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RESUMO

No Brasil, a malaria € endémica na Regido Amazfroode ocorrem mais de 99% dos
registros da doenca, que é determinada Bklsmodium vivaem 84,4% dos casos. Segundo
dados do Ministério da Saude do Brasil, em 200&seua metade (47,8%) dos casos de
malaria notificados no pais ocorreu em criancagodeacentes, salientando a importancia do
conhecimento das particularidades clinicas, labdeas e imunoldgicas da malaria nessa
faixa etaria, particularmente sobre a anemia, usnsélmis cardinais da doenca. Assim, foram
avaliadas 81 criancas e adolescentes com mal@aa e 40 individuos do grupo controle,
recrutados no Programa de Ensaios Clinicos em Matio Instituto Evandro Chagas
(Beléem/Para) e no Servico de Diagnostico de Malar@ municipio de Augusto Correa
(Para), no periodo de outubro de 2002 a agostdd@B. Hemograma e outros parametros
hematoldgicos, dosagem plasmatica de citocinasaatiteorpos antR.vivax anticardiolipina

e antimembrana de eritrocitos (teste de antiglobudlireto e ELISA) foram realizados no
primeiro dia de atendimento (DO), ao final do tna¢aito (D7) e no primeiro controle de cura
(D30). Procedeu-se também ao rastreamento de déedoifarme e deficiéncia de Glicose 6
fosfato desidrogenase (G6PD), dosagem de ferrstina e exame parasitologico de fezes.
A pesquisa do plasmédio em gota espessa foi rdalidariamente até que fossem obtidas
duas laminas negativas consecutivas. Autoctoniaobservada em 77,8% dos casos de
malaria. Houve distribuicdo semelhante entre o®m&ne predominio em adolescentes. A
maioria era eutrofica. Para 43,2% dos pacientégviese do primeiro episédio da doenca. A
parasitemia média foi de 6.543 parasitasiniendo oclearanceda parasitemia ocorrido no
quarto dia de tratamento em 92,6% dos casos. Nognpes com primoinfeccdo, a
parasitemia foi maior do que naqueles com passadmalaria. Estes pacientes também
apresentaram significativo retardo olearanceda parasitemia. Os pacientes apresentaram
contagens menores de leucdcitos, que estavam amoehdos positivamente com a
parasitemia e com a presenca de anticorpos Ig®erig momento do diagndéstico. Houve
também uma diminuicdo no numero de plaquetas, gsivemm negativamente
correlacionadas a parasitemia. Observou-se co@i@lagversa, entre numero de reticulécitos
e taxa de hemoglobina, no inicio e fim do tratamentdireta, entre os niveis de ferritina
sérica (significativamente maiores nos pacient@sginfectados) e parasitemia. De forma
surpreendente e ao contrario do referido em ouéstsidos, foram observados niveis
plasmaticos de fator de necrose tumoral (TNF) meEneros pacientes do que no grupo
controle. Os niveis, baixos em DO, estavam, dedarariosa, correlacionados positivamente
com a hemoglobina e negativamente com o0 tempo agndstico e se elevaram
significativamente até D30. A Interleucina -10 @0), inversamente elevada em DO, mostrou
uma correlagdo positiva com a parasitemia e esteseciada a presenca de anticorpos IgM
(mas ndo IgG) anfrvivax antes de diminuir e atingir valores normais emO0.D3
Autoanticorpos antieritrociticos avaliados por EAl@eclinaram mais rapidamente do que os
revelados pelo teste de antiglobulina direto e de os anticardiolipina. Aléem de 2,7 vezes
mais chances de apresentar anemia, 0s pacienggantivsignificativamente mais anemia
moderada/grave. A anemia esteve associada ao aetdapnostico e a demora de
desaparecimento da parasitemia, mas ndo se masisouiada a presenca de anticorpos anti-
P. vivax a presenca de autoanticorpos antimembrana décéns e nem a fatores como
deficiéncia de G6PD, tracgo falciforme, desnutrigdparasitose intestinal. A anemia também
esteve associada a maiores concentracbes de IL-18 presenca de anticorpos
anticardiolipina, neste caso, somente para anermderada/grave. A associagcao com o TNF
foi inversa, sendo 0s niveis surpreendentementeom@s no grupo de anémicos,
particularmente naqueles com anemia moderada/gfavez das variaveis estudadas, que
compuseram o quadro clinico epidemiolégico, imugioid e laboratorial, em particular os
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eventos relacionados a anemia nestes pacientesnaddmavivax enfatiza-se a necessidade
de pesquisas complementares na Amazoénia Brasiewalvendo maior nUmero de criangas e
adolescentes com malaria, visando a confirmacaoedodtados obtidos.
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ABSTRACT

In Brazil, malaria is endemic in the Amazon Regibeing responsible for more than 99% of
the registered cases of the disease, wRewevaxaccounts for 84.4% of the cases. According
to Ministery of Health of Brazil, in 2008, almosalh (47.8%) of malaria registered in the
country committed children and adolescents, whaphamsizes how important is the
knowledge of the clinical, immunological and lalior&l characteristics of malaria in this
age group, particularly related to anemia, onenefgaramount signal of the disease. On this
purpose, it was evaluated 81 children and adolésoeith vivax malaria and 40 control
individuals, enrolled at Program of Clinical EssaysMalaria at Evandro Chagas Institute
(Beléem/Para) and at Facility Malaria Diagnosis inglisto Correa Municipality (Pard), from
October 2002 to August 2005. Hemogram and otherabh@ogical parameters, plasmatic
cytokine and P.vivax antibod/ levels, anticardiolipin antibodies and anti-ergityte
membrane antibodies (direct antiglobulin test ah¢SB) levels were performed in the first
day of attendance (DO0), in the last day of treatn{B@) and in the first control day of cure
(D30). Screening for sickle cell disease and G6Rilicency, ferritin serum levels and
parasitological fecal exam were also performedsitadium thick blood film was ruled day
by day until two negative consecutive blood filmeresobtained. Autochthony was observed
in 77.8% of the malarial cases. Malaria had simigstribution among gender and a
predominance of cases in adolescents. The majofifyatients were eutrophic. To 43.2%
patients, it was the first malarial episode. Theamearasitemia was 6.543 parasites/mma3;
clearance of parasitemia occurred in tHeddy of treatment in 92.6% of cases. Primo infected
patients had higher parasitemia than patients wihvious malaria episodes, as well as
significance delay on parasitemia clearance. Patiead low values of leukocytes which
were positive correlated with parasitemia and il presence of IgG and IgM antibodies,
at the diagnosis. Also, it was observed low valoéglatelets, and they had a negative
correlation with parasitemia. It was observed aveise correlation between retyculocytes
and hemoglobin rate, in the beginning and in thé enhtreatment, and a direct correlation
between ferritin serum levels (significance incezhsin primo infected patients) and
parasitemia. Unexpectedly and in the oppositiowlot has been referred in other studies, it
was observed low plasmatic TNF levels in patiemsgared to control group. Curiously,
TNF levels, low in DO, were positive correlatedwitemoglobin and negative correlated with
time to onset the diagnosis, and they had a saamie increase up to D30. IL-10 levels,
inversely increased in DO, had a positive correfatvith parasitemia and was associated to
the presence d®. vivaxlgM antibodies (not to IgG), before decreasinghitomal values in
D30. Autoantierythrocytes antibodies evaluateaugh ELISA had a faster decline than
those evaluated through direct antiglobulin testl dhan the anticardiolipin antibodies.
Besides 2.7 more chance of anemia, patients haifisance moderate/severe anemia. The
anemia was associated to delay on the diagnosit¢oaddlay on achieving the clearance of
parasitemia, but it was not associated to the poesef antiP. vivaxantibodies, neither to the
presence of anti-erythrocyte membrane autoantilpdier to G6PD deficiency, sickle cell
trait, malnutrition and intestinal parasitosis. @lshe anemia was associated with high IL-10
levels and to the presence of anticardiolipin aibs, in this case, only to moderate/severe
anemia. The association with TNF was inverse, Wit levels in the group of anemic
patients, particularly those with moderate/sevelen@a. Based on the studies of the variables
that composed the clinical, epidemiological andbtatorial features ofivaxmalaria in these
patients, particularly the events related to anenitiais highlighted the necessity of
complementary research enrolling more children addlescents with malaria in order to
consolidate these data.
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1) INTRODUCAO:

A malaria humana é provavelmente tdo antiga quantmmanidade. Ao longo da
histdria, registros de febre periddica, caractdasacomo provavel malaria ou mesmo a
identificagdo de material parasitario proveniergeegtudos com sondas moleculares em 0ssos
e/ou mumias, demonstram que a doenca acometeiizac&0 chinesa, egipcia e grega antes
de Cristo, bem como o sudeste da Europa na épodmpmirio Romano, com impacto na
morbimortalidade da populacéo (Sallaetsal, 2004; Retief & Cilliers, 2006).

Na atualidade, a malaria ainda é objeto de pregd@gadas autoridades
governamentais. Em 2006, a doenca foi respongévetlevada morbidade, de cerca de 247
milhdes de episddios/ano e também por elevada ldada, estimada em 881 mil obitos/ano.
Mais de 91% desses 6bitos ocorreram na Africacipatmente em criancas menores de
cinco anos (World Malaria Report/WHO, 2008).

No continente africano, em consequéncia das inéscgépetidas, o individuo adulto
adquire um grau de imunidade suficiente para permite a infeccdo pelo plasmodio se
acompanhe unicamente de sintomas discretos ou eéthonde auséncia de manifestacdes
clinicas, embora o parasito permaneca no organismoe se conhece como “imunidade anti-
toxica” ou “premunicdo” (Baird, 1995; Hommel, 198 eman, 2001; Doolaret al, 2009).

Nas Américas, a malaria é endémica em 21 paiseBraSil € o pais com maior
namero de casos, 99,9% oriundos da Regido AmazOminde a doenca acomete
indistintamente criangas, adolescentes e adultms2@)6, o Brasil notificou 548.597 casos
de malaria (73,4% pelB. vivay. Em 2008, a diminuicdo foi ainda maior, com rggisle
314.869 casos da doenca, em que 84,4% corresponderd. vivax seguindo-se d°.
falciparum com 14,6% e o restante, 1,0%, correspondendo asums ale malaria mist#.(
vivax + P. falciparum, P. malariaee P. ovale(este Gltimo importado da Africa, pois essa
espécie de plasmadio inexiste no Pais) (SIVEP/Né&l2009).

A febre é o sinal cardinal na malaria. Quando senganha de calafrio e cefaléia
constitui a triade malarica, freqiente durante @ug@o clinica. Outros sinais e sintomas
também costumam estar presentes tais como ast@némexia, artralgia, insénia, dor
abdominal, diarréia, vomitos, hepatomegalia, espteaygalia e anemia. Essas manifestagcfes
clinicas, quando associadas aos dados epidemiofgie residéncia e/ou viagem para areas
endémicas de malaria permitem a suspeicdo da doeogdirmada pela pesquisa do

plasmddio no sangue periférico, pela técnica da gspessa.



A anemia constitui um dos parametros clinicos gags mespertam a atencao por estar
intimamente relacionada a presenca do plasmodiceeriécitos, onde ao se multiplicar por
esquizogonia promove a lise dessas células, cosegiibnte invasdo de novos eritrocitos
(Dvorak & Miller, 1975). Entretanto, nem sempreremia € compativel com a densidade
parasitaria podendo mesmo aparecer ou até seifit@napos a negativacdo da parasitemia
(Woodruff et al, 1979), demonstrando que sua fisiopatogenia Iéifatorial e complexa,
envolvendo provavelmente além da lise de eritrécjpela acdo direta dos parasitos, a
fagocitose de eritrocitos parasitados ou sensdoibs por complexos imunes, a formacéo de
autoanticorpos contra os eritrocitos, a liberac@ccitbcinas por linfécitos Thl e Th2, que
podem causar disturbios na eritropoiese e/ou ndugém da eritropoetina (Ekvall, 2003;
Ghosh & Ghosh, 2007).

A anemia determinada pef. vivaxé bem menos estudada do que aquela causada
pelo P. falciparum em parte devido a maioria (95%) dos africanosmseiesistentes a essa
espécie de plasmadio, por ndo apresentarem o aotiygfy (receptor utilizado pelB. vivax
para aderir aos eritrcitos, antes de penetravainessas ceélulas) (Langhi & Bordin, 2006)
e também pela observacéo equivocada de que asGetepeld. vivaxsdo sempre benignas
e que ndo se acompanham de complicacdes (Mehdis2001; Pricest al, 2007a ).

Mesmo na auséncia de complicacbes tais como angmage, sindrome de
desconforto respiratério, choque, e até mesmo ,ofpite sédo eventuais,Ro vivax determina
um 6nus econdmico-social, limitando a capacidaderld do paciente no quadro agudo e as
vezes também nas recaidas (Loratal, 2005; Priceet al, 2007a; Daniel-Ribeiret al,
2008; Kochaet al, 2009).

Segundo as estatisticas do Servico de Vigilang@dmioldgica do Ministério da
Saude do Brasil, em 2008, quase a metade dos @B58806) notificados de malaria ocorreu
em criancas e adolescentes (Sivep/Malaria, 200f@)etanto, € escasso 0 conhecimento sobre
a interacdo entre B. vivaxe o individuo nessa fase de pleno crescimentaendelvimento,
particularmente no que se refere a anemia. Talnrdgdo é, entretanto, importante para
verificar se o comportamento da doenca nesse gregue o0 mesmo padrdo dos adultos e se
determinados agravos, muito freqiientes nessa éhda tais como desnutricdo, anemia por
deficiéncia de ferro ou parasitose intestinal, podentribuir para a anemia desses pacientes
(Rodriguez-Moralest al.,, 2006; Gentoet al, 2008; Poespoprodgt al, 2009).



2) REVISAO DA LITERATURA:

2.1 - SITUACAO ATUAL DA MALARIA:

Entre as doencas infecto-parasitarias que afligdmanoem, a malaria permanece em
posicdo de destaque, constituindo-se em problem8adele Publica em muitos paises da
Africa, da Asia e da América.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), ea6,2foram registrados
aproximadamente 246 milhdes de casos de malarianummodo, com uma estimativa de
880.000 6bitos, dos quais 91% tendo ocorrido nacdfparticularmente em criangas menores
de cinco anos. Cerca de 3,3 bilhdes da populagawlial encontra-se sob risco de adquirir
malaria, doenca endémica em 109 paises e tersjodios quais 45 estdo no continente
africano. Na tentativa de um controle mais efetlaodoenca, diversas estratégias vem sendo
implementadas, embora de modo heterogéneo, nasaéviecais onde a malaria é motivo de
preocupacgdo por sua morbiletalidade: distribuic& rdosquiteiros impregnados com
inseticidas, combinagdes terapéuticas incluinddesvados de artemisinina para os casos de
malaria falciparum (e para os casos de malavi@ax resistentes a cloroquina), uso de
inseticidas de acao residual nos domicilios, tratdm preventivo intermitente para malaria
na gravidez (World Malaria Report/WHO, 2008).

Em seu relatério mais recente, de 2009, a OMS aBtasta quanto aos resultados
alcancados para o controle mundial da malaria, ormar que um terco dos paises
endémicos para maléaria (nove africanos e 29 nacaafis) referiram reducdo de mais de
50% nos casos de malaria em 2008, se comparadabhsewvados em 2000, ou ainda, pelo
aumento de 17% observados em 2006 para 31% emn2008mero de habitacdes africanas
com pelo menos um mosquiteiro impregnado com itidati apesar de somente 24% das
criancas abaixo dos cinco anos terem sido contelaplaom tal medida preventiva nesse
continente, percentual bem inferior aos 80% estalmds (World Malaria Report/WHO,
2009).

Os resultados dos relatorios de 2008 e de 2009Mfa €dbre o panorama mundial da
malaria estdo em conformidade com a Declaracao itknid, resultante da reunido entre a
propria OMS e seus paises membros, em 2000, onden fdefinidos oito objetivos -
Objetivos de Desenvolvimento do Milénio, ODMS. Noo objetivos propostos foram
definidas metas com resultados-alvos especificagrem alcancados, na maior parte dos

casos, em 2015, tendo como finalidade reduzir aggabno mundo enfrentando as situacdes



adversas que contribuem para manté-la ou perpatudldntre as quais, a malaria,
contemplada no objetivo seis. Nos paises onde arima endémica, medidas vem sendo
gradualmente implementadas ou incrementadas nuceatd deter sua incidéncia, melhorar
os indicadores e taxas de prevaléncia e de mathidtais como aumento da oferta de
mosquiteiros impregnados com inseticida as criang#dcanas, e distribuicdo de
medicamentos antimaléricos (derivados de artem&jniaos pacientes com maléria
falciparum, sobretudo aquelas menores de cinco anos, na Affwarld Malaria
Report/WHO, 2008; 2009).

A aplicabilidade dessas metas nas Américas também grande importancia, pois
segundo a Organizacdo Pan Americana de Saude (OR&H% da populacdo desse
continente encontram-se sob risco de adquirir ma@l&endo o Brasil o pais sul americano
com maior notificacdo de casos, dos quais 99,9% msaAmdos da Regido Amazobnica
(Organizacion Pan Americana de La Salud, 2001).imssegundo informa o Relatorio
Nacional de Acompanhamento dos Objetivos de Ded$amento do Milénio, a alta
incidéncia da malaria na Regido Amazoénica nos ded®03 a 2005, mostrou uma tendéncia
para diminuicdo em 2006, embora ainda com um regag cerca de 540 mil casos, com
87,9% desses provenientes de quatro estados dabAmmdzgal: Amazonas, Rondonia, Para
e Acre. No ano de 2008, confirmando a tendéncabgervada em 2006, foram notificados
314.869 casos da doenca, 84,4% determinadosPeltvax (PAHO, 2005;Brasilia, IPEA,
2007; Sivep_Malaria, 2009).

2.2- CICLO EVOLUTIVO DO PLASMODIO:

O plasmaédio possui um ciclo evolutivo complexo gagrocessa em duas etapas: fase
assexuada no homem (hospedeiro intermediario) e daguada no mosquito (hospedeiro
definitivo).

Os esporozoitos séo as formas infectantes do pthemara o homem. Resultam do
ciclo esporogbnico, com duracdo média de dez asdeim dias, ocorrido no mosquito
anofelino fémea. Durante o repasto sanguineo, ésesas podem inocular 0os esporozoitos
(alojados em suas glandulas salivares) nos capitaréineos do homem. Os esporozoitos,
apos cerca de trinta a sessenta minutos ndao s& absérvados na corrente circulatoria;
dirigiram-se ao figado, onde no interior dos hegtis, sofrerdo um processo de
multiplicacdo por divisdo assexuada, conhecida ca@sguizogonia pré-eritrocitica (por

preceder obrigatoriamente a fase de parasitismaeirirocitario) originando os esquizontes,



gue por sua vez, se segmentam formando milhareledentos filhos, os merozoitos (10.000
a 15.000 para B. vivax,40.000 para P. falciparum 2.000 para &. malariaee 15.000 para
o P. ovalg (Pessoa, 1982, Rey, 1992).

O hepatécito parasitado, distendido e alterado eaqady romper-se, liberando os
merozoitos, muitos dos quais sao fagocitados eulléss pelas células de Kupffer, enquanto
que outros sobrevivem, invadem os eritrocitos eiam o segundo ciclo de reproducgéo
assexuada do plasmaodio, o ciclo eritrocitico (Dkd&&aMliller, 1975; Rey, 1992).

Alguns esporozoitos, apos a penetracado nos hestg@dem ndo se multiplicar por
divisdo esquizogdnica, permanecendo quiescentdgyado, como que adormecidos, sendo
designados de hipnozoitos. Essas formas, que raianhlmana sdo apanagio Blovivax e
do P. ovale sdo responsaveis pelas recaidas. Essas podemerocam intervalo
relativamente curto ou apdos um longo periodo d@oefidrotoski, 1985).

Os milhares de merozoitos, liberados na circulgga ruptura do hepatdcito, tem
tropismo para os eritrocitos. Contudo, é necesspg0s merozoitos reconhecam receptores
especificos de superficie sobre a membrana do@tdrpara que a invasao se processe. Uma
vez ocorrido o reconhecimento, ha fusdo do merozmwiin a membrana do eritrocito que se
invagina fazendo com que o parasito se torne vadoatientro da célula. Nessa fase do seu
ciclo, cada merozoito no interior do eritrocitdfedencia-se na forma em anel do protozoario
denominada trofozoito. Esse, por sua vez se delsendivide seu nicleo por esquizogonia e
transforma-se no esquizonte eritrocitico (ou sismplente esquizonte). O esquizonte por
divisdo multipla origina, segundo a espécie, um ermanvariavel (8-32) de merozoitos. Ao
conjunto de merozoitos no eritrocito, designa-sedui® ou rosacea. Num determinado
momento, o eritrocito parasitado rompe-se e libeyamerozoitos que parasitardo outros
eritrécitos, reiniciando-se o ciclo eritrocitico@ak & Miller, 1975; Rey, 1992).

Alguns merozoitos que penetraram nos eritrécitosiando a fase eritrocitica do ciclo
assexuado, ndo se diferenciam em trofozoitos, malsiean para as formas sexuadas do
parasito: gametocitos masculinos (microgametocitos) gametécitos  femininos
(macrogametococitos) (Rey, 1992).

O ciclo pré-eritrocitico do plasmodio no homem esponde ao periodo de incubacédo
da malaria, que difere segundo as espécies de qiasmoito a doze dias para .
falciparum treze a dezessete dias paR oivaxe de 28 a 30 dias pard&omalariae O ciclo
eritrocitico, por sua vez, determina as manifegscdinicas da doenca, notadamente o
paroxismo febril, caracterizado por calafrio, febreudorese. Na dependéncia da duracéo de

cada um desses ciclos eritrociticos, tais paroxéspadem ser observados em intervalos



regulares, de 48 em 48 horas paR @ivaxe para . falciparum de 72 em 72 horas para o
P. malariae,0 que entretanto, nem sempre é possivel de servadsaa pratica clinica, em
decorréncia de tratamento precoce realizado aiadase de assincronismo das esquizogonias
sanguineas ou por infeccdes por populacdes dstil@glasmaodio, ou ainda em infec¢cdes em
primoinfectados por retardo da resposta imune ée¢Pessoa, 1982; Rey, 1992; Manual
de terapéutica da Malaria, 2001).

O mosquito anofelino ao exercer a hematofagia enxges formas sangiineas do
parasito. Porém somente 0os gametocitos sdo cafgazegluir no inseto, as demais formas
degeneram. No estbmago do mosquito, 0 gametdcitmiigo amadurece e transforma-se no
macrogameta; o gametocito masculino, por um process exflagelacdo, d4 origem aos
microgametas (quatro a oito). Esses, por seremddstale flagelos movimentam-se
ativamente em busca de um macrogameta. Somentearogameta tera éxito em fecundar o
macrogameta, havendo a formagéo do ovo ou zigo®,nq luz do estbmago do mosquito
modifica sua forma e recebe a designacdo de oocigeé dotado de mobilidade migra até a
parede do estbmago onde se encista, dai a desigdagiocisto. No interior do oocisto, 0s
parasitos se multiplicam por esporogonia formansi@sporozoitos, que serao liberados na
cavidade geral do mosquito, em consequéncia dareupb oocisto. Entdo, 0s esporozoitos
migram para as glandulas salivares e, por ocam&epasto da fémea do mosquito anofelino
serdo inoculados no homem (Pessoa, 1982).

Recentemente, o advento das técnicas moleculamsxetr contribuicbes que
ampliaram o conhecimento sobre o ciclo evolutivopteismoédio. Ao contrario de que se
supunha de que uma vez inoculados, os esporotofgmpenetravam na corrente circulatéria
para se dirigirem ao figado, verificou-se por téasi de PCR quantitativo, que o0s
esporozoitos ddé°. yoelii permaneciam por horas na derme do camundonges atd
gradualmente entrarem em contato com o0s capilaessedsitio e através da corrente
circulatéria chegarem ao figado. Nesse 6rgéo, psresoitos ao atravessarem 0s sinusoides
hepéticos penetram em varias células de Kupffeéesatle selecionarem uma dessas células
em definitivo para formacdo do vacuolo parasitgfano qual o parasito crescera e se
multiplicara (Carrolcet al, 2003; Sinnis & Coppi, 2007).

Experimentalmente, verificou-se que os merozoit$ dbergheisdo transportados
em vesiculas denominadas de merossomos para asugirdusoéides hepaticos, ndo sendo,
portanto livremente lancados na circulacdo, em emundncia da ruptura dos hepatdcitos,
como antigamente descrito. Ademais, 0s merossonoostggem origem da membrana

plasmatica do hospedeiro, ndo sdo de pronto recmusepelas células dendriticas (células



apresentadoras de antigeno) ou pelas células digeKup que facilitaria a condugéo desses
merozoitos para a circulagdo, dificultando, podard reconhecimento do parasito pelo
sistema imune do hospedeiro (Prudémtial, 2006; Sturnet al, 2006).

Outra interessante descoberta foi a de que parte edporozoitos d®. yoelii
inoculados na derme chega aos linfaticos, onderpaniendo ser destruidos, desencadeando
uma resposta imune que ainda necessita ser maisdrapreendida e que pode ser Util para o
desenvolvimento de vacinas antimalaricas relaciasmaw estagio pré-eritrocitico do parasito
(Prudéncicet al, 2006; Yamauchet al, 2007).

2.3- O ERITROCITO:

O eritrécito humano tem a forma de um disco bicGacpossuindo aproximadamente
8um de diametro. E uma célula que possui 40% a deagiperficie que o necessario para o
seu conteudo citoplasmatico, o que |he confere rgdandancia do continente sobre o seu
conteudo, dando-lhe grande deformabilidade, perdotmanter sua integridade ao atravessar
os capilares do organismo com 2 a 3 um de dianidtokamaet al., 2002).

A membrana do eritrGcito é composta de uma bicarfipidica, contendo compostos
de fosfolipidios, colesterol ndo esterificado ealipidios, ancorada em um citoesqueleto.
Essa membrana é responsavel pela manutencao da fdorwolume, da deformabilidade, da
estabilidade mecénica, além da homeostase do cdldas trocas ibnicas do eritrocito
(Hokamaet al, 2002).

Os fosfolipidios presentes na membrana eritroeit&do: fosfatidilcolina (30%),
fosfatidiletanolamina (28%), fosfatidilserina (14%)sfingomielina (25%). O restante, 3%,
inclui fosfatidilinositol, acido fosfatidico e caafipina. Na por¢cédo externa da dupla camada
lipidica, em contato com o plasma, predominam osfofipidios contendo colina:
fosfatidilcolina e esfingomielina enquanto que pecgo interna, junto ao citoplasma, estéo os
aminofosfolipidios: fosfatidilserina, fosfatidiletalamina, fosfatidilinositol, além dos demais
fosfolipidios. Acredita-se que o colesterol seriisa igualmente entre as duas camadas
(Lorenziet al, 2003).

A distribuicdo assimeétrica dos fosfolipidios é nidm® custa de enzimas, tais como as
flipases que os deslocam da camada externa pamterad, as flopases, que realizam o
movimento oposto e as escramblases que os moverecmdalmente, de modo a manter na
camada interna principalmente a fosfatidilserina #sfatidilinositol, pois os macrofagos

reconhecem e fagocitam os eritrocitos que expodeasfatfdilserina na sua camada externa,



como parece ocorrer na destruicdo prematura diasdalciformes, células talassémicas e em
eritrécitos parasitados. Ademais, a permanéncfasfatidilserina na camada interna também
inibe a adesdo dessas células ao endotélio vasquigvorcionando, portanto, sua livre
circulacao no interior da microcirculacdo (Mohané&asallagher, 2008).

Mais de 50 proteinas transmembrana ja foram idesdifs e estudadas, podendo atuar
como proteinas de transporte, proteinas de adeséonao receptoras de sinais. Dentre essas,
citam-se as glicoforinas (A, B, C, D, E) relacioaa@os antigenos eritrocitarios e a Banda 3
(Proteina 3), que funciona como canal transportdddiinions e agua para o eritrocito, além
de ser importante na fixagcdo da membrana ao citeé=tqg (Mohandas & Gallagher, 2008).

Internamente, a membrana é revestida pelo citoktquegque € constituido de
proteinas que se interligam umas as outras, formarsemelhanca de uma malha, uma rede
de sustentacdo para a porcéo lipidica. A espedtringrincipal componente protéico dessa
estrutura (75%), seguindo-se as anquirinas, pmtdianda 3, demantina, actina e
tropomiosina (Lorenzet al, 2003).

A espectrina é formada por duas cadeias, alfage Qee se encontram enroladas entre
si, com justaposicao de duas outras proteinagjreadca proteina banda 4.1. Essa disposicéo
da espectrina permite sua conexdao a membrana dagdlpidios pelos complexos proteicos
formados pela espectrina-anquirina-banda 3 e gglactrina-proteina banda 4.1- glicoforina
C. Outras proteinas tais como a aducina, a tromingce a demantina formam complexos
juncionais, fortalecendo a ligacdo do citoesquedstqoroteinas transmembrana. Alteracdes
em qualguer uma dessas proteinas podem causdnilidatée na camada lipidica, resultando
em modificagbes na forma dos eritrocitos, que seatn esféricos ou elipticos, com
consequente diminuicdo na resisténcia ao consti@tmatismo que essas células sofrem na
circulacao (Lorenzet al, 2003; Mohandas & Gallagher, 2008).

Cada eritrocito possui cerca de 280 milhdes de cutdé de hemoglobina. Cada uma
dessas moléculas é constituida de quatro cadeipsligeptidios, denominadas alfa globina,
beta globina, gama globina e delta globina, condygao controlada por genes localizados no
cromossomo 16 (alfa globina) ou no cromossoma é&th(lwama, delta globina). As globinas
se associam inicialmente em pares (dimeros) e slegrai quatro cadeias, formando os
tetrameros. Cada tetramero tem duas cadeias dlfiascadeias beta (hemoglobina A), duas
cadeias alfa e duas cadeias delta (hemoglobinaé2uas cadeias alfa e duas cadeias gama
(hemoglobina F). No individuo adulto, encontrar@b%o a 98% de Hb A, 1,5% a 3% de Hb
A2 e até 1% de Hb F, diferente da vida fetal, em spiobserva 90 a 95% da hemoglobina F,



uma vez que esse tipo de hemoglobina possui mianlade pelo oxigénio, pelas condi¢des
relativas de hipoxia na vida uterina (Hokaetal, 2002; Lorenzet al, 2003).

Em cada globina, observa-se um anel heme, respelinsgla cor da hemoglobina e do
sangue. O heme, por sua vez, é formado por quaéig airrolicos ligados entre si por um
atomo de ferro, constituindo a protoporfirina. @rdeno interior da globina fica localizado
numa “bolsa” hidrofébica que protege a oxidacaseesineral, pela acdo da agua, do estado
ferroso para o férrico, o que determinaria umechgarreversivel entre os atomos de ferro e o
oxigénio na porcao heme, impedindo a liberacaoxigéaio aos tecidos, principal funcéo da
hemoglobina (Hokamet al, 2002; Lorenzet al, 2003).

Para que o eritrocito exerca com eficiéncia sewlpdg transportador de oxigénio dos
pulmdes para os tecidos e de gas carbonico, dasreapteciduais para os pulmdes faz-se
necessario ndo somente a hemoglobina, mas tamhgsmtieipacdo ativa do metabolismo
eritrocitario. Como o eritrocito ndo possui nucleem mitocdndria no seu citoplasma, a
geracdo de energia é suprida pela utilizacdo dmsgli que adentra a célula por difusdo
facilitada. Assim, pela Via de Embden-Meyerhof, acadolécula de glicose é metabolizada
em duas moléculas de lactato, sendo nesse progessio duas moléculas de ATP, energia
gue é suficiente para manter a forma e a flexibdl@lda membrana, para preservar os lipidios
dessa membrana e ainda manter o gradiente intes@ds pelo funcionamento das bombas
de Na+, K+ e Ca++. Outras vias metabdlicas, quetalmu indiretamente estao relacionadas a
funcdo eritrocitaria, dizem respeito a Via de LuelgeRapaport, ao Shunt da
Hexosemonofosfato e a Via de Meta-hemoglobino-eeiyt sendo as duas primeiras
dependentes de glicose. (Loreatal, 2003).

A Via de Luebering-Rapaport sintetiza o 2,3 difgdiferato (2,3 DPG), cuja principal
funcao é regular a absorcao de oxigénio pelosdscil ligacado dessa substancia a molécula
da hemoglobina, reduz sua afinidade ao oxigérerdindo-o para os tecidos (curva desviada
para a direita). O oposto, ou seja, a ndo ligagd@,8 DPG a hemoglobina permite que a
hemoglobina expulse o gas carbdnico para os pulmadassorva o oxigénio, ligando-o ao
heme, formando a oxihemoglobina. (Hokaghal, 2002; Lorenzet al, 2003).

Em condicbes fisiologicas, uma pequena parte daoplefina é constantemente
oxidada, formando-se a metahemoglobina, pela wansicdo do Fe++ em Fe+++, quando o
oxigénio se desliga da hemoglobina. Para reversésedfenémeno, o eritrocito se utiliza de
sistemas redutores, sendo o principal a Via de JMetaoglobina-redutase (NADH-
desidrogenase) e o Glutation-reduzido (GSH), quéd emserido no Shunt da

Hexosemonofosfato (a partir da G6PD, um carbonoxé#a a didéxido de carbono. Essa



reacdo fornece NADPH- Nicotinamida -adenina-dinotitBo-fosfato para a célula, a qual
mantém o GSSG- Glutation em estado reduzido, GBbi¥(ziet al, 2003).

No eritrocito assim como em outros locais do orgraoi, ha formacédo de radicais
livres, cujo elétron desemparelhado esta centraio dtomo de oxigénio ou de nitrogénio,
sendo denominados respectivamente de Espécie RektiDxigénio (EROS) e de Espécie
Reativa de Nitrogénio (ERN). Essas quando prodgzaentro de limites fisiologicos estdo
envolvidos na producédo de energia, fagocitose,laega do crescimento celular, sinalizacao
intercelular e sintese de importantes substanad&giras. No entanto, se em excesso podem
ser danosas. As principdfR0 distribuem-se em dois grupos, as radicalares: kidr¢HO),
superoéxido (02), peroxila (ROO) e alcoxila (ROpsnao-radicalares: oxigénio, peréxido de
hidrogénio e acido hipocloroso. Dentre BRN incluem-se o o6xido nitrico (NO), 6xido
nitroso (N203), acido nitroso (HNOZ2), nitritos (NR2nitratos (NO3) e peroxinitritos
(ONOO) (Barreirost al, 2006).

A lipoperoxidacdo, isto €, a oxidacdo dos acidoaxgs poliinsaturados das
membranas celulares, induzida por qualquer um ddgcais livres de oxigénio, pode
determinar no eritrocito: a) alteracdo na permeaidile da membrana com perda de potassio e
desidratacdo; b) polimerizagdo dos componentes elabmana e menor deformabilidade,
principalmente quando os grupos sulfidrila da espec sao lesados; c) antigenicidade da
membrana levando a destruicdo imunomediada. (Hokaha 2002; Barreiro®t al, 2006).

Os eritrocitos tem meia vida de 120 dias nautcdo. Mesmo senescentes, as
atividades metabdlicas e enzimaticas ainda se maeté niveis satisfatorios nessas células
ndo justificando sua morte programada, que é dadeada pelas modificacdes sutis que
ocorrem em sua membrana, incluindo a expressaoedeamtigenos, que diminuem a
deformabilidade da membrana, facilitando sua fdgsej diretamente ou por mediacédo de
opsoninas, nos sinusoides esplénicos. Defeitosatiesd(doenca falciforme, deficiéncia de
G6PD) ou adquiridos (parasitismo pelo plasmdodi@ dotrécitos aceleram ou intensificam
0s processos normais de envelhecimento dessdascéueseet al, 2005; Pantaleet al,
2008).

O estresse oxidativo dos eritrocitos senescentesdamificados gera produtos de
degradacdo da hemoglobina, os hemocromos, que guosalta afinidade para a proteina
banda 3 da membrana. Os hemocromos sao lesivoscgeteidade de produzir potentes
radicais oxidantes hidroxila e por liberar hemeedivoxidante (hemina), além de promover
varias modificacbes na membrana: formacdo de poatisracdo da permeabilidade,

diminuicdo na deformabilidade, exposi¢ao da fodilagrina na camada externa. Todas essas
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modificagdes desencadeiam a formacéo de autogmigkaraturais (IgG), que interagem com
a proteina banda 3 da membrana, havendo entdgamidm complemento (C3) e fagocitose
dessas células (Aresgeal, 2005; Pantaleet al., 2008).

2.4. O ERITROCITO E O PLASMODIO:

O alvo do merozoito no organismo humano sdo oeiits, pois essas células séo
essenciais a sua sobrevivéncia, onde etapas s@éerc complexas necessitam ser
sobrepujadas, relacionadas primeiramente a adarérbsteriormente a invasao do parasito

ao eritrocito.

a) Etapa I- Adesdo do merozoito a superficie eritapieit

Na primeira etapa da invasdo o merozoito ader@erfétie eritrocitaria. Esse contato
inicial, reversivel, pode ocorrer em qualquer padesuperficie do merozoito e certamente
envolve moléculas ai presentes, tais como MSP-digfPias de Superficie do Merozoito-1,
pertencente a familia MSP (Proteinas de Supediziklerozoito) que parece ser essencial a
aderéncia, invasdo e sobrevivénciaRidalciparum Entretanto, outros ligantes (PfAMA-
1,MSP-1-MSP-9, EBI-1, PfRH1, ...) tem sido implioadna aderéncia dB. falciparuma
diversos receptores eritrocitarios (GlicoforinaBA,C, Banda 3), enquanto que pam.wivax
os ligantes e receptores até o momento identifca@o bem menores, em numero de dois,
respectivamente Proteina de Ligacdo ao Duffy (PYDBP Proteinas de Ligacdo ao
Reticuldcito (PVRBP) que se ligam ao receptor @niigp Duffy para quimiocinas (DARC) e

aos receptores presentes nos reticulécitos (€tadi; 2004).

b) Etapa 2- Reorientacdo apical do merozoito
Antes que o parasito penetre no eritrocito, € rsgcesque haja a reorientacao apical,
uma vez que geralmente durante a aderéncia o pitalado parasito ndo estd em
justaposicdo a membrana eritrocitaria. Embora ga®Eesso ainda ndo esteja bem
compreendido, parece haver a participacdo doeardig da Membrana Apical (AMA-1)
(Gaur et al., 2004; Cowman & Crabb, 2006).

c) Etapa 3- Formacéao da juncéo
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Na area da membrana eritrocitaria na qual o meimaricontra-se aderido, forma-se
uma depressao (para posicionar o polo apical dasip@). A membrana, nessa area apresenta-
se espessada, havendo uma juncdo com a membranaéfia do parasito. Inicia-se entao
um movimento da membrana na area de juncéo, ingpaldo pelo sistema actina-miosina do
parasito, no sentido do pdlo apical para o posteqgoe no final o circuncida. Quando a
entrada do parasito se completa, o orificio dagmagdo se fecha e a juncéo torna-se entao
parte do vacuolo parasitéforo, criado pelo parasitgue o separa do citoplasma da célula
hospedeira, formando assim um ambiente propicia gem desenvolvimento (Aikavea al.,
1978; Gauet al, 2004; Cowman & Crabb, 2006).

O P. vivaxinvade reticuldcitos, ndo o fazendo em eritrécit@aluros. Se a formacéo
da juncéo com participacdo do antigeno do grupgusaeo Duffy € um processo irreversivel
que culminara com a invasao do parasito, por gea espécie de plasmdédio ndo invade
eritrécitos maduros que apresentam esse tipo dgeaof? Parece haver uma etapa prévia
envolvendo a invasdo de reticuldcitos, com a ppe@@o das Proteinas de Ligacdo aos
Reticulécitos (PvRBP-1, PVRBP-2) antes da formagaojuncéo. E provavel que sendo
expressas no polo apical do merozoito, essas pastastejam envolvidas na reorientacao
apical que precede a formacdo da juncdo e da iov&sébora se saiba que a adeséo da
PVRBP é especifica para os reticulécitos aindeeseahhece quais seriam 0s seus receptores
nessas ceélulas. Ademais, essas proteinas nao eéepeladfenotipo Duffy, havendo inclusive
casos, embora poucos, de mal&rigax descritos na populacdo negra da Africa, cujos
eritrécitos ndo apresentam o grupo sanguineo Dséfiy) entretanto mencionar que ligantes
e/ou receptores participaram da invasdo do mewm@ditler et al, 1976; Gauet al, 2004;
Ryanet al, 2006).

Diversos mecanismos sao utilizados pelo plasmaddia plterar a permeabilidade da
membrana celular do hospedeiro. Esses dependeaudstagio de maturacdo no interior dos
eritrocitos, ja que o parasito necessita sobre@ggiossiveis limitagdes de trafico de solutos
que ocorre na membrana do eritrocito. Manter solrale o volume e a integridade da célula
evita sua destruicdo prematura, que comprometevialglidade do parasito. Citam-se, por
exemplo, o stress oxidativo que o parasito exavbeeso eritrocito determinado alteracdes na
permeabilidade e seletividade da membrana; compnomato da fluidez da membrana pela
diminuicdo na razédo colesterol/fosfolipidio, uma wrie o parasito ndo sintetiza colesterol;
alteracdo na cinética ou introducdo de defeitosutesais na membrana pela producédo e
exportacdo de polipeptidios na propria membranaatoavés dessa, que podem interagir

diretamente ou competir com sistemas nativos desp@te da membrana; presenca de um
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sistema especifico de transporte pela inser¢cadooligeptidios na membrana do hospedeiro
para translocacao de solutos do meio extracelalar @ citosol do parasito, ou desse para o
meio externo (Ginsberg, 1990).

O parasitismo intra-eritrocitico altera a composid¢ésfolipidica da membrana da
célula hospedeira. Eritrécitos infectados peldfalciparumpossuem maiores concentragdes
de fosfatidilcolina e fosfatidilinositol e menoresncentracbes de esfingomielina do que
eritrocitos nao infectados. Também foram observat@sres quantidades de acido palmitico
e de acido oléico nos eritrécitos infectados, as$ieando-se mais ao perfil encontrado no
vacuolo parasitéforo do que em eritrocitos naodtaf@os. Uma vez que eritrocitos maduros
apresentam sintese e metabolismo lipidico de pexja@essao, a remodelagem da membrana
eritrocitaria nesses casos é provavelmente induzéda parasito, onde se estabelece um
trafico lipidico bidirecional entre o eritrocito e vacuolo parasitéforo, de modo a
proporcionar um ambiente intracelular propicio @&sahvolvimento do parasito (Hsiab
al.,1991).

2.5. MANIFESTACOES CLINICAS DA MALARIA:

As manifestacdes clinicas do paludismo se inicigsaum periodo de incubacéo
variavel segundo a espécie de plasmoddio causadord#atcdo (média de 12 dias par®.0
vivax e de 15 dias paraf. falciparun). Sintomas prodromicos como mal estar, inquietagéo
sonoléncia, recusa alimentar, cefaléia e ndusedsnpocorrer antes que surja 0 paroxismo
febril (calafrio, febre e sudorese) caracteristeodoenca (Chongsuphajaisiddhi, 1988; Rey,
1992; de Souzat al, 2000).

O paroxismo febril pode ter uma periodicidade dehdgas (febre num determinado
dia, apirexia nas 24 horas seguintes) ou de 7Xl{tehre num determinado dia, apirexia nas
48 horas seguintes), na dependéncia da espéciastadalio. No primeiro caso, diz-se febre
terca: benigna se causada pRlovivaxou peloP. ovale maligna, se o agente etioldgico € o
P. falciparum devido a maior possibilidade de causar complieagfue predispdem ao 6bito.
Reserva-se o termo febre quarta para designafeag@es produzidas pekh malariae(Rey,
1992).

Na pratica clinica, entretanto, o paroxismo felpidde estar ausente se houver
assincronismo na maturacdo de uma ou mais geragéeparasitos (Kwiatwoski &
Greenwood, 1989), fato importante a considerar doia@® cogita no diagndstico precoce da

doenca.
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Outros sinais e sintomas observados na maléariaenclfebre, cefaléia, anorexia,
mialgia, dor abdominal, nauseas, vémitos, diarrtoase, palidez, ictericia, urina escura.
Embora haja hipertrofia e hiperplasia do sistenmiulendotelial, resultante da defesa do
organismo na fagocitose de eritrocitos com parasitu produtos toxicos derivados do
metabolismo do mesmo e fagocitose de hemacias ntigeaos do parasito expressos em sua
superficie (Weiss, 1991), nem sempre se detectatdtegplenomegalia a palpagdo do
abdome: Mourat al (1988) ao estudarem uma série de criancas imt@sneom malaria na
Pediatria da Santa Casa de Misericordia do EstamldPara, evidenciaram 66,6% de
hepatomegalia e 88,9% de esplenomegalia. Percemggnores (respectivamente 29%, 46%)
foram observados por Ventueh al (1999) em criangcas com malaria garvivaxatendidas
no Ambulatorio de Maléaria do Instituto Evandro Casgem Belém/Para.

Em criancas maiores, a sintomatologia da malasanaslha-se aquela observada em
adultos. Em recém-nascidos, lactentes e pré-essplarexpressao clinica da doenga pode ser
incaracteristica, com auséncia da triade (febrefricae sudorese). Nessas circunstancias
outros diagndsticos, tais como pneumonia, gasteoent hepatite, meningoencefalite podem
ser formulados, antes da solicitagcdo de pesquigdadenddio em gota espessa. (Randall &
Seidel, 1985; de Sous al, 2000).

2.6. ANEMIA DA MALARIA

2.6.1. CONSIDERACOES GERAIS

Segundo o0 que preconiza a OMS, o diagnostico denianbaseia-se na taxa de
hemoglobina, que varia de acordo com a idade edamba fase de adolescéncia, com 0 sexo
(de Mayer, 1989; Dallman, 1996).

Em areas endémicas de malaria, é importante dfiarerm anemia causada pela
doenca de outras causas potencialmente indutoraandmia, como por exemplo, as
relacionadas a deficiéncia de ferro, as parasitivgestinais e a desnutricdo, pois cada uma
dessas entidades possui abordagem terapéuticandiizaa.

Cardoscet al (1992), avaliando a prevaléncia de anemia enBlh@bitantes de uma
area endémica de malaria (Distrito de Candeias]ittarle periurbana do Municipio de Porto
Velho no Estado de Rondbnia, Amaz6nia Ocidentasiiiaa), encontraram 28% de anemia,
na auséncia de malaria, com predominio em criangalstetudo lactentes. Entretanto,

encontraram uma frequéncia maior, 44,4% de aneagagaies com gota espessa positiva para
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doenca, semelhante aos 36% de anemia observadapupukacédo predominantemente de
adultos com malaria (de Freitas, 2004).

Em inquéritos epidemiologicos envolvendo somentegyropos de maior risco para
anemia, criancas e/ou gravidas, essa entidadecaliéi ainda mais freqlente, como
evidenciado por Hedbergt al(1993) que observaram 43% de anemia em criangcasragen
de cinco anos atendidas num Servico de EmergémciZaire, sendo que dessas, 22%
apresentavam malarfalciparum,ou por Shiffet al. (1996) que verificaram 78% de anemia
em criancas também africanas menores de quatro @esultado similar, 82% de anemia,
foi relatado por Ventura (1997), baseando-se emisi@sa local, em criancas e adolescentes
com malariavivax, procedentes de varios estados da Amazénia.

Em decorréncia da coexisténcia de anemia e maNacher (2002) sugere que fatores
hematolégicos do hospedeiro, tais como a reducdaxadade hemoglobina, do hematdcrito e
a reticulocitose poderiam ser benéficos ao parastdaue diz respeito a sua sobrevivéncia,
conferindo-lhes um ambiente mais propicio parasiacdo, e sua reproducao, pelo aumento
do numero de gametocitos. Se essa assertiva fatadeira, os grupos com maior
susceptibilidade para esse agravo, criancas edgivieriam maior risco de adquirir malaria.
Com isso, teoricamente, as chances de aquisicaddodass sexuadas do plasmoédio pelo
mosquito anofelino durante seu repasto sanguimeloéa estariam aumentadas, facilitando a
perpetuacdo do ciclo sexuado do parasito no vebonp parecem demonstrar as observacoes
provenientes do continente africano e da Amazoaiguk vetores infectados teriam maior
atracdo para as criancas e para as gravidas (Adiatal, 1993; Quifionest al, 2000;
Martinez-Espinosat al, 2004).

A anemia da malaria pode sofrer a influéncia deosafatores tais como retardo
diagndstico, statusdo ferro, estado nutricional do hospedeiro, prse intestinal e defeitos
congénitos dos eritrocitos (doenca falciforme ectiricia congénita de glicose 6 fosfato

desidrogenase-G6PD):

- Retardo diagnéstico

O tempo decorrido entre as primeiras manifestagfzesloenca e o diagnostico da
malaria e consequente inicio do tratamento imm@ioarepercussdes clinicas ao paciente, que
se reflete na limitagdo para o trabalho e paraer]gois durante esse periodo o parasito vive
as expensas do hospedeiro. Além disso, quantotema@o durar a doenca, maiores seréo as

possibilidades de agravamento: por exemplo anemagegem consequéncia da ativacao
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persistente dos mecanismos imunes desencadeadoparakito. De fato, Ventura (1997)
observou uma correlagdo positiva entre o retardgndistico e os valores de hemoglobina de

criancas e adolescentes com malariaRharivaxem Belém/Para.

- Satusdo ferro do individuo

A manutencdo da homeostase do ferro no organisrasséncial para a sintese de
hemoglobina, para a formacao da mioglobina do ¢egidscular, para atuar como cofator nas
reacfes enziméticas do ciclo de Krebs, na sinteseputinas, carnitina, colageno e
neurotransmissores cerebrais, além de ser fundahmentegulacéo da funcao imune (Weiss,
1995; Queiroz-Torres, 2000).

A proliferacdo dos linfocitos T e B pode ser altleraanto na deficiéncia quanto na
sobrecarga de ferro. A disponibilidade de ferraacelular influencia a proliferacdo de
linfécitos TH1 e TH2. Na vigéncia de processosdniesos, a IL-1 e o TNF alfa alteram o
metabolismo do ferro por aumentar a captacdo eaporacdo do ferro em ferritina (forma
sob a qual o ferro € armazenado) pelos macrofagjosnuindo a quantidade de ferro
disponivel no sangue (hipoferremia), o que limitarescimento de microorganismos que
necessitam desse elemento. Ao mesmo tempo, o IR\ gdou o TNF alfa ativam os
macrofagos, desencadeando uma resposta de citdameéc no agente agressor, com a
participacdo do oxido nitrico. Esse, produzido coesultado da secrecédo do IFN gama, TNF
alfa e IL-1, modula a regulacéo do ferro intracal{WWeiss, 1995; Queiroz-Torres, 2000).

Na malaria a importancia de se conhecestaiusdo ferro no organismo reside nao
somente na evidéncia de que esse mineral intemfesdinfécitos TH1 E TH2, envolvidos
tanto na protecdo quanto na fisiopatogenia do pahal como também pela relacdo que o
plasmodio tem com o ferro. Da hemoglobina, o paradiliza-se do ferro ferroso para
sintese de enzimas, antes que ocorra a oxidacdende e do radical globina para a sintese de
proteinas. Ademais, compete pelo ferro ofertado pemplexo transferrina por ocasiao da
sintese do heme no eritrgcito. A parte dessas demngides deve-se lembrar que a malaria é
uma doenca de paises subdesenvolvidos, onde taewigta outro importante problema de
saude publica, a anemia ferropriva. Esse problessan@e maior magnitude se levado em
conta que na maldaria, a anemia ocorre principaknent criancas e que essas, juntamente
com as gestantes, formam o grupo de maior risa@ geficiéncia nutricional de ferro (Nurse,
1979; Weiss, 1995).
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- Estado nutricional do individuo

A malaria pode comprometer a nutricdo da crianceeatringir sua ingestao alimentar
em decorréncia da anorexia e dos vomitos. Por smaavfebre, quase que invariavelmente
presente no quadro clinico da doenga, pode trarexequéncias para o estado nutricional ao
induzir aumento da excrec¢do do nitrogénio uringsiredispondo a um balango nitrogenado
negativo, trazendo repercussdes negativas parantasei de proteinas utilizadas nos
mecanismos especificos e inespecificos de defemaglB1997; McGregor, 1988). Além do
mais, a malaria pelos seus efeitos imunossupresgmde aumentar a suscetibilidade a
infeccBes de vérias etiologias, contribuindo pageavar o estado nutricional pré-existente
(McGregor, 1988).

Alteracdes nutricionais consequientes a malarianfoexidenciadas por Shitét al
(1996) na Tanzéania (Africa), area holoendémica denda, onde os autores sugerem que
infecgBes repetidas pd?. falciparumforam responsaveis por menor ganho ponderal em
criancas (especialmente naquelas abaixo de 18 ndas outro lado, o inverso parece
incerto, isto €, a influéncia que o estado nutnalexerce sobre a malaria, pois os resultados
obtidos no modelo animal sobre esse assunto sddicieextrapolagdo para o homem cujas
deficiéncias nutricionais sdo mais complexas (Mg8rel982; 1988).

Em areas onde coexistem malaria e desnutricaoigueatalorica, poder-se-ia supor que
essa Ultima, por comprometer a imunidade celulauraoral intensificasse as manifestacdes
patogénicas da malaria, haja vista que a respostael ao plasmaédio envolve subpopulagbes
de linfécitos T, linfocitos B, além de macrofagadivacdo de complemento e fagocitose
(McGregor, 1988). Porém, segundo McGregor (198288)1%ha poucas evidéncias que
demonstrem a desnutricdo como fator potencializatbormalaria no homem. Antes, as
evidéncias disponiveis parecem indicar mais comtengue a desnutricdo exerce sobre a
malaria um efeito antagbnico, pois Murratyal (1975) observaram que no periodo de fome
que se seguiu a seca da Africa Central, a realag&at com grdos exacerbava as
manifestacdes clinicas da malaria, até entdo kdesrn adultos desnutridos, e precipitava

malaria cerebral grave, em lactentes com desnatrica
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- Parasitose Intestinal

Torna-se dificil estabelecer com exatiddo a inftinque a anemia secundaria a
infeccdo malarica possa ter sobre o hospedeir® pas areas onde ocorre a doencga, a
populacdo freqlentemente apresenta outras condigi@bidas, tais como parasitoses
intestinais, que interferem no aproveitamento dmfpelo organismo.

Ventura (1997) observou um percentual elevado demeg coproparasitolégicos
positivos (65,6%) em criancas e adolescentes coldriagprovavelmente relacionado as mas
condi¢des de higiene e saneamento dos locais avideny ja que a maioria ndo possuia bom
nivel social e econbmico. Apesar disso, excetuamedms ancilostomideos, os demais
parasitos intestinais ndo tiveram influéncia sigatfiva sobre a anemia dos pacientes
estudados. De modo similar, Cardadoal. (1992) ao avaliar a prevaléncia de anemia em
1.068 individuos de todas as idades residentesvemrérea endémica de maléria, no estado de
Roraima, verificaram dentre os que realizaram exparasitolégico de fezes, que nem a
presenca e nem a auséncia de parasitos intesistaisee associada a anemia.

No estudo realizado por Stoltzfes al. (2000) em criancas de 0 a 5 anos de idade
residentes na ilha Pemba, em Zanzibar, na TanZ&fia), onde a malaria e as geo-
helmintiases (ascaridiase, tricocefaliase, anoioistse) apresentam elevada prevaléncia, a
idade teve influéncia na associacéo entre anenaliria e parasitose intestinal. Em menores
de trinta meses, a anemia esteve associada a anaangéo esteve associada a ascaridiase,
tricocefaliase e ancilostomiase, enquanto que fegjo®iores de 30 meses, a associagao foi
inversa, isto €, a anemia esteve relacionada asifim@ intestinal, especificamente a
ancilostomiase.

A coexisténcia de diferentes parasitos, o causddomalaria e os varios helmintos
intestinais, requer complexas interacées no sisteraae do hospedeiro, que podem lhe ser
benéficas (Basavaraju & Schantz, 2006). Na dédadéD, Murrayet al (1978) observaram
que a populacdo infantil da ilha Anjouan, no Ocedmdico, apresentava uma relativa
auséncia de maléaria devido intenso parasitismo peltumbricoides. Os autores entdo
aventaram a hipdtese de que essa situacdo eslmtgonada as alteracdes nutricionais, em
consequéncia do parasitismo intestinal que levarigupressdo da malaria, visando a
sobrevivéncia do hospedeiro. Com o tratamento ttaitigase, houve, porém um aumento
dramético na incidéncia de malaria nesse grupooet&osteriormente outros estudos
salientaram o efeito protetor das parasitosestings, dependentes da carga parasitaria e do

poliparasitismo sobre a malaria, ndo no sentideugeimi-la como observado por Murray
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al. (1978), mas evitar complica¢cdes na maléieiparum(Nacheret al, 2000; Nacheet al,
2001), ou de induzir a tolerancia do hospedeira @ infecgbes mistas pelo plasmaodio
(Nacheret al, 2001a).

Por outro lado, a interacdo parasito da malarigpédeiro- parasitos intestinais pode
ser prejudicial para o hospedeiro (Basavaraju &aSth) 2006). Druilheet al. (2005)
salientam que o longo periodo (cerca de 10 arms) gue as criancas atinjam o status de
semi-imunidade para malaria, pode estar relacioredpredominio de uma resposta anti-
inflamatoria suscitada pela presenca constanteelheiritos intestinais (maior suscetibilidade
das criancas as parasitoses intestinais do quelW®s) em detrimento de uma resposta
inflamatdria mais eficaz contra o parasito. No prathio da resposta TH1 (inflamatdria)
observa-se importante atuacdo do mecanismo deoxitmtade celular dependente de
anticorpos (ADCI), com a participacao das subck$z€1 e IgG3, dotadas de propriedades
citofilicas, isto é, a capacidade de se ligaremmosdcitos para promover a fagocitose de
eritrocitos parasitados e assim exercer um consabee a parasitemia. Tal mecanismo estara
prejudicado se houver um predominio da resposta Tatgiinflamatoria) durante a
parasitemia, pois nesse caso, os linfocitos estima producéo de anticorpos nao citofilicos
lgG2, 1gG4, IgM). A co-infeccdo helmintiase-malarisegundo Nacheet al. (2001b),
também pode agravar algumas manifestacdes clidegmcientes com malaralciparum
complicada e ndo complicada, como a anemia, acoc@r para diminuir a taxa de

hemoglobina e a contagem de reticulécitos.

- Defeitos congénitos dos eritrocitos (doenca fiflarme, deficiéncia de G6PD)

Na historia da longa convivéncia entre o plasmdaio homem, nas areas de alta
endemicidade para a doenca, o homem teve que &dapta essa co-existéncia
desenvolvendo formas leves da doenca, para qua pasiesse sobreviver. Acredita-se que o
polimorfismo genético dos eritrocitos, determinan@s desordens hereditarias dos
eeritrocitos, dentre as quais, a doenca falcifoeree deficiéncia de G6PD, seja um desses
mecanismos de protecédo, ao dificultar a sobrevigéto parasito no interior dos eritrocitos
deficientes, ndo impedindo sua manifestacédo, mathdo a parasitemia, certamente um dos
fatores que contribuem para a gravidade da mal@f@atherallet al, 2002; Mohandas &
Gallagher, 2008) .

A hemoglobina S é a doenca hematologica hereditdwdgdss comum no mundo.

Apresenta-se sob a forma homozigética (HbS) respehpela doenca falciforme e sob a
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forma heterozigética (Hb AS) que caracteriza odréalciforme. A maior prevaléncia da
doenca falciforme ocorre na Africa tropical e erdsenegros de paises que participaram de
trafico de escravos, como o Brasil. Essa hemogiolsinémala resulta de uma mutacao
envolvendo um gene estrutural na qual o cédon GAE apdifica o acido glutdmico na
posicdo 6 da cadeia polipeptidica € substituido példon GTG que codifica a valina,
alterando a estrutura primaria da cadeda globina (Sonati & Costa, 2008).

Segundo registro de Schikdral. (1982), na Regido Amazonica a frequéncia média de
heterozigotos para anemia falciforme € de 1,7%poasllacdes hibridas, enquanto que nos
isolados negréides, estima-se uma media de 8,§36rtdores do traco siclémico.

Zago & Costa (1985), numa revisdo sobre a inci@éaa variabilidade dos distarbios
hereditarios da hemoglobina no Brasil, observaraeas mais comuns eram hemoglobina S,
hemoglobina SC €3 talassemia, comuns tanto em individuos homozigstiquanto
heterozigéticos, em decorréncia da miscigenacao mmros oriundos do Mediterraneo e da
Africa. Os genes determinantes dessas duas prBndiEmoglobinopatias tem uma
distribuicdo variavel nas diversas regides do Bragmr conta do fluxo migratério. Por
exemplo, numa populacdo mista do sudeste com 358égtéides, esses autores observaram
uma frequiéncia de 1,9% de heterozigotos para HixS(8% para HbC. Entre os negros, 0s
valores foram respectivamente de 5,85% e 2,9%.

A implantacdo dos testes de triagem nos bercaetss pputoridades governamentais
estaduais (inicialmente, para certos erros inatasetabolismo e para o hipotireoidismo) tem
permitido o rastreamento de anemias congénitas lfteras, possibilitando o aconselhamento
familiar, além de atuar de forma preventiva enmssu@nplicacées. Em Minas Gerais, apds
25 meses de implantacéo, esse projeto de rastreapessibilitou detectar traco falciforme
em 3,2%, traco HbC em 1,3% e 486 pacientes comcdofaiciforme numa populacdo de
605.419 criancas (Sergeant, 2000).

Em decorréncia da miscigenacdo da populacagendinativa com os colonizadores
portugueses, dentre outros povos europeus, e coregoss africanos, € elevada a frequéncia
da deficiéncia de G6PD no Brasil, estando situagat@no de 3,0% a 6,9% segundo
estimativas da WHO (1989).

Estudos realizados por Schneidet al (1987) detectaram uma frequéncia de
aproximadamente 8% de deficiéncia de G6PD em catades de origem negroide em
populacdes situadas as margens do rio Trombetd2ardg Em 1992, um percentual de 2,2%
da deficiéncia dessa enzima foi encontrado entaglales masculinos de sangue na area de
Belém/Para (Gonzalez, 1992). Mais recentemente/a Si1998), avaliando casuistica de
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individuos com malaria atendidos no Programa daiBasClinicos em Maléaria do Instituto
Evandro Chagas (Belém/Pard) observou 5,5% de qasitivos para deficiéncia de G6PD,
mediante exame de triagem pelo teste de Brewer,comfirmacéo pela eletroforese em gel

de poliacrilamida.

2.6.2. FISIOPATOGENIA:

Os mecanismos que determinam anemia na malérigitenbastante estudados, mas
ainda néo estao totalmente esclarecidos, talvezsoel multiplicidade e complexidade: desde
destruicdo mecanica de eritrocitos induzida peleagigp, até resposta imune humoral e
celular, intermediada por citocinas, incluindo t&mb autoanticorpos, alteracbes na
eritropoiese e na producao de eritropoetina (Dvé&a\Willer, 1975; Woodruffet al, 1979;
Crane, 1991).

2.6.2.1. Destruicdo mecanica dos eritrécitos

A taxa de multiplicacdo do plasmodio é determinpddb nimero de merozoitos
viaveis ap0s esquizogonia e a capacidade dessemoftes em invadir novos eritrocitos
sucessivamente. B. vivaxinvade preferencialmente reticuldcitos, o quetknai parasitemia
para cerca de 2% dos eritrocitos circulantes. o daP. falciparum a parasitemia costuma
ser mais elevada, pois eritrécitos jovens, madwosaté mesmo em fase de senectude
albergam essa espécie de plasmaodio. Outro fatofl@emnciar o grau de parasitemia diz
respeito a viruléncia da cepa infectante e, nesticplar, oP. falciparumé mais agressivo,
sendo responsavel por casos graves e muitas \ataes fEm contraponto ao potencial lesivo
do parasito, caracteristicas genéticas e imundsodpedeiro contribuem de forma decisiva
para dificultar a multiplicacdo parasitaria, embmaitas vezes, suceda o contrério, a resposta
inflamatoria do hospedeiro mediando o aparecimet¢o formas graves da doenca
(Chotivanichet al,, 2000).

2.6.2.2. Autoanticorpos:

A observacdo de que a anemia da malaria nem seguyamelava relacdo com a

parasitemia, suscitou o interesse dos pesquisagarasa investigacdo de outros possiveis
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mecanismos, sobretudo imunes que a determinasse, ingluem a producdo de
autoanticorpos.

O Plasmodium vivaxao aderir aos receptores (proteina de ligacaoudfy,Dproteina
de ligacao ao reticulocito) dos eritrocitos e posteente interiorizar-se, promove alteracdes
na membrana eritrocitaria, que pode torna-la iméno@ deper seou por exposi¢cdo de
antigenos do parasito, desencadeando a formacaatadanticorpos (Maguiret al, 1991).

Na malaria, portanto, os autoanticorpos podem sexdgs a partir de antigenos do parasito
compartilhados pelo hospedeiro (mimetismo molegufala exposicdo de neo-antigenos ou
cripto-antigenos na membrana do eritrocito pamsifaxposicdo de epitopos antigénicos
consequentes as alteracdes morfologicas da membrada seus componentes (proteinas,
fosfolipidios)]; por material derivado do paras{ederido aos eritrocitos infectados e néo
infectados) ou ainda por estimulo de células aatwas por substancias parasitarias dotadas
de propriedades mitogénicas ou indutoras da proaddealNF; e finalmente por anticorpos
anti-idiotipo, dirigidos contra anticorpos espeammfi para antigeno(s) do parasito ligante(s) no
receptor do eritrocito (Jakobsenal, 1993; Daniel-Ribeiro, 2000; Daniel-Ribeiro & Zai)
2000).

A existéncia detais reacdes imunoldgicas mediadas por autoanticorpdsnposer
avaliadas pelo teste de antiglobulina direto (testeto de Coombs), teste de aglutinacao
pouco sensivel, ou pela pesquisa de anticorposmamiprana de eritrécitos ou
antifosfolipidicos, por Elisa. O papel desses antios ndo esta ainda claramente estabelecido
podendo tanto atuar como autoanticorpos “protétof@smo no caso de anticorpos anti-
idiotipo que competem com o parasito na ligacao cereptores deste em eritrocitos) quanto
induzir hemolise imunomediada concorrendo pararghét@r anemia que pode se manifestar

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

-- Autoanticorpos antimembrande eritrocitos

Na década de 60 do século passado, Zuckerman )(Ed@®tou a hipotese de
fendbmenos imunologicos induzirem anemia em pagerm®em malaria, ao notar que
pacientes que apresentavam hemodlise desproporeomahu de parasitemia mostravam com
frequéncia reacgao antiglobulina positiva (Coomb®¥€sde entdo, numerosos trabalhos sobre
esse assunto surgiram na literatura, envolvendwithubs de diversas faixas etarias e etnias,
além de diferentes periodos de tempo exposicaccaidades, com diferentes graus de

endemicidade para malaria.
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Rosenbergt al (1973) comparando um grupo de individuos cor@r@acom outro
grupo constituido de individuos normais ou comasupratologias, evidenciaram por meio de
imunofluorescéncia indireta, anticorpos antieritticos da classe IgM somente no primeiro
grupo, com valores mais elevados naqueles anéniieis.pacientes também apresentavam
niveis diminuidos de Complemento sérico (C3).

A participagdo potencial de fatores imunolégicoseeas causas de anemia da malaria,
também foi evocada por Woodrf al. (1979), que detectaram diminuicdo na meia vida dos
eritrécitos com persisténcia da hemolise por quatroinco semanas ap@tearanceda
parasitemia, e a presenca de imunocomplexos naf®ipealessas células. Ademais, esses
autores verificaram que a anemia desencadeadasg®ipeocesso foi mais intensa na fase de
convalescenca (em que 0s pacientes ja estavam amasitpmia negativa) do que na fase
aguda em pacientes com maldalkiparum

Os estudos de Facer (1979, 1980a,b) também dem@mstra participacdo de
eritrécitos sensibilizados por complexos imunestétede Coombs positivo) na génese da
anemia em criancgas africanas com malariaQpdalciparum De modo similar, Abdallat
al. (1983) verificaram 70% de IgG e/ou complementaidde a superficie dos eritrocitos em
criancas africanas com teste de Coombs positivo.

Mais recentemente, Goket al. (2001) obtiveram resultados semelhantes, em que
evidenciaram associacdo entre DAT positivo e anamiacriancas com malarfalciparum
em Gana, Africa, area de alta endemicidade panagdoe

A despeito desses resultados sugestivos da pagéo de autoanticorpos
antieritrociticos DAT positivos na génese da anataiaalaria, outros estudos, realizados em
individuos com maléaria na Africa (Weatherall, 1988)a regido Amazonica (Ferregtal,
2007), ndo demonstraram correlacdo entre a presiengatoanticorpos e anemia. De fato, de
Freitas (2004) encontrou resposta, similar a olsker para o DAT, com autoanticorpos
antieritrociticos avaliados pela técnica de ELISA festes de DAT foram negativos), em
49% dos pacientes com malariavax, falciparum ou mista). Tais observagfes parecem
indicar que a presenca de autoanticorpos conteaitG€itos ndo necessariamente se relaciona
a fendbmenos patologicos, podendo até mesmo estandat como anticorpos protetores,

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

Pela intima relacédo que o parasito da malaria mantén os eritrocitos € esperado que
ocorram modificacbes na membrana dessas células syseitem a formacdo de
autoanticorpos. Dentre 0os antigenos alvo, partimdate os componentes da dupla camada
lipidica da membrana, encontram-se os fosfolipidesentes tanto na camada externa
quanto interna (Maguiret al, 1991; Hsiacet al, 1991).

Os anticorpos antifosfolipidicos gerados, por eXxempela reatividade cruzada entre
um componente dB. falciparume o antigeno | da membrana eritrocitaria podenefi@ar o
parasito, ao facilitar sua entrada no eritrocitef(ancoiset al,, 1981). Por outro lado, também
podem ter um efeito protetor, como sugerem Facé&g®stratidou (1994) que verificaram
niveis elevados de anticorpos antifosfolipidicosaghaltos (caucasianos, asiaticos ou negros)
e em criangas (africanas) com maldalziparumndo complicada, em contraposi¢cao a niveis
significativamente baixos de IgM antifosfatidilbgitol (um tipo de anticorpo fosfolipidico)
associados a malaria cerebral no grupo pediatsicaliado.

Essa dualidade de resposta aos autoanticorpossdalipidicos, diferencia-se daquela
observada no ldpus eritematoso sistémico, prototipe doencas auto-imunes, onde hé
producdo de anticorpos reconhecidamente patogéificosani et al, 2009). De fato, a
cardiolipina esta associada a um risco maior daliose arterial e venosa em pacientes com
doencas autoimunes, provavelmente pela formacamuleocomplexos entre cardiolipina e
B2 glicoproteina 1, o que néo ocorre na malaria (Gog<t al, 2002).

Autoanticorpos podem estar presentes tanto emidwbg com malaria quanto em
individuos com doencas autoimunes, como no lUpiten&atoso sistémico (LES). Alguns
desses autoanticorpos, em particular os anti-DNAseantinucleares, provenientes dos
pacientes com LES mostraram certa capacidade bie énparasitemia, ao serem colocados
em culturas de°. falciparum.Essas observacdes segundo os autores, Za&naii (2009),
sugerem que a resposta autoimune possa ter indgudéaémunidade protetora contra malaria.

De Freitas (2004) ao estudar o perfil de citocieage autoanticorpos na anemia de
individuos com malariaR. vivax e P. falciparunm) em localidades do estado do Para,
observaram 41% de resposta positiva aos anticamicsardiolipina, ndo havendo, entretanto

associacéo desses autoanticorpos com anemia.
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2.6.2.3. Participacao de citocinas

As varias citocinas produzidas em resposta a igfeppdem desempenhar uma agéo
protetora do hospedeiro contra os estagios pn@eitico, eritrocitico e sexuado do
plasmaodio. Elas também podem, quando ha um dedwguitle producado, ser responsaveis
por eventos fisiopatologicos da malaria. Variooees (Clarket al, 1989; Graiet al, 1989;
Kwiatkwoski et al.1990) observaram uma correlagéo direta entre pémdexcessiva de TNF
e malaria cerebral, inclusive com implicacdo nagpdstico. No que diz respeito a anemia da
malaria, parece haver envolvimento de varias cig;itais como o TNF alfa, IL-4, I1L-10, IL-
12, IFN gama (Menendex al, 2000; Daniel-Ribeiro & Cruz, 2000; Ghosh & Ghp2007).

Na anemia da maléria, supfe-se que ocorra proderggica em baixos niveis do
TNF, funcionando como estimulo para induzir altéescdiseritropoéticas na medula 0ssea.
McGuire et al (1999) sugeriram essa hipotese ap0s comparaeniveis plasmaticos dessa
citocina em criangcas com malaria complicada pemnaa grave daquele obtido para criancas
com malaria cerebral, observando que no primeiropa@ros niveis de TNF foram
significativamente mais baixos. Entretatno, en@atn dificuldades para consubstanciar esse
raciocinio pelas limitagcdes na avaliacdo quani@atios niveis do TNF no plasma (dentre
outros fatores por sua meia vida curta na circolagém de restricbes quanto a solicitacao
de exame histopatologico de medula 6éssea. Os awgnt@o investigaram se as diferencas nas
concentracdes séricas dessa citocina poderianxgkraglas geneticamente, uma vez que ha
alelos diferentes para baixa (alelo A -238) e pitaducéo de TNF (alelo A -308), associados
preferencialmente a cada uma dessas formas deian@aemia grave e malaria cerebral,
respectivamente.

Outra abordagem para investigagdo da anemiazadalipor Kurtzhalgt al. (1998)
incluiu a avaliacdo da influéncia do TNF alfa eldd0 em criancas de Gana, Africa, com
malariafalciparumnéao complicada e complicada (comprometimento catednemia grave-
hemoglobina menor que 7g %). Naquelas com aneraigdoram observadas concentracdes
significativamente menores de IL-10 e diminuicds walores obtidos para a relagdo TNF
alfa/IL-10. Othoroet al (1999) também estudaram o comportamento degsaias em
criancas do Quénia com malafalciparum verificando que o TNF e a IL-10 estavam
aumentados naquelas com anemia. Mas, ao avalmietensidade da anemia, observaram

gue os niveis de IL-10, mas ndo os de TNF estavgmifisativamente elevados na anemia
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leve, levando esses autores a concluirem que sab@i@os para a relagdo IL-10/TNF alfa
foram determinantes para os casos de anemia goav@adientes.

Ainda, objetivando verificar se a anemia na mal&st associada com um padrao
especifico de resposta imune, Biengtaal. (1998, 2000) realizaram pesquisas, envolvendo
IFN gama, avaliado pelas concentracdes séricas edptdrina (marcador de ativacdo de
macréfagos pelo IFN gama) e IL-4. Na primeira pdggo, os autores verificaram que a
neopterina se encontrava elevada em todas as asi@ogn malaria admitidas para o estudo,
sendo, entretanto observados niveis mais baixase dearcador nas criancas cujas taxas de
hemoglobina estavam dentro dos valores normais omdrate de cura. Essas criancas
possuiam niveis mais elevados de IL-4 do que oogngm anemia persistente. Em uma
segunda publicacdo (2000), os autores estudarawrif®icas com maléaria cerebral tendo
evidenciado anemia grave em 34,4% dos casos, meeta associada com as concentracdes
séricas de neopterina (aumento de até 50 vezesaw astimado) e inversamente com 0s
niveis séricos de IL-4.

Tais dados indicam haver na malaria a participaigioitocinas pré-inflamatérias, tais
como o TNF e de citocinas anti-inflamatorias, cdind e IL-10, reguladas respectivamente
por linfécitos TH1 e por linfocitos TH2. As primas reguladas principalmente por linfocitos
TH1 enquanto que as anti-inflamatérias principaliagor linfocitos TH2. Se essas respostas
estiverem sendo produzidas em equilibrio, os egedto malaria se processardao de modo
fisiologico para resolucdo da doenca com o minimaagravo para o hospedeiro, mas, se
estiverem desreguladas, essas mesmas citocinas EEsgonsaveis por complicagdes,
incluindo anemia grave (Grau & Behr, 1995; Richal®97; HOet al, 1998).

2.6.2.4. Alteracdes na Medula Ossea

Na fase do ataque agudo do paludismo pode ladteeacdes morfoldégicas na medula
0ssea, tais como hiperplasia, mais a custa dengsmes de leucécitos do que de eritrocitos;
hipoplasia da série vermelha e, 0 que se obsemarmais freqiéncia, displasia eritréide
(Abdallaet al, 1980).

A microscopia Otica, a medula 6ssea de um gruperidacas africanas com malaria
falciparum revelou desde desde alteragbes pouco signifisatbcan nimero normal ou
reduzido de precursores eritroides com discretoeatwnde linfécitos e células plasmaticas,

até alteracOes diseritropoiéticas marcantes (nsgscde criancas com anemia grave) com
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presenca de eritroblastos multinucleados, carirekvisdo amitética nuclear incompleta e
desproporcional e pontes citoplasmaticas (Abadlkl, 1980).

Tais alteracdes medulares que expressam uma Gksplassérie eritroide ndo estao
relacionadas a acao direta do parasito sobre alas@recursoras dos eritrécitos (Weatherall,
1988). Sua causa é desconhecida (Burcbtaad, 1995), todavia, parece resultar da acao do
TNF, produzido em resposta a liberagcdo de antigenakiricos sobre os precursores
eritréides, ou ser decorrente da acdo citoxica gpngnto maléarico, isoladamente ou
sinergicamente ao TNF sobre os precursores eggpidodendo esse efeito perdurar por
semanas apos o tratamento antipalidico (Miterl, 1989; Miller et al, 1994, Casals-
Pascuaét al, 2006).

Por outro lado, producédo deficiente de IL-12 tamlgbde causar diseritropoiese e
desse modo também estar implicada na etiopatogenanemia grave da malaria, segundo
estudos experimentais conduzidos por Mohan & Stsare(l1998) em camundongos A/J
infectados poP. chabaudiuma vez que a IL-12, em niveis normais, pawicip eritropoiese
regulando positivamente os fatores estimuladores pdaliferacdo de progenitores
eritroblasticos (BFU-E) e das células formadorascd®nias eritrdides da medula O0ssea
(CFU-E).

2.6.2.5. Eritropoetina

A eritropoietina constitui o principal fator regdt@ da producdo de eritrocitos. Sua
concentracdo sérica aumenta exponencialmente adaegie os niveis de hemoglobina
diminuem (Burgmanet al, 1996).

N&o ha consenso entre os autores sobre o papel gtigopoietina desempenha na
anemia da maléaria. Para Burchatdal. (1995), h4 uma resposta adequada de eritropoietina
nos quadros de anemia p@r falciparum enquanto que para Burgmaanal (1996) essa
producao seria inadequada.

Mais recentemente, Chang & Stevenson (2004) estiedarproducao de eritropetina
nas linhagens C57BL/6 e A/J de camundongos suscetigspectivamente a infeccdo nao
letal e letal porP. chabaudi demonstraram que a producéo desse hormoénio pebera
adequada e apropriada aos diferentes graus de andesses animais. Observaram,
entretanto, restricdo nas funcdes da eritropostiiae a medula 6ssea de camundongos A/J,
com supressao da proliferacéo, diferenciacao erag#a de precursores eritréides, associado

a uma inadequada reticulocitose.
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Convém lembrar nas relagBes entre eritropetinéresiese, que outros fatores como
citocinas, pigmento malarico, também atuam sobmeedula éssea contribuindo para que a

anemia da malaria seja multicausal.
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3) JUSTIFICATIVA:

A anemia é uma das facetas da malaria que despégtasse nos pesquisadores
envolvidos com o estudo dessa doenca, ndo sé aieleena complexa de sua patogénese, em
que além da destruicdo mecénica de eritrécitosziddupelo plasmodio, ha participacao de
diversos mecanismos imunes, mas também, e sobygiadque pode se apresentar em sua
forma grave como uma das complicacfes da mal&itanclo vidas, sobretudo de criancas
menores de cinco anos de idade, no continenteafric

Do ponto de vista clinico, a anemia manifesta-sa odensidade leve, moderada ou
grave dependendo de fatores relacionados com gijmaeasua viruléncia como também do
estado imunitario do individuo, que por sua vea esfacionado com a idade e com o grau de
exposicao a infeccao.

No Brasil, ndo sao muito frequentes os estudosdabdo a anemia da malaria, talvez
pelo fato de que anemia grave determinada Peldvax a espécie mais prevalente causadora
de malaria em nosso meio, ndo seja uma constantgieoem parte se justifica pelas
caracteristicas proprias dessa espécie de plasraddivadir preferencialmente reticulécitos,
o que limita a parasitemia. Desse modo, o conhettorsobre anemia da malaria provem em
sua maioria da Africa, onde a malaria p&o falciparumassume maior gravidade pela
frequéncia de casos complicados e maior namerobites) principalmente em criangas,
fornecendo resultados nem sempre extrapolaveisgagalidade brasileira, particularmente
para Amazobnia, onde se concentra 0 maior nimecastes da doenca.

Por essas razdes, julga-se pertinente estudar taspetinicos e laboratoriais
(bioquimicos, hematologicos e imunoldgicos) da daeem criancas e adolescentes com
malaria porP. vivax procedentes de varias localidades da Regido Amacconsiderando a
possivel influéncia da coexisténcia das principgassas genéticas de anemia hemolitica
(hemoglobinopatias, deficiéncia desR®), de anemia por deficiéncia de ferro e das

parasitoses intestinais.
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4) OBJETIVOS:

4.1. OBJETIVO GERAL

» Estudar aspectos clinicos e laboratoriais (bioqeosihematoldgicos, imunoldgicos) da

anemia em criancas e adolescentes com maisea

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estudar par@metros hematolégicos que permitam leag&a da frequéncia e do tipo
de anemia encontrada associada a malariaPtesmodium vivaxem criancas e

adolescentes

* Avaliar a influéncia da densidade parasitaria ecb@arance da parasitemia, assim
como do grau provavel de imunidade anti-malarica plcientes, no determinismo e

evolugdo da anemia da maléria;

» Dosar os niveis do Fator de Necrose Tumoral (TNEpdnterleucina -10 (IL-10)
buscando identificar suas potenciais correlacd@s acaleterminismo e evolucdo da

anemia da malaria;

* Pesquisar a presenca de autoanticorpos (anticéogtdipidicos e anticorpos anti-
eritrociticos) buscando evidéncias de sua potennfaléncia no determinismo e

evolugdo da anemia da maléria;
* Verificar a influéncia de co-fatores (anemia ferre@, parasitas intestinais, intervalo

de tempo entre sintomatologia e diagnostico/tratemena 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 meErametros clinicos,
hematoldgicos, bioquimicos e imunoldgicos de caane adolescentes com malaria por
Plasmodium vivaxe de um grupo controle sem malaria. Os pacientedbdm foram

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

O material bioldgico e os dados epidemiologicomiabs e antropométricos foram
coletados no Programa de Ensaios Clinicos em Mathsi Instituto Evandro Chagas, em
Belém/Para no periodo de outubro de 2002 a ages@0d5 e no Posto de Notificacdo de
Casos de Maléaria, em Augusto Correa/Para, de jdal904 a janeiro de 2005.

O Instituto Evandro Chagas é um érgao do Ministéa®aude, vinculado a Secretaria
de Vigilancia em Saude (SVS), que atua nas areasstpiisas biomédicas e na prestacdo de
servicos em saude publica (Santos, 2007). No setd?arasitologia, destaca-se o Programa
de Ensaios Clinicos em Malaria, que desde 199 aealdiagnostico e tratamento de malaria
em individuos com quadro febril suspeito da doemgacedentes da capital e de varias
localidades do estado do Para e demais estadoggldoRAmazonica e mesmo de outros
paises, notadamente as Guianas.

Em 2002, no Programa de Ensaios Clinicos em Mafaram examinadas 5.082
laminas de pacientes com suspeita de malaria. tade foi positivo em 477 laminas, das
quais em 80,5% foi diagnosticado Rlasmodium vivaxO predominio dessa espécie se
manteve nos anos seguintes, 2003, 2004 e 200%sezptando respectivamente, 79,4%
(324/408), 86,1% (387/449) e 83,6% (391/468) (Relatanual do Programa de Ensaios
Clinicos em Maléaria, Instituto Evandro Chagas).

O municipio de Augusto Correa esta situado a 2b6de Belém, numa latitude
01°01’18” sul e numa longitude 46°38'06" oeste, lenma altitude de 20 metros, com uma
populacdo estimada de 34.435 habitantes (2004)jbdigla numa area de 889.279 km2.
Possui elevada incidéncia de malaria, cujo diajgwst realizado na sede e nas demais
localidades do Municipio, nos Postos de Notificag@oCasos de Malaria, que em 2004,
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diagnosticou 3.955 casos da doenca (em 16.888 da@m@xaminadas), representando o
Plasmodium vivax99,7% dessa casuistica. Em 2005, dos 4.051 natifisados (de um total
de 16.716 laminas examinadas), 98,2% foram causpdlmssPlasmodium vivaxSivep-
Malaria, MS, Brasil, 2009).

5.3- PACIENTES:

No estudo foram incluidas 81 criancas e adolessartm malaria poP. vivax €62
criancas e adolescentes sem malaria (grupo controle
O numero de participantes contemplou o calculoadoahho amostral estabelecido a
partir do teste t para amostras independentesamdimse um poder do teste de 80%, nivel
alfa < 5%, relacdo amostra/grupo controle 1:0,5; tedtednal. Para realizagdo desse teste
usou-se média de hemoglobina de 9,8g/dl e desdi@pa + 2.078 de criancas e adolescentes
com malaria (Ventura, 1997). Para a média estima@@ahemoglobina da populacao,
empregou-se o0 valor da hemoglobina recomendado @k&I& para avaliacdo de anemia,
hemoglobina=11,0g/dl e o desvio padrdo ja mencionadndo como resultado, para
composicao desse estudo, um grupo minimo de 7&rdasie de 35 criancas e adolescentes
no grupo controle.
Para inclusdo no grupo de pacientes, as criancadokescentes preencheram os
seguintes critérios:
» Gota espessa positiva p&tavivax,independente da quantificacéo da parasitemia;
* [dade de 5 a 20 anos exclusive (pré-escolares)agssoe adolescentes), segundo o
estabelecido pela OMS (1995);
» Primoinfeccéo ou histéria anterior de maléaria h#srda trinta dias;
» Consentimento pés-informado dos pais/responsawdas riancas e adolescentes (se
menores de 18 anos);
» Compromisso dos responsaveis em trazer as criadgdsscentes diariamente para

avaliacéo clinica, realizacédo de exames e recelintkentratamento antimalarico.

Como critérios de exclusao foram adotados:

» Criancas e adolescentes com malariaRofalciparum P. malariaeou malaria mista

(P. falciparumeP. vivay);
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 Criancas e adolescentes portadoras de doencafaieifou ainda com evidéncia clinica
(anamnese/exame fisico) de patologias crbnicasciasss, como por exemplo,

cardiopatias, disturbios respiratorios e problereasis.

A selecdo do grupo controle teve como principakdn, em ordem de prioridade, o
grau de parentesco, irmaos/irmas, primos/primasmigassibilidade de preenchimento desse
critério, foram selecionados os vizinhos das caare adolescentes com malaria. Em relacédo
a idade, adotou-se preferencialmente aquela gse fm®xima ou igual (primos, vizinhos) a
dos pacientes. Essas criancas e adolescentesmoamutrole, pelo grau de parentesco ou por
serem vizinhas dos pacientes, possuiam condi¢céesedondmicas similares ao grupo alvo.

Foi preenchido um protocolo de atendimento pargpaicipantes (com dados de
identificacdo, antecedentes pessoais, exame fisicojrupo controle, com obtencdo do
Termo de Consentimento pés- informado de seusresgnsaveis.

Em consequéncia da selecdo do grupo controle wmridc em areas endémicas de
malaria, algumas dessas criancas e adolescentegigroshistoria anterior da doenca, com
diferentes intervalos de tempo do ultimo episo®iara evitar a interferéncia de vieses na
interpretacdo das variaveis, optou-se por exchdas as criancas e adolescentes do grupo
controle em que havia relato anterior de malaresde modo, o grupo controle, foi reduzido

de 62 para 40 individuos.

5.4- PROCEDIMENTOS:

A pesquisa de plasmodio em gota espessa foi adalinas criancas e adolescentes
com suspeita de malaria que procuraram por demesgi@ntanea o Programa de Ensaios
Clinicos em Maléria do Instituto Evandro Chagasodbervico de Diagndstico de Malaria de
Augusto Correa. Aos responsaveis daquelas com dapusitiva pardPlasmodium vivare
que preenchiam os critérios de elegibilidade dolicse permissédo para inclusdo no estudo.
Na ocasido, os objetivos da pesquisa foram exmgadm linguagem clara e, os
pais/responsaveis que concordaram, assinaram ooTéemConsentimento Pds-Informado
(anexo 1), segundo o que preconiza a Comissdo Nalcite Etica em Pesquisa - CONEP
(Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesgtbisadvendo Seres Humanos, Resolugéo
196/96).
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Apbs o preenchimento de um protocolo (Anexo B) endb dados de identificacéo,
antecedentes pessoais, tempo da doenca atualaquancipal e sinais e sintomas (exame
fisico), houve coleta de 10 ml de sangue das @mre adolescentes em DO (data do
diagndstico e primeiro dia de tratamento), D7 (8%dpartir da data do inicio do tratamento)
e em D30 (primeiro controle de cura, ou 31° didmdcio do tratamento) para obtencdo dos
seguintes exames: Hemograma, variacdo no volume edt®citos (RDW-red width
distribution), reticuldcitos, esfregaco sanguineo, teste dmlahulina direta, dosagem de
citocinas (Fator de necrose tumoral e Interleu@éidg-pesquisa de anticorpos antimembrana
de eritrocitos, de anticorpos anticardiolipina eadécorpos IgG antiR. vivax.Outros exames:
ferritina sérica, eletroforese de hemoglobina, pissqda atividade da glicose 6 fosfato
desidrogenase @BD) e de anticorpos IgM arfi: vivaxforam também realizados, porém
somente em DO.

O exame parasitologico de fezes (métodos Direto éé Faust e Baermann-Moraes)
foi feito no decorrer da primeira semana de tratdme entregue aos pacientes em D7 (no
final do tratamento antimalarico). As criancasdelascentes que apresentaram resultado
positivo para helmintosAscaris lumbricoides, Trichocephalus trichiurus,cAostomideos,
Enterobius vermicularis, Strongyloides stercorplis/ou protozoérios reconhecidamente
patogénicosEntamoeba histolytica Giardia lamblig receberam tratamento com albendazol
(ou mebendazol) para as helmintiases ou secni@@zohetronidazol) para os protozoarios,
em doses pediatricas.

A pesquisa d®. vivaxem gota espessa, com registro do numero de forssasuadas
e de gametdcitos por ninfoi feita diariamente até que a leitura da lamina see®sultado
negativo, em dois dias consecutivos, quando erg&aroiliares do paciente (ou ele proprio,
se maior de 18 anos) receberam as doses restastemiimalaricos com orientacdo sobre a
necessidade de dar continuidade ao tratamento. &dimalidade de assegurar a cura
parasitologica apds tratamento clinico, no 8° di)( as criancas e 0s adolescentes
realizaram um novo exame de gota espessa, 0 qualrefietido em D30, para
acompanhamento do controle de cura.

A avaliacdo clinica ocorreu de modo simultineo cam acompanhamento
parasitologico em DO (1° dia de tratamento) e nas subseqientes (D1, D2, D3, ....) até que
a pesquisa dB. vivaxem gota espessa se mostrasse negativa, por dsisalisecutivos, em
conformidade com o protocolo de atendimento do farog de Ensaios Clinicos em Malaria
do Instituto Evandro Chagas. Os pacientes retammara D7 para nova consulta e, se ainda

apresentassem manifestacdes clinicas nesta dataaram em D14,
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No grupo controle realizou-se gota espessa patasxcde malaria. Foi preenchido o
mesmo protocolo aplicado aos pacientes no quesdjeito aos dados epidemioldgicos e aos
antecedentes pessoais, incluindo-se histéria prévilata do ultimo episédio de malaria.
Realizou-se exame fisico, mensurando-se pesora,aivaliacdo clinica de palidez (palmar e
de mucosas), ausculta cardio-pulmonar e palpacdon@bal. Coletou-se 10 ml de sangue,
distribuidos em tubos com heparina, para realizai@® testes imunoldgicos (citocinas,
pesquisa de anticorpos IgG e IgM dativivax pesquisa de anticorpos anticardiolipina e de
anticorpos anti-membrana de eritrocitos normais),tebos com EDTA para realizacao de
hemograma, RDW, contagem de reticuldcitos, eletes® de hemoglobina, teste de
antiglobulina direta e pesquisa de deficiéncia @ e em tubos sem anticoagulante para
dosagem da ferritina sérica. Realizou-se tambémegesfo sanguineo para avaliacdo da

morfologia dos eritrocitos e exame de fezes paatificacdo de helmintos e protozoarios.
5.5- LOCAL DE REALIZAQAO DOS EXAMES LABORATORIAIS:
5.5.1. Acompanhamento Parasitoldgico

Programa de Ensaios Clinicos em Malaria do Institud Evandro Chagas
Servico de Diagndstico de Maléria do Municipio de Bgusto Correa (Para)

Realizagdo de Exames
DO D1-D6 * D7 D30

Gota espessa | X | X | X | X

* Até realizacdo de duas laminas negativas consesut

5.5.2. Perfil hematol6gico da maléaria

Laboratério de Analises Clinicas do Instituto Evando Chagas

Data deRealizagdo de Exames
DO D7 D30
Hemograma X X X
RDW X X X
Reticulocitos X X X
Esfregaco do sangue periférico X X X

Centro de Hemoterapia do Para (Hemopa)

Data deRealizagcdo de Exames
DO D7 D30

Ferritina Sérica \ X | ]
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5.5.3. Perfil imunolégico da malaria

Laboratério de Pesquisas em Malaria - Fiocruz (Riae Janeiro)

Realizacdo 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 hema&crermaig X X X
(Método ELISA)

Laboratério de Cultura e Sorologia para Maléaria doInstituto Evandro Chagas

Realizagdo de Exames

DO

D7

D30

IgG anti-Plasmodium vivaxiFl)

X

X

X

IgM anti- Plasmodium vivaxiFl)

X

Centro de Hemoterapia do Para (Hemopa)

DO

Realizagdo de Exames

7D

D30

Teste de antiglobulina direta
(teste direto de Coombs)

X

X

X

5.5.4. Investigacéo de causas de anemia hemolitcmngénita

Centro de Hemoterapia do Para (Hemopa)

DO

Realizacdo de Exames

/D

D30

Eletroforese de hemoglobina

Pesquisa da atividade de glicose 6 fosfatpo X

desidrogenase (G6PD)

5.5.5. Exame parasitolégico de fezes

Laboratério de Parasitologia do Instituto Evandro Chagas

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

Realizagéo do Exame
(primeira semana de tregato)

Exame parasitologico de fezes (Direto, Faust

e/ou Baermann-Moraes)

X
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5.6. BREVE DESCRICAO DOS EXAMES LABORATORIAIS REALI ZADOS

5.6.1. Gota Espess@Antufiano, 1988a,b)YProcedimento Operacional Padrédo, Laboratorio

do Programa de Ensaios Clinicos em Maléria, Instivandro Chagas)

Por puncéao digital, retirou-se sangue para redza@ gota espessa para pesquisa de

P. vivax,obedecendo os seguintes passos:

1) Realizar assepsia da face lateral do dedo com @bgexhbebido em alcool a 70%;

2) Limpar o local da puncdo com algodéao seco, pairadatdo alcool,

3) Fazer uma punc¢do digital, com auxilio de uma lancetscartavel. Desprezar a
primeira gota de sangue (evitando dessa maneieapgssa haver resto de élcool
que possa fixar o sangue) e aproveitar a gota r#eguestendendo-a sobre a
lamina;

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

5) Secar alamina;

6) Proceder a coloracéo da lamina pela técnica deaNakalizada em dois tempos:

a) Primeiro tempo: imergir a lamina em solucédo da de metileno fosfatado para

ruptura do eritrocito e liberagdo da hemoglobinelfor visualizacdo do plasmédio),

lavar em seguida com uma solugdo tamponada p&ax eexcesso;

b) Segundo tempo: colocar o corante de Giemsas@guam intervalo de tempo de

sete a dez minutos, findo os quais, proceder asioeda lamina em solucdo

tamponada,

7) Secar a lamina,;

8) Realizar a leitura da lamina em microscépiodiptiom auxilio da objetiva

de imersao
Na leitura da lamina foram percorridos 100 campasascopicos (correspondente a
0,2 mnide sangue). Para obtencdo da média de parasit4 pam de sangue, multiplica-se

0 numero de parasitos encontrados nos 100 camf{ms@estante 5.

5.6.2. Hemograma: (Procedimento Operacional Padrdo, Laboratorio délises

Clinicas do Instituto Evandro Chagas)
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O hemograma foi realizado em Contador Automatic€ékilas Sanguineas, Modelo
Pentra 120 Retix — Abx Diagnostics, no LaboratdeoAnalises Clinicas do Instituto Evandro
Chagas. O sangue foi coletado em veia perifériaar@zenado em frasco com EDTA. As
amostras coletadas em Belém foram enviadas paliaag de hemograma, em geral,
imediatamente apds a coleta, ou no maximo em 2dsh@angue conservado em geladeira,
4 °C a 8°C). O mesmo procedimento foi adotad@masstras de Augusto Correa.

No hemograma foram obtidos os seguintes parametossagem espectrofotométrica
de hemoglobina (método de cianometahemoglobina)gf@ama por decilitro), contagem total
de eritrécitos (em milimetro cubico), determinagdm hematdcrito (em percentual), do
volume corpuscular médio (VCM) (em fentolitros), damoglobina corpuscular média
(HCM) (em picograma), da concentracdo da hemoghoborpuscular média (CHCM) (em
percentual), do indice de anisocitose (RDW) (entgrdual), contagem total de leucécitos
(em milimetro cubico), contagem diferencial dosctaitos, em valores absolutos (em
milimetro cubico) e em valores relativos (em peteal), contagem total de plaquetas (em

milimetro cubico) e contagem de reticuldcitos (earcpntual)
5.6.3. Esfregaco sanguineo (distendido sanguineo)

No momento da coleta de sangue para hemogramiealado esfregaco sanguineo
das criancas e adolescentes com malaria e do gamle para avaliagdo morfolégica dos
eritrocitos, mediante microscopia Optica com obgetde 100x (imersdo). Os esfregacos
sanguineos foram corados pelo método de GiemsaGuaywald (Sigma Chemical CO.! S
Louis, USA).

5.6.4. Eletroforese de hemoglobina em acetato delwWose, pH=8,6 (Procedimento
Operacional Padrao, 2002, revalidado em novembg9@6é, do Centro de Hemoterapia do

Pard)

Etapas do teste:

1) Depositar aproximadamente 100 ml do tampé&o HEi3A-Borato (T.E.B) na cuba
fonte para eletroforese;
2) Embeber fitas de acetato de celulose na cuti@ foom tampéo T.E.B por um

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

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

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

c) Desprezar o sobrenadante com pipeta Pasteur;

d) Depositar no tubo de hemdlise duas gotas densap@ 1% e duas gotas de
hemacias lavadas. Agitar delicadamente e entéxamdem repouso por cinco minutos;
4) Secar as fitas de acetato de celulose com pagdétro;

5) Conectar as fitas na cuba de eletroforese cqio ghapel de filtro;

6) Aplicar as amostras hemolisadas a 1,0 cm dareidade da fita que esta em
contato com o polo negativo. Incluir sempre um watpadro;

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

8) Analisar as fracdes, inicialmente sem coloracao;

9) Analisar as fracbes com coloracdo, apés ter bibeas fitas no corante de
Ponceau por dez minutos;

10) Descorar as fitas com solucéo descorante;

11) Interpretar os resultados consultando o map#&ratado eletroforético em pH
alcalino.

Exemplo: hemoglobina AA (padrdao normal), hemoglabidS (traco falciforme),

hemoglobina SS (doenca falciforme)

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

Operacional Padrao, revalidado em novembro de 2l06entro de Hemoterapia do Pard)

O teste de Brewer baseia-se no processo de coavetad hemoglobina a

metahemoglobina na presenca do nitrito de sodi@nfag oxidante) e, posteriormente

reconvertido por acdo da G6PD na presenca de azoletileno (Breweet al, 1962). Os

eritrécitos dos pacientes com deficiéncia enzinma((G6PD) ndo fazem reconversdao da

metahemoglobina & 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 pl de sangue total do paciente bo Ty CP e CN;
4) Adicionar 20 ul de nitrito de sédio no tubo TE;
5) Adicionar 20 pul de azul de metileno no tubo N;C
6) Homogeneizar e incubar todos os tubos (T, CB,60N banho Maria a 37 °C por 3
horas;
7) ApOs o periodo de incubacéo transferir 100 @cabla amostra para tubos
devidamente identificados e com 10 ml de agualddati
8) Fazer a leitura comparativa com os testes destro
Interpretagéo dos resultados: Normal = vermelho viv
Dméinte= castanho escuro
Observacao: A presenca de elevado nimero de datims ou episddio hemolitico

pode ser causa de resultado falso positivo.

5.6.6. Eletroforese de G6PD em gel de agarose a%;%ealizado para confirmacao
de resultados alterados no teste de Brewer (Proeedd Operacional Padrdo, 2002,

revalidado em novembro de 2006, do Centro de Heaqptedo Para)

Etapas do teste:

1) Dissolver o gel de agarose a 0,9% em “banhoathari

2) Acrescentar 5Qil de solucdo NADP ao gel de agarose, quando essgraima
temperatura de 60°C. Realizar a homogeneizacéa destira, por rotacéo

3) Derramar a mistura numa placa previamente adagci

4) Aguardar no minimo cinco minutos para solidifi#&a do gel,

5) Levar o gel solidificado para a geladeira;

6) Preparar a cuba eletroforética, colocando {iDO do tampédo T.E.B em cada
compartimento. Em seguida, levar para a geladeira;

7) Colocar cada hemolisado na fenda de um aplicadtvoduzir o aplicador a uma
distancia de 1,5 cm da borda inferior do gel (néeedd haver bolhas de ar entre o gel
e o0 aplicador). Aguardar trés a cinco minutos @drsorcdo do hemolisado no gel.
Retirar o aplicador, lavar cuidadosamente em agu&mte e destilada, em seguida,

enxugar;
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Repetir o procedimento de aplicacdo do hemolisadtenda do aplicador, dessa vez
introduzindo-o no gel cerca de 2,5 cm acima da@rarlinha de aplicacéo;

Registrar a sequiéncia de aplicacdo no cadernagdgroede géis;

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

9) Retirar a placa com gel da cuba eletroforétipeoeeder a coloragdo do gel; Apos a
solidificacdo da mistura de coloracéo, incubar etufa a 37°C por pelo menos 10
minutos, antes de proceder a leitura;

10) Leitura dos resultados: os fenoétipos sédo difgeelos conforme suas velocidades
de migracdo. Os fendtipos normais sdo diferenciadios fendtipos deficientes
conforme a intensidade de coloracdo das bandasrgcéb intensa azul/violeta ou
coloracao fraca, respectivamente para os fenotiposais e deficientes)

Exemplo: fenotipo B, deficiente

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

Hemoterapia do Para)

Vidas Ferritina (FER)® € um teste quantitativo awtizado nos aparelhos VIDAS
(Bio-Mérieux S/A), que permite a determinacao daitftea humana no soro ou no plasma
humano (tratado com heparinato de litio ou com EDdela técnica ELFA (Enzyme linked

fluorescent assay).

Etapas do teste:

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

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

3) Digitar ou selecionar FER no aparelho para thirir o codigo do teste;

4) ldentificar cada barrete com o nimero da ampstra

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

7) Leitura do teste feita automaticamente pelo eparem relacdo a uma curva de
calibracdo memorizada

Exemplo: Ferritina sérica (método ELISA)= gd/m|

5.6.8. Teste de antiglobulina direta (Teste diretale Coombs): (Procedimento
Operacional Padrao, 2002, revalidado em novembr2086, do Centro de Hemoterapia do

Pard)

Etapas do teste (técnica centrifugacdo em gel):

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

2) Colocar amostra e diluente a temperatura anmdamnes do uso;

3) Dispor do tubo de amostra de sangue e cartabis)€oombs, na estacdo de
trabalho;

4) ldentificar cartdo com o nome do paciente @u © nimero da amostra);

5) Preparar suspensao de eritrocitos (da amoseatastada):

a) 1 ml de ID-Diluent 2® (solucado de baixa forcaigd modificada utilizada em
testes realizados em Gel-teste para realizacaarnies\exames hematologicos, dentre
0s quais, o teste de Coombs);

b) 1Qul do concentrado de eritrocitos;

c) Homogeneizar a suspensao;

6) Pipetar 5Qul da suspenséo acima, em um microtubo do cartiéendificado;

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

8) Fazer a leitura e anotar resultado no relatigibancada.

Interpretacéo dos resultados:
a) Reacdao positiva: presenca de aglutinagao (em ¢rttzes) observada na leitura
imediata ou na leitura ap6s cinco a dez minutos

b) Reacéo negativa: auséncia de aglutinacao

5.6.9. Pesquisa de anticorpos contra antigenos aeembrana de eritrocitos
normais (ELISA) (Laboratério de Pesquisas em Malaria, Fiocruz)
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A) A preparacdo do antigeno de membrana de etigdoiormais é realizada segundo

a técnica descrita por Schettetsal. (1989) com pequenas modificacdes:

1) Lavar eritrécitos ndo parasitados com PBS par oénutos a 1500 rpm, a
temperatura ambiente;

2) Lisar os eritrocitos com 40 mL de tampéao fosfaifgotonico (6 mM, pH=8,0) e
centrifugar por 20 minutos a 1500 rpm, a tempesa@umbiente;

3) Agitar por cinco minutos o precipitado contetdmpéao de lise no vortex (Vortex-
Gene 2, Scientific Industries, Inc, Bohemia, USAn seguida, centrifuga-lo por vinte
minutos a 2500 rpm, a temperatura ambiente;

Repetir este procedimento quantas vezes for neaesdéd que 0 sobrenadante esteja
limpo;

4) Extrair as proteinas e fosfolipidios da membrpela adicdo de 3,5 mL de PBS
contendo 1% de Triton X-100;

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

6) Dosar as proteinas na mistura pelo Método delf@mh (Bio-Rad Laboratories
LTDA, Philadelphia, USA);

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

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

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

B) Teste de ELISA para deteccao de anticorposmetitbrana de eritrocitos normais:

1) Sensibilizar placas de ELISA de fundo chato (@Muaxisorp, eBioscience, Inc.,

Califérnia, USA) com 100 pL do antigeno de membm@maritrocitos normais (obtido

no item A, acima)) e incuba-las a 4° C por 14 horas

2) Lavar as placas, apés a incubacéao, por tréssvea®m PBS contendo 0,05% de
Tween 20 (Sigma Chemical CO',1®uis, USA) (PBS/T20);

3) Bloquear cada poco da placa com 200 pL de PB&wrdo 0,1 % de BSA (Sigma
Chemical CO., S.ouis, USA) por duas horas a 37°C;

4) Lavar as placas, apds a incubacgao, com aguéadagtor trés vezes;
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5) Adicionar as placas, 100 pL/po¢co das amostrapldema diluidas 1:100 em
PBS/T20 acrescido de BSA a 1% (PBS/T20/BSA) ebacypor uma hora a 37°C;

6) Lavar as placas, ap0s a incubacéo, com agtitadaor trés vezes;

7) Adicionar as placas, 10/poco com anti-lgG humana conjugada a peroxidase
(Sigma Chemical CO.,'Souis, USA) diluida 1:1000 em PBS/T20/BSA e inaupar
uma hora a 37°C;

8) Lavar as placas, ap0s a incubacgdo, com aguiadagior trés vezes;

9) Revelar a reacdo por adicionar 100uL/poco de-fertilienodiamina (Sigma
Chemical CO., SLouis, USA) (OPD) diluido em tampd&o citrato (SigBhemical
CO., S Louis, USA), p H=5,0 acrescido de 10 de H,0, (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) a 30%;

10) Interromper a reagao por adicionar 50uL/pdgsolucao de 50O, 6N (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany);

11) Proceder a leitura da placa, com um leitor dea¥placas (Spectra MAX 250,

Molecular Devices) num comprimento de onda de 460 n

Interpretacdo dos resultados: o limite de positigiel (ponto de corte) para os
antigenos de membrana dos eritrocitos foi estaldelexalculando-se a média das
duplicatas das respostas de anticorpos dos indigidlinicamente sadios, que nunca
tiveram maléria, acrescido de mais dois desviosjoad

Exemplo: Pesquisa de anticorpos anti-membranaitil@ciios normais: positivo

Pesquisa de anticorpos anti-mengdaneritrocitos normais: negativo

5.6.10. Pesquisa de anticorpos contra cardiolipindELISA) (Laboratério de

Pesquisas em Maléria, Fiocruz)

Para deteccdo de anticorpos contra cardiolipinafolipidio da membrana do
eritrécito, o antigeno utilizado foi adquirido comialmente (Sigma Chemical CO/, [Swuis,
USA).

Etapas do teste:
1) Diluir a cardiolipina em etanol (Merck KGaA, Dastadt, Germany) e manter a
-20°C na concentragao estoque de 5,2mg/mL No mardmtrealizacdo do teste,

diluir a cardiolipina em 12 pL de etanol
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2) Sensibilizar placas de ELISA de fundo chato (@Mexisorp, eBioscience, Inc.,
Califérnia, USA) com 50 plL/poco da cardiolipina.iks@ as placas descobertas para
secagem pela evaporacao do etanol, numa tempedatdfaC por 14 horas;

3) Bloquear cada poco da placa com 200 pL de RB&rdo 2% de BSA (Sigma
Chemical CO., SLouis, USA) e incubar por duas horas em tempeatmbiente;

4) Lavar as placas, apds a incubacdo, com aguiéadasgtor trés vezes;

5) Adicionar as placas, 100 pL/poco das amostrapldema diluidas 1:100 em
PBS/T20 acrescido de BSA a 1% (PBS/T20/BSA) ebacypor uma hora a 4°C;

6) Lavar as placas, ap0s a incubacgéo, com aguiadagtor trés vezes;

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

8) Lavar as placas, ap0s a incubacéo, com aguéadagtor trés vezes;

9) Revelar a reacdo por adicionar 100uL/poco de-fertilienodiamina (Sigma
Chemical CO., SLouis, USA) (OPD) diluido em tamp&o citrato (Sig@aemical
CO., S Louis, USA), p H=5,0 acrescido de fi0 de H,0, (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) a 30%;

10) Interromper a reacéo por adicionar 50uL/po¢ceaacdo de k50O, 6N (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany);

11) Proceder a leitura da placa com um leitor derovplacas (Spectra MAX 250,
Molecular Devices) num comprimento de onda de 460 n

Interpretacdo dos resultados: o limite de posiéigiel (ponto de corte) para o antigeno
de cardiolipina foi estabelecido calculando-se dienélas duplicatas das respostas de
anticorpos dos individuos clinicamente sadios, mueca tiveram maléaria, acrescido
de mais dois desvios padrao

Exemplo: Pesquisa de anticorpos anti-cardiolippussitivo

Pesquisa de anticorpos anti-capiad: negativo

5.6.11. Deteccdo do Fator de Necrose Tumoral L(ESA) (Laboratorio de

Pesquisas em Maléria, Fiocruz)

Os niveis do Fator de Necrose Tumoral (TNF) presemto plasma dos

pacientes e do grupo controle foram avaliadoszatililo-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 protocolcersdig pelo fabricante.

Etapas do teste:

1) Sensibilizar placas de ELISA de fundo chato (@NMexisorp, eBioscience, Inc.,
California, USA) com 100 plL/poco do anticorpo deptoaa diluido em solucdo
tampéao que acompanha o produto e incubar a 4° CAplooras;

2) Lavar as placas, apos a incubacao, por tréssvea®m PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

3) Bloquear cada poco da placa com 200 pL de PB&iwdo 10% de soro bovino
fetal , pH=7,0 e incubar por uma hora em tempegiadorbiente;

4) Lavar as placas, ap0s a incubacao, por tréssvea®m PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

5) Preparar a diluicdo padrao e as diluicdes amiesto diluente que acompanha o kit
BD OptEIA ™ Set Human TNF, seguindo indicacdes do fabricaateddo a obter a
curva padréo;

6) Colocar 100 pL/poco das diluicbes amostrais vi@upadrao), do plasma dos
pacientes e do grupo controle, incubar a placalpas horas a temperatura ambiente;
7) Lavar as placas, apds a incubacao, por cincesveam PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

8) Adicionar 100 pL/poco do material de deteccatdi¢arpo monoclonal biotinilado
anti-TNF humano + conjugado streptovidina- horsetrgd5Av-HRP)(BD Biosciences

- Pharmingen, BD OptEIA™ Set Human TNF), incubar a placa por uma hora a
temperatura ambiente;

9) Lavar as placas, apds a incubacgdo, por setes\wwa PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

10) Adicionar, para revelar a reacéo, 100 puL/pagsubstrato (tetrametilbenzidina e
peréxido de hidrogénio) (BD Biosciences - PharminggD OptEIA™ Set Human
TNF), incubar a placa, protegida da luz, por&iminutos a temperatura ambiente;
11) Adicionar, para interromper a reagdo, 50 pldpda solucdo de acido fosforico
(HsPQy) 1 M;

12) Proceder a leitura da placa, com um leitor dga¥placas (Spectra MAX 250,
Molecular Devices) num comprimento de onda de 460 n
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Os valores de absorbancia verificados para as easdsstadas foram plotados
em uma curva padréo, incluida em cada placa, pdeteaminacdo da concentragdo do
TNF. Suas medidas foram expressas em ng/ml e daiagrem picogramas /ml,

multiplicando-se os resultados por 1.000.

5.6.12. Deteccéo de Interleucina -10 (EBA)
(Laborat6rio de pesquisas em Malaria, Fiocruz)

Os niveis de interleucina-10 (IL-10) presentes lasmpa dos pacientes e do
grupo controle foram avaliados utilizando-se reég@omercial (BD Biosciences -
Pharmingen, BD OptEIAM Set Human IL-10, lot number MF 39369, USA) para
ELISA- sanduiche, seguindo-se o protocolo sugegyalo fabricante.

Etapas do teste:

1) Sensibilizar placas de ELISA de fundo chato (@NMexisorp, eBioscience, Inc.,
California, USA) com 100 plL/poco do anticorpo deptoaa diluido em solucdo
tampéao que acompanha o produto e incubar a 4% CApworas;

2) Lavar as placas, apos a incubacao, por tréssvea®m PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

3) Bloquear cada poco da placa com 200 pL de PB&iwdo 10% de soro bovino
fetal , pH=7,0, por uma hora em temperatura ambjent

4) Lavar as placas, apos a incubacao, por tréssvea®m PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

5) Preparar a diluicdo padréo e as diluicbes amiesto diluente que acompanha o
kit BD OptEIA ™ Set Human IL-10, seguindo indicacées do fabricatetemodo a
obter a curva padréao;

6) Colocar 100 pL/pogco das diluicbes amostraisvie padrdo), do plasma dos
pacientes e do grupo controle, incubar a placalpas horas a temperatura ambiente;
7) Lavar as placas, apés a incubacéo, por cincesveam PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

8) Adicionar 100 pL/pogo do material de deteccéi¢arpo monoclonal biotinilado
anti-IL.-10 humana + conjugado streptovidina-hordista ~ SAv-HRP)(BD
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Biosciences - Pharmingen, BD OptEIR Set Human TNF), incubar a placa por uma
hora a temperatura ambiente;
9) Lavar as placas, apés a incubacéo, por setes v@wa PBS (pH=7,4) contendo
0,05% de Tween 20 (PBS/T20);
10)Adicionar, para revelar a reacdo, 100 pL/po¢csuwustrato (tetrametilbenzidina e
peroxido de hidrogénio) (BD Biosciences - PharmmdgeD OptEIA™ Set Human
TNF), incubando a placa, protegida da luz, potdrminutos a temperatura ambiente;
11) Adicionar, para interromper a reacao, 50 uLdpae acido fosférico (HPQ;) 1 M;
12) Proceder a leitura da placa, com um leitor daa¥placas (Spectra MAX 250,
Molecular Devices) num comprimento de onda de 4680 n

Os valores de absorbancia verificados para as eesdsstadas foram plotados em
uma curva padrdo, incluida em cada placa, paraesntieacédo da concentracdo da
IL-10. Suas medidas foram expressas em ng/ml eecbdas em picogramas /ml,

multiplicando-se os resultados por 1000.

5.6.13. Teste de Imunofluorescémindireta (P. vivay
(Procedimento Operacional Padrdo, Laboratério détufau e Sorologia de

Malaria, Instituto Evandro Chagas)
A) Obtenc¢édo do antigeno &e vivax

Pela impossibilidade de se manter em laboratoria cattura continuan vitro
deP. vivax o0s esquizontes maduros que foram utilizados gamnfeccao das laminas
de imunofluorescéncia indireta (IFI) foram obtidbeetamente de um individuo com
malaria, primo infeccéo, com parasitemia maior §0€00/mni de sangue. Coletou-
se desse paciente, cinco militros de sangue emdaivoheparina. Centrifugou-se a
amostra, a 1500 rpm para retirada do plasma. @$a@tos foram lavados trés vezes
com PBS estéril por centrifugacdo a 1500 rpm, p0Orniinutos a temperatura
ambiente, sendo colocados em cultura por 24 hanas @completo amadurecimento
dos parasitos. O preparo das laminas foi feitocaptio-se cinco microlitros da
suspensao desses eritrocitos. As laminas, ent&mapeceram por 12 horas, em
temperatura ambiente, para completa secagem, semdeguida embaladas em folha

de aluminio e estocadas a -20° C, até o momentsalo
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B) Etapas do teste de IFI: Microscopio de Imunatsgeéncia Marca Zeiss

1) Retirar as laminas MultSpot do freezer e deasara estufa a 37°C;

2) Fixar as laminas com acetona por dois minutos;

3) Colocar numa placa 3. de soro do paciente diluido, a partir de 1/40RBS;

4) Incubar em camara umida a 37°C por 30 minutos;

5) Lavar rapidamente em PBS para retirar excessorme

6) Mergulhar novamente em PBS por 15 minutos;

7) Retirar do PBS, mergulhar rapidamente em agstilatia para retirar o0 excesso de
sais;

8) Secar levemente com jato de ar;

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

10) Incubar por 30 minutos a 37°C em camara umida

11) Lavar em PBS por 15 minutos;

12) Lavar em agua destilada rapidamente;

13) Secar levemente;

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

15) Ler em microscopio de Imunofluorescéncia cofetola de 40X e ocular 10X

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

5.6.14. Exame parasitologico de fezefProcedimento Operacional Padrdo, Servico

de Enteroparasitoses do Instituto Evandro Chaghaberatorio da Unidade de Saude de

Augusto Correa).

Os pacientes e o0 grupo controle realizaram umateacale fezes para pesquisa

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

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

coletadas, no Servico de Enteroparasitoses ddutwsttvandro 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%nesrlamina de microscopia;

2) Tocar com a ponta de um palito, em varios podiaEs fezes, transferir uma pequena
porcao destas para a lamina;

3) Espalhar as fezes, fazendo um esfregaco e eaanom as objetivas de 10x e/ou 40x. A
espessura do esfregaco ndo deve impedir a passiagen

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

Método de Faust (centrifugo-flutuacdo em sulfataideo):

1) Diluir 10g de fezes em 20 mL de agua destiladareogeneizar bem;

2) Filtrar através de gaze dobrada em quatro, mapo plastico, e transferir para um tubo de
Wassermann (tubo de hemolise);

3) Centrifugar por um minuto a 2.500 rpm;

4) Desprezar o liquido sobrenadante e ressuspersglimento em agua;

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

6) Desprezar a agua sobrenadante e ressuspeneidinesto com uma solucao 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 postrifeigacdo, os cistos e oocistos de
protozoarios e 0s ovos leves porventura preseras auxilio de uma alca de platina;

9) Colocar a pelicula superficial na lamina, aceatar uma gota de lugol e cobrir com
laminula;

10) Examinar o material com as objetivas de 1@xi d0X.
Observacao: o material deve ser examinado imedgrtEnpois o contato com a solucéo de

sulfato de zinco pode deformar as formas paraggarespecialmente 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 unerpge

3) Colocar o material assim preparado sobre uml fdaividro, contendo um tubo de
borracha conectado a extremidade inferior de ssi@ha

4) Obliterar o tubo de borracha com uma pinca dé&niémn e adicionar, ao funil, agua
aguecida (45°C) em quantidade suficiente pararegrmacontato com as fezes;

5) Deixar uma hora em repouso;

6) Colher 5 a 7 mL da agua, em um tubo de cengjfafgrindo-se a pinca;

7) Centrifugar a 1.000 rpm por minuto;

8) Colher o sedimento, sem desprezar o liquidoes@iglante e examinar ao microscopio
(10X). Caso se detecte a presenca de larvas, ees@&sao ser coradas com lugol e

observadas com a objetiva de 40X, para identifizaca

5.7. DEFINICAO DE VARIAVEIS DO ESTUDO:

5.7.1. Faixa etaria

Foram incluidas no estudo, criancas e adolesceotes,idade de cinco anos até
dezenove anos, agrupadas nas seguintes faixasdtdarcondes & Setian & Carraza, 2002):
» Pré-escolares: 2 anos - 5 anos e 11 meses
» Escolares: 6 anos - 9 anos e 11 meses

+ Adolescentes: 10 - 19 anos e 11 meses

5.7.2. Renda familiar

Adotou-se como base, 0 numero de salarios minimsgessoas que trabalhavam em
cada familia dos pacientes e do grupo controlegrdaro periodo em que se realizou a coleta
de dados: outubro de 2002 a agosto de 2005.

Desse modo, no Brasil, em 2002, o salario minimadéoR$ 200,00. Em 2003, o
governo federal determinou um salario minimo de 4/R$X. Nos anos seguintes, 2004 e
2005, o salario minimo nacional foi respectivamette R$ 260,00 e R$300,00 (Salario

Minimo Brasileiro, 2009).
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5.7.3. Estado nutricional

Para avaliacdo do estado nutricional, foram utlliimaos parametros peso e estatura,
aferidos no primeiro dia de atendimento das crimm;adolescentes com malaria e do grupo
controle. Para observar a evolugéo ponderal, dei@atcompanhamento clinico e terapéutico
da maléria, aferiu-se o peso também em D7 e em D30.

A mensuracdo do peso foi realizada com a criancadolescente em roupas intimas,
0os bracos estendidos ao longo do corpo com os pisEsapoiados na superficie de uma
balanca antropométrica.

A mensuragdo da altura foi realizada com a crisemaposicdo ereta, pés juntos,
joelhos estendidos, braco ao longo do corpo, olhg@ada frente.

O peso e a altura foram aferidos numa balanca@otrétrica da marca Filizola
devidamente calibrada.

O estado nutricional foi obtido utilizando-se odire de Massa Corporal (peso
dividido pelo quadrado da altura) para Criancas doldscentes ddCenter for Disease
Control and Prevention (CDC/USA, 2000). Trata-se de untodw de rastreamento para
identificacdo de problemas relacionados com o pesuwecifico para idade e sexo, com aval
da Academia Americana de Pediatria, para a fa&@aate 2 aos 20 anos.

Classificacdo do estado nutricional utilizandoeséIMC para o percentil para a
idade” (CDC/USA, 2000):

» Desnutricdo: IMC abaixo do 5° percentil

« Eutrofia: IMC situado entre o 5° percentil até 8 gércentil

» Sobrepeso (risco para obesidade): igual ou ma®ofb°® percentil, porém
inferior ao 95° percentil

» Obesidade: igual ou maior que o 95° percentil

No Quadro 5.1, observa-se um exemplo do célculmdice de Massa Corporal, utilizando-
se a Tabela do CDC/USA (2000).
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Quadro 5.1- Célculo do indice de Massa Corporateamcas e adolescentes.

Céalculo: Sistema Métrico

ldade: 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 crianca apresemtéCinde 16,1.

Colocando esse resultado no IMC para idade no mérdd para
meninas com 9 anos e 5 meses, observa-se que ressm &

eutrofica.

0O b5 85 95 100

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

[] Eutréfico, entre 0 5° e 85° pe rce ntil [l Obesidade, igual ou maior que 95°
percentil

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

5.7.4. Anemia

A anemia foi definida de acordo com o critério dd$(De Mayer, 1989, Dallman,

1996), que utiliza como parametro a taxa de henbagh) segundo idade e sexo:

ldade 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 femininp) Mena i g%
Igual ou maior de 10 anos (sexo masculino) MenerI19%

Quanto a intensidade, a anemia foi classificadéegm se a hemoglobina fosse maior
que 10g%, porém abaixo do ponto de corte parasfigigho segundo idade/sexo, conforme
determinado pelo critério da OMS, enoderada se a hemoglobina estivesse entre 7 a 10
0% e engrave, se a hemoglobina estivesse abaixo de 79g% (DeM&a989).

A classificacdo morfologica da anemia, baseadaimdises hematimétricos permitiu
classifica-las segundo os valores do Volume CorgasdViédio (VCM) em normociticas
(VCM= 80-100 fL), macrociticas (VCM acima de 100fk) microciticas (VCM <80 fL) e da
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Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) em normocrémiidCM=27-32%), hipercrémicas
(HCM > 32%) ou hipocrémicas (HCM< 27%) (Rosenf&@00).

5.7.5. Palidez
A palidez foi avaliada pela inspecao da palma da.ma
5.7.6. Recaida

Reaparecimento das manifestacbes clinicas de urfexcéio pelo P. vivax
provavelmente causada por uma nova invasao do§cgos por formas de origem hepatica

(hipnozoitos) (Manual de Terapéutica da Malari®120

5.7.7. Re-infeccéo

Nova infeccdo malarica em um individuo que estewe ym determinado periodo
numa area endémica da doenca. Se o individuo resia& area endémica de maléria, o
aparecimento de manifestagdes clinicas da doengapanhadas de um diagnostico positivo
para pesquisa de plasmodio pode indicar re-infeagfioecidiva (recaida pamd. vivax
recrudescéncia parB. falciparun), na dependéncia do tempo em que se deu o ultimo

episodio de malaria (Manual de Terapéutica da Né&alaf01).

5.7.8. Tratamento dos casos de malaria pédiasmodium vivax

Os casos de malaria petasmodium vivakoram tratados com cloroquina associada a
primaquina, segundo o0 que preconiza o0 Manual daepgettica de Malaria do Ministério da

Saude do Brasil (2001), com o seguinte esquemddqupso:

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

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

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

dias.
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As doses dos antimalaricos foram calculadas pologpaima de peso com
aproximacdo para os limites superiores, sempreoqeélculo forneceu resultados de
dificil ajuste posolégico. Excetuando-se os firdeéssemana e feriados, os medicamentos
para malaria foram administrados sob supervisdla, @guipe do Programa de Ensaios

Clinicos em Maléria do Instituto Evandro Chagas.

5.8. VALORES DE REFERENCIA:

Red Width Distribution (RDW ): € o indice hematimétrico que avalia quantitativaimen
anisocitose, ou seja, é o coeficiente de variagdtachanho do eritrgcito, cujo valor normal
varia de1l1l,5 a 14,5% (equipamento automatizado). Valoregrsanes a 14,5% indicam

deficiéncia de ferro (Garanito, 2008).
Ferritina: 30 a 300 ng/ml (Machado, 2008)
Reticuldcitos:1l a 1,5% (Lorenzi, 2003)
Leucécitos e série diferencial(Lorenzi, 2003).

Faixa de normalidade: 5.000 a 10.000 leucécitos/mm

Leucopenia: abaixo de 4.000 leucécitosfinm
Plaguetas:(Garanito, 2008).

Faixa de normalidade: 150.000 — 300.000 plaqueta$/m
Plaguetopenia: abaixo de 150.000 plaquetas/mm

5.9. ANALISE ESTATISTICA:

Na avaliacdo dos resultados, foram utilizados mhooentos estatisticos descritivos
(média, desvio padréo) e/ou analiticos, adotands“seomo nivel de significancia.

Para selecao do teste estatistico realizou-sete d&sgostino para verificar se havia
uma distribuicdo normal dos resultados. Em casomafivo, testes paramétricos foram
utilizados. Por outro lado, testes ndo paramétrioceam empregados se os dados estavam

dispostos de modo assimétrico.
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- Estatistica analitica(Ayreset al, 2003)

» Teste exato de Fisher:prova ndo paramétrica com a finalidade de verifisarduas
amostras independentes provieram da mesma populkagiobabilidade exata (valor de p)
€ apresentada sob as formas unilateral e bilateral.

» Teste do Qui-quadrado:teste ndo paramétrico destinado a comprovar sg auastras
independentes provieram da mesma populacdo. Osesstevem ser mensurados em nivel
nominal ou ordinal. Esse teste sofre a correcamdenuidadeCorrecédo de Yategjuando
as amostras apresentam duas categorias (tabelas 2x2

» Teste do Qui-quadrado de particdo:trata-se de um teste de independéncia do Qui-
guadrado, destinado para varias amostras dispestdabelas de contingéncia, para saber
em qual dos conjuntos testados ocorreu a assocatastica.

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

» Teste da Mediana: € um procedimento destinado a comprovar se duasstes
independentes, de mesmo tamanho ou tamanho degigodleram da mesma populacéo
com o mesmo valor médio, mais precisamente o \@domediana. Os escores de cada
amostra devem ser mensurados pelo menos em niledlor

» Teste Binomial de duas proporcdesdestina-se a testar a diferenca entre duas progerco
amostrais independentes, procurando-se determeradgerenca (pl-p2) é de tal grandeza
gue permita rejeitar a hipotese de nulidade. O mlmale cada amostra deve ser suficiente
para a devida aproximacdo da distribuicdo binoraiaturva normal, ou seja, quando
atendida duas condicbesmq.>5 e ap,02> 5.

» Teste de Kruskall-Wallis (ou teste H):teste de analise de variancia, ndo parameétrico,
destinado a comparar trés ou mais amostras indeptssddo mesmo tamanho ou de
tamanho desigual, cujos escores devem ser mensuf&lo menos a nivel ordinal.
Equivale ao teste ANOVA com um critério.

» Teste de Friedmann:teste de andlise de variancia, ndo paramétrictindelo a comparar
trés ou mais amostras independentes do mesmo tanmankde tamanho desigual, cujos
escores devem ser mensurados pelo menos em ndnedlorEquivale ao teste ANOVA
com dois critérios. As amostras devem ter o mesamamho, a fim de permitir a

comparacao entre todos os individuos submetidoasste.
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» Teste t de Studentteste paramétrico destinado a verificar se osgloigos de escores dos
mesmos individuos, cujas unidades foram retiradasa@so da populacdo, tem por
diferenca média igual a zero. Os dados devem sesuredos em escala intervalar ou de
razoes.

* Correlagéo linear de Pearsonproporciona verificar o grau de associacdo entrari@avel
X € a variavel, mensuradas a nivel intervalar ou de razfes. @icmrde de Pearson pode
variar de -1 a +1 e quanto mais proximo dessesraglamais forte a associacdo das
varidveis em exame. O escore zero indica auséeaiardelacao.

» Correlacéo linear de Spearman:prova ndao parameétrica com a finalidade de detemana
grau de associacdo entre duas varidveis, mensupelasmenos em nivel ordinal e
dispostas em postos ordenados em duas séries. X e Y

» Odds Ratio (OR): € um teste para propor¢des dispostas em tabetastingéncia 2x2, ou
seja, para duas amostras dicotomizadas, mensueadasivel nominal, o qual calcula a
vantagem (ou desvantagem) de um dos evestoxssoem relacdo ao outro. Quando o
indice é igual a unidade ndo ha vantagem para quexisdos eventos. O resultado €
fornecido associado ao intervalo de confianga.

* Log-rank test: teste de analise de sobrevivéncia, comparando-ae dmostras, cujas
observactes foram efetuadas em periodos e intsrigioticos.

» Correlagcédo parcial: teste paramétrico para verificar o grau de assaciaptre duas ou
mais variaveis, ao mesmo tempo em que se contrefieito de uma terceira, a variavel z.

* Regressao linear multipla:teste para predizer o valor de uma variavel depgadg’) a
partir de duas ou mais variaveis independenteseaitpras (X).

5.10. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seguindo o que determina a Resolugio 196/96 da sSa@miNacional de Etica em
pesquisa — CONEP, sobre as normas que regulamemtpasquisa envolvendo os seres
humanos, esse estudo constou de um termo de comsettt livre e esclarecido, em duas

copias, para o pesquisador e para os familiaresaaca ou do adolescente (Anexo A).

5.11. COMITE DE ETICA EM PESQUISA:

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

A pesquisa teve o apoio financeiro do Fundo de dlegien do Estado do Para, do
Programa de Qualificag&o Interinstitucional da CAP&nvolvendo a Universidade do Estado
do Paré e Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, com sspale verbas para aquisicdo de material
bioldgico, realizacéo de testes laboratoriais epunento de missdes de estudo no Rio de
Janeiro. Indiretamente, teve também auxilio finaocelo Instituto Evandro Chagas,
Fundagédo Oswaldo Cruz, do Centro de HemoterapiRata e da Secretaria de Saude de
Augusto Correa, na realizacdo especifica de exdatmwatoriais. A tese se insere no
Programa de Doutorado criado entre o Instituto @dw&ruz, a Universidades Federal do
Para, a Universidade do Estado do Para e o lwsttuandro Chagas, beneficiando-se do

auxilio financeiro especifico dessas instituicdes.
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6) RESULTADOS:

6.1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA:

Realizou-se um estudo longitudinal constituido8decriancas e adolescentes com
malaria porPlasmodium vivaxe 40 individuos do grupo controle, os quais foranorutados
no Programa de Ensaios Clinicos em Malaria dotietEvandro Chagas (Belém/Pard) e no
Servico de Diagnéstico de Malaria, no municipio Alegusto Correa (Belém/Pard), no
periodo de outubro de 2002 a agosto de 2005.

O grupo amostral foi analisado de duas maneiras:

a) Comparacao pareada por sexo e idade entre #hfesmce 0 grupo controle;

b) Comparacao entre 81 pacientes e o grupo controle

Por ndo ter havido diferenca significativa na a®alilas variaveis estudadas nessas
comparacdes, optou-se por apresentar os resultadsglerando o grupo total de pacientes
(81) e individuos do grupo controle (40).

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

Do total de casos, 77,8% eram autoctones, enqup®2,2% adquiriram maléria
fora da localidade onde residiam em férias ou évidaties de lazer.

A média de idade foi similar entre os pacientesgeupo controle, respectivamente de
11,3 £ 3,9 anos e de 10,9 £3,0 anos (p= 0,689 tkessMann-Whitney).

A Tabela 6.1 apresenta a distribuicdo de dadogeificos e sécio-econdmicos no
grupo com maldri@ivax e no grupo controle. A distribui¢cdo foi semelhantamfo ao sexo e
houve predominio de adolescentes. A maioria etafea; 68,4% das maes possuiam o
primeiro grau de escolaridade. O sustento faméiar garantido por um ou menos de um

salario minimo em pouco mais da metade da casalistic
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Tabela 6.1- Distribuicdo de varidveis demografmascriancas e adolescentes com malaviaxe do
grupo controle atendidas no Instituto Evandro Ché&gcretaria de Vigilancia em Saude/ Ministério
da Saude (Belém/Pard) e no Servico de Diagnéseéddalaria da Secretaria Municipal de Saude de
Augusto Correa (Pard), no periodo de outubro d@ 208gosto de 2005.

Pacientes Controle Valor do p
n (%) n (%)
Sexo
Masculino a7 (58) 22 (55)
Feminino 34 (42) 18 (45) p=0,9037 *
Total 81 (200) 40  (100)
Faixa Etaria
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 (200) 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)
Escolalidade Materna n (%)
Analfabeta 8 (20,1)
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 doQui-quadrado
** Teste do Qui-quadrado de particdo

Nos pacientes classificou-se a doenca atual conmepo episodio de maléria
(primoinfeccao) ou episédio com historia passadaaEnca. Para 43,2% (35/81) tratava-se

do primeiro episédio de malaria (Tabela 6.2).
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Tabela 6.2 - Episodios de maléria em criancas kesckEntes com diagnostico atual de maléria.

Episédio anterior de malaria n (%)
Nenhum 35 43,2
Um episodio 21 26,0
Dois ou trés episodios 16 19,7
Quatro ou mais episédios 9 11,1
Total 81 (100)

Comparado ao episédio atual, o ultimo episédiondéaria tinha ocorrido entre um a
trés meses em 37,0% (17/46), entre quatro a sessven 15,2% (7/46) e entre oito meses
até sete anos em 30,4% (14/46) das criancas esadntes. Em 17,4% (8/46) nao foi possivel

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

Ao primeiro dia de atendimento, a parasitemia fargificada em 95,1% (77/81) dos
pacientes, em nimero de parasitos (formas asseupda mni de sangue e aferida em
cruzes em 4,9% (4/81) deles. A contagem médidadams assexuadas foi de 6.543 + 9.872
parasitos/miy mediana= 3.000 parasitos/ mmsendo a menor parasitemia de 100
parasitas/mride sangue e a maior parasitemia de 57.500 parasis

A pesquisa de plasmaodio no sangue periféricovadae negativa em D1 (segundo dia
de tratamento) em 9,9% (8/81) dos pacientes, emaD&gléncia cumulativa foi de 59,2%
(48/81) e em D3 de 92,6% (75/81). Dos seis pagermstantes, cinco tiveram gota espessa
negativa em D4 e um em D6, de modo que no conpderatamento (D7), a parasitemia se
encontrava negativa em todos os pacientes.

A Figura 6.1 mostra que o numero médio de formasxamdas dé. vivax foi
significativamente maior no subgrupo com primoigéer do que no subgrupo com passado
de malaria, respectivamente 9.311+ 11.369 parasitoSe 4.236 + 7.841 parasitos/muoe
sangue (p= 0,0010; teste de Mann-Whitney).
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p=0,0010; teste de Mann- Whitney

Figura 6.1- Média de formas assexuada® deivaxmm® no sangue de criancas e adolescentes com

malaria segundo subgrupo: primoinfeccdo e passadoalaria.

Observou-se também associacdo entre 0 desaparéideeparasitemia e a presenca
ou auséncia de passado maléarico (p=0,0001, testeQuiequadrado de particdo). O
clareamento da parasitemia ocorreu até D2 (terck@rale tratamento) em 75,6% e até D3
(quarto dia de tratamento) em 100% das criancalescentes que ja tinham tido malaria.
Por outro lado, naquelas com primoinfec¢do, merssndtade (42,4%) apresentava gota
espessa negativa em D2. No dia subseqiente (D3)ehaon aumento para 90,1%, porém o

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

Os sinais e sintomas em criangas e adolescentesnatdmiavivax no primeiro dia de
atendimento (D0O) estdo representados na Figurad® se observa que os componentes da

triade malarica, febre, calafrio e cefaléia estimerpresentes 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)

» 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
NuUmero de Pacientes

Sinais e Sintomas (DO) *

Figura 6.2 - Sinais e sintomas de criancas e adkiéss com malérigivax no primeiro dia de
atendimento.

No grupo com maléria, a palpacdo abdominal revel8&o (8/81) de hepatomegalia
(média de 1,5 cm, abaixo do rebordo costal dire#ta}4,8% (12/81) de esplenomegalia
(média de 2 cm, abaixo do rebordo costal esquerdo).

A frequéncia da triade malaria foi similar nos patés com primoinfeccao e naquelas
com passado de malaria (p=0,6125, teste do Qui+@dadie particdo).

A palidez foi um evento mais frequentemente obskrvao grupo com maléaria
(88,9%; 72/81) do que no grupo de criancas e ackhss controle (64,5%; 19/31).

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

A avaliacdo clinica de palidez pela inspecdo denpala mao mostrou-se Gtil como
diagndstico presuntivo de anemia (p=0,0139, testlac Nemar).
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- Evolucéo das manifestacgdes clinicas:

A Figura 6.3 apresenta a evolugcdo dos sinais @mag observados no dia do

diagndstico e nos dias subsequentes de acompantoarBenD3-D4 (respectivamente quarto

e quinto dia de tratamento) verifica-se que houwedeclinio acentuado da febre, do calafrio

e da cefaléia. Em D7, os pacientes ndo se queixawai® de febre, embora, um pequeno

namero ainda referisse calafrio e principalmenfelém, que ndo foram mais mencionados

em D30. Sintomas tais como anorexia, astenia elddominal também foram diminuindo

gradativamente, entretanto, ainda foram citadosprimeiro controle de cura (D30). A

palidez, presente em 88,9% (72/81) em DO, perststim frequéncia elevada durante todo o

seguimento, respectivamente 80% em D7 e 28,4% ebn A&tericia foi observada em um

namero reduzido de pacientes, praticamente desapale em D7. Em algumas criancas e

adolescentes houve referéncia de que a urina ssempava de coloracdo escura até o final do

tratamento. A hepatoesplenomegalia ndo foi maesctida pela palpacdo abdominal em D7.
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Figura 6.3- Evolucdo dos sinais e sintomas de ¢ase adolescentes com mal&ieax do primeiro

dia de atendimento até o primeiro controle de cura.

64



- Evolugéo ponderal durante acompanhamento clinico emariangcas e adolescentes com

maléria vivax

No primeiro dia de atendimento (DO) foram aferidosso e altura permitindo
caracterizar o estado nutricional dos grupos edngl@labela 1). Durante 0 acompanhamento
clinico, aferiu-se somente o peso em D7 e D30, ggrhouvesse diferencga significativa nos
valores observados (p=0,9521, teste de Kruskali§yatm DO, a média de peso foi de 36,1
+ 17,9 kg, com reducao para 35,6 + 17,8 kg no | filwatratamento (em D7) e com aumento

para 36,7 + 18,7 kg) no primeiro controle de cera 030).

6.4. ANEMIA NA MALARIA vivax

Os pacientes com malaria tiveram 2,7 vezes maiscehde apresentar anemia do que
individuos do grupo controle [OR= 2,6690, p=0,028895%)=1,1975 - 5,9487]. A anemia
foi significativa nas criancas e adolescentes catana (p=0,0001; teste de Mann-Whitney),
com meédia de hemoglobina de 11,2 + 1,93g% contrdstacom o valor médio de 12,3 +
1,179% no grupo controle (Figura 6.4). Os valordsimmos encontrados para a taxa de
hemoglobina foram respectivamente de 5,1g% e 10,0gfé os pacientes e individuos do

grupo controle.
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Figura 6.4 - Comparacéo da taxa média de hemoglatirgrupo com malaria e no grupo controle.

Pacientes com primoinfeccdo ou com passado de imdi@eram taxas meédias

similares de hemoglobina, respectivamente 11,1322 e 11,2 £ 1,579% (p=0,8629, teste

de Mann- Whitney).

A Figura 6.5 apresenta a distribuicdo da anemiagmiada em 75% (59/79) dos

pacientes e em 52,5% (21/40) dos individuos do ayrgntrole (p=0,0258, teste do qui—

quadrado, pos correcdo de Yates), segundo a ideatesi leve, moderada, grave. No grupo

com malaria, 66,1% possuiam anemia leve, 30,5% raddes 3,4% anemia grave. No grupo

controle observou-se somente anemia leve.
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Lr:ilrgla Moderada Leve
(66,1%) (30,5%) (100%)

< Anemia
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Figura 6.5- Distribuicdo da anemia (leve, modergda/e) no grupo com malaria e no grupo controle.

O percentual de anemia leve foi similar nos doigpgs (p=0,2503, qui-quadrado).
Entretanto, a anemia moderada foi significativamemiais freqiiente nos pacientes com
maléria (p=0,0002, teste exato de Fisher, bilgterdlinda nesse grupo, foram observados
casos de anemia grave, ausentes no grupo contras, esta diferenca n&o alcancgou
significancia estatistica. Considerando-se, poréamjuntamente anemia moderada/grave,
houve significancia no grupo com malaria (p=0,000i40 anémicos X anemia
moderada/grave, p=0,0010, anemia leve x anemia nadalkgrave, teste exato de Fisher,
bilateral) (Tabela 6.3).
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Tabela 6.3 - Comparacgédo dos diferentes graus dreiamen criancas e adolescentes com malaria e em
individuos do grupo controle.

Intensidade da Anemia Pacientes Control&&alor 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 0,0007
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 0,00106
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 enzimaticos dos eritrocitos, hemadiinopatias

A deficiéncia de glicose 6 fosfato desidrogenasedé&tectada em 3,8% (3/80) dos
pacientes com maléaria e em 6,1% (2/33) dos indosdip grupo controle. Ao contrario do

traco falciforme (Hb AS): um caso entre os pacientg2%; 1/80) e um caso no grupo

controle (3%; 1/34), a doenca falciforme (Hb S&) foi observada (Figura 6.6).
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Glicose 6 Fosfato Desidrogenase*

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 A
30 -
20 -
10 A

3(3,7%)

30 (37,5%)

47 (58,8%) 2 (6,1%)

18 (54,5%)

*

13 (39,4%)
Pacientes Controle
(80/81) (33/40)
[ ] Negativo

OJ Normal, fenétipo A ou B
[l Deficiente

p=0,6215; qui-quadrado de particdo

Traco Falciforme (HbAS)**

90 -
80 - 1 (1,2%)
70 1
60 -
50 - 79 (98,8%)
40 A
30 - 1 (3,0%)
20 A
33 (97,0%)

10 A

Pacien"[es ' Controie '

(80/81) (1/34)
D Normal

Bl Traco falciforme

** p=1,0000; teste exato de Fisher,bilateral

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

€ no grupo controle.

A Tabela 6.4 informa sobre presenca ou ausénciandenia em portadoras de

deficiéncia de glicose 6 fosfato desidrogenase @& com trago falciforme em criangas e

adolescentes com malakivax e naquelas pertencentes ao grupo controle.

Tabela 6.4 - Avaliacdo individaula da taxa de hdofuiga de criangas e adolescente com malaria e

sem malaria com deficiéncia de glicose 6 fosfagidilegenase ou com traco falciforme.

Taxa de Hemoglobina

Deficiéncia de GPD

Traco falciforme

Paciente Cole

13,6 g% (ndo anémico) 13,5g% (hdo anémico)

11,7g% (anemia leve) 11,7 g% (anemia leve)

11,49% (anemia leve)

11,89% (anemia leve) 1%7/@nemia leve)

Mesmo excluindo-se os individuos portadoresiefeciéncia de G6PD ou com trago

falciforme, os resultados observados na Figura 4nastiveram inalterados: presenca de

anemia significativa em criancas e adolescentes cw@idria (p=0,0001; teste de Mann-
Whitney).
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6.5.2. Estado Nutricional

As criancas e adolescentes com malanax e as do grupo controle eram na maioria
eutrdficas (Tabelal). A desnutricdo, presente &%&Jo grupo com maléria e em 13,3% do
grupo controle, ndo esteve associada a anemia {891 teste do qui-quadrado de particdo).

6.5.3. Parasitoses Intestinais

Houve uma distribuicdo homogénea de positividaalexame de fezes para helmintos
e protozoarios nos grupos estudados (p=0,5632, destjui-quadradofscaris lumbricoides,
Trichocephalus trichiurus, Enterobius vermicularisAncilostomideos, Strongiloides
stercoralis, Giardia lambliae Entamoeba histolyticdoram observados isolados e/ou em
associacao, respectivamente em 78,5% (62/79) tas;as e adolescentes com malsinax
e em 71,4% (35/40) no grupo controle.

Dentre as criancas e adolescentes com malariadi¥&gavam somente uma espécie
de parasito intestinal, 27,8% duas espécies e tantes 14,7%, trés ou mais espécies de
parasitos intestinais.

N&o foi observada relacdo entre anemia e paidtié no exame parasitolégico de
fezes em criancas e adolescentes com ou sem muidaa (respectivamente, p=0,3389,
p=1,0000, testes de Fisher). Essa auséncia difioetatre os dois parametros se manteve ao
se estratificar os exames de fezes positivos pacidoatomideos (isoladamente ou em
associacdo) em ambos os subgrupos (p= 0,2062998%) testes de Fisher, respectivamente

para o grupo de malanidvaxe para o grupo controle).

6.5.4. Intervalo de tempo decorrido para diagnéstic de malaria

O tempo decorrido entre o inicio da sintomatolagia diagnostico de maléaria (gota
espessa) variou de 1 a 45 dias, com média de &2 dias e mediana de 4 dias.

Na Tabela 6.5 observa-se que o intervalo de tengmorddo para o diagnéstico
apresentou correlagéo positiva com a parasitersi@,j037, rs= 0,3266, correlacao linear de

Spearman) e tendéncia para um resultado signifcatira a taxa de hemoglobina.
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Tabela 6.5 - Correlagdo entre o intervalo de temppm o diagndstico com a parasitemia e da

parasitemia com a taxa de hemoglobina em criamea®lescentes 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 correlacdo eintexvalo de tempo decorrido para o
diagndstico e parasitemia poderia sofrer influénd@ estado imunitario do individuo
(avaliado indiretamente pelo passado de malaridypduziu-se uma terceira variavel
(variavel Z): historia pregressa de malaria. Obs@rse que quanto maior o numero de
episédios de maléria apresentado pelo pacientes freaia era a correlagdo entre tempo de
doenca e parasitemia (p=0,0011, r XY =- 0,03#Q,0038, r X Y.Z= - 0,3391, correlacao
parcial).

A tendéncia observada para a correlacdo intervaoteinpo decorrido para o
diagnéstico e a taxa de hemoglobina (Tabela 6.8 pger confirmada pela analise de
regressao multipla. Neste teste, a taxa de hemiogldbi influenciada pelo intervalo de
tempo decorrido para o diagnéstico e pelo desapageto da parasitemia, dentre outras
variaveis analisadas (namero de episédios de raal@darasitemia, ferritina) (p=0,0030;
p=0,0002 para intervalo de tempo decorrido paraiagnibstico e p= 0,0259 para o
desaparecimento da parasitemia; Regressao lindaplai

Do mesmo modo, o intervalo de tempo decorrido padiagndstico também esteve
associado com a intensidade da anemia, moderadaderada/grave, apresentada pelo
pacientes (p<0,05, teste de Mann-Whitney) (Tab&n 6
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Tabela 6.6 - Relacao entre intensidade da anemimtervalo de tempo decorrido para o diagndstico

de malariavivaxem criancas e adolescentes.

Intervalo de tempo decorrido para o diagnosticond#riavivax Valor de p*
(Média, Desvio Padréo)

Anemia Leve

(5,1 + 3,9 dias) 0,3169

Nao 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 6,7 dias) 0,0599

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

6.6.1. Avaliacdo da morofologia dos eritrocitos

Os dados da Figura 6.7 se referem as alterac6emanafologia dos eritrocitos
avaliada no distendido sanguineo (esfregaco pieo)étais como anisocitose, poiquilocitose,

microcitose, anisopoiquilocitose, hipocromia (islzla ou associadas), significativas no grupo
com malaria (24,3%; 18/74) (p=0,0416, teste exat&idher, bilateral).
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(24,3%) ‘(7,9%)
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(75,7%) 35
(92,1%)
& Distendido normal & Distendido normal
‘ Distendido alterado ‘ Distendido alterado
Pacientes Controle
(74/81) (38/40)

p=0,0416; teste exato de Fisher, bilateral

Figura 6.7- Distendido sanguineo (esfregaco) eancas e adolescentes com maldria e sem malaria
(grupo controle)

Durante o acompanhamento clinico-laboratorial dusegmtes com malaria observou-
se uma diminui¢do nas alteracdes dos eritrocitatistendido sanguineo em DO, em D7 e em
D30: respectivamente 22,4% (15/67), 16,4% (11/67,p86 (1/67). O declinio na prevaléncia
foi significativa entre D7 e DO (p=0,0112, testesdsinais, bilateral) e entre D30 e D7
(p=0,0009, teste dos sinais, bilateral) (Figur8).6.
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15 (22,4%) 1 (16,4%)

1 (1,5%)

52 (77,6%) 56 (83,6%) 66 (98,5%)
DO D7 D30

B Distendido normal | Distendido alterado

p=0,0112 ( D7 x D0O), p=0,0009 (D30 x D7), tests dinais, bilateral)

Figura 6.8 — Resultado dos exames de distendidgug@zeo no primeiro dia de atendimento (D0), no
final do tratamento (D7) e no primeiro controleadea (D30) em criancas e adolescentes com maléria
(amostra pareada).

6.6.2. Série Vermelha

A Tabela 6.7 apresenta os componentes da sérieelerma casuistica estudada, em
que se verifica que os valores médios de hemogiplenitrocitos e hematoécrito foram
significativamente menores nos pacientes do qugrugmo controle (p=0,0001, teste de Mann-
Whitney). Por outro lado, o grupo controle teve méte HCM (hemoglobina corpuscular
média) e média de CHCM (concentracdo de hemoglobamapuscular média)
significativamente menores do que aquelas obsesvada criancas e adolescentes com
malaria (respectivamente, p=0,0465; p=0,0001, sestdann-Whitney).
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Tabela 6.7 - Valores dos componentes da sérieelear(média e desvio padréo) em criancas 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
Eritrocitos (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 (%) 14,9 + 2,32 14,25 + 2,40 0,3571

* Teste de Mann-Whitney

A interpretacdo dos indices hematimétricos demarmgie nas criancas e adolescentes
com maléria houve um predominio de anemia nornoacii normocrémica (55,7%; 44/79)
enquanto que no grupo controle, 44,8% (17/38) aptagam anemia do tipo microcitica e
hipocrémica.

O indice de variacdo no volume dos eritrocitos (RDM similar nos grupos
estudados (p= 0,3571, teste de Mann-Whitney), ca@diande 14,9 + 2,3% nos pacientes e
14,2 +2,4% nas criancgas e adolescentes do gaomle

6.6.3. Série Branca

Valores significativamente mais baixos de leucécftram observados no grupo com
malaria em relacdo ao grupo controle (p=0,0001e tde Mann-Whitney), respectivamente
4.839 + 2.021 leucdcitos/nihpara o primeiro grupo e de 7.137 + 2.284 leucéfito? para
o segundo. Os pacientes apresentaram um valor mieéni.400 leucdcitos /mnenquanto
nos individuos do grupo controle este valor foB&00 leucécitos/ mrh

A maioria (64,5%; 51/79) das criancas e adolessectan malaria apresentou
leucécitos na faixa de normalidade, 34,2% (27/18ram leucopenia (valores abaixo de
4.000 leucécitos/mi e 1,3% (1/79) leucocitose.

Na Figura 6.9 observa-se a contagem diferencial l@aso6citos (em nUmeros
absolutos) entre os pacientes e individuos do gcoptrole. As criancas e adolescentes com
malaria apresentaram valores meédios significativaenemenores de eosindfilos, de

segmentados e de linfocitos e significativamera@nes de bastdes (p<0,05, testes de Mann-
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Whitney). A média de basoéfilos e mondcitos foi skraete nos dois grupos (p>0,05; testes
de Mann- Whitney).

Eosindfilos 2918)*

Eosindfilos ( 234) -Con_trole
Basofilos (36)** Il Pacientes
Basdfilos (25

Bastbes (36) ***
Bastbes (85)

Segmentados %3.089%****
Segmentados (1.801
Linfocitos (2.731) *****
. Linfocitos (2.319
Mondcitos (330) ***++*
Mondcitos (368)
T T T 1
0 1000 2000 3000 4000

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

Figura 6.9 - Contagem diferencial média de leuocifem numeros absolutos) em criancas e
adolescentes com maldria e sem malaria (grupoatentr

6.6.4. Série Plaquetaria

Os pacientes apresentaramédia de paquetas (138.405 + 85.375/mm
significativamente menor do que nos individuos dgg controle (274.789 &2.860//mn)
(p=0,0001, teste de Mann-Whitney). Plaquetopenaotes abaixo de 150.000/rirfoi
observada em 67,1% (53/79) destes pacientes. Nestascas e adolescentes com
plaquetopenia, 7,5% (4/53) apresentavam plaquétigsade 50.000/mi sem evidéncia de
sangramento.

O valor minimo observado foi de 14.000 plaquetas/eim criancas e adolescentes
com maléria e de 156.000 plaquetasfmauelas sem malaria.

Houve uma correlagéo positiva, porém destituidsigigficancia, entre a contagem de

plaguetas e a taxa de hemoglobina (p=0,5170, r§40,@orrelacdo linear de Spearman).
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A Tabela 6.8 apresenta um resumo das diferengasfisativas nos valores de
hemoglobina, leucécitos e plaquetas nas crian@dokescentes com maléria em relagdo ao

grupo controle.

Tabela 6.8- Hemograma em criancas e adolescentemadaria 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
Hematécrito (%) 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 + 5,85 038

HCM (%) 27,28 +2,04 26,67 + 2,44 0,1810
CHCM (%) 33,46 + 1,07 32,89 + 1,11 0,0029
Leucdcitos (mr) 4.839 +2.021 7.137 +2.284 0,0001

Média Média

Basoéfilos (mm) 25 38 0,5816
Eosindfilos (mm) 234 1.012 0,0001
Bastdes (mr) 85 35 0,0118
Segmentados (nn 1.801 2.850 0,0005
Linfécitos (mnf) 2.319 2.831 0,0019
Mondcitos (mr) 368 361 0,6820

Plaquetas (mf) 138.405 + 85.375 274.789 *82.860 0,0001
* Teste de Mann-Whitney

Na Tabela 6.9 observa-se que, a excecdo das @aqgat apresentaram valores
médios significativamente menores nos primoinfextado que naqueles com passado de
malaria (p=0,0001, teste de Mann-Whitney), os densé&mentos do hemograma foram

semelhantes em ambos o0s subgrupos.

Tabela 6.9 - Hemograma em criancas e adolescenesralariavivax com primoinfec¢gdo ou com

historia anterior de maléria.

DO Primoinfeccéo Historia anterior de malariaValor de p *
(X +DP) (X +DP)
Hemoglobina 11,1 + 2,32 g% 11,2 +1,57 g% 0,8629*
Eritrécitos 4.072,571 +858.570 /mim 4.111,363 + 563.917/min  0,6749*
Hematocrito 32,94 +6,70% 33,57 +4,90% 0,4385*
Leucdcitos 4.980 + 1.922/mim 4,727 + 2.113/mrh 0,6009*
Plaquetas 115.971 + 71.630/mm  156.250 + 91.812/mmMm 0,0001*

* Teste de Mann-Whitney
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6.6.5. Reticuldcitos

As criancas e adolescentes com malaria e as pernt&sc ao grupo controle
apresentaram reticulocitos dentro dos valores dersilos normais (0,5 a 1,5%). Entretanto,
como observado na Figura 6.10, a média de retitagddoi significativamente maior

naquelas com malaria (p=0,0062,teste de Mann-Wjitne

> DP=0,9%

DP= 0,8%

Taxa de reticuléatos (%9

Pacientes Controle

p=0,0062; teste de Mann-Whitney

Figura 6.10- Média de reticul6citos em pacientesleviduos do grupo controle.

6.6.6. Ferritina

Os valores médios de ferritina, dosada em 86,5%8{J@os pacientes e em 77,5%
(31/40) dos individuos do grupo controle foramspextivament@62 +173,0 ng/ml e 51 + 52,9
ng/ml, dentro dos padrbes de referéncia (30 a 300 ng/Emnjretanto, as criancas e
adolescentes com malaria tiveram valores signiiaatente mais elevados do que os
apresentados pelo grupo controle (p=0,0001, testdahn-Whitney).

Os valores mais elevados de ferritina no grupo comalaria estiveram
significativamente presentes em criancas e adalesseom primoinfeccao pela maléria (315
+168,4 ng/ml) do que naquelas com passado de mdE#2# +168,3 ng/ml) (p=0,0182, teste
de Mann-Whitney).
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Os niveis de ferritina sérica foram diretamentepproionais a taxa média de
hemoglobina circulante nos pacientes, porém semifisi@gncia (p=0,5495, rs=0,0727,
correlacéo linear de Pearson).

A correlagcédo entre parasitemia e taxa de hemoglob#@o foi significativa, o0 oposto
do observado para os leucécitos e para a ferrijma@,apresentaram uma correlagéo positiva e
significativa. As plaquetas também tiveram umaealagédo significativa, mas negativa com a

parasitemia. (Tabela 6. 1)

Tabela 6.10. Correlagdo entre parasitemia e médi@echoglobina, de leucdcitos, de plaquetas e de

ferritina sérica em criancas e adolescentes corariagivax

Varidveis Correlacdo 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 CRIAN CAS E
ADOLESCENTES COM MALARIA vivax

6.7.1. Série Vermelha

A Figura 6.11 aresenta a evolugéo dos niveis debkina. Observa-se que a média
de hemoglobina apresentada pelos pacientes nm id@itratamento (11,2 £ 1,91g%) se
manteve em D7 (11,0 £ 1,51 g%), antes de se ekgaificativamente em D30 (12,4% +
1,29 g%) (p= 0,0001; D30 x DO, D30 x D7, teste déeedman). Os valores minimos
encontrados em DO e em D7 foram compativeis commi@ngrave (respectivamente,
Hb=5,19% e Hb=6,49%) e em D30 com anemia modetddad,8g%).

14
DP=%1,29
12 1 DP=t1,91 [DPzil,Sl
g
= 10 l
E
8 ]
g 11,0 g%
T
© 6
©
o]
4 —
&
2 ]
0 1
DO D7 D30

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

Figura 6.11- Média de Hemoglobina ao primeiro diaatendimento (DO0), ao final do tratamento (D7)

e ao primeiro controle de cura (D30) em criancadaescentes com maléria (amostra pareada).

No final do tratamento, 83%(67/81) das criancad@escentes apresentavam anemia.
Desse total, 67,2% (45/67) tinham anemia leve, %1(31/67) anemia moderada e 1,5%

(1/67) anemia grave. No primeiro controle de cerapora um pouco mais da metade nao
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apresentasse mais anemia, essa ainda foi obseeradd5,3% (34/75) das criangas e
adolescentes. Dentre aquelas com anemia, 94,1%ntirmemia leve e o restante, anemia
moderada.

No primeiro controle de cura (D30) verifica-se, Rigura 6.12, que houve uma
elevacdo significativa da média do hematdcrito (p601, D30 x DO, D30 x D7, teste de
Friedman) e dos eritrocitos (p=0,0001, D30 x DOQD3D7, teste de Friedman), em relacao

aos valores do inicio e do final do tratamento.

He matacrito (%) Eritrécitos (mm3)
10 DP=%3,7 %
DP=+56% DP=t4,9% t Lt DP=+472.434
35 T I DP=£706.023 pp=+605.643 1
I

30 4000000 .

€
25 37,5% ©

33,4% : @

0l 3327 2000000 &

o
15 <

0
10 DO D7 D30
DO 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 doanarde eritrocitos em DO, D7 e D30 em criangas
e adolescentes (amostra pareada).

O volume corpuscular médio (VCM) teve um aumentgnificativo durante o
acompanhamento clinico de 81,6 +5,0 fL em DO p8B3 + 5,0 fL em D7 e para 83,6 *
5,7f/L em D30 (p=0,0001, D30 x DO; D30 x D7, teste Hriedman). A hemoglobina
corpuscular média se manteve estavel entre DO (HON2=% 2,1%) e D7 (HCM= 27,2
1+1,9%), elevando-se significativamente em D30 (HCM55 + 2,1%) (p=0,0191, D30 x D7,
teste de Friedman). A concentragcdo de hemoglobimpuscular média em D30 estava
significativamente diminuida (CHCM= 32,8 + 0,8%)pntparada a média obtida em D7
(CHCM=33,0 +1,2%) e em DO (CHCM=33,5% * 1,1%) (@812, D30 x D7, D30 x DO;

teste de Friedman).
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Ocorreu um aumento significativo da média de réiiitos em D7 se comparado com
os resultados obtidos em DO e em D30 (p=0,0001x DD; D7 x D30, teste de Friedman)
(Figura 6.13).

Contagem de Reticuldcitos (%)

2 DP=x1,3
T
L
1.5
DP:Ii 0.9 DP=+0,9
1 - ==
1,1% 1,8% | 1,0%
0.5 +
& DO D7 D30

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

Figura 6.13- Contagem média de Reticuldcitos emdd®,D7 e em D30 de criangas e adolescentes
com malaria (amostra pareada).

Uma relacdo inversamente proporcional significatit@ observada entre os
reticulocitos e a taxa de hemoglobina em DO (p=®02s= - 0,2654, correlacdo de
de Spearman) e em D7 (p= 0,0117, rs= - 0,2822¢leqdo de Spearman). Em D30, essa

relacdo foi destituida de significancia (p= 0,118%0,1858, correlacdo de Spearman).

6.7.2. Série Branca

Observou-se diminuicdo significativa dos leucociéms DO (média= 4.779 + 1.944
leucdcitos/mm3) em relacdo aos valores médios dedtitos de D7 e de D30, que se
encontravam na faixa de normalidade (p=0,0001e @st-riedman, amostra pareada).

Na Tabela 6.11 observa-se o perfil do diferencéalledicécitos na evolucao clinica dos

pacientes com malaria: significativo aumento nosisi dos granulécitos (segmentados e
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eosinofilos, exceto os basdfilos), além dos lirtfixino final do tratamento antimalarico

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

Tabela 6.11 - Comparacéo do perfil diferencial ldosdcitos em criancas 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)*
Leucdcitos (mm) 4.779 £1.944 7.329 +3.573 7.231 £2.222 0,0001
(DO x D7; DO x D30)
Basofilos (mm) 26 + 48,5 43,2+55,6 38,1+74,8 0, 4381
0,0001
Eosindfilos (mm) 210 £197,2 638 +£515 1.189+801 DO x D7; DO x D30; D7 x D30
0,0010
Bastdes (mm) 80,3+1355 505+944 17,0+75,6 (DO x D30; D7 x D30)
0,0001
Segmentados (min  1.754 £ 1.249 3.104 +1.879 2.941 +1.493 (DO x D7; DO x D30)
Linfocitos (mnr) 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 padrao
** Teste de Friedman

6.7.3. Série Plaquetaria:

A contagem média de plaquetas em DO (141.328 +087plaguetas/mm3) foi
significativamente menor do que aquela observada Bwm (295.328 + 116.527
plaquetas/mr) e em D30 (252.356 + 59.822 plaquetasfn(p=0,0001, teste de Friedman,
DO x D7; DO x D30). Plaguetopenia esteve presente6&,1% (53/79) no momento do
diagndstico, em 8,6% (7/81) no final do tratamemtam 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 antiP. vivax

A pesquisa de IgG e IgM arfdi- vivaxpor imunofluorescéncia indireta foi realizada
em 95,1% (77/81) das criangas e adolescentes cdanian@aem 77,5% das do grupo controle
(31/40). Como esperado, a proporcao de testesemtgpara IgG (titulos iguais ou maiores
que 40) foi significativamente maior no grupo deieates (90,9%; 70/77) do que no grupo
controle (9,7%; 3/31) (p=0,0001; teste exato dddfis Anticorpos IgM foram observados
somente no grupo de pacientes (63,6%; 49/77), é¢arog que variaram entre 40 a 640
(Figura 6.14).

Pacientes * Controle

N&o reagente Reagente
7177 3/31
90,3%

Reagente 19G anti-P.vivax N0 reagente IgG anti-P.vivax
70177 28/31

* p=0,0001, teste exato de Fisher

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

Pacientes * Controle Nab reagents
N&o reagente i
36,4%,  28/77 100,0%
Reagente IgM anti-P.vivax PP vi
49/977 g IgM anti-P.vivax

Figura 6.14 - Anticorpos IgG e IgM arRi- vivax por imuofluorescéncia indireta em criancas e

adolescentes com maldria e sem malaria (grupoatentr

Nos pacientes, os titulos para os anticorpos dsellG antP. vivaxvariaram entre
40 a igual ou maior que 10.240. Na Figura 6.15¢enkssse a distribuicdo destes titulos em
que 51,3% dos pacientes apresentaram titulos elsyadtre 5.120 a igual ou maior que

10.240.
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Nos trés individuos do grupo controle,reagentea fig6 antiP.vivaxos titulos foram
iguais a 80.

39 (51,3%)

20- 18 (23,7%)

151 12 (15,8%)
7 (9.2%)

Numero de pacientes

N&o Reagente 40 a320 640 a2.560 5.12>40.240

IFI- Titulos reagentes para IgG anti-P.vivax

Figura 6.15- IFI- Titulos de anticorpos IgG aRtivivax em crian¢as e adolescentes com malaria.

Houve uma relacdo inversamente proporcional entreasftemia e titulos de
anticorpos 1gG antiR.vivax porém ndo significativa (p=0,2216, rs= - 0,1448(relacdo
linear de Spearman).

Os titulos de IgG anf®. vivaxnao estiveram relacionados com a anemia em cganca
adolescentes com malaria (p=0,1546, teste do cadrqdo de particdo).

Por outro lado, houve associacdo entre leucocitosnamento do diagndstico e a
resposta de IgG anBl: vivax a média de leucadcitos foi significativamente siqg4.878,60
+ 2.069 leucécitos/mM nas criancas e adolescentes com resposta IgGivpodd que
naquelas ndo reagentes (3.328 + 1.155 leucoaitog) (p=0,0382, teste de Mann-Whitney).

Semelhante resposta também foi observada paraveis miédios de leucdécitos entre
0S pacientes com IgM reagente e 0s ndo reagenge@riMeiros apresentaram contagem
média de leucdcitos significativamente maior quarmonparados aos pacientes nao
reagentes, respectivamente 5.463 + 1.959 leucfmitose 4.406 + 1.980 leucdcitos/nim
(p=0,0276, teste de Mann-Whitney).
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O passado de malaria ndo esteve associado aass tital IgM antiP. vivax (p=
0,3740, teste do qui-quadrado), mas teve influésigaificativa sobre os titulos de IgG anti-
P.vivax titulos entre 5.120 até igual ou maior que 40.@stiveram associados as criancas e

adolescentes com historia prévia de malaria (pA@0@ste do qui-quadrado de particdo).

6.8.2. Fator de Necrose Tumoral e Interleucina-10

- Fator de Necrose Tumoral

No grupo com malaria, 99,1% (77/81) realizaram desa plasméatica de TNF. O
valor médio foi de 16 + 58,3 pg/ml, significativante menor do que no grupo controle (85%,
34/40), em que o valor médio foi de 25,5 + 46,47d¢fp=0,0014, teste de Mann-Whitney).
Em ambos os grupos, houve ampla variagcdo nos sattyservados: ndo detectavel a 490
pg/ml para os pacientes e de 2 a 258 pg/ml pairdodduos controle.

No grupocom malariavivax e anemia foram observados valores médios de TNF
significativamente menores do que no grupo conttola anemia, respectivamente 7,3 £ 9,6
pg/ml e 23,5 + 24,4 pg/ml (p=0,0014, teste de Mufmtney). Também as criancas e
adolescentes com malanavax e anemia moderada/grave tiveram valores médiosades
citocina (4,6 + 8,5 pg/ml) significativamente mee®rdo que as que apresentavam anemia
leve (8,6 = 10,0 pg/ml (p=0,0178, teste de Mann-ii&y).

Duas correlagdes significativas surpreendentesrif@éadenciadas: a primeira positiva
entre o TNF e a hemoglobina (p=0,0127, rs=0,28d&ficiente de Spearman), e outra, desta
feita, negativa, entre o TNF e o intervalo de terdecorrido pra o diagnéstico (p=0,0066, rs=
- 0, 3071, Correlacéo linear de Spearman).

N&o foi observada associacdo entre o TNF e a resposine IgG pard. vivax
(p=0,3709, teste de Mann-Whitney). Entretanto, olmsese tendéncia de associacdo entre

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

- Interleucina-10

No grupo com malaria a média de IL-10 foi de 199362,4 pg/ml versus 43,2 + 94,8
pg/ml no grupo controle, com tendéncia para sigaifcia para os pacientes (p=0,0830, teste

de Mann-Whitney). Ampla variacdo nos valores de#szina foi observada tanto no grupo

com malaria (1,0 pg/ml a 1.288 pg/ml) quanto ngpgreem malaria (2,0 pg/ml a 570 pg/ml).
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No grupo com malaria e anemia (191,7 + 366,7 pg/o8) niveis de IL-10 foram
significativamente maiores do que no grupo contden anemia (59,3 £ 132,2 pg/ml)
(p=0,0226, teste de Mann-Whitney). Contudo, ndovbaliferenca entre os valores de IL-10
entre os diferentes graus de anemia em criancdslesaentes com malaria (p=0,6416, teste
de Mann-Whitney).

Observou-se correlacdo positiva significativa ehtrd0 e a parasitemia (p= 0,0151,
rs= 0,2834, Correlacao linear de Spearman). Guydel positiva ndo significativa ocorreu
entre IL-10 e a taxa de hemoglobina (p=0, 24650r8345, Correlacéo linear de Spearman).
Também né&o houve significancia na correlacdo nematintre IL-10 e o intervalo de tempo
decorrido para o diagnéstico (p=0,9887, rs= - @,6)0Correlacdo linear de Spearman) e nem
na correlacao negativa entre IL-10 e leucocito®(p398, rs= - 0,0387, Correlacéo linear de
Spearman).

A IL-10 esteve associada a presenca de anticoghsahti. vivax nas criangas e
adolescentes com malaria (p=0,0546, teste de MahnitRdy), mas ndo apresentou
associacdo com os anticorpos IgG (p=0,2248, tlestdann-Whitney).

Os niveis plasmaticos de TNF e de IL-10 foram sires8 nas criancas e adolescentes
gue apresentavam malaria pela primeira vez e nasjwaim histéria pregressa de malaria
(respectivamente, p=0,2679, p=0,3694, testes dan&mtney).

Os niveis plasmaticos de TNF nao tiveram correlagiio os niveis plasmaticos de
IL-10 no grupo com maléria (p=0,2643, rs=0,1288relacdo de Spearman).

Na Tabela 6.12 encontram-se agrupadas as assxiagiie o TNF e a IL-10 com as
variaveis estudadas: intervalo de tempo para ond&io, historia pregressa de malaria,

parasitemia, taxa de hemoglobina, leucocitos écapbs IgG e IgM antPR. vivax
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Tabela 6.12- Relacdes entre o TNF e a IL-10 conisgbrim pregressa de maléria, com o
intervalo de tempo para o diagnéstico, com a pamag, com a taxa de hemoglobina, com

os leucocitos e com os anticorpos IgG e IgM 8ntkvax

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
diagndstico (rs=-0,3071)* (rs=-0,0016)*

Parasitemia p=0,4388 p=0,0151
(rs=-0, 0920) * (rs=0,2834)*

Taxa de hemoglobina p=0,0127 p=0,2465
(rs=0,2845)* (rs= 0,1345)*

Leucocitos p=0,3761 p=0,7398

(rs= 0,1030)* (rs=-0,0387)*

Anticorpos IgG antP. vivax p=0,3709 ** p=0,2248 **

Anticorpos IgM antiP. vivax p=0,0892 ** p=0,0546 **

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

- Raz&o IL-10/TNF

Apos ter obtido individualmente de cada participatid estudo a razdo IL-10 /TNF,
obteve-se a média desses resultados, que para 68%84) dos pacientes, foi de 65,07 *
141,08 pg/ml e de 3,97 £+ 4,63 pg/ml para 85% d@aroontrole. A despeito da grande
diferenca entre as meédias, a razdo IL-10/TNF aptese resultados estatisticamente
semelhantes entre as criancas e adolescentes ctamanegaquelas pertencentes ao grupo

controle (p=0,2792, teste de Mann-Whitney).
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Nos pacientes com malaria a média da razao IL-1B/foNtambém semelhante entre
as que apresentavam anemia e aquelas com ausénarenhia (p=0,2325, teste de Mann-
Whitney).

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

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

6.8.3. Autoanticorpos antimembrana de eritrécitos anticardiolipina

- Anticorpos anti-eritrociticos avaliados pelo testele antiglobulina direto

Houve evidéncia de hemdlise auto-imune, deternainaelo teste de antiglobulina
direto positivo (teste de Coombs direto) em 26,2%/15) das criancas e adolescentes com
malaria e em 9,1% (3/33) daquelas pertencentesupo gontrole. Observou-se significancia
desse resultado no grupo com maléaria (p=0,026%eT@sato de Fisher, bilateral) (Figura
6.16).

Bl Teste de antiglobulina direto positivo *

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

1%
20
10

9,1%
Pacientes * EereEle '

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

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

malaria (grupo controle).
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A positividade do DAT foi similar nos pacientes améos e ndo anémicos (p=0,7636,
teste exato de Fisher). Dos que tinham DAT pasitds% (9/20) tinham anemia leve, 35%
(7/20) anemia moderada/grave e 20% (4/20) ndo epieésgam anemia.
- Anticorpos antimembrana de eritrécitos
Na Figura 6.17 observa-se que a propor¢cao de ditogoos antimembrana de eritrécitos

foi significativamente maior nos pacientes com mal{p=0,0001, teste binomial de duas

proporgdes) em relagéo ao grupo controle.

Anticorpos Antimembrana de Eritrécitos

36 A (6,0%)
(46,8%) 32

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

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

Figura 6.17- Anticorpos antimembrana de eritrOcfEelsISA) em criancas e adolescentes com maléaria
e sem malaria (grupo controle).

Os anticorpos antimembrana de eritrécitos ndo erstm associados a anemia

moderada/grave nas criancas e adolescentes comar{pk0,5065, teste do qui-quadrado)
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- Anticorpos anticardiolipina

A proporcdo de autoanticorpos anticardiolipina $ognificativamente maior nos
pacientes com malaria do que no grupo controle ,QB3D, teste binomial de duas
propor¢des) (Figura 6.18) e estiveram associadaseinia moderada/grave nas criancas e

adolescentes com malaria (p=0,0489, teste exdkistier).

Anticorpos Anticardiolipina

38
(49,4%) .
(79,4%)
Positivo
o
Pacientes * Negativo Controle
(N=77) (n=44)

* p=0,0030; teste binomial de duas propor¢cdes

Figura 6.18- Anticorpos anticardiolipina em criamgaadolescentes com maléria e sem maléria (grupo

controle).

Na Tabela 6.13 verifica-se que exceto para a tera@éhe uma associagdo entre
anticorpos antimembrana de eritrécitos e contagefewtdcitos no momento do diagnéstico,
esses autoanticorpos e os demais estudados n&ermtpram associagcdo com a parasitemia,

com a contagem de leucdécitos e com a reatividadmtieorpos IgG e IgM an®- vivax

91



Tabela 6.13 — Relacédo dos autoanticorpos coparasitemia, com a contagem de leucdcitos e

com a reatividade de anticorpos IgG e IgM dhtivivaxno momento do diagndstico.

Variaveis Parasitemia Leucécitos Anticorpos IgG 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)*

*Correlacao linear de Spearman; ** Teste de Manmitiéy
***Teste exato de Fisher; **** Teste do Qui-quadmd

Na Tabela 6.14 observam-se resultados similares @sranticorpos antimembrana
avaliados pelo teste de antiglobulina direto, amfios antimembrana e anticorpos
anticardiolipina nos subgrupos de pacientes com@rnfeccdo e com passado de malaria

(p>0,05, teste de Mann-Whitney, teste binomial uiesdoroporgdes).
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Tabela 6.14- Anticorpos antieritrociticos avaliadmslo teste de antiglobulina direto, anticorpos

antimembrana de eritrécitos e anticorpos antichpii@ em pacientes com primoinfec¢do e naqueles

com passado de malaria.

Primoinfeccgéo

Passado de Malaria 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 eritrécitos (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 padrao
** Teste binomial de duas proporcoes

O intervalo de tempo decorrido para o diagnosti@o foi fator determinante para a

presenca de autoanticorpos anticardiolipina, amtibrana de eritrécitos e a positividade ao

teste de antiglobulina direto nas criancas e adetdses com malarigvax (respectivamente,

p=0,3114, p= 0,1981, p=0,7854, testes do qui-quiadde particdo), como se verifica na

Tabela 6.15.

Tabela 6.15- Intervalo de tempo decorrido para agmldstico de malaria e resposta aos auto-

anticorpos anticardiolipina, antimembrana de erito§ (ELISA)n e antieritrociticos avaliados pelo

DAT.
Tempo Ac anticardiolipina* Ac antimembrana de Ac anti membrana de
de doenca Eritrocitog * eritrocitos (DAT)***
Positivo Negativo Positivo  Negativo  positivo Negativo
0-3dias 17 (43,6%) 16 15 18 10 23
(42,1%) (41,7%) (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%) (18,4%) (33.3) (17,1%) (23,8%) (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 detigao
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6.9. PARAMETROS IMUNOLOGICOS (IMUNOGLOBULINAS, CITO CINAS E
AUTOANTICORPOS) DURANTE O ACOMPANHAMENTO DE CRIANGCA S E
ADOLESCENTES COM MALARIA vivax:

6.9.1. Imunoglobulinas IgG antiP. vivax

A analise conjunta de IgG ari- vivaxavaliados por imunofluorescéncia indireta no
soro de 70 pacientes revelou testes reagentes el@D@ D30, respectivamente em 91,4%,
95,7% e 92,9%. Titulos positivos até a diluicdo2d860 predominaram em D30 (70%;
49/70). Diluicbes de 5.120>10.240 foram observadas em metade dos pacientastdigeu
tratamento e em 22,9% no primeiro controle de (lahela 6.16).

Tabela 6.16 - Distribuicdo da frequéncia de titudeslgG antiP. vivaxem pacientes com malaria
vivax no primeiro dia de atendimento (D0), no finaltddgamento (D7) e no primeiro controle de cura
(D30)

Titulos de IgG antP. vivax(IFl) 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) 491,4)
5.120 a> 10.240 35 (50,0) 36 (51,4) 16 (22,9)
TOTAL 70 (100,0) 70 (100,0) 70 (10,

6.9.2. Fator de Necrose Tumoral e IL-10

Houve uma elevacéo crescente e significativa do fé& necrose tumoral, 23,3 £ 16,6
pg/ml, no final do tratamento (D7) e no primeiramttole de cura (D30), 49,3 = 79,7pg/ml em
relacdo ao observado em DO, 17,0 £ 61,0 pg/ml (6€d, amostra pareada, teste de
Friedman, DO x D7; DO x D30). Situacdo inversa omoercom a interleucina-10: valores
significativamente mais elevados em DO, 190,8 +&p@/ml quando comparados aos de D7
e de D30, respectivamente 64,9 + 21,2 pg/ml e B5B,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-eritrociticostéste de antiglobulina direto)

A Figura 6.19 apresenta o percentual de paciemesteste de antiglobulina direto
positivo em DO, D7 e em D30, respectivamente 26(2%75), 38,5% (30/78) e 25,6%

(17/66), bem como aqueles que permaneceram coenfesttivo durante algum periodo do

acompanhamento.
Teste de Antiglobulina direto positivo *
38,5%
(30/78)
30
25126,7%
20/75)
201 7esy  222%
(17/66)  (16/79)

15+ 16,2%

(10/62) 15,0%

(9/60)

10+

0_
DO D7 D30 (DO e D7)(DOe D30) (DO, D7 e D30)

* Os pacientes que nao realizaram o teste foranulasd

Figura 6.19 - Teste de antiglobulina direto positivo primeiro dia de atendimento (DO0), no final do
tratamento (D7), no primeiro controle de cura (D80Yurante o periodo de acompanhamento de
criancas e adolescentes com maléria.

Das criancas e adolescentes qeeativ teste de antiglobulina direto positivo em
DO (26,7%; 20/75), 45% (9/20) tinham anemia lex35% (7/20) anemia moderada/grave. No
final do tratamento (D7), verificou-se que dentgai€las com teste positivo (38,5%; 30/78),
56,7% (17/30) tinham anemia leve e 23,3% (7/30a@enoderada. Dos testes positivos
(26,1%; 17/65) no primeiro controle de cura (D3M),6% (3/17) tinham anemia leve. Apesar
desses resultados, ndo foram observadas diferemt@s o percentual de testes positivos e
negativos entre os pacientes anémicos e nao arertteco DO, p= 0,7636; em D7, p=
0,5477; em D30, p=0,1667, testes exatos de Fibhatgral).
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Persisténcia de testes positivos de antiglobutiiteto em todo o periodo de
acompanhamento do estudo (DO, D7 e D30) foi obdanem 15% (9/60) dos pacientes
(Figura 6.19).

6.9.4 Autoanticorpos antimembrana de eritrocitos (EISA)

A Figura 6.20 apresenta a resposta aos autoartEa@ptimembrana de eritrocitos
durante o periodo de acompanhamento dos pacientds,se observa 46,8% (36/77) de testes
positivos em DO, 25,6% (20/78) em D7 e 22,5% (1pAth D30. Em apenas um paciente
(1,4%) os anticorpos antimembrana de eritrécitosigram por todo o periodo do estudo.

Teste para anticorpos antimembrana de eritrocitos psitivo*

46,8%
407 (36/77)

35+
30+

25 25,6%

(20/78) 22 5%
201 (16/71)

| 13,0%
15 ()
101 (8/70)
1,4%
5_

(1/70)

0+
DO

D7 D30 (DO e D7XDO e D30) (DO, D7 e D30)

* Os pacientes que nao realizaram o teste foranuwas

Figura 6.20 - Resposta positiva de anticorpos amtibrana de eritrocitos em DO, D7, D30 e durante o

periodo de acompanhamento de criancas e adolescamemalaria.

6.9.5.Autoanticorpos anticardiolipina

Na Figura 6.21 observa-se a resposta dos anticanpasardiolipina, os quais foram
positivos em cerca da metade da amostra (50,69788b primeiro dia de atendimento. Em

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

pacientes durante o seguimento clinico-laboratorial

Teste de Anticardiolipina positivo *

62,8%
(49/78)
50+

45+
40+
357

39,6%
(30/77)

30+
13,0%
zg 10.7% (9/70)
(14/71) 14,3%
15+

(10/70)
10+

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

* Os pacientes que nao realizaram o teste foranuiad

Figura 6.21 - Resultado positivo de anticorposcantiiolipina em DO, D7, D30 e durante o periodo de

acompanhamento de criancgas e adolescentes comamalar

Houve associagdo entre anemia moderada/grave eengee de anticorpos
anticardiolipina (p=0,0489, teste exato de Fisten) DO. No final do tratamento (D7), a
anemia foi observada em propor¢cdes semelhantesateas e adolescentes com anticorpos
anticardiolipina positivo ou negativo, respectivauee81,6% (40/49) e 86,2% (25/29) (p=
0,7571, teste exato de Fisher, bilateral). Do mesnuulo, em D30 n&do se evidenciou
associacdo entre anemia e presenca de anticorpoardiolipina (p=0,3761, teste exato de

Fisher, bilateral).
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6.10. EVOLUGCAO DOS NIVEIS DOS AUTOANTICORPOS: ANTI- ERITROCITICOS
AVALIADOS PELO TESTE DE ANTIGLOBULINA DIRETO, ANTIM EMBRANA
DE ERITROCITOS (ELISA) E ANTICORPOS ANTICARDIOLIPIN  A:

Na Figura 6.22, observa-se a evolucdo dos nivasdtoanticorpos: anti-eritrociticos

avaliados pelo DAT, anticorpos antimembrana derdeiitbs (ELISA) e anticorpos

anticardiolipina no periodo de 30 dias, a partirpdioneiro dia de tratamento (D0O) em uma

amostra pareada envolvendo 58 pacientes. Os gmag@antimembrana de eritrocitos tiveram

um declinio significativo em relacdo aos anticorpogcardiolipina (p=0,0057, Log-rank test)

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

40 -
35 1
30 A
25 A
20 A
15
10 ~

Frequéncia

Ac Anticardiolipina

Ac anti-eritrociticos

Ac Antimembrana* (DAT)

" Intervalo de te'mpo (dias)

* p=0.0012 (ac antimembrana x DAT); p=0.0057 (ac antimembrana x ac anticardiolipina)

Log-rank test

Figura 6.22 - Evolucao dos niveis dos autoanticogrti-eritrociticos avaliados pelo DAT, antimenmara

de eritrécitos (ELISA) e anticardiolipina em crgas e adolescentes com maldmiaax
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7) DISCUSSAO:

O estudo avaliou os parametros clinicos, hematmégibioquimicos e imunoldgicos
de criancas e adolescentes com malaria Plasmodium vivaxatendidas em regime
ambulatorial, em postos de atendimento nas cidagesBelém e Augusto Correa. Os
resultados obtidos foram comparados a um grupoudeegta criancas e adolescentes sem
maléaria, parentes ou vizinhos dos casos-indicesn@giduos com malaria foram também
comparados entre si, em relacdo as coletas reatizaal dia do diagndstico, ao término do
tratamento (D7) e no primeiro controle de cura (D30

Além da anemia associada a malaria, outras cawsasemia frequentes na faixa
etaria pediatrica e que poderiam interferir nosilltados como variaveis confundidoras ou
modificadoras de efeito, tais como caréncia deofedesnutricdo e parasitose intestinal,
deficiéncia de G6PD e doenca falciforme, tambérarfoavaliadas.

Dos exames laboratoriais, além da dosagem da hehiog) utilizada para estimar a
anemia como preconiza a OMS, avaliou-se a sétim@téria, os indices hematimétricos, o
namero de reticulécitos, de leucécitos e de plarpuebMediante a analise do distendido
sanguineo foi também possivel detectar alterac@e$oldgicas dos eritrocitos. A ferritina
sérica foi o parametro utilizado para o diagnostieodeficiéncia de ferro, ndo tendo sido
possivel a utilizacdo de outros marcadores paecc@d de ferropenia, por serem exames de
alto custo e/ou de dificil realizacdo em labora®rde rotina. Os helmintos e protozoarios
intestinais foram pesquisados em exames copropadascos nos pacientes e nos individuos
do grupo controle.

Os parametros imunoldgicos estudados, relacionadasemia foram os anticorpos
IgG e IgM anti-Pvivax os anticorpos anti-eritrociticos avaliados pelsté de antiglobulina
direto (DAT), também conhecido como teste de Cogroksanticorpos antimembrana de
eritrécitos avaliados pela técnica de ELISA, oscanpos anticardiolipina e as citocinas -
TNF e IL-10. Realizaram-se exames diarios parasgusa de plasmddio em gota espessa
(até a obtencdo de duas laminas consecutivas cuttado negativo) para acompanhamento
da resposta ao tratamento antimalarico e foramasfetomparacdes de dados clinicos,
laboratoriais e imunoldgicos entre 0s pacientesegti@vam apresentando o primeiro episédio

de malaria e aqueles com episodios anteriores elacdo
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7.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS:

Segundo as estatisticas do Ministério da SauderdsilBno periodo da coleta de
dados do estudo (2002 a 2005), 45,1% do total descaotificados de malaria no pais
ocorreram na faixa de zero a 19 anos, sendo que@i8, houve um aumento desse
percentual passando as criancas e adolescentgseseamtar 47,8% dos 314.869 casos da
doenca (Sivep_Malaria/MS, 2009). Tal panorama destnara importancia da abordagem dos
aspectos epidemioldgicos, clinicos e imunolégiasadlaria nessa parcela da populacéo.

As criangas e adolescentes adquiriram maléria @a Bietropolitana de Belém, em
municipios do interior do Par4 e na Guiana Frandessdominaram os casos autoctones de
malaria (77,8%), ou seja, adquiridos no proprioitaalnlo paciente. Excetuando os 1,2% de
casos adquiridos na Guiana Francesa, as regifedadas estdo localizadas na Amazoénia
brasileira, que concentra 99,9 dos casos regisgrddamalaria do Pais (Sivep_Maléria/MS,
2009).

Os pacientes deste estudo foram susceptiveis deriadgalaria, independentes do
sexo, masculino ou feminino. A associacdo entrénaaé sexo na faixa etaria pediatrica ndo
€ habitual (Venturaet al, 1999; Noronhaet al, 2000, Pintoet al. 2001), diferente da
populacdo adulta, em que os casos de maléria predonmo sexo masculino, j& que os
homens, mais do que as mulheres, exercem atividazigsacionais consideradas de risco
para aquisicdo da doenca, tais como garimpagemnacér de madeira, extracdo de palmito e
pesca de subsisténcia (Cardesal., 1992 de Freitas, 2004).

No grupo com maléaria houve um predominio de adeldss (59,2%) sobre os pré-
escolares e escolares, sem que esse fato, tivefis@éncia sobre os parametros clinicos,
laboratoriais e imunologicos estudados, uma vez aygeau de imunidade para a doenca,
indiretamente avaliada pela histéria passada déarimahao foi diferente entre essas diversas
faixas etarias. Tal resultado pode ser atribuittar@ssmissao instavel de malaria na Amazonia
brasileira, onde os individuos sé@o vulneraveisuasagfio da maléria, ndo importa a idade que
apresentem, em contraposicdo ao que se observeeamde transmissao estavel e/ou perene
de malaria, como na Africa, em que as criancas nesrde cinco anos pagam maior tributo a
doencga, apresentando as maiores taxas de morkalidade (Baird, 1995; Marsh & Snow,
1997; OPAS, 2001, Duartt al, 2004)

Na avaliacdo do estado de saude é fundamentaldevasias desigualdades sociais e

econdmicas da populacdo das diversas regides dirasjl como fatores determinantes de
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agravos (Brito, 2008). Em nossa casuistica 10,1% rmddes eram analfabetas e 68,4%
possuiam o 1° grau. Um pouco mais da metade (54&#)u renda igual ou inferior a um
salario minimo.Essa realidade ja foi apontada por Carrasquill®Xp@o concluir que os
mais acometidos por malaria séo justamente os demnenda e escolaridade que, em geral,
residem proximo aos criadouros de anofelinos exisgena periferia dos centros urbanos ou
no interior dos Estados da Amazonia e da Colémbia.

A despeito da baixa renda familiar da populacdadesta, predominaram criancas e
adolescentes eutroéficos (87,6%). Em uma pesquis@mnma sobre Demografia e Saude da
Crianca e da Mulher realizada pelo Ministério daidga a frequéncia de desnutricdo
observada foi de 1,7% para criangas abaixo de @nos e de 2,2% para meninas na faixa
etaria de 15 a 19 anos, dentro do percentual ekpgrara populacbes saudaveis e bem
nutridas (PNDS-2006, relatério final, 2008). Adespaa UNICEF (2008) igualmente atesta
que houve diminuicdo da desnutricdo ao afirmar ‘qu@roporcdo de criangas com baixo
peso para a idade no Brasil, entre 2000 e 2006,d=il2,7% para 3,5%, representando uma
reducdo de 72,4%". Nossos resultados podem refidguma melhoria dos indicadores
nutricionais das criancas brasileiras e faz senfidnsar que isso possa ter ocorrido em
consequéncia do aumento indireto da renda, peléemgntacdo e execugcdo de programas
destinados as familias carentes pelo governo fed@vaenene, 2003).

Em nossa casuistica, foram estudadas somente agi@n@dolescentes com malaria
por Plasmodium vivaxa espécie responsavel por 84,4% dos casos deanaddificados em
2008 no pais (Sivep_Maléaria/MS, 2009). Tal situagfiere radicalmente daquela observada
no continente africano, onde a malaria é determinpncipalmente peldPlasmodium
falciparum(Snowet al, 2003).

Os pacientes diferiram quanto ao niamero de episdditeriores de maléaria: para
43,2% deles era o primeiro episédio e para 56,8%rp0e episdédios haviam ocorrido. Em
areas endémicas brasileiras, é freqlente que pesisglatem histdria pregressa da doenca,
como nos estudos realizados em Mato Grosso port®earal. (2004) e no Pard, por
Fernandet al. (2008) que observaram respectivamente 76,1% e d&¥idividuos com

malaria com pelo menos um episédio anterior da ¢hoen
7.2. ASPECTOS PARASITOLOGICOS:

Os pacientes possuiam parasitemia média (6.543%872 formas assexuadas/fm

semelhante a de outros dois estudos conduzidosardy Pm pacientes infectados p@o
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vivax 0 primeiro na faixa etaria de zero a quinze and$.343 + 6.572 formas
assexuadas/mn (Ventura, 1997) e o segundo em individuos de stods idades, com
predominancia de adultos (4.308 + 6.521 formasxasstas/mm) (Fernandest al, 2008).

Com a instituicdo do tratamento antimalarico, 592%?,6% dos pacientes estavam
negativos para a presenca de parasitos no samguknte, respectivamente no terceiro (D2)
e quarto (D3) dias de tratamento. Em D7 todasiangas e adolescentes eram negativas para
a pesquisa de plasmodio em gota espessa. Dinasg@oaslhantes de declinio e negativacao
da parasitemia foram observadas em estudo anpaioventura (1997) e também por Pinto
et al(2001) em criancas e adolescentes com malévdx na Regido Amazonica.

No subgrupo de pacientes com passado de maléariaives de parasitemia foram
inferiores aos observados naqueles que néo retatpeésddio prévio da doenca. Da mesma
forma, o desaparecimento da parasitemia foi masgme nas criancas e adolescentes com
passado de maléaria. Assim até D2, 75,6% dessasas&® adolescentes ja estavam com gota
espessa negativa para a presenca de plasmodig @M% daquelas sem historia pregressa
da doenca. No mesmo sentido dessas observacOaatoarse que 100% dos pacientes com
passado de malaria e 90% daqueles sem esta histbangam negativos no exame da gota
espessa em D3. Tais resultados sé&o coerentes cwgaa de que uma re-exposicao aos
antigenos do plasmaddio é capaz de limitar a paragt ao desencadear uma resposta imune
direcionada as diversas fases do ciclo assexuagardsitaKing et al, 2008).

Observou-se entdo uma correlacdo entre parasiemistoria pregressa de malaria e
também entre esta e 0 desaparecimento da parasitambas sobre influéncia do longo
intervalo de tempo (6,2 + 6,5 dias) para que a ¢dnsse diagnosticada e tratada. Esta
situacdo é semelhante aos estudos realizados paurdet al (1999) e do Amaraét al
(2003) que respectivamente referiram 12,5 e 135 de prazo para que o diagnostico de
malaria fosse estabelecido em criancas e adolesceom malaria, na regido Amazonica. A
demora no diagnostico e consequente retardo piiario tratamento suscita preocupagdes
quanto a formacdo dos profissionais de salde eapecidade de evocar o diagnostico de
malaria dentre as principais hipoteses diante da doenca febril aguda em areas onde a
doenca tem carater endémico. Dados do Servico giNtia Epidemiologica de Maléaria do
Ministério da Saude (SIVEP/Maléaria, 2009) mostrane $5,78% dos casos de malaria da
area urbana e rural da Amazoénia brasileira foraagraisticados nas primeiras 48 h do inicio

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

Nos pacientes, os sintomas componentes da triadmad@ria (febre, calafrio e
cefaléia) estiveram presentes em respectivamen®®20,1% e 77,8% dos pacientes, sem
que se observasse influéncia do passado de matibia tais manifestacdes clinicas. Esses
percentuais foram similares aqueles encontradosesmo anterior realizado na mesma
regido (respectivamente 97%, 91% e 85%; Vergue. 1996), mas superiores aos relatados
por Rodriguez-Moralest al (2006) em setenta e oito criancas internadasmafériavivax
na Venezuela no que se refere a frequéncia diviogll,03%) e cefaléia (14,1%).

Hepatomegalia e esplenomegalia foram observadpsategamente em 9,9% e 14,8%
dos pacientes refletindo o comprometimento do migteeticulo-endotelial, que integra o
repertorio de respostas geradas pelo hospedeirie faenfeccdo plasmodial (Engweretzal.,
2004; Buffetet al, 2009). O percentual de pacientes com hepatomegadistrado nesse
estudo foi inferior aos 29% e aos 43,3% de hepajah@observados respectivamente por
Venturaet al. (1999) e por do Amarai al. (2003) em populacdes da faixa etaria pediatrica.
O percentual de esplenomegalia foi também infexom encontrados por Ventugtal. 1999
(46%) e Amarakt al.2003 (50%); mas foi superior aos 10% observado€pbeverriet al.
(2003) em uma populacdo da Amazbénia colombiana eencgrca de 1/3 dos individuos
estudados eram criancas.

Em D3/D4 os sinais e sintomas presentes no mamdat diagnostico ja se
encontravam em franco declinio, coincidindo com esagarecimento da parasitemia em
92,6% dos pacientes em D3 e praticamente a toti@idales em D4, o que denota uma boa
resposta clinica e parasitaria a terapéutica. tdeatura pesquisada, os dados clinicos sobre
malariavivax em pediatria s8o escassos. A comparacao dos datdss neste estudo com
aqueles observados em criancas e adolescentes dgugriram malaria em condicdes
epidemiolégicas semelhantes as do estudo atualtfkéen1997) mostram uma relativa
sobreposicao de resultados, no que tange o desapanto da triade e da maioria dos sinais
e sintomas, paralelamente ao declinio e negativéggarasitemia.

Na fase aguda da doenca, isto €, no periodorgigériento, houve uma discreta
reducdo da média ponderal, provavelmente a custsadéestacdes clinicas tais como febre,
astenia e anorexia que podem ter contribuido paeraenor ingestédo alimentar. Todavia, ao
retornarem para o primeiro controle de cura, aances e adolescentes apresentaram um
ganho ponderal médio de 600-1.100g. Tal aumentalgrah é de fato comum apds a

resolucdo de um quadro infeccioso. Os estudos sobrgacto da malarigivax sobre tais
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parametros na faixa etaria pediatrica sdo escassas,acredita-se que B. vivax possa
influenciar o estado nutricional a semelhanca de qoorre em é&reas holoendémicas de
malariafalciparum em que o parasito € capaz de causar alteragiecsitivas no ganho de

peso de lactentes e pré-escolares (&hiffl., 1996, Williamset al.,1997).

7.4. ANEMIA:

A taxa média de hemoglobina no grupo com malaria,2(1+ 1,93 g%) foi
significativamente inferior aquela registrada naipgr controle (12,3 + 1,17g%), embora
superiores as observadas por Ventetral (1999) e Rodriguez-Moralest al. (2005) em
amostras de criancas e adolescentes com malaaa(respectivamente 9,9 + 2,1g% e 8,9
2,650%). Entretanto, a média dessa casuisticanfeiior aquela (13,4 + 2,09%) encontrada
por de Freitas (2004) em uma amostra constituigdgoninantemente por adultos, o que
parece refletir a sabidamente maior susceptibiéddd populagcédo infanto-juvenil para o
desenvolvimento de anemia e de formas mais gravesatfria.

Como esperado, a chance de aparecimento de an@Ra2,6690, p=0,0258,
IC(95%)=1,1975-5,9487) foi 2,7 vezes maior no grapm malaria do que no grupo controle,
0 que soO se explica parcialmente, pelo parasitistn@eritrocitico e a resultante lise mecanica
dos eritrécitos promovida pelo plasmaodio duranésguizogonia (Rey, 1992). De fato, como
a anemia ndo costuma ter uma relacdo direta comarasifemia, podendo persistir ou até
mesmo aparecer na auséncia desta, outros mecardenmagureza imune e hormonal podem
ser desencadeados e atuar sobre os eritrocitashoel ® medula 60ssea. Na realidade, a anemia
da malaria possui etiologia complexa e multifatprimansformando em desafio sua
elucidacao fisiopatologica (Menendetzal, 2000; Ekvall, 2003; Chang & Stevenson, 2004).

Setenta e cinco por cento das criancas e adolesceoitn malaria estavam anémicas
no momento do diagnéstico (contra 52,5% do gruprote), sendo 66,1% com anemia leve,
30,5% anemia moderada e 3,5% com anemia graveerReais superiores de anemia grave
foram encontrados na Venezuela (10,26%) e na Isi®r{82%) em criancas também com
malariavivax mas com idade inferior aquela por nés estudaaar{§uez-Moraleset al.
2006; Poespoprodjet al 2009). Por outro lado, Fernanadsal. (2008) encontraram somente
um caso (1,4%) de anemia grave (Hb=6,3 g%) em umpalacdo mista de adolescentes e
adultos com malariavivax na AmazOnia brasileira. Ainda que guardadas asrvas

necessarias decorrentes de diferencas na expasigapopulacdes estudadas, esses dados
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parecem confirmar a no¢do geralmente aceita deaquevaléncia de anemia grave € maior
na crianga, sobretudo na de tenra idade, decrescasdadolescentes e por fim nos adultos.

Neste estudo, a prevaléncia de anemia leve nascadae adolescentes com maléaria
nao diferiu significativamente daquela apresengadas individuos controle (sem malaria). A
diferenca entre pacientes e controle foi signifi@apara a prevaléncia de anemia moderada e
de anemia moderada/grave, consideradas conjuntarfjg@mjue apesar da auséncia de anemia
grave no grupo controle, a presenca de anemia geave3,5% dos pacientes ndo foi
significativa). N&o obstante nossos achados demawast variabilidade de apresentacédo da
anemia na infeccéo peR vivax o encontro de anemia moderada/grave nestes [excigeve
servir de alerta para os profissionais de saludicando que esta espécie de plasmaodio,
predominante no Brasil, pode, a exempldPddalciparum determinar manifestacées graves.
De fato, cada vez mais a literatura vem chamanelocdb para as complicacdes decorrentes
da malariavivax inclusive com desfecho fatal, o que vem modifitaro panorama da
doenca, anteriormente considerada essencialmenignbe(Ohnishiet al 2008; de Lacerda
et al, 2007; Tosta, 2007; Santos-Ciminetal, 2007; Pricest al.,2007).

As criancas e adolescentes que apresentavam ang@l@id primeira vez tiveram
significativamente mais anemia moderada/grave do lgue, em comparacdo com aquelas
com passado de maléaria. Ademais, as criancas esagoltes com malaria pela primeira vez
tiveram parasitemia significativamente maior e dexraon mais para obter o clareamento da
parasitemia, 0 que parece coerente com a ausénciaa resposta imune prévia especifica e
efetiva contra o parasito (Artavanis-Tsakoagal., 2003).

A palidez foi um pardmetro util para o diagnostipesuntivo de anemia com
sensibilidade de 77,1%, desempenho semelhantesaésvabdes de Lubgt al. (1995) que
verificaram sensibilidade de 66% para diagndstieoademia moderada e de 93% para
diagndstico de anemia grave, ao utilizar sinarsads (dentre os quais a palidez palmar) para
o diagnostico de anemia em criancas em area ecd@mimalaria, em Malawi, Africa.

No inicio do tratamento, a palidez foi observada&8,9% e a anemia em 75% dos
pacientes, sendo essa a terceira manifestacaoactimis freqiente. Ela se mostrou capaz de
diagnosticar aquelas criancas e adolescentes cemiamoderada/grave. Em D7, palidez e
anemia permaneceram elevadas, respectivamente 83%,esendo ainda observados alguns
casos de anemia moderada e anemia grave. No pricmitrole de cura (D30), 28,4% das
criancas e adolescentes ainda estavam palidagS® 4f#nda com anemia, de grau leve, com
excecdo de dois individuos que apresentavam ansroderada. A melhora gradual na

anemia destes pacientes, com parasitemia negatespesta hematopoiética progressiva da
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medula Ossea, esteve em conformidade com o compamta evolutivo da maléaria
falciparume da malariasivax em criancas e adolescentes africanas ou amazpgigasinda
se apresentavam anémicas no oitavo dia e/ou nesimg@ dia de acompanhamento clinico
(Ventura, 1997; Biembat al, 1998, Nussenbladt al, 2001).

Nas criancas e adolescentes com malaria desteoefttain encontrados 78,5% de
exame coproparasitolégico positivo: 57% para unpgas, 27,8% para duas e 14,7% para
trés ou mais espécies de parasitos intestinais.egpeaito dessa elevada frequéncia, os
helmintos e protozoarios nao tiveram influénciareaod anemia dos pacientes. Do mesmo
modo, os ancilostomideos, helmintos que classiceEmenssuem papel de destague como
indutores de anemia ferropriva na infancia, tamb#u estiveram implicados na anemia
desses pacientes. Tais resultados séo similaresbsesvados por Akhwalet al. (2004)em
uma amostra com 1.314 individuos de varias faix@sas no Quénia, onde houve associacao
significativa entre anemia e infeccdo malérieafélciparun), mas ndo com a infestacao por
ancilostomideos. Por outro lado, diferem dos radok de Achidet al. (2008) em escolares
africanos residentes de areas co-endémicas deianaldnelmintiases em Camardes, que
demonstraram influéncia dos helmintos no deternmaisla anemia associada a malaria por
P. falciparum

Na realidade a relagdo causal entre anemia e fm@sintestinal nem sempre é
facilmente estabelecida, porque a anemia resultaind@ complexa interacdo entre meio
ambiente, idade, habitos alimentares, status smmoémico, poliparasitismo, grau de
infestacdo parasitaria e da genética do hospe@enio parasito. Ignorar esses fatos e/ou
considera-los isoladamente pode levar a conclusiéaeas sobre a freqiéncia e a causa da
anemia (Britoet al, 2006). Se um terceiro fator potencialmente iadde anemia, como a
infeccdo malarica estiver atuando nessa relac@iesafio de entender o papel que cada um
desses agentes desempenha na anemia de criangaleseentes € ainda maior (Druilee
al., 2005; Brookeet al, 2006, Pullan & Brooker, 2008).

Outras causas potencialmente determinantes de ameniaixa etaria pediatrica séo a
desnutricdo protéico-caldrica e a deficiéncia eifigacde ferro (Queiroz &Torres, 2000;
Borelli et al, 2004). Em nossa casuistica encontramos 6,2% sleuttigcdo, sem que esta
estivesse associada a anemia. No Quénia, a desioudsteve presente em 15,4% de criangas
hospitalizadas com malarfalciparum mas sem relagdo com a anemia quando os dados
foram submetidos a anélise multivariada (Ong’eehal., 2006). De forma semelhante, as
consideracOes feitas sobre o impacto da co-exist&® parasitose intestinal e malaria e o

impacto sobre a morbidade da maléria, em espegiahdmia em criancas e adolescentes, ha
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controversia sobre a relagdo entre estado nutdtiomalaria e anemia, especulando-se se a
desnutricdo atuaria como um fator de protecdo cagdavo para malaria (Mc Gregor, 1982;
Ghoshet al, 1995; Gentoret al, 1998; Friedmaet al, 2005; Ehrhardét al,, 2006).

Nestes pacientes a deficiéncia de G6PD e a Doealcefdrme foram investigadas
como possiveis causas de anemia. Evidenciou-se @¢7#@eficiéncia de G6PD, percentual
similar aos 3% encontrados por Santaaal (2009) em area endémica de maléaria, em
Manaus, porém inferior aos 7,9% obtidos por Castral. (2006), em um estudo transversal
realizado no sul do Brasil. Nado foram observadosogade doenca falciforme, mas téo
somente o traco falciforme em 1,2 % dos paciem@spativel com a freqiéncia de 2 a 8%
referida para a populagéo brasileira (Zago, 2001).

Nos locais onde a maléaria tem alta prevalénciaefeci@ncia de G6PD e a doenca
falciforme podem ser um fator de protecdo ao limdaparasitemia e a expressao das
manifestacdes clinicas associadas a maléria (Wislet al, 2005; Tripathy & Reddy, 2007;
Tosta, 2007). Devido o baixo percentual destasagiies hemoliticas congénitas em nossos
pacientes, ndo foi possivel determinar essa protegéntudo, a deficiéncia de G6PD e o
traco falciforme nao influenciaram na média de hglolmina apresentada pelos pacientes.

O intervalo de tempo decorrido entre o aparecimdonsintomas e o diagndstico de
malaria ndo parece relacionado a anemia leve, oaester contribuido de modo significativo
para anemia moderada e para as anemias moderadafypa pacientes com malaria. E
possivel que tais resultados demonstrem um defi@mimina relacdo parasito-hospedeiro
exacerbado pelo aumento do tempo de interacdo antb®s, que como pretendem Tosta
(2007) e Priceet al (2007) facilitaria ao plasmédio expressar o setencial patogénico,
dificultando a atuacao do sistema imune em linatparasitemia e diminuir a morbidade e o
risco de complicacdes inerentes a doenca.

Do ponto de vista epidemiolégico, em area de tréssio de malaria, o atraso no
diagnostico e consequentemente na instituicdo atantento anti-malérico, aumentam as
chances de aquisicdo de gametdcitos (presentsangue periférico desde o estagio inicial
da infeccéo) pelos anofelinos por ocasido do repsatguineo e de transmissao pelo vetor
infectado para o individuo suscetivel. Por outdp)anovas infec¢des, aumentam as chances
de recaida, pela inoculagdo de novas geracOes moesitos que podem permanecer
quiescentes no figado, como resultado igualmentatrdso na administracdo da terapéutica,
que inclui a primaquina, droga de acado hipnozdiéice gametocitocida. Também sob esse

aspecto, hemolises (de eritrocitos parasitado® @aésitados) recorrentes e a diseritropoiese
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induzidas por essas recaidas podem exacerbar daamartifatorial da malaria (Collinst
al., 2003; Priceet al, 2007).

7.5. DADOS LABORATORIAIS:

7.5.1. Ferritina

A ferritina, um dos marcadores séricos utilizadaspavaliar a caréncia de ferro, se
encontra diminuida nos trés estagios de caréncisedaineral: a) deplecdo dos estoques de
ferro tecidual, sem alteracdo no hematdcrito oflenm sérico; b) deficiéncia na eritropoiese
em consequéncia do esgotamento dos estoquesrraeldesistema reticulo-endotelial, com
diminuicdo dos niveis de ferro sérico, aumentoajzacidade de ligacdo da transferrina e do
nivel sérico de transferrina, diminuicdo da cotreexdo de hemoglobina nos reticuldcitos,
sem alteracbes no hematdcrito ou no esfregaco Berguc) anemia ferropriva em que a
hemoglobina e o hematdcrito se encontram diminuyidibsracées no distendido sanguineo,
além de achados laboratoriais que caracterizanases fprecedentes. Entretanto, a ferritina
Nnos processos infecciosos atua como uma protefiaanatéria, elevando-se na fase aguda da
doenca, de modo a limitar a utilizagdo do ferr@udante pelos microorganismos que dele
dependem (Waltegt al 1997; Paivat al, 2000, Machado, 2008). O ferro ndo € um elemento
importante para a sobrevivéncia do plasmédio, poparasito promove a degradacdo da
hemoglobina, utilizando-se da globina para suagdaties metabdlicas e liberando o radical
heme (composto por ferro), que é estocado como haim (pigmento malarico). Por outro
lado, o ferro proveniente da lise do eritrocitoeétilizado para a sintese de hemoglobina.
Porém, se a oferta desse mineral se sobrepfe a&ssiarles do organismo, niveis
aumentados de ferro podem ser encontrados emdundisicom malaria (Franoes al, 1997).

Nas criancas e adolescentes com maléaria desteoestwdlor médio da ferritina sérica
(262 + 173,0 ng/ml) foi significativamente superaw encontrado no grupo controle (51 +
52,9 ng/ml), embora ainda estivesse no padrao deatidade. Niveis séricos de ferritina
mais elevados em pacientes com malaria foram tamtigservados em criancas ou em
adultos com malaria sintomatica ou assintomatica [pas et al. (1997), Stoltzfuset al.
(1997), Odunukweet al. (2000) e Assobayiret al (2001). Esses autores salientam a
dificuldade de se estimar a real caréncia de fewode anemia ferropriva em areas
hiper/holendémicas de malaria, utilizando-se apeaaserritina sérica e enfatizam a
necessidade de combinar outros marcadores, taiso ceaturacdo da transferrina,

protoporfirina eritrocitaria e receptor de trangfe, para aumentar a sensibilidade dos
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métodos de avaliacdo da causa da anemia em aréasgeraas. Entretanto, tais marcadores
ndo sdo exequiveis para utilizagdo de rotina erdesaiblica, por requererem laboratérios
com equipamentos especializados e serem de alio (Btevaet al, 2000; Machado, 2008).

N&o se observou correlacdo significativa entre mitifea sérica e a taxa de
hemoglobina nas criangcas e adolescentes com matagae indiretamente sugere que a
anemia destes pacientes foi determinada pela digdioula hemoglobina a custa de hemdlise
e ndo de deficiéncia de ferro. Esta auséncia delagéo foi também observada por Rasl.
(1997) ao verificar a influéncia da malaria em radares do status de ferro em criancas na
india, por Geissleet al. (1998) ao estudar o status de ferro, anemia edsate geofagia em
criangas escolares no Quénia; e por Stoltefue. (2000) ao avaliar a relacdo da anemia e do
status de ferro em relacdo a maléaria, ancilost@méatebre recente em criancas, de zero a
cinco anos de idade, na Tanzania.

Houve, por outro lado, uma correlacdo significateatre a ferritina sérica e a
parasitemia, reforcando o papel dessa proteina cora@ador inespecifico de resposta
inflamatoéria aguda, diante de um parasito que manténa estreita relacdo com a
hemoglobina, em conformidade com outros estuddzadas em areas endémicas de maléaria
da Africa (Geissleet al, 1998; Odunukwet al, 2000; Assobayiret al, 2001).

Os pacientes com primoinfec¢cdo apresentaram caacéot média de ferritina sérica
(315 +168,4 ng/ml) significativamente maior do qagueles com historia pregressa de
malaria (224 +168,3 ng/ml). E possivel que os paegque adquiriram malaria pela primeira
vez e que apresentavam uma parasitemia tambénficgmamente maior tenham tido uma

resposta inflamatéria mais exacerbada, justificaogloiveis mais elevados de ferritina.

7.5.2. Morfologia dos eritrécitos no distendidoanguineo

Alteracbes morfoldégicas dos eritrocitos tais compisa@citose, poiquilocitose,
anisopoiquilocitose, microcitose, hipocromia forarais frequentes nos pacientes do que nos
individuos do grupo controle. Os eritrocitos poderodificar sua forma (de discéides para
esféricos) devido a presenca do plasmodio ou emdeérde alteracdes provocadas pelo
parasito ao se utilizar de componentes dessasasérh sua nutricdo (Ginsberg, 1990;
Franciset al., 1997). As altera¢c6es no distendido sanguineoaimenma evolucdo bastante
favoravel com o declinio e negativacdo da parasitempoés-instituicdo da terapéutica
antimalarica: de 22,4% em DO, para 16,4% em Daneeste 1,5% no primeiro controle de

cura.
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7.5.3. Indicadores hematimétricos

Neste estudo, o indice de variagdo no volume digd@tos (RDW- Red Cells
DistributionWidth) se encontrava nos padrdoes de normalidade, confilongne a anemia
observada nas criangas e adolescentes foi indpeid@lasmodium vivaxe ndo decorreu de
uma caréncia de ferro, ja que, como salientam Me&. (2002), o RDW é um bom marcador
para diagnosticar anemia ferropriva e, ao contidaiferritina sérica, ndo se eleva na vigéncia
de processos inflamatorios agudos (Wadteal 1997; Daset al, 1997) .

Além do RDW, outros indicadores hematimétricosM/GICM e CHCM podem ser
Uteis para auxiliar no diagnéstico das anemiasncaes. Desses, 0 VCM é o mais confiavel,
encontrando-se baixo na anemia ferropriva, pois @MHque representa o peso da
hemoglobina na média dos eritrocitos e o CHCM, eatracdo de hemoglobina na média dos
eritrocitos, sdo passiveis de sofrer interferédeiaarios fatores, dentre os quais, a hemdlise.
O HCM e o CHCM dos pacientes desta casuistica faignificativamente mais elevados do
que aqueles do grupo de criancas e adolescentes nsaldria, provavelmente em
consequéncia da lise dos eritrocitos por fendmemexsinicos e imunoldgicos desencadeados
pelo plasmédio (Menendexz al, 2000; Ekval, 2003; Garanito, 2008).

Nos pacientes houve predominio de anemia normac@icormocrémica (55,7%),
semelhante ao observado por inUmeros outros autamés em paises africanos quanto no
Brasil (Stein & Gelfand, 1985; de Freitas, 2004n &aKaur, 2005).

7.5.4. Eritrécitos e Hematocrito

Paralelamente a taxa de hemoglobina que foi s@gtifiamente menor nas criancas e
adolescentes com malaria do que nas do grupo tenberitrécitos e o hematdécrito também
estavam significativamente diminuidos nos pacierftas alteracdes foram transitorias, com
elevacdo e normalizacédo no final do tratamento efprimeiro controle de cura e sugerem
uma resposta hematopoiética da medula 6ssea, ta@mela negativacdo da parasitemia em
decorréncia da administracdo dos antimalaricos,h@&@ndo, via de regra, necessidade de
outros procedimentos terapéuticos, tais como adimaigido de ferro ou transfusdo sanguinea
(Selvam & Baskaram, 1996).
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7.5.5. Reticuldcitos

A despeito das criancas e adolescentes com madgriesentarem reticulécitos dentro
dos valores considerados normais, a meédia (1,2 %0 foi significativamente maior do que
aquela dos individuos do grupo controle (0,8 +%)8 No final do tratamento, houve um
aumento significativo da contagem de reticulécitosjue demonstra de modo indireto que
houve resposta da medula 6ssea a anemia (Wickraghasi& Abdalla, 2000; Chang &
Stevenson, 2004).

7.5.6. Série Branca

Na malaria € comum o encontro de leucocitos corarealnormais ou diminuidos,
embora também possa haver leucocitose. Em 64,5%abisntes os leucdcitos estavam em
namero normal. Este percentual foi inferior aoR%,0bservados em coreanos adultos com
maléaria vivax (Oh et al, 2001), mas superiores aos 43% encontrados envidods
amazonidas com malaria per vivaxe/ouP. falciparum(de Freitas, 2004).

Leucopenia (leucdcitos inferiores a 4.000/ $hfoi encontrada em 34,2% das criancas
e adolescentes, num percentual superior (19,9%ggistrado por Olet al. (2001), contudo
inferior (57%) ao observado por de Freitas (2084kucopenia, como postulam McKenzae
al. (2005), pode ser consequéncia do deslocamentdedoécitos da circulagdo periférica
para o baco e outros 6rgdos hematopoiéticos, &s i estase ou deplecao.

Houve uma correlacdo positiva e significativa enteeicécitos e parasitemia,
semelhante ao observado no estudo conduzido poreMm&et al. (2005) em 4.697
individuos com malariaR(.vivax P. falciparun) na Tailanida e no Peru. Em nossa casuistica,
a observacdo dessa correlacdo positiva pode a i@inwista parecer incongruente,
considerando-se o predominio de leucécitos emsih@imais e somente 1,3% de leucocitose
no momento do diagnostico. Entretanto se lembrarques nestes pacientes, houve uma
correlagéo significativa positiva entre tempo derd@ e parasitemia e portanto, maiores
niveis de parasitemia antes do diagnostico, podssigecular que nos sitios inflamatorios, os
leucécitos estivessem aumentados para limitar efbir a infeccdo desencadeada pelos
parasitos (corroborada pela tendéncia de assoctnté® o tempo de doenca e a contagem de
leucqcitos).

Com o desaparecimento da parasitemia e a resoldgdiofeccédo, os leucdcitos,
particularmente os eosinofilos, os segmentados knfigitos, que estavam diminuidos no
inicio do tratamento, se elevaram e retornaramsaas niveis de normalidade no final do

tratamento e no primeiro controle de cura, de foseraelhante ao evidenciado fodow- up
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de individuos com maléria em Papua, Nova Guiné|¢Fast al., 2008), em Bangkok, na
Tailandia (Tangpukdeet al., 2008), na india (Kumaresan & Selvam, 1991) e nae¥aela
(Rodriguez-Moralest al., 2005).

7.5.7. Série Plaquetéria

A plaguetopenia (contagem de plaquetas abaixo 8é0@8/mnf) foi observada em
67,1% de nossos pacientes, frequéncia similar Btedatura (Patekt al., 2004; Kumar &
Shashirekha, 2006, Araugt al, 2008). Apesar de comumente observada, a digdiouwe
plaguetas no sangue circulante de individuos cortdrrmararamente se acompanha de
distarbios hemorragicos, fato por ndés observadsnmeenaqueles (7,5%) que apresentavam
plaquetas abaixo de 50.000/fhmnivel considerado critico pelos hematologistas pa
aparecimento de sangramento (Rothschild & Carn@083). Infelizmente, a despeito da
endemicidade da doenca na Regido Amazobnica, € comeumos pacientes com maléria
recebendo concentrado de plaquetas, na auséncizerderragia, denotando a falta de
familiaridade dos profissionais de saude com a¢kpercom seu manejo clinico.

Ao se acompanhar a evolugdo da contagem de plagetante o seguimento clinico-
laboratorial das criancas e adolescentes com maléerificou-se que as plaquetas, que
estavam baixas (141.328 + 87.404 plaquetas/mm3)niwio do tratamento, também se
elevaram e se normalizaram no término do tratamentwo primeiro controle de cura,
respectivamente 295.328 + 116.527 e 252.356 8 Bfaquetas/mm Estes resultados
confirmam que a plaguetopenia da malaria € um fendntransitério, normalizando-se no
sangue circulante com a instituicdo do tratamentisraalarico (Adepapet al.,2007; Taylor
et al.,2008).

Observou-se em nossa casuistica uma correlacaaivaegagnificativa entre a
parasitemia e a contagem de plaquetas. Correlags®adhatureza é controversa na literatura,
estando presente (Ladhaatial.,2002; Tayloret al, 2008) ou ausente (Adepagbal.,2007).

Recentemente McMorragt al. (2009), em experimentos realizadosvitro e in vivo
em camundongos, sugeriram que as plaguetas podeoaimbuir para a destruicdo do
plasmadio. Embora o presente estudo ndo tenhacsittuzido para abordar esse aspecto da
fisiopatogenia da malaria, esse € um assunto §s@née, haja vista termos observado
associacado negativa entre plaquetas e parasitémiiminuicdo das plaguetas no sangue

circulante no inicio do tratamento com normalizag@ds o uso de antimalaricos poderia
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significar que essas células estariam comprometigaalguma forma com o controle da
parasitemia, por exemplo estando aderidas aoéa@tits parasitados.

O hemograma das criancas e adolescentes com pfeoghio e daquelas com passado
de malaria foi similar no que diz respeito a saregmelha (hemoglobina, eritrécitos,
hematdcrito) e aos leucdécitos. A contagem de plaguentretanto, foi significativamente
mais baixa naquelas com primoinfeccdo, que tambpmesantaram parasitemia média
significativamente maior. Estes achados diferenolagervado por Taylogt al. (2008) que
nao evidenciaram diferencas nos valores de plasj@stapopulacdes com graus variados de

exposicdo ao plasmadio.

7.6. DADOS IMUNOLOGICOS NA MALARIA VIVAX:

7.6.1. Imunoglobulinas Ig M e IgG antiP. vivax

Anticorpos IgM antiP. vivax foram evidenciados em 63,6% das criancas e
adolescentes com malaria. Este percentual foirsuwpos 19% de resposta para anticorpos
IgM anti-P.vivax encontrados por de Freitas (2004) em individuagd@minantemente
adultos) com maléria na Regido Amazoénica. Do mesmdo, os titulos de anticorpos IgM,
gue em Nnossos pacientes variaram entre 40 a 640n feuperiores aqueles (entre 40 a 320)
observados por de Freitas (2004). Tal diferenglepa ser atribuida ao fato de que criancas
parecem expressar com mais frequéncia anticorptdgplasmodiais da classe IgM do que
adultos (Bouharoun-Tayoun & Druilhe, 1992) ou pdifeculdade de se detectar anticorpos
de classe IgM por usualmente serem de baixa afieide por terem meia vida curta
(Spiegelberg, 1974). A despeito dessas considesagbmesmo que essa diferenca fosse
significativa, ndo se poderia afirmar que as casne adolescentes com malavizax
apresentaram uma resposta imune mais efetiva doaquela evidenciada por de Freitas
(2004), pois cabe lembrar que na maléria, a protegaferida por alguns anticorpos ndo se
correlaciona necessariamente com sua quantidagtgiéincia, titulos), mas com a qualidade
da resposta imune, dada pelo predominio de antisanpofilicos (IgG1, IgG3) sobre aqueles
nao citofilicos (IgG2, IgM) (Druilhe & Kusmith, 198 Marsh et al, 1989, Bouharoun-
Tayoun & Druilhe, 1992).

Anticorpos IgG antP. vivaxestavam presentes em 90,9% das criancas e adu&ssce
com maléaria e em 9,7% daquelas sem malaria (grapwwate) possivelmente por terem tido

malaria no passado, ndo referida pelos seus faesli&ntretanto, nas criancas e adolescentes
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do grupo controle, a pesquisa de plasmddio em ggppassa e a pesquisa de anticorpos de
classe IgM (mais frequentemente associados a édeaguda) ant®. vivaxforam negativas.
Ademais, é provavel que ndo tenham apresentade fabroutros sintomas sugestivos de
malaria nos dias subsequentes de acompanhamemitm dio caso-indice que justificasse a
procura para atendimento clinico e repeticdo dgues de plasmadio no sangue periférico.

O elevado percentual de resposta IgG observadaossos pacientes (90,9%) e os
100% registrados por Pin&t al. (2001) em uma populagéo infanto-juvenil com maléivax
foram superiores aos 62% encontrado por de Fréaa84) também em individuos com
malariavivax, na maioria adultos.

N&o somente a frequéncia, mas tambétitubss de anticorpos anl- vivaxestiveram
elevados. Eles foram assim distribuidos: 9,2% eagentes, 15,8% titulos baixos (40 a 640),
23,7% titulos moderados (640 a 2.560) e 51,3%ottelevados (5.120 a maior ou igual a
10.240). A despeito dessa “exuberante” respostaenmuor ndo termos avaliado as subclasses
desses anticorpos, ndo nos foi possivel obter gstes mais aprofundadas sobre seu papel
anti-plasmodial. Por outro lado, Pin&t al. (2001) que encontraram maior freqiéncia de
anticorpos citofilicos sobre néo citofilicos em ipates semi-imunes ou ndo imunes e
Whalgrenet al. (1983; 1986) que evidenciaram niveis elevadosg®? I(ndo citofilica) em
individuos primoinfectados concluiram pela influ@nge diferentes graus de exposi¢cadao
falciparumna geracéo dessa resposta.

Titulos moderados ou elevados de anticorpos Ig&fanais frequentes em pacientes
anémicos (79%) do que nao anémicos (61%), ndoiadiogontudo niveis de significancia a
ponto de serem associados a anemia.

Imunoglobulinas na superficie de eritrocitos itdglos podem desempenhar um papel
importante na génese da anemia da malaria, ou m&sgw em conseqiéncia da destruicdo
dos eritrécitos. Por exemplo, Scholandeal (1998) ndo evidenciaram diferencas na ligacéo
das imunoglobulinas (IgG e IgM) em eritrécitosa@ncas anémicas e ndo anémicas com
malariafalciparum apesar de terem observado maior ligacdo destiesrpns na superficie
dos eritrocitos das criancas com anemia moderam®lwndo ser um evento que merece
novos estudos no contexto da interacdo parasispduiro.

Em DO, os titulos de IgG mostraram correlacdo memahdo significativa, com a
parasitemia. Se tal observacéo indica uma reaktena, que, de fato, teria sido registrada
com uma amostragem maior, € possivel que essaag@oetenha sido influenciada pelo
intervalo de tempo decorrido para o diagnésticanaéaria, que por sua vez teve correlacéo

positiva com a parasitemia (associada a histoggrpssa de malaria). De fato, considerando
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gue tais pacientes ndo apresentavam alta parasjt@ode-se cogitar que no momento do
diagnostico esses anticorpos ja estavam preseatesrqulacdo ha algum tempo, tentando
limitar a parasitemia, em cooperacdo com a respostae celular.

Por outro lado, se a falta de significancia edtatissponta para uma real auséncia de
correlagéo entre resposta IgG e parasitemia, leatigrar os resultados de Pirgbal. (2001)
em criancas e adolescentes amazénidas com meiéaig no primeiro dia de tratamento.
Esses autores salientaram a dificuldade de coiwekac os titulos de anticorpos IgG
encontrados em seus pacientes com a parasitengguadgs, pela variabilidade de tempo
entre o numero de dias decorridos entre o inicidagsca e a mensuragdo dos anticorpos.

Os anticorpos IgG e IgM anB: vivax das criangas e adolescentes com maléaria
apresentaram correlacdo com os leucadcitos, denaostrresposta humoral efetiva contra o
parasito, provavelmente auxiliando a limitar a @gfo, uma vez que os anticorpos IgG
(citofilicos), em cooperagdo com 0s mondcitos, po@tuar na opsonizacdo e na fagocitose
de eritrdcitos, via receptores FcyRI, FcyRlle FdyRpromovendo a inibicdo celular
dependente de anticorpos-ADCI (Bouharoun-Tayetral, 1990; Jafarshadt al, 2007).
Parece também que os anticorpos IgM possam exarcefeito protetor, como evidenciado
pela correlacdo inversa entre os titulos de taiE@pos e a parasitemia, em criancas e
adolescentes africanas com mal&iaiparum(Boudinet al, 1993).

Titulos significativamente maiores de IgG (entr&2b. e igual ou maior que 10.240)
foram observados entre as criancas e adolescemtepassado de malaria, sugerindo que o
contato prévio com antigenos plasmodiais foi cajmdesencadear resposta de linfocitos B
de memodria nestes pacientes. Parece razoavel gupoesta resposta, ao ser mobilizada,
tenha sido efetiva, pois tais pacientes apresentan@nor parasitemia, clareamento mais
precoce desta parasitemia e menos anemia modawmda/glo que aqueles com
primoinfeccdo, em conformidade com o papel espemdotermos de evolugéo clinica e
parasitologica da malaria (Gray & Skarvall, 1988uik & Riley, 2004; Jangpatarapongsa
al., 2006).

Titulos de IgG compativeis com uma resposta imneaulas B de memoria nos
pacientes com passado de malaria pode ter ocaaito naqueles que referiram o ultimo
episddio ha menos de 180 dias (52,2%) como tambauuetes que relataram o Ultimo
episédio da doenca entre oito meses a sete anegistodio atual (30,4%), em conformidade
com Migotet al. (1995) que observaram longa duracdo da respostaeirde células B de
memoria, até oito anos apdés a aquisicdo de makdmaalguns individuos residentes em

Madagascar.
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Anticorpos reagentes arfi- vivaxforam observados ndo somente no primeiro dia de
atendimento (DO), como no final de tratamento (Bf)o primeiro controle de cura (D30),
respectivamente em 91,4%, 95,7% e 92,9% dos pasidéamostra pareada). Metade destes
pacientes possuia titulos elevados em DO e D7, ambguque no controle de cura
predominaram titulos mais baixos (28,6%, paradstdntre 40 a 320 e 41,4% para titulos
entre 640 a 2.560). Essa persisténcia de anticompaasive com titulos elevados, no curso
da infeccdo malarica parece ser compativel comagdiv policlonal de linfécitos B em
resposta a antigenos especificos, semelhante &svabdes de Baniet al. (1991) em
pacientes com malarfalciparum.

Ademais, convém salientar que esses anticorpostpeger presentes na circulagcédo
sanguinea por meses ou anos, em titulos decresceatsstituindo-se huma ferramenta Util
para inquéritos epidemioldgicos em éarea de trarssinisgle malaria, expressando infeccéo
plasmodial pregressa, embora ndo sejam utilizégeis parametros indicativos de resposta

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

7.6.2. Fator de Necrose Tumoral e Interleucina -10

O TNF das criancas e adolescentes com malariawaritre valores ndo detectaveis
ate490 pg/ml. Ampla variacdo dessa citocina foi tamlodrservada em outros estudos: TNF
plasmatico entre 11 a 728 pg/ml em adolescentedutoa com malariavivax nas ilhas
Salomao, no Pacifico (Butchet al,1990) e TNF plasmatico entre 0 a 9.400 pg/ml em
criancas com malarilciparum no Zaire (Shaffeet al,1991).

Entretanto, e de forma surpreendente, o TNF fonisggtivamente menor nas
criancas e adolescentes com maléaria (16 + 58,3Ipdbmue no grupo controle (25,5 + 46,4
pg/ml), em desacordo com a literatura onde se wwstabservar niveis elevados dessa
citocina associados a malaria, pela sua caradteritividade pro-inflamatoria (Claedt al,
1989; Shaffeet al, 1991; Mendi%t al, 1992). Os baixos niveis de TNF de nossos pexsen
nao parecem ser resultado de falhas na conduc@xpmiyimento, do modo de coleta e de
armazenamento do material (Dugetéal,1996) e/ou da execucao dos testes de ELISA, o0s
quais foram realizados seguindo-se as orientagéefghticante. Ademais, as aliquotas de
plasma de DO, D7, D30 e do grupo controle para@@gszna (e para a interleucina-10) foram
testadas aleatoriamente.

Também surpreendente foi o fato dos pacientes aoénterem apresentado TNF

significativamente menor do que o grupo controlle @memia. Essa resposta do TNF parece
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paradoxal, se comparada com 0s niveis significairde elevados dessa citocina em
criangas anémicas com mal&igdciparumresidentes em area holoendémica da Africa para a
doenca (Kurtzhals et al.,, 1998; Othagb al.1999; Nussenblatet al, 2001). Na regido
Amazobnica, Fernandest al. (2008) também encontraram niveis elevados de ThF e
pacientes com malarivax ou com malaridalciparume, embora nao tivessem verificado
diferenca nas concentracdes dessa citocina eré@reieos e ndo anémicos na infeccaoRor
vivax encontraram em individuos com maldaiciparumndo complicada, niveis menores
de TNF nos anémicos do que nos ndo anémicos.

Dentre os pacientes anémicos, os niveis de TNFé&amioram significativamente
mais baixos naqueles com anemia moderada/graveslagéo aos que tinham anemia leve.
Como justificar este resultado, se niveis elevadil®sSTNF parecem estar relacionados as
complicacbes da malaria (Grau al, 1989; Shafferet al, 1991; Kurtzhals et al., 1998)?
Pode-se considerar a existéncia de uma “inibicaositoria” do TNF, secundéaria a dois
mecanismos, ndo excludentes: a) desequilibrio sposta imunolégica TH1/TH2, com
predominio da resposta TH2, em consequiéncia daddeiveqiéncia de parasitose intestinal
e/ou do tempo prolongado de doenca; b) elevacdmidess de cortisol em decorréncia do
stress determinado pelo parasito.

De fato, na busca pelo entendimento dos complexesanismos que regem a
interacdo entre plasmaodio e o homem, recentemegrte se dando importancia a um possivel
papel dos parasitos intestinais sobre a modulagaesposta imune do organismo diante da
infeccdo plasmodial, haja vista ser comum elevagaaténcia de maléria e de parasitose
intestinal numa mesma populagédo, ambas com poteyaria causar anemia (Druillet al,
2005; Brookeet al.,2006).

Na inter-relacdo entre helmintos e o hospedeirequentemente observada em
ambientes com baixas condicbes de higiene e sanéanf& um predominio da resposta
TH2, com a finalidade de controlar os parasitossitihais e reparar os danos teciduais por
eles causados (Basavaraju & Schantz, 2006; Diaal&nA2007; Hewitsoret al, 2009) Se
considerarmos que 78,5% das criancas e adolesamitesnalaria apresentavam parasitose
intestinal, poderiamos supor que a resposta TH2opraou sobre a resposta TH1, de modo
que a producéo de TNF, TH-1 induzida, ndo podexgaressa em toda sua magnitude?

No momento do diagndstico, observou-se uma codéelaggativa significativa entre
o TNF e tempo de doenca, ou seja, 0 tempo decasadotratamento contribuiu para que as
criancas e adolescentes com maléaria apresentasseis significativamente mais baixos de

TNF (inclusive aguelas com anemia moderada/grawe)ut as criancas e adolescentes sem
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malaria. Salienta-se também que o tempo de doemeauima relacdo indireta com a taxa de
hemoglobina, inclusive apds a analise multivaripaia observar de fato que fatores estariam
influenciando a anemia dos pacientes.

O tempo de doenca também esteve positivamenteiassocom a parasitemia. E
possivel que o tempo decorrido entre o inicio du®mas e 0 momento do diagndstico tenha
contribuido para que o organismo simultaneamergermbadeasse outros mecanismos, além
do TNF, sabidamente capazes de inibir o crescimg@tgmodial e assim limitar a
parasitemia, como por exemplo, liberacdo de ILug garacteriza uma resposta do tipo TH2
com anticorpos. Winklest al (1998) estudando por meio de citometria deduxfenotipo
e a frequéncia com que as células T induziam dugém de citocinas TH1 e TH2, no curso
da infeccdo porP. falciparum em individuos africanos com idade entre 4 a 35s,ano
observaram uma resposta desviada para TH2 antegatiomento antimalarico e que
decresceu com a resolucdo da parasitemia, setdtitgsida por uma resposta direcionada
para TH1 em células T periféricas, com maior prédute IFNy sobre IL-4.

Por outro lado, é possivel que os niveis baixo§ME estivessem relacionados ao
cortisol plasmatico, que possui agdo anti-inflamaté imunosupressora, expressando a inter-
relacdo entre os sistemas imune e neuro-endodmwuigéncia de uma infeccéo, o organismo
vivencia uma situacao de stress, o que leva acaiivao eixo hipotalamo-hipofise-supra-
renal, com liberacdo de hormdnios, dentre os qoai®rtisol, que além de suas func¢bes
enddcrinas, inibe a produgdo de citocinas pro4indirias e estimula os linfocitos TH2 a
producao de IL-4, IL-10 e IL-13 (Imurat al., 1991; Elenkov, 2004). Libonadt al. (2006)
verificaram em pacientes da Regido Amazonica catama falciparumque o cortisol, no
momento do diagndstico, se encontrava elevadmadsteu declinio associado a diminuicdo
da parasitemia.

Neste estudo, também se observou uma correlacabvposntre TNF e taxa de
hemoglobina, que divergiu do comumente descritditapatura, onde se nota auséncia ou
correlagéo indireta entre TNF e taxa de hemoglo@namia) (Shaffeet al, 1991; Kurtzhals
et al, 1998; Nussenblatet al, 2001). No entanto, de Freitas (2004), em indig&d
predominantemente adultos com malaria da regido zAmea, também observou uma
correlacdo positiva entre TNF e taxa de hemoglohieado sugerido que essa correlacao
poderia estar exercendo um efeito “protetor” agipdedominantemente na eliminacdo dos
parasitos durante a fase aguda da infec¢do, umguesa maioria dos individuos apresentava
anemia leve. Se essa hipotese estiver corretdyFopbderia ter apresentado um papel duplo:

induzido anemia, em 66,1% de grau leve e conjumtanmom outros fatores ter corroborado
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para os casos de anemia moderada/grave, estandiidriamente “inibido” no momento do
diagnéstico.

Nos pacientes, 0s niveis plasmaticos de TNF forameatando na medida em que a
parasitemia decrescia e a taxa de hemoglobina giradate se elevava, em consequéncia do
tratamento antimalaricoObservou-se também uma correlacdo negativa, emhém
significativa, entre o TNF e a parasitemia. Papmgco provavel que os antigenos do parasito
nao tivessem sido capazes de estimular os macsfeyproducdo de TNF, sendo, portanto,
mais plausivel supor que sua presenca no plasnvess# “inibida”. O desaparecimento da
parasitemia associou-se significativamente comnoeatio da taxa de hemoglobina (inclusive
na analise multivariada) que ocorreu, junto conn@dmento dos niveis de TNF, apos o
tratamento até o controle de cura, de forma semilaevolucéo clinica da malavizax ou
da malariafalciparum respectivamente em populacdes infanto-juveniszénida e africana
(Ventura, 1997; Biembat al, 1998, Nussenbla¢t al, 2001).

Salienta-se ainda que 0s niveis significativamdrstxos de TNF encontrados no
momento do diagnostico nas criancas e adolesceatesmalaria desse estudo podem estar
subestimados, a custa de um fator inibidor presamteritrocitos, conforme evidenciado por
Sheikhet al. (1996) em experimentos realizados inicialmente amundongos infectados
peloP. yoelii(cepa 17 X) e repetidos em camundongos infectadoB. berghei ANKAe por
P. chabaudicepa AS). Embora esses autores nao tivessenifickshd a natureza bioquimica
desse inibidor, relacionaram sua presenca aoo@tits infectados, estabeleceram ser
especifico para malaria (afastando a contaminagébpwpolissacarideos) e excluiram outros
potenciais fatores que pudessem interferir na ntag&a de citocinas, e que pudessem estar
presentes no soro destes camundongos, tais coraptoees soluveis do TNF, anticorpos
heterdfilos, fator reumatéide, complementm2 macroglobulina.

A elevacédo significativa dos niveis do TNF (23,31&,6 pg/ml) ao término do
tratamento, apds a administracdo dos antimalagop$e “normalizacdo” dos niveis dessa
citocina num patamar semelhante ao do grupo cent(@5,5 + 46,4 pg/ml). Em D30, no
controle de cura, os niveis do TNF (49,3 * 79,7 ¢mcientes apresentaram valores
significativamente mais elevados do que no inicio watamento, onde além dos
antimalaricos, os individuos também tinham recebidtamento para as parasitoses
intestinais. Infelizmente, ndo houve o seguimerdogcupo controle para que pudessemos
mensurar os niveis do TNF pds-tratamento dos h&dsiia protozodrios neste grupo sem
malaria e assim, comparar com 0s resultados obtide<sriancas e adolescentes com malaria

em seu primeiro controle de cura.
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Em resumo, as concentragBes plasmaticas de TN&sdasincas e adolescentes com
malaria apresentaram um perfil totalmente diferelotgque se observa comumente na malaria,
julgando-se que estivessem “transitoriamente” dabi A despeito das especulacdes sobre
algumas das causas dessa provavel “inibicdo”, peroeaa questdo porque esse fendbmeno
ndo foi ainda evidenciado em outros individuos coralaria em diversas situacdes de
endemicidade em paises da Africa, da Asia ou dagribas. Portanto, outros estudos
envolvendo criancas e adolescentes com malariamaz@nia necessitam ser conduzidos
direcionados especificamente para o comportamestiate/o do TNF, a fim de verificar se
0s niveis baixos de TNF, no momento do diagnogtcque depois se elevaram, atingindo
valores proximos ao do grupo controle) estiveramalmente associados a anemia
moderada/grave ou se representaram uma assocsE#me

A producédo de IL-10, secretada por células TH2en# funcdo de células TH1,
envolvidas na producédo de TNF, IFNIL-1 e IL-6, citocinas que desempenham importante
papel na fisiopatologia da malaria (Mosmann & Mod@91; Peyroret al.,1994). Em nosso
estudo, os niveis plasmaticos de IL-10 foram sicativamente maiores nos pacientes do que
nos individuos do grupo controle, respectivamertd @9,7 + 362,4 pg/ml e de 43,2 + 94,8
pg/ml, com ampla variacdo nos valores minimo e meaxbbservados, semelhante aos
detectados para o TNF. Fernandesl. 008) também observaram altas concentracdes de
IL-10 em pacientes da Amazodnia brasileira com nealévax

As concentracfes plasmaticas de IL-10 tiveram tzay@e positiva e significativa com
a parasitemia, justificando os niveis elevadosalegscina no momento do diagnéstico, onde
se acredita que estivesse sendo liberada exercatidalade anti-inflamatéria ou
imunorreguladora, desviando a resposta imune pHa (Mosmann & Moore, 1991). Esse
resultado esteve em conformidade com o observadagspnet al. (2001) ao estudar o
comportamento de varias citocinas, entre as quail,-10 em individuos com malaria,
correlacionando-as com a parasitemia; com o eramipor Lutyet al. (1998) ao verificarem
a participacdo ativa da IL-10 deer se ou estimulando os linfécitos B a produzirem
anticorpos para que houvesse o declinio da pamaisit e com o evidenciado por de Freitas
(2004) que encontraram niveis elevados de IL-16cémd0s a parasitemia em individuos da
Amazonia, provavelmente regulando a producéo eix@eds citocinas TH1, especialmente o
TNF.

A IL-10 também esteve mais elevada no grupo anépuoo malaria do que naqueles
anémicos sem malaria. Contudo, ndo houve diferengga os valores dessa citocina para os

diferentes graus de anemia (leve, moderada/gray®)pacientes, divergindo portanto, dos
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achados de Kurtzhalst al (1998) em que as criancas e adolescentes de cean@anemia
grave apresentavam niveis plasmaticos de IL-10fgigtivamente menores que aquelas com
malaria cerebral ou com malafaciparumnao complicada.

Se nestes pacientes a IL-10 estiver de algum medtializando o efeito deletério do
TNF em determinar anemia grave, € possivel queass@aciacao significativa com anemia,
esteja relacionada a anemia de grau leve, justdica correlacdo positiva (ndo significativa)
entre IL-10 e taxa de hemoglobina, em uma doeneapgu exceléncia predispde a anemia,
por mecanismos diversos e interrelacionados. Nestdido, a IL-10 pode ter tido um
comportamento similar aquele observado por de d&&€R2004) em individuos com malaria,
que apresentavam anemia predominantemente deeyrielconcentragdes elevadas de IL-
10, sugerindo que estivessem induzindo maior @ralfdo e diferenciacéo de linfocitos B
para producdo de anticorpos, visando aumentar tvidésle da resposta fagocitaria aos
eritrocitos infectados ou controlando a atividatfamatoria do TNF.

A IL-10 esteve associada a presenca de anticogMsahti-P. vivax E possivel que
tal resultado no momento do diagnostico possatiefh liberacdo dessa citocina na fase
aguda da infeccédo, em relacdo direta com a as&ocielgservada entre leucdcitos e IgM,
tendo contribuido para o declinio da parasitenoarétacdo positiva significativa) semelhante
ao evidenciado por de Freitas (2004) que tambémargrou concentracdes mais elevadas de
IL-10 em pacientes amazoénidas com malaiax IgM reagentes. Ademais, Siddicet al
(2008) igualmente evidenciaram uma resposta imunmaohal associada a uma resposta
imune celular tipo TH2, ao estudar um antigenoTR®Ag40) expresso nas formas em anéis,
trofozoitos e esquizontes @ vivax capaz de suscitar além de uma elevada respostaeim
humoral (90,7% de soropositividade), uma respostdoproliferativa com grandes
quantidades de IL-12, IL-4 e IL-10 com provavelitefegrotetor, em comparacdo com as
quantidades de IFNe TNF.

No acompanhamento clinico e parasitologico dasicais e adolescentes com malaria,
o comportamento evolutivo da IL-10 foi o oposto wizle do TNF nos pacientes com malaria
(amostra pareada): decréscimo significativo no®isiplasmaticos da IL-10: 64,9 + 21,2
pg/ml e 35,3 + 51,1 pg/ml, em D7 e em D30, se coagma com aqueles observados no
primeiro dia de atendimento, de 190,8 + 350,6 pg/@ldeclinio gradual da IL-10 pode ser
entendido como uma consequéncia natural de intgougo estimulo que motivou a resposta
TH2 nestes pacientes: a infeccdo malarica e prowavee a parasitose intestinal, ambos
tratados conforme preconizado. Mosmann & Moore 11%alientam o papel da IL-10 na

regulacdo do sistema imune para que atinja um esfadequilibrio, apdés uma intensa
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resposta TH1 ou TH2, atuando na liberacdo de ssdmdade anticorpos ou pela meia vida
curta das células produtoras de altos niveis deciods ao entrarem em apoptose ou
modificando seu fendtipo pos remocao do estimuodig@nico.

Diversos estudos conduzidos em criancas e adytm#am para a correlacéo entre os
niveis de TNF e IL-10 na patologia da maléria, ipaldrmente nas complica¢des, tais como
malaria cerebral e anemia (Kurtzhas al.1998; Hoet al, 1998; Winkleret al, 1998;
Nussenblattet al., 2001). Em nossos pacientes, os niveis plasmatieco§NF e de IL-10
mostraramuma correlacdo direta, porém nao significativa,vavelmente pelas diversas
fungBes que essas citocinas podem desempenhaig@afogenia da malaria (Malaguarnera
& Musumeci, 2002). Concentracdes plasmaticas ebevdd 1L-10 ndo correlacionada com os
niveis de TNF também foram relatadas por Pewtaal. (1994) em criancas e adultos com
malariafalciparum complicada, em que essa citocina teria um papsflo®, ao reduzir a
resposta inflamatéria TNF-induzida pelo parasita, wum papel maléfico, ao diminuir a

resposta imune celular.

7.6.3. Razéo IL-10/TNF

O padrao predominante de resposta das citocinds (TNF, IFN vy, IL-2) e das
citocinas TH2 (IL-4, IL-5, IL-6, 1I-9, IL-10) podeser decisivo para o aparecimento de
manifestacbes graves nos individuos com malar@yah pode ser avaliada pela razéo IL-
10/TNF ( Kurtzhalset al., 1998; Nussenblattt al, 2001) Em nossa casuistica ndo foram
observadas diferencas na razdo IL-10/TNF entreriangas e adolescentes com malaria e
aquelas do grupo controle, o oposto do relatadoQtboroet al. (1999) que evidenciaram
razdo IL-10/TNF significativamente menor em criagaadolescentes africanas com maléria
falciparum e anemia grave em relacdo aquelas com malaligparum ndo complicada,

particularmente as custas de elevacédo do TNF.

Diante dessas consideracdes sobre o TNF e a lllériencas e adolescentes com
malariavivax relacionando-as sobretudo com a anemia moderada;g¢ oportuno ter em
mente que as citocinas possuem atividade pleoapmjoe suas atividades bioldgicas,
protetoras ou deletérias, dizem respeito mais acaid onde estdo atuando do que sua
presenca detectada de forma quantitativa no plagtoganto, o desfecho das relacdes

parasito-hospedeiro dependem da natureza, da cainéla quantidade e dos locais de
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producdo de citocinas, direta ou indiretamente ziths pelo parasito.(Grau & Behr, 1995;
Malaguarnera & Musumeci, 2002).

7.6.4. Autoanticorpos anti-eritrociticos

7.6.4.1. Anticorpos anti-eritrocitos avaliados pelo DAT

Autoanticorpos ndo sdo patognomonicos de doencésimamnes. Ocorrem em
individuos saudaveis e vem sendo documentados emcds infecciosas tais como sifilis,
hanseniase, HIV/AIDS e em associacdo com a madémigacientes de varias idades e de
diferentes etnias (para revisao ver Daniel-Rib&rdanini, 2000). No caso do plasmaddio,
admite-se que o fendmeno autoimune possa ter urel gmgméfico (aquisicdo de uma
imunidade anti-tébxica ou anti-parasitaria natural) deletério, sendo formados em
consequéncia de: a) apresentacdo de antigenosrdsitpague mimetizam moléculas do
hospedeiro; b) exposicdo de neo-antigenos ou esipigenos na membrana do eritrcito
parasitado; c) material derivado do parasito (dderaos eritrocitos infectados e néo
infectados) ou contra ligantes do parasito nodaitin dotados de propriedades mitdgenas ou
indutores da producdo de TNF; d) exposicdo de mpdtoantigénicos consequentes as
alterac6es morfologicas da membrana ou de seusac@nfes (proteinas, fosfolipidios) e e)
por anticorpos anti-idiotipo (contra anticorpo esfieo para um ligante do parasito no
receptor do eritrécito) (Daniel-Ribeiro, 2000; mefRibeiro & Zanini, 2000).

Nessa casuistica 0s anticorpos antieritrociticomanio avaliados pelo teste de
antiglobulina direto (DAT, que detecta eritrécigEnsibilizados por imunoglobulinas em sua
membrana) e pelo ensaioimunoenzimatico (ELISA, dekecta anticorpos dirigidos contra
eritrécitos normais no soro dos pacientes). Foraromrados pelos dois métodos em
percentuais significativamente superiores em caarng adolescentes com malaria do que
naguelas do grupo controle.

DAT positivo foi observado em 26,7% dos pacienteesultados superiores aos
nossos, respectivamente 50 e 70% foram encontrachosriancas africanas com malaria
falciparumem Gambia (Facer, 1979) e em Quénia (Abdatlal., 1983) e inferiores, 13,3%,

e 0,5% em adultos amazbnidas com mahdkiax e/ou malaridalciparum (de Freitas, 2004;
Ferreira et al, 2007).
A parasitemia ndo influenciou na resposta ao R&ETnossos pacientes, de forma

similar ao evidenciado por Helegbet al. (2007) em criangas com maléria grave
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(P. falciparun) em Gana (Africa), porém divergente dos estudesbémn em criancas
africanas, conduzidos por Facer (1979,1980a) ¢aideanticorpos estiveram associados a
parasitemia. Tais resultados discrepantes podaenretacionados a intensidade do fenémeno
de sensibilizagcdo que pode concernir somente at®céos parasitados ou tanto aos
parasitados quanto os néo parasitados, como olgenes estudos experimentais conduzidos
por Helegbeet al (2009) em camundongos infectados Pobergheie nas criangas africanas
estudadas por Facer ab (1979),em que autoanticorpos antieritrociticos poderiatares
envolvidos na lise ou retirada da circulacdo dedaitos ndo infectados

A anemia das criancas e adolescentes com maldnaesteve relacionada aos
anticorpos DAT positivo, embora todas as criangasm @nemia grave e 35% das que
apresentaram anemia moderada tivessem resposti&ggpsira esses autoanticorpos. De fato,
ao se especular sobre o papel de imunoglobulinassibsiizando eritrocitos no
desencadeamento da anemia, convém considerar gunengia em criangas africanas com
malariafalciparum pode cursar tanto com DAT positivo (Facer, 198Bbkaet al., 2001;
Helegbeet al, 2007) quanto com DAT negativo (Greenwaetdal., 1978). Casuisticas da
Regido Amazodnica, envolvendo pacientes adultos m@atdriavivax, malaria &lciparum ou
malaria mista Pv + Pf), também ndo evidenciaram associacdo do DAT coemin (de
Freitas, 2004; Ferreirgt al., 207).

N&o houve influéncia do intervalo de tempo para gukagndstico de malaria fosse
estabelecido em nossos pacientes e positividadBAT Essa resposta foi coerente com
auséncia de associacao entre anticorpos DAT pos#ivanemia nestes pacientes, se
considerarmos que o intervalo de tempo para o di&mo esteve associado a anemia
moderada e anemia moderada/grave, determinadasavetmente por causas nao
relacionadas aos anticorpos detectaveis pelo DAVaE2003).

Do mesmo modo, ndo foram encontradas diferencases@osta positiva para 0s
anticorpos DAT em criancas e adolescentes com prietzédo e naquelas com passado de
malaria, semelhante ao observado por Fasteral. (1980b) que observaram resposta
fortemente positiva ao teste de antiglobulina diesh criancas africanas com diferentes graus
de exposicao (e de imunidade)Rofalciparum ao estudarem a expressao de subclasses de
lgG relacionadas a positividade desses autoantisprporém diferente dos achados de
Penalbaet al. (1984) que encontraram maior percentual de amsorautoimunes anti-
eritrocitarios em africanos previamente expostomkaria.

Autoanticorpos antieritrociticos DAT positivos faraevidenciados em percentual

mais elevado (38,5%) no final do tratamento (pdegrtom parasitemia negativa) do que
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aqueles observados no inicio do tratamento (26,Béyavelmente relacionados a liberagédo
de antigenos especificos indutores dessa respostarso evolutivo da doenca (Faeteal,
1979; Daniel-Ribeiro & Zanini, 2000). De fato, 158&stas criancas e adolescentes com
malaria mantiveram-se positivas até o primeiro matde cura, comportamento semelhante
aquele relatado por Facetral. (1979) em criancas africanas.

Dentre os pacientes com anticorpos antieritraastiDAT positivos, 80% tinham
anemia leve ou moderada no final do tratamentojamg que 17,6% tinham anemia leve no
primeiro controle de cura. A despeito desses paraes) tais autoanticorpos nao estiveram
associados a anemia, a qual pode ter sido causadaupo tipo de autoanticorpo (Rittet
al., 1993).

7.6.4.2. Anticorpos antimembrana de arocitos normais (ELISA)

O comportamento dos anticorpos antimembrana deod@tds nas criancas e
adolescentes com malaria foi semelhante ao idesdidi para os anticorpos antieritrociticos
avaliados pelo DAT (ELISA), expressando como o pmmome indica, anticorpos que
foram produzidos contra componentes de eritrécitosnais e que se encontravam livres na
corrente circulatéria. Tais anticorpos estiveragnigicativamente presentes em 53,2% das
criancas e adolescentes com maléaria, se compasa@d¥ no grupo controle, similar aos
56% observado por de Freitas (2004) e inferior89% relatados por Zanini (2001), ambos
em soro de individuos amazénidas com malaria.

Os eritrécitos durante sua meia vida sofrem insutividativos que modificam sua
membrana e que induzem a formacdo dos hemosrgprodutos de degradacédo da
hemoglobina). Esses se fixam na proteina bandariBcifml proteina da membrana
eritrocitaria) levando a oxidacdo dessas céluldsrmacao declusters Os clustersda
proteina banda 3 se ligam aos autoanticorpos nat(aita afinidade para essas células), o
complemento é ativado ocorrendo entdo a fagocittesses eritrécitos senescentes. O
plasmaodio, de forma semelhante ao processo fisamdgara a destruicdo dos eritrocitos
senescentes, também promove alteracfes oxidatavasembrana dessas células, expondo
sitios antigénicos, que sdo reconhecidos por atitognos, direcionados principalmente para
a proteina banda 3, 0s quais se fixam nessa memhkatvwam o complemento induzindo a
fagocitose desses eritrocitos parasitados (Tuetiral, 2003, Areseet al, 2005; Pantaleet
al., 2008). Esse mecanismo parece indicar um papéétpropara esses autoanticorpos

durante a infeccdo malérica, como sugeriu Greenwend 1968, ao observar que doencas
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autoimunes, tais como o lUpus eritematoso sistémgica atrite reumatodide, de cunho
comprovadamente autoimune, sdo quatro a seis veerses frequentes em africanos (que
estdo permanentemente expostos a malaria) do geesutopeus; e mais recentemente,
Daniel-Ribeiro & Zanini (2000) ao fazerem umaesda revisao sobre o assunto.

Os autoanticorpos antimembrana de eritrécitos deso® pacientes ndo se
correlacionaram com a histéria pregressa de malédm o intervalo de tempo para o
diagndstico de malaria e nem com a parasitemiaawas que tiveram influéncia sobre a
frequéncia e/ou intensidade da anemia, podenddisayrgue a despeito de sua presenca, ndo
estiveram envolvidos num desfecho desfavoravelgbante ao relatado por Zanini (2001) e
por de Freitas (2004). A tendéncia para uma assTi&ntre esses autoanticorpos e 0s
leucécitos, no momento do diagnostico reforca dsgéatese de protecdo, considerando a
importancia que tem os globulos brancos como geeadte resposta imune humoral e celular

para coibir e/ou erradicar o parasito.

7.6.5. Anticorpos anticardiolipina:

Anticorpos anticardiolipina foram encontrados digativamente em 50,6% dos
pacientes deste estudoe, diferente dos demaisrdigti@os que também foram pesquisados
estiveram associados a anemia moderada/grave. orgéderarmos que tal manifestacdo
expressou uma forma grave da doenca, este resuttmuimorda com aquele obtido por
Jakobsenet al (1993) que demonstraram associacdo entre gravidda malaria
(comprometimento cerebral) e anticorpos anti-figsfdicos em um grupo de criangcas na
Gambia, Africa, e diverge do papel protetor qses e demais autoanticorpos possam ter na
malaria (Facer & Agiostratidou, 1994; Daniel-Rilmgir2000; Daniel-Ribeiro & Zanini,
2000).

Exceto por esta significativa associacdo entreesequtoanticorpos e anemia
moderada/grave, tais autoanticorpos, a semelhargamticorpos antieritrociticos avaliados
pelo DAT e anticorpos antimembrana, ndo estiveratacionados com outras variaveis
estudadas tais como a parasitemia, o intervalemdpd decorrido para diagnostico, o passado
de malaria, os leucdcitos, a reatividade aos a0 IgG e IgM antP. vivax Por que
somente entdo estes autoanticorpos, e ndo o0s geestieram associados com anemia
moderada/grave nestas criancas e adolescentes aldmian

E provavel que a “especificidade” desses autoamiso direcionados para a

cardiolipina tenha sido responsavel por esse achadardiolipina € um dos componentes da
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dupla camada lipidica dos eritrocitos, embora rsiej& presente em grande quantidade (cerca
de 3%, em conjunto com o fosfatidil inositol, acidesfatidico, dentre outros). Em
consequéncia do desenvolvimento do parasito noantdos eritrocitos, o plasmédio induz
substanciais modificacdes nas propriedades esisitégr funcionais na membrana dessas
células (Ginsberg, 1990; Maguiat al, 1991; Hsiacet al, 1991), que podem favorecer o
reconhecimento de antigenos compartilhados pelasippare pelo hospedeiro (mimetismo
molecular), ja que o plasmaodio ndo apenas apre$esfaipidios integrando sua membrana
celular como também sintetiza fosfolipidios (\M8aRncelin, 1998).

O aumento de anticorpos anticardiolipina de 62n@final do tratamento em relacéo
ao percentual de 50,6% no inicio do tratamentosénelhante aos achados relatados por
Jakobseret al (1993) na maioria de pacientes Sudaneses conrianédiciparum, cujos
anticorpos anticardiolipina retornaram aos niveaspde-infeccdo no trigésimo dia apds o
inicio do tratamento antimalarico.

Nestas criancas e adolescentes com maléria, onideabs autoanticorpos anti-
eritrociticos foi significativamente mais rapido goe os demais autoanticorpos estudados no
final do tratamento e no primeiro controle de cysegvavelmente em consequéncia do
gradual processo oxidativo decorrente do parasitisrimaeritrocitario, semelhante ao que se
observa com eritrécitos normais senescentes ouer@nicitos patolégicos, por disturbios

enzimaticos ou genéticos (Aresieal, 2005; Pantaleet al, 2008).
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8) CONCLUSOES:

* A chance das criancas e adolescentes terem an@n@a fvezes maior no grupo com
malariavivax A anemia, presente em 75% das criancas e adontesceom malaria, nao
esteve relacionada a desnutricdo, a parasitossiimdk a deficiéncia de G6PD ou ao traco
falciforme;

* Anemia leve foi observada em 66,1%, anemia modegat®0,5% e eanemia grave
em 3,4% das criancas e adolescentes com malasacagsds de anemia moderada/grave,
significativos no grupo com malaria, foram maisqfientes quando houve retardo
diagndstico e predominaram em pacientes com priexjao;

e A anemia persistiu durante todo o acompanhamentoical das criancas e
adolescentes com maléria, passando de 75% no mordentliagnéstico para 83% no
final do tratamento, ainda com alguns casos de i@nemyderada e anemia grave, e
declinando no primeiro controle de cura para 45,88tn apenas um caso de anemia
moderada e auséncia de anemia grave;

* O RDW (Red Width Distribution) e os indices hemadtiritos (VCM, HCM e
CHCM), diferentes da ferritina, mostraram-se Ufeisa exclusdo de deficiéncia de ferro
em criangas e adolescentes com maléria,;

e Uma resposta imune humoral foi evidenciada pelasgmga de anticorpos
antiplasmodiais da classe IgG e IgM, predominandctimlos de IgG com valores
elevados (iguais ou superiores a 10.240), sends faguentemente observados nos
pacientes com passado de malaria. Os anticorposalg{®. vivax se mantiveram
elevados até o controle de cura (D30);

e Titulos moderados ou elevados de anticorpos IgGi-Rantvivax foram
proporcionalmente mais frequentes em pacientesiaogénsem contudo atingirem niveis
de significancia;

* O nivel de TNF das criancas e adolescentes comrimdtd mais baixo do que o

registrado no grupo de criancas e adolescentes rsel@ria, e esteve positivamente
associado a presenca de anemia moderada/gravimteraalo de tempo decorrido para o
diagnéstico;

* Niveis elevados de IL-10 no momento do diagnosta® criangas e adolescentes com
malaria estiveram associados a anemia, sem mostnatydo, diferenca de frequéncia
quando se estratificou os casos em anemia leve deramas/graves, sendo as
concentragdes plasmaticas maiores nos pacienteapgesentaram resposta IgM ati-
vivax

* Arazao IL-10/TNF néo foi diferente entre as crae adolescentes com malaria, na
presenca ou auséncia de anemia., ou na comparnsicéms diferentes graus de anemia;
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* Enquanto os niveis plasmaticos de TNF apresentatanacao significativa no final
do tratamento e no primeiro controle de cura, wsigiplasmaticos de IL-10 apresentaram
nesse mesmo periodo, um declinio significativogdéeno os niveis das duas citocinas a
normalidade;

* Autoanticorpos antieritrociticos avaliados pelotdede antiglobulina direto (DAT),

anticorpos antimembrana de eritrécitos (ELISA) gcanpos anticardiolipina foram mais
freqUentes nas criancas e adolescentes com maldriaelacdo ao grupo controle, e
persistiram, embora em freqiéncia menor, até o gaimcontrole de cura. Esses
anticorpos nao estiveram associados a presenggsde lgM antiP. vivax

» Autoanticorpos antieritrociticos avaliados pelo DA @nticorpos anticardiolipina (mas
nao os antimembrana de eritrécitos) foram obsew/adm maior frequéncia no final do
tratamento do que no momento do diagndstico. Samesitanticorpos anticardiolipina
estiveram associados & anemia moderada/graveiaagsas e adolescentes com malaria;
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/IEC), Dr. Claudio Ribeiro (Pesquisador do Instt@swaldo Cruz), Dra. Dalma Banic
(Pesquisadora do Instituto Oswaldo Cruz), Dra. Maaia Ventura (Programa de Maléaria
/IEC, UEPA), Dra. Andréa Aparecida Fernandes (dautda do Instituto Oswaldo Cruz)

3. Aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa)(}E2/02/2002.

ll. EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL

1. A malaria é uma doenga muito frequente na Amiazén
2. A anemia costuma estar presente em criancasntaldria e tem multiplas causas. Esta

pesquisa pretende avaliar algumas destas causdsnteeo preenchimento de um protocolo
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e coleta de sangue. Sera também realizado exarfezete para o diagnostico de parasitas
intestinais que possam estar contribuindo paramen

3. A coleta de sangue (10 ml) para realizacdo sames (hemograma, esfregaco do sangue
periférico, reticuldcitos, teste de Coombs, eletrese de hemoglobina, deficiéncia dgG,
ferritina sérica, dosagem de citocinas, sorologieda feita com material esterilizado e
descartavel sem risco algum para as criangas.

4. O responsavel legal pela crianca sera inforntdoresultados dos exames que possam vir
a influenciar no tratamento da maléria, incluindmsxame parasitologico de fezes.

5. Para verificar como se comporta a anemia nagai@om maldria, durante os 7 dias de
tratamento com drogas anti-maléricas, a criangaista pelo pediatra da equipe, coletando
sangue para comparacdo dos resultados em D7 (&fedieatamento) e D30 (controle de
cura). Exame parasitologico de fezes sera coletagmimeira semana de tratamento

6.E assegurado o tratamento de todas as criaogasalaria, independente de participarem
do estudo. A qualquer momento, pode haver a aadetidas criancas e adolescentes do
estudo.

7.Para obtencdo de quaisquer informacdes e edol@mo o0 paciente poderd entrar em
contato com a Dra. Ana Maria R. da S.Ventura, rstitto Evandro Chagas, situado a Av.
Almirante Barroso, 492 — Bairro: Marco. Telefonegeontacto (91) 3214-2190, 8146-7723.

8.Todas as informacdes coletadas serdo mantidagyém

IV. AFIRMACOES DO PACIENTE OU DE SEU RESPONSAVEL LE GAL

1. Fui esclarecido sobre os objetivos da pesquisaprocedimentos, riscos, beneficios e
outros assuntos?

SIM NAO
2. Fui esclarecido sobre a liberdade de tirar o nwsentimento a qualquer momento, sem
gue isso traga prejuizo quanto a continuidade dtartrento do menor do qual sou
responsavel?

SIM NAO
3. Fui esclarecido de que ndo havera remunerac@mceira além do previsto para as
despesas do estudo?

SIM NAO
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4. Fui esclarecido de que ndo havera indenizagio dhs previstas pela lei, em reparacdo a
dano imediato ou tardio, causado pela pesquisauestap?

SIM NAO
5. Fui esclarecido sobre a seguranca de que adddatdo menor do qual sou responsavel
sera preservada, mantendo-se as informacdes etarcavafidencial ?

SIM NAO

V. CONSENTIMENTO POS-INFORMADO
Declaro que, ap6s ter sido convenientemente esiardos riscos e beneficios deste estudo,

conforme acima definido, consinto em autorizar atigpacdo do menor do qual sou

responsavel, na qualidade de paciente, no ProgeRedquisa referido no inciso Il

Assinatura do Rasgavel Legal

ANEXO B

PROTOCOLO
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Registro Data

Nome do paciente

Nome do responsavel

Endereco

Bairro Fone

Naturalidade

Procedéncia

Sexo masculino () feminino ()

Corbranca ( ) parda ( )negra ( )mtaa )

Data de nascimento:

Idade (em anos e meses)

Antecedentes pessoais

Historia anterior de malaria ? sim (  pdde malaria ?
1 vez( ), 2-3vezes(4-§vezes( ), maisde9vezes( )
nao ()
Tratamento completo ? sim ()
nao ()

Historia anterior de anemia ? sim () poowacéo laboratorial ? sim ( ) ndo ( )
Tratamento com ferro ? sim)( ndo ()
Quanto tempo (dias/meses) ?

nao ( )
Doencas concomitantes ? sim () Quagspecificar)
nao)

Doenca anteriores ? sim () Quaisspdeificar)
nao( )

Condic¢oes de moradia (local de residéncia):
( )cidade ( ) periferia [floresta ( )colecdodagua ( jrom

Renda familiar () 1 salario minimo ( mjais de 1 até 3 salarios minimos
() mais de 3 até 5 salarios minimog (ais de 5 sal&rios minimos

Escolaridade materna () analfabeta ( Y48 gompleto ( ) 1° grau
incompleto ( ) 2° grau completo ( ) Arau incompleto () Superior
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Sabe como a malaria é transmitida?
( )sim ( )ndo ( )foiinfomdo ( ) foi informado, mas ndo acredita

Uso de medidas profilaticas:
() mosqueteiro ( )inseticida )antimaldricos ( )outras ( ) nenlum

Tempo de doenca (malaria) (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
Hipogastrio
Hipocondrio D
Hipocondrio E
Flanco D
Flanco E
Fossa iliaca D
Fossa iliaca E
Difusa

Coluria

Palidez palmar

Palidez da

conjuntiva

Ictericia

Hepatomegalia

Esplenomegalia

Temperatura axilar

(consulta)

Gota espessa DO D1 D2 D3 D4| D5 D6 D7
Parasitemia

Grau de hidratacdo: Hidratado ( ) Desidrat§d ) Tipo de desidratacdo
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Estado nutricional: Peso Altura

Tratamento:

Material coletado: ( ) gota espessa ( tedsdo sanglinea ( )sangue ( ) fezes

Resultado dos exames solicitados:

OBS:

ANEXO C
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Protocolo n°008/2001/CEP/IEC- Aprovacao do projetpelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Evandro Chagas ( 27 de fevere de 2002)

APENDICE A

156



VENTURA AMRS, SEQUEIRA CG, OHNISHI MD, LIBONATI RMFSILVA FILHO MG,
MENDES MMF, DANIEL-RIBEIRO CT, SOUZA JM. Anemia medada/grave e grupo
sanguineo ABO em criancas e adolescentes com mlak In: XLV Congresso Brasileiro
de Medicina Tropical, 2009, Recifé&revista Brasileira de Medicina Tropical. Minas
Gerais: Sociedade Brasileira de Medicina Tropi2z@Q9; 42:228.

VENTURA AMRS, OHNISHI MD, LIBONATI RMF, SILVA FILHO MG, MENDES
MMF, ZANINI GM, SOUZA JM, DANIEL-RIBEIRO CT. Anticopos anticardiolipina e
antimembrana de hemacias e anemia em criancasleseglttes com malariavax In: 44°
Congresso Brasileiro de Medicina Tropical, 2008rt¢®®A\legre. Revista Brasileira de
Medicina Tropical. Minas Gerais: Sociedade Brasileira de Medicingibal. 2008;41:179.

Perfil de auto-anticorpos na anemia de criancas edalescentes com malariaivax. Artigo
sob avaliacdo dos orientadores, Dr. Claudio Tadzuid)-Ribeiro e Dr. José Maria de Souza,
para ser publicado.

157



