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RESUMO

No Brasil, a malaria é endémica na Regido Amazonica, onde ocorrem mais de 99% dos
registros da doenga, que é determinada pelo Plasmodium vivax em 84,4% dos casos. Segundo
dados do Ministério da Saude do Brasil, em 2008, quase a metade (47,8%) dos casos de
maléaria notificados no pais ocorreu em criangas e adolescentes, salientando a importancia do
conhecimento das particularidades clinicas, laboratoriais e imunoldgicas da malaria nessa
faixa etaria, particularmente sobre a anemia, um dos sinais cardinais da doenca. Assim, foram
avaliadas 81 criancas e adolescentes com maléria vivax e 40 individuos do grupo controle,
recrutados no Programa de Ensaios Clinicos em Malaria do Instituto Evandro Chagas
(Belém/Pard) e no Servigo de Diagnostico de Maléria, no municipio de Augusto Correa
(Pard), no periodo de outubro de 2002 a agosto de 2005. Hemograma e outros pardmetros
hematoldgicos, dosagem plasmaética de citocinas e de anticorpos anti-P.vivax, anticardiolipina
e antimembrana de eritrocitos (teste de antiglobulina direto e ELISA) foram realizados no
primeiro dia de atendimento (DO0), ao final do tratamento (D7) e no primeiro controle de cura
(D30). Procedeu-se também ao rastreamento de doenca falciforme e deficiéncia de Glicose 6
fosfato desidrogenase (G6PD), dosagem de ferritina sérica e exame parasitologico de fezes.
A pesquisa do plasmddio em gota espessa foi realizada diariamente até que fossem obtidas
duas laminas negativas consecutivas. Autoctonia foi observada em 77,8% dos casos de
malaria. Houve distribuicdo semelhante entre os géneros e predominio em adolescentes. A
maioria era eutrdfica. Para 43,2% dos pacientes tratava-se do primeiro episodio da doenca. A
parasitemia média foi de 6.543 parasitas/mm?, tendo o clearance da parasitemia ocorrido no
quarto dia de tratamento em 92,6% dos casos. Nos pacientes com primoinfeccéo, a
parasitemia foi maior do que naqueles com passado de malaria. Estes pacientes também
apresentaram significativo retardo no clearance da parasitemia. Os pacientes apresentaram
contagens menores de leucécitos, que estavam correlacionados positivamente com a
parasitemia e com a presenca de anticorpos IgG e IgM, no momento do diagnéstico. Houve
também uma diminuicio no ndmero de plaquetas, que estiveram negativamente
correlacionadas a parasitemia. Observou-se correlacdo, inversa, entre nimero de reticuldcitos
e taxa de hemoglobina, no inicio e fim do tratamento e, direta, entre os niveis de ferritina
sérica (significativamente maiores nos pacientes primoinfectados) e parasitemia. De forma
surpreendente e ao contrario do referido em outros estudos, foram observados niveis
plasmaticos de fator de necrose tumoral (TNF) menores nos pacientes do que no grupo
controle. Os niveis, baixos em DO, estavam, de forma curiosa, correlacionados positivamente
com a hemoglobina e negativamente com o tempo de diagnostico e se elevaram
significativamente até D30. A Interleucina -10 (IL-10), inversamente elevada em DO, mostrou
uma correlacdo positiva com a parasitemia e esteve associada a presenca de anticorpos IgM
(mas ndo 1gG) anti-P.vivax, antes de diminuir e atingir valores normais em D30.
Autoanticorpos antieritrociticos avaliados por ELISA declinaram mais rapidamente do que os
revelados pelo teste de antiglobulina direto e do que os anticardiolipina. Além de 2,7 vezes
mais chances de apresentar anemia, 0s pacientes tiveram significativamente mais anemia
moderada/grave. A anemia esteve associada ao retardo diagndstico e & demora de
desaparecimento da parasitemia, mas ndo se mostrou associada a presenga de anticorpos anti-
P. vivax, & presenca de autoanticorpos antimembrana de eritrocitos e nem a fatores como
deficiéncia de G6PD, trago falciforme, desnutri¢do e parasitose intestinal. A anemia também
esteve associada a maiores concentracbes de IL-10 e & presenca de anticorpos
anticardiolipina, neste caso, somente para anemia moderada/grave. A associacdo com o TNF
foi inversa, sendo 0s niveis surpreendentemente menores no grupo de anémicos,
particularmente naqueles com anemia moderada/grave. A luz das variaveis estudadas, que
compuseram o quadro clinico epidemioldgico, imunoldgico e laboratorial, em particular os
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eventos relacionados a anemia nestes pacientes com malaria vivax, enfatiza-se a necessidade
de pesquisas complementares na Amazonia Brasileira envolvendo maior nimero de criangas e
adolescentes com maléria, visando a confirmacédo dos resultados obtidos.
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ABSTRACT

In Brazil, malaria is endemic in the Amazon Region, being responsible for more than 99% of
the registered cases of the disease, where P. vivax accounts for 84.4% of the cases. According
to Ministery of Health of Brazil, in 2008, almost half (47.8%) of malaria registered in the
country committed children and adolescents, what emphasizes how important is the
knowledge of the clinical, immunological and laboratorial characteristics of malaria in this
age group, particularly related to anemia, one of the paramount signal of the disease. On this
purpose, it was evaluated 81 children and adolescents with vivax malaria and 40 control
individuals, enrolled at Program of Clinical Essays in Malaria at Evandro Chagas Institute
(Belém/Pard) and at Facility Malaria Diagnosis in Augusto Correa Municipality (Para), from
October 2002 to August 2005. Hemogram and other hematological parameters, plasmatic
cytokine and P.vivax antibody levels, anticardiolipin antibodies and anti-erythrocyte
membrane antibodies (direct antiglobulin test and ELISA) levels were performed in the first
day of attendance (DO), in the last day of treatment (D7) and in the first control day of cure
(D30). Screening for sickle cell disease and G6PD deficiency, ferritin serum levels and
parasitological fecal exam were also performed. Plasmodium thick blood film was ruled day
by day until two negative consecutive blood films were obtained. Autochthony was observed
in 77.8% of the malarial cases. Malaria had similar distribution among gender and a
predominance of cases in adolescents. The majority of patients were eutrophic. To 43.2%
patients, it was the first malarial episode. The mean parasitemia was 6.543 parasites/mm3;
clearance of parasitemia occurred in the 4" day of treatment in 92.6% of cases. Primo infected
patients had higher parasitemia than patients with previous malaria episodes, as well as
significance delay on parasitemia clearance. Patients had low values of leukocytes which
were positive correlated with parasitemia and with the presence of 1gG and IgM antibodies,
at the diagnosis. Also, it was observed low values of platelets, and they had a negative
correlation with parasitemia. It was observed an inverse correlation between retyculocytes
and hemoglobin rate, in the beginning and in the end of treatment, and a direct correlation
between ferritin serum levels (significance increased in primo infected patients) and
parasitemia. Unexpectedly and in the opposition of what has been referred in other studies, it
was observed low plasmatic TNF levels in patients compared to control group. Curiously,
TNF levels, low in DO, were positive correlated with hemoglobin and negative correlated with
time to onset the diagnosis, and they had a significance increase up to D30. IL-10 levels,
inversely increased in DO, had a positive correlation with parasitemia and was associated to
the presence of P. vivax IgM antibodies (not to 1gG), before decreasing to normal values in
D30. Autoantierythrocytes antibodies evaluated through ELISA had a faster decline than
those evaluated through direct antiglobulin test and than the anticardiolipin antibodies.
Besides 2.7 more chance of anemia, patients had significance moderate/severe anemia. The
anemia was associated to delay on the diagnosis and to delay on achieving the clearance of
parasitemia, but it was not associated to the presence of anti-P. vivax antibodies, neither to the
presence of anti-erythrocyte membrane autoantibodies, nor to G6PD deficiency, sickle cell
trait, malnutrition and intestinal parasitosis. Also, the anemia was associated with high IL-10
levels and to the presence of anticardiolipin antibodies, in this case, only to moderate/severe
anemia. The association with TNF was inverse, with low levels in the group of anemic
patients, particularly those with moderate/severe anemia. Based on the studies of the variables
that composed the clinical, epidemiological and laboratorial features of vivax malaria in these
patients, particularly the events related to anemia, it is highlighted the necessity of
complementary research enrolling more children and adolescents with malaria in order to
consolidate these data.
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1) INTRODUCAO:

A maléaria humana é provavelmente tdo antiga quanto a humanidade. Ao longo da
historia, registros de febre periddica, caracterizadas como provavel malaria ou mesmo a
identificacdo de material parasitario proveniente de estudos com sondas moleculares em 0ssos
e/ou miimias, demonstram que a doenca acometeu a civilizagao chinesa, egipcia e grega antes
de Cristo, bem como o sudeste da Europa na época do Império Romano, com impacto na
morbimortalidade da populacdo (Sallares et al., 2004; Retief & Cilliers, 2006).

Na atualidade, a maléria ainda € objeto de preocupagdo das autoridades
governamentais. Em 2006, a doenca foi responséavel por elevada morbidade, de cerca de 247
milhGes de episddios/ano e também por elevada mortalidade, estimada em 881 mil 6bitos/ano.
Mais de 91% desses 6bitos ocorreram na Africa, principalmente em criangas menores de
cinco anos (World Malaria Report/WHO, 2008).

No continente africano, em consequéncia das infecgdes repetidas, o individuo adulto
adquire um grau de imunidade suficiente para permitir que a infeccdo pelo plasmddio se
acompanhe unicamente de sintomas discretos ou até mesmo de auséncia de manifestacdes
clinicas, embora o parasito permanega no organismo, o que se conhece como “imunidade anti-
toxica” ou “premunicao” (Baird, 1995; Hommel, 1996; Breman, 2001; Doolan et al., 2009).

Nas Américas, a malaria é endémica em 21 paises. O Brasil é o pais com maior
ndmero de casos, 99,9% oriundos da Regido AmazOnica, onde a doenca acomete
indistintamente criancgas, adolescentes e adultos. Em 2006, o Brasil notificou 548.597 casos
de maléria (73,4% pelo P. vivax). Em 2008, a diminuicdo foi ainda maior, com registro de
314.869 casos da doenga, em que 84,4% corresponderam ao P. vivax, seguindo-se o P.
falciparum com 14,6% e o restante, 1,0%, correspondendo aos casos de malaria mista (P.
vivax + P. falciparum), P. malariae e P. ovale (este tltimo importado da Africa, pois essa
espécie de plasmadio inexiste no Pais) (SIVEP/Malaria, 2009).

A febre € o sinal cardinal na malaria. Quando se acompanha de calafrio e cefaléia
constitui a triade malérica, frequente durante a evolucdo clinica. Outros sinais e sintomas
também costumam estar presentes tais como astenia, anorexia, artralgia, insbnia, dor
abdominal, diarréia, vomitos, hepatomegalia, esplenomegalia e anemia. Essas manifestacoes
clinicas, quando associadas aos dados epidemioldgicos, de residéncia e/ou viagem para areas
endémicas de maléria permitem a suspeicdo da doenga, confirmada pela pesquisa do

plasmaddio no sangue periférico, pela técnica da gota espessa.



A anemia constitui um dos pardmetros clinicos que mais despertam a atengdo por estar
intimamente relacionada a presenca do plasmodio nos eritrcitos, onde ao se multiplicar por
esquizogonia promove a lise dessas células, com subsequente invasdo de novos eritrocitos
(Dvorak & Miller, 1975). Entretanto, nem sempre a anemia é compativel com a densidade
parasitaria podendo mesmo aparecer ou até se intensificar apos a negativacdo da parasitemia
(Woodruff et al., 1979), demonstrando que sua fisiopatogenia € multifatorial e complexa,
envolvendo provavelmente além da lise de eritrocitos pela acdo direta dos parasitos, a
fagocitose de eritrocitos parasitados ou sensibilizados por complexos imunes, a formacéo de
autoanticorpos contra os eritrocitos, a liberacdo de citocinas por linfocitos Thl e Th2, que
podem causar distirbios na eritropoiese e/ou na producdo da eritropoetina (Ekvall, 2003;
Ghosh & Ghosh, 2007).

A anemia determinada pelo P. vivax é bem menos estudada do que aquela causada
pelo P. falciparum, em parte devido a maioria (95%) dos africanos serem resistentes a essa
espécie de plasmadio, por ndo apresentarem o antigeno Duffy (receptor utilizado pelo P. vivax
para aderir aos eritrocitos, antes de penetrar e invadir essas células) (Langhi & Bordin, 2006)
e também pela observacdo equivocada de que as infecgdes pelo P. vivax s&o sempre benignas
e que ndo se acompanham de complica¢fes (Mendis et al., 2001; Price et al., 2007a ).

Mesmo na auséncia de complicagfes tais como anemia grave, sindrome de
desconforto respiratorio, choque, e até mesmo 06bito, que séo eventuais, o P. vivax determina
um dnus econdmico-social, limitando a capacidade laboral do paciente no quadro agudo e as
vezes também nas recaidas (Lomar et al., 2005; Price et al., 2007a; Daniel-Ribeiro et al.,
2008; Kochar et al., 2009).

Segundo as estatisticas do Servico de Vigilancia Epidemioldgica do Ministério da
Saude do Brasil, em 2008, quase a metade dos casos (47,8%) notificados de malaria ocorreu
em criancas e adolescentes (Sivep/Malaria, 2009). Entretanto, é escasso o conhecimento sobre
a interacdo entre o P. vivax e o individuo nessa fase de pleno crescimento e desenvolvimento,
particularmente no que se refere & anemia. Tal informacéo é, entretanto, importante para
verificar se 0 comportamento da doenga nesse grupo segue 0 mesmo padréo dos adultos e se
determinados agravos, muito freqlientes nessa faixa etaria tais como desnutricdo, anemia por
deficiéncia de ferro ou parasitose intestinal, podem contribuir para a anemia desses pacientes
(Rodriguez-Morales et al., 2006; Genton et al., 2008; Poespoprodjo et al., 2009).



2) REVISAO DA LITERATURA:

2.1 - SITUACAO ATUAL DA MALARIA:

Entre as doengas infecto-parasitarias que afligem o homem, a maléaria permanece em
posicdo de destaque, constituindo-se em problema de Saude Pablica em muitos paises da
Africa, da Asia e da América.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), em 2006, foram registrados
aproximadamente 246 milhGes de casos de malaria no mundo, com uma estimativa de
880.000 6bitos, dos quais 91% tendo ocorrido na Africa, particularmente em criangas menores
de cinco anos. Cerca de 3,3 bilhdes da populagdo mundial encontra-se sob risco de adquirir
malaria, doenca endémica em 109 paises e territdrios, dos quais 45 estdo no continente
africano. Na tentativa de um controle mais efetivo da doenca, diversas estratégias vem sendo
implementadas, embora de modo heterogéneo, nos diversos locais onde a malaria € motivo de
preocupagdo por sua morbiletalidade: distribuicdo de mosquiteiros impregnados com
inseticidas, combinagdes terapéuticas incluindo os derivados de artemisinina para os casos de
malaria falciparum (e para os casos de maldria vivax resistentes a cloroquina), uso de
inseticidas de acdo residual nos domicilios, tratamento preventivo intermitente para maléria
na gravidez (World Malaria Report/WHO, 2008).

Em seu relatério mais recente, de 2009, a OMS est4 otimista quanto aos resultados
alcancados para o controle mundial da malaria, ao informar que um terco dos paises
endémicos para maléria (nove africanos e 29 ndo africanos) referiram reducdo de mais de
50% nos casos de malaria em 2008, se comparados aos observados em 2000, ou ainda, pelo
aumento de 17% observados em 2006 para 31% em 2008 no numero de habita¢fes africanas
com pelo menos um mosquiteiro impregnado com inseticida, apesar de somente 24% das
criangas abaixo dos cinco anos terem sido contempladas com tal medida preventiva nesse
continente, percentual bem inferior aos 80% estabelecidos (World Malaria Report/WHO,
2009).

Os resultados dos relatdrios de 2008 e de 2009 da OMS sobre o panorama mundial da
malaria estdo em conformidade com a Declaracdo do Milénio, resultante da reunido entre a
propria OMS e seus paises membros, em 2000, onde foram definidos oito objetivos -
Objetivos de Desenvolvimento do Milénio, ODMS. Nos oito objetivos propostos foram
definidas metas com resultados-alvos especificos, a serem alcangados, na maior parte dos

casos, em 2015, tendo como finalidade reduzir a pobreza no mundo enfrentando as situagdes



adversas que contribuem para manté-la ou perpetué-la, dentre as quais, a maléria,
contemplada no objetivo seis. Nos paises onde a malaria é endémica, medidas vem sendo
gradualmente implementadas ou incrementadas no sentido de deter sua incidéncia, melhorar
os indicadores e taxas de prevaléncia e de mortalidade, tais como aumento da oferta de
mosquiteiros impregnados com inseticida as criangas africanas, e distribuicdo de
medicamentos antimalaricos (derivados de artemisinina) aos pacientes com malaria
falciparum, sobretudo aquelas menores de cinco anos, na Africa (World Malaria
Report/WHO, 2008; 2009).

A aplicabilidade dessas metas nas Américas também é de grande importancia, pois
segundo a Organizacdo Pan Americana de Saude (OPAS), 36,5% da populacdo desse
continente encontram-se sob risco de adquirir maléria, sendo o Brasil o pais sul americano
com maior notificacdo de casos, dos quais 99,9% sdo oriundos da Regido Amazonica
(Organizacion Pan Americana de La Salud, 2001). Assim, segundo informa o Relatério
Nacional de Acompanhamento dos Objetivos de Desenvolvimento do Milénio, a alta
incidéncia da malaria na Regido Amazonica nos anos de 2003 a 2005, mostrou uma tendéncia
para diminuicdo em 2006, embora ainda com um registro de cerca de 540 mil casos, com
87,9% desses provenientes de quatro estados da Amazonia Legal: Amazonas, Rondonia, Para
e Acre. No ano de 2008, confirmando a tendéncia ja observada em 2006, foram notificados
314.869 casos da doenga, 84,4% determinados pelo P. vivax (PAHO, 2005;Brasilia, IPEA,
2007; Sivep_Malaria, 2009).

2.2- CICLO EVOLUTIVO DO PLASMODIO:

O plasmddio possui um ciclo evolutivo complexo que se processa em duas etapas: fase
assexuada no homem (hospedeiro intermediério) e fase sexuada no mosquito (hospedeiro
definitivo).

Os esporozoitos sdo as formas infectantes do plasmddio para o homem. Resultam do
ciclo esporogbnico, com duragdo média de dez a dezessete dias, ocorrido no mosquito
anofelino fémea. Durante o repasto sanguineo, essas fémeas podem inocular os esporozoitos
(alojados em suas glandulas salivares) nos capilares cutaneos do homem. Os esporozoitos,
apos cerca de trinta a sessenta minutos ndo sdo mais observados na corrente circulatoria;
dirigiram-se ao figado, onde no interior dos hepatdcitos, sofrerdo um processo de
multiplicacdo por divisdo assexuada, conhecida como esquizogonia pré-eritrocitica (por

preceder obrigatoriamente a fase de parasitismo intraeritrocitario) originando os esquizontes,



que por sua vez, se segmentam formando milhares de elementos filhos, os merozoitos (10.000
a 15.000 para o P. vivax, 40.000 para o P. falciparum, 2.000 para o P. malariae e 15.000 para
0 P. ovale) (Pessoa, 1982, Rey, 1992).

O hepatdcito parasitado, distendido e alterado acaba por romper-se, liberando os
merozoitos, muitos dos quais sdo fagocitados e destruidos pelas células de Kupffer, enquanto
que outros sobrevivem, invadem os eritrcitos e iniciam o segundo ciclo de reproducéo
assexuada do plasmadio, o ciclo eritrocitico (Dvorak & Miller, 1975; Rey, 1992).

Alguns esporozoitos, ap6s a penetracdo nos hepatocitos podem nédo se multiplicar por
divisdo esquizogdnica, permanecendo quiescentes no figado, como que adormecidos, sendo
designados de hipnozoitos. Essas formas, que na maléria humana séo apanégio do P. vivax e
do P. ovale, sdo responsaveis pelas recaidas. Essas podem ocorrer num intervalo
relativamente curto ou apds um longo periodo de tempo (Krotoski, 1985).

Os milhares de merozoitos, liberados na circulacdo pela ruptura do hepatécito, tem
tropismo para os eritrocitos. Contudo, é necessario que 0s merozoitos reconhecam receptores
especificos de superficie sobre a membrana do eritrdcito para que a invasdo se processe. Uma
vez ocorrido o reconhecimento, ha fusdo do merozoito com a membrana do eritrocito que se
invagina fazendo com que o parasito se torne vacuolado dentro da célula. Nessa fase do seu
ciclo, cada merozoito no interior do eritrocito, diferencia-se na forma em anel do protozoario
denominada trofozoito. Esse, por sua vez se desenvolve, divide seu nlcleo por esquizogonia e
transforma-se no esquizonte eritrocitico (ou simplesmente esquizonte). O esquizonte por
divisdo multipla origina, segundo a espécie, um numero varidvel (8-32) de merozoitos. Ao
conjunto de merozoitos no eritrocito, designa-se merdcito ou rosacea. Num determinado
momento, o eritrocito parasitado rompe-se e libera 0s merozoitos que parasitardo outros
eritrdcitos, reiniciando-se o ciclo eritrocitico (Dvorak & Miller, 1975; Rey, 1992).

Alguns merozoitos que penetraram nos eritrdcitos, iniciando a fase eritrocitica do ciclo
assexuado, ndo se diferenciam em trofozoitos, mas evoluem para as formas sexuadas do
parasito: gametdcitos masculinos  (microgametdcitos) e gametdcitos  femininos
(macrogametocdcitos) (Rey, 1992).

O ciclo pré-eritrocitico do plasmddio no homem corresponde ao periodo de incubagéo
da maléria, que difere segundo as espécies de plasmodio: oito a doze dias para o P.
falciparum, treze a dezessete dias para o P. vivax e de 28 a 30 dias para o P. malariae. O ciclo
eritrocitico, por sua vez, determina as manifestacdes clinicas da doenca, notadamente o
paroxismo febril, caracterizado por calafrio, febre e sudorese. Na dependéncia da duragéo de

cada um desses ciclos eritrociticos, tais paroxismos podem ser observados em intervalos



regulares, de 48 em 48 horas para o P. vivax e para o P. falciparum, de 72 em 72 horas para o
P. malariae, o que entretanto, nem sempre é possivel de ser observado na prética clinica, em
decorréncia de tratamento precoce realizado ainda na fase de assincronismo das esquizogonias
sanguineas ou por infecgbes por populagdes distintas de plasmddio, ou ainda em infeccdes em
primoinfectados por retardo da resposta imune especifica (Pessoa, 1982; Rey, 1992; Manual
de terapéutica da Maléria, 2001).

O mosquito anofelino ao exercer a hematofagia ingere as formas sangiineas do
parasito. Porém somente 0os gametdcitos sdo capazes de evoluir no inseto, as demais formas
degeneram. No estdbmago do mosquito, 0 gametdcito feminino amadurece e transforma-se no
macrogameta; o gametdcito masculino, por um processo de exflagelagdo, d& origem aos
microgametas (quatro a oito). Esses, por serem dotados de flagelos movimentam-se
ativamente em busca de um macrogameta. Somente um microgameta tera éxito em fecundar o
macrogameta, havendo a formagdo do ovo ou zigoto, que na luz do estbmago do mosquito
modifica sua forma e recebe a designacéo de oocineto, que dotado de mobilidade migra até a
parede do estdbmago onde se encista, dai a designagdo de oocisto. No interior do oocisto, 0s
parasitos se multiplicam por esporogonia formando os esporozoitos, que serdo liberados na
cavidade geral do mosquito, em consequéncia da ruptura do oocisto. Entéo, 0s esporozoitos
migram para as glandulas salivares e, por ocasido do repasto da fémea do mosquito anofelino
serdo inoculados no homem (Pessoa, 1982).

Recentemente, o advento das técnicas moleculares trouxe contribuicdes que
ampliaram o conhecimento sobre o ciclo evolutivo do plasmédio. Ao contréario de que se
supunha de que uma vez inoculados, 0s esporozoitos logo penetravam na corrente circulatoria
para se dirigirem ao figado, verificou-se por técnicas de PCR quantitativo, que o0s
esporozoitos de P. yoelii, permaneciam por horas na derme do camundongo, antes de
gradualmente entrarem em contato com os capilares desse sitio e através da corrente
circulatoria chegarem ao figado. Nesse 6rgdo, 0s esporozoitos ao atravessarem os sinusoides
hepéticos penetram em varias células de Kupffer, antes de selecionarem uma dessas células
em definitivo para formacdo do vacuolo parasitoforo, no qual o parasito crescerd e se
multiplicara (Carrolo et al., 2003; Sinnis & Coppi, 2007).

Experimentalmente, verificou-se que os merozoitos do P. berghei séo transportados
em vesiculas denominadas de merossomos para a luz dos sinusoides hepéticos, ndo sendo,
portanto livremente lancados na circulacdo, em consequéncia da ruptura dos hepatdcitos,
como antigamente descrito. Ademais, 0S merossomos por terem origem da membrana

plasmética do hospedeiro, ndo sdo de pronto reconhecidos pelas células dendriticas (células



apresentadoras de antigeno) ou pelas células de Kupffer, o que facilitaria a conducéo desses
merozoitos para a circulagdo, dificultando, portanto, o reconhecimento do parasito pelo
sistema imune do hospedeiro (Prudéncio et al., 2006; Sturm et al., 2006).

Outra interessante descoberta foi a de que parte dos esporozoitos de P. yoelii
inoculados na derme chega aos linfaticos, onde podem ou ndo ser destruidos, desencadeando
uma resposta imune que ainda necessita ser mais bem compreendida e que pode ser Gtil para o
desenvolvimento de vacinas antimaléricas relacionadas ao estagio pré-eritrocitico do parasito
(Prudéncio et al., 2006; Yamauchi et al., 2007).

2.3- O ERITROCITO:

O eritrdcito humano tem a forma de um disco bicdncavo, possuindo aproximadamente
8um de didgmetro. E uma célula que possui 40% a mais de superficie que o necessario para o
seu conteudo citoplasmatico, o que lhe confere uma redundancia do continente sobre o seu
contetdo, dando-lhe grande deformabilidade, permitindo manter sua integridade ao atravessar
os capilares do organismo com 2 a 3 um de diametro (Hokama et al., 2002).

A membrana do eritrécito é composta de uma bicamada lipidica, contendo compostos
de fosfolipidios, colesterol ndo esterificado e glicolipidios, ancorada em um citoesqueleto.
Essa membrana é responsavel pela manutencdo da forma, do volume, da deformabilidade, da
estabilidade mecanica, além da homeostase do calcio e das trocas ibnicas do eritrécito
(Hokama et al., 2002).

Os fosfolipidios presentes na membrana eritrocitiria sdo: fosfatidilcolina (30%),
fosfatidiletanolamina (28%), fosfatidilserina (14%), esfingomielina (25%). O restante, 3%,
inclui fosfatidilinositol, acido fosfatidico e cardiolipina. Na porcéo externa da dupla camada
lipidica, em contato com o plasma, predominam os fosfolipidios contendo colina:
fosfatidilcolina e esfingomielina enquanto que na porgao interna, junto ao citoplasma, estdo os
aminofosfolipidios: fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, além dos demais
fosfolipidios. Acredita-se que o colesterol se distribua igualmente entre as duas camadas
(Lorenzi et al., 2003).

A distribuicdo assimétrica dos fosfolipidios € mantida a custa de enzimas, tais como as
flipases que os deslocam da camada externa para a interna, as flopases, que realizam o
movimento oposto e as escramblases que 0s movem bidirecionalmente, de modo a manter na
camada interna principalmente a fosfatidilserina e o fosfatidilinositol, pois os macr6fagos

reconhecem e fagocitam os eritrocitos que expdem fosfatidilserina na sua camada externa,



como parece ocorrer na destruicdo prematura de células falciformes, células talassémicas e em
eritrocitos parasitados. Ademais, a permanéncia da fosfatidilserina na camada interna também
inibe a adesdo dessas células ao endotélio vascular, proporcionando, portanto, sua livre
circulagéo no interior da microcirculagcdo (Mohandas & Gallagher, 2008).

Mais de 50 proteinas transmembrana j& foram identificadas e estudadas, podendo atuar
como proteinas de transporte, proteinas de adesdo ou como receptoras de sinais. Dentre essas,
citam-se as glicoforinas (A, B, C, D, E) relacionadas aos antigenos eritrocitérios e a Banda 3
(Proteina 3), que funciona como canal transportador de &nions e agua para o eritrocito, além
de ser importante na fixagdo da membrana ao citoesqueleto (Mohandas & Gallagher, 2008).

Internamente, a membrana é revestida pelo citoesqueleto, que é constituido de
proteinas que se interligam umas as outras, formando a semelhanca de uma malha, uma rede
de sustentacdo para a porcéo lipidica. A espectrina é o principal componente protéico dessa
estrutura (75%), seguindo-se as anquirinas, proteina banda 3, demantina, actina e
tropomiosina (Lorenzi et al., 2003).

A espectrina é formada por duas cadeias, alfa e beta, que se encontram enroladas entre
si, com justaposi¢do de duas outras proteinas, a actina e a proteina banda 4.1. Essa disposigao
da espectrina permite sua conexdo a membrana dupla de lipidios pelos complexos proteicos
formados pela espectrina-anquirina-banda 3 e pela espectrina-proteina banda 4.1- glicoforina
C. Outras proteinas tais como a aducina, a tropomiosina e a demantina formam complexos
juncionais, fortalecendo a ligagdo do citoesqueleto as proteinas transmembrana. Alteracdes
em qualquer uma dessas proteinas podem causar instabilidade na camada lipidica, resultando
em modificacbes na forma dos eritrocitos, que se tornam esféricos ou elipticos, com
consequente diminuicdo na resisténcia ao constante traumatismo que essas células sofrem na
circulagéo (Lorenzi et al., 2003; Mohandas & Gallagher, 2008).

Cada eritrdcito possui cerca de 280 milhdes de moléculas de hemoglobina. Cada uma
dessas moléculas é constituida de quatro cadeias de polipeptidios, denominadas alfa globina,
beta globina, gama globina e delta globina, com producéo controlada por genes localizados no
cromossomo 16 (alfa globina) ou no cromossoma 11 (beta, gama, delta globina). As globinas
se associam inicialmente em pares (dimeros) e depois em quatro cadeias, formando o0s
tetrdmeros. Cada tetrdmero tem duas cadeias alfa e duas cadeias beta (hemoglobina A), duas
cadeias alfa e duas cadeias delta (hemoglobina A2) ou duas cadeias alfa e duas cadeias gama
(hemoglobina F). No individuo adulto, encontramos 95% a 98% de Hb A, 1,5% a 3% de Hb
A2 e até 1% de Hb F, diferente da vida fetal, em que se observa 90 a 95% da hemoglobina F,



uma vez que esse tipo de hemoglobina possui maior afinidade pelo oxigénio, pelas condi¢des
relativas de hipdxia na vida uterina (Hokama et al., 2002; Lorenzi et al., 2003).

Em cada globina, observa-se um anel heme, responsavel pela cor da hemoglobina e do
sangue. O heme, por sua vez, é formado por quatro anéis pirrolicos ligados entre si por um
atomo de ferro, constituindo a protoporfirina. O ferro no interior da globina fica localizado
numa “bolsa” hidrofobica que protege a oxidacdo desse mineral, pela acdo da &gua, do estado
ferroso para o férrico, o que determinaria uma ligacéo irreversivel entre os &tomos de ferro e o
oxigénio na porgdo heme, impedindo a liberagdo do oxigénio aos tecidos, principal fun¢do da
hemoglobina (Hokama et al., 2002; Lorenzi et al., 2003).

Para que o eritrdcito exerca com eficiéncia seu papel de transportador de oxigénio dos
pulmdes para os tecidos e de gas carbdnico, dos capilares teciduais para os pulmdes faz-se
necessario ndo somente a hemoglobina, mas também a participacdo ativa do metabolismo
eritrocitario. Como o eritrocito ndo possui nucleo, nem mitocondria no seu citoplasma, a
geracdo de energia é suprida pela utilizacdo de glicose, que adentra a célula por difuséo
facilitada. Assim, pela Via de Embden-Meyerhof, cada molécula de glicose é metabolizada
em duas moléculas de lactato, sendo nesse processo gerado duas moléculas de ATP, energia
que é suficiente para manter a forma e a flexibilidade da membrana, para preservar os lipidios
dessa membrana e ainda manter o gradiente interno dos ions pelo funcionamento das bombas
de Na+, K+ e Ca++. QOutras vias metabdlicas, que direta ou indiretamente estdo relacionadas a
funcdo eritrocitaria, dizem respeito a Via de Luebering-Rapaport, ao Shunt da
Hexosemonofosfato e a Via de Meta-hemoglobino-redutase, sendo as duas primeiras
dependentes de glicose. (Lorenzi et al., 2003).

A Via de Luebering-Rapaport sintetiza o 2,3 difosfoglicerato (2,3 DPG), cuja principal
funcéo € regular a absorgdo de oxigénio pelos tecidos. A ligacdo dessa substancia a molécula
da hemoglobina, reduz sua afinidade ao oxigénio, liberando-o para os tecidos (curva desviada
para a direita). O oposto, ou seja, a ndo ligacdo do 2,3 DPG a hemoglobina permite que a
hemoglobina expulse o gas carbdnico para os pulmdes e absorva o oxigénio, ligando-0 ao
heme, formando a oxihemoglobina. (Hokama et al., 2002; Lorenzi et al., 2003).

Em condicOes fisioldgicas, uma pequena parte da hemoglobina é constantemente
oxidada, formando-se a metahemoglobina, pela transformagédo do Fe++ em Fe+++, quando o
oxigénio se desliga da hemoglobina. Para reversdo desse fendmeno, o eritrocito se utiliza de
sistemas redutores, sendo o principal a Via de Meta-hemoglobina-redutase (NADH-
desidrogenase) e o Glutation-reduzido (GSH), que estd inserido no Shunt da

Hexosemonofosfato (a partir da G6PD, um carbono se oxida a didxido de carbono. Essa



reacdo fornece NADPH- Nicotinamida -adenina-dinucleotidio-fosfato para a célula, a qual
mantém o GSSG- Glutation em estado reduzido, GSH) (Lorenzi et al., 2003).

No eritrocito assim como em outros locais do organismo, hd formagdo de radicais
livres, cujo elétron desemparelhado esta centrado num atomo de oxigénio ou de nitrogénio,
sendo denominados respectivamente de Espécie Reativa de Oxigénio (EROS) e de Espécie
Reativa de Nitrogénio (ERN). Essas quando produzidos dentro de limites fisiologicos estdo
envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizagéo
intercelular e sintese de importantes substancias bioldgicas. No entanto, se em excesso podem
ser danosas. As principais ERO distribuem-se em dois grupos, as radicalares: hidroxila (HO),
superdxido (02), peroxila (ROO) e alcoxila (RO); e as ndo-radicalares: oxigénio, peroxido de
hidrogénio e acido hipocloroso. Dentre as ERN incluem-se o 6xido nitrico (NO), 6xido
nitroso (N203), &cido nitroso (HNO2), nitritos (NO2), nitratos (NO3) e peroxinitritos
(ONOO) (Barreiros et al., 2006).

A lipoperoxidacdo, isto €, a oxidagdo dos &cidos graxos poliinsaturados das
membranas celulares, induzida por qualquer um dos radicais livres de oxigénio, pode
determinar no eritrocito: a) alteracdo na permeabilidade da membrana com perda de potéssio e
desidratagdo; b) polimerizagdo dos componentes da membrana e menor deformabilidade,
principalmente quando os grupos sulfidrila da espectrina séo lesados; c) antigenicidade da
membrana levando a destrui¢cdo imunomediada. (Hokama et al., 2002; Barreiros et al., 2006).

Os eritrdcitos tem meia vida de 120 dias na circulacdo. Mesmo senescentes, as
atividades metabolicas e enziméticas ainda se mantém em niveis satisfatorios nessas células
ndo justificando sua morte programada, que é desencadeada pelas modificagBes sutis que
ocorrem em sua membrana, incluindo a expressdo de neo-antigenos, que diminuem a
deformabilidade da membrana, facilitando sua fagocitose, diretamente ou por mediagéo de
opsoninas, nos sinusdides esplénicos. Defeitos herdados (doenca falciforme, deficiéncia de
G6PD) ou adquiridos (parasitismo pelo plasmddio) dos eritrocitos aceleram ou intensificam
0s processos normais de envelhecimento dessas células (Arese et al., 2005; Pantaleo et al.,
2008).

O estresse oxidativo dos eritrocitos senescentes ou danificados gera produtos de
degradacdo da hemoglobina, os hemocromos, que possuem alta afinidade para a proteina
banda 3 da membrana. Os hemocromos séo lesivos pela capacidade de produzir potentes
radicais oxidantes hidroxila e por liberar heme livre oxidante (hemina), além de promover
vérias modificacbes na membrana: formacdo de poros, alteracdo da permeabilidade,

diminuicdo na deformabilidade, exposicdo da fosfatidilserina na camada externa. Todas essas
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modificagdes desencadeiam a formagéo de autoanticorpos naturais (IgG), que interagem com
a proteina banda 3 da membrana, havendo entdo ativacdo do complemento (C3) e fagocitose
dessas celulas (Arese et al., 2005; Pantaleo et al., 2008).

2.4. O ERITROCITO E O PLASMODIO:

O alvo do merozoito no organismo humano séo os eritrdcitos, pois essas células séo
essenciais a sua sobrevivéncia, onde etapas seqiienciais e complexas necessitam ser
sobrepujadas, relacionadas primeiramente a aderéncia e posteriormente a invasdo do parasito

ao eritrocito.

a) Etapa |- Adesdo do merozoito a superficie eritrocitaria

Na primeira etapa da invasdo o merozoito adere a superficie eritrocitaria. Esse contato
inicial, reversivel, pode ocorrer em qualquer parte da superficie do merozoito e certamente
envolve moléculas ai presentes, tais como MSP-1 (Proteinas de Superficie do Merozoito-1,
pertencente & familia MSP (Proteinas de Superficie do Merozoito) que parece ser essencial a
aderéncia, invasdo e sobrevivéncia do P. falciparum. Entretanto, outros ligantes (PfAMA.-
1,MSP-1-MSP-9, EBI-1, PfRH1, ...) tem sido implicados na aderéncia do P. falciparum a
diversos receptores eritrocitarios (Glicoforina A, B, C, Banda 3), enquanto que para o P. vivax
os ligantes e receptores até 0 momento identificados sdo bem menores, em nimero de dois,
respectivamente Proteina de Ligacdo ao Duffy (PvDBP) e Proteinas de Ligacdo ao
Reticuldcito (PvRBP) que se ligam ao receptor antigénico Duffy para quimiocinas (DARC) e

aos receptores presentes nos reticuldcitos (Gaur et al., 2004).

b) Etapa 2- Reorientagdo apical do merozoito
Antes que o parasito penetre no eritrocito, € necessario que haja a reorientacdo apical,
uma vez que geralmente durante a aderéncia o po6lo apical do parasito ndo estd em
justaposicdo a membrana eritrocitaria. Embora esse processo ainda ndo esteja bem
compreendido, parece haver a participacdo do antigeno |I da Membrana Apical (AMA-1)
(Gaur et al., 2004; Cowman & Crabb, 2006).

c) Etapa 3- Formagéo da jungéo
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Na &rea da membrana eritrocitaria na qual o merozoito encontra-se aderido, forma-se
uma depresséo (para posicionar o pélo apical do parasito). A membrana, nessa area apresenta-
se espessada, havendo uma juncdo com a membrana plasmética do parasito. Inicia-se entéo
um movimento da membrana na area de juncdo, impulsionado pelo sistema actina-miosina do
parasito, no sentido do pdlo apical para o posterior, que no final o circuncida. Quando a
entrada do parasito se completa, o orificio da invaginacdo se fecha e a juncdo torna-se entdo
parte do vacuolo parasitdforo, criado pelo parasito, e que o separa do citoplasma da célula
hospedeira, formando assim um ambiente propicio para seu desenvolvimento (Aikawa et al.,
1978; Gaur et al., 2004; Cowman & Crabb, 2006).

O P. vivax invade reticulécitos, ndo o fazendo em eritrcitos maduros. Se a formacao
da juncdo com participacdo do antigeno do grupo sanguineo Duffy é um processo irreversivel
que culminard com a invasdo do parasito, por que essa espécie de plasmédio ndo invade
eritrocitos maduros que apresentam esse tipo de antigeno? Parece haver uma etapa prévia
envolvendo a invasdo de reticuldcitos, com a participacdo das Proteinas de Ligacdo aos
Reticuldcitos (PVRBP-1, PVRBP-2) antes da formagdo da juncdo. E provavel que sendo
expressas no pélo apical do merozoito, essas proteinas estejam envolvidas na reorientacéo
apical que precede a formagdo da juncdo e da invasdo. Embora se saiba que a adeséo da
PVRBP é especifica para os reticuldcitos ainda se desconhece quais seriam 0s seus receptores
nessas células. Ademais, essas proteinas ndo dependem do fendtipo Duffy, havendo inclusive
casos, embora poucos, de malaria vivax descritos na populagdo negra da Africa, cujos
eritrocitos ndo apresentam o grupo sanguineo Duffy, sem entretanto mencionar que ligantes
e/ou receptores participaram da invasdo do merozoito (Miller et al., 1976; Gaur et al., 2004;
Ryan et al., 2006).

Diversos mecanismos sdo utilizados pelo plasmodio para alterar a permeabilidade da
membrana celular do hospedeiro. Esses dependem de seu estagio de maturacgéo no interior dos
eritrocitos, ja que o parasito necessita sobrepujar as possiveis limitac6es de trafico de solutos
que ocorre na membrana do eritrocito. Manter sob controle o volume e a integridade da célula
evita sua destruicdo prematura, que comprometeria a viabilidade do parasito. Citam-se, por
exemplo, o stress oxidativo que o parasito exerce sobre o eritrocito determinado alteragbes na
permeabilidade e seletividade da membrana; comprometimento da fluidez da membrana pela
diminuicdo na razéo colesterol/fosfolipidio, uma vez que o parasito ndo sintetiza colesterol;
alteracdo na cinética ou introducéo de defeitos estruturais na membrana pela produgdo e
exportacdo de polipeptidios na propria membrana ou através dessa, que podem interagir

diretamente ou competir com sistemas nativos de transporte da membrana; presenca de um
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sistema especifico de transporte pela insercdo de polipeptidios na membrana do hospedeiro
para translocacdo de solutos do meio extracelular para o citosol do parasito, ou desse para o
meio externo (Ginsberg, 1990).

O parasitismo intra-eritrocitico altera a composi¢do fosfolipidica da membrana da
célula hospedeira. Eritrocitos infectados pelo P. falciparum possuem maiores concentracdes
de fosfatidilcolina e fosfatidilinositol e menores concentragfes de esfingomielina do que
eritrocitos ndo infectados. Também foram observadas maiores quantidades de &cido palmitico
e de acido oléico nos eritrocitos infectados, assemelhando-se mais ao perfil encontrado no
vacuolo parasitéforo do que em eritrocitos ndo infectados. Uma vez que eritrécitos maduros
apresentam sintese e metabolismo lipidico de pouca expressdo, a remodelagem da membrana
eritrocitaria nesses casos € provavelmente induzida pelo parasito, onde se estabelece um
trafico lipidico bidirecional entre o eritrocito e o vacuolo parasitoforo, de modo a
proporcionar um ambiente intracelular propicio ao desenvolvimento do parasito (Hsiao et
al.,1991).

2.5. MANIFESTACOES CLINICAS DA MALARIA:

As manifestacbes clinicas do paludismo se iniciam apds um periodo de incubacédo
varidvel segundo a espécie de plasmodio causadora da infecgdo (média de 12 dias para o P.
vivax e de 15 dias para o P. falciparum). Sintomas prodrémicos como mal estar, inquietacéo,
sonoléncia, recusa alimentar, cefaléia e nauseas podem ocorrer antes que surja 0 paroxismo
febril (calafrio, febre e sudorese) caracteristico da doenga (Chongsuphajaisiddhi, 1988; Rey,
1992; de Souza et al., 2000).

O paroxismo febril pode ter uma periodicidade de 48 horas (febre num determinado
dia, apirexia nas 24 horas seguintes) ou de 72 horas (febre num determinado dia, apirexia nas
48 horas seguintes), na dependéncia da espécie de plasmodio. No primeiro caso, diz-se febre
tercd: benigna se causada pelo P. vivax ou pelo P. ovale; maligna, se o agente etioldgico € o
P. falciparum, devido a maior possibilidade de causar complicagdes que predispdem ao 6bito.
Reserva-se o termo febre quarté para designar as infec¢des produzidas pelo P. malariae (Rey,
1992).

Na prética clinica, entretanto, o paroxismo febril pode estar ausente se houver
assincronismo na maturacdo de uma ou mais geracOes de parasitos (Kwiatwoski &
Greenwood, 1989), fato importante a considerar quando se cogita no diagnéstico precoce da

doenga.
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Outros sinais e sintomas observados na malaria incluem febre, cefaléia, anorexia,
mialgia, dor abdominal, nauseas, vomitos, diarréia, tosse, palidez, ictericia, urina escura.
Embora haja hipertrofia e hiperplasia do sistema reticuloendotelial, resultante da defesa do
organismo na fagocitose de eritrocitos com parasito e/ou produtos toxicos derivados do
metabolismo do mesmo e fagocitose de hemécias com antigenos do parasito expressos em sua
superficie (Weiss, 1991), nem sempre se detecta hepatoesplenomegalia a palpacdo do
abdome: Moura et al. (1988) ao estudarem uma série de criancas internadas com maléria na
Pediatria da Santa Casa de Misericérdia do Estado do Pard, evidenciaram 66,6% de
hepatomegalia e 88,9% de esplenomegalia. Percentuais menores (respectivamente 29%, 46%)
foram observados por Ventura et al. (1999) em criancas com malaria por P. vivax atendidas
no Ambulatério de Maléria do Instituto Evandro Chagas, em Belém/Para.

Em criangas maiores, a sintomatologia da maléaria assemelha-se aquela observada em
adultos. Em recém-nascidos, lactentes e pré-escolares, a expressdo clinica da doenca pode ser
incaracteristica, com auséncia da triade (febre, calafrio e sudorese). Nessas circunstancias
outros diagnosticos, tais como pneumonia, gastroenterite, hepatite, meningoencefalite podem
ser formulados, antes da solicitacdo de pesquisa de plasmddio em gota espessa. (Randall &
Seidel, 1985; de Souza et al., 2000).

2.6. ANEMIA DA MALARIA:

2.6.1. CONSIDERACOES GERAIS

Segundo o que preconiza a OMS, o diagnostico de anemia baseia-se na taxa de
hemoglobina, que varia de acordo com a idade e também, na fase de adolescéncia, com o sexo
(de Mayer, 1989; Dallman, 1996).

Em éreas endémicas de maléria, é importante diferenciar a anemia causada pela
doenga de outras causas potencialmente indutoras de anemia, como por exemplo, as
relacionadas a deficiéncia de ferro, as parasitoses intestinais e & desnutrigdo, pois cada uma
dessas entidades possui abordagem terapéutica diferenciada.

Cardoso et al. (1992), avaliando a prevaléncia de anemia em 1.068 habitantes de uma
area endémica de malaria (Distrito de Candeias, localidade periurbana do Municipio de Porto
Velho no Estado de Ronddnia, Amazénia Ocidental Brasileira), encontraram 28% de anemia,
na auséncia de malaria, com predominio em criangas, sobretudo lactentes. Entretanto,

encontraram uma freqiiéncia maior, 44,4% de anemia naqueles com gota espessa positiva para
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doenca, semelhante aos 36% de anemia observada numa populagdo predominantemente de
adultos com maléria (de Freitas, 2004).

Em inquéritos epidemioldgicos envolvendo somente os grupos de maior risco para
anemia, criangas e/ou gravidas, essa entidade clinica é ainda mais frequente, como
evidenciado por Hedberg et al.(1993) que observaram 43% de anemia em criangas menores
de cinco anos atendidas num Servico de Emergéncia no Zaire, sendo que dessas, 22%
apresentavam maléria falciparum, ou por Shiff et al. (1996) que verificaram 78% de anemia
em criancas também africanas menores de quatro anos. Resultado similar, 82% de anemia,
foi relatado por Ventura (1997), baseando-se em casuistica local, em criancas e adolescentes
com maléria vivax, procedentes de varios estados da Amazonia.

Em decorréncia da coexisténcia de anemia e maléria, Nacher (2002) sugere que fatores
hematoldgicos do hospedeiro, tais como a reducéo da taxa de hemoglobina, do hematocrito e
a reticulocitose poderiam ser benéficos ao parasito, no que diz respeito a sua sobrevivéncia,
conferindo-lhes um ambiente mais propicio para sua nutri¢do, e sua reproducéo, pelo aumento
do numero de gametdcitos. Se essa assertiva for verdadeira, os grupos com maior
susceptibilidade para esse agravo, criangas e gravidas, teriam maior risco de adquirir maléria.
Com isso, teoricamente, as chances de aquisi¢do das formas sexuadas do plasmodio pelo
mosquito anofelino durante seu repasto sanguineo também estariam aumentadas, facilitando a
perpetuacdo do ciclo sexuado do parasito no vetor, como parecem demonstrar as observagdes
provenientes do continente africano e da Amazoénia de que vetores infectados teriam maior
atracdo para as criancas e para as gravidas (Adiamah et al, 1993; Quifiones et al., 2000;
Martinez-Espinosa et al., 2004).

A anemia da maléria pode sofrer a influéncia de vérios fatores tais como retardo
diagndstico, status do ferro, estado nutricional do hospedeiro, parasitose intestinal e defeitos
congénitos dos eritrocitos (doenca falciforme e deficiéncia congénita de glicose 6 fosfato
desidrogenase-G6PD):

- Retardo diagndstico

O tempo decorrido entre as primeiras manifestacdes da doenca e o diagnéstico da
malaria e consequente inicio do tratamento implica em repercussdes clinicas ao paciente, que
se reflete na limitagdo para o trabalho e para o lazer, pois durante esse periodo o parasito vive
as expensas do hospedeiro. Além disso, quanto mais tempo durar a doenga, maiores serao as

possibilidades de agravamento: por exemplo anemia grave em conseqiiéncia da ativacéo
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persistente dos mecanismos imunes desencadeados pelo parasito. De fato, Ventura (1997)
observou uma correlacéo positiva entre o retardo diagndstico e os valores de hemoglobina de

criangas e adolescentes com malaria por P. vivax em Belém/Para.

- Status do ferro do individuo

A manutencdo da homeostase do ferro no organismo é essencial para a sintese de
hemoglobina, para a formag&o da mioglobina do tecido muscular, para atuar como cofator nas
reacbes enzimaticas do ciclo de Krebs, na sintese de purinas, carnitina, colageno e
neurotransmissores cerebrais, além de ser fundamental na regulacdo da funcéo imune (Weiss,
1995; Queiroz-Torres, 2000).

A proliferacdo dos linfocitos T e B pode ser alterada tanto na deficiéncia quanto na
sobrecarga de ferro. A disponibilidade de ferro intracelular influencia a proliferacdo de
linfécitos TH1 e TH2. Na vigéncia de processos infecciosos, a IL-1 e o TNF alfa alteram o
metabolismo do ferro por aumentar a captagéo e a incorporagéo do ferro em ferritina (forma
sob a qual o ferro é armazenado) pelos macréfagos, diminuindo a quantidade de ferro
disponivel no sangue (hipoferremia), o que limita o crescimento de microorganismos que
necessitam desse elemento. Ao mesmo tempo, o IFN gama e/ou o TNF alfa ativam os
macrdfagos, desencadeando uma resposta de citotoxicidade no agente agressor, com a
participacdo do d6xido nitrico. Esse, produzido como resultado da secregdo do IFN gama, TNF
alfa e IL-1, modula a regulacéo do ferro intracelular (Weiss, 1995; Queiroz-Torres, 2000).

Na maléria a importancia de se conhecer o status do ferro no organismo reside ndo
somente na evidéncia de que esse mineral interfere nos linfocitos TH1 E TH2, envolvidos
tanto na protecdo quanto na fisiopatogenia do paludismo, como também pela relagdo que o
plasmddio tem com o ferro. Da hemoglobina, o parasito utiliza-se do ferro ferroso para
sintese de enzimas, antes que ocorra a oxidagdo do heme e do radical globina para a sintese de
proteinas. Ademais, compete pelo ferro ofertado pelo complexo transferrina por ocasido da
sintese do heme no eritrocito. A parte dessas consideragdes deve-se lembrar que a malaria é
uma doenga de paises subdesenvolvidos, onde também existe outro importante problema de
saude publica, a anemia ferropriva. Esse problema assume maior magnitude se levado em
conta que na malaria, a anemia ocorre principalmente em criangas e que essas, juntamente
com as gestantes, formam o grupo de maior risco para deficiéncia nutricional de ferro (Nurse,
1979; Weiss, 1995).
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- Estado nutricional do individuo

A malaria pode comprometer a nutri¢do da crianca ao restringir sua ingestdo alimentar
em decorréncia da anorexia e dos vomitos. Por sua vez, a febre, quase que invariavelmente
presente no quadro clinico da doenca, pode trazer conseqiiéncias para o estado nutricional ao
induzir aumento da excregdo do nitrogénio urinario, predispondo a um balango nitrogenado
negativo, trazendo repercussdes negativas para a sintese de proteinas utilizadas nos
mecanismos especificos e inespecificos de defesa (Beisel, 1997; McGregor, 1988). Além do
mais, a malaria pelos seus efeitos imunossupressores pode aumentar a suscetibilidade a
infeccBes de varias etiologias, contribuindo para agravar o estado nutricional pré-existente
(McGregor, 1988).

AlteracBes nutricionais consequentes & malaria foram evidenciadas por Shiff et al.
(1996) na Tanzania (Africa), area holoendémica da doenca, onde os autores sugerem que
infeccBes repetidas por P. falciparum foram responsdveis por menor ganho ponderal em
criancas (especialmente naquelas abaixo de 18 meses). Por outro lado, o inverso parece
incerto, isto é, a influéncia que o estado nutricional exerce sobre a malaria, pois 0s resultados
obtidos no modelo animal sobre esse assunto séo de dificil extrapolagdo para o homem cujas
deficiéncias nutricionais sdo mais complexas (McGregor, 1982; 1988).

Em &reas onde coexistem malaria e desnutricdo proteico-calérica, poder-se-ia supor que
essa Ultima, por comprometer a imunidade celular e humoral intensificasse as manifestacoes
patogénicas da maléria, haja vista que a resposta imune ao plasmédio envolve subpopulagoes
de linfécitos T, linfécitos B, além de macrofagos, ativacdo de complemento e fagocitose
(McGregor, 1988). Porém, segundo McGregor (1982; 1988) h& poucas evidéncias que
demonstrem a desnutricdo como fator potencializador da maldria no homem. Antes, as
evidéncias disponiveis parecem indicar mais comumente que a desnutricdo exerce sobre a
malaria um efeito antagonico, pois Murray et al. (1975) observaram que no periodo de fome
que se seguiu a seca da Africa Central, a realimentagdo com grios exacerbava as
manifestacBes clinicas da maléria, até entdo latentes em adultos desnutridos, e precipitava

maléria cerebral grave, em lactentes com desnutricao.
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- Parasitose Intestinal

Torna-se dificil estabelecer com exatiddo a influéncia que a anemia secundéaria a
infeccdo malérica possa ter sobre o hospedeiro, pois nas &reas onde ocorre a doenga, a
populacdo freqlientemente apresenta outras condi¢cbes morbidas, tais como parasitoses
intestinais, que interferem no aproveitamento do ferro pelo organismo.

Ventura (1997) observou um percentual elevado de exames coproparasitoldgicos
positivos (65,6%) em criancas e adolescentes com malaria, provavelmente relacionado as méas
condic@es de higiene e saneamento dos locais onde viviam, ja que a maioria ndo possuia bom
nivel social e econdmico. Apesar disso, excetuando-se os ancilostomideos, 0s demais
parasitos intestinais ndo tiveram influéncia significativa sobre a anemia dos pacientes
estudados. De modo similar, Cardoso et al. (1992) ao avaliar a prevaléncia de anemia em
1.068 individuos de todas as idades residentes em uma area endémica de malaria, no estado de
Roraima, verificaram dentre os que realizaram exame parasitologico de fezes, que nem a
presenca e nem a auséncia de parasitos intestinais esteve associada a anemia.

No estudo realizado por Stoltzfus et al. (2000) em criangas de 0 a 5 anos de idade
residentes na ilha Pemba, em Zanzibar, na Tanzénia (Africa), onde a maléaria e as geo-
helmintiases (ascaridiase, tricocefaliase, ancilostomiase) apresentam elevada prevaléncia, a
idade teve influéncia na associacéo entre anemia, maldria e parasitose intestinal. Em menores
de trinta meses, a anemia esteve associada a maléria, e ndo esteve associada a ascaridiase,
tricocefaliase e ancilostomiase, enquanto que naquelas maiores de 30 meses, a associagao foi
inversa, isto &, a anemia esteve relacionada a parasitose intestinal, especificamente a
ancilostomiase.

A coexisténcia de diferentes parasitos, 0o causador da malaria e os varios helmintos
intestinais, requer complexas interagdes no sistema imune do hospedeiro, que podem lhe ser
benéficas (Basavaraju & Schantz, 2006). Na década de 70, Murray et al. (1978) observaram
que a populacio infantil da ilha Anjouan, no Oceano Indico, apresentava uma relativa
auséncia de maléria devido intenso parasitismo pelo A. lumbricoides. Os autores entéo
aventaram a hipétese de que essa situacdo estaria relacionada as alteragdes nutricionais, em
consequéncia do parasitismo intestinal que levaria a supressdo da malaria, visando a
sobrevivéncia do hospedeiro. Com o tratamento da helmintiase, houve, porém um aumento
dramatico na incidéncia de malaria nesse grupo etario. Posteriormente outros estudos
salientaram o efeito protetor das parasitoses intestinais, dependentes da carga parasitaria e do

poliparasitismo sobre a maléria, ndo no sentido de suprimi-la como observado por Murray et
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al. (1978), mas evitar complicagbes na maléria falciparum (Nacher et al., 2000; Nacher et al.,
2001), ou de induzir a tolerdncia do hospedeiro para as infecgdes mistas pelo plasmddio
(Nacher et al., 2001a).

Por outro lado, a interacdo parasito da maléria- hospedeiro- parasitos intestinais pode
ser prejudicial para o hospedeiro (Basavaraju & Schantz, 2006). Druilhe et al. (2005)
salientam que o longo periodo (cerca de 10 anos) para que as criangas atinjam o status de
semi-imunidade para maléria, pode estar relacionado ao predominio de uma resposta anti-
inflamatéria suscitada pela presenca constante de helmintos intestinais (maior suscetibilidade
das criancas as parasitoses intestinais do que os adultos) em detrimento de uma resposta
inflamat6ria mais eficaz contra o parasito. No predominio da resposta TH1 (inflamatéria)
observa-se importante atuagdo do mecanismo de citotoxicidade celular dependente de
anticorpos (ADCI), com a participagdo das subclasses 1gG1 e 1gG3, dotadas de propriedades
citofilicas, isto é, a capacidade de se ligarem aos mondcitos para promover a fagocitose de
eritrocitos parasitados e assim exercer um controle sobre a parasitemia. Tal mecanismo estara
prejudicado se houver um predominio da resposta TH2 (antiinflamatdria) durante a
parasitemia, pois nesse caso, os linfocitos estimulam a producdo de anticorpos néo citofilicos
1gG2, 1gG4, IgM). A co-infeccdo helmintiase-maléaria, segundo Nacher et al. (2001b),
também pode agravar algumas manifestacdes clinicas de pacientes com maléria falciparum
complicada e ndo complicada, como a anemia, ao concorrer para diminuir a taxa de

hemoglobina e a contagem de reticuldcitos.

- Defeitos congénitos dos eritrocitos (doenga falciforme, deficiéncia de G6PD)

Na histdria da longa convivéncia entre o plasmédio e o homem, nas &reas de alta
endemicidade para a doenga, 0 homem teve que adaptar-se a essa co-existéncia
desenvolvendo formas leves da doenca, para que assim pudesse sobreviver. Acredita-se que o
polimorfismo genético dos eritrocitos, determinando as desordens hereditarias dos
eeritrdcitos, dentre as quais, a doenca falciforme e a deficiéncia de G6PD, seja um desses
mecanismos de protecdo, ao dificultar a sobrevivéncia do parasito no interior dos eritrocitos
deficientes, ndo impedindo sua manifestagdo, mas limitando a parasitemia, certamente um dos
fatores que contribuem para a gravidade da malaria (Weatherall et al., 2002; Mohandas &
Gallagher, 2008) .

A hemoglobina S é a doenca hematoldgica hereditiria mais comum no mundo.

Apresenta-se sob a forma homozigética (HbS) responsavel pela doenca falciforme e sob a
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forma heterozig6tica (Hb AS) que caracteriza o traco falciforme. A maior prevaléncia da
doenca falciforme ocorre na Africa tropical e entre os negros de paises que participaram de
trafico de escravos, como o Brasil. Essa hemoglobina andémala resulta de uma mutagéo
envolvendo um gene estrutural na qual o cddon GAG que codifica o acido glutdmico na
posicdo 6 da cadeia polipeptidica é substituido pelo cédon GTG que codifica a valina,
alterando a estrutura priméria da cadeia 3 da globina (Sonati & Costa, 2008).

Segundo registro de Schiler et al. (1982), na Regido Amazonica a freqliéncia média de
heterozigotos para anemia falciforme é de 1,7% nas populagdes hibridas, enquanto que nos
isolados negrdides, estima-se uma média de 8,6% de portadores do traco siclémico.

Zago & Costa (1985), numa revisdo sobre a incidéncia e a variabilidade dos distdrbios
hereditarios da hemoglobina no Brasil, observaram que as mais comuns eram hemoglobina S,
hemoglobina SC e B talassemia, comuns tanto em individuos homozigdticos quanto
heterozigoticos, em decorréncia da miscigenacdo com povos oriundos do Mediterraneo e da
Africa. Os genes determinantes dessas duas primeiras hemoglobinopatias tem uma
distribuico variavel nas diversas regides do Brasil, por conta do fluxo migratério. Por
exemplo, numa populacdo mista do sudeste com 35% de negroides, esses autores observaram
uma freqiiéncia de 1,9% de heterozigotos para HbS e de 0,8% para HbC. Entre os negros, 0s
valores foram respectivamente de 5,85% e 2,9%.

A implantacdo dos testes de triagem nos bercérios pelas autoridades governamentais
estaduais (inicialmente, para certos erros inatos do metabolismo e para o hipotireoidismo) tem
permitido o rastreamento de anemias congénitas hemoliticas, possibilitando o aconselhamento
familiar, além de atuar de forma preventiva em suas complicagdes. Em Minas Gerais, apos
25 meses de implantagdo, esse projeto de rastreamento possibilitou detectar trago falciforme
em 3,2%, traco HbC em 1,3% e 486 pacientes com doenga falciforme numa populagéo de
605.419 criancas (Sergeant, 2000).

Em decorréncia da miscigenacdo da populagdo indigena nativa com os colonizadores
portugueses, dentre outros povos europeus, e com 0s negros africanos, é elevada a frequéncia
da deficiéncia de G6PD no Brasil, estando situada em torno de 3,0% a 6,9% segundo
estimativas da WHO (1989).

Estudos realizados por Schneider et al. (1987) detectaram uma freqiéncia de
aproximadamente 8% de deficiéncia de G6PD em comunidades de origem negroide em
populacdes situadas as margens do rio Trombetas, no Pard. Em 1992, um percentual de 2,2%
da deficiéncia dessa enzima foi encontrado entre doadores masculinos de sangue na &rea de

Belém/Par4 (Gonzalez, 1992). Mais recentemente, Silva (1998), avaliando casuistica de
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individuos com maléria atendidos no Programa de Ensaios Clinicos em Malaria do Instituto
Evandro Chagas (Belém/Pard) observou 5,5% de casos positivos para deficiéncia de G6PD,
mediante exame de triagem pelo teste de Brewer, com confirmacé&o pela eletroforese em gel

de poliacrilamida.

2.6.2. FISIOPATOGENIA:

Os mecanismos que determinam anemia na malaria tem sido bastante estudados, mas
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, talvez pela sua multiplicidade e complexidade: desde
destruicdo mecanica de eritrocitos induzida pelo parasito, até resposta imune humoral e
celular, intermediada por citocinas, incluindo também autoanticorpos, alteracbes na
eritropoiese e na producdo de eritropoetina (Dvorak & Miller, 1975; Woodruff et al., 1979;
Crane, 1991).

2.6.2.1. Destruicdo mecanica dos eritrocitos

A taxa de multiplicagdo do plasmddio é determinada pelo nimero de merozoitos
vidveis apds esquizogonia e a capacidade desses merozoitos em invadir novos eritrocitos
sucessivamente. O P. vivax invade preferencialmente reticuldcitos, o que limita a parasitemia
para cerca de 2% dos eritrocitos circulantes. No caso do P. falciparum, a parasitemia costuma
ser mais elevada, pois eritrocitos jovens, maduros e até mesmo em fase de senectude
albergam essa espécie de plasmddio. Outro fator a influenciar o grau de parasitemia diz
respeito a viruléncia da cepa infectante e, neste particular, o P. falciparum é mais agressivo,
sendo responsavel por casos graves e muitas vezes fatais. Em contraponto ao potencial lesivo
do parasito, caracteristicas genéticas e imunes do hospedeiro contribuem de forma decisiva
para dificultar a multiplicacdo parasitaria, embora muitas vezes, suceda o contrério, a resposta
inflamat6ria do hospedeiro mediando o aparecimento de formas graves da doenca
(Chotivanich et al., 2000).

2.6.2.2. Autoanticorpos:

A observacdo de que a anemia da maldria nem sempre guardava relacdo com a

parasitemia, suscitou o interesse dos pesquisadores para a investigacdo de outros possiveis
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mecanismos, sobretudo imunes que a determinasse, que incluem a produgdo de
autoanticorpos.

O Plasmodium vivax ao aderir aos receptores (proteina de ligagdo ao Duffy, proteina
de ligagéo ao reticuldcito) dos eritrocitos e posteriormente interiorizar-se, promove alteracdes
na membrana eritrocitaria, que pode torna-la imunogéncia de per se ou por exposi¢cdo de
antigenos do parasito, desencadeando a formagdo de autoanticorpos (Maguire et al., 1991).
Na malaria, portanto, os autoanticorpos podem ser gerados a partir de antigenos do parasito
compartilhados pelo hospedeiro (mimetismo molecular), pela exposicéo de neo-antigenos ou
cripto-antigenos na membrana do eritrdcito parasitado [exposicdo de epitopos antigénicos
consequentes as alteragdes morfoldgicas da membrana ou de seus componentes (proteinas,
fosfolipidios)]; por material derivado do parasito (aderido aos eritrdcitos infectados e néo
infectados) ou ainda por estimulo de células autoreativas por substancias parasitarias dotadas
de propriedades mitogénicas ou indutoras da produgdo de TNF; e finalmente por anticorpos
anti-idiotipo, dirigidos contra anticorpos especificos para antigeno(s) do parasito ligante(s) no
receptor do eritrocito (Jakobsen et al., 1993; Daniel-Ribeiro, 2000; Daniel-Ribeiro & Zanini,
2000).

A existéncia de tais rea¢des imunoldgicas mediadas por autoanticorpos podem ser
avaliadas pelo teste de antiglobulina direto (teste direto de Coombs), teste de aglutinacdo
pouco sensivel, ou pela pesquisa de anticorpos antimembrana de eritrdcitos ou
antifosfolipidicos, por Elisa. O papel desses anticorpos ndo esta ainda claramente estabelecido
podendo tanto atuar como autoanticorpos “protetores” (como no caso de anticorpos anti-
idiotipo que competem com o parasito na ligacdo com receptores deste em eritrdcitos) quanto
induzir hemélise imunomediada concorrendo para determinar anemia que pode se manifestar

como uma das formas graves da doenca (Jakobsen et al., 1993; Daniel-Ribeiro, 2000).

-- Autoanticorpos antimembrana de eritrocitos

Na década de 60 do século passado, Zuckerman (1966) aventou a hipGtese de
fendmenos imunoldgicos induzirem anemia em pacientes com malaria, ao notar que
pacientes que apresentavam hemolise desproporcional ao grau de parasitemia mostravam com
frequéncia reacdo antiglobulina positiva (Coombs +). Desde entdo, numerosos trabalhos sobre
esse assunto surgiram na literatura, envolvendo individuos de diversas faixas etarias e etnias,
além de diferentes periodos de tempo exposi¢do e localidades, com diferentes graus de

endemicidade para malaria.

22



Rosenberg et al. (1973) comparando um grupo de individuos com malaria com outro
grupo constituido de individuos normais ou com outras patologias, evidenciaram por meio de
imunofluorescéncia indireta, anticorpos antieritrociticos da classe IgM somente no primeiro
grupo, com valores mais elevados naqueles anémicos. Tais pacientes também apresentavam
niveis diminuidos de Complemento sérico (C3).

A participacdo potencial de fatores imunoldgicos entre as causas de anemia da malaria,
também foi evocada por Woodruff et al. (1979), que detectaram diminui¢do na meia vida dos
eritrocitos com persisténcia da hemdlise por quatro a cinco semanas ap0s clearance da
parasitemia, e a presenca de imunocomplexos na superficie dessas células. Ademais, esses
autores verificaram que a anemia desencadeada por esse processo foi mais intensa na fase de
convalescenga (em que 0s pacientes ja estavam com parasitemia negativa) do que na fase
aguda em pacientes com maléria falciparum.

Os estudos de Facer (1979, 1980a,b) também demonstraram a participacdo de
eritrocitos sensibilizados por complexos imunes (teste de Coombs positivo) na génese da
anemia em criancas africanas com maléria por P. falciparum. De modo similar, Abdalla et
al. (1983) verificaram 70% de 1gG e/ou complemento aderidos a superficie dos eritrocitos em
criancas africanas com teste de Coombs positivo.

Mais recentemente, Goka et al. (2001) obtiveram resultados semelhantes, em que
evidenciaram associa¢do entre DAT positivo e anemia em criangas com maléria falciparum
em Gana, Africa, area de alta endemicidade para doenca.

A despeito desses resultados sugestivos da participacdo de autoanticorpos
antieritrociticos DAT positivos na génese da anemia da malaria, outros estudos, realizados em
individuos com malaria na Africa (Weatherall, 1988) e na regido Amazonica (Ferreira et al.,
2007), ndo demonstraram correlacdo entre a presenca de autoanticorpos e anemia. De fato, de
Freitas (2004) encontrou resposta, similar & observada para o DAT, com autoanticorpos
antieritrociticos avaliados pela técnica de ELISA (os testes de DAT foram negativos), em
49% dos pacientes com maléria (vivax, falciparum ou mista). Tais observacfes parecem
indicar que a presenca de autoanticorpos contra os eritocitos ndo necessariamente se relaciona
a fendbmenos patoldgicos, podendo até mesmo estar atuando como anticorpos protetores,

como sugere Daniel-Ribeiro (2000).
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-- Autoanticorpos antifosfolipidicos

Pela intima relacdo que o parasito da malaria mantém com os eritrocitos é esperado que
ocorram modificagdes na membrana dessas células que suscitem a formacdo de
autoanticorpos. Dentre os antigenos alvo, particularmente os componentes da dupla camada
lipidica da membrana, encontram-se os fosfolipidios, presentes tanto na camada externa
quanto interna (Maguire et al., 1991; Hsiao et al., 1991).

Os anticorpos antifosfolipidicos gerados, por exemplo, pela reatividade cruzada entre
um componente do P. falciparum e o antigeno | da membrana eritrocitaria podem beneficiar o
parasito, ao facilitar sua entrada no eritrdcito (Lefrancois et al., 1981). Por outro lado, também
podem ter um efeito protetor, como sugerem Facer & Agiostratidou (1994) que verificaram
niveis elevados de anticorpos antifosfolipidicos em adultos (caucasianos, asiaticos ou negros)
e em criancas (africanas) com maléria falciparum ndo complicada, em contraposicao a niveis
significativamente baixos de 1gM antifosfatidil inositol (um tipo de anticorpo fosfolipidico)
associados & maléria cerebral no grupo pediatrico estudado.

Essa dualidade de resposta aos autoanticorpos antifosfolipidicos, diferencia-se daquela
observada no lGpus eritematoso sistémico, prototipo das doengas auto-imunes, onde ha
producéo de anticorpos reconhecidamente patogénicos (Tincani et al., 2009). De fato, a
cardiolipina est4 associada a um risco maior de trombose arterial e venosa em pacientes com
doengas autoimunes, provavelmente pela formagdo de imunocomplexos entre cardiolipina e
B2 glicoproteina 1, o que ndo ocorre na malaria (Consigny et al., 2002).

Autoanticorpos podem estar presentes tanto em individuos com maléria quanto em
individuos com doencgas autoimunes, como no ldpus eritematoso sistémico (LES). Alguns
desses autoanticorpos, em particular os anti-DNA e os antinucleares, provenientes dos
pacientes com LES mostraram certa capacidade de inibir a parasitemia, ao serem colocados
em culturas de P. falciparum. Essas observagdes segundo os autores, Zanini et al. (2009),
sugerem que a resposta autoimune possa ter influéncia na imunidade protetora contra malaria.

De Freitas (2004) ao estudar o perfil de citocinas e de autoanticorpos na anemia de
individuos com maléaria (P. vivax e P. falciparum) em localidades do estado do Pard,
observaram 41% de resposta positiva aos anticorpos anticardiolipina, ndo havendo, entretanto

associacéo desses autoanticorpos com anemia.
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2.6.2.3. Participacéo de citocinas

As Vérias citocinas produzidas em resposta a infeccdo podem desempenhar uma agéo
protetora do hospedeiro contra os estdgios pré-eritrocitico, eritrocitico e sexuado do
plasmadio. Elas também podem, quando ha um desequilibrio de producdo, ser responsaveis
por eventos fisiopatoldgicos da malaria. Varios autores (Clark et al., 1989; Grau et al., 1989;
Kwiatkwoski et al.,1990) observaram uma correlagéo direta entre producéo excessiva de TNF
e malaria cerebral, inclusive com implicacéo no prognostico. No que diz respeito & anemia da
malaria, parece haver envolvimento de varias citocinas, tais como o TNF alfa, IL-4, IL-10, IL-
12, IFN gama (Menendez et al., 2000; Daniel-Ribeiro & Cruz, 2000; Ghosh & Ghosh, 2007).

Na anemia da malaria, supfe-se que ocorra producgdo cronica em baixos niveis do
TNF, funcionando como estimulo para induzir alteracdes diseritropoéticas na medula dssea.
McGuire et al. (1999) sugeriram essa hipotese ap6s compararem 0s niveis plasmaticos dessa
citocina em criangas com malaria complicada por anemia grave daquele obtido para criancas
com maléaria cerebral, observando que no primeiro grupo os niveis de TNF foram
significativamente mais baixos. Entretatno, encontraram dificuldades para consubstanciar esse
raciocinio pelas limitagdes na avaliacdo quantitativa dos niveis do TNF no plasma (dentre
outros fatores por sua meia vida curta na circulacéo), além de restrigdes quanto a solicitacdo
de exame histopatoldgico de medula 6ssea. Os autores entdo investigaram se as diferengas nas
concentragdes séricas dessa citocina poderiam ser explicadas geneticamente, uma vez que ha
alelos diferentes para baixa (alelo A -238) e alta producéo de TNF (alelo A -308), associados
preferencialmente a cada uma dessas formas de malaria: anemia grave e maléria cerebral,
respectivamente.

Outra abordagem para investigacdo da anemia, realizada por Kurtzhals et al. (1998)
incluiu a avaliacdo da influéncia do TNF alfa e da IL-10 em criangas de Gana, Africa, com
maléria falciparum ndo complicada e complicada (comprometimento cerebral, anemia grave-
hemoglobina menor que 7g %). Naquelas com anemia grave foram observadas concentragdes
significativamente menores de IL-10 e diminuicdo nos valores obtidos para a relagdo TNF
alfa/IL-10. Othoro et al. (1999) também estudaram o comportamento dessas citocinas em
criancas do Quénia com maléria falciparum, verificando que o TNF e a IL-10 estavam
aumentados naquelas com anemia. Mas, ao avaliarem a intensidade da anemia, observaram

que os niveis de IL-10, mas ndo os de TNF estavam significativamente elevados na anemia
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leve, levando esses autores a concluirem que valores baixos para a relacdo IL-10/TNF alfa
foram determinantes para os casos de anemia grave dos pacientes.

Ainda, objetivando verificar se a anemia na maléaria esta associada com um padréo
especifico de resposta imune, Biemba et al. (1998, 2000) realizaram pesquisas, envolvendo
IFN gama, avaliado pelas concentragdes séricas de Neopterina (marcador de ativagdo de
macrdfagos pelo IFN gama) e IL-4. Na primeira publicacdo, os autores verificaram que a
neopterina se encontrava elevada em todas as crian¢as com maléria admitidas para o estudo,
sendo, entretanto observados niveis mais baixos desse marcador nas criangas cujas taxas de
hemoglobina estavam dentro dos valores normais no controle de cura. Essas criangas
possuiam niveis mais elevados de IL-4 do que o grupo com anemia persistente. Em uma
segunda publicacdo (2000), os autores estudaram 61 criancas com malaria cerebral tendo
evidenciado anemia grave em 34,4% dos casos, diretamente associada com as concentragdes
séricas de neopterina (aumento de até 50 vezes no risco estimado) e inversamente com 0s
niveis séricos de IL-4.

Tais dados indicam haver na maléria a participacéo de citocinas pré-inflamatorias, tais
como o TNF e de citocinas anti-inflamat6rias, como IL-4 e IL-10, reguladas respectivamente
por linfécitos TH1 e por linfécitos TH2. As primeiras reguladas principalmente por linfocitos
TH1 enquanto que as anti-inflamatdrias principalmente por linfocitos TH2. Se essas respostas
estiverem sendo produzidas em equilibrio, os eventos da maléria se processardo de modo
fisiologico para resolucdo da doenga com o minimo de agravo para o hospedeiro, mas, se
estiverem desreguladas, essas mesmas citocinas serdo responsaveis por complicagdes,
incluindo anemia grave (Grau & Behr, 1995; Richards, 1997; HO et al., 1998).

2.6.2.4. Alterages na Medula Ossea

Na fase do ataque agudo do paludismo pode haver alteracdes morfoldgicas na medula
Ossea, tais como hiperplasia, mais & custa de precursores de leucdcitos do que de eritrdcitos;
hipoplasia da série vermelha e, o que se observa com mais frequéncia, displasia eritroide
(Abdalla et al., 1980).

A microscopia 6tica, a medula 6ssea de um grupo de criangas africanas com malaria
falciparum revelou desde desde alteracBes pouco significativas com nimero normal ou
reduzido de precursores eritroides com discreto aumento de linfocitos e células plasmaticas,

até alteracdes diseritropoiéticas marcantes (nos casos de criancas com anemia grave) com
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presenca de eritroblastos multinucleados, cariorrexis, divisdo amitética nuclear incompleta e
desproporcional e pontes citoplasmaticas (Abdalla et al., 1980).

Tais alteracBes medulares que expressam uma displasia na série eritréide ndo estdo
relacionadas a acdo direta do parasito sobre as células precursoras dos eritrocitos (Weatherall,
1988). Sua causa é desconhecida (Burchard et al., 1995), todavia, parece resultar da acéo do
TNF, produzido em resposta a liberacdo de antigenos maléricos sobre os precursores
eritroides, ou ser decorrente da agdo citoxica do pigmento malérico, isoladamente ou
sinergicamente ao TNF sobre os precursores eritrdides, podendo esse efeito perdurar por
semanas ap0Os o tratamento antipaltdico (Miller et al., 1989; Miller et al., 1994, Casals-
Pascual et al., 2006).

Por outro lado, producdo deficiente de I1L-12 também pode causar diseritropoiese e
desse modo também estar implicada na etiopatogenia da anemia grave da maléria, segundo
estudos experimentais conduzidos por Mohan & Stevenson (1998) em camundongos A/J
infectados por P. chabaudi, uma vez que a IL-12, em niveis normais, participa da eritropoiese
regulando positivamente os fatores estimuladores da proliferacio de progenitores
eritroblasticos (BFU-E) e das células formadoras de coldnias eritrdides da medula dssea
(CFU-E).

2.6.2.5. Eritropoetina

A eritropoietina constitui o principal fator regulador da producéo de eritrocitos. Sua
concentragdo sérica aumenta exponencialmente & medida que os niveis de hemoglobina
diminuem (Burgmann et al., 1996).

N&o ha consenso entre os autores sobre o papel que a eritropoietina desempenha na
anemia da malaria. Para Burchard et al. (1995), h4& uma resposta adequada de eritropoietina
nos quadros de anemia por P. falciparum, enquanto que para Burgmann et al. (1996) essa
producéo seria inadequada.

Mais recentemente, Chang & Stevenson (2004) estudando a produgéo de eritropetina
nas linhagens C57BL/6 e A/J de camundongos suscetiveis respectivamente a infeccdo ndo
letal e letal por P. chabaudi, demonstraram que a produgdo desse horménio pelos rins era
adequada e apropriada aos diferentes graus de anemia desses animais. Observaram,
entretanto, restricdo nas funcdes da eritropoetina sobre a medula 6ssea de camundongos A/J,
com supressdo da proliferagdo, diferenciacdo e maturacdo de precursores eritroides, associado

a uma inadequada reticulocitose.
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Convém lembrar nas relacdes entre eritropetina e eritropoiese, que outros fatores como
citocinas, pigmento malérico, também atuam sobre a medula 6ssea contribuindo para que a

anemia da malaria seja multicausal.
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3) JUSTIFICATIVA:

A anemia é uma das facetas da malaria que desperta interesse nos pesquisadores
envolvidos com o estudo dessa doenga, ndo sO pela natureza complexa de sua patogénese, em
que além da destruicdo mecanica de eritrocitos induzido pelo plasmddio, ha participagdo de
diversos mecanismos imunes, mas também, e sobretudo, porque pode se apresentar em sua
forma grave como uma das complicacbes da malaria, ceifando vidas, sobretudo de criancas
menores de cinco anos de idade, no continente africano.

Do ponto de vista clinico, a anemia manifesta-se com intensidade leve, moderada ou
grave dependendo de fatores relacionados com o parasito e sua viruléncia como também do
estado imunitério do individuo, que por sua vez esté relacionado com a idade e com o grau de
exposicao a infeccéo.

No Brasil, ndo sdo muito frequentes os estudos abordando a anemia da maléria, talvez
pelo fato de que anemia grave determinada pelo P. vivax, a espécie mais prevalente causadora
de malaria em nosso meio, ndo seja uma constante, 0 que em parte se justifica pelas
caracteristicas proprias dessa espécie de plasmddio ao invadir preferencialmente reticuldcitos,
0 que limita a parasitemia. Desse modo, o conhecimento sobre anemia da malaria provem em
sua maioria da Africa, onde a malaria pelo P. falciparum assume maior gravidade pela
frequéncia de casos complicados e maior nimero de 6bitos, principalmente em criancas,
fornecendo resultados nem sempre extrapolaveis para a realidade brasileira, particularmente
para Amazonia, onde se concentra 0 maior nimero de casos da doenca.

Por essas razbes, julga-se pertinente estudar aspectos clinicos e laboratoriais
(bioguimicos, hematoldgicos e imunolédgicos) da anemia em criangas e adolescentes com
malaria por P. vivax, procedentes de varias localidades da Regido Amazonica, considerando a
possivel influéncia da coexisténcia das principais causas genéticas de anemia hemolitica
(hemoglobinopatias, deficiéncia de G¢PD), de anemia por deficiéncia de ferro e das

parasitoses intestinais.
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4) OBJETIVOS:

4.1. OBJETIVO GERAL

o Estudar aspectos clinicos e laboratoriais (bioquimicos, hematolégicos, imunolégicos) da

anemia em criancas e adolescentes com maldria vivax.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar pardmetros hematolégicos que permitam a avaliacdo da frequéncia e do tipo
de anemia encontrada associada & malaria por Plasmodium vivax em criangas e

adolescentes

e Auvaliar a influéncia da densidade parasitaria e do clearance da parasitemia, assim
como do grau provavel de imunidade anti-malérica dos pacientes, no determinismo e

evolugdo da anemia da malaria;

e Dosar os niveis do Fator de Necrose Tumoral (TNF) e da Interleucina -10 (IL-10)
buscando identificar suas potenciais correlagbes com o determinismo e evolucéo da

anemia da malaria;

e Pesquisar a presenca de autoanticorpos (anticorpos fosfolipidicos e anticorpos anti-
eritrociticos) buscando evidéncias de sua potencial influéncia no determinismo e

evolugdo da anemia da malaria;
e Verificar a influéncia de co-fatores (anemia ferropriva, parasitas intestinais, intervalo

de tempo entre sintomatologia e diagnostico/tratamento) na evolucdo clinica da

anemia da malaria
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5) CASUISTICA E METODOS:

5.1- DESENHO DO ESTUDO:

Trata-se de um estudo longitudinal para avaliar os pardmetros clinicos,
hematoldgicos, bioquimicos e imunoldgicos de criancas e adolescentes com maléria por
Plasmodium vivax e de um grupo controle sem malaria. Os pacientes também foram

comparados entre si no término do tratamento e no primeiro controle de cura.
5.2- LOCAIS DO ESTUDO:

O material bioldgico e os dados epidemiolégicos, clinicos e antropométricos foram
coletados no Programa de Ensaios Clinicos em Malaria do Instituto Evandro Chagas, em
Belém/Par4 no periodo de outubro de 2002 a agosto de 2005 e no Posto de Notificacdo de
Casos de Maléria, em Augusto Correa/Par, de junho de 2004 a janeiro de 2005.

O Instituto Evandro Chagas € um 6rgdo do Ministério da Salde, vinculado a Secretaria
de Vigilancia em Sadde (SVS), que atua nas areas de pesquisas biomédicas e na prestacéo de
servicos em salde publica (Santos, 2007). No setor de Parasitologia, destaca-se o Programa
de Ensaios Clinicos em Maléria, que desde 1992 realiza o diagndstico e tratamento de malaria
em individuos com quadro febril suspeito da doenca, procedentes da capital e de Vvéarias
localidades do estado do Parad e demais estados da Regido Amazobnica e mesmo de outros
paises, notadamente as Guianas.

Em 2002, no Programa de Ensaios Clinicos em Malaria foram examinadas 5.082
ldminas de pacientes com suspeita de malaria. O resultado foi positivo em 477 I&minas, das
quais em 80,5% foi diagnosticado o Plasmodium vivax. O predominio dessa espécie se
manteve nos anos seguintes, 2003, 2004 e 2005, representando respectivamente, 79,4%
(324/408), 86,1% (387/449) e 83,6% (391/468) (Relatério anual do Programa de Ensaios
Clinicos em Maléria, Instituto Evandro Chagas).

O municipio de Augusto Correa estd situado a 256 km de Belém, numa latitude
01°01°18” sul e numa longitude 46°38'06™ oeste, em uma altitude de 20 metros, com uma
populacdo estimada de 34.435 habitantes (2004), distribuida numa &rea de 889.279 km2.
Possui elevada incidéncia de maléria, cujo diagndstico é realizado na sede e nas demais

localidades do Municipio, nos Postos de Notificagdo de Casos de Maléria, que em 2004,
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diagnosticou 3.955 casos da doenca (em 16.888 laminas examinadas), representando o
Plasmodium vivax, 99,7% dessa casuistica. Em 2005, dos 4.051 casos notificados (de um total
de 16.716 laminas examinadas), 98,2% foram causados pelo Plasmodium vivax (Sivep-
Malaria, MS, Brasil, 2009).

5.3- PACIENTES:

No estudo foram incluidas 81 criancas e adolescentes com maléria por P. vivax e 62
criangas e adolescentes sem malaria (grupo controle).

O nGmero de participantes contemplou o célculo do tamanho amostral estabelecido a
partir do teste t para amostras independentes, adotando-se um poder do teste de 80%, nivel
alfa < 5%, relagdo amostra/grupo controle 1:0,5; teste bilateral. Para realizacdo desse teste
usou-se média de hemoglobina de 9,8g/dl e desvio padrdo= + 2.078 de criangas e adolescentes
com maléria (Ventura, 1997). Para a média estimada da hemoglobina da populacéo,
empregou-se o valor da hemoglobina recomendado pela OMS para avaliagdo de anemia,
hemoglobina=11,0g/dl e o desvio padrdo ja mencionado, tendo como resultado, para
composicao desse estudo, um grupo minimo de 71 pacientes e de 35 criancas e adolescentes
no grupo controle.

Para inclusdo no grupo de pacientes, as crian¢as e adolescentes preencheram o0s
seguintes critérios:

o Gota espessa positiva para P. vivax, independente da quantificagdo da parasitemia;

e Idade de 5 a 20 anos exclusive (pré-escolares, escolares e adolescentes), segundo o
estabelecido pela OMS (1995);

¢ Primoinfeccdo ou histéria anterior de malaria ha mais de trinta dias;

e Consentimento pds-informado dos pais/responséveis pelas criangas e adolescentes (se
menores de 18 anos);

e Compromisso dos responsaveis em trazer as criancas/adolescentes diariamente para

avaliacdo clinica, realizacdo de exames e recebimento do tratamento antimalérico.

Como critérios de exclusio foram adotados:

e Criancas e adolescentes com maléria por P. falciparum, P. malariae ou malaria mista

(P. falciparum e P. vivax);
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e Criancas e adolescentes portadoras de doenca falciforme ou ainda com evidéncia clinica
(anamnese/exame fisico) de patologias cronicas associadas, como por exemplo,

cardiopatias, distdrbios respiratdrios e problemas renais.

A selegdo do grupo controle teve como principal critério, em ordem de prioridade, o
grau de parentesco, irmaos/irmas, primos/primas. Na impossibilidade de preenchimento desse
critério, foram selecionados os vizinhos das criancas e adolescentes com maléria. Em relacéo
a idade, adotou-se preferencialmente aquela que fosse proxima ou igual (primos, vizinhos) a
dos pacientes. Essas criancas e adolescentes do grupo controle, pelo grau de parentesco ou por
serem vizinhas dos pacientes, possuiam condigdes sdcio-econdmicas similares ao grupo alvo.

Foi preenchido um protocolo de atendimento para os participantes (com dados de
identificacdo, antecedentes pessoais, exame fisico) do grupo controle, com obtencdo do
Termo de Consentimento p6s- informado de seus pais/responsaveis.

Em conseqiiéncia da sele¢do do grupo controle ter ocorrido em areas endémicas de
maléaria, algumas dessas criancas e adolescentes possuiam historia anterior da doenca, com
diferentes intervalos de tempo do Ultimo episodio. Para evitar a interferéncia de vieses na
interpretacdo das varidveis, optou-se por excluir todas as criancas e adolescentes do grupo
controle em que havia relato anterior de maléria. Desse modo, o grupo controle, foi reduzido

de 62 para 40 individuos.

5.4- PROCEDIMENTOS:

A pesquisa de plasmddio em gota espessa foi realizada nas criangas e adolescentes
com suspeita de malaria que procuraram por demanda espontdnea o Programa de Ensaios
Clinicos em Maléria do Instituto Evandro Chagas ou o Servigo de Diagndstico de Maléria de
Augusto Correa. Aos responsaveis daquelas com lamina positiva para Plasmodium vivax e
que preenchiam os critérios de elegibilidade solicitou-se permisséo para inclusdo no estudo.
Na ocasido, 0s objetivos da pesquisa foram explicados em linguagem clara e, 0s
pais/responsdveis que concordaram, assinaram o Termo de Consentimento Po6s-Informado
(anexo 1), segundo o que preconiza a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP
(Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos, Resolucéo
196/96).
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Apbs o preenchimento de um protocolo (Anexo B) contendo dados de identificacéo,
antecedentes pessoais, tempo da doenca atual, queixa principal e sinais e sintomas (exame
fisico), houve coleta de 10 ml de sangue das criancas e adolescentes em DO (data do
diagndstico e primeiro dia de tratamento), D7 (8° dia a partir da data do inicio do tratamento)
e em D30 (primeiro controle de cura, ou 31° dia do inicio do tratamento) para obtencdo dos
seguintes exames: Hemograma, variacdo no volume dos eritrécitos (RDW- red width
distribution), reticulécitos, esfregaco sanguineo, teste de antiglobulina direta, dosagem de
citocinas (Fator de necrose tumoral e Interleucina-10), pesquisa de anticorpos antimembrana
de eritrdcitos, de anticorpos anticardiolipina e de anticorpos 1gG anti-P. vivax. Outros exames:
ferritina sérica, eletroforese de hemoglobina, pesquisa da atividade da glicose 6 fosfato
desidrogenase (G¢PD) e de anticorpos IgM anti-P. vivax foram também realizados, porém
somente em DO.

O exame parasitoldgico de fezes (métodos Direto e/ou de Faust e Baermann-Moraes)
foi feito no decorrer da primeira semana de tratamento e entregue aos pacientes em D7 (no
final do tratamento antimalérico). As criancas e adolescentes que apresentaram resultado
positivo para helmintos (Ascaris lumbricoides, Trichocephalus trichiurus, Ancilostomideos,
Enterobius vermicularis, Strongyloides stercoralis) e/ou protozoarios reconhecidamente
patogénicos (Entamoeba histolytica e Giardia lamblia) receberam tratamento com albendazol
(ou mebendazol) para as helmintiases ou secnidazol (ou metronidazol) para os protozoarios,
em doses pediétricas.

A pesquisa do P. vivax em gota espessa, com registro do nimero de formas assexuadas
e de gametécitos por mm?®, foi feita diariamente até que a leitura da lamina tivesse resultado
negativo, em dois dias consecutivos, quando entdo os familiares do paciente (ou ele prdprio,
se maior de 18 anos) receberam as doses restantes dos antimaldricos com orientacdo sobre a
necessidade de dar continuidade ao tratamento. Com a finalidade de assegurar a cura
parasitologica apds tratamento clinico, no 8° dia (D7), as criancas e os adolescentes
realizaram um novo exame de gota espessa, o qual foi repetido em D30, para
acompanhamento do controle de cura.

A avaliacdo clinica ocorreu de modo simultineo com o acompanhamento
parasitologico em DO (1° dia de tratamento) e nos dias subsequentes (D1, D2, D3, ....) até que
a pesquisa de P. vivax em gota espessa se mostrasse negativa, por dois dias consecutivos, em
conformidade com o protocolo de atendimento do Programa de Ensaios Clinicos em Malaria
do Instituto Evandro Chagas. Os pacientes retornaram em D7 para nova consulta e, se ainda

apresentassem manifestacdes clinicas nesta data, retornaram em D14.
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No grupo controle realizou-se gota espessa para exclusdo de malaria. Foi preenchido o
mesmo protocolo aplicado aos pacientes no que diz respeito aos dados epidemioldgicos e aos
antecedentes pessoais, incluindo-se historia prévia e data do dltimo episddio de maléria.
Realizou-se exame fisico, mensurando-se peso e altura, avaliacéo clinica de palidez (palmar e
de mucosas), ausculta cardio-pulmonar e palpacdo abdominal. Coletou-se 10 ml de sangue,
distribuidos em tubos com heparina, para realizacdo dos testes imunoldgicos (citocinas,
pesquisa de anticorpos IgG e IgM anti-P. vivax, pesquisa de anticorpos anticardiolipina e de
anticorpos anti-membrana de eritrécitos normais), em tubos com EDTA para realizacdo de
hemograma, RDW, contagem de reticuldcitos, eletroforese de hemoglobina, teste de
antiglobulina direta e pesquisa de deficiéncia de G6PD e em tubos sem anticoagulante para
dosagem da ferritina sérica. Realizou-se também esfregago sanguineo para avaliacdo da

morfologia dos eritrocitos e exame de fezes para identificacdo de helmintos e protozodrios.
5.5- LOCAL DE REALIZACAO DOS EXAMES LABORATORIAIS:
5.5.1. Acompanhamento Parasitoldgico

Programa de Ensaios Clinicos em Mal&ria do Instituto Evandro Chagas

Servico de Diagnostico de Malaria do Municipio de Augusto Correa (Para)

Realizacdo de Exames
DO D1-D6* D7 D30
Gota espessa | X | x | X | X

* Até realizacdo de duas laminas negativas consecutivas

5.5.2. Perfil hematoldgico da maléria

Laboratdrio de Andlises Clinicas do Instituto Evandro Chagas

Data de Realizacdo de Exames
DO D7 D30
Hemograma X X X
RDW X X X
Reticuldcitos X X X
Esfregaco do sangue periférico X X X

Centro de Hemoterapia do Para (Hemopa)

Data de Realizagéo de Exames
DO D7 D30

Ferritina Sérica | X [ |
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5.5.3. Perfil imunolégico da maléria

Laboratdrio de Pesquisas em Maléria - Fiocruz (Rio de Janeiro)

Realizagdo de Exames

DO D7 D30
TNF (Método ELISA) X X X
IL10 (Método ELISA) X X X
Anticorpos anticardiolipina (Método ELISA) X X X
Anticorpos antimembrana de hemécias normais X X X
(Método ELISA)

Laboratdrio de Cultura e Sorologia para Maléria do Instituto Evandro Chagas

Realizagdo de Exames

DO D7 D30
IgG anti- Plasmodium vivax (IFI) X X X
IgM anti- Plasmodium vivax (IFI) X

Centro de Hemoterapia do Para (Hemopa)

DO

Realizacdo de Exames
D7 D30

Teste de antiglobulina direta
(teste direto de Coombs)

X

X X

5.5.4. Investigacdo de causas de anemia hemolitica congénita

Centro de Hemoterapia do Para (Hemopa)

Realizacdo de Exames

DO D7 D30
Eletroforese de hemoglobina X
Pesquisa da atividade de glicose 6 fosfato X

desidrogenase (G6PD)

5.5.5. Exame parasitoldgico de fezes:

Laboratdrio de Parasitologia do Instituto Evandro Chagas

Unidade Basica de Saude do Municipio de Augusto Correa (Para)

Realizagdo do Exame

(primeira semana de tratamento)

Exame parasitologico de fezes (Direto, Faust
e/ou Baermann-Moraes)

X
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5.6. BREVE DESCRIGCAO DOS EXAMES LABORATORIAIS REALIZADOS

5.6.1. Gota Espessa (Antufiano, 1988a,b): (Procedimento Operacional Padrdo, Laboratério

do Programa de Ensaios Clinicos em Maléria, Instituto Evandro Chagas)

Por pungéo digital, retirou-se sangue para realizagdo da gota espessa para pesquisa de

P. vivax, obedecendo os seguintes passos:

1) Realizar assepsia da face lateral do dedo com algoddo embebido em &lcool a 70%;

2) Limpar o local da puncdo com algodéo seco, para retirada do alcool;

3) Fazer uma puncdo digital, com auxilio de uma lanceta descartavel. Desprezar a
primeira gota de sangue (evitando dessa maneira, que possa haver resto de alcool
que possa fixar 0 sangue) e aproveitar a gota seguinte, estendendo-a sobre a
lamina;

4) ldentificar a lamina (nome completo do paciente);

5) Secar a lamina;

6) Proceder a coloracdo da lamina pela técnica de Walker, realizada em dois tempos:

a) Primeiro tempo: imergir a lamina em solucéo de azul de metileno fosfatado para

ruptura do eritrocito e liberacdo da hemoglobina (melhor visualizacdo do plasmodio),

lavar em seguida com uma solucéo tamponada para retirar o excesso;

b) Segundo tempo: colocar o corante de Giemsa, aguardar um intervalo de tempo de

sete a dez minutos, findo os quais, proceder a imersdo da lamina em solugdo

tamponada;

7) Secar a lamina;

8) Realizar a leitura da 1amina em microscopio 6ptico com auxilio da objetiva

de imerséo
Na leitura da ldmina foram percorridos 100 campos microscdpicos (correspondente a
0,2 mm?®de sangue). Para obtencéo da média de parasitos para 1 mm? de sangue, multiplica-se

0 niimero de parasitos encontrados nos 100 campos pela constante 5.

5.6.2. Hemograma: (Procedimento Operacional Padrdo, Laboratdrio de Analises

Clinicas do Instituto Evandro Chagas)
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O hemograma foi realizado em Contador Automético de Células Sanguineas, Modelo
Pentra 120 Retix — Abx Diagnostics, no Laboratério de Analises Clinicas do Instituto Evandro
Chagas. O sangue foi coletado em veia periférica e armazenado em frasco com EDTA. As
amostras coletadas em Belém foram enviadas para realizagdo de hemograma, em geral,
imediatamente apos a coleta, ou no maximo em 24 horas (sangue conservado em geladeira,
4 °C a 8°C). O mesmo procedimento foi adotado nas amostras de Augusto Correa.

No hemograma foram obtidos os seguintes pardmetros: dosagem espectrofotométrica
de hemoglobina (método de cianometahemoglobina) (em grama por decilitro), contagem total
de eritrécitos (em milimetro cubico), determinacdo do hematécrito (em percentual), do
volume corpuscular médio (VCM) (em fentolitros), da hemoglobina corpuscular média
(HCM) (em picograma), da concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM) (em
percentual), do indice de anisocitose (RDW) (em percentual), contagem total de leucdcitos
(em milimetro cubico), contagem diferencial dos leucécitos, em valores absolutos (em
milimetro cubico) e em valores relativos (em percentual), contagem total de plaquetas (em

milimetro cibico) e contagem de reticulécitos (em percentual).
5.6.3. Esfregaco sanguineo (distendido sanguineo)

No momento da coleta de sangue para hemograma, foi realizado esfregaco sanguineo
das criangas e adolescentes com maléria e do grupo controle para avaliagdo morfoldgica dos
eritrdcitos, mediante microscopia 6ptica com objetiva de 100x (imersdo). Os esfregacos
sanguineos foram corados pelo método de Giemsa May-Grunwald (Sigma Chemical CO., S'
Louis, USA).

5.6.4. Eletroforese de hemoglobina em acetato de celulose, pH=8,6 (Procedimento
Operacional Padréo, 2002, revalidado em novembro de 2006, do Centro de Hemoterapia do

Pard):

Etapas do teste:
1) Depositar aproximadamente 100 ml do tampdo Tris-EDTA-Borato (T.E.B) na cuba
fonte para eletroforese;

2) Embeber fitas de acetato de celulose na cuba fonte com tampé&o T.E.B por um

tempo minimo de vinte minutos;
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3) Proceder o preparo do hemolisado das amostras a serem testadas e do controle,
conforme a seguinte orientagao:

a) Em um tubo de hemdlise adicionar 100 pl de hemacias da amostra a ser testada,
completando-a com solugéo salina;

b) Centrifugar o tubo a 2.500 rpm por dois minutos;

c) Desprezar o sobrenadante com pipeta Pasteur;

d) Depositar no tubo de hemolise duas gotas de saponina a 1% e duas gotas de
hemécias lavadas. Agitar delicadamente e entéo, deixar em repouso por cinco minutos;
4) Secar as fitas de acetato de celulose com papel de filtro;

5) Conectar as fitas na cuba de eletroforese com duplo papel de filtro;

6) Aplicar as amostras hemolisadas & 1,0 cm da extremidade da fita que est4d em
contato com o pélo negativo. Incluir sempre um controle padréo;

7) Ligar a cuba a 300 V por vinte a trinta minutos, ou até que se obtenha uma
separagdo adequada das fracoes;

8) Analisar as fragdes, inicialmente sem coloragdo;

9) Analisar as fragBes com coloragdo, ap6s ter embebido as fitas no corante de
Ponceau por dez minutos;

10) Descorar as fitas com solucdo descorante;

11) Interpretar os resultados consultando o mapa de tragado eletroforético em pH
alcalino.

Exemplo: hemoglobina AA (padrdo normal), hemoglobina AS (trago falciforme),

hemoglobina SS (doenca falciforme)

5.6.5. Teste de Brewer ou Teste de reducdo da metahemoglobina: (Procedimento

Operacional Padrdo, revalidado em novembro de 2006, do Centro de Hemoterapia do Pard)

O teste de Brewer baseia-se no processo de conversdo da hemoglobina a

metahemoglobina na presenga do nitrito de sddio (agente oxidante) e, posteriormente

reconvertido por agdo da G6PD na presenga de azul de metileno (Brewer et al., 1962). Os

eritrocitos dos pacientes com deficiéncia enzimética (G6PD) ndo fazem reconversdo da

metahemoglobina a hemoglobina..

Etapas do teste:

1) Coletar sangue em um tubo com EDTA;
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2) ldentificar 3 tubos de ensaio (T, CP, CN);
3) Colocar 200 ul de sangue total do paciente no tubo T, CP e CN;
4) Adicionar 20 pl de nitrito de sddio no tubo T ¢ CP;
5) Adicionar 20 pl de azul de metileno no tubo T, CN;
6) Homogeneizar e incubar todos os tubos (T, CP, CN) em banho Maria a 37 °C por 3
horas;
7) Apos o periodo de incubagao transferir 100 pul de cada amostra para tubos
devidamente identificados e com 10 ml de agua destilada;
8) Fazer a leitura comparativa com os testes controles
Interpretacdo dos resultados: Normal = vermelho vivo
Deficiente= castanho escuro
Observacdo: A presenca de elevado nimero de reticuldcitos ou episédio hemolitico

pode ser causa de resultado falso positivo.

5.6.6. Eletroforese de G6PD em gel de agarose a 0,9%: realizado para confirmagéo
de resultados alterados no teste de Brewer (Procedimento Operacional Padrdo, 2002,

revalidado em novembro de 2006, do Centro de Hemoterapia do Pard)

Etapas do teste:

1) Dissolver o gel de agarose a 0,9% em “banho maria”;

2) Acrescentar 50 pl de solugdo NADP ao gel de agarose, quando esse atingir uma
temperatura de 60°C. Realizar a homogeneizacdo dessa mistura, por rotagéo

3) Derramar a mistura numa placa previamente aquecida;

4) Aguardar no minimo cinco minutos para solidificagdo do gel;

5) Levar o gel solidificado para a geladeira;

6) Preparar a cuba eletroforética, colocando 100 ul do tampdo T.E.B em cada
compartimento. Em seguida, levar para a geladeira;

7) Colocar cada hemolisado na fenda de um aplicador. Introduzir o aplicador a uma
distancia de 1,5 cm da borda inferior do gel (ndo devera haver bolhas de ar entre o gel
e o0 aplicador). Aguardar trés a cinco minutos para absor¢do do hemolisado no gel.
Retirar o aplicador, lavar cuidadosamente em agua corrente e destilada, em seguida,

enxugar;
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Repetir o procedimento de aplicagdo do hemolisado na fenda do aplicador, dessa vez
introduzindo-o no gel cerca de 2,5 cm acima da primeira linha de aplicacéo;

Registrar a sequiéncia de aplicacdo no caderno de registro de géis;

8) Levar o gel para a cuba eletroforética e realizar a migracéo a 300 volts durante 45
minutos (30 minutos se houver distor¢ao visivel);

9) Retirar a placa com gel da cuba eletroforética e proceder a coloragdo do gel; Apds a
solidificacdo da mistura de coloragéo, incubar em estufa a 37°C por pelo menos 10
minutos, antes de proceder a leitura;

10) Leitura dos resultados: os fen6tipos séo diferenciados conforme suas velocidades
de migragdo. Os fendtipos normais sdo diferenciados dos fenétipos deficientes
conforme a intensidade de coloragdo das bandas (coloragdo intensa azul/violeta ou
coloracéo fraca, respectivamente para os fen6tipos normais e deficientes)

Exemplo: fenétipo B, deficiente

5.6.7. Ferritina sérica: (Procedimento Operacional Padrdo, 2002, Centro de

Hemoterapia do Par)

Vidas Ferritina (FER)® é um teste quantitativo automatizado nos aparelhos VIDAS
(Bio-Mérieux S/A), que permite a determinagdo da ferritina humana no soro ou no plasma
humano (tratado com heparinato de litio ou com EDTA) pela técnica ELFA (Enzyme linked

fluorescent assay).

Etapas do teste:

1) Retirar da geladeira os reagentes necessarios a realizagdo do teste, deixando-os 30
minutos & temperatura ambiente;

2) Utilizar um barrete FER (pocos cobertos por folha de aluminio selada e etiquetada)
e um cone FER (cone sensibilizado com imunoglobulinas monoclonais de rato anti-
ferritina) para cada amostra, controle, ou calibrador a testar. O controle e o calibrador
sdo também fornecidos pelo fabricante;

3) Digitar ou selecionar FER no aparelho para introduzir o cddigo do teste;

4) Identificar cada barrete com o nimero da amostra;

5) Homogeneizar em vortex o calibrador, o controle e as amostras;
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6) Colocar o material a ser testado nos seus respectivos barretes e cone FER,
colocando-os no aparelho;

7) Leitura do teste feita automaticamente pelo aparelho em relacdo a uma curva de
calibragdo memorizada

Exemplo: Ferritina sérica (método ELISA)= 81 ug/ml

5.6.8. Teste de antiglobulina direta (Teste direto de Coombs): (Procedimento
Operacional Padréo, 2002, revalidado em novembro de 2006, do Centro de Hemoterapia do

Pard):

Etapas do teste (técnica centrifugacdo em gel):

1) Centrifugar a amostra a 3000 rpm por cinco minutos em centrifuga para tubos;

2) Colocar amostra e diluente a temperatura ambiente antes do uso;

3) Dispor do tubo de amostra de sangue e cartdo ID-Liss/Coombs, na estagdo de
trabalho;

4) ldentificar cartdo com o nome do paciente (ou com o nimero da amostra);

5) Preparar suspensao de eritrocitos (da amostra a ser testada):

a) 1 ml de ID-Diluent 2® (solucéo de baixa forga i6nica modificada utilizada em
testes realizados em Gel-teste para realizagdo de vérios exames hematoldgicos, dentre
0s quais, o teste de Coombs);

b) 10ul do concentrado de eritrdcitos;

c) Homogeneizar a suspensao;

6) Pipetar 50 ul da suspensdo acima, em um microtubo do cartdo ja identificado;

7) Centrifugar (centrifuga para cartdo DiaMed) por dez minutos a 70g (910 rpm);

8) Fazer a leitura e anotar resultado no relatério de bancada.

Interpretacéo dos resultados:
a) Reacdo positiva: presenca de aglutinagdo (em cruzes, +/4+) observada na leitura
imediata ou na leitura apds cinco a dez minutos

b) Reacdo negativa: auséncia de aglutinagdo

5.6.9. Pesquisa de anticorpos contra antigenos de membrana de eritrocitos

normais (ELISA) (Laboratdrio de Pesquisas em Maléria, Fiocruz):
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A) A preparagdo do antigeno de membrana de eritrdcitos normais € realizada segundo

a técnica descrita por Schetters et al. (1989) com pequenas modificacdes:

1) Lavar eritrocitos ndo parasitados com PBS por dez minutos a 1500 rpm, &
temperatura ambiente;

2) Lisar os eritrocitos com 40 mL de tampéo fosfato hipoténico (6 mM, pH=8,0) e
centrifugar por 20 minutos a 1500 rpm, & temperatura ambiente;

3) Agitar por cinco minutos o precipitado contendo tampéo de lise no vortex (Vortex-
Gene 2, Scientific Industries, Inc, Bohemia, USA). Em seguida, centrifugé-lo por vinte
minutos a 2500 rpm, a temperatura ambiente;

Repetir este procedimento quantas vezes for necessério até que o sobrenadante esteja
limpo;

4) Extrair as proteinas e fosfolipidios da membrana pela adi¢cdo de 3,5 mL de PBS
contendo 1% de Triton X-100;

5) Sonicar a mistura (Ultrasonic Clean by Branson) por cinco minutos na presenca de
gelo. Repetir este procedimento por trés vezes;

6) Dosar as proteinas na mistura pelo Método de Bradford (Bio-Rad Laboratories
LTDA, Philadelphia, USA);

7) Obter o antigeno, na concentragdo de 1 mg/mL;

8) Diluir o antigeno com PBS/Triton X-100 até o volume final de 10 mL para uso,

obtendo-se uma concentragéo final de 0,1 mg/mL.

B) Teste de ELISA para deteccéo de anticorpos anti-membrana de eritrocitos normais:

1) Sensibilizar placas de ELISA de fundo chato (Nunc Maxisorp, eBioscience, Inc.,
Califérnia, USA) com 100 pL do antigeno de membrana de eritrocitos normais (obtido
no item A, acima)) e incuba-las a 4° C por 14 horas;

2) Lavar as placas, apds a incubacdo, por trés vezes com PBS contendo 0,05% de
Tween 20 (Sigma Chemical CO., S' Louis, USA) (PBS/T20);

3) Bloquear cada pogo da placa com 200 uL de PBS contendo 0,1 % de BSA (Sigma
Chemical CO., S' Louis, USA) por duas horas a 37°C;

4) Lavar as placas, apds a incubacdo, com &gua destilada por trés vezes;
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5) Adicionar as placas, 100 pL/pogo das amostras de plasma diluidas 1:100 em
PBS/T20 acrescido de BSA a1% (PBS/T20/BSA) e incubar por uma hora a 37°C;

6) Lavar as placas, ap6s a incubagéo, com agua destilada por trés vezes;

7) Adicionar as placas, 100uL/poco com anti-lgG humana conjugada & peroxidase
(Sigma Chemical CO., S' Louis, USA) diluida 1:1000 em PBS/T20/BSA e incubar por
uma hora a 37°C;

8) Lavar as placas, ap0s a incubagdo, com agua destilada por trés vezes;

9) Revelar a reagdo por adicionar 100uL/pogo de orto-fenilenodiamina (Sigma
Chemical CO., S' Louis, USA) (OPD) diluido em tampéo citrato (Sigma Chemical
CO., S' Louis, USA), p H=5,0 acrescido de 10 uL de H,0, (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) a 30%;

10) Interromper a reagdo por adicionar 50uL/pogo da solugdo de H,SO, 6N (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany);

11) Proceder a leitura da placa, com um leitor de micro-placas (Spectra MAX 250,

Molecular Devices) num comprimento de onda de 450 nm

Interpretacdo dos resultados: o limite de positividade (ponto de corte) para 0s
antigenos de membrana dos eritrocitos foi estabelecido calculando-se a média das
duplicatas das respostas de anticorpos dos individuos clinicamente sadios, que nunca
tiveram maléria, acrescido de mais dois desvios padrao

Exemplo: Pesquisa de anticorpos anti-membrana de eritrocitos normais: positivo

Pesquisa de anticorpos anti-membrana de eritrdcitos normais: negativo

5.6.10. Pesquisa de anticorpos contra cardiolipina (ELISA) (Laboratério de

Pesquisas em Malaria, Fiocruz)

Para deteccdo de anticorpos contra cardiolipina, fosfolipidio da membrana do
eritrocito, o antigeno utilizado foi adquirido comercialmente (Sigma Chemical CO., S' Louis,
USA).

Etapas do teste:
1) Diluir a cardiolipina em etanol (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) e manter a

-20°C na concentragdo estoque de 5,2mg/mL No momento da realizacdo do teste,

diluir a cardiolipina em 12 pL de etanol
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2) Sensibilizar placas de ELISA de fundo chato (Nunc Maxisorp, eBioscience, Inc.,
California, USA) com 50 uL/poco da cardiolipina. Deixar as placas descobertas para
secagem pela evaporagdo do etanol, numa temperatura de 4° C por 14 horas;

3) Bloquear cada poco da placa com 200 uL. de PBS contendo 2% de BSA (Sigma
Chemical CO., S' Louis, USA) e incubar por duas horas em temperatura ambiente;

4) Lavar as placas, apds a incubacdo, com &gua destilada por trés vezes;

5) Adicionar as placas, 100 pL/pogo das amostras de plasma diluidas 1:100 em
PBS/T20 acrescido de BSA a 1% (PBS/T20/BSA) e incubar por uma hora a 4°C;

6) Lavar as placas, apds a incubacdo, com &gua destilada por trés vezes;

7) Incubar as placas com uma anti-lgG humana conjugada a peroxidase (Sigma
Chemical CO., S' Louis, USA) por uma hora & temperatura ambiente;

8) Lavar as placas, ap0ds a incubacdo, com dgua destilada por trés vezes;

9) Revelar a reagdo por adicionar 100uL/pogo de orto-fenilenodiamina (Sigma
Chemical CO., S' Louis, USA) (OPD) diluido em tamp&o citrato (Sigma Chemical
CO., S' Louis, USA), p H=5,0 acrescido de 10 pL de H,0, (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) a 30%;

10) Interromper a reac¢do por adicionar 50uL/pogo da solu¢ao de H,SO, 6N (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany);

11) Proceder a leitura da placa com um leitor de micro-placas (Spectra MAX 250,

Molecular Devices) num comprimento de onda de 450 nm

Interpretacdo dos resultados: o limite de positividade (ponto de corte) para o antigeno
de cardiolipina foi estabelecido calculando-se a média das duplicatas das respostas de
anticorpos dos individuos clinicamente sadios, que nunca tiveram maléria, acrescido
de mais dois desvios padréo

Exemplo: Pesquisa de anticorpos anti-cardiolipina: positivo

Pesquisa de anticorpos anti-cardiolipina: negativo

5.6.11. Deteccdo do Fator de Necrose Tumoral (ELISA) (Laboratério de

Pesquisas em Maléria, Fiocruz)

Os niveis do Fator de Necrose Tumoral (TNF) presentes no plasma dos

pacientes e do grupo controle foram avaliados utilizando-se reagente comercial (BD
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Biosciences - Pharmingen, BD OptEIA ™ Set Human TNF, lot number 56627, USA)

para ELISA- sanduiche, seguindo-se o protocolo sugerido pelo fabricante.
Etapas do teste:

1) Sensibilizar placas de ELISA de fundo chato (Nunc Maxisorp, eBioscience, Inc.,
Califérnia, USA) com 100 pL/pogo do anticorpo de captura diluido em solugdo
tamp&o que acompanha o produto e incubar a 4° C por 14 horas;

2) Lavar as placas, ap6s a incubacéo, por trés vezes com PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

3) Bloquear cada pogo da placa com 200 pL de PBS contendo 10% de soro bovino
fetal , pH=7,0 e incubar por uma hora em temperatura ambiente;

4) Lavar as placas, ap0s a incubacéo, por trés vezes com PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

5) Preparar a diluigdo padréo e as diluicdes amostrais no diluente que acompanha o kit
BD OptEIA ™ Set Human TNF, seguindo indicaces do fabricante de modo a obter a
curva padréo;

6) Colocar 100 uL/pogo das diluigdes amostrais (curva padrdo), do plasma dos
pacientes e do grupo controle, incubar a placa por duas horas a temperatura ambiente;
7) Lavar as placas, apds a incubacéo, por cinco vezes com PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

8) Adicionar 100 uL/pog¢o do material de detecgdo (anticorpo monoclonal biotinilado
anti-TNF humano + conjugado streptovidina- horseradish, SAv-HRP)(BD Biosciences
- Pharmingen, BD OptEIA ™ Set Human TNF), incubar a placa por uma hora a
temperatura ambiente;

9) Lavar as placas, apds a incubagdo, por sete vezes com PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

10) Adicionar, para revelar a reagdo, 100 pL/pogo do substrato (tetrametilbenzidina e
peroxido de hidrogénio) (BD Biosciences - Pharmingen, BD OptEIA ™ Set Human
TNF), incubar a placa, protegida da luz, por trinta minutos a temperatura ambiente;
11) Adicionar, para interromper a reacdo, 50 puL/poc¢o da solugdo de 4cido fosfoérico
(HsP04) 1 M;

12) Proceder a leitura da placa, com um leitor de micro-placas (Spectra MAX 250,

Molecular Devices) num comprimento de onda de 450 nm

46



Os valores de absorbancia verificados para as amostras testadas foram plotados
em uma curva padréo, incluida em cada placa, para a determinacdo da concentracdo do
TNF. Suas medidas foram expressas em ng/ml e convertidas em picogramas /ml,

multiplicando-se os resultados por 1.000.

5.6.12. Deteccéo de Interleucina -10 (ELISA)

(Laboratorio de pesquisas em Maléria, Fiocruz)

Os niveis de interleucina-10 (IL-10) presentes no plasma dos pacientes e do
grupo controle foram avaliados utilizando-se reagente comercial (BD Biosciences -
Pharmingen, BD OptEIA ™ Set Human IL-10, lot number MF 39369, USA) para

ELISA- sanduiche, seguindo-se o protocolo sugerido pelo fabricante.
Etapas do teste:

1) Sensibilizar placas de ELISA de fundo chato (Nunc Maxisorp, eBioscience, Inc.,
Califérnia, USA) com 100 pL/pogo do anticorpo de captura diluido em solugdo
tampéo que acompanha o produto e incubar a4° C por 14 horas;

2) Lavar as placas, apos a incubacéo, por trés vezes com PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

3) Bloquear cada pogo da placa com 200 pL de PBS contendo 10% de soro bovino
fetal , pH=7,0, por uma hora em temperatura ambiente;

4) Lavar as placas, ap0s a incubacéo, por trés vezes com PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

5) Preparar a diluicdo padrdo e as diluigdes amostrais no diluente que acompanha o
kit BD OptEIA ™ Set Human IL-10, seguindo indicagBes do fabricante de modo a
obter a curva padrao;

6) Colocar 100 pL/poco das diluigdes amostrais (curva padrdo), do plasma dos
pacientes e do grupo controle, incubar a placa por duas horas a temperatura ambiente;
7) Lavar as placas, apés a incubacdo, por cinco vezes com PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

8) Adicionar 100 pL/poco do material de deteccdo(anticorpo monoclonal biotinilado

anti-IL-10 humana + conjugado streptovidina-horseradish, SAv-HRP)(BD

47



Biosciences - Pharmingen, BD OptEIA ™ Set Human TNF), incubar a placa por uma
hora a temperatura ambiente;
9) Lavar as placas, apds a incubagdo, por sete vezes com PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);
10)Adicionar, para revelar a reagdo, 100 pL/pogo do substrato (tetrametilbenzidina e
peroxido de hidrogénio) (BD Biosciences - Pharmingen, BD OptEIA ™ Set Human
TNF), incubando a placa, protegida da luz, por trinta minutos a temperatura ambiente;
11) Adicionar, para interromper a rea¢do, 50 pL/pogo de acido fosforico (HsP04) 1 M;
12) Proceder a leitura da placa, com um leitor de micro-placas (Spectra MAX 250,
Molecular Devices) num comprimento de onda de 450 nm

Os valores de absorbancia verificados para as amostras testadas foram plotados em
uma curva padrdo, incluida em cada placa, para a determinagdo da concentragdo da
IL-10. Suas medidas foram expressas em ng/ml e convertidas em picogramas /ml,

multiplicando-se os resultados por 1000.

5.6.13. Teste de Imunofluorescéncia indireta (P. vivax)
(Procedimento Operacional Padrdo, Laboratério de Cultura e Sorologia de

Maléria, Instituto Evandro Chagas)
A) Obtencéo do antigeno de P. vivax:

Pela impossibilidade de se manter em laboratorio uma cultura continua in vitro
de P. vivax, os esquizontes maduros que foram utilizados para a confecc¢éo das laminas
de imunofluorescéncia indireta (IFI) foram obtidos diretamente de um individuo com
maléria, primo infecgdo, com parasitemia maior que 10.000/mm? de sangue. Coletou-
se desse paciente, cinco militros de sangue em tubo com heparina. Centrifugou-se a
amostra, a 1500 rpm para retirada do plasma. Os eritrocitos foram lavados trés vezes
com PBS estéril por centrifugacdo a 1500 rpm, por 10 minutos & temperatura
ambiente, sendo colocados em cultura por 24 horas para o completo amadurecimento
dos parasitos. O preparo das laminas foi feito aplicando-se cinco microlitros da
suspensdo desses eritrocitos. As laminas, entdo, permaneceram por 12 horas, em
temperatura ambiente, para completa secagem, sendo em seguida embaladas em folha

de aluminio e estocadas a -20° C, até 0 momento do uso.
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B) Etapas do teste de IFI: Microscdpio de Imunofluorescéncia Marca Zeiss

1) Retirar as laminas MultSpot do freezer e deixa-las na estufa a 37°C;

2) Fixar as laminas com acetona por dois minutos;

3) Colocar numa placa 10 pL de soro do paciente diluido, a partir de 1/40 em PBS;

4) Incubar em cdmara Umida a 37°C por 30 minutos;

5) Lavar rapidamente em PBS para retirar excesso de soro;

6) Mergulhar novamente em PBS por 15 minutos;

7) Retirar do PBS, mergulhar rapidamente em &gua destilada para retirar o excesso de
sais;

8) Secar levemente com jato de ar;

9) Distribuir em cada pocinho, 10 uL de conjugado (Fluoline G® - globulina anti 1IgG
humana marcada com fluoresceina, BioLab; Fluoline G® - globulina anti IgM humana
marcada com fluoresceina, BioLab) diluido 1/200 em Azul de Evans a 1%);

10) Incubar por 30 minutos a 37°C em cadmara Umida

11) Lavar em PBS por 15 minutos;

12) Lavar em &gua destilada rapidamente;

13) Secar levemente;

14) Colocar glicerina tamponada (glicerina alcalina, pH=9,5) em cada pocinho e em
seguida cobrir com laminula;

15) Ler em microscdpio de Imunofluorescéncia com objetiva de 40X e ocular 10X

Interpretacdo do teste: soro ndo reagente, soro reagente (em titulo, 1/40, 1/80, 1/160,
1/320 ..)

5.6.14. Exame parasitologico de fezes: (Procedimento Operacional Padrdo, Servico

de Enteroparasitoses do Instituto Evandro Chagas e Laboratério da Unidade de Salde de

Augusto Correa).

Os pacientes e o grupo controle realizaram uma coleta de fezes para pesquisa

qualitativa de ovos e cistos de helmintos e protozoarios mediante as técnicas Direta e/ou de

Faust e de Baermann-Moraes. Essas amostras foram analisadas, no mesmo dia em que foram

coletadas, no Servico de Enteroparasitoses do Instituto Evandro Chagas e no Laboratorio da

Unidade de Saude de Augusto Correa.
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Exame Direto a fresco:

1) Colocar duas a trés gotas de salina a 0,85% em uma lamina de microscopia;

2) Tocar com a ponta de um palito, em Varios pontos das fezes, transferir uma pequena
porcdo destas para a lamina;

3) Espalhar as fezes, fazendo um esfregago e examinar com as objetivas de 10x e/ou 40x. A
espessura do esfregaco ndo deve impedir a passagem da luz;

4) Corar com lugol, para identificar cistos de protozoarios e larvas de helmintos

Método de Faust (centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco):

1) Diluir 10g de fezes em 20 mL de &gua destilada e homogeneizar bem;

2) Filtrar através de gaze dobrada em quatro, num copo pléstico, e transferir para um tubo de
Wassermann (tubo de hemdlise);

3) Centrifugar por um minuto a 2.500 rpm;

4) Desprezar o liquido sobrenadante e ressuspender o sedimento em agua;

5) Repetir as operagdes dos itens 3 e 4 por mais duas ou trés vezes, até que o liquido
sobrenadante fique claro;

6) Desprezar a 4gua sobrenadante e ressuspender o sedimento com uma solucéo de sulfato de
zinco a 33%, densidade de 1,18g/mL;

7) Centrifugar novamente por um minuto a 2.500 rpm;

8) Recolher da pelicula superficial, formada pds centrifugacdo, os cistos e oocistos de
protozodrios e 0s ovos leves porventura presentes, com auxilio de uma alga de platina;

9) Colocar a pelicula superficial na 1&mina, acrescentar uma gota de lugol e cobrir com
laminula;

10) Examinar o material com as objetivas de 10X e/ou 40X.
Observacdo: o material deve ser examinado imediatamente, pois o contato com a solugéo de

sulfato de zinco pode deformar as formas parasitarias, especialmente os cistos de

protozoarios.
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Método de Baermann-Moraes:

1) Separar 8 a 10 g de fezes;

2) Colocar numa gaze dobrada em quatro ou em uma peneira;

3) Colocar o material assim preparado sobre um funil de vidro, contendo um tubo de
borracha conectado a extremidade inferior de sua haste;

4) Obliterar o tubo de borracha com uma pin¢a de Hoffmann e adicionar, ao funil, 4gua
aquecida (45°C) em quantidade suficiente para entrar em contato com as fezes;

5) Deixar uma hora em repouso;

6) Colher 5 a 7 mL da 4gua, em um tubo de centrifuga, abrindo-se a pinga;

7) Centrifugar a 1.000 rpm por minuto;

8) Colher o sedimento, sem desprezar o liquido sobrenadante e examinar ao microscopio
(10X). Caso se detecte a presenca de larvas, essas deverdo ser coradas com lugol e

observadas com a objetiva de 40X, para identificagéo

5.7. DEFINICAO DE VARIAVEIS DO ESTUDO:

5.7.1. Faixa etaria

Foram incluidas no estudo, criancas e adolescentes, com idade de cinco anos até
dezenove anos, agrupadas nas seguintes faixas etrias (Marcondes & Setian & Carraza, 2002):
o Pré-escolares: 2 anos - 5 anos e 11 meses
e Escolares: 6 anos - 9 anos e 11 meses

e Adolescentes: 10 - 19 anos e 11 meses

5.7.2. Renda familiar

Adotou-se como base, o nimero de salérios minimos das pessoas que trabalhavam em
cada familia dos pacientes e do grupo controle, durante o periodo em que se realizou a coleta
de dados: outubro de 2002 a agosto de 2005.

Desse modo, no Brasil, em 2002, o salario minimo foi de R$ 200,00. Em 2003, o
governo federal determinou um salario minimo de R$240,00. Nos anos seguintes, 2004 e
2005, o salario minimo nacional foi respectivamente de R$ 260,00 e R$300,00 (Saléario
Minimo Brasileiro, 2009).
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5.7.3. Estado nutricional

Para avaliagdo do estado nutricional, foram utilizados os pardmetros peso e estatura,
aferidos no primeiro dia de atendimento das criancas e adolescentes com maléria e do grupo
controle. Para observar a evolucdo ponderal, durante 0 acompanhamento clinico e terapéutico
da malaria, aferiu-se o peso também em D7 e em D30.

A mensuragdo do peso foi realizada com a crianga ou adolescente em roupas intimas,
0s bragos estendidos ao longo do corpo com os dois pés apoiados na superficie de uma
balanca antropométrica.

A mensuracdo da altura foi realizada com a crianga em posicdo ereta, pés juntos,
joelhos estendidos, brago ao longo do corpo, olhando para frente.

O peso e a altura foram aferidos numa balanga antropométrica da marca Filizola
devidamente calibrada.

O estado nutricional foi obtido utilizando-se o indice de Massa Corporal (peso
dividido pelo quadrado da altura) para Criancas e Adolescentes do Center for Disease
Control and Prevention (CDC/USA, 2000). Trata-se de um método de rastreamento para
identificacdo de problemas relacionados com o peso, especifico para idade e sexo, com aval
da Academia Americana de Pediatria, para a faixa etaria de 2 aos 20 anos.

Classificacdo do estado nutricional utilizando-se o “IMC para o percentil para a
idade” (CDC/USA, 2000):

e Desnutri¢do: IMC abaixo do 5° percentil

e Eutrofia: IMC situado entre o 5° percentil até o 85° percentil

¢ Sobrepeso (risco para obesidade): igual ou maior que o 85° percentil, porém
inferior ao 95° percentil

e Obesidade: igual ou maior que o0 95° percentil

No Quadro 5.1, observa-se um exemplo do céalculo do indice de Massa Corporal, utilizando-
se a Tabela do CDC/USA (2000).
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Quadro 5.1- Calculo do indice de Massa Corporal em criangas e adolescentes.

Calculo: Sistema Métrico

Idade: 9 anos e 5 meses Sexo: feminino
Data de nascimento: 24 de junho de 1995 Altura: 130 cm
Data da avaliagdo: 02 de dezembro de 2004 Peso: 27.200g
Resultado

Segundo a altura e 0 peso essa crianga apresenta um IMC de 16,1.
Colocando esse resultado no IMC para idade no percentil 41 para
meninas com 9 anos e 5 meses, observa-se que essa crianca €

eutrofica.

0 5 85 95 100

[] Desnutrido, abaixo do 5° percentil [ ] Sobrepeso, entre 0 85°¢e 0 95° percentil

[ Eutréfico, entre 0 5%e 85° percentil [l Obesidade, igual ou maior que 95°
percentil

Fonte: Center for Disease Control and Prevention (CDC/USA,2000).

5.7.4. Anemia

A anemia foi definida de acordo com o critério da OMS (De Mayer, 1989, Dallman,

1996), que utiliza como parédmetro a taxa de hemoglobina, segundo idade e sexo:

Idade Taxa de hemoglobina
2-6 anos (ambos 0s sexos) Menor do que 11g%
7-9 anos (ambos 0s sexos) Menor que 12 g%
Igual ou maior de 10 anos (sexo feminino) Menor que 12 g%
Igual ou maior de 10 anos (sexo masculino) Menor que 13 g%

Quanto a intensidade, a anemia foi classificada em leve, se a hemoglobina fosse maior
que 10g%, porém abaixo do ponto de corte para sua definicdo segundo idade/sexo, conforme
determinado pelo critério da OMS, em moderada, se a hemoglobina estivesse entre 7 a 10
g% e em grave, se a hemoglobina estivesse abaixo de 7g% (DeMayer, 1989).

A classificagdo morfoldgica da anemia, baseada nos indices hematimétricos permitiu
classifica-las segundo os valores do Volume Corpuscular Médio (VCM) em normociticas
(VCM=80-100 fL), macrociticas (VCM acima de 100fL) ou microciticas (VCM < 80 fL) e da
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Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) em normocrémicas (HCM=27-32%), hipercrémicas
(HCM > 32%) ou hipocromicas (HCM< 27%) (Rosenfeld, 2000).

5.7.5. Palidez
A palidez foi avaliada pela inspegdo da palma da méo.
5.7.6. Recaida

Reaparecimento das manifestacBes clinicas de uma infeccdo pelo P. vivax,
provavelmente causada por uma nova invasdo dos eritrocitos por formas de origem hepética

(hipnozoitos) (Manual de Terapéutica da Malaria, 2001).

5.7.7. Re-infecgéo

Nova infeccdo malérica em um individuo que esteve por um determinado periodo
numa area endémica da doenca. Se o individuo reside numa area endémica de maléria, o
aparecimento de manifestagdes clinicas da doenca acompanhadas de um diagndstico positivo
para pesquisa de plasmddio pode indicar re-infeccdo ou recidiva (recaida para P. vivax,
recrudescéncia para P. falciparum), na dependéncia do tempo em que se deu o Ultimo

episddio de malaria (Manual de Terapéutica da Malaria, 2001).

5.7.8. Tratamento dos casos de malaria por Plasmodium vivax

Os casos de malaria por Plasmodium vivax foram tratados com cloroquina associada a
primaquina, segundo o que preconiza o Manual de Terapéutica de Malaria do Ministério da

Saude do Brasil (2001), com o seguinte esquema posoldgico:

e Cloroquina - 25 mg/kg (dose total, 3 dias)

1°dia - 10 mg/kg
2°dia e 3°dia - 7,5mg/kg
Apresentacdo: comprimidos 150 mg

e Primaquina — 0,50 mg/kg/dia (7dias)*
Apresentacdo: comprimidos 5 mg e 15 mg
* Em caso de recaida, a primaquina foi prescrita na mesma dosagem, porém por 14

dias.
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As doses dos antimaldricos foram calculadas por quilograma de peso com
aproximacdo para os limites superiores, sempre que o célculo forneceu resultados de
dificil ajuste posoldgico. Excetuando-se os finais de semana e feriados, os medicamentos
para maléria foram administrados sob supervisdo, pela equipe do Programa de Ensaios

Clinicos em Maléria do Instituto Evandro Chagas.

5.8. VALORES DE REFERENCIA:

Red Width Distribution (RDW): é o indice hematimétrico que avalia quantitativamente a
anisocitose, ou seja, € o coeficiente de variagdo do tamanho do eritrécito, cujo valor normal
varia de 11,5 a 14,5% (equipamento automatizado). Valores superiores a 14,5% indicam

deficiéncia de ferro (Garanito, 2008).

Ferritina: 30 a 300 ng/ml (Machado, 2008)
Reticuldcitos:1 a 1,5% (Lorenzi, 2003)
Leucdcitos e série diferencial: (Lorenzi, 2003).

Faixa de normalidade: 5.000 a 10.000 leucécitos/mm?®

Leucopenia: abaixo de 4.000 leucécitos/mm®
Plaquetas: (Garanito, 2008).

Faixa de normalidade: 150.000 — 300.000 plaquetas/mm?
Plaquetopenia: abaixo de 150.000 plaguetas/mm?

5.9. ANALISE ESTATISTICA:

Na avaliacdo dos resultados, foram utilizados procedimentos estatisticos descritivos
(média, desvio padrdo) e/ou analiticos, adotando-se 5% como nivel de significancia.

Para selecdo do teste estatistico realizou-se o teste d’Agostino para verificar se havia
uma distribuicdo normal dos resultados. Em caso afirmativo, testes paramétricos foram
utilizados. Por outro lado, testes ndo parametricos foram empregados se os dados estavam

dispostos de modo assimétrico.

95



- Estatistica analitica (Ayres et al., 2003):

e Teste exato de Fisher: prova ndo paramétrica com a finalidade de verificar se duas
amostras independentes provieram da mesma populacgdo. A probabilidade exata (valor de p)
é apresentada sob as formas unilateral e bilateral.

e Teste do Qui-quadrado: teste ndo paramétrico destinado a comprovar se duas amostras
independentes provieram da mesma populagdo. Os escores devem ser mensurados em nivel
nominal ou ordinal. Esse teste sofre a corre¢do de continuidade- Correcéo de Yates- quando
as amostras apresentam duas categorias (tabelas 2x2).

e Teste do Qui-quadrado de particdo: trata-se de um teste de independéncia do Qui-
quadrado, destinado para varias amostras dispostas em tabelas de contingéncia, para saber
em qual dos conjuntos testados ocorreu a associacao estatistica.

e Teste de Mann-Whitney (ou teste U): prova ndo paramétrica destinada a comparar duas
amostras independentes de mesmo tamanho ou de tamanho desigual, cujos escores tenham
sido mensurados pelo menos em nivel ordinal.

e Teste da Mediana: € um procedimento destinado a comprovar se duas amostras
independentes, de mesmo tamanho ou tamanho desigual, provieram da mesma populagéo
com o mesmo valor medio, mais precisamente o valor da mediana. Os escores de cada
amostra devem ser mensurados pelo menos em nivel ordinal.

e Teste Binomial de duas proporgdes: destina-se a testar a diferenga entre duas proporgdes
amostrais independentes, procurando-se determinar se a diferenca (p1l-p2) é de tal grandeza
que permita rejeitar a hipotese de nulidade. O tamanho de cada amostra deve ser suficiente
para a devida aproximacdo da distribuicdo binomial & curva normal, ou seja, quando
atendida duas condigBes: N1 p101>5 e n2p2Q2>35.

e Teste de Kruskall-Wallis (ou teste H): teste de analise de variancia, ndo paramétrico,
destinado a comparar trés ou mais amostras independentes do mesmo tamanho ou de
tamanho desigual, cujos escores devem ser mensurados pelo menos a nivel ordinal.
Equivale ao teste ANOVA com um critério.

e Teste de Friedmann: teste de analise de variancia, ndo paramétrico, destinado a comparar
trés ou mais amostras independentes do mesmo tamanho ou de tamanho desigual, cujos
escores devem ser mensurados pelo menos em nivel ordinal. Equivale ao teste ANOVA
com dois critérios. As amostras devem ter o mesmo tamanho, a fim de permitir a

comparacao entre todos os individuos submetidos ao teste.
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e Teste t de Student: teste paramétrico destinado a verificar se os dois grupos de escores dos
mesmos individuos, cujas unidades foram retiradas ao acaso da populacdo, tem por
diferenca média igual a zero. Os dados devem ser mensurados em escala intervalar ou de
razdes.

e Correlacdo linear de Pearson: proporciona verificar o grau de associagdo entre a variavel
x e a variavel y, mensuradas a nivel intervalar ou de razdes. O coeficiente de Pearson pode
variar de -1 a +1 e quanto mais proximo desses valores, mais forte a associacdo das
varigveis em exame. O escore zero indica auséncia de correlag&o.

e Correlacdo linear de Spearman: prova ndo parametrica com a finalidade de determinar o
grau de associacdo entre duas variaveis, mensuradas pelo menos em nivel ordinal e
dispostas em postos ordenados em duas séries: X e Y.

¢ Odds Ratio (OR): é um teste para propor¢des dispostas em tabelas de contingéncia 2x2, ou
seja, para duas amostras dicotomizadas, mensuradas em nivel nominal, o qual calcula a
vantagem (ou desvantagem) de um dos eventos- sucesso- em rela¢do ao outro. Quando o
indice é igual a unidade ndo h4 vantagem para quaisquer dos eventos. O resultado €
fornecido associado ao intervalo de confianca.

e Log-rank test: teste de andlise de sobrevivéncia, comparando-se duas amostras, cujas
observacdes foram efetuadas em periodos e intervalos idénticos.

e Correlacdo parcial: teste paramétrico para verificar o grau de associacdo entre duas ou
mais variaveis, a0 mesmo tempo em que se controla o efeito de uma terceira, a variavel z.

¢ Regressao linear multipla: teste para predizer o valor de uma varidvel dependente (Y) a

partir de duas ou mais variaveis independentes ou preditoras (X).

5.10. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seguindo o que determina a Resolugdo 196/96 da Comissdo Nacional de Etica em
pesquisa — CONEP, sobre as normas que regulamentam a pesquisa envolvendo 0s seres
humanos, esse estudo constou de um termo de consentimento livre e esclarecido, em duas

copias, para o pesquisador e para os familiares da crianca ou do adolescente (Anexo A).

5.11. COMITE DE ETICA EM PESQUISA:

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto Evandro Chagas, em
fevereiro de 2002 (Anexo C).
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5.12. FINANCIAMENTO:

A pesquisa teve o apoio financeiro do Fundo de Tecnologia do Estado do Para, do
Programa de Qualificagéo Interinstitucional da CAPES, envolvendo a Universidade do Estado
do Para e Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, com repasse de verbas para aquisicdo de material
bioldgico, realizacdo de testes laboratoriais e cumprimento de missdes de estudo no Rio de
Janeiro. Indiretamente, teve também auxilio financeiro do Instituto Evandro Chagas,
Fundacdo Oswaldo Cruz, do Centro de Hemoterapia do Pard e da Secretaria de Salde de
Augusto Correa, na realizacdo especifica de exames laboratoriais. A tese se insere no
Programa de Doutorado criado entre o Instituto Oswaldo Cruz, a Universidades Federal do
Para, a Universidade do Estado do Pard e o Instituto Evandro Chagas, beneficiando-se do

auxilio financeiro especifico dessas institui¢des.

58



6) RESULTADOS:

6.1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA:

Realizou-se um estudo longitudinal constituido de 81 criancas e adolescentes com
malaria por Plasmodium vivax e 40 individuos do grupo controle, os quais foram recrutados
no Programa de Ensaios Clinicos em Maléria do Instituto Evandro Chagas (Belém/Para) e no
Servico de Diagnostico de Maléria, no municipio de Augusto Correa (Belém/Pard), no
periodo de outubro de 2002 a agosto de 2005.

O grupo amostral foi analisado de duas maneiras:

a) Comparacéo pareada por sexo e idade entre 40 pacientes e 0 grupo controle;

b) Comparagdo entre 81 pacientes e o grupo controle

Por ndo ter havido diferenca significativa na analise das variaveis estudadas nessas
comparagdes, optou-se por apresentar os resultados considerando o grupo total de pacientes
(81) e individuos do grupo controle (40).

A maioria dos pacientes (54,3%) adquiriu maléria em Augusto Correa; 24,7% eram
oriundos de outros municipios do Para ou da Guiana Francesa e 21% da Area Metropolitana
de Belém.

Do total de casos, 77,8% eram autdctones, enquanto que 22,2% adquiriram malaria
fora da localidade onde residiam em férias ou em atividades de lazer.

A média de idade foi similar entre os pacientes e o grupo controle, respectivamente de
11,3 £ 3,9 anos e de 10,9 £3,0 anos (p= 0,6896, teste de Mann-Whitney).

A Tabela 6.1 apresenta a distribuicdo de dados demogréficos e sécio-econdmicos no
grupo com malaria vivax e no grupo controle. A distribuicdo foi semelhante quanto ao sexo e
houve predominio de adolescentes. A maioria era eutrofica; 68,4% das maes possuiam o0
primeiro grau de escolaridade. O sustento familiar era garantido por um ou menos de um

salario minimo em pouco mais da metade da casuistica.
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Tabela 6.1- Distribuicdo de variaveis demograficas em criancas e adolescentes com malaria vivax e do

grupo controle atendidas no Instituto Evandro Chagas/Secretaria de Vigilancia em Salde/ Ministério

da Saude (Belém/Pard) e no Servico de Diagndstico de Malaria da Secretaria Municipal de Salde de

Augusto Correa (Para), no periodo de outubro de 2002 a agosto de 2005.

Pacientes Controle Valor do p
n (%) n (%)
Sexo
Masculino 47 (58) 22 (55)
Feminino 34 (42) 18 (45) p=0,9037 *
Total 81 (100) 40  (100)
Faixa Etéria
Pré-escolares 8 (10) 1 (2,5)
Escolares 25 (30,8) 12 (30) p=0,3232 **
Adolescentes 48 (59,2) 27  (67,5)
Total 81 (100) 40  (100)
Estado Nutricional
Eutrofia 70 (87,6) 25 (83,3)
Desnutricdo 5 (6,2) 4 (13,3) p=0,4227 **
Sobrepeso/obesidade 5 (6,2) 1 (3,4)
Total 80 (100) 30  (100)
Escolaridade Materna n (%)
Analfabeta 8 (10,1)
1° grau incompleto 50 (63,3)
1° grau completo 4 (5,1) -
2° grau incompleto 6 (7,6)
2° grau completo 10 (12,6)
Superior 1 (1,3)
Total 79 (100)
Renda Familia n (%)
Menos ou um salario minimo 44 (54,3)
Dois salarios minimos 19 (23,5)
Trés salarios minimos 9 (11,1) -
Quatro ou mais salarios minimos 9 (11,1)
Total 81 (100)

* Teste do Qui-quadrado

** Teste do Qui-quadrado de particdo

Nos pacientes classificou-se a doenca atual como primeiro episodio de maléria

(primoinfeccdo) ou episddio com histdria passada da doenca. Para 43,2% (35/81) tratava-se

do primeiro episodio de malaria (Tabela 6.2).
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Tabela 6.2 - Episddios de malaria em criangas e adolescentes com diagndstico atual de malaria.

Episodio anterior de malaria n (%)
Nenhum 35 43,2
Um episodio 21 26,0
Dois ou trés episodios 16 19,7
Quatro ou mais episodios 9 111
Total 81 (100)

Comparado ao episodio atual, o Gltimo episédio de malaria tinha ocorrido entre um a
trés meses em 37,0% (17/46), entre quatro a seis meses em 15,2% (7/46) e entre oito meses
até sete anos em 30,4% (14/46) das criangas e adolescentes. Em 17,4% (8/46) néo foi possivel

determinar o tempo decorrido desde a ultima maléria.
6.2. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO DO Plasmodium vivax:

Ao primeiro dia de atendimento, a parasitemia foi quantificada em 95,1% (77/81) dos
pacientes, em nimero de parasitos (formas assexuadas) por mm?® de sangue e aferida em
cruzes em 4,9% (4/81) deles. A contagem média das formas assexuadas foi de 6.543 + 9.872
parasitos/mm®, mediana= 3.000 parasitos/ mm?®, sendo a menor parasitemia de 100
parasitass/mm® de sangue e a maior parasitemia de 57.500 parasitos/mm°.

A pesquisa de plasmddio no sangue periférico se revelou negativa em D1 (segundo dia
de tratamento) em 9,9% (8/81) dos pacientes, em D2, a freqiiéncia cumulativa foi de 59,2%
(48/81) e em D3 de 92,6% (75/81). Dos seis pacientes restantes, cinco tiveram gota espessa
negativa em D4 e um em D6, de modo que no controle pés-tratamento (D7), a parasitemia se
encontrava negativa em todos os pacientes.

A Figura 6.1 mostra que o nimero medio de formas assexuadas de P. vivax foi
significativamente maior no subgrupo com primoinfeccdo do que no subgrupo com passado
de maléria, respectivamente 9.311+ 11.369 parasitos/mm? e 4.236 + 7.841 parasitos/mm?® de

sangue (p= 0,0010; teste de Mann-Whitney).
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Figura 6.1- Média de formas assexuadas de P. vivax/mm® no sangue de criancas e adolescentes com

malaria segundo subgrupo: primoinfeccdo e passado de malaria.

Observou-se também associacdo entre o desaparecimento da parasitemia e a presenga
ou auséncia de passado malarico (p=0,0001, teste do Qui-quadrado de particdo). O
clareamento da parasitemia ocorreu até D2 (terceiro dia de tratamento) em 75,6% e até D3
(quarto dia de tratamento) em 100% das criangas e adolescentes que ja tinham tido maléria.
Por outro lado, naquelas com primoinfec¢do, menos da metade (42,4%) apresentava gota
espessa negativa em D2. No dia subsequente (D3), houve um aumento para 90,1%, porém o

restante teve gota espessa negativa no quinto ou no sexto dia de tratamento.
6.3. MANIFESTACOES CLINICAS NA MALARIA vivax:

Os sinais e sintomas em criangas e adolescentes com maléria vivax no primeiro dia de
atendimento (DO) estdo representados na Figura 2, onde se observa que os componentes da

triade malarica, febre, calafrio e cefaléia estiveram presentes respectivamente em 92,6%,
90,1% e em 77,8%.
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Esplenomegalia 14,8 (12/81)
Hepatomegalia 9,9% (8/81)
Ictericia 6,2% (5/81)

9 Palidez palmar 88,9% (72/81)
» Urina escura 65,4% (53/81)

Dor abdominal 49,4% (40/81)

» Anorexia 84,0% (68/81)
Astenia 81,5% (66/81)

3 Cefaléia 77,8% (63/81)
Calafrio 90,1% (73/81)
Febre 92,6% (75/81)
0 20 40 60 80
Numero de Pacientes

Sinais e Sintomas (DO0) *

Figura 6.2 - Sinais e sintomas de criancas e adolescentes com malaria vivax no primeiro dia de
atendimento.

No grupo com malaria, a palpacdo abdominal revelou 9,9% (8/81) de hepatomegalia
(média de 1,5 cm, abaixo do rebordo costal direito) e 14,8% (12/81) de esplenomegalia
(média de 2 cm, abaixo do rebordo costal esquerdo).

A frequéncia da triade malaria foi similar nos pacientes com primoinfecgdo e naquelas
com passado de maléria (p=0,6125, teste do Qui-Quadrado de parti¢&o).

A palidez foi um evento mais frequentemente observado no grupo com maléria
(88,9%; 72/81) do que no grupo de criangas e adolescentes controle (64,5%; 19/31).

Nos pacientes, a sensibilidade da palidez em diagnosticar anemia foi de 77,1%,
enquanto que a especificidade foi de 55,5%.

A avaliacdo clinica de palidez pela inspecdo da palma da mao mostrou-se Util como

diagndstico presuntivo de anemia (p=0,0139, teste de Mac Nemar).
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- Evolugdo das manifestaces clinicas:

A Figura 6.3 apresenta a evolugdo dos sinais e sintomas observados no dia do
diagndstico e nos dias subsequentes de acompanhamento. Em D3-D4 (respectivamente quarto
e quinto dia de tratamento) verifica-se que houve um declinio acentuado da febre, do calafrio
e da cefaléia. Em D7, os pacientes ndo se queixavam mais de febre, embora, um pequeno
namero ainda referisse calafrio e principalmente cefaléia, que ndo foram mais mencionados
em D30. Sintomas tais como anorexia, astenia e dor abdominal também foram diminuindo
gradativamente, entretanto, ainda foram citados no primeiro controle de cura (D30). A
palidez, presente em 88,9% (72/81) em DO, persistiu com frequéncia elevada durante todo o
seguimento, respectivamente 80% em D7 e 28,4% em D30. A ictericia foi observada em um
namero reduzido de pacientes, praticamente desaparecendo em D7. Em algumas criangas e
adolescentes houve referéncia de que a urina se apresentava de coloragao escura até o final do

tratamento. A hepatoesplenomegalia ndo foi mais detectada pela palpacdo abdominal em D7.
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% Cefaléia 20
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40 30+ 30 55
30 20
20 516 an 118 11
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DO D3-D4 D7 D14 D30 DO D3-D4 D7 D14 D30
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807 7, 7 Palidez 10{ 9
65 MIctericia B Hepatomegalia
8 B Esplenomegalia
6l 6
4
4,
2,
| ol 0 0 00 00
D0 D3-D4 D7 D14 D30 DO D3-D4 D7 D14 D30

Figura 6.3- Evolucgdo dos sinais e sintomas de criangas e adolescentes com maldria vivax do primeiro

dia de atendimento até o primeiro controle de cura.
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- Evolugdo ponderal durante acompanhamento clinico em criangas e adolescentes com

maléria vivax:

No primeiro dia de atendimento (DO) foram aferidos peso e altura permitindo
caracterizar o estado nutricional dos grupos estudados (Tabela 1). Durante 0 acompanhamento
clinico, aferiu-se somente o peso em D7 e D30, sem que houvesse diferenca significativa nos
valores observados (p=0,9521, teste de Kruskal-Wallis): Em DO, a média de peso foi de 36,1
+ 17,9 kg, com reducdo para 35,6 + 17,8 kg no final do tratamento (em D7) e com aumento

para 36,7 £ 18,7 kg) no primeiro controle de cura (em D30).

6.4. ANEMIA NA MALARIA vivax:

Os pacientes com maléria tiveram 2,7 vezes mais chance de apresentar anemia do que
individuos do grupo controle [OR= 2,6690, p=0,0258, 1C(95%)=1,1975 - 5,9487]. A anemia
foi significativa nas criangas e adolescentes com maléria (p=0,0001; teste de Mann-Whitney),
com média de hemoglobina de 11,2 + 1,93g% contrastando com o valor médio de 12,3 +
1,17g% no grupo controle (Figura 6.4). Os valores minimos encontrados para a taxa de
hemoglobina foram respectivamente de 5,1g% e 10,0g% para os pacientes e individuos do

grupo controle.
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Figura 6.4 - Comparagdo da taxa média de hemoglobina no grupo com malaria e no grupo controle.

Pacientes com primoinfeccdo ou com passado de maléria tiveram taxas médias
similares de hemoglobina, respectivamente 11,1 + 2,.329% e 11,2 £ 1,579% (p=0,8629, teste
de Mann- Whitney).

A Figura 6.5 apresenta a distribuicdo da anemia, observada em 75% (59/79) dos
pacientes e em 52,5% (21/40) dos individuos do grupo controle (p=0,0258, teste do qui-
quadrado, pos correcdo de Yates), segundo a intensidade: leve, moderada, grave. No grupo
com malaria, 66,1% possuiam anemia leve, 30,5% moderada e 3,4% anemia grave. No grupo

controle observou-se somente anemia leve.
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Figura 6.5- Distribui¢do da anemia (leve, moderada, grave) no grupo com malaria e no grupo controle.

O percentual de anemia leve foi similar nos dois grupos (p=0,2503, qui-quadrado).
Entretanto, a anemia moderada foi significativamente mais frequente nos pacientes com
malaria (p=0,0002, teste exato de Fisher, bilateral). Ainda nesse grupo, foram observados
casos de anemia grave, ausentes no grupo controle, mas esta diferenca ndo alcancou
significancia estatistica. Considerando-se, porém, conjuntamente anemia moderada/grave,
houve significancia no grupo com malaria (p=0,0001, ndo anémicos X anemia
moderada/grave, p=0,0010, anemia leve x anemia moderada/grave, teste exato de Fisher,
bilateral) (Tabela 6.3).
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Tabela 6.3 - Comparagdo dos diferentes graus de anemia em criancgas e adolescentes com malaria e em
individuos do grupo controle.

Intensidade da Anemia Pacientes Controles  Valor de p
N&o Anémicos 20 19 0,2503?
Anemia Leve 39 21
N&o Anémicos 20 19 0,0002°

Anemia Moderada 18 0
N&o Anémicos 20 19 0,4902°
Anemia Grave 2 0
N&o Anémicos 20 19 0,0001°
Anemia Moderada/Grave 20 0
Anemia Leve 39 21 0,0020°
Anemia Moderada 18 0
Anemia Leve 39 21 0,5447"
Anemia Grave 2 0
Anemia leve 39 21 0,0010°
Anemia Moderada/Grave 20 0

a) Teste do Qui-quadrado, pos correcdo de Yates
b) Teste exato de Fisher, bilateral

6.5. FATORES INDUTORES DE ANEMIA:

6.5.1. Defeitos enziméticos dos eritrdcitos, hemoglobinopatias

A deficiéncia de glicose 6 fosfato desidrogenase foi detectada em 3,8% (3/80) dos
pacientes com maléria e em 6,1% (2/33) dos individuos do grupo controle. Ao contrario do

traco falciforme (Hb AS): um caso entre os pacientes (1,2%; 1/80) e um caso no grupo

controle (3%; 1/34), a doenga falciforme (Hb SS) ndo foi observada (Figura 6.6).
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* p=0,6215; qui-quadrado de particdo ** p=1,0000; teste exato de Fisher,bilateral

Figura 6.6 - Frequéncia de glicose 6 fosfato desidrogenase e do traco falciforme no grupo com maléria

e no grupo controle.

A Tabela 6.4 informa sobre presenca ou auséncia de anemia em portadoras de
deficiéncia de glicose 6 fosfato desidrogenase (G6PD) ou com traco falciforme em criangas e

adolescentes com malaria vivax e naquelas pertencentes ao grupo controle.

Tabela 6.4 - Avaliacdo individaula da taxa de hemoglobina de criancas e adolescente com malaria e

sem malaria com deficiéncia de glicose 6 fosfato desidrogenase ou com traco falciforme.

Taxa de Hemoglobina

Paciente Controle
Deficiéncia de G¢PD 13,6 g% (ndo anémico) 13,59% (ndo anémico)
11,79% (anemia leve) 11,7 g% (anemia leve)

11,49% (anemia leve)

Trago falciforme 11,89% (anemia leve) 11,79% (anemia leve)

Mesmo excluindo-se os individuos portadores de deficiéncia de G6PD ou com traco
falciforme, os resultados observados na Figura 4 se mantiveram inalterados: presenca de
anemia significativa em criangas e adolescentes com malaria (p=0,0001; teste de Mann-
Whitney).
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6.5.2. Estado Nutricional

As criancas e adolescentes com malaria vivax e as do grupo controle eram na maioria
eutroficas (Tabelal). A desnutricdo, presente em 6,2% do grupo com maléria e em 13,3% do

grupo controle, ndo esteve associada & anemia (p= 0,5891, teste do qui-quadrado de particéo).

6.5.3. Parasitoses Intestinais

Houve uma distribuicdo homogénea de positividade no exame de fezes para helmintos
e protozoérios nos grupos estudados (p=0,5632, teste do qui-quadrado). Ascaris lumbricoides,
Trichocephalus trichiurus, Enterobius vermicularis, Ancilostomideos, Strongiloides
stercoralis, Giardia lamblia e Entamoeba histolytica foram observados isolados e/ou em
associacdo, respectivamente em 78,5% (62/79) das criangas e adolescentes com malaria vivax
e em 71,4% (35/40) no grupo controle.

Dentre as criancas e adolescentes com maléria, 57% albergavam somente uma espécie
de parasito intestinal, 27,8% duas espécies e o restante, 14,7%, trés ou mais espécies de
parasitos intestinais.

Né&o foi observada relacdo entre anemia e positividade no exame parasitologico de
fezes em criancas e adolescentes com ou sem maléaria vivax (respectivamente, p=0,3389,
p=1,0000, testes de Fisher). Essa auséncia de relagéo entre os dois pardmetros se manteve ao
se estratificar os exames de fezes positivos para ancilostomideos (isoladamente ou em
associagdo) em ambos os subgrupos (p= 0,2062, p=0,9995, testes de Fisher, respectivamente

para o grupo de maldria vivax e para o grupo controle).

6.5.4. Intervalo de tempo decorrido para diagndstico de malaria

O tempo decorrido entre o inicio da sintomatologia e o diagnéstico de malaria (gota
espessa) variou de 1 a 45 dias, com média de 6,2 + 6,5 dias e mediana de 4 dias.

Na Tabela 6.5 observa-se que o intervalo de tempo decorrido para o diagnostico
apresentou correlagdo positiva com a parasitemia (p= 0,0037, rs= 0,3266, correlacdo linear de

Spearman) e tendéncia para um resultado significativo para a taxa de hemoglobina.
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Tabela 6.5 - Correlagdo entre o intervalo de tempo para o diagnostico com a parasitemia e da

parasitemia com a taxa de hemoglobina em criancas e adolescentes com malaria.

Variaveis Teste Estatistico Valor de p

Intervalo de tempo para o

diagnostico Coeficiente de Spearman p=0,0037
X (rs= 0,3266)
Parasitemia
(77/81)
Parasitemia
X Correlacdo de Spearman p=0,0738
Taxa de hemoglobina (rs= 0,2022)
(75/81)

Com a finalidade de verificar se a correlagdo entre intervalo de tempo decorrido para o
diagndstico e parasitemia poderia sofrer influéncia do estado imunitario do individuo
(avaliado indiretamente pelo passado de maléaria), introduziu-se uma terceira variavel
(varidvel Z): histéria pregressa de malaria. Observou-se que quanto maior o numero de
episddios de malaria apresentado pelo paciente, mais fraca era a correlacdo entre tempo de
doenca e parasitemia (p=0,0011, r XY =-0,0377; p=0,0038, r X Y.Z= - 0,3391, correlacéo
parcial).

A tendéncia observada para a correlagdo intervalo de tempo decorrido para o
diagndstico e a taxa de hemoglobina (Tabela 6.5) pode ser confirmada pela analise de
regressdo multipla. Neste teste, a taxa de hemoglobina foi influenciada pelo intervalo de
tempo decorrido para o diagnostico e pelo desaparecimento da parasitemia, dentre outras
variveis analisadas (nimero de episddios de maléria, parasitemia, ferritina) (p=0,0030;
p=0,0002 para intervalo de tempo decorrido para o diagndstico e p= 0,0259 para o
desaparecimento da parasitemia; Regressdo linear multipla).

Do mesmo modo, o intervalo de tempo decorrido para o diagndstico também esteve
associado com a intensidade da anemia, moderada e moderada/grave, apresentada pelo
pacientes (p<0,05, teste de Mann-Whitney) (Tabela 6.6).
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Tabela 6.6 - Relacdo entre intensidade da anemia e o intervalo de tempo decorrido para o diagndstico

de maléria vivax em criangas e adolescentes.

Intervalo de tempo decorrido para o diagndstico de malaria vivax Valor de p*
(Média, Desvio Padréo)

Anemia Leve
(5,1 + 3,9 dias) 03169
Ndo Anémicos Anemia Moderada 0.0452
(4,0 + 3,1 dias) (7,4 £5,9 dias) ’
Anemia Moderada/Grave 0,0167

(8,6 = 6,7 dias)

Anemia Moderada
Anemia Leve (7,4 £ 5,9 dias) 0,1778
(5,1 + 3,9 dias)
Anemia Moderada/Grave
(8,6 + 6,7 dias) 0,0599

*Teste de Mann-Whitney
6.6. PERFIL HEMATOLOGICO NA MALARIA vivax:

6.6.1. Avaliacdo da morofologia dos eritrdcitos

Os dados da Figura 6.7 se referem as alteracdes na morofologia dos eritrocitos
avaliada no distendido sanguineo (esfregaco periférico) tais como anisocitose, poiquilocitose,

microcitose, anisopoiquilocitose, hipocromia (isoladas ou associadas), significativas no grupo
com malaria (24,3%; 18/74) (p=0,0416, teste exato de Fisher, bilateral).
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p=0,0416; teste exato de Fisher, bilateral

Figura 6.7- Distendido sanguineo (esfregaco) em criancas e adolescentes com malaria e sem malaria

(grupo controle)

Durante o acompanhamento clinico-laboratorial dos pacientes com malaria observou-
se uma diminuic&o nas alteracdes dos eritrocitos no distendido sanguineo em DO, em D7 e em
D30: respectivamente 22,4% (15/67), 16,4% (11/67) e 1,5% (1/67). O declinio na prevaléncia
foi significativa entre D7 e DO (p=0,0112, teste dos sinais, bilateral) e entre D30 e D7
(p=0,0009, teste dos sinais, bilateral) (Figura 6.8).
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Figura 6.8 — Resultado dos exames de distendido sanguineo no primeiro dia de atendimento (D0), no
final do tratamento (D7) e no primeiro controle de cura (D30) em criangas e adolescentes com maléria

(amostra pareada).
6.6.2. Série Vermelha

A Tabela 6.7 apresenta os componentes da série vermelha na casuistica estudada, em
que se verifica que os valores médios de hemoglobina, eritrocitos e hematécrito foram
significativamente menores nos pacientes do que no grupo controle (p=0,0001, teste de Mann-
Whitney). Por outro lado, o grupo controle teve média de HCM (hemoglobina corpuscular
média) e média de CHCM (concentragdo de hemoglobina corpuscular média)
significativamente menores do que aquelas observadas nas criancas e adolescentes com
malaria (respectivamente, p=0,0465; p=0,0001, teste de Mann-Whitney).
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Tabela 6.7 - Valores dos componentes da série vermelha (média e desvio padrdo) em criangas e

adolescentes com malaria e no grupo controle.

Pacientes Controle Valor de p*
Média + DP Média + DP
Hemoglobina (g%) 11,2+1,93 12,3+ 1,05 0,0001
Eritrécitos (mm®) 4.094,177 + 704.985 4.699,743 + 484.862 0,0001
Hematdcrito (%) 33,3+5,72 37,60+ 3,50 0,0001
VCM (fL) 81,73+ 4,92 80,46 + 6,02 0,3732
HCM (%) 27,28+ 2,04 26,29 + 2,41 0,0465
CHCM (%) 33,46 + 1,07 32,65+ 0,92 0,0001
RDW (%) 149+ 2,32 14,25 + 2,40 0,3571

* Teste de Mann-Whitney

A interpretacdo dos indices hematimétricos demonstra que nas criangas e adolescentes
com maléria houve um predominio de anemia normocitica e normocrémica (55,7%; 44/79)
enquanto que no grupo controle, 44,8% (17/38) apresentavam anemia do tipo microcitica e
hipocromica.

O indice de variacdo no volume dos eritrocitos (RDW) foi similar nos grupos
estudados (p= 0,3571, teste de Mann-Whitney), com média de 14,9 + 2,3% nos pacientes e

14,2 +2,4% nas criangas e adolescentes do grupo controle.

6.6.3. Série Branca

Valores significativamente mais baixos de leucocitos foram observados no grupo com
malaria em relagdo ao grupo controle (p=0,0001, teste de Mann-Whitney), respectivamente
4.839 + 2.021 leucdcitos/mm? para o primeiro grupo e de 7.137 + 2.284 leucécitos/mm? para
0 segundo. Os pacientes apresentaram um valor minimo de 1.400 leucécitos /mm® enquanto
nos individuos do grupo controle este valor foi de 3.300 leucécitos/ mm®.

A maioria (64,5%; 51/79) das criancas e adolescentes com malaria apresentou
leucdcitos na faixa de normalidade, 34,2% (27/79) tiveram leucopenia (valores abaixo de
4.000 leucécitos/mm®) e 1,3% (1/79) leucocitose.

Na Figura 6.9 observa-se a contagem diferencial dos leucdcitos (em ndmeros
absolutos) entre os pacientes e individuos do grupo controle. As criancas e adolescentes com
malaria apresentaram valores médios significativamente menores de eosinofilos, de

segmentados e de linfdcitos e significativamente maiores de bastdes (p<0,05, testes de Mann-
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Whitney). A média de baso6filos e mondcitos foi semelhante nos dois grupos (p>0,05; testes
de Mann- Whitney).

Eosinofilos (918)*

Eosindfilos ( 234) = Con_trole
Basofilos 5363** Pacientes
Basofilos (25
Bastoes (36) ***
Bastdes (85)
Segmentados %3.089%****
Segmentados (1.801
Linfocitos 22.7313 ERIIIS
. Linfocitos (2.319
Monacitos (330) ******
Mondcitos (368)
T T : |
0 1000 2000 3000 4000

*p=0,0001 (teste de Mann-Whitney) **p=0,8395 (teste de Mann-Whitney)
***p=0,0181 (teste de Mann-Whitney) ****p=0,0001 (teste de Mann-Whitney)
**xx*p=0,0161 (teste de Mann-Whitney) ******p=0,0776 (teste de Mann-Whitney)

Figura 6.9 - Contagem diferencial média de leucocitos (em ndmeros absolutos) em criangas e

adolescentes com malaria e sem malaria (grupo controle)

6.6.4. Série Plaquetaria

Os pacientes apresentaram média de plaquetas (138.405 #+ 85.375/mm’)
significativamente menor do que nos individuos do grupo controle (274.789 + 82.860//mm?)
(p=0,0001, teste de Mann-Whitney). Plaquetopenia (valores abaixo de 150.000/mm?®) foi
observada em 67,1% (53/79) destes pacientes. Nestas criangas e adolescentes com
plaquetopenia, 7,5% (4/53) apresentavam plaquetas abaixo de 50.000/mm?, sem evidéncia de
sangramento.

O valor minimo observado foi de 14.000 plaquetass/mm® em criancas e adolescentes
com maldria e de 156.000 plaquetas/mm? naquelas sem malaria.

Houve uma correlag&o positiva, porém destituida de significancia, entre a contagem de

plaquetas e a taxa de hemoglobina (p=0,5170, rs=0,0740, Correlacdo linear de Spearman).
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A Tabela 6.8 apresenta um resumo das diferengas significativas nos valores de
hemoglobina, leucdcitos e plaquetas nas criancas e adolescentes com maléaria em relacdo ao

grupo controle.

Tabela 6.8- Hemograma em criancas e adolescentes com maléaria e no grupo controle.

Hemograma Pacientes Controle Valor do p*
Média + DP Média + DP
Hemoglobina (g%) 11,2 £1,93 12,3 +1,17 0,0001
Hematdécrito (%) 33,3+ 5,72 37,3 + 3,85 0,0001
Eritrocitos (mm®)  4.094,177 +704.985 4.626,938 + 496.454 0,0001
VCM (fL) 81,73 + 4,92 81,02 + 5,85 0,4838
HCM (%) 27,28 £2,04 26,67 + 2,44 0,1810
CHCM (%) 33,46 + 1,07 32,89 + 1,11 0,0029
Leucacitos (mm®) 4.839 +2.021 7.137 +2.284 0,0001
Média Média

Basofilos (mm?®) 25 38 0,5816
Eosinofilos (mm®) 234 1.012 0,0001
Bastdes (mm®) 85 35 0,0118
Segmentados (mm?®) 1.801 2.850 0,0005
Linfocitos (mm?®) 2.319 2.831 0,0019
Mondcitos (mm®) 368 361 0,6820
Plaquetas (mm®) 138.405 + 85.375 274.789 + 82.860 0,0001

* Teste de Mann-Whitney

Na Tabela 6.9 observa-se que, a excecdo das plaquetas que apresentaram valores
medios significativamente menores nos primoinfectados do que naqueles com passado de
malaria (p=0,0001, teste de Mann-Whitney), os demais elementos do hemograma foram

semelhantes em ambos 0s subgrupos.

Tabela 6.9 - Hemograma em criangas e adolescentes com malaria vivax com primoinfeccdo ou com

histéria anterior de maléria.

DO Primoinfeccéo Histdria anterior de malaria Valor dep *
(X +DP) (X +DP)
Hemoglobina 11,1 +£2,32 g% 11,2+ 1,57 g% 0,8629*
Eritrocitos 4.072,571 +858.570 /mm® 4.111,363 + 563.917/mm?® 0,6749*
Hematocrito 32,94 £6,70% 33,57 £4,90% 0,4385*
Leuc6citos 4.980 + 1.922/mm? 4.727 + 2.113/mm?® 0,6009*
Plaguetas 115.971 + 71.630/mm° 156.250 + 91.812/mm° 0,0001*

* Teste de Mann-Whitney
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6.6.5. Reticuldcitos

As criangas e adolescentes com malaria e as pertencentes ao grupo controle
apresentaram reticuldcitos dentro dos valores considerados normais (0,5 a 1,5%). Entretanto,
como observado na Figura 6.10, a media de reticuldcitos foi significativamente maior

naquelas com malaria (p=0,0062,teste de Mann-Whitney).

DP= 0,9%0

DP=0,8%0

Taxa de reticulécitos (20
|_\
|

Pacientes Controle

p=0,0062; teste de Mann-Whitney

Figura 6.10- Média de reticuldcitos em pacientes e individuos do grupo controle.

6.6.6. Ferritina

Os valores médios de ferritina, dosada em 86,5% (70/81) dos pacientes e em 77,5%
(31/40) dos individuos do grupo controle foram respectivamente 262 +173,0 ng/ml e 51 + 52,9
ng/ml, dentro dos padrdes de referéncia (30 a 300 ng/ml). Entretanto, as criangcas e
adolescentes com maléria tiveram valores significativamente mais elevados do que os
apresentados pelo grupo controle (p=0,0001, teste de Mann-Whitney).

Os valores mais elevados de ferritina no grupo com malaria estiveram
significativamente presentes em criancas e adolescentes com primoinfeccdo pela malaria (315
+168,4 ng/ml) do que naquelas com passado de maléria (224 £168,3 ng/ml) (p=0,0182, teste
de Mann-Whitney).

78



Os niveis de ferritina sérica foram diretamente proporcionais a taxa média de
hemoglobina circulante nos pacientes, porém sem significancia (p=0,5495, rs=0,0727,
correlagdo linear de Pearson).

A correlacdo entre parasitemia e taxa de hemoglobina ndo foi significativa, o oposto
do observado para os leucdcitos e para a ferritina, que apresentaram uma correlagéo positiva e
significativa. As plaguetas também tiveram uma correlacdo significativa, mas negativa com a

parasitemia. (Tabela 6. 1)

Tabela 6.10. Correlagdo entre parasitemia e média de hemoglobina, de leucécitos, de plagquetas e de

ferritina sérica em criancas e adolescentes com malaria vivax.

Variaveis Correlacio de Spearman Valor de p
Parasitemia
X Coeficiente de Spearman p=0,1918
Hemoglobina (D0) (rs=0,1513)
(76/81)
Parasitemia
X Coeficiente de Spearman p= 0,0461
Leucograma (rs= 0, 2309)
(75/81)
Parasitemia
X Coeficiente de Spearman p= 0,0405
Contagem de plaquetas (rs= -0, 2371)
(75/81)
Parasitemia
X Coeficiente de Spearman p=0,0102
Ferritina sérica (rs= 0,3138)
(66/81)
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ACOMPANHAMENTO DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS EM CRIANCAS E
ADOLESCENTES COM MALARIA vivax:

6.7.1. Série Vermelha

A Figura 6.11 aresenta a evolucéo dos niveis de hemoglobina. Observa-se que a media
de hemoglobina apresentada pelos pacientes no inicio do tratamento (11,2 + 1,91g%) se
manteve em D7 (11,0 £ 1,51 g%), antes de se elevar significativamente em D30 (12,4% +*
1,29 g%) (p= 0,0001; D30 x DO, D30 x D7, teste de Friedman). Os valores minimos
encontrados em DO e em D7 foram compativeis com anemia grave (respectivamente,
Hb=5,1g% e Hb=6,49%) e em D30 com anemia moderada (Hb=9,89%).

14
DP=21,29
12 D [DPzil,Sl
(15}
=
2 |y 1
o
2 | )
g 11,0 g%
I 6 -
(5]
o
]
4
g
2 -
O .
DO D7 D30

p=0,001, teste de Friedman (D30 x DO; D30 x D7)

Figura 6.11- Média de Hemoglobina ao primeiro dia de atendimento (D0), ao final do tratamento (D7)

e ao primeiro controle de cura (D30) em criangas e adolescentes com malaria (amostra pareada).

No final do tratamento, 83%(67/81) das criangas e adolescentes apresentavam anemia.
Desse total, 67,2% (45/67) tinham anemia leve, 31,3% (21/67) anemia moderada e 1,5%

(1/67) anemia grave. No primeiro controle de cura, embora um pouco mais da metade néo
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apresentasse mais anemia, essa ainda foi observada em 45,3% (34/75) das criangas e
adolescentes. Dentre aquelas com anemia, 94,1% tinham anemia leve e o restante, anemia
moderada.

No primeiro controle de cura (D30) verifica-se, na Figura 6.12, que houve uma
elevacdo significativa da média do hematocrito (p=0,0001, D30 x DO, D30 x D7, teste de
Friedman) e dos eritrocitos (p=0,0001, D30 x DO, D30 x D7, teste de Friedman), em relacdo

aos valores do inicio e do final do tratamento.

He matacrito (%) Eritrécitos (mm?3)
0 - DP=£3,7 %
DP=%56% DP=t49% t LY _ DP==+472.434
35 = I DP=£706.023 pp=+605.643 T
L
30 - 4000000 mEl
25 37,5% =
33,4% , ©
0! 2000000 &
o
in
15 <
0
10 DO DO D7 D30
D7 D30
p=0,0001; teste de Friedman (D30 x DO; D30 x D7) p=0,0001; teste de Friedman (D30 x DO; D30 x D7)

Figura 6.12- Valores médios de hematdcrito e do nimero de eritrocitos em DO, D7 e D30 em criangas
e adolescentes (amostra pareada).

O volume corpuscular médio (VCM) teve um aumento significativo durante o
acompanhamento clinico de 81,6 +5,0 fL em DO para 82,3 + 5,0 fL em D7 e para 83,6
5,7fL em D30 (p=0,0001, D30 x DO; D30 x D7, teste de Friedman). A hemoglobina
corpuscular média se manteve estavel entre DO (HCM=27,2 + 2,1%) e D7 (HCM= 27,2
+1,9%), elevando-se significativamente em D30 (HCM=.27,5 + 2,1%) (p=0,0191, D30 x D7,
teste de Friedman). A concentracdo de hemoglobina corpuscular média em D30 estava
significativamente diminuida (CHCM= 32,8 + 0,8%), comparada & média obtida em D7
(CHCM=33,0 £1,2%) e em D0 (CHCM=33,5% * 1,1%) (p=0,0002, D30 x D7, D30 x DO;
teste de Friedman).
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Ocorreu um aumento significativo da média de reticuldcitos em D7 se comparado com
os resultados obtidos em DO e em D30 (p=0,0001; D7 x DO; D7 x D30, teste de Friedman)
(Figura 6.13).

Contagem de Reticul6citos (%6)

2 DP=+1,3
T
1T
1.5 -
DP:l? ZE DP=+0,9
1 ==
1,1% 1,8% 1,0%
0.5
g DO D7 D30

p=0,0001; teste de Friedman (D7 x DO, D7 x D30)

Figura 6.13- Contagem média de Reticulécitos em DO, em D7 e em D30 de criancas e adolescentes
com malaria (amostra pareada).

Uma relagdo inversamente proporcional significativa foi observada entre os
reticuldcitos e a taxa de hemoglobina em DO (p=0,0204, rs= - 0,2654, correlacdo de
de Spearman) e em D7 (p= 0,0117, rs= - 0,2822, correlagdo de Spearman). Em D30, essa

relacdo foi destituida de significAncia (p= 0,1181; rs=0,1858, correlacdo de Spearman).

6.7.2. Série Branca

Observou-se diminuigdo significativa dos leucocitos em DO (média= 4.779 + 1.944
leucécitos/mm3) em relagdo aos valores médios de leucécitos de D7 e de D30, que se
encontravam na faixa de normalidade (p=0,0001; teste de Friedman, amostra pareada).

Na Tabela 6.11 observa-se o perfil do diferencial de leucdcitos na evolucéo clinica dos

pacientes com malaria: significativo aumento nos niveis dos granuldcitos (segmentados e
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eosindfilos, exceto os basdfilos), além dos linfocitos no final do tratamento antimaléarico

(p<0,05, testes de Friedman).

Tabela 6.11 - Comparacao do perfil diferencial dos leuc6citos em criangas e adolescentes com maléria

em DO, D7 e em D30 (amostras pareadas).

Leucograma (mm®) DO D7 D30 Valor do p**
(X + DP)* (X + DP)* (X + DP)*
Leucocitos (mm®) 4.779+1.944 7.329+3.573 7.231+2.222 0,0001
(DO x D7; DO x D30)
Basofilos (mm?®) 26+ 485 432+556  38,1+748 0, 4381
0,0001
Eosin6filos (mm®) 210 £197,2 638 +515 1.189+801 D0 x D7; DO x D30; D7 x D30 )
0,0010
Bastdes (mm®) 80,3+ 1355 50,5+94,4 17,0+ 75,6 (DO x D30; D7 x D30)
0,0001
Segmentados (mm®) 1.754+1.249 3.104 £1.879 2.941 £1.493 (DO x D7; DO x D30)
Linfocitos (mm®) 2.328+1.041 3.051+2.310 2.706 =981 0,0001
(DO x D7; DO x D30)
Mondcitos (mm?) 364 + 204 437 + 276 308 +194 0,0268
(D7 x D30)

* (X, DP)= média, desvio padréo
** Teste de Friedman

6.7.3. Série Plaquetaria:

A contagem média de plaquetas em DO (141.328 + 87.404 plaquetassmm3) foi
significativamente menor do que aquela observada em D7 (295.328 = 116.527
plaquetas/mm?®) e em D30 (252.356 + 59.822 plaquetass/mm®) (p=0,0001, teste de Friedman,
D0 x D7; DO x D30). Plaguetopenia esteve presente em 67,1% (53/79) no momento do
diagndstico, em 8,6% (7/81) no final do tratamento e em 6,6% (5/75) no primeiro controle de

cura.
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6.8. PERFIL IMUNOLOGICO NA MALARIA vivax:
6.8.1. Imunoglobulinas 1gG e IgM anti-P. vivax

A pesquisa de 1gG e IgM anti-P. vivax por imunofluorescéncia indireta foi realizada
em 95,1% (77/81) das criancas e adolescentes com malaria e em 77,5% das do grupo controle
(31/40). Como esperado, a proporc¢do de testes reagentes para IgG (titulos iguais ou maiores
que 40) foi significativamente maior no grupo de pacientes (90,9%; 70/77) do que no grupo
controle (9,7%; 3/31) (p=0,0001; teste exato de Fisher). Anticorpos IgM foram observados
somente no grupo de pacientes (63,6%; 49/77), com titulos que variaram entre 40 a 640
(Figura 6.14).

Pacientes * Controle

N30 reagente Reagente
90,3%

Reagente  lgGanti-P.vivax  N3o reagente  IgG anti-P.vivax
70/77 28/31

* p=0,0001, teste exato de Fisher

IFI - Pacientes x grupo controle (IgG e IgM anti-P. vivax)

Pacientes * Controle ~
Nao reagente
N&o reagente atyal
364%)\  28/77 100,0%
Reagente IgM anti-P.vivax P Vi
49?77 g 1gM anti-P.vivax

Figura 6.14 - Anticorpos 1gG e IgM anti-P. vivax por imuofluorescéncia indireta em criangas e

adolescentes com malaria e sem malaria (grupo controle).

Nos pacientes, os titulos para os anticorpos da classe 1gG anti-P. vivax variaram entre
40 a igual ou maior que 10.240. Na Figura 6.15, observa-se a distribuicdo destes titulos em
que 51,3% dos pacientes apresentaram titulos elevados, entre 5.120 a igual ou maior que
10.240.
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Nos trés individuos do grupo controle,reagentes para 1gG anti-P.vivax,os titulos foram

iguais a 80.

39 (51,3%)

20- 18 (23,7%)

151 12 (15,8%)

7 (9.2%)

NUmero de pacientes

Nao Reagente 40a320 640a2560 5.120a>10.240

IFI- Titulos reagentes para IgG anti-P.vivax

Figura 6.15- IFI- Titulos de anticorpos IgG anti-P. vivax em criancgas e adolescentes com malaria.

Houve uma relagdo inversamente proporcional entre parasitemia e titulos de
anticorpos 1gG anti-P.vivax, porém ndo significativa (p=0,2216, rs= - 0,1448, correlacdo
linear de Spearman).

Os titulos de 1gG anti-P. vivax ndo estiveram relacionados com a anemia em criangas e
adolescentes com malaria (p=0,1546, teste do qui-quadrado de particéo).

Por outro lado, houve associacdo entre leucdcitos no momento do diagndstico e a
resposta de 1gG anti-P. vivax: a média de leucdcitos foi significativamente superior (4.878,60
+ 2,069 leucocitos/mm®) nas criancas e adolescentes com resposta IgG positiva do que
naquelas ndo reagentes (3.328 + 1.155 leucécitos/ mm®) (p=0,0382, teste de Mann-Whitney).

Semelhante resposta também foi observada para os niveis médios de leucdcitos entre
0s pacientes com IgM reagente e 0s ndo reagentes. Os primeiros apresentaram contagem
media de leucécitos significativamente maior quando comparados aos pacientes ndo
reagentes, respectivamente 5.463 + 1.959 leucécitos/mm?® e 4.406 + 1.980 leucdcitos/mm?®
(p=0,0276, teste de Mann-Whitney).
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O passado de malaria ndo esteve associado aos titulos de IgM anti-P. vivax, (p=
0,3740, teste do qui-quadrado), mas teve influéncia significativa sobre os titulos de IgG anti-
P. vivax: titulos entre 5.120 até igual ou maior que 10.240 estiveram associados as criangas e

adolescentes com histéria prévia de malaria (p=0,0218, teste do qui-quadrado de particéo).

6.8.2. Fator de Necrose Tumoral e Interleucina-10

- Fator de Necrose Tumoral

No grupo com maléria, 99,1% (77/81) realizaram dosagem plasméatica de TNF. O
valor médio foi de 16 + 58,3 pg/ml, significativamente menor do que no grupo controle (85%,
34/40), em que o valor médio foi de 25,5 + 46,4 pg/ml (p=0,0014, teste de Mann-Whitney).
Em ambos os grupos, houve ampla variacdo nos valores observados: ndo detectivel a 490
pg/ml para os pacientes e de 2 a 258 pg/ml para os individuos controle.

No grupo com malaria vivax e anemia foram observados valores médios de TNF
significativamente menores do que no grupo controle com anemia, respectivamente 7,3 + 9,6
pag/ml e 235 = 24,4 pg/ml (p=0,0014, teste de Mann-Whitney). Também as criancas e
adolescentes com malaria vivax e anemia moderada/grave tiveram valores médios dessa
citocina (4,6 £ 8,5 pg/ml) significativamente menores do que as que apresentavam anemia
leve (8,6 + 10,0 pg/ml (p=0,0178, teste de Mann-Whitney).

Duas correlagdes significativas surpreendentes foram evidenciadas: a primeira positiva
entre 0 TNF e a hemoglobina (p=0,0127, rs=0,2845, coeficiente de Spearman), e outra, desta
feita, negativa, entre o TNF e o intervalo de tempo decorrido pra o diagndstico (p=0,0066, rs=
- 0, 3071, Correlagdo linear de Spearman).

Né&o foi observada associagdo entre o TNF e a resposta imune 1gG para P. vivax
(p=0,3709, teste de Mann-Whitney). Entretanto, observou-se tendéncia de associacdo entre

essa citocina e os anticorpos IgM anti-P. vivax (p=0,0892, teste de Mann-Whitney).

- Interleucina-10

No grupo com malaria a média de IL-10 foi de 199,7 + 362,4 pg/ml versus 43,2 + 94,8
pg/ml no grupo controle, com tendéncia para significancia para os pacientes (p=0,0830, teste

de Mann-Whitney). Ampla variagdo nos valores dessa citocina foi observada tanto no grupo

com malaria (1,0 pg/ml a 1.288 pg/ml) quanto no grupo sem maléria (2,0 pg/ml a 570 pg/ml).
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No grupo com maléaria e anemia (191,7 £ 366,7 pg/ml), os niveis de IL-10 foram
significativamente maiores do que no grupo controle com anemia (59,3 + 132,2 pg/ml)
(p=0,0226, teste de Mann-Whitney). Contudo, ndo houve diferenga entre os valores de IL-10
entre os diferentes graus de anemia em criancas e adolescentes com maléria (p=0,6416, teste
de Mann-Whitney).

Observou-se correlagéo positiva significativa entre IL-10 e a parasitemia (p= 0,0151,
rs= 0,2834, Correlagdo linear de Spearman). Correlagdo positiva ndo significativa ocorreu
entre IL-10 e a taxa de hemoglobina (p=0, 2465, rs= 0,1345, Correlacdo linear de Spearman).
Também ndo houve significancia na correlacdo negativa entre I1L-10 e o intervalo de tempo
decorrido para o diagndstico (p=0,9887, rs= - 0, 0016, Correlagdo linear de Spearman) e nem
na correlacdo negativa entre 1L-10 e leucdcitos (p=0,7398, rs= - 0,0387, Correlagdo linear de
Spearman).

A IL-10 esteve associada a presenca de anticorpos IgM anti-P. vivax nas criangas e
adolescentes com malaria (p=0,0546, teste de Mann-Whitney), mas ndo apresentou
associagdo com os anticorpos IgG (p=0,2248, teste de Mann-Whitney).

Os niveis plasmaticos de TNF e de IL-10 foram similares nas criangas e adolescentes
que apresentavam maléria pela primeira vez e naquelas com historia pregressa de malaria
(respectivamente, p=0,2679, p=0,3694, testes de Mann-Whitney).

Os niveis plasméticos de TNF ndo tiveram correlacdo com os niveis plasmaticos de
IL-10 no grupo com malaria (p=0,2643, rs=0,1288, correlacdo de Spearman).

Na Tabela 6.12 encontram-se agrupadas as associagdes entre 0 TNF e a IL-10 com as
varidveis estudadas: intervalo de tempo para o diagndstico, historia pregressa de malaria,

parasitemia, taxa de hemoglobina, leucdcitos e anticorpos IgG e IgM anti-P. vivax.
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Tabela 6.12- Relacdes entre o TNF e a IL-10 com a histéria pregressa de malaria, com o
intervalo de tempo para o diagnéstico, com a parasitemia, com a taxa de hemoglobina, com

os leucdcitos e com os anticorpos 1gG e IgM anti-P. vivax.

Variaveis TNF IL-10
Historia pregressa de malaria p=0,2679 p=0,3694
Intervalo de tempo para o p=0,0066 P=0,9887

diagnostico

Parasitemia

Taxa de hemoglobina

Leucdcitos

Anticorpos IgG anti-P. vivax

Anticorpos IgM anti-P. vivax

(rs= - 0,3071)*

p=0,4388
(rs= - 0, 0920) *

p=0,0127
( rs= 0,2845)*

p=0,3761
(rs=0,1030)*

p=0,3709 **

p=0,0892 **

(rs= - 0,0016)*

p=0,0151
(rs= 0,2834)*

p=0,2465
(rs= 0,1345)*

p=0,7398
(rs=-0,0387)*

p=0,2248 **

p=0,0546 **

* Correlagéo linear de Spearman
** Teste de Mann-Whitney

- Razdo IL-10/TNF

Apos ter obtido individualmente de cada participante do estudo a razdo 1L-10 /TNF,
obteve-se a media desses resultados, que para 79% (64/81) dos pacientes, foi de 65,07 +
141,08 pg/ml e de 3,97 £ 4,63 pg/ml para 85% do grupo controle. A despeito da grande
diferenca entre as médias, a razdo IL-10/TNF apresentou resultados estatisticamente
semelhantes entre as criancas e adolescentes com maléria e aquelas pertencentes ao grupo
controle (p=0,2792, teste de Mann-Whitney).
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Nos pacientes com maléaria a média da razdo IL-10/TNF foi também semelhante entre
as que apresentavam anemia e aquelas com auséncia de anemia (p=0,2325, teste de Mann-
Whitney).

A primoinfeccdo ou passado de malaria também néo influenciou na razdo IL-10/TNF

dos pacientes (p=0,2652, teste de Mann-Whitney).

6.8.3. Autoanticorpos antimembrana de eritrdcitos e anticardiolipina

- Anticorpos anti-eritrociticos avaliados pelo teste de antiglobulina direto

Houve evidéncia de hemolise auto-imune, determinada pelo teste de antiglobulina
direto positivo (teste de Coombs direto) em 26,7% (20/75) das criancas e adolescentes com
malaria e em 9,1% (3/33) daquelas pertencentes ao grupo controle. Observou-se significancia
desse resultado no grupo com maléria (p=0,0265, Teste exato de Fisher, bilateral) (Figura
6.16).

Wl Teste de antiglobulina direto positivo *

60 -
73,3% [ ]Teste de antiglobulina direto negativo
50 - 55
40 A
90,9%
30 -
26,7% ¥

5 0
20
10

9,1%
Pacientes * Controle |

*p=0,0265; Teste exato de Fisher, bilateral

Figura 6.16- Teste de antiglobulina direto (DAT) em criancas e adolescentes com malaria e sem

malaria (grupo controle).
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A positividade do DAT foi similar nos pacientes anémicos e ndo anémicos (p=0,7636,
teste exato de Fisher). Dos que tinham DAT positivo, 45% (9/20) tinham anemia leve, 35%
(7/20) anemia moderada/grave e 20% (4/20) n&o apresentavam anemia.
- Anticorpos antimembrana de eritrocitos
Na Figura 6.17 observa-se que a proporgao de autoanticorpos antimembrana de eritrocitos

foi significativamente maior nos pacientes com malaria (p=0,0001, teste binomial de duas

proporcdes) em relagéo ao grupo controle.

Anticorpos Antimembrana de Eritrdcitos

6 _2\(60%)
(46,8%) 32

(94,0%0)
Pacientes * Positivo Controle
(n=77) (n=34)
Negativo

* p=0,0001; teste exato de Fisher, bilateral

Figura 6.17- Anticorpos antimembrana de eritrécitos (ELISA) em criancas e adolescentes com maléria

e sem malaria (grupo controle).

Os anticorpos antimembrana de eritrocitos ndo estiveram associados a anemia

moderada/grave nas criancas e adolescentes com maléria (p=0,5065, teste do qui-quadrado)
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- Anticorpos anticardiolipina

A proporgdo de autoanticorpos anticardiolipina foi significativamente maior nos
pacientes com malaria do que no grupo controle (p=0,0030, teste binomial de duas
proporcdes) (Figura 6.18) e estiveram associados a anemia moderada/grave nas criangas e

adolescentes com malaria (p=0,0489, teste exato de Fisher).

Anticorpos Anticardiolipina

38
(49,4%) ”
(79,4%)
I Positivo
Pacientes * Negativo Controle
(n=77) (n=44)

* p=0,0030; teste binomial de duas proporcoes

Figura 6.18- Anticorpos anticardiolipina em criancas e adolescentes com malaria e sem malaria (grupo

controle).

Na Tabela 6.13 verifica-se que exceto para a tendéncia de uma associagdo entre
anticorpos antimembrana de eritrocitos e contagem de leucocitos no momento do diagndstico,
esses autoanticorpos e os demais estudados ndo apresentaram associagdo com a parasitemia,

com a contagem de leucdcitos e com a reatividade de anticorpos IgG e IgM anti-P. vivax.
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Tabela 6.13 — Relagdo dos autoanticorpos com a parasitemia, com a contagem de leucécitos e

com a reatividade de anticorpos 1gG e IgM anti-P. vivax no momento do diagndstico.

Variaveis Parasitemia Leucdcitos Anticorpos 1gG Anticorpos IgM
(DO) anti-P. vivax anti-P. vivax
(DO) (DO)
Anticorpos p=0,5422 p=0,1408** p=0,1787*** p=0,7726>***

antieritrociticos (rs=-0,0735)*

avaliados pelo

DAT
Anticorpos p=0,9607 p=0,0739** p=1,0000*** p=0,7790 ****
antimembrana de  (rs= - 0,0059)*
eritrocitos
Anticorpos p=0,7757 p=0,9008 ** p=0,2626 *** p=0,8802 ****

anticardiolipina (rs= -0, 0339)*

*Correlacdo linear de Spearman; ** Teste de Mann-Whitney
***Teste exato de Fisher; **** Teste do Qui-quadrado

Na Tabela 6.14 observam-se resultados similares para os anticorpos antimembrana
avaliados pelo teste de antiglobulina direto, anticorpos antimembrana e anticorpos
anticardiolipina nos subgrupos de pacientes com primoinfeccdo e com passado de malaria

(p>0,05, teste de Mann-Whitney, teste binomial de duas proporgdes).
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Tabela 6.14- Anticorpos antieritrociticos avaliados pelo teste de antiglobulina direto, anticorpos

antimembrana de eritrocitos e anticorpos anticardiolipina em pacientes com primoinfeccdo e naqueles

com passado de malaria.

Primoinfeccéo Passado de Maléria  Valor do p
(X, DP)* (X, DP)*
Teste de antiglobulina direto 18,8% 32,5%
(6 positivos) (14 positivos) 0,2015 **
81,22% 67,5%
(26 negativos) (29 negativos)
Anticorpos antimembrana 35,3% 55,8%
de eritrocitos (12 positivos) (24 positivos) 0,0731**
64,7% 44,2%
(22 negativos) (19 negativos)
Anticorpos anticardiolipina 41,2% 58,1%
(14 positivos) (25 positivos) 0,1393 **
(58,8%) 41,9%

(20 negativos)

(18 negativos)

* (X, DP) = média, desvio padréo

** Teste binomial de duas proporgoes

O intervalo de tempo decorrido para o diagndstico ndo foi fator determinante para a
presenca de autoanticorpos anticardiolipina, antimembrana de eritrdcitos e a positividade ao
teste de antiglobulina direto nas criancas e adolescentes com maléria vivax (respectivamente,
p=0,3114, p= 0,1981, p=0,7854, testes do qui-quadrado de parti¢do), como se verifica na
Tabela 6.15.

Tabela 6.15- Intervalo de tempo decorrido para o diagndstico de malaria e resposta aos auto-
anticorpos anticardiolipina, antimembrana de eritrocitos (ELISA)n e antieritrociticos avaliados pelo

DAT.

Tempo Ac anticardiolipina* Ac antimembrana de Ac anti membrana de
de doenca Eritrocitos* * eritrocitos (DAT)***
Positivo Negativo Positivo  Negativo Positivo Negativo
0-3dias 17 (43,6%) 16 15 18 10 23
(421%)  (417%)  (43.9%) (47.6%)  (42,6%)
4-7 dias 10 (25,7%) 15 9 16 6 20
(39,5%) (25,0) (39,0%) (28,6%) (37,0%)
Igual ou maior 12 7 12 7 5 11
que 8 dias (30,7%) (184%)  (33.3) (17,1%)  (238%)  (20,4%)
Total 39 (100,0%) 38 36 41 21 54
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)

* p= 0,3114, teste do qui-quadrado de particdo; ** p=0,1981, teste do qui-quadrado de
particdo; * ** p=0,7854, teste do qui-quadrado de particéo
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6.9. PARAMETROS IMUNOLOGICOS (IMUNOGLOBULINAS, CITOCINAS E
AUTOANTICORPOS) DURANTE O ACOMPANHAMENTO DE CRIANCAS E
ADOLESCENTES COM MALARIA vivax:

6.9.1. Imunoglobulinas 1gG anti-P. vivax

A analise conjunta de IgG anti-P. vivax avaliados por imunofluorescéncia indireta no
soro de 70 pacientes revelou testes reagentes em DO, D7 e D30, respectivamente em 91,4%,
95,7% e 92,9%. Titulos positivos até a diluicdo de 2.560 predominaram em D30 (70%;
49/70). Diluigdes de 5.120 a >10.240 foram observadas em metade dos pacientes durante seu

tratamento e em 22,9% no primeiro controle de cura (Tabela 6.16).

Tabela 6.16 - Distribuicdo da frequéncia de titulos de IgG anti-P. vivax em pacientes com malaria
vivax, no primeiro dia de atendimento (D0), no final do tratamento (D7) e no primeiro controle de cura
(D30)

Titulos de 1gG anti P. vivax (IFI) DO D7 D30
n % n % n %
N&o reagente 6 (8,6) 3 (43 5 (7,1
40 a 320 11 (15,7) 10 (14,3) 20 (28,6)
640 a 2.560 18 (25,7) 21 (30,0) 29 (41,9
5.120 a>10.240 35 (50,0) 36 (51,4) 16 (22,9)
TOTAL 70 (100,0) 70 (100,0) 70 (100,0)

6.9.2. Fator de Necrose Tumoral e IL-10

Houve uma elevacéao crescente e significativa do fator de necrose tumoral, 23,3 + 16,6
pg/ml, no final do tratamento (D7) e no primeiro controle de cura (D30), 49,3 £ 79,7pg/ml em
relagdo ao observado em DO, 17,0 = 61,0 pg/ml (p=0,0001, amostra pareada, teste de
Friedman, DO x D7; DO x D30). Situagdo inversa ocorreu com a interleucina-10: valores
significativamente mais elevados em DO, 190,8 + 350,6 pg/ml quando comparados aos de D7
e de D30, respectivamente 64,9 + 21,2 pg/ml e 35,3 + 51,1 pg/ml (p=0,0446, amostra pareada,
teste de Friedman, DO x D7).
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6.9.3. Avaliacdo de anticorpos anti-eritrociticos (teste de antiglobulina direto)

A Figura 6.19 apresenta o percentual de pacientes com teste de antiglobulina direto
positivo em DO, D7 e em D30, respectivamente 26,7% (20/75), 38,5% (30/78) e 25,6%

(17/66), bem como aqueles que permaneceram com teste positivo durante algum periodo do

acompanhamento.
Teste de Antiglobulina direto positivo *
38,5%

(30/78)
30+
25726,7%

20/75) 25 6%
) 0,

20 (17/66) g ot

(16/72)
15+ 16,2%

(10/62) 15.0%

9/60
101 (9/60)

|
[N

0
DO D7 D30 (D0 e D7) (DO e D30) (DO, D7 e D30)

* Os pacientes que ndo realizaram o teste foram excluidos

Figura 6.19 - Teste de antiglobulina direto positivo no primeiro dia de atendimento (DO0), no final do
tratamento (D7), no primeiro controle de cura (D30) e durante o periodo de acompanhamento de
criancas e adolescentes com malaria.

Das criangas e adolescentes que tiveram teste de antiglobulina direto positivo em
DO (26,7%; 20/75), 45% (9/20) tinham anemia leve e 35% (7/20) anemia moderada/grave. No
final do tratamento (D7), verificou-se que dentre aquelas com teste positivo (38,5%; 30/78),
56,7% (17/30) tinham anemia leve e 23,3% (7/30) anemia moderada. Dos testes positivos
(26,1%; 17/65) no primeiro controle de cura (D30), 17,6% (3/17) tinham anemia leve. Apesar
desses resultados, ndo foram observadas diferencas entre o percentual de testes positivos e
negativos entre os pacientes anémicos e ndo anémicos (Em DO, p= 0,7636; em D7, p=
0,5477; em D30, p=0,1667, testes exatos de Fisher, bilateral).
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Persisténcia de testes positivos de antiglobulina direto em todo o periodo de
acompanhamento do estudo (DO, D7 e D30) foi observada em 15% (9/60) dos pacientes
(Figura 6.19).

6.9.4 Autoanticorpos antimembrana de eritrocitos (ELISA)

A Figura 6.20 apresenta a resposta aos autoanticorpos antimembrana de eritrocitos
durante o periodo de acompanhamento dos pacientes, onde se observa 46,8% (36/77) de testes
positivos em DO, 25,6% (20/78) em D7 e 22,5% (16/71) em D30. Em apenas um paciente

(1,4%) os anticorpos antimembrana de eritrocitos persistiram por todo o periodo do estudo.

Teste para anticorpos antimembrana de eritrocitos positivo*

46,8%
407 (36/77)

35+

30+
25 25,6%
(20/78) 22594
201 (16/71)
| 13,0%
15 @orr7y 114%
101 (8/70)

1,4%
(1/70)

0..
DO D7 D30 (DO e D7) (DO e D30) (DO, D7 e D30)

* Os pacientes que ndo realizaram o teste foram excluidos

Figura 6.20 - Resposta positiva de anticorpos antimembrana de eritrdcitos em DO, D7, D30 e durante o

periodo de acompanhamento de criancas e adolescentes com malaria.

6.9.5.Autoanticorpos anticardiolipina

Na Figura 6.21 observa-se a resposta dos anticorpos anticardiolipina, os quais foram
positivos em cerca da metade da amostra (50,6%; 39/77) no primeiro dia de atendimento. Em

D7 houve um discreto aumento, para 62,8% (49/78), seguido de um declinio, 19,7% (14/71)
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no primeiro controle de cura (D30), além da persisténcia desses resultados em 13% (9/70) dos

pacientes durante o seguimento clinico-laboratorial.

1@9r77)

Teste de Anticardiolipina positivo *

62,8%
(49/78)

50,6%

39,6%
(30/77)

13,0%
(9/70)

19,7%
(14/71)

14,3%
(10/70)

DO D7 D30 (DO e D7) (DO e D30) (DO, D7 e D30)

* Os pacientes que ndo realizaram o teste foram excluidos

Figura 6.21 - Resultado positivo de anticorpos anticardiolipina em D0, D7, D30 e durante o periodo de

acompanhamento de criancas e adolescentes com malaria

Houve associagdo entre anemia moderada/grave e presenca de anticorpos

anticardiolipi

na (p=0,0489, teste exato de Fisher) em DO. No final do tratamento (D7), a

anemia foi observada em propor¢des semelhantes de criancas e adolescentes com anticorpos

anticardiolipi

na positivo ou negativo, respectivamente 81,6% (40/49) e 86,2% (25/29) (p=

0,7571, teste exato de Fisher, bilateral). Do mesmo modo, em D30 ndo se evidenciou

associacdo entre anemia e presenca de anticorpos anticardiolipina (p=0,3761, teste exato de

Fisher, bilateral).
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6.10. EVOLUCAO DOS NIVEIS DOS AUTOANTICORPOS: ANTI-ERITROCITICOS
AVALIADOS PELO TESTE DE ANTIGLOBULINA DIRETO, ANTIMEMBRANA
DE ERITROCITOS (ELISA) E ANTICORPOS ANTICARDIOLIPINA:

Na Figura 6.22, observa-se a evolucdo dos niveis dos autoanticorpos: anti-eritrociticos
avaliados pelo DAT, anticorpos antimembrana de eritrocitos (ELISA) e anticorpos
anticardiolipina no periodo de 30 dias, a partir do primeiro dia de tratamento (DO) em uma
amostra pareada envolvendo 58 pacientes. Os anticorpos antimembrana de eritrdcitos tiveram
um declinio significativo em relagéo aos anticorpos anticardiolipina (p=0,0057, Log-rank test)

e aos anticorpos antieritrociticos avaliados pelo DAT (p=0,0012, Log-rank test).

40 -
35 -
30 -
25
20
15
10 +

Ac Anticardiolipina

Frequéncia

Ac anti-eritrociticos

Ac Antimembrana* (DAT)

" Intervalo de t'empo (dias)

* p=0.0012 (ac antimembrana x DAT); p=0.0057 (ac antimembrana x ac anticardiolipina)
Log-rank test

Figura 6.22 - Evolucéo dos niveis dos autoanticorpos anti-eritrociticos avaliados pelo DAT, antimembrana

de eritrocitos (ELISA) e anticardiolipina em criangas e adolescentes com malaria vivax.
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7) DISCUSSAO:

O estudo avaliou os pardmetros clinicos, hematoldgicos, bioquimicos e imunoldgicos
de criancas e adolescentes com malaria por Plasmodium vivax atendidas em regime
ambulatorial, em postos de atendimento nas cidades de Belém e Augusto Correa. Os
resultados obtidos foram comparados a um grupo de quarenta criangas e adolescentes sem
malaria, parentes ou vizinhos dos casos-indices. Os individuos com malaria foram também
comparados entre si, em relacdo as coletas realizadas no dia do diagnostico, ao término do
tratamento (D7) e no primeiro controle de cura (D30).

Além da anemia associada a malaria, outras causas de anemia frequentes na faixa
etéria pediatrica e que poderiam interferir nos resultados como varidveis confundidoras ou
modificadoras de efeito, tais como caréncia de ferro, desnutricdo e parasitose intestinal,
deficiéncia de G6PD e doenga falciforme, também foram avaliadas.

Dos exames laboratoriais, além da dosagem da hemoglobina, utilizada para estimar a
anemia como preconiza a OMS, avaliou-se a série eritrocitaria, os indices hematimétricos, o
niamero de reticuldcitos, de leucdcitos e de plaquetas. Mediante a anélise do distendido
sanguineo foi também possivel detectar alteragbes morfoldgicas dos eritrocitos. A ferritina
sérica foi o pardmetro utilizado para o diagndstico de deficiéncia de ferro, ndo tendo sido
possivel a utilizacdo de outros marcadores para detecgdo de ferropenia, por serem exames de
alto custo e/ou de dificil realizagdo em laboratérios de rotina. Os helmintos e protozoarios
intestinais foram pesquisados em exames coproparasitologicos nos pacientes e nos individuos
do grupo controle.

Os parédmetros imunoldgicos estudados, relacionados & anemia foram os anticorpos
IgG e IgM anti-P. vivax, os anticorpos anti-eritrociticos avaliados pelo teste de antiglobulina
direto (DAT), também conhecido como teste de Coombs, os anticorpos antimembrana de
eritrocitos avaliados pela técnica de ELISA, os anticorpos anticardiolipina e as citocinas -
TNF e IL-10. Realizaram-se exames diérios para a pesquisa de plasmodio em gota espessa
(até a obtencgdo de duas ldminas consecutivas com resultado negativo) para acompanhamento
da resposta ao tratamento antimaldrico e foram feitas comparacBes de dados clinicos,
laboratoriais e imunoldgicos entre os pacientes que estavam apresentando o primeiro episodio

de maléria e aqueles com episddios anteriores da doenca.
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7.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS:

Segundo as estatisticas do Ministério da Saude do Brasil, no periodo da coleta de
dados do estudo (2002 a 2005), 45,1% do total de casos notificados de malaria no pais
ocorreram na faixa de zero a 19 anos, sendo que em 2008, houve um aumento desse
percentual passando as criangas e adolescentes a representar 47,8% dos 314.869 casos da
doenca (Sivep_Malaria/MS, 2009). Tal panorama demonstra a importancia da abordagem dos
aspectos epidemioldgicos, clinicos e imunolégicos da malaria nessa parcela da populagéo.

As criangas e adolescentes adquiriram malaria na &rea Metropolitana de Belém, em
municipios do interior do Pard e na Guiana Francesa. Predominaram o0s casos autoctones de
maléria (77,8%), ou seja, adquiridos no proprio habitat do paciente. Excetuando os 1,2% de
casos adquiridos na Guiana Francesa, as regides estudadas estdo localizadas na Amazonia
brasileira, que concentra 99,9 dos casos registrados de malaria do Pais (Sivep_Malaria/MS,
2009).

Os pacientes deste estudo foram susceptiveis de adquirir malaria, independentes do
sexo, masculino ou feminino. A associacdo entre maléria e sexo na faixa etaria pediatrica ndo
é habitual (Ventura et al., 1999; Noronha et al., 2000, Pinto et al. 2001), diferente da
populacdo adulta, em que os casos de maléria predominam no sexo masculino, ja que os
homens, mais do que as mulheres, exercem atividades ocupacionais consideradas de risco
para aquisicdo da doenga, tais como garimpagem, extragdo de madeira, extragdo de palmito e
pesca de subsisténcia (Cardoso et al., 1992; de Freitas, 2004).

No grupo com malaria houve um predominio de adolescentes (59,2%) sobre os pré-
escolares e escolares, sem que esse fato, tivesse influéncia sobre os parametros clinicos,
laboratoriais e imunoldgicos estudados, uma vez que o grau de imunidade para a doenga,
indiretamente avaliada pela historia passada de maléria, ndo foi diferente entre essas diversas
faixas etérias. Tal resultado pode ser atribuido & transmissdo instavel de malaria na Amazonia
brasileira, onde os individuos sdo vulneraveis a aquisicdo da maldria, ndo importa a idade que
apresentem, em contraposi¢ao ao que se observa em areas de transmissdo estavel e/ou perene
de malaria, como na Africa, em que as criangas menores de cinco anos pagam maior tributo a
doenga, apresentando as maiores taxas de morbi-mortalidade (Baird, 1995; Marsh & Snow,
1997; OPAS, 2001, Duarte et al., 2004)

Na avaliacdo do estado de saude é fundamental considerar as desigualdades sociais e

econdmicas da populagdo das diversas regides brasileiras, como fatores determinantes de
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agravos (Brito, 2008). Em nossa casuistica 10,1% das maes eram analfabetas e 68,4%
possuiam o 1° grau. Um pouco mais da metade (54,3%) referiu renda igual ou inferior a um
salario minimo. Essa realidade ja foi apontada por Carrasquilla (2001) ao concluir que os
mais acometidos por malaria s&o justamente os de menor renda e escolaridade que, em geral,
residem préximo aos criadouros de anofelinos existentes na periferia dos centros urbanos ou
no interior dos Estados da Amazonia e da Colémbia.

A despeito da baixa renda familiar da populagdo estudada, predominaram criangas e
adolescentes eutroficos (87,6%). Em uma pesquisa nacional sobre Demografia e Salde da
Crianca e da Mulher realizada pelo Ministério da Salde, a frequéncia de desnutri¢do
observada foi de 1,7% para criangas abaixo de cinco anos e de 2,2% para meninas na faixa
etaria de 15 a 19 anos, dentro do percentual esperado para populagbes saudaveis e bem
nutridas (PNDS-2006, relatério final, 2008). Ademais, a UNICEF (2008) igualmente atesta
que houve diminuicdo da desnutricdo ao afirmar que “A proporcéo de criangas com baixo
peso para a idade no Brasil, entre 2000 e 2006, caiu de 12,7% para 3,5%, representando uma
reducdo de 72,4%”. Nossos resultados podem refletir alguma melhoria dos indicadores
nutricionais das criangas brasileiras e faz sentido pensar que isso possa ter ocorrido em
conseqiiéncia do aumento indireto da renda, pela implementacdo e execugéo de programas
destinados as familias carentes pelo governo federal (Domene, 2003).

Em nossa casuistica, foram estudadas somente criancas e adolescentes com malaria
por Plasmodium vivax, a espécie responsavel por 84,4% dos casos de maléria notificados em
2008 no pais (Sivep_Maléria/MS, 2009). Tal situacdo difere radicalmente daquela observada
no continente africano, onde a maléria € determinada principalmente pelo Plasmodium
falciparum (Snow et al., 2003).

Os pacientes diferiram quanto ao nimero de episddios anteriores de maléria: para
43,2% deles era o primeiro episddio e para 56,8%, outros episodios haviam ocorrido. Em
areas endémicas brasileiras, é freqiiente que pacientes relatem historia pregressa da doenca,
como nos estudos realizados em Mato Grosso por Duarte et al. (2004) e no Pard, por
Fernandes et al. (2008) que observaram respectivamente 76,1% e 75% de individuos com

malaria com pelo menos um episodio anterior da doenga.
7.2. ASPECTOS PARASITOLOGICOS:

Os pacientes possuiam parasitemia média (6.543,50 + 9.872 formas assexuadas/mm?)

semelhante & de outros dois estudos conduzidos no Para, em pacientes infectados pelo P.
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vivax: o primeiro na faixa etdria de zero a quinze anos (5.343 % 6.572 formas
assexuadas/mm?®) (Ventura, 1997) e o segundo em individuos de todas as idades, com
predominancia de adultos (4.308 + 6.521 formas assexuadas/mm?) (Fernandes et al., 2008).

Com a instituicdo do tratamento antimalarico, 59,2% e 92,6% dos pacientes estavam
negativos para a presenca de parasitos no sangue circulante, respectivamente no terceiro (D2)
e quarto (D3) dias de tratamento. Em D7 todas as criangas e adolescentes eram negativas para
a pesquisa de plasmddio em gota espessa. Dindmicas semelhantes de declinio e negativacéo
da parasitemia foram observadas em estudo anterior por Ventura (1997) e também por Pinto
et al.(2001) em criancas e adolescentes com maléria vivax na Regido Amazonica.

No subgrupo de pacientes com passado de maléria, os niveis de parasitemia foram
inferiores aos observados naqueles que ndo relataram episddio prévio da doenga. Da mesma
forma, o desaparecimento da parasitemia foi mais precoce nas criangas e adolescentes com
passado de maléaria. Assim até D2, 75,6% dessas criancas e adolescentes j& estavam com gota
espessa negativa para a presenca de plasmodio, contra 42,4% daquelas sem histdria pregressa
da doenga. No mesmo sentido dessas observagdes constatou-se que 100% dos pacientes com
passado de maldria e 90% daqueles sem esta historia estavam negativos no exame da gota
espessa em D3. Tais resultados sdo coerentes com a nog¢do de que uma re-exposicdo aos
antigenos do plasmodio é capaz de limitar a parasitemia, ao desencadear uma resposta imune
direcionada as diversas fases do ciclo assexuado do parasito (King et al., 2008).

Observou-se entdo uma correlagdo entre parasitemia e historia pregressa de maléria e
também entre esta e 0 desaparecimento da parasitemia, ambas sobre influéncia do longo
intervalo de tempo (6,2 + 6,5 dias) para que a doenga fosse diagnosticada e tratada. Esta
situacdo € semelhante aos estudos realizados por Ventura et al (1999) e do Amaral et al.
(2003) que respectivamente referiram 12,5 e 13,5 dias de prazo para que o diagnostico de
maléaria fosse estabelecido em criangas e adolescentes com malaria, na regido Amazonica. A
demora no diagndstico e consequente retardo para iniciar o tratamento suscita preocupacdes
quanto & formacdo dos profissionais de salde e sua capacidade de evocar o diagndstico de
malaria dentre as principais hipoteses diante de uma doenca febril aguda em &reas onde a
doenca tem carater endémico. Dados do Servico de Vigilancia Epidemiol6gica de Maléria do
Ministério da Saude (SIVEP/Maléria, 2009) mostram que 55,78% dos casos de malaria da
area urbana e rural da Amazonia brasileira foram diagnosticados nas primeiras 48 h do inicio

dos sintomas, entretanto um percentual ainda consideravel de 35,63% o foram apds 49 horas.
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7.3. MANIFESTACOES CLINICAS NA MALARIA:

Nos pacientes, os sintomas componentes da triade da malaria (febre, calafrio e
cefaléia) estiveram presentes em respectivamente 92,6%, 90,1% e 77,8% dos pacientes, sem
que se observasse influéncia do passado de malaria sobre tais manifestaces clinicas. Esses
percentuais foram similares aqueles encontrados em estudo anterior realizado na mesma
regido (respectivamente 97%, 91% e 85%; Ventura et al.,1996), mas superiores aos relatados
por Rodriguez-Morales et al. (2006) em setenta e oito criangas internadas com maléria vivax
na Venezuela no que se refere a freqliéncia do calafrio (41,03%) e cefaléia (14,1%).

Hepatomegalia e esplenomegalia foram observadas respectivamente em 9,9% e 14,8%
dos pacientes refletindo o comprometimento do sistema reticulo-endotelial, que integra o
repertorio de respostas geradas pelo hospedeiro frente a infeccéo plasmodial (Engwerda et al.,
2004; Buffet et al., 2009). O percentual de pacientes com hepatomegalia registrado nesse
estudo foi inferior aos 29% e aos 43,3% de hepatomegalia observados respectivamente por
Ventura et al. (1999) e por do Amaral et al. (2003) em populacdes da faixa etéria peditrica.
O percentual de esplenomegalia foi também inferior aos encontrados por Ventura et al.,1999
(46%) e Amaral et al.,2003 (50%); mas foi superior aos 10% observados por Echeverri et al.
(2003) em uma populagdo da Amazdnia colombiana em que cerca de 1/3 dos individuos
estudados eram criangas.

Em D3/D4 os sinais e sintomas presentes no momento do diagndstico ja se
encontravam em franco declinio, coincidindo com o desaparecimento da parasitemia em
92,6% dos pacientes em D3 e praticamente a totalidade deles em D4, o que denota uma boa
resposta clinica e parasitaria a terapéutica. Na literatura pesquisada, os dados clinicos sobre
malaria vivax em pediatria sdo escassos. A comparacdo dos dados obtidos neste estudo com
aqueles observados em criancas e adolescentes que adquiriram malaria em condicdes
epidemioldgicas semelhantes as do estudo atual (Ventura, 1997) mostram uma relativa
sobreposicéo de resultados, no que tange o desaparecimento da triade e da maioria dos sinais
e sintomas, paralelamente ao declinio e negativacéo da parasitemia.

Na fase aguda da doenca, isto é, no periodo pré-tratamento, houve uma discreta
reducdo da media ponderal, provavelmente a custa de manifestacoes clinicas tais como febre,
astenia e anorexia que podem ter contribuido para uma menor ingestdo alimentar. Todavia, ao
retornarem para o primeiro controle de cura, as criancas e adolescentes apresentaram um
ganho ponderal médio de 600-1.100g. Tal aumento ponderal é de fato comum apds a

resolucdo de um quadro infeccioso. Os estudos sobre o impacto da malaria vivax sobre tais
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pardmetros na faixa etaria pediatrica sdo escassos, mas acredita-se que o P. vivax possa
influenciar o estado nutricional a semelhanca do que ocorre em &reas holoendémicas de
maléria falciparum, em que o parasito é capaz de causar alteragdes significativas no ganho de

peso de lactentes e pré-escolares (Shiff et al., 1996, Williams et al., 1997).

7.4. ANEMIA:

A taxa média de hemoglobina no grupo com malaria (11,2 + 1,93 g%) foi
significativamente inferior aquela registrada no grupo controle (12,3 + 1,179%), embora
superiores as observadas por Ventura et al. (1999) e Rodriguez-Morales et al. (2005) em
amostras de criancas e adolescentes com maléria vivax (respectivamente 9,9 + 2,1g% e 8,9 +
2,659%). Entretanto, a média dessa casuistica foi inferior aquela (13,4 + 2,09%) encontrada
por de Freitas (2004) em uma amostra constituida predominantemente por adultos, o que
parece refletir a sabidamente maior susceptibilidade da populagdo infanto-juvenil para o
desenvolvimento de anemia e de formas mais graves de malaria.

Como esperado, a chance de aparecimento de anemia (OR=2,6690, p=0,0258,
1C(95%)=1,1975-5,9487) foi 2,7 vezes maior no grupo com malaria do que no grupo controle,
0 que so se explica parcialmente, pelo parasitismo intraeritrocitico e a resultante lise mecénica
dos eritrécitos promovida pelo plasmédio durante a esquizogonia (Rey, 1992). De fato, como
a anemia ndo costuma ter uma relagdo direta com a parasitemia, podendo persistir ou até
mesmo aparecer na auséncia desta, outros mecanismos de natureza imune e hormonal podem
ser desencadeados e atuar sobre os eritrocitos ou sobre a medula 6ssea. Na realidade, a anemia
da malaria possui etiologia complexa e multifatorial, transformando em desafio sua
elucidacéo fisiopatoldgica (Menendez et al., 2000; Ekvall, 2003; Chang & Stevenson, 2004).

Setenta e cinco por cento das criancas e adolescentes com maléria estavam anémicas
no momento do diagnoéstico (contra 52,5% do grupo controle), sendo 66,1% com anemia leve,
30,5% anemia moderada e 3,5% com anemia grave. Percentuais superiores de anemia grave
foram encontrados na Venezuela (10,26%) e na Indonésia (32%) em criancas também com
malaria vivax, mas com idade inferior aquela por nos estudada (Rodriguez-Morales et al.
2006; Poespoprodjo et al, 2009). Por outro lado, Fernandes et al. (2008) encontraram somente
um caso (1,4%) de anemia grave (Hb=6,3 g%) em uma populacdo mista de adolescentes e
adultos com maléria vivax na AmazoOnia brasileira. Ainda que guardadas as reservas

necessarias decorrentes de diferengas na exposicdo das populacbes estudadas, esses dados
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parecem confirmar a nogdo geralmente aceita de que a prevaléncia de anemia grave € maior
na crianca, sobretudo na de tenra idade, decrescendo nos adolescentes e por fim nos adultos.

Neste estudo, a prevaléncia de anemia leve nas criancas e adolescentes com maléaria
ndo diferiu significativamente daquela apresentada pelos individuos controle (sem maléria). A
diferenca entre pacientes e controle foi significativa para a prevaléncia de anemia moderada e
de anemia moderada/grave, consideradas conjuntamente (j& que apesar da auséncia de anemia
grave no grupo controle, a presenca de anemia grave em 3,5% dos pacientes ndo foi
significativa). Ndo obstante nossos achados demonstrarem variabilidade de apresentagdo da
anemia na infeccdo pelo P. vivax, o encontro de anemia moderada/grave nestes pacientes deve
servir de alerta para os profissionais de salde, indicando que esta espécie de plasmadio,
predominante no Brasil, pode, a exemplo do P. falciparum, determinar manifestacdes graves.
De fato, cada vez mais a literatura vem chamando atengéo para as complicages decorrentes
da maléria vivax, inclusive com desfecho fatal, o que vem modificando o panorama da
doenca, anteriormente considerada essencialmente benigna (Ohnishi et al, 2008; de Lacerda
et al., 2007; Tosta, 2007; Santos-Ciminera et al., 2007; Price et al., 2007).

As criangas e adolescentes que apresentavam malaria pela primeira vez tiveram
significativamente mais anemia moderada/grave do que leve, em comparagdo com &quelas
com passado de maléria. Ademais, as criancas e adolescentes com maléria pela primeira vez
tiveram parasitemia significativamente maior e demoraram mais para obter o clareamento da
parasitemia, 0 que parece coerente com a auséncia de uma resposta imune prévia especifica e
efetiva contra o parasito (Artavanis-Tsakonas et al., 2003).

A palidez foi um pardmetro Gtil para o diagnostico presuntivo de anemia com
sensibilidade de 77,1%, desempenho semelhante as observacdes de Luby et al. (1995) que
verificaram sensibilidade de 66% para diagndstico de anemia moderada e de 93% para
diagndstico de anemia grave, ao utilizar sinais clinicos (dentre os quais a palidez palmar) para
o diagnostico de anemia em criangas em area endémica de malaria, em Malawi, Africa.

No inicio do tratamento, a palidez foi observada em 88,9% e a anemia em 75% dos
pacientes, sendo essa a terceira manifestacdo clinica mais frequiente. Ela se mostrou capaz de
diagnosticar aquelas criangas e adolescentes com anemia moderada/grave. Em D7, palidez e
anemia permaneceram elevadas, respectivamente 80% e 83%, sendo ainda observados alguns
casos de anemia moderada e anemia grave. No primeiro controle de cura (D30), 28,4% das
criancas e adolescentes ainda estavam palidas e 45,3% ainda com anemia, de grau leve, com
excecdo de dois individuos que apresentavam anemia moderada. A melhora gradual na

anemia destes pacientes, com parasitemia negativa e resposta hematopoiética progressiva da
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medula dssea, esteve em conformidade com o comportamento evolutivo da malaria
falciparum e da malaria vivax em criancas e adolescentes africanas ou amazonidas, que ainda
se apresentavam anémicas no oitavo dia e/ou no trigésimo dia de acompanhamento clinico
(Ventura, 1997; Biemba et al., 1998, Nussenblatt et al., 2001).

Nas criangas e adolescentes com malaria deste estudo foram encontrados 78,5% de
exame coproparasitoldgico positivo: 57% para uma espécie, 27,8% para duas e 14,7% para
trés ou mais espécies de parasitos intestinais. A despeito dessa elevada frequéncia, 0s
helmintos e protozoarios ndo tiveram influéncia sobre a anemia dos pacientes. Do mesmo
modo, os ancilostomideos, helmintos que classicamente possuem papel de destaque como
indutores de anemia ferropriva na infancia, também ndo estiveram implicados na anemia
desses pacientes. Tais resultados séo similares aos observados por Akhwale et al. (2004)em
uma amostra com 1.314 individuos de varias faixas etarias no Quénia, onde houve associacao
significativa entre anemia e infec¢do malarica (P. falciparum), mas ndo com a infestagdo por
ancilostomideos. Por outro lado, diferem dos resultados de Achidi et al. (2008) em escolares
africanos residentes de areas co-endémicas de malaria e helmintiases em Camardes, que
demonstraram influéncia dos helmintos no determinismo da anemia associada & malaria por
P. falciparum.

Na realidade a relacdo causal entre anemia e parasitose intestinal nem sempre é
facilmente estabelecida, porque a anemia resulta de uma complexa interacdo entre meio
ambiente, idade, habitos alimentares, status sécio-econémico, poliparasitismo, grau de
infestacdo parasitaria e da genética do hospedeiro e do parasito. Ignorar esses fatos e/ou
consideré-los isoladamente pode levar a conclusdes erroneas sobre a freqiiéncia e a causa da
anemia (Brito et al., 2006). Se um terceiro fator potencialmente indutor de anemia, como a
infeccdo malérica estiver atuando nessa relacéo, o desafio de entender o papel que cada um
desses agentes desempenha na anemia de criangas e adolescentes € ainda maior (Druilhe et
al., 2005; Brooker et al., 2006, Pullan & Brooker, 2008).

Outras causas potencialmente determinantes de anemia na faixa etaria pediatrica sdo a
desnutricdo protéico-calérica e a deficiéncia especifica de ferro (Queiroz &Torres, 2000;
Borelli et al., 2004). Em nossa casuistica encontramos 6,2% de desnutricdo, sem que esta
estivesse associada a anemia. No Quénia, a desnutricdo esteve presente em 15,4% de criancas
hospitalizadas com maléria falciparum, mas sem relacdo com a anemia quando os dados
foram submetidos a analise multivariada (Ong’echa et al., 2006). De forma semelhante, as
consideracOes feitas sobre o impacto da co-existéncia de parasitose intestinal e malaria e o

impacto sobre a morbidade da maléria, em especial da anemia em criangas e adolescentes, hé
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controvérsia sobre a relacdo entre estado nutricional, malaria e anemia, especulando-se se a
desnutri¢do atuaria como um fator de protecdo ou de agravo para malaria (Mc Gregor, 1982;
Ghosh et al., 1995; Genton et al., 1998; Friedman et al., 2005; Ehrhardt et al., 2006).

Nestes pacientes a deficiéncia de G6PD e a Doenca Falciforme foram investigadas
como possiveis causas de anemia. Evidenciou-se 3,7% de deficiéncia de G6PD, percentual
similar aos 3% encontrados por Santana et al. (2009) em area endémica de malaria, em
Manaus, porém inferior aos 7,9% obtidos por Castro et al. (2006), em um estudo transversal
realizado no sul do Brasil. Ndo foram observados casos de doenca falciforme, mas téo
somente o traco falciforme em 1,2 % dos pacientes, compativel com a freqiiéncia de 2 a 8%
referida para a populagéo brasileira (Zago, 2001).

Nos locais onde a maldria tem alta prevaléncia, a deficiéncia de G6PD e a doenca
falciforme podem ser um fator de protecdo ao limitar a parasitemia e a expressdo das
manifestacdes clinicas associadas a malaria (Williams et al., 2005; Tripathy & Reddy, 2007;
Tosta, 2007). Devido o baixo percentual destas alteracfes hemoliticas congénitas em nossos
pacientes, ndo foi possivel determinar essa protecdo. Contudo, a deficiéncia de G6PD e o
traco falciforme ndo influenciaram na média de hemoglobina apresentada pelos pacientes.

O intervalo de tempo decorrido entre o aparecimento dos sintomas e o diagnostico de
malaria ndo parece relacionado & anemia leve, mas pode ter contribuido de modo significativo
para anemia moderada e para as anemias moderada/grave nos pacientes com malaria. E
possivel que tais resultados demonstrem um desequilibrio na relacdo parasito-hospedeiro
exacerbado pelo aumento do tempo de interacdo entre ambos, que como pretendem Tosta
(2007) e Price et al. (2007) facilitaria ao plasmodio expressar o seu potencial patogénico,
dificultando a atuacdo do sistema imune em limitar a parasitemia e diminuir a morbidade e o
risco de complicacGes inerentes a doenga.

Do ponto de vista epidemioldgico, em &rea de transmissdo de maléria, o atraso no
diagndstico e consequentemente na instituicdo do tratamento anti-malérico, aumentam as
chances de aquisicdo de gametdcitos (presentes no sangue periférico desde o estagio inicial
da infeccdo) pelos anofelinos por ocasido do repasto sanguineo e de transmisséo pelo vetor
infectado para o individuo suscetivel. Por outro lado, novas infeccbes, aumentam as chances
de recaida, pela inoculacdo de novas geracbes de esporozoitos que podem permanecer
quiescentes no figado, como resultado igualmente do atraso na administracdo da terapéutica,
que inclui a primaquina, droga de acdo hipnozoiticida e gametocitocida. Também sob esse

aspecto, hemolises (de eritrocitos parasitados e ndo parasitados) recorrentes e a diseritropoiese
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induzidas por essas recaidas podem exacerbar a anemia multifatorial da maléria (Collins et
al., 2003; Price et al., 2007).

7.5. DADOS LABORATORIAIS:

7.5.1. Ferritina

A ferritina, um dos marcadores séricos utilizados para avaliar a caréncia de ferro, se
encontra diminuida nos trés estagios de caréncia desse mineral: a) deplecdo dos estoques de
ferro tecidual, sem alteragdo no hematdcrito ou no ferro sérico; b) deficiéncia na eritropoiese
em consequiéncia do esgotamento dos estoques de ferro do sistema reticulo-endotelial, com
diminuicéo dos niveis de ferro sérico, aumento da capacidade de ligagdo da transferrina e do
nivel sérico de transferrina, diminuicdo da concentracdo de hemoglobina nos reticuldcitos,
sem alteragBes no hematdcrito ou no esfregaco sanguineo; c) anemia ferropriva em que a
hemoglobina e o hematdcrito se encontram diminuidos, alteracfes no distendido sanguineo,
além de achados laboratoriais que caracterizam as fases precedentes. Entretanto, a ferritina
nos processos infecciosos atua como uma proteina inflamatoria, elevando-se na fase aguda da
doenca, de modo a limitar a utilizacdo do ferro circulante pelos microorganismos que dele
dependem (Walter et al. 1997; Paiva et al., 2000, Machado, 2008). O ferro ndo ¢ um elemento
importante para a sobrevivéncia do plasmadio, pois o parasito promove a degradacdo da
hemoglobina, utilizando-se da globina para suas atividades metabdlicas e liberando o radical
heme (composto por ferro), que é estocado como hemozoina (pigmento malarico). Por outro
lado, o ferro proveniente da lise do eritrdcito € reutilizado para a sintese de hemoglobina.
Porém, se a oferta desse mineral se sobrepBe as necessidades do organismo, niveis
aumentados de ferro podem ser encontrados em individuos com malaria (Francis et al, 1997).

Nas criancas e adolescentes com malaria deste estudo, o valor médio da ferritina sérica
(262 = 173,0 ng/ml) foi significativamente superior ao encontrado no grupo controle (51 *
52,9 ng/ml), embora ainda estivesse no padrédo de normalidade. Niveis séricos de ferritina
mais elevados em pacientes com malaria foram também observados em criangas ou em
adultos com maléria sintomatica ou assintomética por Das et al. (1997), Stoltzfus et al.
(1997), Odunukwe et al. (2000) e Assobayire et al. (2001). Esses autores salientam a
dificuldade de se estimar a real caréncia de ferro ou de anemia ferropriva em areas
hiper/nolendémicas de maléria, utilizando-se apenas a ferritina sérica e enfatizam a
necessidade de combinar outros marcadores, tais como saturacdo da transferrina,

protoporfirina eritrocitaria e receptor de transferrina, para aumentar a sensibilidade dos
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meétodos de avaliagdo da causa da anemia em &reas malarigenas. Entretanto, tais marcadores
ndo sdo exequiveis para utilizacdo de rotina em salde publica, por requererem laboratérios
com equipamentos especializados e serem de alto custo (Paiva et al., 2000; Machado, 2008).

Ndo se observou correlacdo significativa entre a ferritina sérica e a taxa de
hemoglobina nas criangas e adolescentes com malaria, o que indiretamente sugere que a
anemia destes pacientes foi determinada pela diminui¢do da hemoglobina & custa de hemélise
e ndo de deficiéncia de ferro. Esta auséncia de correlacdo foi também observada por Das et al.
(1997) ao verificar a influéncia da maléria em marcadores do status de ferro em criangas na
india, por Geissler et al. (1998) ao estudar o status de ferro, anemia e habitos de geofagia em
criangas escolares no Quénia; e por Stoltzfus et al. (2000) ao avaliar a relagdo da anemia e do
status de ferro em relacdo a malaria, ancilostomiase e febre recente em criancas, de zero a
cinco anos de idade, na Tanzéania.

Houve, por outro lado, uma correlacdo significativa entre a ferritina sérica e a
parasitemia, reforcando o papel dessa proteina como marcador inespecifico de resposta
inflamat6ria aguda, diante de um parasito que mantém uma estreita relagdo com a
hemoglobina, em conformidade com outros estudos realizados em areas endémicas de malaria
da Africa (Geissler et al., 1998; Odunukwe et al., 2000; Assobayire et al., 2001).

Os pacientes com primoinfecgdo apresentaram concentracdo média de ferritina sérica
(315 +168,4 ng/ml) significativamente maior do que aqueles com historia pregressa de
malaria (224 +168,3 ng/ml). E possivel que os pacientes que adquiriram malaria pela primeira
Vez e que apresentavam uma parasitemia também significativamente maior tenham tido uma

resposta inflamatdria mais exacerbada, justificando os niveis mais elevados de ferritina.

7.5.2. Morfologia dos eritrdcitos no distendido sanguineo

AlteracBes morfoldgicas dos eritrocitos tais como anisocitose, poiquilocitose,
anisopoiquilocitose, microcitose, hipocromia foram mais frequentes nos pacientes do que nos
individuos do grupo controle. Os eritrocitos podem modificar sua forma (de discoides para
esfericos) devido & presenca do plasmddio ou em virtude de alteragbes provocadas pelo
parasito ao se utilizar de componentes dessas células em sua nutricdo (Ginsberg, 1990;
Francis et al., 1997). As alteracfes no distendido sanguineo tiveram uma evolucdo bastante
favordvel com o declinio e negativacdo da parasitemia, pds-instituicdo da terapéutica
antimalérica: de 22,4% em DO, para 16,4% em D7, e somente 1,5% no primeiro controle de

cura.
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7.5.3. Indicadores hematimétricos

Neste estudo, o indice de variacdo no volume dos eritrocitos (RDW- Red Cells
DistributionWidth ) se encontrava nos padrdes de normalidade, confirmando que a anemia
observada nas criancgas e adolescentes foi induzida pelo Plasmodium vivax e ndo decorreu de
uma caréncia de ferro, ja que, como salientam Melo et al. (2002), o RDW é um bom marcador
para diagnosticar anemia ferropriva e, ao contrario da ferritina sérica, ndo se eleva na vigéncia
de processos inflamatorios agudos (Walter et al.1997; Das et al., 1997) .

Além do RDW, outros indicadores hematimétricos, VCM, HCM e CHCM podem ser
Uteis para auxiliar no diagnostico das anemias carenciais. Desses, 0 VCM é o mais confiavel,
encontrando-se baixo na anemia ferropriva, pois o HCM que representa 0 peso da
hemoglobina na média dos eritrocitos e o CHCM, concentracdo de hemoglobina na média dos
eritrocitos, sdo passiveis de sofrer interferéncia de varios fatores, dentre os quais, a hemolise.
O HCM e o CHCM dos pacientes desta casuistica foram significativamente mais elevados do
que aqueles do grupo de criancas e adolescentes sem malaria, provavelmente em
consequiéncia da lise dos eritrocitos por fendmenos mecéanicos e imunoldgicos desencadeados
pelo plasmodio (Menendez et al., 2000; Ekval, 2003; Garanito, 2008).

Nos pacientes houve predominio de anemia normocitica e normocrémica (55,7%),
semelhante ao observado por inimeros outros autores tanto em paises africanos quanto no
Brasil (Stein & Gelfand, 1985; de Freitas, 2004; Jain & Kaur, 2005).

7.5.4. Eritrécitos e Hematocrito

Paralelamente a taxa de hemoglobina que foi significativamente menor nas criangas e
adolescentes com malaria do que nas do grupo controle, os eritrocitos e 0 hematdcrito também
estavam significativamente diminuidos nos pacientes. Tais alteragdes foram transitorias, com
elevacdo e normalizacéo no final do tratamento e/ou no primeiro controle de cura e sugerem
uma resposta hematopoiética da medula 6ssea, favorecida pela negativagdo da parasitemia em
decorréncia da administracdo dos antimalaricos, ndo havendo, via de regra, necessidade de
outros procedimentos terapéuticos, tais como administragdo de ferro ou transfusdo sanguinea
(Selvam & Baskaram, 1996).
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7.5.5. Reticulécitos

A despeito das criancas e adolescentes com maléria apresentarem reticuldcitos dentro
dos valores considerados normais, a média (1,1 + 0,9 %) foi significativamente maior do que
aquela dos individuos do grupo controle (0,8 £ 0,8 %). No final do tratamento, houve um
aumento significativo da contagem de reticuldcitos, o que demonstra de modo indireto que
houve resposta da medula déssea & anemia (Wickramasinghe & Abdalla, 2000; Chang &
Stevenson, 2004).

7.5.6. Série Branca

Na malaria € comum o encontro de leucdcitos com valores normais ou diminuidos,
embora também possa haver leucocitose. Em 64,5% dos pacientes os leucdcitos estavam em
nimero normal. Este percentual foi inferior aos 77,2% observados em coreanos adultos com
malaria vivax (Oh et al., 2001), mas superiores aos 43% encontrados em individuos
amazoOnidas com malaria por P. vivax e/ou P. falciparum (de Freitas, 2004).

Leucopenia (leucdcitos inferiores a 4.000/ mm?®) foi encontrada em 34,2% das criangas
e adolescentes, num percentual superior (19,9%) ao registrado por Oh et al. (2001), contudo
inferior (57%) ao observado por de Freitas (2004). A leucopenia, como postulam McKenzie et
al. (2005), pode ser consequéncia do deslocamento dos leucdcitos da circulagdo periférica
para o baco e outros 6rgdos hematopoiéticos, ao invés de estase ou deplecéo.

Houve uma correlagcdo positiva e significativa entre leucocitos e parasitemia,
semelhante ao observado no estudo conduzido por McKenzie et al. (2005) em 4.697
individuos com maléria (P.vivax, P. falciparum) na Tailanida e no Peru. Em nossa casuistica,
a observagdo dessa correlacdo positiva pode a primeira vista parecer incongruente,
considerando-se o predominio de leucdcitos em niveis normais e somente 1,3% de leucocitose
no momento do diagnostico. Entretanto se lembrarmos que nestes pacientes, houve uma
correlagdo significativa positiva entre tempo de doenga e parasitemia e portanto, maiores
niveis de parasitemia antes do diagnostico, pode-se especular que nos sitios inflamatorios, os
leucdcitos estivessem aumentados para limitar e/ou coibir a infeccdo desencadeada pelos
parasitos (corroborada pela tendéncia de associacdo entre o tempo de doencga e a contagem de
leucdcitos).

Com o desaparecimento da parasitemia e a resolucdo da infeccdo, os leucocitos,
particularmente os eosindfilos, os segmentados e os linfocitos, que estavam diminuidos no
inicio do tratamento, se elevaram e retornaram aos seus niveis de normalidade no final do

tratamento e no primeiro controle de cura, de forma semelhante ao evidenciado no follow- up
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de individuos com maléria em Papua, Nova Guiné (Taylor et al., 2008), em Bangkok, na
Tailandia (Tangpukdee et al., 2008), na india (Kumaresan & Selvam, 1991) e na Venezuela
(Rodriguez-Morales et al., 2005).

7.5.7. Série Plaquetaria

A plaquetopenia (contagem de plaquetas abaixo de 150.000/mm?) foi observada em
67,1% de nossos pacientes, frequéncia similar & da literatura (Patel et al., 2004; Kumar &
Shashirekha, 2006, Araujo et al., 2008). Apesar de comumente observada, a diminuicdo de
plaquetas no sangue circulante de individuos com malaria raramente se acompanha de
distdrbios hemorragicos, fato por nos observado, mesmo naqueles (7,5%) que apresentavam
plaquetas abaixo de 50.000/mm?, nivel considerado critico pelos hematologistas para o
aparecimento de sangramento (Rothschild & Carneiro, 2003). Infelizmente, a despeito da
endemicidade da doenca na Regido AmazOnica, € comum vermos pacientes com malaria
recebendo concentrado de plaquetas, na auséncia de hemorragia, denotando a falta de
familiaridade dos profissionais de salde com a doenca e com seu manejo clinico.

Ao se acompanhar a evolugdo da contagem de plaguetas durante o seguimento clinico-
laboratorial das criancas e adolescentes com maléria, verificou-se que as plaquetas, que
estavam baixas (141.328 + 87.404 plaquetassmm3) no inicio do tratamento, também se
elevaram e se normalizaram no término do tratamento e no primeiro controle de cura,
respectivamente 295.328 + 116.527 e 252.356 + 59.8 plaquetas/mm?®. Estes resultados
confirmam que a plaquetopenia da maléria é um fendmeno transitério, normalizando-se no
sangue circulante com a instituicdo do tratamento anti-malarico (Adepapo et al., 2007; Taylor
et al., 2008).

Observou-se em nossa casuistica uma correlacdo negativa significativa entre a
parasitemia e a contagem de plaquetas. Correlagdo dessa natureza é controversa na literatura,
estando presente (Ladhani et al., 2002; Taylor et al., 2008) ou ausente (Adepapo et al., 2007).

Recentemente McMorran et al. (2009), em experimentos realizados in vitro e in vivo
em camundongos, sugeriram que as plaquetas poderiam contribuir para a destruicdo do
plasmddio. Embora o presente estudo ndo tenha sido conduzido para abordar esse aspecto da
fisiopatogenia da maléria, esse é um assunto interessante, haja vista termos observado
associagdo negativa entre plaquetas e parasitemia. A diminuigdo das plaquetas no sangue

circulante no inicio do tratamento com normalizacdo apds o uso de antimaléricos poderia
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significar que essas células estariam comprometidas de alguma forma com o controle da
parasitemia, por exemplo estando aderidas aos eritrocitos parasitados.

O hemograma das criangas e adolescentes com primoinfeccdo e daquelas com passado
de maléria foi similar no que diz respeito a série vermelha (hemoglobina, eritrdcitos,
hematdcrito) e aos leucdcitos. A contagem de plaquetas, entretanto, foi significativamente
mais baixa naquelas com primoinfecgdo, que tambeém apresentaram parasitemia média
significativamente maior. Estes achados diferem do observado por Taylor et al. (2008) que
ndo evidenciaram diferencas nos valores de plaquetas em populagdes com graus variados de

exposicao ao plasmadio.

7.6. DADOS IMUNOLOGICOS NA MALARIA VIVAX:

7.6.1. Imunoglobulinas Ig M e IgG anti-P. vivax

Anticorpos IgM anti-P. vivax foram evidenciados em 63,6% das criangas e
adolescentes com malaria. Este percentual foi superior aos 19% de resposta para anticorpos
IgM anti-P.vivax encontrados por de Freitas (2004) em individuos (predominantemente
adultos) com maléaria na Regido Amazdnica. Do mesmo modo, os titulos de anticorpos IgM,
que em nossos pacientes variaram entre 40 a 640, foram superiores aqueles (entre 40 a 320)
observados por de Freitas (2004). Tal diferenca poderia ser atribuida ao fato de que criancas
parecem expressar com mais frequéncia anticorpos anti-plasmodiais da classe IgM do que
adultos (Bouharoun-Tayoun & Druilhe, 1992) ou pela dificuldade de se detectar anticorpos
de classe IgM por usualmente serem de baixa afinidade e por terem meia vida curta
(Spiegelberg, 1974). A despeito dessas consideracbes e mesmo que essa diferenca fosse
significativa, ndo se poderia afirmar que as criancas e adolescentes com maléria vivax
apresentaram uma resposta imune mais efetiva do que aquela evidenciada por de Freitas
(2004), pois cabe lembrar que na maldria, a protegdo conferida por alguns anticorpos nédo se
correlaciona necessariamente com sua quantidade (freqliéncia, titulos), mas com a qualidade
da resposta imune, dada pelo predominio de anticorpos citofilicos (1gG1, 1gG3) sobre aqueles
nao citofilicos (1gG2, IgM) (Druilhe & Kusmith, 1987; Marsh et al., 1989, Bouharoun-
Tayoun & Druilhe, 1992).

Anticorpos 1gG anti-P. vivax estavam presentes em 90,9% das criancas e adolescentes
com maléria e em 9,7% daquelas sem maléria (grupo controle) possivelmente por terem tido

malaria no passado, néo referida pelos seus familiares. Entretanto, nas criancas e adolescentes
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do grupo controle, a pesquisa de plasmodio em gota espessa e a pesquisa de anticorpos de
classe IgM (mais frequentemente associados & infecgéo aguda) anti-P. vivax foram negativas.
Ademais, é provavel que ndo tenham apresentado febre ou outros sintomas sugestivos de
malaria nos dias subsequentes de acompanhamento clinico do caso-indice que justificasse a
procura para atendimento clinico e repeticdo da pesquisa de plasmaddio no sangue periférico.

O elevado percentual de resposta IgG observada em nossos pacientes (90,9%) e os
100% registrados por Pinto et al. (2001) em uma populagdo infanto-juvenil com malaria vivax
foram superiores aos 62% encontrado por de Freitas (2004) também em individuos com
malaria vivax, na maioria adultos.

N&o somente a freqliéncia, mas também os titulos de anticorpos anti-P. vivax estiveram
elevados. Eles foram assim distribuidos: 9,2% ndo reagentes, 15,8% titulos baixos (40 a 640),
23,7% titulos moderados (640 a 2.560) e 51,3% titulos elevados (5.120 a maior ou igual a
10.240). A despeito dessa “exuberante” resposta imune, por ndo termos avaliado as subclasses
desses anticorpos, ndo nos foi possivel obter conclusdes mais aprofundadas sobre seu papel
anti-plasmodial. Por outro lado, Pinto et al. (2001) que encontraram maior freqiiéncia de
anticorpos citofilicos sobre ndo citofilicos em pacientes semi-imunes ou ndo imunes e
Whalgren et al. (1983; 1986) que evidenciaram niveis elevados de 1gG2 (ndo citofilica) em
individuos primoinfectados concluiram pela influéncia de diferentes graus de exposicédo ao P.
falciparum na geragéo dessa resposta.

Titulos moderados ou elevados de anticorpos IgG foram mais frequentes em pacientes
anémicos (79%) do que ndo anémicos (61%), ndo atingindo contudo niveis de significancia a
ponto de serem associados a anemia.

Imunoglobulinas na superficie de eritrocitos infectados podem desempenhar um papel
importante na génese da anemia da malaria, ou mesmo surgir em consequiéncia da destrui¢do
dos eritrdcitos. Por exemplo, Scholander et al. (1998) ndo evidenciaram diferengas na ligacdo
das imunoglobulinas (IgG e IgM) em eritrocitos de criangas anémicas e ndo anémicas com
maléria falciparum, apesar de terem observado maior ligagdo desses anticorpos na superficie
dos eritrocitos das criangas com anemia moderada, concluindo ser um evento que merece
novos estudos no contexto da interagdo parasito- hospedeiro.

Em DO, os titulos de 1gG mostraram correlacdo negativa, ndo significativa, com a
parasitemia. Se tal observacédo indica uma real tendéncia, que, de fato, teria sido registrada
com uma amostragem maior, € possivel que essa correlacdo tenha sido influenciada pelo
intervalo de tempo decorrido para o diagnostico de maléria, que por sua vez teve correlagdo

positiva com a parasitemia (associada a historia pregressa de malaria). De fato, considerando
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que tais pacientes ndo apresentavam alta parasitemia, pode-se cogitar que no momento do
diagndstico esses anticorpos ja estavam presentes na circulagdo ha algum tempo, tentando
limitar a parasitemia, em cooperagdo com a resposta imune celular.

Por outro lado, se a falta de significAncia estatistica aponta para uma real auséncia de
correlagdo entre resposta IgG e parasitemia, cabe lembrar os resultados de Pinto et al. (2001)
em criangas e adolescentes amazodnidas com maléria vivax, no primeiro dia de tratamento.
Esses autores salientaram a dificuldade de correlacionar os titulos de anticorpos IgG
encontrados em seus pacientes com a parasitemia assexuada, pela variabilidade de tempo
entre 0 niumero de dias decorridos entre o inicio da doenga e a mensuragao dos anticorpos.

Os anticorpos 1gG e IgM anti-P. vivax das criancas e adolescentes com maléaria
apresentaram correlagdo com os leucdcitos, demonstrando resposta humoral efetiva contra o
parasito, provavelmente auxiliando a limitar a infeccdo, uma vez que os anticorpos IgG
(citofilicos), em cooperagdo com os mondcitos, podem atuar na opsonizagdo e na fagocitose
de eritrdcitos, via receptores FcyRI, FcyRlle FcyRIIl, promovendo a inibicdo celular
dependente de anticorpos-ADCI (Bouharoun-Tayoun et al., 1990; Jafarshad et al., 2007).
Parece também que os anticorpos IgM possam exercer um efeito protetor, como evidenciado
pela correlacdo inversa entre os titulos de tais anticorpos e a parasitemia, em criangas e
adolescentes africanas com malaria falciparum (Boudin et al., 1993).

Titulos significativamente maiores de 1gG (entre 5.120 e igual ou maior que 10.240)
foram observados entre as criancas e adolescentes com passado de malaria, sugerindo que o
contato prévio com antigenos plasmodiais foi capaz de desencadear resposta de linfocitos B
de memoria nestes pacientes. Parece razoavel supor que esta resposta, ao ser mobilizada,
tenha sido efetiva, pois tais pacientes apresentaram menor parasitemia, clareamento mais
precoce desta parasitemia e menos anemia moderada/grave do que aqueles com
primoinfec¢cdo, em conformidade com o papel esperado em termos de evolucdo clinica e
parasitologica da maléria (Gray & Skarvall, 1988; Struik & Riley, 2004; Jangpatarapongsa et
al., 2006).

Titulos de IgG compativeis com uma resposta imune de células B de memdria nos
pacientes com passado de maléria pode ter ocorrido tanto naqueles que referiram o Gltimo
episddio h4 menos de 180 dias (52,2%) como também naqueles que relataram o Ultimo
episddio da doenca entre oito meses a sete anos do episddio atual (30,4%), em conformidade
com Migot et al. (1995) que observaram longa duracdo da resposta imune de células B de
memoria, até oito anos apds a aquisicdo de maléria, em alguns individuos residentes em

Madagascar.
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Anticorpos reagentes anti-P. vivax foram observados ndo somente no primeiro dia de
atendimento (DO0), como no final de tratamento (D7) e no primeiro controle de cura (D30),
respectivamente em 91,4%, 95,7% e 92,9% dos pacientes (amostra pareada). Metade destes
pacientes possuia titulos elevados em DO e D7, enquanto que no controle de cura
predominaram titulos mais baixos (28,6%, para titulos entre 40 a 320 e 41,4% para titulos
entre 640 a 2.560). Essa persisténcia de anticorpos, inclusive com titulos elevados, no curso
da infeccdo malérica parece ser compativel com ativacdo policlonal de linfécitos B em
resposta a antigenos especificos, semelhante as observacbes de Banic et al. (1991) em
pacientes com maléria falciparum.

Ademais, convem salientar que esses anticorpos podem estar presentes na circulagdo
sanguinea por meses ou anos, em titulos decrescentes, constituindo-se numa ferramenta (til
para inqueéritos epidemioldgicos em &rea de transmissdo de maléria, expressando infecgdo
plasmodial pregressa, embora ndo sejam utilizdveis como pardmetros indicativos de resposta

clinica ou parasitologica (Braga et al., 1998; Bruschi & Castagna, 2004).

7.6.2. Fator de Necrose Tumoral e Interleucina -10

O TNF das criangas e adolescentes com malaria variou entre valores ndo detectaveis
até 490 pg/ml. Ampla variacéo dessa citocina foi também observada em outros estudos: TNF
plasmético entre 11 a 728 pg/ml em adolescentes e adultos com maléria vivax nas ilhas
Saloméo, no Pacifico (Butcher et al.,1990) e TNF plasmético entre 0 a 9.400 pg/ml em
criangas com maléria falciparum, no Zaire (Shaffer et al.,1991).

Entretanto, e de forma surpreendente, o TNF foi significativamente menor nas
criangas e adolescentes com malaria (16 + 58,3 pg/ml) do que no grupo controle (25,5 + 46,4
pg/ml), em desacordo com a literatura onde se costuma observar niveis elevados dessa
citocina associados & maldria, pela sua caracteristica atividade pro-inflamatéria (Clark et al.,
1989; Shaffer et al., 1991; Mendis et al., 1992). Os baixos niveis de TNF de nossos pacientes
ndo parecem ser resultado de falhas na conducéo do experimento, do modo de coleta e de
armazenamento do material (Dugué et al.,1996) e/ou da execuc¢do dos testes de ELISA, o0s
quais foram realizados seguindo-se as orientacBes do fabricante. Ademais, as aliquotas de
plasma de DO, D7, D30 e do grupo controle para essa citocina (e para a interleucina-10) foram
testadas aleatoriamente.

Também surpreendente foi o fato dos pacientes anémicos terem apresentado TNF

significativamente menor do que o grupo controle com anemia. Essa resposta do TNF parece
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paradoxal, se comparada com o0s niveis significativamente elevados dessa citocina em
criangas anémicas com malaria falciparum residentes em area holoendémica da Africa para a
doenga (Kurtzhals et al., 1998; Othoro et al.,1999; Nussenblatt et al, 2001). Na regido
Amazbnica, Fernandes et al. (2008) também encontraram niveis elevados de TNF em
pacientes com malaria vivax ou com maléria falciparum e, embora ndo tivessem verificado
diferenca nas concentracdes dessa citocina entre anémicos e ndo anémicos na infecgdo por P.
vivax, encontraram em individuos com malaria falciparum ndo complicada, niveis menores
de TNF nos anémicos do que nos ndo anémicos.

Dentre os pacientes anémicos, os niveis de TNF também foram significativamente
mais baixos naqueles com anemia moderada/grave em relagdo aos que tinham anemia leve.
Como justificar este resultado, se niveis elevados de TNF parecem estar relacionados as
complicacbes da malaria (Grau et al., 1989; Shaffer et al., 1991; Kurtzhals et al., 1998)?
Pode-se considerar a existéncia de uma “inibi¢do transitéria” do TNF, secundaria a dois
mecanismos, ndo excludentes: a) desequilibrio na resposta imunolégica TH1/TH2, com
predominio da resposta TH2, em consequéncia da elevada freqliéncia de parasitose intestinal
e/ou do tempo prolongado de doenca; b) elevacdo dos niveis de cortisol em decorréncia do
stress determinado pelo parasito.

De fato, na busca pelo entendimento dos complexos mecanismos que regem a
interacdo entre plasmaddio e o homem, recentemente, vem se dando importancia a um possivel
papel dos parasitos intestinais sobre a modulagdo da resposta imune do organismo diante da
infeccdo plasmodial, haja vista ser comum elevada prevaléncia de malaria e de parasitose
intestinal numa mesma populagdo, ambas com potencial para causar anemia (Druilhe et al.,
2005; Brooker et al., 2006).

Na inter-relagdo entre helmintos e o hospedeiro, frequentemente observada em
ambientes com baixas condi¢cBes de higiene e saneamento, h4 um predominio da resposta
TH2, com a finalidade de controlar os parasitos intestinais e reparar 0s danos teciduais por
eles causados (Basavaraju & Schantz, 2006; Diaz & Allen, 2007; Hewitson et al., 2009) Se
considerarmos que 78,5% das criangas e adolescentes com maléria apresentavam parasitose
intestinal, poderiamos supor que a resposta TH2 predominou sobre a resposta TH1, de modo
que a produgdo de TNF, TH-1 induzida, ndo pode ser expressa em toda sua magnitude?

No momento do diagnostico, observou-se uma correlagdo negativa significativa entre
0 TNF e tempo de doenga, ou seja, 0 tempo decorrido sem tratamento contribuiu para que as
criangas e adolescentes com malaria apresentassem niveis significativamente mais baixos de

TNF (inclusive aquelas com anemia moderada/grave) do que as criangas e adolescentes sem
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maléria. Salienta-se também que o tempo de doenca teve uma relacdo indireta com a taxa de
hemoglobina, inclusive apos a analise multivariada para observar de fato que fatores estariam
influenciando a anemia dos pacientes.

O tempo de doenga também esteve positivamente associado com a parasitemia. E
possivel que o tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e 0 momento do diagnostico tenha
contribuido para que o organismo simultaneamente desencadeasse outros mecanismos, além
do TNF, sabidamente capazes de inibir o crescimento plasmodial e assim limitar a
parasitemia, como por exemplo, liberagdo de IL-4, que caracteriza uma resposta do tipo TH2
com anticorpos. Winkler et al. (1998) estudando por meio de citometria de fluxo, o fenétipo
e a frequéncia com que as células T induziam a producéo de citocinas TH1 e TH2, no curso
da infeccdo por P. falciparum em individuos africanos com idade entre 4 a 35 anos,
observaram uma resposta desviada para TH2 antes do tratamento antimalarico e que
decresceu com a resolucdo da parasitemia, sendo substituida por uma resposta direcionada
para TH1 em células T periféricas, com maior producéo de IFN-y sobre IL-4.

Por outro lado, é possivel que os niveis baixos de TNF estivessem relacionados ao
cortisol plasmatico, que possui agdo anti-inflamat6ria e imunosupressora, expressando a inter-
relacdo entre os sistemas imune e neuro-enddcrino. Na vigéncia de uma infecgdo, o organismo
vivencia uma situacdo de stress, o que leva a ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-supra-
renal, com liberacdo de hormdnios, dentre os quais o cortisol, que além de suas fungdes
enddcrinas, inibe a producgdo de citocinas pro-inflamatorias e estimula os linfocitos TH2 a
producéo de IL-4, IL-10 e IL-13 (Imura et al., 1991; Elenkov, 2004). Libonati et al. (2006)
verificaram em pacientes da Regido Amazonica com maléria falciparum que o cortisol, no
momento do diagndstico, se encontrava elevado, estando seu declinio associado & diminuicéo
da parasitemia.

Neste estudo, também se observou uma correlacdo positiva entre TNF e taxa de
hemoglobina, que divergiu do comumente descrito na literatura, onde se nota auséncia ou
correlagdo indireta entre TNF e taxa de hemoglobina (anemia) (Shaffer et al., 1991; Kurtzhals
et al., 1998; Nussenblatt et al., 2001). No entanto, de Freitas (2004), em individuos
predominantemente adultos com maléria da regido Amazbnica, também observou uma
correlagdo positiva entre TNF e taxa de hemoglobina, tendo sugerido que essa correlacdo
poderia estar exercendo um efeito “protetor” agindo predominantemente na eliminagédo dos
parasitos durante a fase aguda da infeccéo, uma vez que a maioria dos individuos apresentava
anemia leve. Se essa hipGtese estiver correta, o TNF poderia ter apresentado um papel duplo:

induzido anemia, em 66,1% de grau leve e conjuntamente com outros fatores ter corroborado
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para os casos de anemia moderada/grave, estando transitoriamente “inibido” no momento do
diagndstico.

Nos pacientes, 0s niveis plasméticos de TNF foram aumentando na medida em que a
parasitemia decrescia e a taxa de hemoglobina gradualmente se elevava, em consequéncia do
tratamento antimalarico. Observou-se também uma correlacdo negativa, embora ndo
significativa, entre 0 TNF e a parasitemia. Parece pouco provavel que os antigenos do parasito
ndo tivessem sido capazes de estimular os macréfagos na producdo de TNF, sendo, portanto,
mais plausivel supor que sua presenca no plasma estivesse “inibida”. O desaparecimento da
parasitemia associou-se significativamente com o aumento da taxa de hemoglobina (inclusive
na analise multivariada) que ocorreu, junto com o incremento dos niveis de TNF, ap6s o
tratamento até o controle de cura, de forma semelhante a evolucéo clinica da malaria vivax ou
da malaria falciparum, respectivamente em populagdes infanto-juvenis amazdnida e africana
(Ventura, 1997; Biemba et al., 1998, Nussenblatt et al., 2001).

Salienta-se ainda que os niveis significativamente baixos de TNF encontrados no
momento do diagndstico nas criancas e adolescentes com malaria desse estudo podem estar
subestimados, a custa de um fator inibidor presente em eritrocitos, conforme evidenciado por
Sheikh et al. (1996) em experimentos realizados inicialmente em camundongos infectados
pelo P. yoelii (cepa 17 X) e repetidos em camundongos infectados por P. berghei ANKA e por
P. chabaudi (cepa AS). Embora esses autores ndo tivessem identificado a natureza bioquimica
desse inibidor, relacionaram sua presenga aos eritrocitos infectados, estabeleceram ser
especifico para maléaria (afastando a contaminacéo por lipopolissacarideos) e excluiram outros
potenciais fatores que pudessem interferir na mensuragéo de citocinas, e que pudessem estar
presentes no soro destes camundongos, tais como receptores soliveis do TNF, anticorpos
heterofilos, fator reumatdide, complemento e a2- macroglobulina.

A elevacdo significativa dos niveis do TNF (23,3 + 16,6 pg/ml) ao término do
tratamento, apds a administracdo dos antimalaricos supfe “normalizacdo” dos niveis dessa
citocina num patamar semelhante ao do grupo controle (25,5 + 46,4 pg/ml). Em D30, no
controle de cura, os niveis do TNF (49,3 + 79,7) dos pacientes apresentaram valores
significativamente mais elevados do que no inicio do tratamento, onde além dos
antimalaricos, os individuos também tinham recebido tratamento para as parasitoses
intestinais. Infelizmente, ndo houve o seguimento do grupo controle para que pudessemos
mensurar 0s niveis do TNF pos-tratamento dos helmintos e protozoarios neste grupo sem
malaria e assim, comparar com os resultados obtidos nas criangas e adolescentes com maléria

em seu primeiro controle de cura.
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Em resumo, as concentracdes plasmaticas de TNF destas criancas e adolescentes com
maléaria apresentaram um perfil totalmente diferente do que se observa comumente na maldria,
julgando-se que estivessem “transitoriamente” inibidas. A despeito das especulagdes sobre
algumas das causas dessa provavel “inibi¢do”, permanece a questdo porque esse fendmeno
ndo foi ainda evidenciado em outros individuos com malaria em diversas situacdes de
endemicidade em paises da Africa, da Asia ou das Américas. Portanto, outros estudos
envolvendo criangas e adolescentes com malaria na Amazénia necessitam ser conduzidos
direcionados especificamente para o comportamento evolutivo do TNF, a fim de verificar se
o0s niveis baixos de TNF, no momento do diagnostico (e que depois se elevaram, atingindo
valores proximos ao do grupo controle) estiveram realmente associados a anemia
moderada/grave ou se representaram uma associacao espuria.

A producgdo de IL-10, secretada por celulas TH2 inibe a fungdo de células THL1,
envolvidas na producdo de TNF, IFN-y, IL-1 e IL-6, citocinas que desempenham importante
papel na fisiopatologia da maléria (Mosmann & Moore, 1991; Peyron et al., 1994). Em nosso
estudo, os niveis plasméticos de IL-10 foram significativamente maiores nos pacientes do que
nos individuos do grupo controle, respectivamente de 199,7 + 362,4 pg/ml e de 43,2 + 94,8
pg/ml, com ampla variacdo nos valores minimo e maximo observados, semelhante aos
detectados para 0 TNF. Fernandes et al. (2008) também observaram altas concentragdes de
IL-10 em pacientes da Amazonia brasileira com maléria vivax.

As concentracdes plasmaéticas de IL-10 tiveram correlacdo positiva e significativa com
a parasitemia, justificando os niveis elevados dessa citocina no momento do diagndstico, onde
se acredita que estivesse sendo liberada exercendo atividade anti-inflamatéria ou
imunorreguladora, desviando a resposta imune para TH2 (Mosmann & Moore, 1991). Esse
resultado esteve em conformidade com o observado por Jason et al. (2001) ao estudar o
comportamento de varias citocinas, entre as quais, a IL-10 em individuos com maléria,
correlacionando-as com a parasitemia; com o encontrado por Luty et al. (1998) ao verificarem
a participacdo ativa da IL-10 de per se ou estimulando os linfocitos B a produzirem
anticorpos para que houvesse o declinio da parasitemia; e com o evidenciado por de Freitas
(2004) que encontraram niveis elevados de IL-10 associados & parasitemia em individuos da
Amazonia, provavelmente regulando a produgéo excessiva de citocinas TH1, especialmente o
TNF.

A IL-10 também esteve mais elevada no grupo anémico com maléria do que naqueles
anémicos sem malaria. Contudo, ndo houve diferenga entre os valores dessa citocina para 0s

diferentes graus de anemia (leve, moderada/grave) nos pacientes, divergindo portanto, dos
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achados de Kurtzhals et al. (1998) em que as criangas e adolescentes de Gana com anemia
grave apresentavam niveis plasmaticos de IL-10 significativamente menores que aquelas com
maléria cerebral ou com maléria falciparum ndo complicada.

Se nestes pacientes a I1L-10 estiver de algum modo neutralizando o efeito deletério do
TNF em determinar anemia grave, € possivel que sua associacdo significativa com anemia,
esteja relacionada a anemia de grau leve, justificando a correlagdo positiva (ndo significativa)
entre IL-10 e taxa de hemoglobina, em uma doenca que por exceléncia predispde a anemia,
por mecanismos diversos e interrelacionados. Neste sentido, a IL-10 pode ter tido um
comportamento similar aquele observado por de Freitas (2004) em individuos com maléria,
que apresentavam anemia predominantemente de grau leve e concentragdes elevadas de IL-
10, sugerindo que estivessem induzindo maior proliferacdo e diferenciagdo de linfécitos B
para producdo de anticorpos, visando aumentar a efetividade da resposta fagocitaria aos
eritrocitos infectados ou controlando a atividade inflamatdria do TNF.

A IL-10 esteve associada a presenca de anticorpos IgM anti-P. vivax. E possivel que
tal resultado no momento do diagnostico possa refletir a liberagdo dessa citocina na fase
aguda da infeccdo, em relacdo direta com a associacdo observada entre leucdcitos e IgM,
tendo contribuido para o declinio da parasitemia (correlacdo positiva significativa) semelhante
ao evidenciado por de Freitas (2004) que também encontrou concentracdes mais elevadas de
IL-10 em pacientes amazdnidas com maléria vivax IgM reagentes. Ademais, Siddiqui et al.
(2008) igualmente evidenciaram uma resposta imune humoral associada a uma resposta
imune celular tipo TH2, ao estudar um antigeno (Pv TRAg40) expresso nas formas em anéis,
trofozoitos e esquizontes do P. vivax, capaz de suscitar além de uma elevada resposta imune
humoral (90,7% de soropositividade), uma resposta linfoproliferativa com grandes
quantidades de IL-12, IL-4 e IL-10 com provavel efeito protetor, em comparacdo com as
quantidades de IFN-y e TNF.

No acompanhamento clinico e parasitoldgico das criangas e adolescentes com maléria,
0 comportamento evolutivo da IL-10 foi o oposto daquele do TNF nos pacientes com malaria
(amostra pareada): decréscimo significativo nos niveis plasméticos da IL-10: 64,9 + 21,2
pg/ml e 35,3 £ 51,1 pg/ml, em D7 e em D30, se comparado com aqueles observados no
primeiro dia de atendimento, de 190,8 + 350,6 pg/ml. O declinio gradual da IL-10 pode ser
entendido como uma consequéncia natural de interrupgdo do estimulo que motivou a resposta
TH2 nestes pacientes: a infeccdo malérica e provavelmente a parasitose intestinal, ambos
tratados conforme preconizado. Mosmann & Moore (1991) salientam o papel da IL-10 na

regulagdo do sistema imune para que atinja um estado de equilibrio, ap6s uma intensa
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resposta TH1 ou TH2, atuando na liberacdo de subclasses de anticorpos ou pela meia vida
curta das células produtoras de altos niveis de citocinas ao entrarem em apoptose ou
modificando seu fendtipo p6s remogdo do estimulo antigénico.

Diversos estudos conduzidos em criangas e adultos apontam para a correlagéo entre os
niveis de TNF e IL-10 na patologia da maléria, particularmente nas complicagdes, tais como
malaria cerebral e anemia (Kurtzhals et al.,1998; Ho et al, 1998; Winkler et al., 1998;
Nussenblatt et al., 2001). Em nossos pacientes, 0s niveis plasméaticos de TNF e de IL-10
mostraram uma correlacdo direta, porém ndo significativa, provavelmente pelas diversas
funcbes que essas citocinas podem desempenhar na fisiopatogenia da maléria (Malaguarnera
& Musumeci, 2002). Concentragdes plasmaticas elevadas de IL-10 ndo correlacionada com 0s
niveis de TNF também foram relatadas por Peyron et al. (1994) em criangas e adultos com
maléria falciparum complicada, em que essa citocina teria um papel benéfico, ao reduzir a
resposta inflamatéria TNF-induzida pelo parasito, ou um papel maléfico, ao diminuir a

resposta imune celular.

7.6.3. Razédo IL-10/TNF

O padrdo predominante de resposta das citocinas TH1 (TNF, IFN vy, IL-2) e das
citocinas TH2 (IL-4, IL-5, IL-6, 1I-9, IL-10) pode ser decisivo para 0 aparecimento de
manifestacBes graves nos individuos com maléria, a qual pode ser avaliada pela razdo IL-
10/TNF ( Kurtzhals et al., 1998; Nussenblatt et al., 2001) Em nossa casuistica ndo foram
observadas diferencas na razdo IL-10/TNF entre as criangas e adolescentes com maléria e
aquelas do grupo controle, o oposto do relatado por Othoro et al. (1999) que evidenciaram
razdo IL-10/TNF significativamente menor em criangas e adolescentes africanas com malaria
falciparum e anemia grave em relagdo aquelas com malaria falciparum ndo complicada,

particularmente as custas de elevacdo do TNF.

Diante dessas consideragfes sobre o TNF e a IL-10 em criangas e adolescentes com
maléria vivax, relacionando-as sobretudo com a anemia moderada-grave, é oportuno ter em
mente que as citocinas possuem atividade pleotropica, que suas atividades bioldgicas,
protetoras ou deletérias, dizem respeito mais aos locais onde estdo atuando do que sua
presenca detectada de forma quantitativa no plasma. Portanto, o desfecho das relagOes

parasito-hospedeiro dependem da natureza, da cinética, da quantidade e dos locais de
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producéo de citocinas, direta ou indiretamente induzidas pelo parasito.(Grau & Behr, 1995;

Malaguarnera & Musumeci, 2002).

7.6.4. Autoanticorpos anti-eritrociticos

7.6.4.1. Anticorpos anti-eritrociticos avaliados pelo DAT

Autoanticorpos ndo sdo patognomonicos de doengas autoimunes. Ocorrem em
individuos saudaveis e vem sendo documentados em doencas infecciosas tais como sifilis,
hanseniase, HIV/AIDS e em associagdo com a malaria em pacientes de vérias idades e de
diferentes etnias (para revisdo ver Daniel-Ribeiro & Zanini, 2000). No caso do plasmédio,
admite-se que o fendmeno autoimune possa ter um papel benéfico (aquisicdo de uma
imunidade anti-tdxica ou anti-parasitiria natural) ou deletério, sendo formados em
consequéncia de: a) apresentagdo de antigenos do parasito que mimetizam moléculas do
hospedeiro; b) exposi¢do de neo-antigenos ou cripto-antigenos na membrana do eritrocito
parasitado; c) material derivado do parasito (aderido aos eritrdcitos infectados e ndo
infectados) ou contra ligantes do parasito no eritrocito dotados de propriedades mitégenas ou
indutores da producdo de TNF; d) exposicdo de epitopos antigénicos consequentes as
alteracbes morfoldgicas da membrana ou de seus componentes (proteinas, fosfolipidios) e €)
por anticorpos anti-idiotipo (contra anticorpo especifico para um ligante do parasito no
receptor do eritrocito) (Daniel-Ribeiro, 2000; Daniel-Ribeiro & Zanini, 2000).

Nessa casuistica 0s anticorpos antieritrociticos foram avaliados pelo teste de
antiglobulina direto (DAT, que detecta eritrdcitos sensibilizados por imunoglobulinas em sua
membrana) e pelo ensaioimunoenzimético (ELISA, que detecta anticorpos dirigidos contra
eritrocitos normais no soro dos pacientes). Foram encontrados pelos dois métodos em
percentuais significativamente superiores em criancas e adolescentes com maléria do que
naquelas do grupo controle.

DAT positivo foi observado em 26,7% dos pacientes. Resultados superiores aos
nossos, respectivamente 50 e 70% foram encontrados em criancas africanas com malaria
falciparum em G&mbia (Facer, 1979) e em Quénia (Abdalla et al., 1983) e inferiores, 13,3%,
e 0,5% em adultos amazdnidas com malaria vivax e/ou malaria falciparum (de Freitas, 2004;
Ferreira et al, 2007).

A parasitemia n&o influenciou na resposta ao DAT de nossos pacientes, de forma

similar ao evidenciado por Helegbe et al. (2007) em criancas com malaria grave
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(P. falciparum) em Gana (Africa), porém divergente dos estudos também em criangas
africanas, conduzidos por Facer (1979,1980a) onde tais anticorpos estiveram associados a
parasitemia. Tais resultados discrepantes podem estar relacionados & intensidade do fenémeno
de sensibilizacdo que pode concernir somente aos eritrocitos parasitados ou tanto aos
parasitados quanto os ndo parasitados, como observado nos estudos experimentais conduzidos
por Helegbe et al. (2009) em camundongos infectados por P. berghei e nas criangas africanas
estudadas por Facer et al. (1979), em que autoanticorpos antieritrociticos poderiam estar
envolvidos na lise ou retirada da circulagdo de eritrocitos ndo infectados

A anemia das criangas e adolescentes com malaria ndo esteve relacionada aos
anticorpos DAT positivo, embora todas as criangas com anemia grave e 35% das que
apresentaram anemia moderada tivessem resposta positiva para esses autoanticorpos. De fato,
ao se especular sobre o papel de imunoglobulinas sensibilizando eritrécitos no
desencadeamento da anemia, convém considerar que a anemia em criangas africanas com
malaria falciparum pode cursar tanto com DAT positivo (Facer, 1980b, Goka et al., 2001;
Helegbe et al., 2007) quanto com DAT negativo (Greenwood et al., 1978). Casuisticas da
Regido Amazonica, envolvendo pacientes adultos com maléria vivax, maléria falciparum ou
malaria mista (Pv + Pf), também ndo evidenciaram associacdo do DAT com anemia (de
Freitas, 2004; Ferreira et al., 2007).

Né&o houve influéncia do intervalo de tempo para que o diagndstico de maléria fosse
estabelecido em nossos pacientes e positividade no DAT. Essa resposta foi coerente com
auséncia de associagdo entre anticorpos DAT positivo e anemia nestes pacientes, se
considerarmos que o intervalo de tempo para o diagnéstico esteve associado & anemia
moderada e anemia moderada/grave, determinadas provavelmente por causas néo
relacionadas aos anticorpos detectaveis pelo DAT (Ekval, 2003).

Do mesmo modo, ndo foram encontradas diferengas na resposta positiva para 0s
anticorpos DAT em criangas e adolescentes com primoinfec¢do e naquelas com passado de
malaria, semelhante ao observado por Facer et al. (1980b) que observaram resposta
fortemente positiva ao teste de antiglobulina direto em criangas africanas com diferentes graus
de exposicao (e de imunidade) ao P. falciparum, ao estudarem a expressdo de subclasses de
IgG relacionadas & positividade desses autoanticorpos, porém diferente dos achados de
Penalba et al. (1984) que encontraram maior percentual de anticorpos autoimunes anti-
eritrocitarios em africanos previamente expostos a maléria.

Autoanticorpos antieritrociticos DAT positivos foram evidenciados em percentual

mais elevado (38,5%) no final do tratamento (pacientes com parasitemia negativa) do que
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aqueles observados no inicio do tratamento (26,7%), provavelmente relacionados a liberacéo
de antigenos especificos indutores dessa resposta no curso evolutivo da doenga (Faceret al.,
1979; Daniel-Ribeiro & Zanini, 2000). De fato, 15% destas criancas e adolescentes com
malaria mantiveram-se positivas até o primeiro controle de cura, comportamento semelhante
aquele relatado por Facer et al. (1979) em criangas africanas.

Dentre os pacientes com anticorpos antieritrociticos DAT positivos, 80% tinham
anemia leve ou moderada no final do tratamento, enquanto que 17,6% tinham anemia leve no
primeiro controle de cura. A despeito desses percentuais, tais autoanticorpos néo estiveram
associados a anemia, a qual pode ter sido causada por outro tipo de autoanticorpo (Ritter et
al., 1993).

7.6.4.2. Anticorpos antimembrana de eritrécitos normais (ELISA)

O comportamento dos anticorpos antimembrana de eritrcitos nas criancas e
adolescentes com maléria foi semelhante ao identificado para os anticorpos antieritrociticos
avaliados pelo DAT (ELISA), expressando como o proprio nome indica, anticorpos que
foram produzidos contra componentes de eritrdcitos normais e que se encontravam livres na
corrente circulatoria. Tais anticorpos estiveram significativamente presentes em 53,2% das
criangas e adolescentes com malaria, se comparados a 6,0% no grupo controle, similar aos
56% observado por de Freitas (2004) e inferior aos 84% relatados por Zanini (2001), ambos
em soro de individuos amazdnidas com malaria.

Os eritrocitos durante sua meia vida sofrem insultos oxidativos que modificam sua
membrana e que induzem a formacdo dos hemocromos (produtos de degradacdo da
hemoglobina). Esses se fixam na proteina banda 3 (principal proteina da membrana
eritrocitaria) levando a oxidacdo dessas células e formacgdo de clusters. Os clusters da
proteina banda 3 se ligam aos autoanticorpos naturais (alta afinidade para essas células), o
complemento é ativado ocorrendo entdo a fagocitose desses eritrocitos senescentes. O
plasmddio, de forma semelhante ao processo fisiol6gico para a destruicdo dos eritrocitos
senescentes, também promove alteragcBes oxidativas na membrana dessas células, expondo
sitios antigénicos, que s&o reconhecidos por autoanticorpos, direcionados principalmente para
a proteina banda 3, os quais se fixam nessa membrana, ativam o complemento induzindo a
fagocitose desses eritrocitos parasitados (Turrini et al., 2003, Arese et al., 2005; Pantaleo et
al., 2008). Esse mecanismo parece indicar um papel protetor para esses autoanticorpos

durante a infeccdo malarica, como sugeriu Greenwood, em 1968, ao observar que doencas
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autoimunes, tais como o lUpus eritematoso sistémico e a atrite reumatoide, de cunho
comprovadamente autoimune, sdo quatro a seis vezes menos frequentes em africanos (que
estdo permanentemente expostos & malaria) do que nos europeus; e mais recentemente,
Daniel-Ribeiro & Zanini (2000) ao fazerem uma extensa reviséo sobre o assunto.

Os autoanticorpos antimembrana de eritrdcitos de nossos pacientes ndo se
correlacionaram com a historia pregressa de malaria, com o intervalo de tempo para o
diagndstico de malaria e nem com a parasitemia, variveis que tiveram influéncia sobre a
frequéncia e/ou intensidade da anemia, podendo significar que a despeito de sua presenca, ndo
estiveram envolvidos num desfecho desfavoravel, semelhante ao relatado por Zanini (2001) e
por de Freitas (2004). A tendéncia para uma associagdo entre esses autoanticorpos e 0s
leucécitos, no momento do diagndstico reforga essa hipotese de protecdo, considerando a
importancia que tem os glébulos brancos como geradores de resposta imune humoral e celular

para coibir e/ou erradicar o parasito.

7.6.5. Anticorpos anticardiolipina:

Anticorpos anticardiolipina foram encontrados significativamente em 50,6% dos
pacientes deste estudoe, diferente dos demais autoanticorpos que também foram pesquisados
estiveram associados a anemia moderada/grave. Se considerarmos que tal manifestacdo
expressou uma forma grave da doenga, este resultado concorda com aquele obtido por
Jakobsen et al. (1993) que demonstraram associacdo entre gravidade da malaria
(comprometimento cerebral) e anticorpos anti-fosfolipidicos em um grupo de criancas na
Gambia, Africa, e diverge do papel protetor que esses e demais autoanticorpos possam ter na
malaria (Facer & Agiostratidou, 1994; Daniel-Ribeiro, 2000; Daniel-Ribeiro & Zanini,
2000).

Exceto por esta significativa associagdo entre estes autoanticorpos e anemia
moderada/grave, tais autoanticorpos, & semelhanca dos anticorpos antieritrociticos avaliados
pelo DAT e anticorpos antimembrana, ndo estiveram relacionados com outras variaveis
estudadas tais como a parasitemia, o intervalo de tempo decorrido para diagnéstico, o passado
de maléria, os leucdcitos, a reatividade aos anticorpos 1gG e IgM anti-P. vivax. Por que
somente entdo estes autoanticorpos, e ndo 0s demais, estiveram associados com anemia
moderada/grave nestas criangas e adolescentes com malaria?

E provavel que a *“especificidade” desses autoanticorpos direcionados para a

cardiolipina tenha sido responsavel por esse achado. A cardiolipina € um dos componentes da
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dupla camada lipidica dos eritrdcitos, embora ndo esteja presente em grande quantidade (cerca
de 3%, em conjunto com o fosfatidil inositol, &cido fosfatidico, dentre outros). Em
consequéncia do desenvolvimento do parasito no interior dos eritrécitos, o plasmédio induz
substanciais modificagdes nas propriedades estruturais e funcionais na membrana dessas
células (Ginsberg, 1990; Maguire et al., 1991; Hsiao et al., 1991), que podem favorecer o
reconhecimento de antigenos compartilhados pelo parasito e pelo hospedeiro (mimetismo
molecular), ja que o plasmddio ndo apenas apresenta fosfolipidios integrando sua membrana
celular como também sintetiza fosfolipidios (Vial & Ancelin, 1998).

O aumento de anticorpos anticardiolipina de 62,8% no final do tratamento em relacéo
ao percentual de 50,6% no inicio do tratamento foi semelhante aos achados relatados por
Jakobsen et al. (1993) na maioria de pacientes Sudaneses com maléria falciparum, cujos
anticorpos anticardiolipina retornaram aos niveis de pré-infeccdo no trigésimo dia ap6s o
inicio do tratamento antimalarico.

Nestas criancas e adolescentes com malaria, o declinio dos autoanticorpos anti-
eritrociticos foi significativamente mais rapido do que os demais autoanticorpos estudados no
final do tratamento e no primeiro controle de cura, provavelmente em consequéncia do
gradual processo oxidativo decorrente do parasitismo intraeritrocitario, semelhante ao que se
observa com eritrocitos normais senescentes ou com eritrocitos patoldgicos, por disturbios

enzimaticos ou genéticos (Arese et al., 2005; Pantaleo et al., 2008).
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8) CONCLUSOES:

e A chance das criangas e adolescentes terem anemia foi 2,7 vezes maior no grupo com
malaria vivax. A anemia, presente em 75% das criancas e adolescentes com malaria, ndo
esteve relacionada & desnutrigdo, & parasitose intestinal, & deficiéncia de G6PD ou ao traco
falciforme;

e Anemia leve foi observada em 66,1%, anemia moderada em 30,5% e eanemia grave
em 3,4% das criancas e adolescentes com malaria. Os casos de anemia moderada/grave,
significativos no grupo com malaria, foram mais freqlientes quando houve retardo
diagnostico e predominaram em pacientes com primoinfecgéo;

e A anemia persistiu durante todo o acompanhamento clinico das criangas e
adolescentes com malaria, passando de 75% no momento do diagndstico para 83% no
final do tratamento, ainda com alguns casos de anemia moderada e anemia grave, e
declinando no primeiro controle de cura para 45,3%, com apenas um caso de anemia
moderada e auséncia de anemia grave;

e O RDW (Red Width Distribution) e os indices hematimétricos (VCM, HCM e
CHCM), diferentes da ferritina, mostraram-se Uteis para exclusdo de deficiéncia de ferro
em criancas e adolescentes com malaria;

e Uma resposta imune humoral foi evidenciada pela presenca de anticorpos
antiplasmodiais da classe 19G e IgM, predominando os titulos de 1gG com valores
elevados (iguais ou superiores a 10.240), sendo mais frequentemente observados nos
pacientes com passado de malaria. Os anticorpos IgG anti-P. vivax se mantiveram
elevados até o controle de cura (D30);

e Titulos moderados ou elevados de anticorpos IgG anti-P. vivax foram
proporcionalmente mais frequentes em pacientes anémicos, sem contudo atingirem niveis
de significancia;

e O nivel de TNF das criangas e adolescentes com maléria foi mais baixo do que o
registrado no grupo de criangas e adolescentes sem maléria, e esteve positivamente
associado a presenca de anemia moderada/grave e ao intervalo de tempo decorrido para o
diagndstico;

¢ Niveis elevados de IL-10 no momento do diagndstico das criangas e adolescentes com
malaria estiveram associados a anemia, sem mostrar, contudo, diferenca de freqliéncia
quando se estratificou os casos em anemia leve e moderadas/graves, sendo as
concentragdes plasmaticas maiores nos pacientes que apresentaram resposta IgM anti-P.
vivax;

e Arrazdo IL-10/TNF ndo foi diferente entre as criancas e adolescentes com malaria, na
presencga ou auséncia de anemia., ou na comparagéo entre os diferentes graus de anemia;
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e Enquanto os niveis plasméaticos de TNF apresentaram elevacédo significativa no final
do tratamento e no primeiro controle de cura, 0s niveis plasmaticos de IL-10 apresentaram
nesse mesmo periodo, um declinio significativo, tendendo os niveis das duas citocinas a
normalidade;

e Autoanticorpos antieritrociticos avaliados pelo teste de antiglobulina direto (DAT),
anticorpos antimembrana de eritrécitos (ELISA) e anticorpos anticardiolipina foram mais
frequentes nas criancas e adolescentes com malaria em relacdo ao grupo controle, e
persistiram, embora em freqiéncia menor, até o primeiro controle de cura. Esses
anticorpos ndo estiveram associados a presenca de 1gG e IgM anti-P. vivax;

e Autoanticorpos antieritrociticos avaliados pelo DAT e anticorpos anticardiolipina (mas
ndo os antimembrana de eritrdcitos) foram observados com maior frequéncia no final do
tratamento do que no momento do diagndstico. Somente os anticorpos anticardiolipina
estiveram associados a anemia moderada/grave nas criangas e adolescentes com maléria;
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ANEXO A

Termo de Consentimento Pos-Informado

1. Instituto Oswaldo Cruz. Av. Brasil, 4365- Manguinhos. Rio de Janeiro. Fone (0xx21)
3280-1486.

2. Instituto Evandro Chagas — Programa de Malaria . Av. Almirante Barroso, 492. Fone —
3214-2190.

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

(Obrigatorio para Pesquisa Clinica em Seres Humanos — resolugéo n°® 196 de 10.10.1996 —
CNS)

| -DADOS DE IDENTIFICACAO

NOME (PACIENTE).......etiet ettt et ettt st ettt sttt se e eb e
RESPONSAVEL LEGAL ..ottt
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Ne............ :

ENDERECO COMPLETO ..ot s CEP coovveeee.

CIDADE ..., ESTADO.....cccceveiiinn, FONE......ccoiiiii

Il - DADOS SOBRE O ESTUDO

1.Titulo: Anemia da Malaria por Plasmodium vivax: Estudo Clinico e Laboratorial em

Criangas e Adolescentes.

2. Pesquisadores Principais: Dr. José Maria de Souza (Coordenador do Programa de Maléria
/IEC), Dr. Claudio Ribeiro (Pesquisador do Instituto Oswaldo Cruz), Dra. Dalma Banic
(Pesquisadora do Instituto Oswaldo Cruz), Dra. Ana Maria Ventura (Programa de Malaria
/IEC, UEPA), Dra. Andréa Aparecida Fernandes (doutoranda do Instituto Oswaldo Cruz)

3. Aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (IEC) - 27/02/2002.

I11. EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU

REPRESENTANTE LEGAL

1. A malaria é uma doenca muito frequente na Amazonia.
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2. A anemia costuma estar presente em criangas com maléria e tem multiplas causas. Esta
pesquisa pretende avaliar algumas destas causas, mediante o preenchimento de um protocolo
e coleta de sangue. Serd também realizado exame de fezes para o diagndstico de parasitas
intestinais que possam estar contribuindo para a anemia.

3. A coleta de sangue (10 ml) para realizacdo dos exames (hemograma, esfregaco do sangue
periférico, reticulécitos, teste de Coombs, eletroforese de hemoglobina, deficiéncia de G¢PD,
ferritina sérica, dosagem de citocinas, sorologia) serd feita com material esterilizado e
descartavel sem risco algum para as criancas.

4. O responsavel legal pela crianca serd informado dos resultados dos exames que possam vir
a influenciar no tratamento da maléria, incluindo-se o exame parasitoldgico de fezes.

5. Para verificar como se comporta a anemia na crianga com malaria, durante os 7 dias de
tratamento com drogas anti-maléricas, a crianca serd vista pelo pediatra da equipe, coletando
sangue para comparagdo dos resultados em D7 (8° dia de tratamento) e D30 (controle de
cura). Exame parasitologico de fezes seré coletado na primeira semana de tratamento

6.E assegurado o tratamento de todas as criangas com malaria, independente de participarem
do estudo. A qualquer momento, pode haver a a retirada das criangas e adolescentes do
estudo.

7.Para obtencdo de quaisquer informacdes e esclarecimento o paciente podera entrar em
contato com a Dra. Ana Maria R. da S.Ventura, no Instituto Evandro Chagas, situado a Av.
Almirante Barroso, 492 — Bairro: Marco. Telefone para contacto (91) 3214-2190, 8146-7723.

8.Todas as informagdes coletadas serdo mantidas em sigilo.

IV. AFIRMACOES DO PACIENTE OU DE SEU RESPONSAVEL LEGAL

1. Fui esclarecido sobre os objetivos da pesquisa, os procedimentos, riscos, beneficios e
outros assuntos?

SIM NAO
2. Fui esclarecido sobre a liberdade de tirar o0 meu consentimento a qualquer momento, sem
que isso traga prejuizo quanto a continuidade do tratamento do menor do qual sou
responsavel?

SIM NAO
3. Fui esclarecido de que ndo haverd remuneracdo financeira além do previsto para as
despesas do estudo?

SIM NAO
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4. Fui esclarecido de que ndo haverd indenizacdo além das previstas pela lei, em reparagdo a
dano imediato ou tardio, causado pela pesquisa em questéo?

SIM NAO
5. Fui esclarecido sobre a seguranga de que a identidade do menor do qual sou responsavel
serd preservada, mantendo-se as informagdes em carater confidencial ?

SIM NAO

V. CONSENTIMENTO POS-INFORMADO
Declaro que, apos ter sido convenientemente esclarecido dos riscos e beneficios deste estudo,

conforme acima definido, consinto em autorizar a participagdo do menor do qual sou

responsavel, na qualidade de paciente, no Projeto de Pesquisa referido no inciso Il.

Assinatura do Responsavel Legal
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ANEXO B

PROTOCOLO
Registro Data
Nome do paciente
Nome do responsével
Endereco
Bairro Fone

Naturalidade

Procedéncia

Sexo masculino () feminino ()
Corbranca ( ) parda ( )negra ( )amarela( )

Data de nascimento:

Idade (em anos e meses)

Antecedentes pessoais

Histdria anterior de malaria ? sim () Tipo de malaria ?
1 vez( ), 2-3vezes( ),4-9vezes( ), maisde9vezes( )
ndo ()
Tratamento completo ? sim ()
ndo ( )

Histdria anterior de anemia ? sim () comprovagéo laboratorial ? sim ( ) ndo ( )
Tratamento com ferro ? sim( ) ndo( )
Quanto tempo (dias/meses) ?

ndo ( )

Doengas concomitantes ? sim () Quais ? (especificar)

nao( )

Doenga anteriores ? sim () Quais ? (especificar)
ndo ()

CondicOes de moradia (local de residéncia):
( )cidade ( )periferia ( )floresta ( )colecdod’agua ( ) outros
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Renda familiar () 1 salério minimo ( ) mais de 1 até 3 salarios minimos
() mais de 3 até 5 salarios minimos () mais de 5 salarios minimos

Escolaridade materna () analfabeta () 1° grau completo ( ) 1°grau
incompleto () 2°grau completo ( ) 2° grau incompleto ( ) Superior

Sabe como a malaria é transmitida?
( )sim ( )ndo ( ) foiinformado ( ) foiinformado, mas ndo acredita

Uso de medidas profilaticas:
() mosqueteiro () inseticida ( ) antimalaricos ( )outras ( ) nenhuma

Tempo de doenca (maléria) (dias)

Queixa principal

SINAIS E SINTOMAS

DO |D1 |D2 |D3 |D4 |D5 D6 |D7 |D15 |D30

Febre

Calafrio

Cefaléia

Astenia

Anorexia

Dor abdominal

Epigastrio

Mesogastrio

Hipogéstrio

Hipocondrio D

Hipocondrio E

Flanco D

Flanco E

Fossa iliaca D

Fossa iliaca E

Difusa

Coldria

Palidez palmar

Palidez da
conjuntiva

Ictericia

Hepatomegalia

Esplenomegalia

Temperatura axilar
(consulta)
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Gota espessa DO D1 D2 D3 D4 | D5 | D6 | D7

Parasitemia

Grau de hidratac8o: Hidratado ( ) Desidratado ( ) Tipo de desidratagdo
Estado nutricional: Peso: Altura

Tratamento:

Material coletado: () gotaespessa ( ) distensdo sangiiinea () sangue ( ) fezes

Resultado dos exames solicitados:

OBS:
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ANEXO C

Protocolo n°008/2001/CEP/IEC- Aprovagao do projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Evandro Chagas (27 de fevereiro de 2002).
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