
Certeza Certeza Certeza

enas 1] Ignorado Ignorado Ignorado

Evolucéo RecuperacdoCompl RecuperagdoCompl RecuperacdoCompl

[Marque eta eta eta

apenas 1] AindaPresente AindaPresente AindaPresente
Sequela Sequela Sequela
Obito Obito Obito
Ignorado Ignorado Ignorado

Conduta Nenhum Nenhum Nenhum
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[Marque
todos o0s

necessarios]

utica

InterrompeuTerapé

InterrompeuTerapé

utica

InterrompeuTerapé

utica

Hospitalizagédo

Hospitalizacédo

Hospitalizacédo

Local: Iniciais do Investigador Registro no Registro no
Labrea-AM Paciente: Principal: Servico de Estudo:
Sergio Almeida Saude:

Basano
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Improvement of a PCR test to diagnose infection by Mansonella ozzardi

Adequaciao da técnica da PCR para diagnéstico de infec¢ao de Mansonella ozzardi

Luana Janaina Souza Vera!, Sergio de Almeida Basano'? Juliana de Souza Almeida Aranha Camargo!,
Andonai Krauze de Franga?, Ricardo de Godoi Mattos Ferreira®, Almeida Andrade Casseb?, Jansen Fernandes
Medeiros®®, Gilberto Fontes” and Luis Marcelo Aranha Camargo'*

ABSTRACT

Introduction: Mansonelliasis is caused by Mansonella ozzardi. Tt is
widespread in the Amazon region, with a high prevalence. The common
exam of thick blood smears stained with Giemsa shows low efficacy
levels and has been an obstacle to diagnosing individuals with low blood
parasitemia. Methods: In order to increase diagnosis efficacy, the PCR
technique was improved. Results and Conclusions: PCR demonstrated
the best performance, with sensitivity and negative predictive values
(NPV) of 100%, followed by blood filtration through membrane filters,
which showed a sensitivity of 88.9% and a NPV of 84.6%, when compared
to thick blood smears.

Keywords: Mansonella ozzardi. Diagnosis. PCR.

RESUMO

Introdugdo: A mansonelose é uma filariose causada pela Mansonella
ozzardi, ocorrendo na Amazdnia com prevaléncias de até 60%. A técnica
de diagnéstico habitual (hemoscopia através da gota espessa) tem baixa
eficicia o para o diagndstico de pacientes com baixa parasitemia. Métodos:
Neste contexto foi aperfeigoada a técnica da PCR para seu diagndstico.
Resultados e Conclusdes: Quando comparada 4 gota espessa, a PCR
apresenta sensibilidade de 100%, e valor preditivo negativo (VPN) de 100%
mostrando eficicia bastante superior i técnica da filtragio em membrana
que apresenta sensibilidade de 88,9% e VPN de 84,6%, quando também
comparada i gota espessa de sangue.

Palavras-chaves: Mansonella ozzardi. Diagndstico. PCR.

The microfilariae of Mansonella ozzardi (Nematode,
Onchocercidae) is the etiological agent of the mansonelliasis. The
parasite has a geographic distribution limited to the Americas and
it is found from Mexico through Argentina, except Chile, Uruguay,
and Paraguay'. This filariasis was first reported in Brazil in the
City of Manaus in the State of Amazonas® and people infected by
M. ozzardi were later identified along the Solimoes, Purus and Negro
Rivers®. These findings reinforce many studies that have warned that
M. ozzardi was widely distributed in the State of Amazonas®, Brazil;
however studies concerning this filariasis remain scarce®”.
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Mansonella ozzardi is transmitted by insects of the families
Ceratopogonidae and Simuliidae (Diptera). Up to now, only the
Simuliidaes have been identified as vectors in Brazil®®. Infection
symptomatology has been widely discussed and according to Batista
1'°, people suffering from mansonelliasis present moderate
fever, leg coldness, joint aches, dizziness and headaches. Recently,
new symptomatology has been attributed to this filariasis, which is

et a

characterized by ocular lesions and white rings on the cornea that
may eventually cause blindness'™.

Typically, microscopic examination of a thick blood smear
(TBS) stained with Giemsa, has been the main method used in
epidemiological assays. Despite the low efficacy of TBS, particularly
for patients with low microfilaremia, it is more economically feasible,
promptly and easily obtained, and also permits identification of the
parasite species even in locations where intermingled infections by
other filariidaes occur'. More laborious and effective methods are
feasible, such as Knott's concentration method (blood lysis by 2%
formalin)'®%, and by filtering the blood through a polycarbonate
membrane filter (PMF)'2, The PMF is considered the gold-standard.
Morales-Rojas et al first suggested polymerase chain reaction (PCR)
as an effective method to detect M. ozzardi™.

This study aimed to standardize the PCR for diagnosing
M. ozzardi and compare its effectiveness in relation to the PMF, which
is considered the gold-standard for diagnosing the disease compared
to the traditional TBS method.

Forty-seven patients infected by M. ozzardi were randomly
selected from 232 individuals diagnosed by PMF (Poretics
Corporation, Livermore, USA). These individuals lived alongside
the rivers in the municipality of Labrea, State of Amazonas, Brazil
(07°15°S 64°51"W), an area with high prevalence of mansonelliasis.
The TBS method was used according to the following procedure:
blood was collected from the digital pulp (equivalent to 0.06mL)
using disposable lancets and then prepared on microscope slides
and left to dry at room temperature. Next, the slides were washed
with distilled water, fixed with methanol, stained with Giemsa and
dried off. The slides were then subjected to microscopic examination
using optical objectives of 10x and 40x by two professionals in a blind
controlled trial. PMF was conducted by filtering 1mL of venous
blood previously diluted with saline 0.9% through a polycarbonate
membrane filter of 3-micrometer pore diameter size (Poretics
Corporation - Livermore-USA)'2

The PCR method was based on the detection of the GenBank
AF228564 DNA fragment from M. ozzardi which comprises the
partial sequence of the 18S ribosomal RNA gene, the internal
transcribed spacer 1, the complete sequence of the 5.85 ribosomal
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RNA gene and internal transcribed spacer 2 (ITS2) and the partial
sequence of the 288 ribosomal RNA gene®. The forward primer
used was SGAAAGAAGAAGGATTTITACTS on the ITS2 and
the reverse primer used was 5’CTITTTCCTCCGCITAATIATA3
on the 285 ribosomal DNA. These genes are commonly used for
species identification on molecular bases since they comprise highly
conserved sequences next to highly variable ones. The primers were
verified using the NCBI primer design on-line tool based on the
Primer3" software and showed no unintended DNA products.

Genomic DNA was extracted from the samples according to
the instructions of the Quiamp DNA Blood Kit (Qiagen®). Blood
samples of newborns from the city of Porto Velho were taken as
negative control. The eluted DNA were maintained in microtubules
and stored at -20°C. The following procedure was used to amplify the
DNA sequence: the samples were maintained A) ata temperature of
94°C for 4min (1 cycle); B) at 94°C for45sec; at 55°C for 30sec; 72°C
for 45sec (35 cycles); C) 72°C for Smin (1 cycle), and D) 4°C for
1min (final time). The amplification product up to 312bp was viewed
on 10% polyacrylamide gel with bromide staining (Figure 1).

-3 & MS0bp M100bp

FIGURE 1 - Electrophoresis in 10% polyacrylamide gel showing the PCR results
for DNA extracted from blood.

M350pb standsforthe 50 base pairs size marker, M100bp for the 100base pairssize marker
and the numbered lanes are: 1: sample 709, positive control; 2: newborn 90, negative
control; 3-8: samples 704, 708, 711,712, 714 and 715; 9: sterile water negative control.

Both the PMF and PCR methods were compared to the common
method for M. ozzardi diagnosis (TBS). In order to compare
the effectiveness of the methods, the following parameters were
considered: sensitivity, specificity, negative predictive value (NPV),
and Cohen’s kappa coefficient (Tables 1 and 2). The OpenEpi®
software was used for statistical analysis, with a confidence interval
(CI) of 95%. The project was submitted to the Research Ethics
Committee of the Sio Lucas College, Porto Velho and was approved
under the registry number 344/09.

Of the 29 individuals who presented negative by TBS, 62.1%
were identified as positive by PMF, while among the 18 who were
positive by the TBS method, 88.9% showed the same results by PMF.
On the other hand, TBS diagnosed 2 cases that were not diagnosed
by PMF (false-negatives), despite its greater sensitivity. Regarding
the PCR technique, 89.6% of those who presented negative by TBS
were positive by PCR, while 100% of the positive cases showed the
same results by PCR. Thus, the PCR technique showed the greatest

TABLE 1 - Effectiveness parameters of the polycarbonate membrane filtering
method and the thick blood smear exam.

Laboratory method Positive TBS Negative TBS Total
Positive PME 16 18 34
Negative PMF 2 11 13
Total 18 29 47
Sensitivity 88.9% (67.2-96.9 )%

Specificity 37.9% (22.69 - 56.0)*

Negative predictive value 84.6% (57.76 -95.67)"

Kappa coefficient 02 (0.004 -0.40)*

TBS: thick blood smear exam, PMF: polycarbonate membrane filtering method.
*confidence interval.

TABLE 2 - Effectiveness parameters of the polymerase chain reaction and the
thick blood smear exam.

Laboratory method Positive TBS Negative TBS Total
Positive PCR. 18 26 44
Negative PCR a 5] B
Total 18 29 47
Sensitivity 100.0% (82.41 -100.0)*
Specificity 10.3% (3.6-264)"

Negative predictive value 100.0% (43.8-100.0)"

Kappa coefficient 0.08 (-0.03- 0.19)"

TBS: thick blood smear exam, PCR: polymerase chain reaction, *confidence interval.

sensitivity and NPV, followed by PMF, when compared to TBS.
However, both these methods showed low specificity and low kappa
coefficient compared to TBS.

Despite the encouraging results, the cost of PCRis approximately
US$8.60 per test, while PMF has a significantly lower cost, US$0.80
(author’s personal information). The difficulties of performing
PCR under field conditions must also be taken into account, since
this is an important limiting factor in its application. Traditionally,
studies concerning the prevalence of the M. ozzardi indicate its low
prevalence rate in young individuals®®, which is probably due to their
low microfilaria concentration. The advent of PCR for mansonelliasis
diagnosis, which shows 100% sensitivity, may help correct this bias
by providing new epidemiological information on parasitic infections
and by promoting the determination of higher prevalence rates.
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Rondénia, Western Amazonia, Brazil

Investigagao da ocorréncia da Mansonella ozzardino Estado de Rondénia, Amazoénia Ocidental
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Luis Marcelo Aranha Camargo"?

ABSTRACT

Introduction: Mansonella ozzardi, a human filarial nematode transmitted by Diptera Simuliidae
flies (black flies), is widely spread in the Amazon, while the occurrence of mansonelliasis in
the State of Ronddnia (Western Amazonia) has not been reported thus far. The existence of
this parasitic disease in this state is investigated in this study. Methods: A total of 4,452 people
who lived alongside the Madeira, Mamore, Guapore, Machado and Preto Rivers, in the State
of Ronddnia, were examined using the thick blood smear method. Alongside the Machado
and Guapore rivers, 2,112 adult simuliid specimens were captured. Results: Infected people
were not reported, although simuliids with vector potential such as Cerqueirellum pydaniell
C. argentiscuturn and C. amazonicurm were found. Conclusions: This study registered no
infected people. This finding may be explained by the individuals low level of microfilaremia
thatis below the limit of detection of the diagnostic method used in the study or insufficient
migration of people infected with M. ozzardi from endemic areas, making it impossible to
introduce the disease into Rondénia. Further studies using more sensitive diagnostic techniques
could shed light on this question.

Keywords: Mansonella ozzardi. Microfilariae. Simuliidae. State of Ronddnia.

RESUMO

Introdugio: Mansonella ozzardi éuma filiria humana que tem como vetor dipteros simulideos
e ¢ amplamente distribuida na Amazénia. Nio hd informagdes sobre a ocorréncia de casos
de mansonelose no Estado de Rondénia, e neste trabalho procurou-se investigar a situagio
epidemioldgica desta parasitose em dreas urbanas e ribeirinhas na Amazénia Ocidental.
Métodos: Foram examinados 4.452 moradores 4s margens dos rios Madeira, Mamoré,
Guaporé, Machado e Preto em Rondénia, através da técnica da gota espessa de sangue.
Capturou-se as margens do rio Machado e Guaporé 2.112 simulideos adultos das espécies
Cerqueirellurn pydanieli e Chirostilbia pertinax. Resultados: Nio foram encontradas pessoas
infectadas com M. ozzardi e foram encontradas diferentes espécies de simulideos com potencial
de transmiszio da mansonelose. Conclusdes: Nio foram encontrados individuos infectados
com M. ozzardi neste estudo. Este fato pode ser explicado pela existéncia de pacientes com
baixas microfilaremias, associado 3 técnica diagnéstica de baixa sensibilidade utilizada no
estudo. Pode-seainda aventara possibilidade de ter ocorrido migragio insuficiente de pacientes
infectados de dreas endémicas, impossibilitando a implantagio da endemia. Estudos posteriores
com técnicas diagnésticas mais sensiveis podem ajudar a esclarecer esta questio.

Palavras-chaves: Mansonella ozzardi. Microfilirias. Simuliidae. Rondénia.
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INTRODUCTION

Mansonella ozzardi microfilariae are found in
the peripheral blood of human hosts and are one
of the etiologic agents of mansonelliasis. In some
countries, this parasite appears simultaneously
with other filarial parasites, such as Onchocerca
volvulus and/ or Mansonella perstans'?, In Brazil, this
parasite was first observed in a nationwide survey of
the occurrence of lymphatic filariasis in the City of
Manaus inthe Amazon regionin 19493, Three and a
hnlfpercent (3.5%) ofthe Populﬂtion was examined
by the thick blood smear method with positive
results found in 0.6% (15 patients) for M. ozzardi.
Among these patients, seven had never left the
city of Manaus, which showed that M. czzardi was
autochthonous®. Later, some researchers observed
individuals infected with M. ozzardi alongside the
Solimoes, Purus and Negro Rivers in the State of
Amazonas*®, Recent data have indicated that this
parasite is still found with high prevalence rates in
the Amazonian territory™.

Qutside of the State of Amazonas, this parasite
has already been found in the State of Mato Grosso
and Roraima'®". In Brazil, only insects of the
Simuliidae family transmit M ozzardi: Cerqueirellum
amazeonicum, C. argentiscutum and C. oyapockense'>'*
and more recently C. pydanielli are potential vectors

for mansonelliasis in the State of Amazonas's.

Asurvey on filariasiswas conducted in the State
of Rondénia in the 1950s as part of the national
survey, and M ozzardi hosts were not found. Only
lymphatic filariasis caused by Wuchereria bancrofti
was detected in this State’. Since then, no other
national survey has been performed in the region.
However, a few local studies of M. ozzardi have
been performed on the population in the Amazon
region. No studies been have been conducted in the
State of Rondénia despite the fact that some cases
of mansonelliasis have been reported in the state,
mainly in individuals that migrate from the State
of Amazonas, especially from the municipalities of
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Labrea and Humaita (LMA Camargo: personalinformation), which
are endemic areas for mansonelliasis®'”. Thus, further studies to find

possible foci of mansonelliasis in the region are necessary.

METHODS

This work included a parasite microscopic survey in the State of
Rondénia Brazil, more specifically in the urban areas and alongside
the rivers of the City: Guajara-Mirim (Mamore River, neighborhood
City of Triangulo sectors at 102 47" 35.01" S and 62° 20" 03.90"
W), and the urban area City of Porto Velho (Madeira River,
neighborhoods of Cai N'agua, Uniao, and City of Candelaria sectors
at 08¢ 45'42.57" S and 63 54°07.06" W), in the inhabitants
living alongside the middle Madeira River, in the communities of
S30 Carlos (080 26’ 16.90" S and 630 29' $2.33” W), Nazare (08o
09'51.88” Sand 62° 19°13.29" W), Calama (8 02'53.59" S and
620 51’4640 W), Rio Preto (80 26’ 16.90” 8 and 62¢ §5'03.10”
W), middle Machado River (Tabajara 80 10’ 14.37" S and 620 46'
47.53" W, Dois de Novembro 82 55'29.68” Sand 620 04’ 48.15" W),
and Guapore River, in the municipality of 830 Francisco do Guapore
(120 31'43.53" Sand 630 32" 10.89" W) (Figure 1).

The sampling of the populationwas non-random, and individuals
older than five years of age (population at risk) who are exposed
daily to simuliids stings were invited to voluntarily participate in
the study. These patients were not only informed orally but also
informed in written form of the low risks and procedures of the
study. The hematologic survey was conducted using the thick blood
smear method. Two to three blood drops (60uL) were obtained by

finger prick and were then placed on a slide for microscopy, dried at
room temperature, and washed with distilled water ( 12h after being
prepared). The slides were then stained with Giemsa and examined
with an optical microscope (10x and 40x magnification) in a blind,
controlled trial performed by two microscopists.

In addition to the hematologic study, adult and immature (larvae
and pupas) simuliids were collected along the Machado River in
the communities of Tabajara on the middle of Machado River
(8 55" 29,68” 8 and 620 04" 48,15” W) and Dois de Novembro
(8° §4'54.90" S and 62° 07 21.11" W) and Guaporé River at
Sao Francisco do Guaporé (120 31'43.53" S and 630 32" 10.89" W).
The adult simuliids were captured by suction traps upon landing in
the morning (8 to 10 am), and in the afternoon (2 to 4 pm). The
immature simuliids (larvae and pupas) were captured on the leaves
and branches that had fallen into the rivers and water channels of
the region using tweezers and scissors. All the collected simuliids
(2,112 specimens) were soaked in 70% alcohol and taken to the
laboratory of the National Institute of Research of Amazonia in the
City of Manaus (State of Amazonas) for identification, according
to Coscar6n & Coscardn-Arias'™. Larvae and pupas were identified
for species, while 90% (ninety percent) of the adult simuliids were
dissected into three parts ( head, thoraxand abdomen) usinga stylet
under a light microscope to determine infection with M ozzardi
microfilariae and/or larval stages (L, L, and/or L,).

Ethical considerations

The projectwas submitted to the Ethical Research Committee of
the Sdo Lucas College in Porto Velho (State of Rondénia), approved
and recorded under the registry number 344,/09.
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RESULTS

Altogether 4,452 individuals were examined alongside the major
rivers of Rondénia, and all of these individuals were found to be negative
for M. ozzardi microfilariae by hematologic examination (Table 1).

Only two simuliid species were found to have hematophagic
activity, and Cerqueirellum pydanieli was more abundant in

comparison to Chirostilbia pertinax (Table 2).

Ninety percent of the adult specimens were dissected, and
none of them was found to be positive for M. ozzardi. The following
species of larvae and pupas were collected: Kempfsimulium
simpiic:‘co[r:lr, Inequah‘um subnigrum, Ectmnaspis rorotaense,
E. perflava, Coscaroniellum cauchense, C. quadrifidum, C. ulyssesi,
C. goeldii, Psaroniocompsa minuscula, Cerqueirellum argentiscutum,
C.amazonicum, C. pydanielli, Chirostilbia pertinax, Notolepria exiguua,
and Shelleyllum siolli.

TABLE1-H ogi ploying the thickblood Al M i Fmicrofibrine inindividucks olderthan§ yeass of
Total dfthepopulaion obdarthen 5
yearsofagewhowe sibmiticdio

the strveyin selation o thelocal

Phe Rher i —— population()

GugiaraMirim MamoreFiver 441 Sa0

Porto Vel Middle MadsimRiver 1062 520

Tibajprae Dhoisde Novernbio Middle MachadoRiver 358 880

RioPreto Preto Biver 6 20

Total 4452 676

[T By m— m—r

TABLE 2 - Specics of Simuliidac with hematophagic activity that were collected in the communitics
of Tabajara and Dois de Novembro, middle Machado River, Statc of Rondonia, 2008 to 2010,

Number of insects collected
Chirostilbia pertinax ~ Cerqueirellum pydarielli Total
Local Collecting period n % n % n %
Ll i 56 566 741 368 797 377
afternoon 30 303 508 0.7 628 207
Diois de Movernbro morning 13 131 330 16.8 352 167
afternoon o 135 6.7 135 6.4
Santo Antonio do Guapore  morning 200 99 200 a5
ﬁemﬂ on - - -
Total 00 52 21,013 04.8 2,112 100.0
by the infection. People with microfilaremia are a source of infection
DISCUSSION for insects that are vectors for the parasite and are responsible for

The literature indicates that the Amazonian region is the only
region in which M. ozzardi has been found in Brazil, and this region
includes the States of Amazonas, Roraima, and Mato Grosso!%'.
Rondénia is in the Amazenian region and was the subject of a study
on the occurrence of mansonelliasis in the 1950s; however, there was
no evidence of this parasitic disease®*. In the present study, a large
number of individuals were examined in several areas in the State of
Rondénia and all of them tested negative for M. ozzardi microfilariae,
confirming the results found in the previous decades. There is a
question of whether the diagnosis method used in thisstudywasnot
sensitive enough to detect low rates of microfilaremia. However, many
studies carried out in the Amazon use the same method and show
prevalence of up to 60% of microfilaremia™. Another hypothesis may
be that there are not enough individuals infected with a high enough

parasite load to disseminate this endemic disease in areas not affected

perpetuating this endemic disease. Studies have shown that, in
places with favorable conditions for other filarial diseases caused by
W. bancrofti, the migration of individuals suffering from microfilaremia
may be responsible for establishing new parasitic vector foci. In Sri
Lanka, infected migrants introduced lymphatic filariasis into areas
in which there were no previous parasitic diseases”. A similar
situation was noted in areas previously free of filariasis such as the
metropolitan area of the City of Recife (Brazil) that has since had
cases of autochthonous lymphatic filariasis™

In this work, no focus of mansonelliasis was found despite the
presence of potential parasite vectors and environmental conditions
similar to those existing in mansonelliasis endemic areas in the
Amazon region that borders Rondénia to the north. Among the
factors that influence the capability of the vector to be infected and
transmit the infection is the level of microfilaremia ofthe vertebrate
hast. The infection rate of mosquitoesis proportional to the density
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of the microfilariae in the peripheral blood of the patients®, With
regard to lymphatic filariasis caused by W, bancrofti, areas where the
microfilariae density is kept under § microfilariae/ 60yl of blood are
considered free of transmission risk?®. Studies have shown that an
individual with W. bancrofti microfilaremia who has migrated from
an endemic area and lived for over 10 years in a non-endemic area
was not able to induce the formation of a new focus of bancroftosis
although the areas have similar environmental conditions®. One
assumption was that the low level of the microfilaremia of the
infected individual (4 microfilariae/mL of blood ) was not sufficient
to introduce parasitosis in a new area™. In the 1950s, individuals
with W, bancrofti microfilaremia found in the Cities of Porto Velho
and Guajara Mirim were allochthonous cases and had very mild
microfilaremia (out of the seven individuals infected by parasites,
five had less than 5 microfilariae per slide)*®. It is probable that the
small number of infected individuals and the mild microfilaremia was
not enough to infect and sustain the transmission of the lymphatic
filariasis caused by W. bancrofti in parasite-free areas. A similar
phenomenon may have occarred with regard to current M. ozzardi
infection in terms of the lack of occurrence of mansonelliasis foci in
this region. The existence of competent vectors and the proximity
ofa hyper-endemic area with regard to the occurrence of M. ozzardi
(Lébrea, AM)* as well as the absence of this parasitic disease in

Rondénia has been noted.

The 2,112 simuliid samples captured in the area of Rondénia
represented a diversified fauna that has not been extensively studied.
This study reports new species occurring in Rondénia: C. pydanielli,
E.rorotaense, C. cauchense, C. ulyssesi,and N exiguua and also faunawith
potential for M ozzardi transmission (C. pydanielli, C. argentiscutum,
C. amazonicum)"*. Among these species, C. pydanielliwas frequently
captured and found to be exerting hematophagic activity.

We conclude that human infections caused by M. ozzardi are not
been found in the evaluated areas. This finding could be explained
by the fact that there are individuals with low-level microfilaremia
not detected by the diagnostic method used in the study or there
is insufficient migration of people infected with M. ozzardi from
endemic areas, making it impossible to introduce the disease into
Rondonia. Further studies using more sensitive diagnostic techniques
may address this question.
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Abstract.

Therapy for mansonelliasis is challenging because there is no standard drug recommended for its treatment.

This non-randomized study was conducted to evaluate the effectiveness of a single dose of (.15 mg/kg of ivermectin to
reduce Mansonella ozzardi microfilaraemia in infected persons. A total of 74 patients were studied within the munici-
pality of Librea, which is located in Amazonas State, Brazil. The patients were treated with ivermectin after detection of
the parasite by blood examination. Significant microfilaraemia reduction was observed and its residual effect was
maintained for at least 12 months. There was no significant change in the laboratory blood count, hepatic metabolites,
and nitrogen-bounding compound excreta dosage values that could compromise the use of this drug, demonstrating that

ivermectin has a low toxicity level.

INTRODUCTION

The filarial worm Mansonella ozzardi is the etiologic agent
of mansonelliasis. The geographic distribution of this hel-
minth is limited to Central and South America and ranges
from Mexico to Argentina, excluding Chile, Uruguay, and
Paraguay.! This parasite is transmitted by two Diptera fami-
lies (i.c., Ceratopogonidae and Simuliidac®™) and was first
described by Deane® in 1949 in the municipality of Manaus
in the state of Amazonas, Brazil. Subsequently, Lacerda and
Rachou® detected persons infected with M. ozzardi along the
Solimoes, Purus, and Negro Rivers in the Brazilian Amazon.
These findings were confirmed by Moraes®’ who reported
that M. ozzardi was common in the Amazon region. Within
the study area, there were no cases of onchocerciasis or
bancroftiasis or any other Mansonella s;pm::ies.!"11

The symptoms of mansonelliasis in humans have been
extensively studied and persons with mansonelliasis have
moderate fever, cold Ie%s, arthralgia, and adenitis with dizzi-
ness and headache ®'*" Currently, researchers are trying to
correlate the occurrence of ocular lesions on the cornea with
mansonelliasis.'*® However, Bartoloni and others'” described
infections as asymptomatic.

There have been are few studies that focused on the treat-
ment of M. ozzardi infection. Tavares and Fraiha Neto'
treated the patients using a single dose of 02 mg'kg of
ivermectin to eliminate the microfilariac from the peripheral
blood within 24 hours, and persons remained parasite negative
for a month. No adverse reaction was reported in response to
the drug, although no patient was followed-up for more than
30 days. Gonzalez and others' found that the administration
of a single dose of ivermectin (6 mg) reduced the parasitemia
by 82% for a four-year period after treatment. Nutman
and others' successfully treated one female patient by using

*Address correspondence to Luis Marcelo Aranha Camargo,
Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas 5,
Rua Francisco Prestes 1234, Monte Negro, Rondonia CEP 76888-000,
Brazil. E-mail: spider@icbusp.org
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0.14 mg/kg ivermectin and reported that the patient showed
symptoms compatible with an allergic reaction.

Because no controlled trials have been conducted to mea-
sure the effectiveness and/or the occurrence of adverse reac-
tions of ivermectin,'™'® studies conducted on the use of
ivermectin have not been able to clarify how long it takes to
eliminate parasitemia or the possibility of the microfilaraemia
recrudescence. Ivermectin has already been demonstrated to
be a safe and effective drug for the treatment of other
helminthes™ > that occur in the studied area. >

This study characterized the efficacy of ivermectin to treat
infections by M. ozzardi up to 360 days after treatment and
subsequent side effects of the drug. These findings may con-
tribute to the development of clinical assays to test other
drugs and aid in the control of mansonelliasis.

MATERIALS AND METHODS

Study area. The study was conducted during 2009-2010 in
the Librea Municdipality (western Amazon, State of Amazonas,
Brazil: 7°1534"5, 64°47'59"W) (Figure 1), which has an esti-
mated population of 38,000 inhabitants, of whom 50000 live
along rivers in 112 small communities. Seven communities
were chosen for the study: Cassiana, Bacural, Jucuri, Buraco,
Santa Rosa, Jurucua, and Samauma, within a surrounding area
located up to 200 km far from the municipal center of Ldbrea.
The main economic activities within the communities are the
exploitation of natural resources, agriculture, and fishing.

Sample size. To determine the minimum sampling size,
30 M. ozzardi-infected persons from Ldbrea were randomly
selected and had their microfilaraemia quantified by measur-
ing the amount of microfilariae/milliliter of blood (filtered
through a polycarbonate membrane). Based on the pilot sam-
pling, the microfilaraemia was estimated by dispersion and a
central measure trend that supported a sampling size calcula-
tion that considered a two-tailed alpha test = 0.05 (type I
error), and f test = 020 (type II error). Based on these
criteria, 40 persons were determined to be the minimum sam-
ple size for this study. However, as a preventive measure
against the expected high drop-out rate during the 12-month
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follow-up period, 74 microfilariae-positive cases were
included in the study.

Population. Three hundred persons were estimated to live
within the areas appraised, 171 of whom were present by the
time of the study, met the inclusion criteria, and agreed to
participate. Of these potential participants, 74 (43.3%) were
infected with M. ozzardi microfilariac and were voluntarily
engaged in the study. Of these persons, 53 remained in the
study for one year after treatment.

Inclusion and exclusion criteria. Only M. ozzardi-infected
persons 5-60 years of age and women who were not pregnant
(women with a positive result for serum chorionic gonadotro-
pin) or breastfeeding were included in this study. All persons
had to consent to participate in the study, and persons less
than 18 years of age needed the consent of a legal guardian. In
addition, persons were excluded if they had cardiac, renal,
neurologic, and/or hepatic pathologies; malnutrition and bio-
chemical dosage alteration caused by hepatic or renal func-
tion impairments; a drug allergy history (Mazzotti's reaction);
a record of any drug intake with anthelmintic effect over the
past 30 days (albendazole, mebendazole, ivermectin, pipera-
zine, pyrantel, pyrvinium, levamisole, and diethylcarbamazine);
or were currently using central nervous system suppressing
medications. Persons who did not consent to participate in
the study were also excluded.

T T
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Location of the study area, municipality of Labrea, Amazonas state, Brazil.

Ethics. The patients received written and oral communica-
tion about the risks and procedures involved and signed a spe-
cific consent agreement. The study was approved by the Ethical
Committee of Sao Lucas College (registration no. 344/09), and
has been registered at the Australian and New Zealand Qlinical
Trial Registry under the registry no. 12609000005257.

Intervention. The therapeutic regimen adopted was oral
administration of 3-mg ivermectin tablets, registry no.
NFN27660/0832210, supplied by the Ministry of Health of
Brazil. A single 0.15-mgkg dose was given to each of the
74 patients. Because this was a single-arm study, the treatment
was not blinded. The medication was given under direct medi-
cal supervision and the use of all medications was recorded in
the clinical epidemiologic file. For three days after ivermectin
administration and a one-year period after treatment, treated
patients were followed-up by the research team for possible
adverse reactions. Complementary laboratory examinations,
such as complete blood count, hematocrit, serum hemoglobin,
aminotransferases, and y-glutamyl transferase (GGT), were
performed before treatment and on the third day after treat-
ment by using commercial kits are widely used at the Brazilian
Unified Public Health Service. The microfilariac count was
assessed before treatment (D0) and on days 3 (D3), 30 (D30),
90 (D90), 180 (D180), and 360 (D360) after drug administra-
tion. Reference values obtained from manuals of commercial
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Biochemical and hematologic profiles of all patients who began and remained in the study until the third day. municipality of Labrea,
Amazonas state, Brazil*

Reference values Nomal resulist Median (01 OF) Median (01 03)
Paired McNemar test Paired Wileoxon test

Examination (no. )} Males Females iy Pyalue Dk 3 Pvalue
Leukacytes (59) 4,000-10,000 mm® 58 59 1.000 7200 6,600,7980 7,600 670038150 0.763
Lymphocytes (59) R00-4,000 mm’* 59 59 NA 1933 1.761: 2175 1914  1.789:2.185 0.443
Maonocytes (59) 80-1,000 mm* 59 59 NA 355 315: 410 316 272, 390 < 0.001§
Neutrophils (58) 1.800-7 400 mm® 57 58 1.000 4345 4066:4955 4964 41875305 0.105
Eosinophils (59) 40-500 mm” 44 55 0.013§ 390 276 498 261 210; 343 < 0.001§
Hematocrit (59) 42-54% 36-46% 31 30 1.000 380 37.0;40.0 390  37.5:400 0437
Hemoglobin (59)  14-8 g/dl.  12-16gdL 31 31 1.000 127 123133 131 1245:133 0523
GGT (58) T-45U/L  5-27TUL 51 46 0.063 19 15:24 20 15:30 0.0045
AST (58) 11-39U/L  6-27U/L 39 41 0.804 28 21,33 27 22:33 0.870
ALT (38) 11-33U/L  7-27U/L 42 44 0.791 24 18; 32 22 18:28 0.152
Bilirubin (58) < 0.8 mg/dL 53 58 0.063 0.5 0.4: 0.6 0.5 04:05 0.117
Urea (58) 10-40 mg/dL 56 56 1.000 26 20; 31 26 21:29 0.736
Creatinine (58) 0.5-1.4 mg/dL. 56 54 0.625 0.8 0.7: 09 08 07:1.0 0.868

* Reference values, median and quartiles used for the comparson of the resulis between pre- and post-treatment (D0 and D3) with ivermectin (15 myk‘g] are shown. The non-pamameiric
paired Wikoxon signed-rank test was wsed 1o compare the nominal exam reswlis, and the McNemar test was wed to compare the nomal and abnormal examination result frequencies bei ween
D) and DA, Becase of technical isues, some examination data are mising, . Thus, only data from patients who had valid resulis at D and D3 were included in the analysia. NA = Pvalues could
naot be caleulated because ther were no abnomal reaults GOT = y-glutamyl transfersae; AST, sspartate aminotransferase; ALT = alanine aminotranderase .

1 No. persons who bad valid examination results at Db and D3,

1 Persons with examination resulis within the range of reference values at esch time point. Abnormal resulis can be ealeulyted = N minus the number of nomal resulis

& Statistically significant.

kits used for the biochemical and hematologic examinations
are shown in Table 1.

The absence of a control group was justified by the ethical
issues of not treating patients and that there is no report
regarding any other drug that would be effective against this
parasite. No other intervention was implemented during the
defined study period.

Although it has known limitations,”’ the before-and-after
non-randomized study design was chosen because of the rec-
ommendations of the ethical committee against leaving a group
of patients untreated.

Diagnosis and blood microfilariae quantification. Ten mil-
liliters of blood was collected by venous puncture from each
patient to detect and quantify microfilariae using the poly-
carbonate membrane filtering method ® One milliliter of the
collected venous blood was dilated in 0.9% physiological
saline solution and then filtered through a 3-micra pore
size polycarbonate membrane (Nucleopore Corporation
(Pleasanton, CA). Membranes were placed on microscope
slides, fixed in methanol, stained with Giemsa, and exam-
ined. The number of microfilariae (mf) per membrane was
determined by two technicians who used an optical micro-
scope and was calculated based on the median number of
mf/mL of blood.

Outcomes. The primary outcome was parasitologic clear-
ance on D360, The secondary outcome was adverse reactions
and clinical cure (absence of symptoms) on D30,

Adverse events (AEs). Clinical epidemiologic question-
naires were wed before giving the medication on DO and
after giving the medication on D3 to measure the signs and
symptoms. Signs and symptoms that were absent before treat-
ment and were present or increased after drug administration
were considered AFEs. Because the medication half-life was
22-28 hours® patients were examined for three days after
treatment for AEs.

Statistical methods, Statistical analysis was performed by
using Statistica 8.0 software and SPSS 13.0 software (IBM,
Armonk, NY). The square root of the number of microfilariae
per membrane observed were depicted graphically by using a

box plot (Figure 2). Square root transformation was applied
because of the high range of values observed at D0, For non-
parametric related samples (paired), Friedman test was per-
formed to compare cure rate evaluation (ie., parasitemia
clearance with no recrudescence on the 30th, 60th, 90th,
180th, and 360th days after the treatment) at each time point
by taking a significance level of (1.05. Because non-parametric
statistics were used, the square root transformation of the
data does not influence the tests results and further conclu-
sions. The biochemical and hematologic profiles were
described by their median and first and third quartiles. Nom-
inal examination results for DO and D3 were compared by
using a non-parametric paired Wilcoxon signed-rank test.
Normal examination result frequencies were also presented.
The McNemar test, which is useful for related samples
(paired), was applied to compare the frequency of normal
and abnormal results of biochemical and hematologic tests.

RESULTS

Of the 171 persons invited to participate in the study,
74 (43.3% ) were positive for M. ozzardi microfilariae and met
the inchision criteria. In this non-random sample, an average
microfilaracmia concentration of 7.2 mf/mL of blood was
found for 74 persons before the treatment (D0) (median
value = 1.0 mffmL, minimum valie = 1.0 mf/mL, Q; = 1.0 mf/
mL, Qs = 3.25 mffmL, maximum value = 250.0 mf/fmL, and
SD = 296 mffmL). All volunteers were negative by the poly-
carbonate membrane technigue when examined and analyzed
after the following time points: D3 (n = 74), D30 (n = 74), D90
(n = 74), D180 (n = 66), and up to D360 (n = 53) after the
treatment (Friedman 3 = 159.00, P < 0.0001) (Figure 2).

General symptoms were quantified during D0O-D3 (hemop-
tysis, abdominal pain, back or neck pain, arthralgia, asthenia,
leg pain, arm pain, chest pain, dyspnea, dizziness, headache,
fever, itchiness, nausea, vomiting, cold legs, adenomegaly, and
blurred vision) in the 74 patients. Symptoms decreased in
75.7% of patients at D3. The health condition of 68 persons
(91.99%) was improved by D30); five patients (6.7%) still had
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arthralgia and one person (1.4%) had one of the eight symp-
toms reported before treatment was alleviated.

The AEs (symptoms that occur or are aggravated after treat-
ment) showed a significant occurrence in 64.9% of the
74 patients who were selected for the study. The average num-
ber of AEs reported per patient was 1.3 (range = (-4 AEs). Of
the patients investigated, 27.0% had one AE, 16.2% had two
AFs, 18.9% had three AEs, and 2.7% had four AEs.

The most prevalent AEs were hyperthermia (28.7%), head-
ache (26.6%), arthralgia (10.6%), and dizziness (7.4%). These
AFs appeared after a mean = SD of 162 + 84 hours after
medication intake and ended 13.9 + 8.2 hours after symptom
appearance; 100% relief was observed. Only one medical inter-
vention was required for hyperthermia, vomiting, and myalgia,
using symptomatic medications orally. Nosevere AEs occurred.

A significant increase in the level of GGT (P = 0.004) was
observed in pre- and post-treatment biochemical parameters
(Table 1). Normal and abnormal biochemical test results com-
paring DO and D3 by using the McNemar related (matched)
samples test are shown in Table 1. No significant changes
were observed.

The following hematologic alterations were observed dur-
ing DO-D3: a decrease in monocytes (P < 0.001) and eosino-
philic granulocytes (P < 0.001) (Table 1). Normal and
abnormal hematologic test results comparing D0 and D3
by using the McNemar related (matched) samples test are
shown in Table 1. A significant improvement of eosinophilic
granulocytes to normal levels was observed.

DISCUSSION

The Amazon region shows a high M. ozzardi prevalence
with infection rates ranging from 0.4% to 70% depending on

the locality studied and the diagnostic methods used.** ' In
this study, the M. ozzardi prevalence was 433% (T4171) by
using the polycarbonate membrane method, which was found
to be more sensitive than the diagnostic methods used in a
previous study™ Mansonelliasis can thus be considered a
neglected disease mainly in the Brazilian Amazon and through-
out the Americas and in the Caribbean.

Although inevitable, the study dropout rate was high. Antic-
ipating this fact, we increased the original sample (40 patients)
to 74 patients. The main cause of the high dropout rate was
emigration or patient absence from the study area during visits
by the research team.

The use of ivermectin in this study was determined by the
extensive use of this medication in anthelmintic human treat-
ments. Since 1987, this drug has been used in the treatment of
filariae of medical significance such those of Onchocerca
volvules, M. perstans, and M. streptocerca in Africa" How-
ever, there are few studies on the specific treatment of
M. ozzardi with this drug 15193

This study confirmed the effectiveness of ivermectin in par-
asitologic blood clearance of previous studies. "' This study
also showed that the microfilariae of M. ozzardi blood clear-
ance persisted after a year, thus providing more detailed
clearance information than obtained in other studies."' 1%

Regarding the biochemical parameters, GGT levels showed
a significant increase (P = 0.004, by Wilcoxon signed-rank test),
although no statistically significant alterations were observed
in for bilirubin, aminotransferases, urea, and serum creatinine
levels. Few studies have focused on these parameters and this
was the first such study conducted in Brazil. It & worth
pointing out that the increase in GGT levels had no clinical
repercussions. The Wilcoxon signed-rank test showed a sig-
nificant decrease in monocytes (P < 0.001) and eosinophilic
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granulocytes (P < 0.0001) between DO (after treatment) and
D3 (72 hours after treatment), as expected. In addition, the
results suggested an improvement in normal levels of eosino-
philic granulocytes. Unlike previous studies, this study showed
leukocyte alterations in only 1.3% of the patients compared
with leukocyte alterations in 16.2% of the patients reported
by Batista and others," and 65% of the patients reported
by Tavares

The only consistent finding between this sudy and previous
studies was the alteration of eosinophilia (64.4%). The same
alterations were described by Batista and others™ and
Tavares,” and an extremely high value was reported by
Nutman and others,'” who reported 20% eosinophilia in one
patient. However, values of eosinophil counts returned to
normal levels after treatment (P = 0.013, by McNemar test
and P < 0.001, Wilcoxon signed-rank test).

Another objective of the present study was to evaluate and
compare the actual effectiveness of ivermectin and adverse
reactions associated with treatment. To achieve this goal,
treatment was supervised and patients were followed-up for
72 hours to evaluate signs and symptoms. The adverse reac-
tions were not restrictive, although they occurred in a signifi-
cant number (64.9%) of the patients. However, by D3, no
adverse reactions remained, which was consistent with results
of previous studies,'**

Up to 30 days after the treatment, 68 (91.9%) of 74 persons
reported relief from all symptoms that were present before
treatment (hemoptysis, abdominal pain, back and neck pain,
arthralgia, asthenia, leg pain, arm pain, chest pain, dyspnea,
dizziness, headache, fever, body itching, nausea, vomiting, cold
legs, adenomegaly, and blurred vision). It is also plausible that
symptom alleviation could be caused by the treatment of
other helminthes besides M. ozzardi..

Because this was a non-randomized single-arm study, these
results may be biased and have a natural limitation, as
described by Deeks and others?’ We are aware that non-
randomized study limitations are more remarkable when the
intervention outcome is difficult to measure and that non-
randomized designs should be undertaken only when ran-
domized controlled trials are infeasible or unethical. In the
absence of another treatment design, the ethics committee
consulted reported that a randomized controlled trial would
be unethical. Considering the dimension and the homogeneity
of the results (in all 53 followed-up patients, the M. ozzardi
clearance that was observed three days after the intervention
was sustained for one year), we could not determine any other
factor that could be related to such simultaneous, sustained
clearance. Also, considering that no restrictive adverse reac-
tions occurred and no adverse reactions remained at D3,
corroborating the findings of previous studies,"™* it could
be stated that ivermectin was safe.

Prichard and others reported the importance of establishing
a research agenda for human helminthic diseases™ Consider-
ing the results from this study, we suggest that mansonelliasis
should be included on that agenda. Moreover, the use of
ivermectin may also contribute to the treatment of other
helminthic discases that also occur at this region, and its
use could be a relevant strategy for public health programs in
areas to which more than one disease is co-endemic.

Future controlled clinical assays based on these findings
should evaluate the use of ivermectin in relation to other
anti-helminthic drugs and/or a placebo to better understand

clinical symptoms in a blind and randomized design over a
two-year period. The prolonged suppression of microfilaracmia
(12 months) and no severe AFs suggest the possibility of
using this medication to control mansonelliasis.
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Occurrence of Mansonella ozzardi using polycarbonate membrane in riverside population
of Labrea, western Brazilian Amazon

Mansonella ozzardi in Purus river

ABSTRACT

Introduction:Mansonella ozzardi is one of the filaria worms with wide distribution in the
amazon region.This study aimed to evaluate the prevalence of infection for M. ozzardi in
riverine communities of the municipality of Labrea using as a diagnostic method the filtration
of blood in polycarbonate membrane. Methods: The prevalence of microfilariaemic individuals
was investigated using as diagnostic blood filtration in polycarbonate membrane in the
municipality of Labrea, Amazonas State, Brazil. Results: M. ozzardi was found in 50.3% of
persons examined, the highest prevalence was found in farmers/fishermen (69.4%) (ANOVA
=-19.14, p<0.001).It was observed that the prevalence was higher in those individuals who live
longer in the communities (>11 years=60.2%). Conclusions: These results confirm that rates of
M. ozzardi infection are high in Purus river, suggesting that the prevalence are much greater
than has been previously reported in other studies, using thick blood smear as diagnostic
method.

Keywords: Mansonelliasis.Mansonella ozzardi. Brazilian Amazon.

Mansonella ozzardiis one of the filaria worms that parasitize humans with wide
distribution in the State of Amazonas, Brazil, with high prevalences detected in residents of
some regions of the Solimdes, Negro and Purus rivers™. Simuliidae (blackflies) is the only

vector of M. ozzardi in Brazil®?.
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One of the endemic regions to M. ozzardi in Brazil is located in the municipality of
Labrea, in Purus river region, Amazonas, where it has been found since the first survey in the
1950s™®.Subsequently, studies in the 1970s and 1980s confirm the wide distribution of M.
ozzardi in this region®?. and more recently it was shown that the prevalence of this infection
increased in riverine communities located in the Purus and ltuxi rivers ¢,

In the Purus river region, only Adami et al.®utilized the concentration method (method
of Knott) for the diagnosis of mansonelliasis. Therefore, this study aimed to evaluate the
prevalence of infection for M. ozzardi in riverine communities of the municipality of Labrea
using as a diagnostic method the filtration of blood in polycarbonate membrane,that is more
sensitive than thick blood smears™Y.

This study was conducted in the riverside communities on the Purus river (Cassiand, Bacural,
Jucuri, Buraco, Santa Rosa, Jurucua and Samauma), located approximately 200 km from the
municipality of Labrea (S: 07°15° 34” and W: 64°47’ 59°), Amazonas State, Brazil (Fig.).

The sample consisted of volunteer men, women and children between 5 and 60 years
selected by convenience and by a non-randomized form. It was estimated that there were 350
inhabitants in the communities evaluated, of which 171 (48.6%)were present at the time of the
study and agreed to participate. To estimate the prevalence of M. ozzardi, was used the
technique of filtration ofblood in polycarbonate membrane.*?One milliliter of venous blood was
collected from each individual that was diluted in 10ml of 0.9% saline and filtered in
polycarbonate membrane (Nucleopore Corporation, Pleasanton, CA, USA), with pore size of
3um of diameter. Subsequently, the membranes were removed from the filters and mounted on
microscope slides, fixed in methanol, stained with Panoptic kit® and examined under an optical
microscope with a 200 magnificence to search for microfilariae of M. ozzardi.

The prevalence of microfilariaemic individuals were evaluated in relation to gender, age

group (5-15, 16-30, 31-45, 46-60), occupation (farmer/fishermen, housewife, students and
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others) and time of residence (1 to 5 years, 6 to 10 years and > 11 years) of individuals
examined. The prevalence between genders was evaluated by the chi-square test (x?). The »*
test and trend analysis was conducted to see if there is a possible association between the
number of microfilariaemic individuals and residence time of the riverine population®®. The
occupancy data and age group data were compared using the Linear Generalized Models.
Subsequently, was performed a contrast analysis to verify in which were the differences were
described. Furthermore, odds ratio (OR) and 95% confidence interval (CI) were determined for
each group using OpenEpi. The data were adjusted to binomial distribution for errors and
analyzed with the significance level of 5%.

Of the 171 individuals examined, 50.3% (95% CI: 42.8-57.8) had microfilariae and the
prevalence of microfilariaemic individuals between communities ranged from 38.9% to 66.7%
(Table). This is the first epidemiological survey that uses the filtration of blood in
polycarbonate membrane for the diagnosis of M. ozzardi in the Purus river region, showing that
this rate (50.3%) is higher to those found in other study in the Purus river region that used the
thick blood smear: in Léabrea, was found a 20.7% prevalence of microfilariaemic individuals®.
In othersPurus River municipalities, such as Pauini and Boca do Acre, prevalence of 24.8% and
24.1%, respectively, were found®™® Therefore, thick blood smear method presented above
showlow levels of prevalence ofM. ozzardiin the relation to this work, and thus, must be
considered that there is a loss of sensitivity evidenced by the method of filtration ofblood in
polycarbonate membrane, and consequently there is an under-reporting of the prevalence of
microfilariaemic individuals by M. ozzardi in the Purus River region. Adami et al.*found high
parasitic loads infection incommunities of the Purus river [Monte Verde (63.3%) and Praia do
Gado (54.5%), Boca do Acre municipality] using the method ofKnott. In addition, the infection
rates observed in Monte Verde were much higher than have previously been described

(33.3%)*. Recently Vera et al.®® also indicated higher sensitivity of polymerase chain



118

reaction (72.3% positive) compared to thick blood smear(42.6% positive) in the diagnosis of M.
ozzardi. Our data corroborates with other studies that also found high prevalence (above 50%)
of mansonelliasis in the riverine population of Purus®®!>.The prevalence rates was higher in
men (52.5%) than among women (48.4%), however, without statistically difference significant
(p=0.644). As to age group, it was observed that the number of microfilariaemic individuals
increased according to age group (ANOVA % = -15.82, p<0.001) (Table). The prevalence of
M. ozzardi was higher in male farmers/fishermen [49 examined/34 parasitized (69.4%)]and
housewife[50 examined/30 parasitized (60.0%)] than in other occupational groups (ANOVA 2
= -19.14, p<0.001). The OR analyses for gender, occupation and age group indicated the
following: men had a higher risk ratio than women (OR: 1.18; 95% CI: 0.64-2.16); according to
occupation, the highest risk of acquiring the infection was in farmer/fishermen (OR: 5.32; 95%
Cl: 2.38-11.8) and individuals in the age group45-60(OR: 5.06; Cl 95%: 1.84-14.5) (Table).
For 166 individuals, the time of residence in the community has been checked and it was
observed that the prevalence of microfilariaemic individuals increased with the residence time:
1 to 5 years: 24.0% (25 examined/6 microfilariaemic), 5 to 10 years: 39.5% (38 examined /15
microfilariaemic) and >11 years 60.2% (103 examined /62 microfilariaemic), showing a
positive trend increasing significant (A=11,33; x*= 4,66, p=0,03) of the number of cases
according to the time of residence in the area evaluated.

The slightly higher prevalence in men, although not significant, is possibly attributed to
the increased contact of these, in their day-to-day, with insect vectors and isconsistent with the
observation of other studies conducted in the Amazonas State®>**®) This degree of exposure to
Simuliidae bites also explains the higher prevalence in individuals that work in the field, such
as farmers, but also inthose with higher age®*%.In this particular scenario, women are highly
exposed to vectors due to their work in the fields with their husbands, leading to a high

infection rate. Moreover, it was observed that the longer time living of individuals in
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communities (>11 years of housing), contributes to higher rates of infection. This observation
shows evidence that the time of residence in endemic area, and consequently exposure to
vectors are crucial for the maintenance of infection by M. ozzardi, and possibly is one of the
factors responsible for an accumulation of parasites in the individuals, keeping several adult
worms of different ages sustaining a continuous production of microfilariae, infection and
transmission by insect vectors®®. There are no previous reports on time housing and prevalence
rates ofmansonelliasis, however it is believed that this profile possibly also occurs in other
regions.

Another important finding established in this study is that the filtration of blood in
polycarbonate membrane was able to detect a high number of children and adolescents from 5-
15 years of ageparasitized (32.4%), unlike other studies that used the thick blood smear method
that found much lower prevalence of microfilariaemic individuals, for example, Medeiros et
al.%* who observed in individuals aged 10-18 years, prevalence of 20.7%, 9.7% and 10.2%
respectively.

This study showed that the infection by M. ozzardi was present in 50.3% of the local
population examined, suggesting that the prevalence of this parasite in the region are higher
than those recorded in recent surveys®®. This work shows that the method offiltration of blood
in polycarbonate membrane can be used in epidemiological surveys, especially in regions of
low microfilariae density, or in post-treatment control programs, which can be performed in
field activity with minimum conditions for storing blood for later analysis. Finally, we
highlight the need to structure an appropriate control model of this Amazonian endemic

disease, currently neglected by the health authorities.
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APENDICE H - Tabelas sintomas

Tabela 1.

SINAIS E SINTOMAS DO
Valid Cumulative

Frequency

Percent
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Percent Percent
= Nédo 17 23.0 23.0 23.0
T Sim 57 77.0 77.0 100.0
> Total 74 100.0 100.0
Tabela 2.
COMPARACAO_NUMERO_SINAIS_E_SINTOMAS
Frequency  Percent Valid Cumulative
Percent Percent
aumentou 4 5.4 5.4 54
5 ficou 14 18.9 18.9 24.3
= igual
= diminui 56 75.7 75.7 100.0
Total 74 100.0 100.0
Tabela 3.
Frequency  Percent Valid Cumulative
Percent Percent
17 23.0 23.0 23.0
artralgia 2 2.7 2.7 25.7
artralgia,mialgia 1 14 14 27.0
artralgia,tremor,sonolencia,ac 1 14 1.4 28.4
artralgia,vermelhidao 1 14 14 29.7
cefaleia 2 2.7 2.7 324
cefaleia, dor abdominal 2 2.7 2.7 35.1
cefaleia,diminuicdo da acuidade visual 1 14 1.4 36.5
cefaléia,dor abdominal,diarréia 1 1.4 1.4 37.8
cefaleia,dor
2 abdominal,diarreia,artralgia,prurido,mialgi 1 1.4 1.4 39.2
S a,vermelhidao,ac
cefalela,narﬁfgi}zgga(lj?:glrﬁ(rjr;zgmlalgla,dl 1 14 14 405
cefalela,vertlgem,anf;rcema,artralg|a,aden|te 1 14 14 419
cefaleia,vertige~m,anorex_ia,mialgia,diminui 1 14 14 432
¢do de acuidade
cefaleia,vertigem,artralgia,sonoléncia 1 1.4 1.4 44.6
cefaleia,vertigem,z_slrtNraIgia,sonoléncia,verm 1 14 14 459
elhiddo olhos
cefaleia,vertigem,dor
abdominal,nausea,prurido,tremor,mialgia,s 1 14 1.4 47.3

onolencia



cefaleia,vertigem,nausea,tremor,mialgia
cefaleia,vertigem,sonolencia,vermelhidao
olhos
dermatite, mialgia, prurido, hepatomegalia
dermatose
dor abdominal
dor abdominal,artralgia,prurido,tremor
dor abdominal.prurido
exantema, artralgia,mialgia
fraqueza,
cefaleia,vertigem,nausea,artralgia,diminuic
d0 de acuidade
fraqueza,anorexia,mialgia
fraqueza,artralgia,ac
fraqueza,cefaléia, artralgia
fraqueza,cefaleia,artralgia,mialgia
fraqueza,cefaleia,artralgia,mialgia,ac
fraqueza,cefaléia,artralgia,sonoléncia,dorm
encia
fraqueza,cefaleia,dor abdominal,artralgia
fraqueza,cefaleia,dor
abdominal,artralgia,prurido,edema,tremor,
mialgia,verme,sono
fraqueza,cefaleia,dor
abdominal,prurido,edema,vermelhidao,ac
fraqueza,cefaléia,vertigem,artralgia,
prurido,tremor, mialgia,diminuicdo da
acuidade visual
fraqueza,cefaléia,vertigem,artralgia,tremor
fraqueza,cefaleia,vertigem,artralgia,tremor
,sonolencia,vermelhidao,ac
fragueza,cefaleia,vertigem,dor
abdominal,anorexia,nausea,artralgia,mialgi
a
fraqueza,cefaléia,vertigem,dor
abdominal,artralgia,sonoléncia,placas,mac
ulas
fragueza,cefaleia,vertigem,dor
abdominal,prurido,tremor,adenite,sonolenc
ia,acui
fraqueza,cefaleia,vertigem,nausea,artralgia
,mialgia,ac
fraqueza,cefaleia,vertigem,nausea,artralgia
,mialgia,sonolencia
fraqueza,dor abdominal,anorexia,diarreia,
artralgia,diminuic&o visual
fraqueza,dor abdominal,artralgia
fraqueza,dor
abdominal,nausea,vermelhidao olhos,ac
fraqueza,prurido,tremor,vista vermelha
fraqueza,vertigem,anorexia,artralgia,prurid
otremor,mialgia
mialgia

= N e =) R T S S S

[ S T N S S S

14
14

14
2.7
2.7
14
14
14

14

14
14
1.4
14
2.7

1.4
14

14

14

14

1.4
1.4

1.4

1.4

14

14

14

14
1.4
1.4
14
14
1.4

1.4
1.4

1.4
2.7
2.7
1.4
1.4
1.4

1.4

1.4
1.4
1.4
14
2.7

1.4
14

14

14

14

1.4
1.4

1.4

1.4

1.4

1.4

1.4

1.4
1.4
1.4
1.4
1.4
1.4

48.6
50.0

51.4
54.1
56.8
58.1
59.5
60.8

62.2

63.5
64.9
66.2
67.6
70.3

71.6
73.0

74.3

75.7

77.0

78.4

79.7

81.1

82.4

83.8

85.1

86.5

87.8
89.2
90.5
91.9
93.2
94.6
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prurido 1 14 1.4 95.9
sonolencia, dermatite 1 14 1.4 97.3
sonolencia,irritacdo na vista 1 1.4 1.4 98.6
vertlgerTAl,ngusea,d|arre|a_,prurldo,mlalgla,s 1 14 14 100.0
onoléncia,dor abdominal, falta de ar
Total 74 100.0 100.0
Tabela 4.
SINAIS E SINTOMAS D3
Frequenc Percent Valid Cumulative
q y Percent Percent
- Néo 47 63.5 63.5 63.5
';_5 Sim 27 36.5 36.5 100.0
Total 74 100.0 100.0
Tabela 5
Erequenc Percent Valid Cumulative
q y Percent Percent
47 63.5 63.5 63.5
ac 1 14 1.4 64.9
artralgia 3 4.1 41 68.9
artralgia,ac 1 14 14 70.3
artralgia,tontura 1 1.4 1.4 71.6
calafrio,sonoléncia 1 14 1.4 73.0
cefaleia 4 5.4 5.4 78.4
cefaléia 3 4.1 4.1 82.4
= cefaléia, vertigem 1 14 1.4 83.8
§ cefaléia, vertigem, artralgia 1 14 14 85.1
cefaleia,vertigem,visdoescura 1 1.4 1.4 86.5
diminuicdo da acuidade visual 5 6.8 6.8 93.2
dor abdominal 1 14 1.4 94.6
nausea,vomito 1 1.4 1.4 95.9
sonolencia 1 1.4 1.4 97.3
tontura 1 1.4 1.4 98.6
vertigem 1 14 14 100.0
Total 74 100.0 100.0
Tabela 6
Variavel N Prevalencia (%) RP IC 95%
Ganglios Sim 42 16,7 0,81 0,38-1,73
Nao 116 20,7 1
Dermatoses Sim 34 11,8 0,56 0,21 -1,50
Nao 119 21,0 1
Dor Abdominal Sim 60 23,3 1,47 0,78 -2,77
Nao 107 15,9 1
Dor nas costas* Sim 47 29,8 2,10 1,13-3,92
N&o 120 14,2 1
Artralgia* Sim 38 34,2 2,45 1,33-4,53
N&o 129 14,0 1



Fraqueza
Dor nas pernas
Dor nos bragos*
Dor no peito*
Dispneia*
Tontura
Cefaleia*
Coceira
Vomito
Frieza nas pernas

Visdo embagada

Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Néo
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Néo
Sim
Nao
Sim
Nao

53
114
54
113
32
135
26
141
11
156
37
130
83
84
35
132
13
154
17
150
27
140

24,5
15,8
27,8
14,2
31,2
15,6
34,6
15,6
36,4
17,6
24,3
16,9
27,1
9,52
20,0
18,2
30,8
17,5
29,4
17,3
29,6
16,4

1,55
1,96
2,01
2,22
2,10
1,44
291
1,10
1,75
1,70

1,80

0,82-2,93
1,05 -3,67
1,05-3,84
1,15-4,26
0,89-4,93
0,73-2,85
1,38 -6,13
0,52-2,34
0,72 -4,25
0,75-3,83

0,90-3,60
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APENDICE I - Tabelas efeitos colaterais

Tabela 1
EF COLAT 1 SINTOMA REFERIDO
Frequency Percent Valid Cumulative
Percent Percent
3 4.1 4.1 4.1
artralgia 2 2.7 2.7 6.8
cefaléia 18 24.3 24.3 31.1
dor abdominal 1 1.4 1.4 324
) nédo 23 31.1 31.1 63.5
S ?1?32??3?11?5 20 27.0 27.0 90.5
sonoléncia 2 2.7 2.7 93.2
tontura 3 4.1 4.1 97.3
vertigem 2 2.7 2.7 100.0
Total 74 100.0 100.0
Tabela 2
EF _COLAT 2 SINTOMA REFERIDO
Frequency  Percent Valid Cumulative
Percent Percent
3 4.1 4.1 4.1
artralgia 5 6.8 6.8 10.8
calafrios 1 1.4 14 12.2
cefaléia 6 8.1 8.1 20.3
dor abdominal 1 1.4 14 21.6
mialgia 2 2.7 2.7 24.3
nédo 43 58.1 58.1 82.4
=l nausea 1 1.4 1.4 83.8
S sensagao de 1 14 14 85.1
hipertemia
o454 sa s
sonoléncia 1 1.4 14 91.9
tontura 1 14 14 93.2
vertigem 4 54 5.4 98.6
vomitos 1 14 14 100.0
Total 74 100.0 100.0
Tabela 3
EF _COLAT 3 SINTOMA REFERIDO
Frequency Percent Valid Cumulative
Percent Percent
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3 4.1 4.1 4.1
artralgia 3 4.1 4.1 8.1
borramento visual 2 2.7 2.7 10.8
cefaléia 1 1.4 1.4 12.2
mialgia 3 4.1 4.1 16.2
nédo 55 74.3 74.3 90.5
= nauseas 1 1.4 1.4 91.9
S A R VIR
tontura 2 2.7 2.7 95.9
vertigem 1 1.4 1.4 97.3
visdo escura 1 1.4 1.4 98.6
vomito 1 1.4 1.4 100.0
Total 74 100.0 100.0
Tabela 4
EF _COLAT 4 SINTOMA REFERIDO
Frequency Percent Valid Cumulative
Percent Percent
10 135 135 135
fraqueza 1 1.4 1.4 14.9
= no 62 83.8 83.8 98.6
> sensagdo de 1 1.4 1.4 100.0
hipertermia
Total 74 100.0 100.0
Tabela 5
Ef. 1 Ef. 2 Ef. 3 Ef. 4
Néao 26 46 58 72
Sim 48 28 16 2
Néao 35.1% 62.2% 78.4% 97.3%
Sim 64.9% 37.8% 21.6% 2.7%
74.0 74.0 74.0 74.0
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APENDICE J - Tabelas efeitos colaterais 2

Tabela 1.

EF
artralgia
artralgia
artralgia

artralgia Total
borramento visual

borramento visual Total

calafrios
calafrios Total
cefaléia
cefaléia
cefaléia
cefaléia Total
dor abdominal
dor abdominal
dor abdominal Total
fraqueza
fraqueza Total
mialgia
mialgia
mialgia Total
ndo+nulo
ndo+nulo
ndo+nulo
ndo+nulo
ndo+nulo Total
nauseas
nauseas
nauseas Total
sensacdo de hipertermia
sensacdo de hipertermia
sensacdo de hipertermia
sensacdo de hipertermia
sensacdo de hipertermia

sensacao de hipertermia

Total
sonoléncia

sonoléncia
sonoléncia Total
tontura
tontura

Frequency

2
5
3
10

18

N
o B o

o W N P P DN PR

~N O BN
N 0O O O

202

20

P W W kN
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tontura
tontura Total
vertigem
vertigem
vertigem
vertigem Total
Visdo escura
visdo escura Total
vomitos
vémitos
vomitos Total
Total Geral

N PR R R NPRPE RANDON

296
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APENDICE K - Tabelas efeitos colaterais-tempo

Tabela 1

EF
EF_1_fim
EF_1 fim
EF_2_fim
EF_3 fim
EF_4 fim
EF_1 fim
EF_1_fim
EF 2 fim
EF_3 fim
EF_1 fim
EF_2_fim
EF_3_fim
EF_1 fim
EF 2 fim
EF_3 fim
EF_1 fim
EF_2_fim
EF_3_fim
EF_1 fim
EF 2 fim
EF_1 fim
EF 2 fim
EF_3 fim
EF 2 fim
EF_3 fim

EF_1 inicio
EF _2_inicio
EF_1 inicio
EF _2_inicio
EF_3_inicio
EF 1 inicio
EF_2_inicio
EF_3_inicio
EF_1 inicio
EF 2 inicio
EF_1 inicio
EF 2 inicio
EF_1 inicio
EF 2 inicio
EF_3_inicio

Inicio/Fim  Tempo

f

— e =R R = == == =R =R ==k == ==k =R ==k == == =R =R ==k == ==k =k =k  =—h

48
24
24
24
24
18
14
14
14
12
12

B P NN OO O o oo

B R R RN NNNMNRNRNRNDNDDS N
WO ONNA-ASASESE-RE-SNSNSN ©©

Frequency Tempo*Frequéncia

R = T = SEENTEEN I )

= N
w O

N = = S S ORI SN O CRRYJUR =N O <))

[y
w

N el = = NN

96
168
168
96
24
18
14
14
14
348
156

312
168
96
22
22
20
20
18
18
18
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EF_1_inicio i 17 1 17
EF_2_inicio i 17 1 17
EF_1_inicio i 16 1 16
EF_2_inicio i 16 1 16
EF_3_inicio i 16 1 16
EF_1_inicio i 14 1 14
EF_1_inicio i 12 17 204
EF_2_inicio i 12 11 132
EF_3_inicio i 12 7 84
EF_3_inicio i 12 1 12
EF_4 inicio i 12 1 12
EF_1 inicio i 9 1 9
EF_2_inicio i 9 1 9
EF _3_inicio i 9 1 9
EF_1 inicio i 8 3 24
EF _2_inicio i 8 1 8
EF_1 inicio i 6 1 6
EF 1 inicio i 5 1 5
EF_1 inicio i 1 2 2
EF 1 inicio i 0 2 0
EF_2_inicio i 0 1 0
Tabela 2
Tempos Tempos
inicio Fim
Média 16.16129032  13.87096774
Desvio 8.405860175  8.157719479

Padrao
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ANEXO A - Protocolo para calculo de medicacao

(Ministério da Saude do Brasil, lote: NF27660/0832210, registro: 343368-5).

PESO CORPORAL (Kg) DOSE ORAL UNICA

15A 24 1/2 comprimido
25 A 35 1 comprimido

36 A 50 1,5 comprimido
51 A 65 2 comprimidos
66 A 79 2,5 comprimidos
>80 150 mcg/kg
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