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.:. As estrategias atuais de combate a malaria estimulam 0 conhecimento mais
profundo dos mecanismos de defesa humana antiplasmodiais. A coopera<;ao
de anticorpos citofflicos com monocitos sangOfneos facilitando a fagocitose de
celulas infectadas, tem mostrado ser um mecanisme efetivo nesta defesa.
Estudos comparativos entre popula<;oes semi-imunes e nao imunes, tem side
feitos a fim de identificar 0 padrao de imunoglobulinas nestas popula<;oes.
Somando-se a estes, 0 presente trabalho objetivou avaliar a res posta de
anticorpos IgG anti-P. vivax (lgG anti-PV), subclasses citofflicas: IgG1 e IgG3 -
e nao citofflicas: IgG2, em crian<;as com malaria por P. vivax. Foram avaliadas
34 crian<;as portadoras de malaria vivax, diagnosticadas pela gota espessa,
acompanhadas desde a fase aguda ate 0 ultimo controle de cura, as quais
tiveram seus nfveis de anticorpos IgG anti-PV e subclasses mensurados pela
tecnica de imunoflOorescencia indireta. Os pacientes foram subdivididos em
dais grupos: priminfectados (n=28) e pacientes com historia de malaria anterior
(n=6). A media geometrica dos tftulos de anticorpos IgG anti-PV, foi
demonstrada nos diferentes perfodos relativos ao controle de cura, sendo que
as nfveis de anticorpos mensurados durante a fase aguda (dias zero e sete)
foram comparados (teste t de Student). Nfveis de anticorpos IgG anti-PV foram
correlacionados com parasitemia e tempo de doen<;a, (Correla<;ao de
Spearman). Sinais e sintomas clfnicos foram descritos em ambos subgrupos. A
propor<;ao de indivfduos positivos e negativos quanta as subclasses foi
comparada nos dois subgrupos (teste exato de Fisher). Os resultados
mostraram um aumento inicial dos tftulos de IgG anti-PV entre 0 dia zero (DO) e
a dia sete (07), sendo esta diferen<;a significativa (p=0,027), independente de
exposi<;aoanterior ou nao a malaria. Aos 60, 120 e 180 dias pos-tratamento,
obteve-se uma curva descendente de tftulos, com as seguintes propor<;oes de
respostas positivas: aos 60 dias: 95,2%, com tftulos variando entre 40 e 2560;
aos 120 dias: 62,5%, com varia<;ao de 40 e 320; e aos 180 dias apenas 28,5%
de positivos, com varia<;ao entre 40 e 160. Foi encontrada correla<;ao positiva
entre tempo de doen<;a e nfveis de anticorpos totais entre indivfduos
priminfectados. As medias geometricas dos tftulos de anticorpos IgG anti-PV
subclasses encontradas em DO foram: IgG1 (598,41) > IgG3 (4,064) > IgG2
(1,422). Nao ocorreram diferen<;as entre propor<;oes de indivfduos positivos e
negativos para as subclasses de IgG anti-PV, quando se comparou
priminfectados e pacientes sem historia anterior de malaria. Concluiu-se que,
no grupo estudado: 1) Ocorre inicialmente aumento de anticorpos IgG anti-PV
entre 0 primeiro e oitavo dia de tratamento; 2) Os nfveis de anticorpos totais
anti-PV declinam gradativamente durante 0 controle de cura: 4,76% dos
pacientes apresentaram resultados negativos ate 060, 37,5% ate 0120, e
71,42% ate 180 dias apos 0 infcio do tratamento 3) Nao ha associa<;ao entre
parasitemia assexuada no dia zero e tftulos de anticorpos IgG anti-PV no
primeiro e oitavo dias de tratamento; 4) Em crian<;as expostas a ataques
anteriores, quanta maior 0 tempo de evolu<;ao da doen<;a, maiores sac os
nfveisde anticorpos, ao contrario do que ocorreu com crian<;as priminfectadas;
5) Nao ha correla<;ao entre tftulos de anticorpos anti-PV totais e presen<;a de
esplenomegalia; 6) Houve predominancia de anticorpos citofflicos (lgG1 >
IgG3),sobre os anticorpos nao citofflicos, na amostra estudada.



An improved knowledge of human anti plasmodial defense mechanisms is
partof current strategies against malaria. One of the effective defense mechanisms
is the relationship between cytophilic antibodies and monocytes in order to
increase the phagocytosis of infected cells. Comparative studies on
immunoglobulin patterns have been carried out in immune and semi-immune
populations.The present work is a further contribution to the subject and has the
objectiveto study the response of IgG antibodies anti-P. vivax (IgG anti-PV), and
theircytophilic (lgG1 e IgG3) and non-cytophilic (lgG2) subclasses in 34 outpatient
children with malaria by P.vivax. Diagnosis of malaria was established by thick
bloodfilms. IgG levels, with their respective subclasses, were identified by indirect
fluorescent antibody technique in the children enrolled in the study, during the
acutephase and up to ultimate established cure. Patients were divided in 2 groups
accordingto a previous malaria history (primarily infected, n= 28) and patients with
historyof previous malaria attack (n=6). The geometric means of antibodies IgG
anti-PVlevels were demonstrated during different periods of sera assessment. The
IgGanti-PV levels obtained in the days zero and seven were compared (Student's t
test).IgG anti-PV levels were correlated with assexual parasitaemia and the period
ofsickness, (Spearman's correlation test). A description of clinical features ocurred
in both subgroups. Regarding immunoglobulin subclasses, the proportion of
positiveand negative sera was compared (Exact Fisher's test), in the 2 subgroups
withthe following results: a significative statistical difference (p=0,027) ocurred in
theIgG levels between day zero (DO) and day seven (07), with no correlation with
previousmalaria history. A descending curve was observed in IgG levels, with
meanand variable values respectively of 95,2% (40-2560) on the 60th day, 62,5%
(40-320)on the 120th day, and 28% (40-160) on the 180th day after treatment.
Therewas a positive association between the time of sickness and total antibody
IgG anti-PV levels in primarily infected patients. The rank order for geometric
meansof IgG subclasses encountered was: IgG1(598,41) > IgG3 (4,06) > IgG2
(1,42).There were no significative differences in IgG anti-PV subclasses among
primarilyinfected patients and those without previous malaria history. The following
conclusionswere made: 1) An increase of IgG anti-PV levels was seen between
DO and 07; 2) During the follow up the IgG anti-PV levels showing a gradual
tendencyto decline: 4,76% of the patients had negative results until 060, 37,5%
until 0120, and 71,42% had negative results until 180 days after treatment; 3)
Therewas no association between assexual parasitemia in day zero and antibody
levelsIgG anti-PV in the first and in the eighth day of treatment; 4) In children with
previousmalaria attacks the time of sickness evaluation is proporcional to antibody
IgGanti-PV levels, and the reverse occurs, in the primarily infected children; 5)
Therewas no correlation between total antibodies anti-PV levels and evidence of
splenomegaly;6) Cytophilic antibodies (lgG1 > IgG3) predominated over non-
cytophilicantibodies (lgG2) in the study sample.



1.1 A MALARIA EM CRIANCAS COMO UM PROBLEMA DE SAUDE PUBLICA

A malaria inclui um conjunto de infec<;6es praduzidas por algumas especies

de protozoarios do genera Plasmodium, sendo uma doen<;a possivelmente muito

antiga, talvez tao antiga quanta a nossa propria especie (Deane, 1992).

Entretanto,ate os dias de hoje, em pleno seculo vinte, na era da informatica e da

tecnologiaavan<;ada em todas as areas do conhecimento humano, principalmente

na area medica, determinada parcela de nossa popula<;ao (0 chamado mundo

subdesenvolvido), mantem-se como vftima indefesa deste flagelo.

Estimativas imprecisas calculam em 300 a 500 milh6es de casos clfnico por

anadistribufdos na Africa, Asia e Americas, alem de um a dois milh6es de mortes

nomundo(WHO, 1995).

A analise da situa<;ao dos pragramas de contrale da doen<;a nas Americas,

correspondenteao ana de 1996, indicou 0 Brasil como 0 pafs que mais notificou

ca os de malaria neste mesmo ana (OPS, 1996[a]). Apesar disso, no Brasil,

grandesprogressos foram obtidos na luta contra a malaria, e sua incidencia e hoje

restritaa regiao Amazonica. Na regiao extra-Amazonia, as prafundas altera<;6es

s6cio-economicas e ambientais, principalmente no sentido da urbanizac;ao

crescente e do intense desmatamento, aliados a um pragrama sistematico e

disciplinadode erradica<;ao da doen<;a, permitiram que, as areas mais densamente

povoadasdo Brasil estejam atualmente, livres da transmissao da doen<;a. Na

Amazonia, entretanto, a malaria tem se tornado perene, e com preocupantes

indicesde aumento do numera de casos a cada ano, desde 1970 (Tauil, 1984).



o valor mais baixo ja atingido de casos de malaria, no Brasil, ocorreu entre

1968e 1970 (variac;ao de cinquenta mil a cinquenta e tres mil casos da doenc;a

por ano), imediatamente apos a campanha de erradicac;ao da doenc;a. Nesta

epoca,a transmissao praticamente confinava-se a regiao amazonica.

Inumeros fatores de natureza fisica e biologica, alE§m de fatores socio-

economicos existentes na Amazonia, tornam esta regiao bastante vulneravel a

intera<;aoparasito-vetor-homem, propiciando a manutec;ao da transmissao.

Ao considerarmos a populac;ao mundial, as crianc;as sac particularmente

afetadas. Em areas altamente endemicas, 0 maior impacto da doenc;a e em

crian<;asmenores de cinco anos de idade. Estima-se que, em areas rurais da

Africatropical, 1 em cada 20 crianc;as morre com malaria, antes dos 5 anos de

idade(Philips et aI, 1993).

Recentemente, a Organizac;ao Pan-Americana de Saude (OPAS)/

Organiza<;ao Mundial de Saude (OMS), vem divulgando estatlsticas

impressionantes acerca de doenc;as prevalentes na infancia. Cinco doenc;as

causamsete de cada dez mortes infantis, desde 1990: infecc;6es respiratorias

agudas,desnutric;ao, diarreia, sarampo e malaria. Neste morbido "ranking" a

malariafigura como a quinta causa principal de morte infantil, sendo responsavel

par7,7% das mortes (OPS, 1996[b]).

No continente africano, onde a situac;ao e grave, muito se tem feito no

sentido de diagnosticar a doenc;a na infancia, em todos os seus aspectos.

Tadavia,no Brasil, os estudos de malaria em crianc;as ainda sac escassos.

Extrapola<;6esda experiencia com adultos, sac feitas frequentemente para

crian<;as,e geralmente nao satisfazem as classes que dispensam atenc;ao a

infancia(Tonelli, 1987).



A malaria nao e uma doenc;a peculiar da crianc;a. Em nosso pais, por

exemplo, ate pouco tempo atras, as distancias geograficas existentes entre a

populaC;8oinfantil e as areas de maior endemicidade da doenc;a, resguardavam as

crianc;as,de certo modo, do risco de adoecer de malaria. Alem disso, 0 usa de

inseticidas residuais como estrategia basica do Programa de Erradicac;ao da

Malaria,aplicado na decada de 50, determinou relativa diminuic;ao da transmissao

domiciliarda doenc;a (Marques, 1995). E posslvel que estes dois fatores, alem de

outros,tenham se somado para garantir uma certa protec;ao da crianc;a a malaria

emnosso pais. Esta "protec;ao" e observavel pela escassa literatura existente a

respeitodo tema (Tonelli, 1987), sugerindo que ate pouco tempo atras, a malaria

emcrianc;asera um problema de pouca relevancia entre nos.

Entretanto, mais recentemente, a crescente participac;ao feminina em

atividadesque ha pouco tempo eram eminentemente do domlnio masculino, como

porexemplo, a atividade extrativista em areas de desmatamento (Medici, 1989),

determinou um incremento do numero de casos de malaria em crianc;as,

particularmentena regiao Amazbnica, dotada de grandes riquezas naturais e

extensaarea geografica.

Outro fato importante que sugere a maior interac;ao do binbmio crianc;a e

malaria,e 0 fenbmeno de urbanizac;ao que a doenc;a vem apresentando nos

ultimosanos. A cidade de Manaus, por exemplo, figurou em 1993 como a area de

maiorincidencia malarlgena no estado do Amazonas (Marques, 1995). Neste

mesmoano, foram registrados 23.189 casos (41,9% dos casos registrados no

estadodo Amazonas) no municfpio de Manaus, dos quais 13.638 eram autoctones

(Historica, 1997). Na cidade de Belem, em 1993, foram registrados em

subestimativa(notificac;ao referente a apenas um dos seis postos de notificac;ao





assim, 0 abandono das estrategias coletivas de combate a malaria e 0

privilegiamento do enfoque de risco, valorizando mais a intervenc;ao sobre 0

individuo,e menos a intervenc;ao sobre 0 meio ambiente (Barata, 1995).

As diretrizes aprovadas na referida conferelncia, baseiam-se em 3 conjuntos

principaisde atividades: 1) Gestao da doenc;a, incluindo-se aqui as atividades de

diagn6sticoprecoce e tratamento eficaz dos casos; 2) Prevenc;ao da doenc;a, com

medidasde protec;ao individual, quimioprofilaxia quando indicada, imunizac;ao

quandoestiver disponivel e contrale domiciliar de vetores; 3) Prevenc;ao e contrale

deepidemias,incluindo as ac;6es de vigilancia epidemiol6gica.

Dentro do segundo conjunto de diretrizes (prevenc;ao) destaca-se como

elementotecnico basico para a nova estrategia do contrale da doenc;a, 0 papel

dasvacinas antimalaricas, um dos maiores investimentos atuais no combate a
doenc;a.

Uma das maiores limitac;6es ao desenvolvimento das vacinas e a alta

complexidadeestrutural e funcional do plasm6dio, determinando sua diversidade

antigenicaem varios nfveis: entre especies, entre fases do cicio parasitario, entre

diferentesisolados da mesma especie e colhidos de indivfduos diferentes, entre

isoladosdo mesmo indivfduo colhidos em diferentes etapas, e ainda a pr6pria

diversidadeantig€lnica do parasita. (McGregor & Wilson, 1988; Tosta, 1992).

Assim,torna-se clara que nao devemos nos referir ao desenvolvimento de apenas

umavacina antimalarica, mas a diferentes vacinas antimalaricas contra um

parasitacomplexo.

Segundo Mendis (1991), varios estudos demonstraram os estagios

parasitariosque funcionam como alvos potenciais para 0 desenvolvimento das

vacinasantimalaricas, incluindo: a) os esporazoftos, estagio de intraduc;ao



parasitaria no organismo do hospedeiro, e seus estagios sequenciais,

desenvolvidosno hepat6cito (pre-eritrocfticos). Atuando nesta fase, a vacina

idealizadapreveniria contra 0 estabelecimento da infecc;ao; b) os estagios

eritrocfticosassexuados, seriam indutores de imunidade anti-doenc;a, refletindo

nosindices de morbi-mortalidade da doenc;a, porem sem determinar protec;ao

duradouraou efetiva; c) e final mente, os estagios sexuados (gametas,

gamet6citos),que determinariam um bloqueio a transmissao em areas endemicas.

Documento do TOR (UNOP/WHOITOR, 1995), divide empiricamente a era

dasvacinasantimalaricas em seis perlodos. 0 primeiro perlodo e marcado pelos

experimentos com esporozoitos irradiados protetores contra a infecc;ao

(Nussenszweig,1967). 0 segundo periodo anteve a impraticabilidade de produc;ao

deumavacina antimalarica contendo 0 paras ita como um todo, e afirma que a

vacinadevera conter determinados componentes antigenicos do parasita. A

lerceiraera e baseada na caracterizac;ao de frac;6es antigenicas capazes de

induzirresposta imune protetora. 0 4° perlodo, foi influenciado pelos resultados

limiladoscom as vacinas antiesporozoiticas em humanos, e pela valorizac;ao do

complexoenvolvimento de celulas T na res posta imune a malaria. Neste perlodo,

cenlenasde antfgenos potenciais candidatos a vacina, foram determinados e

liveramseusgenes clonados, tanto para P.vivax (revisado por Galinski & Barnwell,

1996), quanta para P'falciparum (revisado por Amador & Patarroyo, 1996). Isto

mostrouque 0 desenvolvimento da vacina seria, a partir de entao, um trabalho

arduo,requerendo analises sofisticadas e entendimento perfeito da complexa

inlera980estabelecida entre 0 parasita e 0 sistema imune. 0 quinto perlodo e

marcadopelo desenvolvimento da "SPf66" , uma vacina sintetica que contem um

epilopoderivado da regiao repetitiva (NANP) da proteina circunsporozolta (CS) e



tresepitopos de estagios sangClfneos, incluindo a protefna principal da superffcie

do merozoito (MSP-1) de P'falciparum, idealizada pelo colombiano Manuel

Patarroyo(Patarroyo ef al., 1988).

Atualmente encontramo-nos no sexto perfodo, onde se observam alguns

avan~os no desenvolvimento de novas estrategias de vacinac;ao, como por

exemplo,a utilizac;ao de protefnas recombinantes, vfrus recombinantes e acidos

nucleicos(DNA) (revisado por Soares e Rodrigues, 1997).

Observou-se dentro do 4° perfodo, uma verdadeira desilusao em relac;ao as

vacina antimalaricas, quando se constatou a necessidade do entendimento

pormenorizadoda interac;ao parasita-hospedeiro. Isto incluiria basicamente duas

dificuldades ja bem reconhecidas: 1) Complexidade antigenica estrutural do

parasita;2) 0 desenvolvimento de uma res posta imune particular, conforme as

caracterfsticasepidemiol6gicas existentes nas diferentes regi6es endemicas. Tais

caracterfsticas,teoricamente, definiriam 0 tipo de transmissao efetivada nestes

contextosepidemiol6gicos, influindo diretamente no estado imunitario daquela

popula~ao.

o Brasil e formado por regi6es geo-polftico-sociais bastante distintas entre

si, apresentando areas de alto, medio, baixo, e sem risco de transmissao de

malaria,distribufdas por todo 0 territ6rio brasileiro. Sao c1assicos os trabalhos que

definema transmissao de malaria dentro do territ6rio nacional, como sendo

predominantementedo tipo focal, ligada a fenomenos sazonais, e intimamente

relacionadaa fatores intrfnsecos da dinamica dos povos, tais como movimentos

migrat6rios,assentamentos agrfcolas em fronteiras e atividades profissionais

(Marques& Gutierrez, 1994). Estas caracterfsticas levam a uma instabilidade

patentenessa transmissao, originando uma populac;ao cuja imunidade a malaria,



em sua grande maioria, existe em propon;6es mfnimas ou e praticamente

inexistente(WHO, 1988). A chamada imunidade anti-doen9a, muito comum em

populagoesda Africa Tropical, onde e grande a propor9ao de indivfduos

assintomaticosportadores do parasita, raramente e relatada no Brasil (Prata et a/.,

1988), ou entao e relatada em comunidades bastante especfficas (Andrade et aI.,

1995), sendo questionavel sua inclusao dentre as caracterfsticas imunol6gicas

adquiridascontra 0 plasm6dio em popula96es da Amazonia.

1.2 RESPOSTA IMUNE NATURALMENTE ADQUIRIDA A MALARIA

1.2.1Caracteristicas gerais

Observa90es II in vivo" sugerem que, em rela9ao a especie de plasm6dio

maisbem estudada, 0 Pfalciparum, a resposta imune a infec9ao e determinada

tantopor caracterfsticas inatas do hospedeiro, que desempenham 0 papel

principal,como par mecanismos imunobiol6gicos de intensa resposta do sistema

imunedo indivfduo, que representam a chamada imunidade natural mente

adquirida,obtida ap6s numerosos ataques da doen9a. Estes mecanismos

viabilizamvarios estagios de imunidade, como a resistencia a malaria cerebral,

imunidadeantidoen9a, imunidade cepa-especffica e, final mente, ap6s um longo

tempode exposi9ao (em areas hiperendemicas e holondemicas), 0 equillbrio da

rela~oparasita-hospedeiro, caracterfstico do estagio de premuni9ao. No entanto,

o efeitoprotetor dessa resposta nem sempre e ideal. Ao contrario, pode muitas

vezescontribuirpara a exacerba9aO do quadro fisiopatogenico, a exemplo do que

ocorrecoma malaria grave induzida pelo Pfalciparum (Hommel, 1993).

Algumas caracterfsticas fundamentais da resposta imune adquirida a
malariadevemser ressaltadas: 1) Suscetibilidade a malaria-infec9ao, excluindo-se



aquelesportadores de resistencia inata; 2) A imunidade naturalmente adquirida e

especfficapara cada especie de plasm6dio, e para cada estagio do parasita,

durante seu cicio no hospedeiro vertebrado; 3) A res posta imune ocorre

lentamentee tem pouca dura<;ao, persistindo somente enquanto existir 0 contato

entre0 hospedeiro e 0 parasita. Esta caracterfstica tem por base a analise da

situag80de imunidade que ocorre nas areas ditas endemicas, onde a incidencia

demalariadecresce a medida que aumenta a idade (Mc Gregor & Wilson, 1988;

Tasta,1992;THE HUMAN, 1993; Baird, 1995). Assim, em areas endemicas, certas

peculiaridadesdo comportamento imunitario em crian<;as, podem ser agrupados

parfaixasetarias. Na Africa tropical, regiao holoendemica de malaria, as crian<;as

sacrelativamente protegidas da infec<;ao, ate os dois anos de idade, por meio de

anticorposde origem materna, transferidos via transplacentaria (Nardin, 1981), e

pelapresengada hemoglobina fetal (Pasvol ef aI., 1977; McLeod, 1988). Estes

anticorposapresentam nfveis cada vez menores a partir dos 6 meses de vida (Mc

Gregor& Wilson, 1988; Calvosa, 1995). Dos dois aos cinco anos, a imunidade

persisteou desaparece, de acordo com a continuidade e freqOencia da exposi<;ao

a transmiss8o.Este e 0 perfodo de maior risco, representando os maiores fndices

demorbi-mortalidade da malaria, que constitui a primeira causa de morte em

criangasdesta faixa etaria (The HUMAN, 1993; UNDPIWHOITDR, 1995). A partir

dascinco anos, 0 comportamento passa a ser semelhante ao que ocorre nos

adultos,onde as defesas sac incrementadas, a severidade dos sintomas e a

densidadeparasitaria no sangue periferico sac reduzidas. (Mc Gregor & Wilson,

1988).

Ap6snumerosos ataques de malaria, ap6s um estagio crbnico de infec<;ao,

urn equillbrio e obtido, caracterizado por baixa parasitemia e doen<;a



oligossintomatica,somada a unica habilidade do parasita quando em hospedeiro

normal:sua habilidade em se fazer tolerado. Em hospedeiro imunocompetente

estefator indica c1aramente que 0 parasita tem mecanismos sofisticados de

assegurara neutralidade do hospedeiro (Druilhe & Perignon, 1994). Assim, apos 0

estabelecimentodesses fenemenos, 0 hospedeiro adquire a chamada imunidade

"antit6xica"ou imunidade "antidoen<;a", que protege contra a doen<;a, mas nao

contraa infec<;ao.

1.2.2 Resposta imune adquirida it malaria par P.vivax

Como agente etiologico da malaria "benigna", 0 Plasmodium vivax nao

determinamilhoes de mortes por ano, nao esta frequentemente envolvido com

resistelnciaa drogas antimalaricas e nem e a mais importante doen<;a parasitaria

dohomem.a P vivax exerce sua fun<;ao parasitaria de forma inteligente e com

relativosucesso, sendo a especie de malaria humana mais amplamente distribufda

emnossomeio. No entanto, apesar de sua importfmcia epidemiologica, a maioria

dosestudosde avalia<;ao da resposta imune humana a antfgenos de malaria tem

SidOfeitos para Pfalciparum. Os estudos de imunidade contra 0 P vivax tem sido

Iimitados,principalmente por dois fatores: as parasitemias presentes em pacientes

infectadossac relativamente baixas, e apenas recentemente 0 parasita pede ser

cultivado"in vitro" (Golenda et aI., 1997), 0 que dificultava bastante os

experimentosem laboratorio.

Sendo duas especies diferentes de plasmodios, 0 P.vivax e Pfalciparum

apresentaminumeras caracterfsticas biologicas que os distinguem, e que

determinamdiferen<;as marcantes nas situa<;oes de imunidade humana contra

estesparasitas. Por outro lado, estudos relacionados a estrutura antigenica do



P.vivax demonstram graus de paralelismo bastante pr6ximos ao P.falciparum. Um

exemplodestas semelhanc;as, pode ser evidenciado nos estudos feitos em

protefnascontidas na superffcie dos merozoftos (MSP1- Merozoite Surface Protein

1) descritaspor Holder & Freeman (1982), que constituem alvos potenciais nos

estudosvacinais contra as formas sangOfneas do P.falciparum. Os estudos de

caracteriza<;aofeitos em uma porc;ao da MSP1 do P.vivax (Del Portillo et aI.,

1988), demonstraram que a estrutura primaria deste gene, 0 Pv200, e similar a

MSP1 do P.falciparum, Pf190 (Holder et aI., 1985;Tanabe et aI., 1987); e tambem a

protefnados parasitas de malaria de roedores, Py230 (Lewis et aI., 1989).

As defesas adquiridas contra 0 P.vivax nao sac efetivas contra 0

P.falciparum (Jeffery, 1966). Sao fortes as evidEmcias que os mecanismos efetores

envolvendoa protec;ao sejam diferentes para as duas especies (Snewin et aI.,

1991). Em constraste com a ac;ao protetora conferida por anticorpos anti-

P.falciparum transferidos passivamente, 0 soro de indivfduos considerados imunes

ap6svarios ataques de malaria por P.vivax, foram inabeis em conferir protec;ao

contraP.falciparum. (Clyde, 1989).

1.2.3 Resposta imune mediada por anticorpos contra 0 parasita

Apesar dos mecanismos efetores da imunidade antimalarica envolverem

anticorpos,celulas, e outras substancias soluveis destaca-se entre estes, 0 papel

dosanticorpos, atualmente bastante valorizado, auxiliando de forma efetiva a

a~o imunitaria em nfvel celular, e comprovadamente modificando 0 curso da

infec980em primatas (Muniz-Junqueira 1996).

SegundoMcGregor e Wilson (1988), a res posta imune humoral na malaria

humanavemsendo estudada ha muito tempo, desde 1918, com experimentos que



demonstraram a presenga de anticorpos especfficos antimalaricos, atraves de

tecnicasatualmente em desuso: imunoprecipitag80; fixag80 do complemento; e

imunoaglutinag80. Um dos maiores 6bices ao desenvolvimento dessas tecnicas,

eraa obteng8o de antfgenos que reproduzissem resultados confiaveis, limitando

bastantea padronizag80 desses testes. Somente a partir de 1959, com 0 advento

das tecnicas de imunofluorescemcia, foi possfvel levar a efeito os estudos de

imunidade humoral em malaria, incluindo estudos de malaria induzida em

voluntariose investigagoes soroepidemiol6gicas (McGregor & Wilson, 1988).

McGregor e Wilson (1988) relataram que 0 efeito protetor natural dos

anticorposantimalaricos foi primariamente estudado por Sotiriades, em 1917, e

Kauders,em 1927, que reportaram melhora clfnica de pacientes com malaria

injetadoscom soro de doadores natural mente imunizados. Cohen et a/. (1961),

mostraramque a imunidade protetora pode ser transferida por anticorpos IgG,

presentesno soro de indivfduos imunes do Oeste da Africa. Esta frag80 quando

era administrada em grandes doses para criangas jovens com malaria c1fnica,

reduziaa parasitemia a baixos nfveis. N80 houve evidemcias de que os parasitas

intraeritrocfticossofriam danos, e foi observado que a redug80 da parasitemia

ocorreu durante a esquizogonia, sugerindo que os anticorpos protetores

interagiamcom estagios tardios ou com merozoftos livres.

Emvoluntarios adultos infectados com Plasmodium vivax, os anticorpos S80

detectadosentre tres a seis dias ap6s a parasitemia se tomar patente, e esta

relagaoe mantida a despeito da infecg80 ser induzida por esporozoftos ou por

formassangufneas do parasita. Ap6s tratamento, com 0 desaparecimento da

parasitemia,os nfveis de anticorpos declinam gradual mente, mas permanecem

detectaveispor perfodos prolongados (Abele et aI., 1965; Lunn et aI., 1966;Tobie



ef a/., 1966). Os epis6dios secundarios de parasitemia (recafdas) estao

associados a um rapido aumento dos nfveis de anticorpos, segundo Tobie et al.

(1966). No mesmo trabalho, as autores mostraram nao haver influemcia da

durag80da parasitemia sabre as tftulos de anticorpos obtidos de cada paciente

individualmente, au seja, a quantidade de parasitas sangOfneos nao era

proporcionala quantidade de anticorpos sericos. Lunn et a/. (1966) mostraram

achadosdiferentes aos anteriores em rela<;ao as parasitemias reincidentes, as

quaisestariam associadas a uma queda inicial, porem transit6ria, dos nfveis de

anticorpos,sugerindo a liga<;ao pre-existente de anticorpos ao antfgeno.

Targett (1970) e Collins et al. (1971), mostraram que, tanto as voluntarios

infectados,como as residentes de areas endemicas, monstram a envolvimento dos

isotiposde imunoglobulinas IgM, IgA e IgG na resposta imune humoral.

Embora seja referida uma rela<;ao entre as nfveis de anticorpos inibidores

do crescimenta do plasm6dio "in vitro" e a desenvolvimento de imunidade

protetora,esta associa<;ao nao ocorre sempre. Tanto em areas de media (Tosta &

Moura,1986)como de alta (Marsh et al. 1989) endemicidade de malaria, tornou-se

diffcilrelacionar a freqOencia e a atividade destes anticorpos com a grau de

imunidadeantimalarica.

Anticorpos contra a protefna circunsporozofta (CSP), a protefna de

superffciedo esporozofto, tem mostrado ser protetores. Estao presentes no sora

deanimaisprotegidos par vacina<;ao com esporozoftos irradiados e tambem em

indivfduosde areas hiperendemicas (Clyde et aI., 1973; Nardin et a/., 1981). Estes

anticorpospodem inibir a motilidade do parasita, facilitar sua elimina<;ao par

fagocitose, bloquear a invasao do hepat6cito, au ainda dificultar a

desenvolvimentodo esporozofto dentro da celula hepatica (Muniz-Junqueira,



Anticorpos protetores talvez atuem diretamente sobre os parasitas da

malariaau sabre as hemacias parasitadas, ou ajam sinergicamente com 0 sistema

eomplementaou com celulas efetoras (mon6citos ou neutr6filos) de varios tipos.

Nopapelauxiliar da fagocitose, os anticorpos que apresentam fungao efetora mais

destacadasac os anticorpos citoffl icos. (Abbas et aI., 1994). Para que se possa

eompreendera atividade citofflica desses anticorpos e imprescindfvel 0

entendimentada estrutura basica das imunoglobulinas humanas, como moleculas

bifuncianais,constituidas por uma regiao Fab ou Fragmento ligante do antigeno

("Fragmentantigen binding"), responsavel pela ligagao do antigeno, e uma porgao

Feoufragmento cristalizavel, que orienta a atividade biol6gica da imunoglobulina,

promovendaas chamadas fungoes efetoras, que incluem, a fixagao da

imunoglabulinaa tecidos do hospedeiro, a varias celulas do sistema imune, a

algumascelulas fagocitarias, e ao primeiro componente (Cq1) do sistema

eomplemento.(Roitt et ai, 1997). Sua estrutura basica consiste em 2 cadeias

polipeptfdicasleves idEmticas e 2 cadeias polipeptidicas pesadas idEmticas,

ligadasentre si por pontes dissulfeto. No homem, a variabilidade nas classes de

imunoglabulinas (variagao isotipica), se deve as cadeias pesadas, que

determinamas classes e subclasses de uma molecula de imunoglobulina.

A imunoglobulina G constitui a principal imunoglobulina do soro,

contribuindapara 70-75% do total de imunogobulinas humanas. Segundo Roitt et

al., 1997) as quatro subclasses de imunoglobulinas da classe G humanas, IgG1,

IgG2,IgG3e IgG4, ocorrem, aproximadamente, em proporgoes de 66%, 23%, 7%

e4% respectivamente.



A fung80 primaria do anticorpo e se ligar ao antfgeno, porem, em poucos

casosisso tem efeito direto, sendo necessario que fungoes "efetoras" secundarias

sejamestabelecidas para que a intera<;8o antfgeno-anticorpo seja efetiva. A

ativa980da cascata enzimatica do sistema complemento e um dos mecanismos

efetoresmais importantes das moleculas de IgG1 e IgG3. Uma vez ligada ao

antfgeno,as imunoglobulinas IgM, IgG1, e IgG3 podem ativar a cascata

enzimaticado sistema complemento. A IgG2 parece ser menos eficiente, enquanto

IgG4, IgA, IgO e IgE S80 ineficientes (Abbas et aI., 1994).

As imunoglobulinas apresentam um poderoso complexo de interagoes com

variostipos celulares, mediadas por receptores de anticorpos existentes nas

superficiescelulares. Os receptores para IgG promovem varias fungoes efetoras e

possuematividades biol6gicas que se sobrepoe e que S80 desencadeadas pela

liga980cruzada com a imunoglobulina apropriada. Entre as principais atividades

destacam-se:a fagocitose, a citotoxicidade celular dependente de anticorpos

(ADCC), a liberag80 de mediadores e 0 favorecimento da apresenta<;8o do

antfgeno(Abbas et aI., 1994).

Spielgelberg (1974) refere que, uma das muitas fungoes secundarias das

imunoglobulinas,sua propriedade citofilica, ou a habilidade de se ligar a

receptorescelulares, passou a ser neste perfodo, objeto constante de investigag80

paradiversospat6genos, apesar de ja se conhecer esta ag80 desde 1960, a partir

detrabalhosde Boyden e Sorkin. Os estudos ganharam novos estfmulos a partir

dademonstrag8ode que anticorpos IgE, quando ligados a bas6filos e mast6citos

promovemsua desgranulag80 ap6s contato com antfgeno, levando a inumeros

estudosde interag80 entre anticorpos e diferentes tipos de celula. Os dados

sugeriamque leuc6citos humanos tem receptores de membrana que reagem



especificamentecom a fra<;ao Fc de certas imunoglobulinas.

Assim, mais recentemente, passaram a ser reconhecidos tres grupos de

receptorespara IgG humana nas superffcies celulares: Fey RI (CD64), de

distribuiyaorestrita; Fey RII (CD32), que se encontra amplamente distribufdo nas

celulase frequentemente e 0 unico receptor expressado; e 0 Fcy Rill (CD16),

extremamenteglicosilado, expressa-se em macr6fagos, celulas NK e em algumas

celulasT. Esses receptores parecem estar distribufdos aleatoriamente na

superffciecelular e normal mente sac ocupados pelos anticorpos citofflicos, assim

chamadospor apresentarem afinidade especffica por leuc6citos humanos. (Abbas

et a/., 1994)

No homem, mon6citos apresentam receptores para IgG1 e IgG3, mas nao

ospossuempara IgG2 e IgG4. Receptores para IgG1 e IgG3 humanas ja foram

detectadostambem em neutr6filos (Messner & Jelinek, 1973).

Segundo Abbas et al. (1994), tanto os fag6citos mononucleares e

granul6citostem habilidade para ingerir partfculas, funcionando como um preludio

paramorteintracelular e degrada<;ao destas partfculas. A eficiencia do processo

defagocitosee marcadamente melhorada se a membrana da celula fagocitaria

podeatacarcom especificidade 0 objeto que necessita ser fagocitado.

Quando a molecula de IgG se liga e recobre partfculas antigenicas, 0

processoe chamado opsoniza<;ao; a IgG ligada e reconhecida atraves dos

receptoresFcyR existentes na superffcie dos leuc6citos, servindo como

incrementadorasda fagocitose. Ambas, afinidades altas e baixas dos receptores

FcyR,contribuem para fagocitose e os subtipos de IgG que melhor se ligam a

estesreceptoressao IgG1 e IgG3, e por isso sac chamadas anticorpos citofflicos.



Recentemente, muita importancia tem side dada as classes e subclasses de

imunoglobulinas, contra extratos de diversos agentes infecciosos, incluindo

diversasinfecc;oes parasitarias, tais como toxoplasmose, leishmanioses, filarioses,

amebiase,e malaria (Kwan-Lim ef aI., 1990; Kollaritsch ef aI., 1990; Elassad ef aI.,

1994; Aribot ef al., 1996)

Na esquistossomose mans6nica, por exemplo, Khalife ef al. (1989),

demonstraram0 efeito mortal dos anticorpos das subclasses IgG1 e IgG3, para

esquistossomulos de S.mansoni, em crianc;as. Kwan-Lim ef al. (1990)

demonstraramque na resposta imune humoral contra filarias em Papua Nova

Guine,a frac;ao IgG4 desempenha papel importante nas alterac;oes do estado

infeccioso,predominando na populac;ao nao exposta a infecc;ao, podendo

funcionarcomo um marcador soroepidemiol6gico das infecc;oes por Wuchereria

bancroft.

Em malaria de primatas nao humanos ha amplas evidencias de que

anticorposantimalaricos podem mudar 0 curso da infecc;ao nestes animais (Gysin

et a/., 1980). No homem, muitos estudos tem side esclarecedores, pon§m

persistemduvidas acerca do verdadeiro papel desempenhado por estes

anticorposna imunidade a malaria.

Em 1961 ja se estudava a interferencia de imunoglobulinas purificadas,

transferidaspassivamente de adultos procedentes de areas endemicas, sobre 0

crescimenta de formas assexuadas de Pfa/ciparum e Pma/ariae em crianc;as

(Cohenet aI., 1961). A esta epoca (1961), foram propostas duas hip6teses para

explicara func;ao dos anticorpos protetores: 1) Os anticorpos se ligariam a



superficiedo merozoito e bloqueariam a invasao dos eritr6citos (McGregor ef ai,

1963; Miller ef aI., 1977); 2) Os anticorpos facilitariam a fagocitose (opsonizac;ao)

doseritr6citos infectados e/ou merozoitos, as quais seriam subsequentemente

fagocitadospar mon6citos e macr6fagos (Shear, ef al. 1979; Hunter, ef al., 1979).

A segunda hip6tese, que enfatizava a envolvimento de sistema fagocftico

mononuclear, foi reforc;ada par duas evidemcias. Uma delas, observada

clinicamenteem humanos, onde 70 a 80% dos pacientes com malaria aguda

apresentamesplenomegalia, e 50% apresenta hepatomegalia (Neva ef ai, 1970).

A outrae a evidemcia histol6gica de intensa hiperplasia do sistema fagocftico-

monocitariohepatica e esplemico que ocorre na doenc;a (Tosta ef aI., 1983). A

partirdai, inumeros estudos "in vitro" evidenciaram a cooperac;ao existente entre

mon6citose anticorpos nas defesas humanas antiplasmodiais.

Chowe Kreier (1972) demonstraram este efeito cooperativo na imunidade

deratoscontra a Pberghei. Seus resultados indicaram que a combinac;ao de

macr6fagosimunes com soro imune e mais efetiva na fagocitose de parasitas que

estescomponentes isolados, e que as macr6fagos interagem diferentemente com

parasitasisolados de diferentes fases da infecc;ao. Os macr6fagos imunes sao

habeisna ingestao de parasitas isolados, tanto nos estagios precoce, quanta nos

estagiostardios da infecc;ao. Ao contrario, as macr6fagos normais (sem a auxilio

dosoraimune)sao capazes de ingerir apenas as parasitas isolados dos estagios

precocesda infecc;ao.0 soro imune portanto, aumenta a capacidade fagocftica de

ambosos macr6fagos, imunes e normais.

Em 1978 Green & Kreier, demonstraram a papel dos anticorpos citofflicos

naresistenciaaos parasitas de malaria de ratos. Em seguida a inumeras

demonstra90esem malaria de roedores, acreditou-se tambem em uma func;ao
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protetora potencial destes anticorpos contra os estagios eritrocfticos do



maisdo que os eritrocitos infectados eram os principais alvos dos fagocitos

mononucleares na malaria por P.falciparum humana; 2) A fagocitose de

merozoftospor monocitos do sangue periferico aumenta dependendo do nfvel de

imunidadeespecffica. As imunoglobulinas retiradas da pre-incuba<;ao com

monocitosforam habeis em se ligar aos parasitas, conforme visto por testes de

imunofluorescencia, sugerindo que a fagocitose parecia ser mediada par

imunoglobulinasda classe G. Os resultados mostram a capacidade de monocitos

humanosde se "armarem" com IgG citofflica com especificidade antimalarica e

obteremum efeito maior no desaparecimento de parasitas livres, mas nao sobre

os esquizontes. Esta foi a primeira demonstra<;ao de que merozoftos de

PJalciparum foram mais eficazmente fagocitados por macrofagos, com 0 auxflio de

anticorpos(Khusmith & Druilhe, 1983). Os mesmos autores, utilizando celulas

infectadasde primatas nao humanos (Khusmith & Druilhe, 1982), e outros ensaios

utilizandodiversas celulas fagocitarias, tais como polimorfonucleares (Celada et

al., 1983), relataram achados muito semelhantes.

Neste contexto, varias demonstra<;6es foram feitas evidenciando que 0

efeitocooperativomonocito/anticorpos e mediado por imunoglobulinas G citofflicas

antimerozofticas(Khusmith & Druilhe, 1983).

as estudos feitos inicialmente sugeriram que a quantidade de anticorpos

produzidospor indivfduos imunes nao era preditiva em termos de prote<;ao

(Druilhe& Khusmith, 1987; Marsh et aI., 1989).

Alguns indivfduos, mesmo apresentando altos tftulos de anticorpos

antimalaricos,desenvolvem parasitemia acompanhada de sintomas. Os anticorpos

deindivfduosnao protegidos sac incapazes de cooperar "in vitro" com monocitos.

Poroutro lado, anticorpos de indivfduos que tem alguma prote<;ao nao sac



quantitativamentemais abundantes, mas conferem proteyao quando transferidos

passivamente,e "in vitro" promovem 0 mecanisme de inibiyao celular do

crescimentoparasitario dependente de anticorpos (ADCI ou "antibody-dependent

cellularinhibiton of parasite growth").

Bouharoun-Tayoun et al. (1990), demonstraram definitivamente 0 papel da

ADCIna proteyao imune a malaria, mostrando que IgGs isoladas de pacientes

imunes,quando utilizadas isoladamente nos ensaios de inibiyao celular,

paradoxalmenteaumentavam 0 crescimento parasitario. Da mesma forma,

monocitosde indivfduos imunes quando utilizados isoladamente nao inibem 0

crescimentoparasitario. Entretanto, quando se une IgG imune e monocito imune,

ocorreforte inibiyao do crescimento parasitario.

Nos ensaios em laboratorio, IgG de indivfduos "protegidos" cooperam

eficientementecom monocitos sangufneos, enquanto que IgG de indivfduos nao

protegidosnao conseguem faze-Io. A ADCI e portanto, nao somente um ensaio "in

vitro"quedetecta anticorpos protetores, mas tambem um eficiente mecanisme "in

vivo"dedefesa contra parasitas de malaria (Perignon & Druilhe, 1994).

Desdeque ADCI se realiza somente com anticorpos citofflicos e monocitos

e interessanteentender detalhadamente a distribuiyao das classe e subclasses de

19G e anticorpos diretos contra P'falciparum, no soro de indivfduos com estados

definidosde resistencia ou suscetibilidade a malaria. A partir desta hipotese,

variosestudos de comparayao entre populayoes intensamente expostas a

transmissaode malaria (consideradas semi-imunes) e populayoes nao expostas

(naoimunes),foram realizados, na tentativa de estabelecer 0 padrao de classes e

subclassesde imunoglobulinas presentes nestes indivfduos. (Boharoun-Tayoun &

Druilhe,1992[a];Aribot et al. 1996; Ferreira et aI., 1996).



Bouharoun-Tayoun & Druilhe (1992[a]) investigaram indivfduos com estados

clfnicosdefinidos de resistemcia ou suscetibilidade a malaria, e encontraram

profundasdiferenc;as na distribuiC;ao das imunoglobulinas, nos quais IgG1 e IgG3

(subclasses citofflicas) predominaram naqueles indivfduos considerados

protegidos.Os indivfduos considerados nao protegidos (crianc;as e adultos com

ataquesprimarios recentes) apresentaram basicamente 3 diferentes tipos de

respostas:1) IgG2 (subclasse nao citofflica) predominando em indivfduos adultos

quesofreramataques primarios; 2) Predomfnio de IgM (classe nao citofflica), em

crian~as;3) Menos frequentemente, encontraram baixo nfvel geral de anticorpos

antimalaricos.

A maioria dos estudos de resposta imune humoral, feitos em populac;6es da

Africa(regiao holoendemica) comparando-as com populac;6es nao expostas ao

riscode malaria, demostram uma clara predominancia de anticorpos citofflicos,

classeIgG e subclasses 1 e 3, em indivfduos expostos intensamente a

transmissao,e contrariamente, anticorpos nao citofflicos predominando em

indivfduosnao imunes. Assim, a aquisiC;ao de protec;ao em malaria, pelo menos

nosc ntextosepidemiol6gicos acima referidos, parece estar relacionada com a

habilidadeem desenvolver maiores nfveis de anticorpos IgG1 e IgG3, e inibir a

produ~aode anticorpos IgG2 (Druilhe & Boharoun-Tayoun, 1991).

as estudos feitos em populac;6es brasileiras apresentam achados diversos,

algunsconcordando com os estudos anteriores e outros apresentando algumas

discordancias.Ferreira ef al. (1994) por exemplo, estudaram pacientes portadores

demalariaem uma comunidade rural de Rondonia, constitufda basicamente por

imigrantesprocedentes das regi6es Sui e Sudeste do Brasil. Neste grupo houve

predominanciade anticorpos IgG2, reagindo contra exoantfgenos de P.falciparum,



em contraste com as padr6es usual mente encontrados em indivfduos adultos

africanos clinicamente imunes. Par outro lado, a contraste existente entre as

diferenc;asde tftulos de IgG1 e IgG2 contra antfgenos somaticos encontrados

nesseestudo, teve significancia estatfstica apenas aproximada do nfvel desejado

("borderline").

Em outro estudo brasileiro, Ferreira et al. (1996), compararam indivfduos

africanosclinicamente imunes e pacientes da Amazonia brasileira, com ataques

agudosda doenc;a. Seus principais achados evidenciaram: 1) Anticorpos citofflicos

dealtaavidez predominando nos indivfduos africanos c1inicamente imunes 2) Os

pacientesprocedentes da Amazonia com malaria aguda produziram altos tftulos

deanticorposcitofflicos, porem de baixa avidez; 3) Como a resposta e de curta

duragao, dais meses depois as nfveis de anticorpos citofflicos eram

significativamentemais baixos.

1.3 JUSTIFICATIVA

Somente a ampla distribuigao e incidencia de casas de malaria par

Plasmodium vivax em nosso meio, predominando em 60 a 70% dos casas

registradosna Amazonia Legal (FUNDACAo NACIONAL DE SAUDE, 1997), e a

numerocrescente, porem nao quantificado ate a momenta, da infecgao malarica

emcriangas,ja justificariam suficientemente as estudos relacionados a malaria par

Plasmodium vivax em criangas da Amazonia brasileira. Alem disso, nunca, em

nenhummomentada hist6ria do combate mundial a esta endemia, investiu-se e

acreditou-setanto em pesquisa vacinal antimalarica como nos ultimos anos, em

decorre!nciados pr6prios avangos que a pesquisa cientffica obteve nas areas de



imunologiae biologia molecular.

A procura de metodologias desenvolvidas para a analise da eficacia das

vacinas,exige estudos de pad roes de res posta imune a malaria, apesar de toda a

dificuldadeencontrada neste sentido, conseqOencia das diferengas existentes nos

padr6esde transmissao da doenga nas areas endemicas e da complexidade

estruturalaliada a capacidade excepcional dos plasm6dios de desenvolverem

mecanismosde escape as defesas humanas antiplasmodiais.

o presente estudo foi idealizado, a fim de demonstrar 0 comportamento dos

anticorposdo tipo IgG totais e subclasses citofflicas anti-P. vivax em criangas

portadorasde malaria por P. vivax, em acompanhamento ambulatorial durante e

ap6s0 tratamento, sugerindo respostas semelhantes aquelas desenvolvidas

contra0 P.falciparum, de forma a subsidiar os estudos dos padroes de res posta

imunehumoral a malaria, com enfase na inibigao celular dependente de

anticorpos.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 ObjetivQs gerais

• Avaliara frequencia e nfveis de anticorpos da classe IgG e subclasses (lgG1,

IgG2 e IgG3) em criangas de a a 15 anos, portadoras de malaria por P. vivax,

atendidasambulatorialmente, e tratadas com 0 esquema terapeutico padrao,

durante0 ataque agudo da doenga (primeira dia de tratamento), e 0 seguimento

queseconvencionou chamar contrale de cura.



1.4.2Objetivos especificos

• Correlacionar nfveis de anticorpos cia sse IgG, com tempo de doen<;a e

parasitemiaassexuada, entre crian<;as priminfectadas e crian<;as com hist6ria

deataques malaricos anteriores.

• Correlacionargraus de imunidade cllnica, isto S, presen<;a de sintomas e/ou

sinais indicativos de maior gravidade, as subclasses de imunoglobulinas

predominantes,com enfase na hepatoesplenomegalia.

• Compararas respostas de anticorpos das subclasses IgG1, IgG2 e IgG3

durante0 ataque agudo e em fase de controle de cura.



2.1 POPULACAo E AREA DE ESTUOO

Foram estudadas um total de 34 criangas entre 0 a 15 anos de idade,

portadorasde malaria por P.vivax, diagnosticadas pelo metodo da gota espessa,

procedentesda demanda espontanea do ambulat6rio do Programa de Malaria do

InstitutoEvandro Chagas (APMIIEC), avaliadas em 2 momentos:

a) Durante a fase aguda (DO - dia zero), aqui distribufdas em do is grupos:

• Priminfectadas

• Crian9ascom hist6ria anterior de malaria (mais de 1 epis6dio anterior ao atual)

b) Durante 0 controle de cura (crianyas tratadas): correspondente aos dias: 07

(dia7), 060 (dia sessenta), 0120 (dia cento e vinte), e 0180 (dia cento e oitenta)

o estudo foi realizado no APMIIEC, situado em Belem, estado do Para, que

funcionacomo Posto de Notificagao (PN) da Fundayao Nacional de Saude

recebendoem media quatro a cinco casos novos de malaria por dia, ou cerca de

120 a 150 casas ao mes, e constituindo a referencia ambulatorial para 0

atendimentode malaria na nossa regiao. Entre os casos atendidos, cerca de 80%

do casas sao de malaria por P.vivax, de diversas procedencias e 30%

correspondea faixa etaria pretendida para 0 estudo.

Os casas, sao provenientes nao s6 do estado do Para, mas tambem de

Qutrosestados,entre eles, principal mente, Maranhao, Amazonas e Amapa. Oentro

do Para, a maior fndice de procedencia inclui: a cidade de Belem, area

metropolitana(Belem e Ananindeua), e distritos: vila de Icoaraci, Ilha de Cotijuba,

e vila de Masqueiro), municfpios vizinhos: Marituba e Benevides, alem de



munfcfpios relativamente distantes: Acara, Altamira, Breves, Ipixuna Moju,

Paragominas, Vizeu. Os pacientes do estado do Maranhao sao provenientes

principalmente das cidades que fazem fronteira com 0 Para.

2.2 DEFINICOES E CRITERIOS

2.2.1 Aspectos eticos

as responsaveis foram esclarecidos previamente de todo 0 processo de

participaC;80no projeto, atraves de uma carta de esclarecimento e orientaC;80,

sendoobrigat6ria a assinatura do termo de participaC;80 em anexo (Anexo 1)

2.2.2 Elegibilidade

• Idadeentre 0 a 15 anos;

• Portadores de malaria por P. vivax, diagnosticados pelo metodo da gota

espessa,corada pela tecnica de Walker, com quaisquer nfveis de parasitemia.

• Disponibilidade em participar do estudo, atraves de aceitaC;ao do responsavel.

2.2.3 Criterios de exclusao

• Adolescentesgestantes ou lactantes

• Recusa do responsavel, ou da pr6pria crianc;a (nos casos de escolares e

adolescentesque manifestem vontade pr6pria), em participar do estudo.

• Impossibilidade de perman€mcia em Belem pelo perfodo necessario ao

acompanhamentoclfnico-evolutivo e sorol6gico.

• Pacientesque tenham feito tratamento antimalarico anterior ha menos de 60

dias.



2.2.4 Defini~6es

Casode malaria: Paciente portador de malaria Vlvax, diagnosticado por gota

espessa,com quaisquer niveis de parasitemia, priminfectado ou nao.

Priminfectado: Paciente que nunca apresentou sintomas e/ou parasitas de

malariano sangue periferico, evidenciados por exame laboratorial e/ou referEmcia

demalariaanterior pelo responsavel.

Crian~acom hist6ria anterior de malaria: Aquela que apresenta referencia de 1

aumaisepis6dios de malaria, antecedendo 0 epis6dio atual.

Clinicade malaria: Triade principal de febre, calafrios e cefaleia.

Tempode doen~a: Tempo decorrido entre a data do aparecimento do primeiro

sintomae data do primeiro atendimento no ambulat6rio.

Gruposetarios: Estudados a partir das definic;oes existentes de delimitac;oes

etariasemareas endemicas de malaria:

• 0a 6 meses de idade exclusive

• 6 mesesa 2 anos exclusive

• 2anosa 7 anos exclusive

• Acimade 7 anos inclusive

2.3 DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

2.3.1Coleta de dados

a) Dadosepidemiol6gicos e clinicos

Feita sob a forma de entrevista, atraves de questionarios (Anexo 2),

aplicadospar entrevistadores. Os dados foram coletados na chegada do paciente

(virgensde tratamento, portanto), ou seja no dia zero (ou DO, que corresponde ao



1° dia de tratamento), em 01, 02, 03, 04, e assim sucessivamente ate a

negativa9aoda parasitemia em 2 (duas) laminas consecutivas, e ainda em 07 e

014.

As variaveis c1inicas verificadas foram: presenc;;a de sintomas clinicos,

incluindoa triade malarica, dor abdominal, diarreia, prurido, artralgias, astenia,

anorexia e tosse. Alem de sinais, como v6mitos, coluria, ictericia e

hepatoesplenomegalia.

o exame clinico constou de anamnese e exame fisico geral simplificado,

comverifica9ao de pressao arterial, temperatura, frequencia cardiaca, frequencia

respirat6riae palpac;;ao abdominal, em 00, 01, 07 e 014. 0 exame clinico e fisico

simplificado,sem verificac;;ao de sinais vitais foi feito nos dias 1, 2, 3 e enquanto

permanecessemsintomas importantes e/ou parasitemia, e ainda em 07 e 014.

Nosdias nao incluidos aqui (controle de cura) 0 exame clinico e fisico foi

direcionadopara a referencia (queixa principal) do paciente.

o acompanhamento clinico-evolutivo de cada caso foi realizado diariamente

ateque ° exame direto de gota espessa mostrasse, pelo menos, 2 (dois)

resultadosnegativos, durante 0 acompanhamento do tratamento (00 a 07) e em

todososretornos de controle de cura, que foram feitos rotineiramente obedecendo

criteriosda Fundac;;aoNacional de Saude (FUNOACAo NACIONAL OE SAUOE,

1996).

b) Dadoslaboratoriais

b.1) Quantifica9aode parasitas no sangue periferico

Foi avaliada em material coletado nos dias: 0, 1, 2, 3, 4 e assim

sucessivamente,ate que se obtivesse 2 (dois) exames negativos consecutivos e



ainda nos dias 7 e 14. Os exames foram processados pelo metodo da gota

espessa,conforme descrigao:

Ap6s assepsia adequada, sangue total foi obtido por pungao digital, com

microlanceta descartavel, sendo a primeira gota de sangue desprezada e colhida

a gota seguinte, equivalente a cerca de 30111 de sangue, que entao foi distribufdo

em lamina seca numa superffcie de aproximadamente 1 cm3
. Procedeu-se a

identificagaoda mesma (nome comp/eto do paciente) com posterior secagem a 37°

C pararealizagao das etapas de coloragao (tecnica de Walker) e leitura.

Conforme preconiza a tecnica de Walker a desemoglobinizagao foi obtida

pelaimersao da lamina em solugao de azul de metileno fosfatada. Em seguida, a

laminafoi lavada com solugao tamponada para retirada do excesso da solugao

anterior. 0 corante de Giemsa foi entao distribufdo na superffcie da lamina

contendoa material. Ap6s intervalo de tempo de 20 minutos a lamina foi imersa

emsolU9aofosfatada, e em seguida secada para leitura em microsc6pio 6ptico

paraser lida com objetiva de imersao.

A contagem dos parasitas foi feita percorrendo-se 100 campos

microsc6picos (correspondente 0,2 mm3 de sangue). Entao, multiplicou-se 0

numerode parasitas visualizados nos referidos campos, por um valor numerico

c nstante(5 - cinco), obtendo-se desta forma um resultado que expressa a media

deparasitaslmm3 de sangue (Antunano, 1988).

Os controles de cura foram realizados pelo metodo da gota espessa, nos

dias30,60, 90, 120, 150 e 180 ap6s infcio do tratamento, conforme preconizam os

Programasde Controle de Malaria da Fundagao Nacional de Saude/Ministerio da

Saude(FUNDACAo NACIONAL DE SAUDE, 1996).



b.2) Testes sorol6gicos

Cerca de 3ml de sangue foram coletados para realizac;ao dos testes

sorol6gicos. Para detecc;ao de anticorpos IgG anti-P. vivax (lgG anti-PV), as caletas

eram feitas na chegada do paciente, portanto antes do infcio do tratamento,

considerado dia zera (00), e posteriormente aos sete dias ap6s a infcio do

tratamento (07), aos sessenta dias (060), aos cento e vinte dias (0120), e

finalmente, aos cento e oitenta dias (0180) ap6s a infcio do tratamento. Para

detec~aode anticorpos subclasses IgG1, IgG2 e IgG3 anti-PV, foram utilizadas

apenasduas destas mesmas caletas, sendo a primeira referente a 00 e a segunda

escolhidaentre as caletas posteriores (060 au 0120 au 0180) correspondentes a

diferentesfases do perf ado de contrale de cura.

o material foi imediatamente pracessado par centrifugac;ao para obtenc;ao

dosorae armazenado em 3 (tres) alfquotas glicerinadas (1: 1) de 1ml e guardadas

emfreezera -70 0.

b.2.1) Detecc;aode anticorpos anti-plasmodiais cia sse IgG anit-PV pela tecnica de

imunofluorescenciaindireta (IFI)

Os soras foram testados para pesquisa de anticorpos antiplasmodiais para

anti-PV.

Obten~ao dos antigenos para detec~ao de anticorpos totais

Plasmodium vivax foi obtido a partir de sangue de pacientes priminfectados,

naotratadoscom infecc;ao recente e imediatamente pracessado para preparac;ao

delaminas(cepa 435/Pv).
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Conjugados

Foram utilizados as conjugados fluorescentes Ifquidos produzidos pela

BIOlAS, Fluoline G (anti y), globulina de carneiro anti IgG humane marcada pelo

isotiocianato de fluorescefna (Codigo 022.009), com suas titulagoes otimas

identificadasem 1:200, apos titulag80 em bloco.

Desenvolvimento da tecnica

As laminas fixadas com 0 antfgeno foram retiradas do freezer e colocadas a

37° C para descongelar e secar. Apos secagem foram fixadas com acetona por 2

minutose lavadas com PBS pogo por pogo. Alfquotas de 10 III dos soros dilufdos

(1120 a 1/20480) foram adicionadas a cada pogo da lamina conforme esquema

previo.As laminas foram ent80 incubadas a 37° C por 30 minutos em camara

umida.Apos a incubag80, foram submetidas a tres lavagens de 5 minutos cada,

comPBS. 0 conjugado foi dilufdo a 1:200 em sOlug80 de Azul de Evans a 1% e

adicionadoas laminas na quantidade de 10 III por pogo. Apos nova incubag80 em

camaraumida durante 30 minutos a 37° C, as laminas foram submetidas a nova

lavagemde 5 minutos com PBS por 3 vezes. Apos secagem foram montadas com

glicerinatamponada (0,5 M Na2C03 e Na2HC03) e lidas em microscopio de

imunofluorescencia,com objetiva de 40 X e ocular de 10X.

Os soros foram dilufdos em serie, a partir da diluig80 de 1:20. Foram

consideradospositivos todos os soros com fluorescencia igual ou maior aquela

apresentadapelo controle positivo, a partir da diluig80 de 1:40, em conformidade

comestudos de sensibilidade e especificidade da tecnica desenvolvidos por

outrosautores (Sulzer et aI., 1969). A gradag80 em cruzes foi feita comparando-se

ossorastestados com os controles positivo e negativo.



b.2.2 Detecc;ao dos anticorpos antiplasmodiais subclasses IgG1, IgG2 e IgG3

anti-PV,pela tecnica de IF!.

A obtenc;ao dos antfgenos foi feita da mesma forma que aquela realizada

paraanticorpos totais.

Soros padroes

Em virtude da dificuldade de obtenc;ao de soras padroes positivos para as

fragoesde IgG especfficas para P. vivax, sua escolha foi feita da seguinte forma:

umaamostra de oito soras de pacientes conhecidamente positivos para P. vivax,

contendotftulos de anticorpos antiplasmodiais totais do tipo IgG, elevados (tftulos

variandoentre 1280 a 20840), detectados por tecnicas de IFI e ELISA (Enzimatic

LinkedImunosorbent Assay) foi escolhida. Estes soras foram entao testados em

duasdiluic;oes (1:40 e 1:80) para as tres subclasses de IgG, evidenciando-se

mulospositivos para IgG1 e IgG3. Nao foram encontrados tftulos de IgG2 nesta

amostra. Posteriormente foram testados outras soras de individuos

conhecidamentepositivos, na tentativa de encontrar um padrao para IgG2, porem

~emsucesso. Desta forma, utilizou-se como padrao positivo de IgG2 um sora

conhecidamente positivo para IgG2 porem obtido de paciente infectado por

P.falciparum.

Conjugados

Foram utilizados os conjugados especfficos: Monoclonal Anti-Human IgG1,

1982 e IgG3 FITC Conjugate, clones 8c/6-39, HP-6014, HP-6050 respectivamente,

daSIGMA Chemical Co. (Lotes: 086H4812, 095H4825 e 068TF48741). Estes

conjugadosforam avaliados em trabalhos anteriores, quanta a sua especificidade,



b.2.2 Detec<;ao dos anticorpos antiplasmodiais subclasses IgG1, IgG2 e IgG3

anti-PV,pela tecnica de IF!.

A obten<;ao dos antfgenos foi feita da mesma forma que aquela realizada

paraanticorpos totais.

Soros padroes

Em virtude da dificuldade de obten<;ao de soras padr6es positivos para as

frayoesde IgG especfficas para P. vivax, sua escolha foi feita da seguinte forma:

umaamostra de oito soras de pacientes conhecidamente positivos para P. vivax,

contendotftulos de anticorpos antiplasmodiais totais do tipo IgG, elevados (tftulos

variandoentre 1280 a 20840), detectados par tecnicas de IFI e ELISA (Enzimatic

LinkedImunosorbent Assay) foi escolhida. Estes soras foram entao testados em

duasdilui<;oes (1:40 e 1:80) para as tres subclasses de IgG, evidenciando-se

titulospositivos para IgG1 e IgG3. Nao foram encontrados tftulos de IgG2 nesta

amostra. Posteriormente foram testados outras soras de indivfduos

conhecidamentepositivos, na tentativa de encontrar um padrao para IgG2, porem

semsucesso. Desta forma, utilizou-se como padrao positivo de IgG2 um sora

conhecidamentepositivo para IgG2 porem obtido de paciente infectado par

P.falciparum.

Conjugados

Foramutilizados as conjugados especfficos: Monoclonal Anti-Human IgG1,

IgG2 e Ig83 FITC Conjugate, clones 8c/6-39, HP-6014, HP-6050 respectivamente,

daSIGMA Chemical Co. (Lotes: 086H4812, 095H4825 e 068TF48741). Estes

conjugadosforam avaliados em trabalhos anteriores, quanta a sua especificidade,



usando uma grande variedade de tecnicas imunol6gicas em estudos colaborativos

desenvolvidos pela International Union of Immunological Societies (IUIS) e World

Health Organization (Jeffferis et a/., 1985).

A titulagao dos conjugados foi feita a partir dos soras positivos e negativos

previamente encontrados, nas seguintes etapas:

Etapa 1: 0 conjugado foi dilufdo em quatra diferentes diluigoes, utilizando como

basea diluigao sugerida pelo fabricante. A Tabela 1 mostra as diluigoes sugeridas

pelofabricante, e as diluigoes que foram testadas.

Tabela 1 - Diluigoes dos conjugados monoclonais especfficos para anticorpos IgG,

fragoes IgG1, IgG2, e IgG3, sugeridas pelo fabricante e diluigoes que foram

testadas, para fins de titulagao dos conjugados.

Conjugado monoclonal

Anti-humano

Diluigoes sugeridas

Pelo fabricante

Ig81

IgG2

Ig83

1:64

1:8

1:8a1:16

1:16,1:32,1:64,1:128

1:8,1:16,1:32,1:64

1:8,1:16,1:32,1:64

Etapa 2: Para contrales negativos foram utilizados quatra soras pad roes negativos

em diluigao 1:40



Etapa 3: Os soros padr6es, cujos tftulos das fra~6es IgG1, IgG2 e IgG3 foram

obtidosna etapa 1, foram testados com as dilui~6es dos conjugados mostradas na

Tabela1. Obteve-se assim, uma curva de titula~ao e determinou-se a melhor

dilui980para os conjugados:

Conjugado monoclonal anti-humano IgG1: 1:64

Conjugado monoclonal anti-humano IgG2: 1:8

Conjugado monoclonal anti-humano IgG3: 1:32

Desenvolvimento da tecnica

Desenvolvida da mesma forma descrita para anticorpos totais, acrescida de

umaetapa inicial, onde os soros foram submetidos a tn3s dilui~6es de triagem de

1:20, 1:40 e 1:80. A partir dos resultados iniciais procedeu-se a continua~ao ou

naodas dilui~6es para 0 estabelecimento do tftulos finais. Foram considerados

positivostodos os soros com fluorescencia igual ou maior aquela apresentada

pelocontrolepositivo.

Paraefeito de resultado positivo foi estabelecido um ponto de corte de 1:20,

devidoa alta especificidade dos conjugados monoclonais utilizados, e baseado em

estudolongitudinal de acompanhamento do padrao de anticorpos IgG1, IgG2, e

IgG3, realizado em comunidades da Regiao Amazonica. (Ferreira et aI., 1994)

Procedimento terapeutico

as pacientes foram submetidos ao tratamento c1assico preconizado pelo

Ministerioda Saude (FUNDAc;AO NACIONAL DE SAUDE, 1996).

Crian9asmaiores de 1 ana: cloroquina 10 mg/Kg no primeiro dia, 7,5 mg/Kg no



segundo dia e 7,5 mg/Kg no terceiro dia + primaquina 0,25 mg/Kg/dia durante 14

dias.

Crianc;asmenores de 1 ana: cloroquina 10 mg/Kg no primeiro dia, 7,5 mg/Kg no

segundo dia e 7,5 mg/Kg no terceiro ( dose total de 25mg/Kg).

A digitac;ao e sistematizac;ao das informac;oes foram realizadas em banco

dedados pr6prio, produzido em microcomputador e programa de analise de dados

epidemiol6gicos: EPI-INFO, versao 6.04.

Foi feita a descric;ao dos tftulos de anticorpos totais e frac;oes, alem de

dadosindividuais dos pacientes. Os tftulos de anticorpos totais no primeiro dia de

tratamento(DO) foi descrita nos grupos etarios estudados.

A media geometrica dos tftulos de anticorpos classe G anti-PV (MGTAG)

emDO foi calculada, utilizando-se os tftulos de anticorpos positivos e negativos,

tantono grupo total, quanta nos subgrupos de priminfectados e pacientes com

hist6riade malaria anterior.

A media geometrica da densidade parasitaria (MGDP) foi calculada com um

intervalode confianc;a de 95%, atraves dos nfveis de parasitemia dos pacientes

(positivase negativas), tendo side avaliada em DO, D1, D2, D3 e D4 para

observac;aodo desaparecimento dos parasitas do sangue periferico.

A media geometrica dos tftulos de anticorpos subclasses IgG1, IgG2 e IgG3

anti-PV(MGTS), foi calculada atraves dos tftulos de anticorpos positivos e

negativos.

As medias dos tftulos de anticorpos totais anti-PV foram descritos nos



diferentes grupos etarios.

Dados cllnicos foram avaliados conforme presen<;a ou aus€mcia de

sintomas e sinais descritos para cada subgrupo. A esplenomegalia foi

correlacionada com tftulos de anticorpos totais anti-PV.

o tempo de doen<;a foi correlacionado com nfveis de parasitemia e nfveis

deanticorpos totais em DO, a fim de verificar possfveis diferen<;as devidas ao

tempodecorrido entre infcio dos sintomas e coleta do soro, tanto no grupo total,

comonos subgrupos de priminfectados e pacientes com hist6ria de malaria

anterior.

As MGTAG dos dias 0 e 7 foram comparadas, no grupo total e subgrupos, a

fimde estabelecer diferen<;as destes nfveis, entre indivfduos priminfectados e

indivfduoscom hist6ria de malaria anterior. Esta compara<;ao foi feita atraves do

testet de Student para amostras pareadas, com transforma<;ao dos valores

absolutosdos tftulos em valores logaritmos.

As correla<;6es entre nfveis de anticorpos totais e parasitemia e/ou tempo de

doenga,foram calculadas pelo coeficiente de correla<;ao de Spearman, com nfvel

u de 0,05.

A compara<;ao de propor<;6es entre indivfduos positivos e negativos para as

subclassesde IgG, foi feita atraves do teste Exato de Fisher.
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Vinte e oito pacientes eram priminfectados, e apenas 6 apresentavam hist6ria de

malaria anterior. Encontram-se descritos na Tabela 2, a numero de ataques

malaricos anteriores; a especie de plasm6dio envolvida no epis6dio anterior; as

tftulos de anticorpos classe IgG anti-P. vivax referentes ao primeiro dia de

tratamento, alem de outros dados epidemiol6gicos de import2lncia.



Tabela 2 - Idade, sexo, passado malarico, numero de epis6dios anteriores de

malaria, especie de plasm6dio envolvida no epis6dio anterior, e tftulos de

anticorpos IgG anti-P. vivax, em DO de 34 pacientes. APMIIEC, Belem/PA. 1997.

Paciente Idade Sexo Passado Tipo de Tempo Titulos de
(anos) malarico (nOde malaria de anticorpos anti-

ataques) anterior Doen<;a p.vivax em DO

1 11 F 0 14 10240
2 13 M 0 14 10240
3 6 F 0 2 160
4 13 F 0 10 1280
5 11 M 0 5 80
6 10 F 2 Falciparum 5 2560
7 6 M 0 124 640
8 5 M 0 27 2560
9 12 F 0 30 5120
10 5 M 0 9 10240
11 8 M 0 5 1280
12 11 F 0 1 80
13 0,12 M 0 7 640
14 14 M 0 2 1280
15 4 F 1 Vivax 3 1280
16 3 F 1 Vivax 3 2560
17 10 M 0 2 10240
18 9 F 0 29 10240
19 14 F 0 4 1280
20 0,9 F 0 3 40
21 8 F 0 18 2560
22 12 M 0 18 10240
23 13 M 0 7 160
24 13 F 0 3 320
25 12 M 0 8 10240
26 7 F 0 13 320
27 5 M 0 13 2560
28 7 M 0 4 640
29 9 F 1 Vivax 4 10240
30 13 F 0 7 5120
31 5 F 0 9 640
32 4 M 1 Vivax 6 640
33 1 F 0 22 1280
34 12 M 1 Vivax 27 640

Fonte: Dados primarios



Tabela 3 - Medias geometricas dos tftulos de anticorpos classe IgG anti-P. vivax,

conforme dia de coleta durante a fase aguda e contrale de cura. APMIIEC,

Belem/PA. 1997.

Oia de acompanhamento

00 07 060 0120 0180

n=34 n=34 N=21 n=16 n=14

Tftulos* 1388,75 2209,96 217,89 6,25 0,68

± 4,901 ± 4,519 ± 7,595 ± 28,789 ± 23,233

'Tltulas= Media geometrica dos titulo de anticorpos IgG anti- P. vivax ± desvio padrao geometrico
Fonte: Dados primarios



Figura 2 - Medias geometricas dos titulos de anticorpos Ig8
anti-Po vi vax , durante a fase aguda e controle de cura do

grupo estudado. A PI'v1/IEC,BelemlPA. 1997



Figura 3 - Medias geometricas dos titulos de anticorpos IgG anti- P.vivax
em pacientes priminfectados e pacientes que apresentaram mais de um

ataque malarico, durante os controles de cura. APMIIEC, Belem/PA. 1997
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Tabela 4 - Numero absoluto e frequencia percentual (%) de pacientes

distribufdos conforme os grupos etarios. APMIIEC, Belem/PA. 1997.

Faixa etaria N° absoluto de pacientes Freqi.iencia (%)

o a 6 meses 1 2,9

6 mesesa 2 anos exclusive 2 5,8

2 anos a 5 anos exclusive 3 8,8

5 anos a 7 anos exclusive 6 17,6

Acimade 7 anos inclusive 22 64,7

TOTAL 34 100



Os tftulos de anticorpos totais anti-P. vivax encontrados no primeiro dia de

tratamento, conforme as faixas etarias estudadas, pode ser vista na Tabela 5.

Tabela 5 - Tftulos de anticorpos totais anti-P. vivax encontrados no primeiro dia

de tratamento, conforme as grupos etarios. APMIIEC. Belem, 1997.

o a 6 meses

7 meses a 2 anos

3 anos a 5 anos

5 anos a 7 anos

Acima de 8 anos

Media aritmetica

dos tftulos de

anticorpos anti-PV

640

660

1493,33

2783,33

4290,9

640

40

640

160

80

640

1280

2560

10240

10240

3.3 Parasitemia assexuada e titulos de anticorpos totais anti - P.vivax

o clareamento da parasitemia assexuada ocorreu ate a 4° dia de tratamento

emtadas as pacientes estudados. A Tabela 6 mostra as medias geometricas das

parasitemias assexuadas de pacientes priminfectados e pacientes com hist6ria

previade malaria, durante as dias de acompanhamento.

Foi observado, durante a tratamento, coincidentemente com a aumento de

tftulosde anticorpos, a queda progressiva da parasitemia assexuada, observada

nomaximo ate a 4° dia de acompanhamento. Nas caletas realizadas durante a

controle de cura as parasitemias persistiram negativas, nao tendo ocorrido

nenhumcaso de recafda.



Tabela 6 - Medias geometrieas da parasitemia assexuada/mm3 de sangue em 34

paeientes, eonforme dia de aeompanhamento e hist6ria previa de malaria.

APMIIEC, Belem/PA. 1997.

Medias geometrieas das parasitemias assexuadasl mm3 de
sangue

Oia de Priminfectados Pacientes com hist6ria Grupo total
acompanhamento

n = 28 anterior de malaria n = 34
n=6

DO 2517,67 3647,54 2691,53

01 250,03 121,06 219,77

02 4,42 3,27 4,19

03 1,11 0 1,09

04 0 0 0

Fonte:Dados primarios

Figura4 -Correla9ao entre tftulos de anticorpos tipo IgG anti- P. vivax
parasitemia assexuadalmm 3 no dia zero, em 34 pacientes.

APM/IEe, BelE~m/PA.1997

16000
0 •0
E -Q) 12000ro
"0
ro •:J -X -Q)
I/l 8000I/l - -ro
ro - •E - •Q)
.~ 4000 -. -~ - I - -ro -0- .-

0 •
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Tftulos de anticorpos IgG em DO

r = - 0,027 p=0,881



Figura 5 - Correlac;:flOentre titulos de anticorpos Ig8 anti-Pvivax em

D7 e parasitemia assexuada/mm3 em DO de 34 pacientes.
APM/IEC, BelE~m/PA.1997
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Figura 6 - Correlagao entre tftulos de anticorpos 198 anti-P. vivax e

parasitemia assexuada/mrri3 em DO,de 6 pacientes com

historia anterior de malaria. APMIIEC, Belem/PA. 1997
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Figura 7 - Correlagao entre titulos de anticorpos 198

anti-P.vivax e parasitemia assexuada/mm3 em DOde

28 pacientes priminfectados. APMIIEC, Belem/PA. 1997
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Figura 8 - Correlac;ao entre tempo de doenc;a e titulos de anticorpos

IgG anti-P.vivax em DOde 34 pacientes. APM/IEC, Belem/PA. 1997
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Figura 9 - Correla<;;ao entre tempo de doen<;;a e titulos de

anticorpos IgG anti-Po vivax em DO de 28 pacientes

priminfectados. APM/lEC, BelE~m/PA. 1997
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Figura 10 - CorrelaC;:8o entre tempo de doenc;:a e titulos de anticorpos

IgG em 6 pacientes com historia anterior de malaria.

APM/lEC, BeIE3m/PA. 1997
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Os principais sinais e sintomas observados na amostra estudada sac

descritos na Tabela 7, entre indivfduos priminfectados e indivfduos expostos

anteriormente a doenga. Observa-se que os sintomas mais evidentes sac febre,

calafrios, palidez, coluria, tosse, esplenomegalia e anorexia em ambos subgrupos.

A astenia e dores articulares perderam a importancia devido sua diminufda

objetividade, determinando duvidas em sua avaliagao, principalmente em criangas

menores. A icterfcia se apresentou em 100% dos indivfduos com exposigao previa

a malaria, e em apenas 10,7% dos indivfduos priminfectados.

Tabela 7 - Frequencia dos principais sinais e sintomas observados no 10

dia de tratamento, entre pacientes priminfectados e pacientes com exposigao

previaa malaria. APMIIEC, Belem/PA. 1997

Sinais e sintomas
avaliados no dia zero (%)

*Malaria> 1 (n = 6) Priminfectados (n = 28)

Febre 100 96,4

Calafrio 83,3 89,3

Palidez 83,3 92,9

Anorexia 66,7 82,1

Coluria 100 74,1

Cefaleia 100 71,4

Dor abdominal 50 67,9

Vomitos 50 53,6

Esplenomegalia 50 50

Tosse 100 53,6

Hepatomegal ia 0 32,1

Diarreia 16,7 21,4

Icterfcia 100 10,7

'Malaria >1= Pacientes que tiveram 1 ou mais epis6dios de malaria
Fonte: Dados primarios



A esplenomegalia por se tratar de um sinal frequentemente relacionado com

tftulos altos de anticorpos e maior res posta imune a doen~a, foi analisada

individual mente, tendo se apresentado como sinal importante nos dois subgrupos,

ocorrendo em metade dos indivfduos.

A Tabela 8 mostra a rela~ao entre tftulos de anticorpos IgG anti-P. vivax e

numero de indivfduos com ou sem esplenomegalia.

Tabela 8 - Distribui~ao dos tftulos de anticorpos classe IgG anti-PV em DO e

presen~a ou ausencia de esplenomegalia. APMIIEC, Belem/PA. 1997

Titulos de Esplenomegalia (nOabsolutos de individuos) Total de

anticorpos em DO Presenya Ausencia pacientes

40 1 0 1
80 2 0 2
160 1 1 2
320 0 2 2
640 2 4 6
1280 3 3 6
2560 2 3 5
5120 1 1 2
10240 5 3 8

Total 17 17 34
Fonte:Dados primarios

Nas coletas realizadas em DO os tftulos de anticorpos IgG1 anti-PV

predominaramsobre as demais subclasses, com tftulos iguais ou pr6ximos dos

titulosde IgG total. Os tftulos de IgG3 anti-PV foram bem menores, tendo side

detectadosapenas nos pacientes que apresentavam altos tftulos iniciais de IgG

total.A subclasse IgG2 foi evidenciada em tftulos limftrofes ao ponto de corte



considerado e apenas na primeira coleta, tanto em indivfduos sem historia anterior

de malaria, como nos priminfectados.

As caletas realizadas aos 60 au, aos 120, au aos 180 dias apos a

tratamento, evidenciaram manuteng80 dos tftulos de IgG1 proximos aos nfveis de

Ig8 total e desaparecimento de IgG2 e IgG3 em ambos subgrupos. Os tftulos de

Ig83 desapareceram no pos-tratamento apenas nos pacientes ja expostos a

infecg80 anteriormente. No subgrupo de priminfectados IgG3 manteve-se positiva

nopos-tratamento, em nfveis baixos. (Tabela 9)



Tabela 9 - Tftulos de anticorpos antiplasmodiais subclasses IgG 1, IgG2 e IgG3 na fase aguda e pos-tratamento, de 34 pacientes.

APM/IEC, Belem/PA. 1997

IgG1 IgG2 IgG3 IgG1 IgG2 IgG3
Paciente Paciente

(DO) 2a coleta (DO) 2a coleta (DO) 2a coleta (DO) 2a coleta (DO) 2a coleta (DO) 2a coleta

3 2560 Neg Neg Neg 20 Neg 53 2560 320 Neg Neg Neg Neg

4 5120 Neg Neg Neg 20 Neg 54 320 Neg Neg Neg Neg Neg

9 320 Neg Neg Neg Neg Neg 56 40 40 Neg Neg Neg Neg

12 1280 80 Neg Neg 20 Neg 57 2560 160 20 Neg 20 Neg

I
13 80 40 Neg Neg Neg Neg 58 640 160 Neg Neg Neg Neg

16 1280 Neg Neg Neg Neg Neg 62 80 Neg Neg Neg Neg Neg

I
17 640 Neg Neg Neg Neg Neg 63 320 Neg Neg Neg 40 Neg

I

21 640 80 Neg Neg Neg Neg 64 10240 Neg Neg Neg Neg Neg

22 2560 320 Neg Neg 80 Neg 66 640 Neg Neg Neg 20 Neg

I
29 320 Neg Neg Neg Neg Neg 78 1280 Neg 20 Neg 20 20

30 1280 Neg Neg Neg 20 Neg 82 320 Neg Neg Neg 20 Neg

I 35 20 Neg Neg Neg Neg Neg 83 640 320 Neg Neg 20 Neg

I

38 320 Neg Neg Neg Neg Neg 86 5120 640 Neg Neg 20 Neg

40 1280 40 Neg Neg Neg Neg 87 320 Neg Neg Neg 20 Neg

I
42 640 Neg Neg Neg 20 Neg 88 160 160 Neg Neg 40 Neg

45 2560 40 Neg Neg Neg Neg 89 320 320 Neg Neg 20 Neg

I
52 1280 40 Neg Neg Neg Neg 90 1280 80 Neg Neg 40 Neg

I
O'l
(»

I



Tabela 10 - Medias geometricas dos tftulos de subclasses IgG1, IgG2 e IgG3 anti-

P. vivax, e propon;ao de individuos positivos na primeira e segunda coleta

conforme exposigao anterior a malaria. APM/lEC, Belem/PA. 1997

IgG *Malaria > 1 (n= 6) Priminfectados (n=28)

1a amostra 2a amostra 1a amostra 2a amostra

IgG ProporC;8ode positivos 100 61,8 100 58,1

Total
(%)

Tftulos** 1810,19 160 1312,08 236,29
±2,861 ± 1,633 ± 5,433 ±1,517

IgG1 ProporC;8ode positivos 100 83,3 96,4 46,4
(%)

Tftulos** 806,35 139,29 709,21 122,99
±2,578 ± 4,494 ± 4,038 ± 3,919

IgG2 ProporC;8ode positivos 16,7 10,7 3,6
(%)

Tftulos** 20 20
± 1 ± 1

IgG3 ProporC;8ode positivos 66,6 39,3 7,1
(%)

Tftulos** 28,28 22,69 28,28
± 1,492 ± 1,519 ± 1,633

** Mediasgeometricas dos tftulos de anticorpos e desvio padr80 geometrico
* Pacientesque tiveram 1 ou mais epis6dios anteriores de malaria



Figll"a 11 - MEdia> goorrttriCC5 dos tituos de crticorpos IgG1,lg<X e IgG3
crti-PvivCl)( , ra fase cgLda (pre-trctanrto ou DO),e fase pOs-trctanrto de

34 cricn;:a; estLda:la>. AFMIIEC, Ba€ntPA 1997
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TabeJa 11- Numero absoluto de indivfduos positivos e negativos a IFI para

os anticorpos IgG1, IgG2 e IgG3 anti-P. vivax e valores de p obtidos na

comparac;ao de proporc;6es. APMIIEC, Belem/PA. 1997

Indivfduos Malaria >1 Priminfectados

IgG1 Numero de 6 27
positivos

Numero de 0 1
negativos

IgG2 Numero de 1 3
positivos

Numero de 5 25
negativos

IgG3 Numero de 4 10
positivos

Numero de 2 18
negativos

* TesteExato de Fisher



Este estudo avaliou, por meio da tecnica de imunofluorescencia indireta, a

distribuigao dos anticorpos antimalaricos da classe IgG e subclasses, em um

grupo de criangas portadoras de malaria por P. vivax, atendidas ambulatorialmente

e acompanhadas pelo periodo que se convencionou chamar contrale de cura em

malaria vivax.

A maioria dos estudos demonstrativos do padrao de res posta imune a
malaria humana feitos anteriormente utilizou voluntarios humanos nos quais a

infecgao malarica era induzida, seja por inoculagao direta de formas sangOineas

assexuadas do parasita, seja por exposigao destes individuos a picada de

anofelinos infectados (inoculagao de esporazoitos). Essas metodologias

atualmente seriam inviaveis em virtude dos importantes avangos obtidos na area

debioetica em pesquisa.

Fato ja demonstrado em areas endemicas, e que a chamada imunidade

antit6xica, ou premunigao, e incompleta, nao esterilizante e adquirida

progressivamente ap6s inumeras exposigoes (revisado por Baird, 1993). A maior

parte desta prategao relativa e atribuida a anticorpos da classe IgG, cuja

efetividadefoi demonstrada gragas aos experimentos de transferencia passiva de

anticorposfeitos por Cohen et aI., (1961); Edozien et al. (1962) e McGregor et al.

(1963). Em um estudo mais recente Sabchareon et al. (1991), usando IgG

purificada, obtida de doadores semi-imunes africanos, conseguiu diminuir a

parasitemia assexuada de 11 individuos com malaria por P.falciparum

recrudescente. Estes autores purificaram IgG obtida de doadores semi-imunes

africanose injetaram-na por via endovenosa, em 3 diferentes doses, em 11



adultos tailandeses com malaria recrudescente. Oesta forma, obtiveram redugao

da parasitemia assexuada, em concord2lncia com estudos anteriores. Apesar

desta protegao nao ter sido esterilizante, ela provou ser consistente, estagio

especffica e especie-especffica, corroborando as estudos feitos anteriormente.

o ideal nos estudos de imunidade humoral em quaisquer doengas,

infecciosas au nao, seria a avaliagao da resposta efetora dos anticorpos " in vivo",

au seja, a definigao exata do mecanismo de agao destes elementos frente aos

diversos antfgenos. As dificuldades tecnicas neste sentido sao inumeras, restando

assim, as respostas obtidas com as experimentos "in vitro", e as estudos

quantitativos de acompanhamento dos nfveis destes anticorpos, feitos na tentativa

deestabelecer um padrao na resposta imune humoral do hospedeiro, em diversas

populag6es.

No presente estudo, as nfveis de anticorpos IgG anti-PV, obtido no 10 e 70

dia de acompanhamento, seguiu uma linha ascendente dos tftulos, independente

dafaixa etaria estudada. Esta elevagao mostrou diferengas significativas no grupo

total, revelando nfveis de anticorpos mais elevados em relagao ao primeiro dia de

tratamento, na auselncia de parasitemia ao exame da gota espessa. Par outro

lado,os estudos feitos na decada de sessenta, referem a importancia da presenga

do parasita no sangue periferico, como estfmulo primordial de anticorpogenese

efetiva.Contudo, a comparagao de estudos anteriores e a presente trabalho, nao

podeser feita, ja que se trata de duas formas distintas de abordagem (malaria

clfnicae malaria induzida). 0 aumento dos tftulos ocorrido entre 01 e 07, poderia

serexplicado par tres hip6teses: 1) 0 tempo decorrido entre a ultima parasitemia e

acoletade soro feita no oitavo dia de tratamento, foi um tempo relativamente curto

(emmedia 4 dias) para que as fenomenos ausencia de parasita p6s-tratamento e





havendo supressao completa da parasitemia, os parasitas presentes funcionavam

como estfmulo adequado para produc;ao de anticorpos pelo hospedeiro. Lunn ef al.

(1965) demonstraram que se a parasitemia e completamente suprimida por terapia

com cloroquina (utilizada neste estudo como antimalarico), os anticorpos

usualmente nao SaD produzidos.

Outros estudos muito semelhantes foram feitos e todos obtiveram a mesma

resposta, de queda progressiva dos tftulos de anticorpos com 0 termino da

parasitemia (uso do tratamento esquizonticida), permanecendo estes nfveis

detectaveis por um perfodo prolongado (Abele, 1965; Collins, 1971). Em areas nao

endemicas foram demonstrados perfodos variaveis de persistEmcia destes

anticorpos, reportados entre 13 e 20 anos (Luby ef aI., 1967).

E bastante conhecida a correlac;ao existente entre tftulos de anticorpos e

exposic;aocumulativa a malaria. Estes anticorpos persistem por muitos anos ap6s

o ultimo ataque malarico em indivfduos previamente expostos a intensa

transmissao (Bruce-Chwatt, 1982; OMS, 1989). Paradoxalmente, estudos

longitudinais de pacientes procedentes da Amazonia tem mostrado que anticorpos

antimalaricos de curta durac;ao (especial mente IgM e IgG3) podem desaparecer

alguns meses depois do ataque malarico (Ferreira ef a/., 1994).

Fontes ef al. (1991) demonstraram que anticorpos contra a protefna

circunsporozofta de P. vivax (CSP) SaD rapidamente sintetizadas e persistem por

ate oito meses, em indivfduos nao imunes expostos a ataques primarios da

doenc;a,em area nao endemica.

No presente estudo, todas as crianc;as foram tratadas com esquema

classico, utilizando cloroquina como esquizonticida sangufneo e apresentaram

clareamento da parasitemia assexuada ate 0 4° dia de tratamento. Os tftulos de



IgG no 8° dia apes infcio do tratamento, portanto pelo menos quatro dias apes a

supressao da parasitemia assexuada evidente ao exame da gota espessa, foram

maiores em relac;ao ao dia zero.

Collins et al. (1964), demonstraram persistelncia dos anticorpos anti-

P.falciparum frente a duas cepas diferentes inoculadas em voluntarios. Este

estudo mostrou diferentes padr6es de res posta imune conforme a cepa estudada;

tendo ocorrido persistencia de tftulos de anticorpos em nfveis relativamente

estaveis ate 20 meses apes inoculac;ao do esporozofto para a cepa colombiana.

Collins et al. (1975), inocularam em voluntarios seis diferentes cepas de

P.vivax e mediram os anticorpos tipo IgG atraves de duas tecnicas:

imunofluorescencia indireta e hemaglutinac;ao. A imunofluorescencia indireta

mostrou picos maximos de anticorpos entre 11 a 20 dias apes parasitemia patente.

Ap6s este tempo os tftulos declinaram gradativamente. Ao fim de 60 dias alguns

tftulos cafram ate diluic;ao de 1:1O. Aos 240 dias a mediana de tftulos permanecia

em 10. Nesse mesmo experimento tambem foram inoculados com cepas de

P.vivax, indivfduos com histeria de recafdas de longa durac;ao (media de 189 dias

ap6s a infecc;ao primaria). Conforme se esperava, as medias geometricas dos

tftulos de anticorpos se elevaram a altos nfveis em comparac;ao com as respostas

obtidas na infecc;ao primaria, reafirmando 0 conceito ja conhecido de resposta

imune secundaria quantitativamente maior. Estes tftulos permaneciam elevados

ate 120 dias ou mais, quando comparados aos da infecc;ao primaria.

No presente estudo, em virtude de a avaliac;ao do paciente ter side feita

conforme sua chegada, portanto de forma aleateria, nao foi possfvel identificar

infcio da anticorpogenese e nem picos maximos de anticorpos. Os tftulos, com

exce<;aodo aumento inicial obtido em 07, foram acompanhados por ate 180 dias



em intervalos de dois meses, mostrando declfnio gradativo. Aos 60 dias apos

inicio do tratamento apenas um doente (4,7%) apresentava exame sorologico

negativo. Aos 120 dias apos 0 tratamento especifico, 31,2% dos pacientes

apresentavam resultados negativos, e os titulos positivos variavam entre 40 e 320

(media geometrica de titulos de 2,63). Aos 180. dias apos 0 inicio do tratamento,

71,4% dos individuos apresentavam resultado negativo, e aqueles cujos titulos de

anticorpos IgG anti-PV persistiam, apresentavam niveis variaveis entre 40 e 160

(media geometrica de titulos de 0,13).

Seria esperado que a resposta inicial de aumento dos titulos obtidas entre

os dias zero e sete fosse mais evidente no grupo de individuos com historia

anterior de malaria. Esta evid€mcia, apesar de ter side verificada em numeros

absolutos, nao resultou significativa, sugerindo que talvez para um tamanho maior

de amostra de individuos que apresentavam historia anterior de malaria, esta

diferenga tivesse side estabelecida estatisticamente.

Lunn ef al. (1966) mostraram em estudos de malaria induzida por

inoculagao de esporozoitos de P. vivax em adultos, um nivel maximo de anticorpos

entre 8 a 26 dias e 8 a 16 dias apos a patencia. Ate 252 dias apos 0 fim da

parasitemia patente, persistiram titulos que variaram entre 10 e 160.

No grupo de criangas estudadas, nao puderam ser estabelecidas as

definigoes de semi-imunes e nao imunes, devido a referencia infrequente de

criangas com historia anterior de malaria, e quando presente, esta evidencia era

de baixa intensidade (no maximo dois episodios anteriores). Nos subgrupos

formados de priminfectados e criangas com historia de ataque anterior, a doenga

se apresentou de forma muito semelhante, nao havendo diferengas quanta a

clinica dos do is subgrupos, exceto para 0 sinal ictericia, sendo interessante 0 fato



de estar presente em 100% dos indivfduos ja expostos a um au mais ataques

anteriores da doenc;a, e em apenas 10,7% dos priminfectados. Dentre as crianc;as

com icterfcia, nenhuma delas apresentava doenc;a anterior, do tipo hepatobiliar

e/ou outras, que pudessem justificar a predisposic;ao para a desenvolvimento da

icterfcia, tornando este achado diffcil de ser explicado. Icterfcia em malaria foi vista

por outros autores que conclufram tratar-se de hepatite reativa nao toxica propria

da doenc;a, independente da especie envolvida (Ramachandran e Perera, 1976).

A esplenomegalia ja foi considerada importante medida malariometrica dos

nfveis de endemicidade de uma dada populac;ao, atraves do fndice esplenico,

sendo utilizada desde 1848 par Dempster na India (OMS, 1964). Par ser um sinal

pouco sujeito a variac;oes sazonais par exemplo, demonstra relativamente a nfvel

de transmissibilidade de uma dada populac;ao, apesar de algumas opinioes

contrarias a existencia de correlac;ao malaria e esplenomegalia, principalmente em

areas onde a largo usa de quimioprofilaxia (cloroquina) seja utilizado (De et at.,

1990).

Adedoyin & Fagbule (1993), estudando crianc;as com esplenomegalia em

uma comunidade no estado de Kwara (Africa), nao encontraram correlac;ao entre

presenc;ade esplenomegalia e presenc;a de plasmodios no sangue periferico.

Adekile et at. (1993) em estudo feito com crianc;as portadoras de anemia

falciforme, estabeleceram interessante correlac;ao positiva entre tamanho do bac;o

e presenc;a de altos tftulos de anticorpos antimalaricos. Este estudo constou de

uma avaliac;ao da esplenomegalia em dais grupos de crianc;as com anemia

falciforme, sendo um grupo de area nao malarica (Georgia) e a segundo grupo de

area hiperendemica de malaria (Nigeria-Africa). Nas crianc;as africanas foi

avaliada tambem a presenc;a de anticorpos antimalaricos (lgG e IgM), alem da



presenga de plasm6dio no sangue periferico. A correlagao entre presenga de

esplenomegalia e parasitemia nao foi estabelecida. Entretanto, foi observado que

quanta maior 0 tamanho do bago palpado, maiores eram os tftulos de anticorpos

antimalaricos.

Outros estudos porem, ja demonstraram que em areas hipoendemicas, a

esplenomegalia nao esta correlacionada com parasitemia ou endemicidade, em

concordancia com os resultados obtidos no presente estudo, no qual nao foi

estabelecida nenhuma associagao entre tftulos de anticorpos e presenga ou

ausencia de esplenomegalia.

Nesta amostra, correlagoes significativas foram estabelecidas entre tempo

de doenga e tftulos de anticorpos totais, sendo esta correlagao positiva em

indivfduos priminfectados, e negativa em indivfduos ja expostos anteriormente a
malaria. Estes achados sugerem que em um tempo maior de evolugao de doenga

(estfmulo antigenico persistente), menores nfveis de anticorpos sac encontrados,

em indivfduos expostos anteriormente a epis6dios de malaria. Contrariamente, em

indivfduos nao expostos previamente a ataques malaricos, quanta maior 0 tempo

de doenga, maiores sac os tftulos de anticorpos. Este fenomeno poderia ser

explicado em parte pelo fato de que, em indivfduos semi-imunes os anticorpos

produzidos sac qualitativamente melhores, ou seja, estao armados

especificamente contra determinados alvos (Bouharoun-Tayoun e Druilhe,

1992[b]), de modo a limitar eficientemente, porem de forma parcial, a parasitemia

assexuada. Como um efeito retroativo negativo, a diminuigao progressiva da

parasitemia assexuada induz nfveis de anticorpos sericos cada vez menores. Os

indivfduos nao imunes, possuem anticorpos nao eficazes, que se formariam contra

determinado alvo inespecificamente, Iimitando de forma menos eficaz a densidade



parasitaria, cujos nfveis sangufneos permaneceriam persistentemente estimulando

a formac;ao de mais anticorpos (efeito retroativo positivo).

Um papel crftico para os anticorpos citofflicos tem side proposto

recentemente na malaria por Pfalciparum, na qual 0 efeito destes anticorpos

dependeria de sua cooperac;ao com celulas. Conforme citamos anteriormente,

Khusmith e Druilhe (1983), alem de outros autores (Gysin et aI., 1980; Khusmith et

al., 1982) demonstraram tanto em humanos como em modelos animais que

merozoftos e/ou hemacias infectadas por Pfalciparum eram fagocitados por

macr6fagos ou mon6citos, e que a presenc;a de anticorpos opsonizantes estava

correlacionada com estado de protec;ao (Khusmith & Druilhe, 1982; Celada et aI.,

1982).

Dessa forma, estabeleceu-se definitivamente 0 conceito de imunidade

celular dependente de anticorpos (ADCI) na protec;ao imune a malaria por

P.falciparum, atraves dos experimentos de Bouharoun-Tayoun et al. (1990). A

ADCI e portanto, nao somente um ensaio in vitro que detecta anticorpos

protetores, mas tambem um eficiente mecanisme in vivo de defesa contra parasitas

de malaria (Perignon & Druilhe, 1994). Simultaneamente, diversos estudos foram

feitos em populac;oes pertencentes a diversos contextos epidemiol6gicos de

transmissibilidade de malaria, com 0 objetivo de identificar os perfis de resposta

dos anticorpos citofflicos nestas populac;oes. Profundas diferenc;as foram

encontradas quanta a distribuic;ao destes anticorpos.

Os anticorpos monoclonais utilizados para detecc;ao de anticorpos de

diferentes subclasses de IgG tem mostrado elevada especificidade tanto em

ensaios de ELISA, como de inibic;ao da hemaglutinac;ao e imunofluorescencia

indireta (Wahlgren et aI., 1983; Lowe et aI., 1982)



Na amostra estudada, utilizando a imunofluorescencia indireta, houve um

predomfnio evidente de anticorpos IgG1 sobre as demais subclasses, seguida da

presenga de IgG3 e a quase inexistencia de IgG2, independente de exposigao

anterior a malaria. Este padrao sugere uma resposta muito semelhante ao

comportamento de indivfduos procedentes de areas hiperendemicas, exceto pela

predominancia quase absoluta de IgG1.

Wahlgren et al. (1986) demonstraram que, em ensaios de

imunofluorescencia, os anticorpos IgG de subclasse mais rara, assim como

anticorpos de baixa afinidade, poderiam ser subestimados, devido a competigao

dos antfgenos com as subclasses mais comuns. Alem do mais, a vida media dos

anticorpos IgM e IgG3, bastante curta quando comparada a IgG1, IgG2 e IgG4

(Spiegelberg, 1974), poderia tambem resultar em baixa estimativa daquelas duas

subclasses, particularmente em indivfduos com nfveis de anticorpos sericos

baixos, ou coletados muito tempo ap6s a doenga manifesta.

Em nossos achados, tftulos de anticorpos baixos foram evidenciados muito

raramente, ao contrario, a maioria dos pacientes apresentava altos nfveis sericos

de anticorpos antimalaricos. Por outro lado, e concreta a possibilidade de baixa

afinidade dos anticorpos, tornando a subclasse IgG2 quase indetectavel. Assim

como, e con creta a possibilidade de desaparecimento de IgG3 devido a sua vida

media curta, visto que os doentes se apresentaram para primeira consulta, em

mediareferindo 13,4 dias de doenga. Os doentes que apresentaram IgG3 positiva,

mesmoem baixos nfveis, tinham um tempo de doenga variavel entre 3 a 30 dias

(mediade 11,6 dias).

Bouharoun-Tayoun e Druilhe (1992[a)) estudaram as subclasses de

anticorpos em indivfduos portadores de diferentes graus de resistencia a malaria:



em indivfduos hiperimunes 2 classes citofflicas de anticorpos foram predominantes

(lgG1 e IgG3). Ao contrario, em indivfduos nao imunes (crian9as e adultos

primariamente infectados foram encontradas diversas situa90es: 1) uma classe

nao citofflica de anticorpos (lgG2), predominando principal mente naqueles

indivfduos adultos priminfectados; 2) predomfnio de anticorpos do tipo IgM (classe

nao citofflica) mais frequentemente em crian9as; 3) menos frequentemente, nfveis

totais baixos de anticorpos antimalaricos nao citofflicos (lgG2 e/ou IgM) em

indivfduos nao protegidos. Estes autores demonstraram ainda que ocorria um

decrescimo das taxas de IgG2 em crian9as pequenas, quando comparadas a

crian9as maiores, em concordancia com as achados de Morell et al. (1972) de que

IgG2 inespecffica e produzida em baixos nfveis em crian9as muito jovens

(menores de dais anos de idade).

Aribot et al. (1996) avaliaram a padrao de imunoglobulinas em uma

comunidade africana, incluindo adultos e crian9as. Os adultos apresentaram altos

tftulos de anticorpos especfficos em rela9aO as crian9as. A parasitemia nao

mostrou nenhuma correla9ao com as nfveis de IgG total. 0 achado mais

interessante neste trabalho e a fato de que nfveis mais elevados de IgG3 estao

relacionados a menor risco de ataque malarico. Em rela9aO a presen9a de IgG3,

as compara90es feitas entre crian9as priminfectadas e crian9as com hist6ria

anterior de ataques malaricos no presente estudo, nao se estabeleceu nenhuma

evidelncia significativa de predominancia de IgG3 em indivfduos previamente

expostos, sendo este resultado talvez influenciado pelo tamanho da amostra de

pacientespreviamente expostos.

Ferreira et aI., (1994) realizaram um estudo cruzado seccional em 50

indivfduos de uma comunidade rural de Rondonia, na Amazonia ocidental



brasileira, avaliando as subclasses de IgG contra diversos antfgenos somaticos e

exoantfgenos de P.falciparum, tendo encontrado um marcante contraste com os

achados classicos de subclasses de IgG descritos para indivfduos semi-imunes

africanos. Nesta comunidade da Amazonia, a subclasse IgG2 contra

exoantfgenos, predominou sobre as outras subclasses de forma significativa,

porem em relagao aos anticorpos IgG1 contra antfgenos somaticos a diferenga

estatfstica foi duvidosa (p=O,052).

Mais recentemente, os estudos de resposta imune a malaria tem side

desenvolvidos com protefnas recombinantes ou peptfdios sinteticos

correspondentes a regioes imunologicamente relevantes, consideradas alvos

potenciais para composigao de vacinas. Assim e, que por exemplo Soares et al.

(1997), estudaram a resposta de anticorpos e celulas T contra onze protefnas

recombinantes, correspondentes as regioes N e C-Terminais da MSP1 de P.vivax,

em indivfduos apresentando ataques agudos, e em indivfduos convalescentes,

procedentes de Belem, e observaram que 83% dos indivfduos estudados tem

anticorpos contra estas protefnas. Alem disso, observaram que estes anticorpos

eram predominantemente das subclasses IgG1 e IgG3, semelhante aos

resultados encontrados no presente trabalho em relagao a resposta de anticorpos

anti-PV.

No presente estudo, questoes fundamentais surgem: considerando-se a

assertiva classica que considera a imunidade a malaria como sendo especie-

especffica, poderfamos esperar que 0 comportamento da chamada ADCI na

imunidade humoral nao fosse 0 mesmo para as diferentes especies de plasmodio?

As populagoes a serem estudadas na tentativa de estabelecer um padrao de

resposta qualitativa de anticorpos antimalaricos frente a doenga, poderiam



manifestar padr6es semelhantes para as duas especies de plasm6dio mais

prevalentes no Brasil?

Na tentativa de responder em parte estas quest6es seriam necessarios

estudasexperimentais do comportamento do Pasmodium vivax frente ao fenomeno

de ADel, de forma a estabelecer semelhangas com 0 comportamento do

P.falciparum, que atualmente tem side a unica especie de plasm6dio estudada

neste sentido. Infelizmente, os experimentos in vitro com Plasmodium vivax

enfrentam inumeras dificuldades tecnicas, tornando relativamente dificultosos os

ensaiasde ADCI com esta especie de plasm6dio.

Por outro lado, muitas considerag6es tem side feitas atualmente, quanta a

possibilidade de imunidade cruzada entre P.vivax e P.falciparum (Maitland et aI.,

1997).Estas considerag6es tem por base varias observag6es e experimentos que

demanstraram 0 desenvolvimento de imunidade ap6s inumeras infecg6es por

P.vivax, suficiente para atenuar 0 curso subsequente de infecg6es potencial mente

letaispar P.falciparum.

Desta forma, os estudos de resposta imune ao P. vivax devem ser

persistentes a despeito das dificuldades, e estimulados pelas correntes de

pensamento que postulam de forma inovadora, que esta especie de plasm6dio, em

decarrencia de seu modele de adaptagao ao homem melhor estruturado, mostre 0

melharcaminho a seguir na tentativa de elucidagao de uma das mais complexas e

sedutaras quest6es da imunopatologia da malaria: a interagao paras ita-

hospedeiro.



.:. 0 grupo de crian<;as estudadas desenvolveu anticorpos c1asse G anti-

plasmodiais totais anti-P. vivax, que seguiram um padrao de tftulos semelhantes

aqueles estudados em malaria induzida, com exce<;ao de uma eleva<;ao

significativa ocorrida entre a primeiro e oitavo dia de acompanhamento,

independente de exposi<;ao anterior au nao a malaria.

.:. Durante a controle de cura as nfveis de anticorpos totais anti-PV declinaram

gradativamente, na seguinte escala: 4,76% das crian<;as apresentaram

negativa<;ao dos tftulos ate 060, 37,5% ate 0120, e 71,42% tiveram as tftulos

de anticorpos negativos ate 180 dias apos a infcio do tratamento. Neste

perfodo, as pacientes que permaneceram positivos apresentavam tftulos que

variavam entre 40 e 160, sem rela<;ao com exposi<;ao previa a malaria .

•:. Nao houve associa<;ao entre parasitemia assexuada no dia zero, e nfveis de

anticorpos totais anti-PV no pre-tratamento e/ou no oitavo dia pos-tratamento .

•:. Em crian<;as com historia anterior de malaria a tempo de doen<;a e diretamente

proporcional aos tftulos de anticorpos IgG no primeiro dia de tratamento. Em

crian<;as nao expostas anteriormente a malaria, a tempo de doen<;a e

inversamente proporcional aos tftulos de anticorpos no primeiro dia de

tratamento.



.:. Nao ha correla<;ao entre tftulos de anticorpos anti-PV totais e presen<;a de

esplenomegalia, na amostra estudada .

•:. Houve predominancia de anticorpos citofflicos nas seguintes propor<;oes na

amostra estudada: IgG1> IgG3. A classe nao citofilica (lgG2) nao foi

evidenciada.
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Informagao ao respons8vel do paciente participante do Protocolo do Projeto de pesquisa intitulado
"Plasmodium vivax": avaliagao da res posta de anticorpos IgG em criangas expostas a malaria", sob
coordenagao dos pesquisadores Ana Yece das Neves Pinto (medica) e Prof Dr. Jose Maria de Souza.

Seu filho(a) esta convidado a participar de um estudo que ira avaliar como se encontram as defesas do organismo de
crianyas no combate a malaria vivax, doenya que esta atingindo sua crianya no momento. Este estudo tem por objetivo avaliar quais
anticorpos estao presentes no sangue destas crianyas, a fim de entendermos melhor como funcionam as defesas humanas, contra
o germe causador da malaria

PROCEDIMENTOS
A partir de sua aceitayao, a crianya fara parte do grupo descrito, sera submetida a exames de laboratorio, ao contrario das

crianyas que nao fizerem parte do projeto. 0 tratamento especifico, sera dado da mesma forma feita rotineiramente neste
ambulatorio, assim como os controles dos pacientes.

A crianya vai ser inicialmente submetido a exame para diagnosticar a malaria, antes mesmo de entrar no estudo, e 0

EXAME DE PESQUISA DE PLAsMODIO ("fura-dedo"). Se 0 resultado for positivo, entao ela podera ser eleita para
participar do estudo, caso 0 Sr. responsavel concorde.

Tambem fara um exame de sangue (retirado da veia), que so e feito naqueles que participarem do projeto. Uma certa
quantidade de sangue (20 ml) sera retirada da veia da crianya, para que seja feita pesquisa de anticorpos, no primeiro dia de
tratamento, e ainda 7 dias, 60 dias, 120 dias e 180 dias apos 0 inicio do tratamento.

2 POSSiVEIS DESVANTAGENS
As coletas de sangue muito proximas (no primeiro e no oitavo dias de tratamento) serao provavelmente dolorosas e

bastante diffceis, principalmente para crianyas menores.

3 BENEFiclOS
Sua crianya sera avaliada por um pediatra diariamente, e enquanto durar 0 estudo tera acompanhamento medico e

laboratorial gratuitos. Alem disso, este estudo sera feito na tentativa de descobrirmos como as pessoas poderao se defender melhor
contra os germes que causam malaria, e aprendermos cada vez mais sobre como fazer uma vacina contra esta doenya.

4 INCENTIVOS
Os participantes receberao vales - transporte diariamente, conforme sua necessidade, para 0 devido comparecimento as

consultas.
Os participantes terao acompanhamento ambulatorial e laboratorial de sua doenya, e poderao dispor de alguns exames de

rotina, que porventura sejam necessarios durante seu controle de cura, gratuitamente cedidos pelo Ambulatorio do Programa de
Malaria do Instituto Evandro Chagas.

5 PARTICIPAc;Ao
A participayao neste estudo s6 DEPENDE DA SUA VONTADE (e vOluntaria). Voce pode se retirar sua crianya do

mesmo a qualquer momento que voce (0 responsavel) deseje, ou mesmo a crianya que ja manifeste vontade propria. Neste caso,
solicitamos que apenas explique seus motivos ao medico responsavel. A relayao com 0 medico e 0 tratamento de sua crianya nao
serao de forma alguma afetadas, caso voce nao aceite participar, ou mesmo se interromper sua participayao.

Antes e durante 0 estudo voce tem 0 direito de esclarecer todas suas duvidas com a medica responsavel pelo estudo, e/ou
quaisquer membro da equipe de atendimento do Ambulatorio do Programa de Malaria do Instituto Evandro Chagas.

CASO CONCORDE EM PARTICIPAR, VOCE DEVERA SEGUIR ESTRITAMENTE TODAS AS INSTRU<;OES
QUE VENHAM A SER DADAS PELA EQUIPE, CASO CONTRARIO PODERA SER RETIRADO DO ESTUDO,
DESDE QUE SEUS COORDENADORES ASSIM 0 DECIDAM.

TENDO DECIDIDO PELA PARTICIPA<;AO DE SUA CRIAN<;A NO ESTUDO, PEDIMOS ASSINAR E DATAR
ABAIXO.

Declaro ter recebido informag6es satisfat6rias referentes a minha participagao no estudo acima
referido.
Estou ciente dos beneffcios e possfveis desvantagens de participar do estudo. Sei tambem que posso
deixar 0 estudo se assim 0 desejar, sem que a qualidade dos cuidados medicos que me SaD oferecidos
pelo Instituto Evandro Chagas seja afetada.



Anexo 3

Prepara9ao do PBS (solu9ao salina com fosfatos)

pH: 7,2

Osmolaridade:

Na2HP04 (fosfato diss6dico) 1,096g

KH2P04 (fosfato monos6dico) 0,315g

Hel (cloretro do s6dio) 8,5g

Agua destilada q.s.p 1OOOml



13. HDA: Tempo de doenl;a, o"dem Cl"onologica dos sintomas, tratamento antimalfuico ,"ealizado, evolul;30 dos
sintomas, complical;oes. Via gem ou penloite fora do local onde reside'? Quando'? Por" quanto tempo'? Febre no
local onde pernoitou'? Outras pessoas com malfuia no local'?

SINAlS E DO Dl D2 D3 D4 D5 D6 D7
SINTOMAS
Febre
Calafdo
Sudorese
Cefaleia
Anorexia
Astenia
Mial2/artraleia
Tonteira
Zumb/sm"dorese
Tosse/dispneia
Epi2/d.abdomin
Naus/vomitos
Diarreia
Corurina
Convulsoes
Palidez
Ictericia
Fi2ado
Bal;o



O/OATA PARASITEMlA ESQUEMA TERAPEUTICO
00
01
02
03
04
05
06
07
Ox

M.vivax Dl.Cloroquina: 10 mglkg 1° dia, 7,5 mglkg 2° e 3° dia + primaquina: O,25mglkgldia 14 dias
2.Altemativo

EXAME/O 00 07 060 0120 I}lSO
Parasitemia

Titu10s IgG

Titulos IgG1

Titulos IgG2

Titulos IgG3




