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RESUMO

% As estratégias atuais de combate a malaria estimulam o conhecimento mais
profundo dos mecanismos de defesa humana antiplasmodiais. A cooperagcao
de anticorpos citofilicos com mondécitos sanguineos facilitando a fagocitose de
células infectadas, tem mostrado ser um mecanismo efetivo nesta defesa.
Estudos comparativos entre populacbes semi-imunes € ndo imunes, tém sido
feitos a fim de identificar o padrédo de imunoglobulinas nestas populacdes.
Somando-se a estes, o presente trabalho objetivou avaliar a resposta de
anticorpos 1gG anti-P.vivax (IgG anti-PV), subclasses citofilicas: 1IgG1 e 1gG3 -
e néo citofilicas: 1gG2, em criangas com malaria por P.vivax. Foram avaliadas
34 criangas portadoras de malaria vivax, diagnosticadas pela gota espessa,
acompanhadas desde a fase aguda até o ultimo controle de cura, as quais
tiveram seus niveis de anticorpos IgG anti-PV e subclasses mensurados pela
técnica de imunofllorescéncia indireta. Os pacientes foram subdivididos em
dois grupos: priminfectados (n=28) e pacientes com histéria de malaria anterior
(n=6). A média geométrica dos titulos de anticorpos IgG anti-PV, foi
demonstrada nos diferentes periodos relativos ao controle de cura, sendo que
0s niveis de anticorpos mensurados durante a fase aguda (dias zero e sete)
foram comparados (teste t de Student). Niveis de anticorpos IgG anti-PV foram
correlacionados com parasitemia e tempo de doenga, (Correlagdo de
Spearman). Sinais e sintomas clinicos foram descritos em ambos subgrupos. A
propor¢do de individuos positivos e negativos quanto as subclasses foi
comparada nos dois subgrupos (teste exato de Fisher). Os resultados
mostraram um aumento inicial dos titulos de IgG anti-PV entre o dia zero (D0O) e
o dia sete (D7), sendo esta diferenca significativa (p=0,027), independente de
exposicao anterior ou ndo a malaria. Aos 60, 120 e 180 dias pods-tratamento,
obteve-se uma curva descendente de titulos, com as seguintes propor¢des de
respostas positivas: aos 60 dias: 95,2%, com titulos variando entre 40 e 2560;
aos 120 dias: 62,5%, com variacado de 40 e 320; e aos 180 dias apenas 28,5%
de positivos, com variagéo entre 40 e 160. Foi encontrada correlagao positiva
entre tempo de doenca e niveis de anticorpos totais entre individuos
priminfectados. As médias geométricas dos titulos de anticorpos IgG anti-PV
subclasses encontradas em DO foram: 1gG1(598,41) > IgG3 (4,064) > 1gG2
(1,422). Nao ocorreram diferengas entre propor¢cdes de individuos positivos e
negativos para as subclasses de IgG anti-PV, quando se comparou
priminfectados e pacientes sem historia anterior de maléaria. Concluiu-se que,
no grupo estudado: 1) Ocorre inicialmente aumento de anticorpos IgG anti-PV
entre o primeiro e oitavo dia de tratamento; 2) Os niveis de anticorpos totais
anti-PV declinam gradativamente durante o controle de cura: 4,76% dos
pacientes apresentaram resultados negativos até D60, 37,5% até D120, e
71,42% até 180 dias apds o inicio do tratamento 3) N&o ha associagéo entre
parasitemia assexuada no dia zero e titulos de anticorpos IgG anti-PV no
primeiro e oitavo dias de tratamento; 4) Em criangcas expostas a ataques
anteriores, quanto maior o tempo de evolugcdo da doenga, maiores sao 0s
niveis de anticorpos, ao contrario do que ocorreu com criangas priminfectadas;
5) Nao ha correlacdo entre titulos de anticorpos anti-PV totais e presenca de
esplenomegalia; 6) Houve predominancia de anticorpos citofilicos (IgG1>
IgG3), sobre os anticorpos n&o citofilicos, na amostra estudada.




ABSTRACT

An improved knowledge of human antiplasmodial defense mechanisms is
part of 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
objective to study the response of IgG antibodies anti-P.vivax (IgG anti-PV), and
their cytophilic (IgG1 e IgG3) and non-cytophilic (IgG2) subclasses in 34 outpatient
children with malaria by P.vivax. Diagnosis of malaria was established by thick
blood films. 1gG levels, with their respective subclasses, were identified by indirect
fluorescent antibody technique in the children enrolled in the study, during the
acute phase and up to ultimate established cure. Patients were divided in 2 groups
according to a previous malaria history (primarily infected, n= 28) and patients with
history of previous malaria attack (n=6). The geometric means of antibodies IgG
anti-PV levels were demonstrated during different periods of sera assessment. The
IgG anti-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
of sickness, (Spearman’s correlation test). A description of clinical features ocurred
in both subgroups. Regarding immunoglobulin subclasses, the proportion of
positive and negative sera was compared (Exact Fisher's test), in the 2 subgroups
with the following results: a significative statistical difference (p=0,027) ocurred in
the IgG levels between day zero (DO) and day seven (D7), with no correlation with
previous malaria history. A descending curve was observed in IgG levels, with
mean and variable values respectively of 95,2% (40-2560) on the 60" day, 62,5%
(40-320) on the 120" day, and 28% (40-160) on the 180" day after treatment.
There was a positive association between the time of sickness and total antibody
lgG anti-PV levels in primarily infected patients. The rank order for geometric
means of IgG subclasses encountered was: 1gG1(598,41) > IgG3 (4,06) > 1gG2
(1,42). There were no significative differences in IgG anti-PV subclasses among
primarily infected patients and those without previous malaria history. The following
conclusions were made: 1) An increase of IgG anti-PV levels was seen between
DO and D7; 2) During the follow up the I1gG anti-PV levels showing a gradual
tendency to decline: 4,76% of the patients had negative results until D60, 37,5%
until D120, and 71,42% had negative results until 180 days after treatment; 3)
There was no association between assexual parasitemia in day zero and antibody
levels 1gG anti-PV in the first and in the eighth day of treatment; 4) In children with
previous malaria attacks the time of sickness evaluation is proporcional to antibody
IgG anti-PV levels, and the reverse occurs, in the primarily infected children; 5)
There was no correlation between total antibodies anti-PV levels and evidence of
splenomegaly; 6) Cytophilic antibodies (IgG1 > IgG3) predominated over non-
cytophilic antibodies (IgG2) in the study sample.
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1 INTRODUCAO

11 AMALARIA EM CRIANCAS COMO UM PROBLEMA DE SAUDE PUBLICA

A malaria inclui um conjunto de infec¢des produzidas por algumas espécies
de protozoarios do género Plasmodium, sendo uma doenga possivelmente muito
antiga, talvez tdo antiga quanto a nossa propria espécie (Deane, 1992).
Entretanto, até os dias de hoje, em pleno século vinte, na era da informatica e da
tecnologia avangada em todas as areas do conhecimento humano, principalmente
na area médica, determinada parcela de nossa populacdo (0 chamado mundo
subdesenvolvido), mantém-se como vitima indefesa deste flagelo.

Estimativas imprecisas calculam em 300 a 500 milhées de casos clinico por
ano distribuidos na Africa, Asia e Américas, além de um a dois milhdes de mortes
no mundo (WHO, 1995).

A analise da situacédo dos programas de controle da doenca nas Ameéricas,
correspondente ao ano de 1996, indicou o Brasil como o pais que mais notificou
casos de malaria neste mesmo ano (OPS, 1996[a]). Apesar disso, no Brasil,
grandes progressos foram obtidos na luta contra a maléria, e sua incidéncia é hoje
restrita a regido Amazonica. Na regido extra-Amazodnia, as profundas alteracdes
sécio-econdmicas e ambientais, principalmente no sentido da urbanizagio
crescente e do intenso desmatamento, aliados a um programa sistematico e
disciplinado de erradicagc&o da doenga, permitiram que, as areas mais densamente
povoadas do Brasil estejam atualmente, livres da transmiss&o da doenca. Na
Amazodnia, entretanto, a malaria tem se tornado perene, e com preocupantes

indices de aumento do numero de casos a cada ano, desde 1970 (Tauil, 1984).
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O valor mais baixo ja atingido de casos de malaria, no Brasil, ocorreu entre
1968 e 1970 (variagdo de cinquenta mil a cinquenta e trés mil casos da doenca
por ano), imediatamente apds a campanha de erradicagdo da doenca. Nesta
época, a transmissao praticamente confinava-se a regido amazonica.

Inimeros fatores de natureza fisica e bioldgica, além de fatores soécio-
econdmicos existentes na Amazodnia, tornam esta regido bastante vulneravel a
interacéo parasito-vetor-homem, propiciando a manute¢éo da transmissao.

Ao considerarmos a populagdo mundial, as criangas sdo particularmente
afetadas. Em éareas altamente endémicas, o maior impacto da doenga & em
criangas menores de cinco anos de idade. Estima-se que, em areas rurais da
Africa tropical, 1 em cada 20 criancas morre com maldria, antes dos 5 anos de
idade (Philips et al/, 1993).

Recentemente, a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS)/
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), vem divulgando estatisticas
impressionantes acerca de doencgas prevalentes na infancia. Cinco doencas
causam sete de cada dez mortes infantis, desde 1990: infec¢des respiratorias
agudas, desnutricdo, diarréia, sarampo e malaria. Neste madrbido “ranking” a
malaria figura como a quinta causa principal de morte infantil, sendo responsavel
por 7,7% das mortes (OPS, 1996[b]).

No continente africano, onde a situagdo é grave, muito se tem feito no
sentido de diagnosticar a doenga na infancia, em todos os seus aspectos.
Todavia, no Brasil, os estudos de malaria em criancas ainda sdo escassos.
Extrapolagdes da experiéncia com adultos, sdo feitas frequentemente para

criancas, e geralmente ndo satisfazem as classes que dispensam atencéo a

infancia (Tonelli, 1987).
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A maldria ndo é uma doenga peculiar da criangca. Em nosso pais, por
exemplo, até pouco tempo atras, as distancias geograficas existentes entre a
populacéo infantil e as areas de maior endemicidade da doenca, resguardavam as
criancas, de certo modo, do risco de adoecer de malaria. Além disso, 0 uso de
inseticidas residuais como estratégia basica do Programa de Erradicagdo da
Malaria, aplicado na década de 50, determinou relativa diminuicdo da transmissao
domiciliar da doenca (Marques, 1995). E possivel que estes dois fatores, além de
outros, tenham se somado para garantir uma certa protecédo da criangca a malaria
em nosso pais. Esta “protecdo” € observavel pela escassa literatura existente a
respeito do tema (Tonelli, 1987), sugerindo que até pouco tempo atras, a malaria
em criang¢as era um problema de pouca relevancia entre nés.

Entretanto, mais recentemente, a crescente participagcdo feminina em
atividades que ha pouco tempo eram eminentemente do dominio masculino, como
por exemplo, a atividade extrativista em areas de desmatamento (Médici, 1989),
determinou um incremento do numero de casos de malaria em criancas,
particularmente na regido Amazonica, dotada de grandes riquezas naturais e
extensa area geografica.

Outro fato importante que sugere a maior interacédo do bindmio crianca e
melaria, € o fendbmeno de urbanizacdo que a doenga vem apresentando nos
ultimos anos. A cidade de Manaus, por exemplo, figurou em 1993 como a area de
maior incidéncia malarigena no estado do Amazonas (Marques, 1995). Neste
mesmo ano, foram registrados 23.189 casos (41,9% dos casos registrados no
estado do Amazonas) no municipio de Manaus, dos quais 13.638 eram autoctones
(Histérico, 1997). Na cidade de Belém, em 1993, foram registrados em

subestimativa (notificacéo referente a apenas um dos seis postos de notificacéo
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~ existentes na area Metropolitana de Belém), 293 casos autéctones confirmados de
maléria por P.vivax (Silva et al. , 1994). Podemos considerar, portanto, que a
 alividade extrativista com maior participag&o feminina e a urbanizagéo crescente
da doenca, aproximando geograficamente as criancas e a infeccdo malérica,
expdem cada vez mais a populacdo infantil ao risco da doenga na regiao
Amazonica.

Infelizmente, em virtude de inumeras falhas que ocorrem no sistema de
informacao, e o fato de a doenca atingir uma populacdo que geralmente vive em
precarias condi¢cdes de vida e niveis de atengdo a saude muito baixos, torna-se
dificil analisar dados numericamente, restando neste momento, a observacao
simples do fendbmeno e pretensdes futuras de melhoria nos servigos de informacgao
em maléria.

A malaria em criangas da regido amazonica brasileira, detentora do infeliz
indice de 99% dos casos de malaria do Brasil (Marques, 1995), surge portanto,
como um grave problema de saude publica, pelo crescente numero de casos
Incidentes em uma faixa etaria que influi diretamente sobre os indicadores de
salde de determinada populagéo.

As estratégias na busca de solugcdes para o problema emergente de
glevacdo do numero de casos de malaria em criangas no Brasil, devem ser
onsideradas dentro do enfoque atual que os programas mundiais de combate a
ta endemia vem assumindo, desde 1992: o controle integrado.

O Programa de Controle da Maléria teve seu primeiro enfoque oficial
rante a conferéncia ministerial de Amsterda, no ano de 1992, em substituicdo ao
Programa de Erradicacdo, apds o0 reconhecimento da impossibilidade de

rradicac@o da doenca em determinadas regides do globo (OMS, 1971). Define-se



19

assim, o abandono das estratégias coletivas de combate a malaria e o
privlegiamento do enfoque de risco, valorizando mais a intervencdo sobre o
individuo, e menos a intervencéo sobre o meio ambiente (Barata, 1995).

As diretrizes aprovadas na referida conferéncia, baseiam-se em 3 conjuntos
principais de atividades: 1) Gestdo da doenca, incluindo-se aqui as atividades de
diagnostico precoce e tratamento eficaz dos casos; 2) Prevencdo da doenca, com
medidas de protec&o individual, quimioprofilaxia quando indicada, imunizagédo
quando estiver disponivel e controle domiciliar de vetores; 3) Prevencao e controle
de epidemias, incluindo as ac¢des de vigilancia epidemiolégica.

Dentro do segundo conjunto de diretrizes (prevencdo) destaca-se como
elemento técnico basico para a nova estratégia do controle da doencga, o papel
das vacinas antimalaricas, um dos maiores investimentos atuais no combate a
doenca.

Uma das maiores limitacbes ao desenvolvimento das vacinas € a alta
complexidade estrutural e funcional do plasmaodio, determinando sua diversidade
antigénica em varios niveis: entre espécies, entre fases do ciclo parasitario, entre
diferentes isolados da mesma espécie e colhidos de individuos diferentes, entre
isolados do mesmo individuo colhidos em diferentes etapas, e ainda a prépria
diversidade antigénica do parasita. (McGregor & Wilson, 1988; Tosta, 1992).
Assim, torna-se claro que nao devemos nos referir ao desenvolvimento de apenas
uma vacina antimalarica, mas a diferentes vacinas antimalaricas contra um
parasita complexo.

Segundo Mendis (1991), varios estudos demonstraram os estagios
parasitarios que funcionam como alvos potenciais para o desenvolvimento das

vacinas antimalaricas, incluindo: a) os esporozoitos, estagio de introducao
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parasitaria no organismo do hospedeiro, e seus estagios sequenciais,
desenvolvidos no hepatoécito (pré-eritrociticos). Atuando nesta fase, a vacina
idealizada preveniria contra o estabelecimento da infeccdo; b) os estagios
eritrociticos assexuados, seriam indutores de imunidade anti-doencga, refletindo
nos indices de morbi-mortalidade da doencga, porém sem determinar protecao
duradoura ou efetiva; c) e finalmente, os estagios sexuados (gametas,
 gametdcitos), que determinariam um bloqueio a transmissdo em areas endémicas.
Documento do TDR (UNDP/WHO/TDR, 1995), divide empiricamente a era
das vacinas antimalaricas em seis periodos. O primeiro periodo € marcado pelos
experimentos com esporozoitos irradiados protetores contra a infecgao
(Nussenszweig, 1967). O segundo periodo antevé a impraticabilidade de produgéo
de uma vacina antimalarica contendo o parasita como um todo, e afirma que a
vacina devera conter determinados componentes antigénicos do parasita. A
terceira era € baseada na caracterizacdo de fragbes antigénicas capazes de
induzir resposta imune protetora. O 4° periodo, foi influenciado pelos resultados
limitados com as vacinas antiesporozoiticas em humanos, e pela valorizagéo do
complexo envolvimento de células T na resposta imune a malaria. Neste periodo,
centenas de antigenos potenciais candidatos a vacina, foram determinados e
tiveram seus genes clonados, tanto para P.vivax (revisado por Galinski & Barnwell,
1996), quanto para P.falciparum (revisado por Amador & Patarroyo, 1996). Isto
mostrou que o desenvolvimento da vacina seria, a partir de entdo, um trabalho
arduo, requerendo anadlises sofisticadas e entendimento perfeito da complexa
interacéo estabelecida entre o parasita e o sistema imune. O quinto periodo é
arcado pelo desenvolvimento da “SPf66” , uma vacina sintética que contém um

epitopo derivado da regido repetitiva (NANP) da proteina circunsporozoita (CS) e
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trés epitopos de estagios sanguineos, incluindo a proteina principal da superficie
do merozoito (MSP-1) de P.falciparum, idealizada pelo colombiano Manuel
Patarroyo (Patarroyo ef al., 1988).

Atualmente encontramo-nos no sexto periodo, onde se observam alguns
avancos no desenvolvimento de novas estratégias de vacinagdo, como por
exemplo, a utilizacdo de proteinas recombinantes, virus recombinantes e acidos
nucleicos (DNA) (revisado por Soares e Rodrigues, 1997).

Observou-se dentro do 4° periodo, uma verdadeira desilusdo em relacéo as
vacina antimalaricas, quando se constatou a necessidade do entendimento
pormenorizado da interacéo parasita-hospedeiro. Isto incluiria basicamente duas
dificuldades ja bem reconhecidas: 1) Complexidade antigénica estrutural do
parasita; 2) O desenvolvimento de uma resposta imune particular, conforme as
caracteristicas epidemiolégicas existentes nas diferentes regides endémicas. Tais
caracteristicas, teoricamente, definiriam o tipo de transmiss&o efetivada nestes
contextos epidemiolégicos, influindo diretamente no estado imunitario daquela
populagéo.

O Brasil é formado por regides geo-politico-sociais bastante distintas entre
sl, apresentando areas de alto, médio, baixo, e sem risco de transmissé&o de
maléria, distribuidas por todo o territério brasileiro. S&o classicos os trabalhos que
definem a transmissdo de malaria dentro do territério nacional, como sendo
predominantemente do tipo focal, ligada a fendbmenos sazonais, e intimamente
relacionada a fatores intrinsecos da dinamica dos povos, tais como movimentos
migratorios, assentamentos agricolas em fronteiras e atividades profissionais
(Marques & Gutierrez, 1994). Estas caracteristicas levam a uma instabilidade

patente nessa transmissao, originando uma populagéo cuja imunidade a malaria,




22

em sua grande maioria, existe em proporgcdes minimas ou € praticamente
inexistente (WHOQO, 1988). A chamada imunidade anti-doenca, muito comum em
populagdes da Africa Tropical, onde é grande a proporcdo de individuos
assintomaticos portadores do parasita, raramente é relatada no Brasil (Prata et al.,
1988), ou entéo é relatada em comunidades bastante especificas (Andrade et al.,
1995), sendo questionavel sua inclusdo dentre as caracteristicas imunoldgicas

adquiridas contra o plasmédio em populagdes da Amazonia.

12 RESPOSTA IMUNE NATURALMENTE ADQUIRIDA A MALARIA
1.21 Caracteristicas gerais

Observacgdes “ in vivo” sugerem que, em relacdo a espécie de plasmaédio
mais bem estudada, o P.falciparum, a resposta imune a infeccéo € determinada
fanto por caracteristicas inatas do hospedeiro, que desempenham o papel
principal, como por mecanismos imunobiolégicos de intensa resposta do sistema
imune do individuo, que representam a chamada imunidade naturalmente
adquirida, obtida apds numerosos ataques da doenca. Estes mecanismos
viabilizam varios estagios de imunidade, como a resisténcia a malaria cerebral,
imunidade antidoenca, imunidade cepa-especifica e, finalmente, apés um longo
tempo de exposicdo (em areas hiperéndemicas e holondémicas), o equilibrio da
relacéo parasita-hospedeiro, caracteristico do estagio de premunicdo. No entanto,
0 efeito protetor dessa resposta nem sempre é ideal. Ao contrario, pode muitas
vezes contribuir para a exacerbacédo do quadro fisiopatogénico, a exemplo do que
ocorre com @ malaria grave induzida pelo P.falciparum (Hommel, 1993).

Algumas caracteristicas fundamentais da resposta imune adquirida a

malaria devem ser ressaltadas: 1) Suscetibilidade & malaria-infeccao, excluindo-se
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agueles portadores de resisténcia inata; 2) A imunidade naturalmente adquirida &
especifica para cada espécie de plasmoédio, e para cada estagio do parasita,
durante seu ciclo no hospedeiro vertebrado; 3) A resposta imune ocorre
lentamente e tem pouca duragéo, persistindo somente enquanto existir o contato
entre 0 hospedeiro e o parasita. Esta caracteristica tem por base a analise da
situac@o de imunidade que ocorre nas areas ditas endémicas, onde a incidéncia
de maléria decresce a medida que aumenta a idade (Mc Gregor & Wilson, 1988;
Tosta, 1992; THE HUMAN, 1993; Baird, 1995). Assim, em areas endémicas, certas
peculiaridades do comportamento imunitario em criangas, podem ser agrupados
por faixas etarias. Na Africa tropical, regido holoendémica de maldria, as criancas
sdo relativamente protegidas da infecgcéo, até os dois anos de idade, por meio de
anticorpos de origem materna, transferidos via transplacentaria (Nardin, 1981), e
pela presenca da hemoglobina fetal (Pasvol et al., 1977; McLeod, 1988). Estes
anticorpos apresentam niveis cada vez menores a partir dos 6 meses de vida (Mc
Gregor & Wilson, 1988; Calvosa, 1995). Dos dois aos cinco anos, a imunidade
persiste ou desaparece, de acordo com a continuidade e freqUéncia da exposicao
a transmiss&o. Este é o periodo de maior risco, representando os maiores indices
de morbi-mortalidade da malaria, que constitui a primeira causa de morte em
criancas desta faixa etaria (The HUMAN, 1993; UNDP/WHO/TDR, 1995). A partir
dos cinco anos, o comportamento passa a ser semelhante ao que ocorre nos
adultos, onde as defesas sdo incrementadas, a severidade dos sintomas e a
densidade parasitaria no sangue periférico sdo reduzidas. (Mc Gregor & Wilson,
1988).
Apbs numerosos ataques de malaria, apds um estagio cronico de infecgéo,

um equilibrio €& obtido, caracterizado por baixa parasitemia e doenga
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oligossintomatica, somada a unica habilidade do parasita quando em hospedeiro
normal: sua habilidade em se fazer tolerado. Em hospedeiro imunocompetente
este fator indica claramente que o parasita tem mecanismos sofisticados de
assegurar a neutralidade do hospedeiro (Druilhe & Perignon, 1994). Assim, apos o
estabelecimento desses fendmenos, o hospedeiro adquire a chamada imunidade

‘antitoxica” ou imunidade “antidoencga”’, que protege contra a doenca, mas nao

contra a infecgao.

1.2.2 Resposta imune adquirida a malaria por P.vivax
Como agente etioldégico da malaria “benigna”, o Plasmodium vivax nao
determina milhées de mortes por ano, ndo esta frequentemente envolvido com
| resisténcia a drogas antimalaricas e nem é a mais importante doenga parasitaria
do homem. O P.vivax exerce sua funcdo parasitaria de forma inteligente e com
relativo sucesso, sendo a espécie de malaria humana mais amplamente distribuida
em nosso meio. No entanto, apesar de sua importancia epidemioldgica, a maioria
dos estudos de avaliagdo da resposta imune humana a antigenos de maléria tém
sido feitos para P.falciparum. Os estudos de imunidade contra o P.vivax tém sido
limitados, principalmente por dois fatores: as parasitemias presentes em pacientes
infectados s&o relativamente baixas, e apenas recentemente o parasita pode ser
cultivado “in vitro” (Golenda et al, 1997), o que dificultava bastante os
experimentos em laboratério.
Sendo duas espécies diferentes de plasmodios, o P.vivax e P.falciparum
apresentam inUmeras caracteristicas bioldégicas que os distinguem, e que
determinam diferengas marcantes nas situagdes de imunidade humana contra

estes parasitas. Por outro lado, estudos relacionados a estrutura antigénica do
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P.vivax demonstram graus de paralelismo bastante proximos ao P.falciparum. Um
exemplo destas semelhancgas, pdde ser evidenciado nos estudos feitos em
proteinas contidas na superficie dos merozoitos (MSP1- Merozoite Surface Protein
1) descritas por Holder & Freeman (1982), que constituem alvos potenciais nos
estudos vacinais contra as formas sanguineas do P.falciparum. Os estudos de
caracterizagao feitos em uma porgdo da MSP1 do P.vivax (Del Portillo et al,
1988), demonstraram que a estrutura primaria deste gene, o Pv200, é similar a
MSP1 do P.falciparum, Pf190 (Holder et al., 1985;Tanabe et al., 1987); e também a
proteina dos parasitas de malaria de roedores, Py230 (Lewis et al., 1989).

As defesas adquiridas contra o P.vivax nao sao efetivas contra o
P.falciparum (Jeffery, 1966). Sao fortes as evidéncias que os mecanismos efetores
envolvendo a protecdo sejam diferentes para as duas espécies (Snewin ef al.,
1991). Em constraste com a acgdo protetora conferida por anticorpos anti-
P.falciparum transferidos passivamente, o soro de individuos considerados imunes
apos varios ataques de malaria por P.vivax, foram inabeis em conferir protegéo

contra P.falciparum. (Clyde, 1989).

1.2.3 Resposta imune mediada por anticorpos contra o parasita

Apesar dos mecanismos efetores da imunidade antimalarica envolverem
anticorpos, células, e outras substancias soluveis destaca-se entre estes, o papel
dos anticorpos, atualmente bastante valorizado, auxiliando de forma efetiva a
acdo imunitaria em nivel celular, e comprovadamente modificando o curso da
Infecc@o em primatas (Muniz-Junqueira 1996).

Segundo McGregor e Wilson (1988), a resposta imune humoral na malaria

humana vem sendo estudada ha muito tempo, desde 1918, com experimentos que
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demonstraram a presenca de anticorpos especificos antimalaricos, através de
técnicas atualmente em desuso: imunoprecipitagdo; fixacdo do complemento; e
imunoaglutinacdo. Um dos maiores Obices ao desenvolvimento dessas técnicas,
era a obtengdo de antigenos que reproduzissem resultados confiaveis, limitando
bastante a padronizacdo desses testes. Somente a partir de 1959, com o advento
das técnicas de imunofluorescéncia, foi possivel levar a efeito os estudos de
imunidade humoral em malaria, incluindo estudos de malaria induzida em
voluntérios e investigagcdes soroepidemiologicas (McGregor & Wilson, 1988).

McGregor e Wilson (1988) relataram que o efeito protetor natural dos
anticorpos antimalaricos foi primariamente estudado por Sotiriades, em 1917, e
Kauders, em 1927, que reportaram melhora clinica de pacientes com malaria
injetados com soro de doadores naturalmente imunizados. Cohen et al. (1961),
mostraram que a imunidade protetora pode ser transferida por anticorpos IgG,
presentes no soro de individuos imunes do Oeste da Africa. Esta fracdo quando
era administrada em grandes doses para criangas jovens com malaria clinica,
reduzia a parasitemia a baixos niveis. Nao houve evidéncias de que os parasitas
intraeritrociticos sofriam danos, e foi observado que a redugdo da parasitemia
ocorreu durante a esquizogonia, sugerindo que o0s anticorpos protetores
interagiam com estagios tardios ou com merozoitos livres.

Em voluntarios adultos infectados com Plasmodium vivax, os anticorpos sé&o
detectados entre trés a seis dias ap6s a parasitemia se tornar patente, e esta
relacédo € mantida a despeito da infeccdo ser induzida por esporozoitos ou por
formas sanguineas do parasita. Apds tratamento, com o desaparecimento da
parasitemia, os niveis de anticorpos declinam gradualmente, mas permanecem

detectaveis por periodos prolongados (Abele et al., 1965; Lunn et al., 1966;Tobie
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et al, 1966). Os episddios secundarios de parasitemia (recaidas) estdo
associados a um rapido aumento dos niveis de anticorpos, segundo Tobie et al.
(1966). No mesmo trabalho, os autores mostraram nao haver influéncia da
duragéo da parasitemia sobre os titulos de anticorpos obtidos de cada paciente
individualmente, ou seja, a quantidade de parasitas sanglineos n&o era
proporcional @ quantidade de anticorpos séricos. Lunn et al. (1966) mostraram
achados diferentes aos anteriores em relagdo as parasitemias reincidentes, as
quais estariam associadas a uma queda inicial, porém transitéria, dos niveis de
anticorpos, sugerindo a ligacéo pré-existente de anticorpos ao antigeno.

Targett (1970) e Collins et al. (1971), mostraram que, tanto os voluntarios
Infectados, como os residentes de areas endémicas, monstram o envolvimento dos
isotipos de imunoglobulinas IgM, IgA e IgG na resposta imune humoral.

Embora seja referida uma relacdo entre os niveis de anticorpos inibidores
do crescimento do plasmédio “in vitro” e o desenvolvimento de imunidade
protetora, esta associacdo n&o ocorre sempre. Tanto em areas de média (Tosta &
Moura, 1986) como de alta (Marsh et al. 1989) endemicidade de malaria, tornou-se
difici! relacionar a frequéncia e a atividade destes anticorpos com o grau de
imunidade antimalérica.

Anticorpos contra a proteina circunsporozoita (CSP), a proteina de
superficie do esporozoito, tém mostrado ser protetores. Estdo presentes no soro
de animais protegidos por vacinagdo com esporozoitos irradiados e também em
individuos de areas hiperendémicas (Clyde et al., 1973; Nardin et al., 1981). Estes
anticorpos podem inibir a motilidade do parasita, facilitar sua eliminagéo por
fagocitose, blogquear a invasdo do hepatocito, ou ainda dificultar o

desenvolvimento do esporozoito dentro da célula hepatica (Muniz-Junqueira,
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1996).

Anticorpos protetores talvez atuem diretamente sobre os parasitas da
maléria ou sobre as hemacias parasitadas, ou ajam sinergicamente com o sistema
complemento ou com células efetoras (mondcitos ou neutrofilos) de varios tipos.
No papel auxiliar da fagocitose, os anticorpos que apresentam funcéo efetora mais
destacada séo os anticorpos citofilicos. (Abbas et al., 1994). Para que se possa
compreender a atividade citofilica desses anticorpos € imprescindivel o
entendimento da estrutura basica das imunoglobulinas humanas, como moléculas
bifuncionais, constituidas por uma regido Fab ou Fragmento ligante do antigeno
(‘Fragment antigen binding”), responsavel pela ligacao do antigeno, e uma porcéo
Fc ou fragmento cristalizavel, que orienta a atividade bioldgica da imunoglobulina,
promovendo as chamadas fungdes efetoras, que incluem, a fixacdo da
imunoglobulina a tecidos do hospedeiro, a varias células do sistema imune, a
algumas células fagocitarias, e ao primeiro componente (Cql) do sistema
complemento. (Roitt et al, 1997). Sua estrutura basica consiste em 2 cadeias
polipeptidicas leves idénticas e 2 cadeias polipeptidicas pesadas idénticas,
ligadas entre si por pontes dissulfeto. No homem, a variabilidade nas classes de
imunoglobulinas  (variacdo isotipica), se deve as cadeias pesadas, que
determinam as classes e subclasses de uma molécula de imunoglobulina.

A imunoglobulina G constitui a principal imunoglobulina do soro,
contribuindo para 70-75% do total de imunogobulinas humanas. Segundo Roitt ef
al, 1997) as quatro subclasses de imunoglobulinas da classe G humanas, 1gG1,
l9G2, 1gG3 e 1gG4, ocorrem, aproximadamente, em proporgcdes de 66%, 23%, 7%

e 4% respectivamente.




A funcdo primaria do anticorpo é se ligar ao antigeno, porém, em poucos

casos isso tem efeito direto, sendo necessario que fungdes “efetoras” secundarias
sejam estabelecidas para que a interacdo antigeno-anticorpo seja efetiva. A
aivacdo da cascata enzimatica do sistema complemento € um dos mecanismos
efetores mais importantes das moléculas de IgG1 e IgG3. Uma vez ligada ao
antigeno, as imunoglobulinas IgM, IgG1, e IgG3 podem ativar a cascata
- enzimética do sistema complemento. A IgG2 parece ser menos eficiente, enquanto
l9G 4, IgA, IgD e IgE sao ineficientes (Abbas et al., 1994).

As imunoglobulinas apresentam um poderoso complexo de interagcdes com
varios tipos celulares, mediadas por receptores de anticorpos existentes nas
superficies celulares. Os receptores para IgG promovem varias fungdes efetoras e
possuem atividades biolégicas que se sobrepde e que sdo desencadeadas pela
ligacdo cruzada com a imunoglobulina apropriada. Entre as principais atividades
destacam-se: a fagocitose, a citotoxicidade celular dependente de anticorpos
(ADCC), a liberacdo de mediadores e o favorecimento da apresentacdo do
antigeno (Abbas et al., 1994).

Spielgelberg (1974) refere que, uma das muitas fungdes secundarias das
imunoglobulinas, sua propriedade citofilica, ou a habilidade de se ligar a
receptores celulares, passou a ser neste periodo, objeto constante de investigacéo
para diversos patdgenos, apesar de ja se conhecer esta acdo desde 1960, a partir
de trabalhos de Boyden e Sorkin. Os estudos ganharam novos estimulos a partir
da demonstracéo de que anticorpos IgE, quando ligados a basoéfilos e mastécitos
promovem sua desgranulacdo apds contato com antigeno, levando a inumeros
estudos de interacdo entre anticorpos e diferentes tipos de célula. Os dados

sugeriam que leucocitos humanos tém receptores de membrana que reagem
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especificamente com a fragdo Fc de certas imunoglobulinas.

Assim, mais recentemente, passaram a ser reconhecidos trés grupos de
receptores para IgG humana nas superficies celulares: Fcy Rl (CD64), de
distribuicdo restrita; Fcy RIl (CD32), que se encontra amplamente distribuido nas
células e frequentemente € o Unico receptor expressado; € o Fcy RIll (CD16),
extremamente glicosilado, expressa-se em macréfagos, células NK e em algumas
células T. Esses receptores parecem estar distribuidos aleatoriamente na
superficie celular e normalmente s&o ocupados pelos anticorpos citofilicos, assim
chamados por apresentarem afinidade especifica por leucdcitos humanos. (Abbas
etal, 1994)

No homem, mondcitos apresentam receptores para IgG1 e IgG3, mas nao
08 possuem para 1gG2 e IgG4. Receptores para IgG1 e IgG3 humanas ja foram
detectados também em neutrofilos (Messner & Jelinek, 1973).

Segundo Abbas et al. (1994), tanto os fagdcitos mononucleares e
granuléeitos tém habilidade para ingerir particulas, funcionando como um preludio
para morte intracelular e degradac&o destas particulas. A eficiéncia do processo
de fagocitose € marcadamente melhorada se a membrana da célula fagocitaria
pode atacar com especificidade o objeto que necessita ser fagocitado.

Quando a molécula de IgG se liga e recobre particulas antigénicas, o
processo € chamado opsonizacdo; a IgG ligada é reconhecida através dos
receptores FcyR existentes na superficie dos leucdcitos, servindo como

incrementadoras da fagocitose. Ambas, afinidades altas e baixas dos receptores
FeyR, contribuem para fagocitose e os subtipos de IgG que melhor se ligam a

gstes receptores sdo 1IgG1 e IgG3, e por isso sdo chamadas anticorpos citofilicos.
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1.24 Anticorpos citofilicos e malaria

Recentemente, muita importancia tem sido dada as classes e subclasses de
imunoglobulinas, contra extratos de diversos agentes infecciosos, incluindo
diversas infeccdes parasitarias, tais como toxoplasmose, leishmanioses, filarioses,
amebiase, e malaria (Kwan-Lim et al., 1990; Kollaritsch et al., 1990; Elassad et al.,
1994; Aribot et al., 1996)

Na esquistossomose mansobnica, por exemplo, Khalife et al. (1989),
demonstraram o efeito mortal dos anticorpos das subclasses IgG1 e 1gG3, para
esquistossbmulos de S.mansoni, em criangas. Kwan-Lim et al. (1990)
demonstraram que na resposta imune humoral contra filarias em Papua Nova
Guiné, a fracdo IgG4 desempenha papel importante nas alteragcdes do estado
infeccioso, predominando na populacdo ndo exposta a infeccdo, podendo
funcionar como um marcador soroepidemiolégico das infecgdes por Wuchereria
bancroft.

Em malaria de primatas ndo humanos ha amplas evidéncias de que
anticorpos antimalaricos podem mudar o curso da infecgdo nestes animais (Gysin
ef al, 1980). No homem, muitos estudos tém sido esclarecedores, porém
persistem duvidas acerca do verdadeiro papel desempenhado por estes
anticorpos na imunidade a malaria.

Em 1961 j& se estudava a interferéncia de imunoglobulinas purificadas,
fransferidas passivamente de adultos procedentes de areas endémicas, sobre o
crescimento de formas assexuadas de P.falciparum e P.malariae em criancas
(Cohen et al., 1961). A esta época (1961), foram propostas duas hipoteses para

explicar a funcdo dos anticorpos protetores: 1) Os anticorpos se ligariam a
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superficie do merozoito e bloqueariam a invasdo dos eritrécitos (McGregor et al,
1963; Miller et al., 1977); 2) Os anticorpos facilitariam a fagocitose (opsoniza¢ao)
dos eritrocitos infectados e/ou merozoitos, os quais seriam subsequentemente
fagocitados por mondcitos e macrofagos (Shear, ef al. 1979; Hunter, et al., 1979).

A segunda hipotese, que enfatizava o envolvimento de sistema fagocitico

mononuclear, foi reforcada por duas evidéncias. Uma delas, observada

clinicamente em humanos, onde 70 a 80% dos pacientes com malaria aguda
apresentam esplenomegalia, e 50% apresenta hepatomegalia (Neva et a/, 1970).
A outra € a evidéncia histolégica de intensa hiperplasia do sistema fagocitico-
monocitério hepatico e esplénico que ocorre na doenca (Tosta ef al.,, 1983). A
partir dai, inumeros estudos “in vitro” evidenciaram a cooperagéo existente entre
mondcitos e anticorpos nas defesas humanas antiplasmodiais.

Chow e Kreier (1972) demonstraram este efeito cooperativo na imunidade
de ratos contra o P.berghei. Seus resultados indicaram que a combinagéo de
macréfagos imunes com soro imune € mais efetiva na fagocitose de parasitas que
estes componentes isolados, e que os macréfagos interagem diferentemente com
parasitas isolados de diferentes fases da infeccdo. Os macrofagos imunes s&o
habeis na ingestao de parasitas isolados, tanto nos estagios precoce, quanto nos
estagios tardios da infeccdo. Ao contrario, os macréfagos normais (sem o auxilio
do soro imune) séo capazes de ingerir apenas os parasitas isolados dos estagios
precoces da infecg@o. O soro imune portanto, aumenta a capacidade fagocitica de
ambos os macréfagos, imunes e normais.

Em 1978 Green & Kreier, demonstraram o papel dos anticorpos citofilicos
na resisténcia aos parasitas de malaria de ratos. Em seguida a inumeras

demonstracoes em malaria de roedores, acreditou-se também em uma fungao
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protetora potencial destes anticorpos contra os estagios eritrociticos do

Pfalciparum, tanto em modelos animais (Brown et al., 1970; Groux et al., 1990),
como em humanos, com evidéncias de predominancia das subclasses citofilicas
em individuos imunes. Em humanos, Groux & Gysin (1990) encontraram as quatro
subclasses de 1IgG no soro de individuos considerados imunes. Estes anticorpos
foram purificados a partir dos soros, e todas as fragées se ligavam a superficie do
eritrécito infectado, porém somente IgG1 e IgG3 foram habeis em mediar a
opsonizacéo. 1gG2 e IgG4 nao o fizeram e, contrariamente, inibiram a acéo
opsonizante de 1IgG1 e 1gG3.

Khusmith e Druilhe estudaram por pelo menos 10 anos a cooperagéo entre
anticorpos e células na defesa contra o P.falciparum, ressaltando que
praticamente todos os estudos foram feitos com P.falciparum devido a facilidade
de seu cultivo “in vitro”, que torna seus antigenos acessiveis e propicia os ensaios
de proliferagdo celular. Em um de seus primeiros ensaios, Khusmith & Druilhe
(1983), avaliaram “in vitro” a ligacdo entre anticorpos antimalaricos e mondcitos do
sangue periférico, € a habilidade destes mondcitos “armados” de atacar e ingerir
merozoitos de P.falciparum, esquizontes e eritrocitos infectados. Para isto, foram
utilizados mondcitos de individuos normais (insensiveis) que foram pré-incubados
com soro de individuos portadores de varios estagios imunes a malaria e soro de
Individuos normais (controle). Os mondcitos de individuos hiperimunes foram
significativamente mais eficientes na ingestdo de merozoitos, que aqueles obtidos
de individuos ndo imunes, observando-se assim, marcada diferenga nos niveis de
fagocitose de merozoitos, dependendo do estagio imune do soro. Nao houve
dferenca nos niveis (quantidades) de anticorpos mensurados  por

Imunofluorescéncia ou precipitagdo. Os dados sugeriram que: 1) Os merozoitos,
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mais do que os eritrécitos infectados eram os principais alvos dos fagocitos
mononucleares na malaria por P.falciparum humana; 2) A fagocitose de
merozoitos por mondcitos do sangue periférico aumenta dependendo do nivel de
imunidade especifica. As imunoglobulinas retiradas da pré-incubacdo com
mondcitos foram habeis em se ligar aos parasitas, conforme visto por testes de
imunofluorescéncia, sugerindo que a fagocitose parecia ser mediada por
imunoglobulinas da classe G. Os resultados mostram a capacidade de monocitos
humanos de se “armarem” com IgG citofilica com especificidade antimalarica e
obterem um efeito maior no desaparecimento de parasitas livres, mas ndo sobre
0s esquizontes. Esta foi a primeira demonstracdo de que merozoitos de
Pfalciparum foram mais eficazmente fagocitados por macréfagos, com o auxilio de
anticorpos (Khusmith & Druilhe, 1983). Os mesmos autores, utilizando células
Infectadas de primatas ndo humanos (Khusmith & Druilhe, 1982), e outros ensaios
utilizando diversas células fagocitarias, tais como polimorfonucleares (Celada et
al, 1983), relataram achados muito semelhantes.

Neste contexto, varias demonstracdes foram feitas evidenciando que o
efeito cooperativo monocito/anticorpos € mediado por imunoglobulinas G citofilicas
antimerozoiticas (Khusmith & Druilhe, 1983).

Os estudos feitos inicialmente sugeriram que a quantidade de anticorpos
produzidos por individuos imunes ndo era preditiva em termos de protegao
{Druilhe & Khusmith, 1987; Marsh et al., 1989).

Alguns individuos, mesmo apresentando altos titulos de anticorpos
antimaléricos, desenvolvem parasitemia acompanhada de sintomas. Os anticorpos
(e individuos ndo protegidos sdo incapazes de cooperar “in vitro” com mondcitos.

Por outro lado, anticorpos de individuos que tém alguma protegdo ndo séo
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quantitativamente mais abundantes, mas conferem protecdo quando transferidos
passivamente, e “in vitro” promovem o mecanismo de inibicdo celular do
crescimento parasitario dependente de anticorpos (ADCI ou “antibody-dependent
cellular inhibiton of parasite growth”).

Bouharoun-Tayoun et al. (1990), demonstraram definitivamente o papel da
ADCI na protecdo imune a malaria, mostrando que IgGs isoladas de pacientes
imunes, quando utilizadas isoladamente nos ensaios de inibicdo celular,
paradoxalmente aumentavam o crescimento parasitario. Da mesma forma,
mondcitos de individuos imunes quando utilizados isoladamente n&o inibem o
crescimento parasitario. Entretanto, quando se une IgG imune e mondcito imune,
ocorre forte inibicdo do crescimento parasitario.

Nos ensaios em laboratério, IgG de individuos “protegidos” cooperam
eficientemente com mondcitos sanguineos, enquanto que IgG de individuos nao
protegidos n&o conseguem faze-lo. A ADCI é portanto, ndo somente um ensaio “in
Vitro” que detecta anticorpos protetores, mas também um eficiente mecanismo “in
Vivo' de defesa contra parasitas de malaria (Pérignon & Druilhe, 1994).

Desde que ADCI se realiza somente com anticorpos citofilicos € mondcitos
¢ interessante entender detalhadamente a distribuicdo das classe e subclasses de
’ I9G e anticorpos diretos contra P.falciparum, no soro de individuos com estados
definidos de resisténcia ou suscetibilidade a malaria. A partir desta hipotese,
varios estudos de comparacdo entre populagdes intensamente expostas a
~ fransmiss&o de malaria (consideradas semi-imunes) e populagdes ndo expostas
(néo imunes), foram realizados, na tentativa de estabelecer o padréo de classes e
subclasses de imunoglobulinas presentes nestes individuos. (Boharoun-Tayoun &

Druilhe, 1992[a]; Aribot et al. 1996; Ferreira et al., 1996).
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Bouharoun-Tayoun & Druilhe (1992[a]) investigaram individuos com estados

clinicos definidos de resisténcia ou suscetibilidade a maléaria, e encontraram
profundas diferencas na distribuicdo das imunoglobulinas, nos quais IgG1 e 1gG3
(subclasses citofilicas) predominaram naqueles individuos considerados
protegidos. Os individuos considerados nao protegidos (criancas e adultos com
ataques primarios recentes) apresentaram basicamente 3 diferentes tipos de
respostas: 1) 1I9G2 (subclasse nao citofilica) predominando em individuos adultos
que sofreram ataques primarios; 2) Predominio de IgM (classe n&o citofilica), em
triancas; 3) Menos frequentemente, encontraram baixo nivel geral de anticorpos
antimalaricos.

A maioria dos estudos de resposta imune humoral, feitos em populagbes da
Africa (regigo holoendémica) comparando-as com populagbes n&o expostas ao
fisco de malaria, demostram uma clara predominancia de anticorpos citofilicos,
tlasse 1gG e subclasses 1 e 3, em individuos expostos intensamente a
fransmissé@o, e contrariamente, anticorpos n&o citofilicos predominando em
individuos n&o imunes. Assim, a aquisicdo de protecdo em malaria, pelo menos
nos contextos epidemioldgicos acima referidos, parece estar relacionada com a
habilidade em desenvolver maiores niveis de anticorpos IgG1 e IgG3, e inibir a
producéo de anticorpos 1gG2 (Druilhe & Boharoun-Tayoun, 1991).

Os estudos feitos em populacdes brasileiras apresentam achados diversos,
alguns concordando com os estudos anteriores e outros apresentando algumas
discordancias. Ferreira et al. (1994) por exemplo, estudaram pacientes portadores
(e maléria em uma comunidade rural de Rondbénia, constituida basicamente por
Imigrantes procedentes das regides Sul e Sudeste do Brasil. Neste grupo houve

ominancia de anticorpos 1gG2, reagindo contra exoantigenos de P.falciparum,
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em contraste com os padrées usualmente encontrados em individuos adultos
africanos clinicamente imunes. Por outro lado, o contraste existente entre as
diferencas de titulos de IgG1 e IgG2 contra antigenos somaticos encontrados
nesse estudo, teve significancia estatistica apenas aproximada do nivel desejado
(‘borderline”).

Em outro estudo brasileiro, Ferreira et al. (1996), compararam individuos
africanos clinicamente imunes e pacientes da Amazonia brasileira, com ataques
agudos da doencga. Seus principais achados evidenciaram: 1) Anticorpos citofilicos
de alta avidez predominando nos individuos africanos clinicamente imunes 2) Os
pacientes procedentes da Amazoénia com malaria aguda produziram altos titulos
de anticorpos citofilicos, porém de baixa avidez; 3) Como a resposta é de curta

duragdo, dois meses depois 0s niveis de anticorpos citofilicos eram

significativamente mais baixos.

13 JUSTIFICATIVA

Somente a ampla distribuicdo e incidéncia de casos de malaria por
Plasmodium vivax em nosso meio, predominando em 60 a 70% dos casos
registrados na Amazénia Legal (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1997), e o
nimero crescente, porém ndo quantificado até o momento, da infeccdo malarica
emcriangas, ja justificariam suficientemente os estudos relacionados a malaria por
Plasmodium vivax em criangcas da Amazonia brasileira. Além disso, nunca, em
nenhum momento da histéria do combate mundial a esta endemia, investiu-se e
acreditou-se tanto em pesquisa vacinal antimalarica como nos ultimos anos, em

decorréncia dos préprios avangos que a pesquisa cientifica obteve nas areas de
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imunologia e biologia molecular.

A procura de metodologias desenvolvidas para a analise da eficacia das
vacinas, exige estudos de padrdes de resposta imune a malaria, apesar de toda a
dficuldade encontrada neste sentido, consequéncia das diferencas existentes nos
padrdes de transmissdo da doenca nas areas endémicas e da complexidade
gstrutural aliada a capacidade excepcional dos plasmoédios de desenvolverem
mecanismos de escape as defesas humanas antiplasmodiais.

O presente estudo foi idealizado, a fim de demonstrar o comportamento dos
anticorpos do tipo IgG totais e subclasses citofilicas anti-P.vivax em criangas
portadoras de malaria por P.vivax, em acompanhamento ambulatorial durante e
apos o tratamento, sugerindo respostas semelhantes aquelas desenvolvidas
contra o P.falciparum, de forma a subsidiar os estudos dos padrées de resposta
imune humoral & maléria, com énfase na inibicdo celular dependente de

anticorpos.

141 Objetivos gerais

v Avaliar a freqliéncia e niveis de anticorpos da classe IgG e subclasses (IgG1,
[9G2 e 19G3) em criancas de 0 a 15 anos, portadoras de malaria por P.vivax,
~ gtendidas ambulatorialmente, e tratadas com o esquema terapéutico padréo,
durante o ataque agudo da doenga (primeiro dia de tratamento), e o seguimento

que se convencionou chamar controle de cura.
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14.2 Objetivos especificos

+ Correlacionar niveis de anticorpos classe IgG, com tempo de doenca e
parasitemia assexuada, entre criangas priminfectadas e criangas com historia
de ataques malaricos anteriores.

+ Correlacionar graus de imunidade clinica, isto é, presenca de sintomas e/ou
sinais indicativos de maior gravidade, as subclasses de imunoglobulinas
predominantes, com énfase na hepatoesplenomegalia.

+» Comparar as respostas de anticorpos das subclasses IgG1, 1gG2 e IgG3

durante o ataque agudo e em fase de controle de cura.
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2 MATERIAL E METODOS

21 POPULACAO E AREA DE ESTUDO

Foram estudadas um total de 34 criancas entre 0 a 15 anos de idade,
portadoras de malaria por P.vivax, diagnosticadas pelo método da gota espessa,
procedentes da demanda espontanea do ambulatério do Programa de Malaria do
Instituto Evandro Chagas (APM/IEC), avaliadas em 2 momentos:
a) Durante a fase aguda (DO - dia zero), aqui distribuidas em dois grupos:
¢ Priminfectadas
+ Criancas com historia anterior de malaria (mais de 1 episddio anterior ao atual)
b) Durante o controle de cura (criangas tratadas): correspondente aos dias: D7

(dia7), D60 (dia sessenta), D120 (dia cento e vinte), e D180 (dia cento e oitenta)

0 estudo foi realizado no APM/IEC, situado em Belém, estado do Para, que
funciona como Posto de Notificagdo (PN) da Fundacdo Nacional de Saude
recebendo em média quatro a cinco casos novos de malaria por dia, ou cerca de
120 a 150 casos ao més, e constituindo a referéncia ambulatorial para o
atendimento de malaria na nossa regido. Entre os casos atendidos, cerca de 80%
dos casos sdo de malaria por P.vivax, de diversas procedéncias e 30%
corresponde a faixa etaria pretendida para o estudo.

Os casos, sdo provenientes ndo s6 do estado do Para, mas também de
outros estados, entre eles, principalmente, Maranh&o, Amazonas e Amapa. Dentro
do Para, o maior indice de procedéncia inclui: a cidade de Belém, area

metropolitana (Belém e Ananindeua), e distritos: vila de Icoaraci, llha de Cotijuba,

g vila de Mosqueiro), municipios vizinhos: Marituba e Benevides, além de
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municipios relativamente distantes: Acara, Altamira, Breves, Ipixuna Moju,

Paragominas, Vizeu. Os pacientes do estado do Maranhdo sdo provenientes

principalmente das cidades que fazem fronteira com o Para.

22 DEFINICOES E CRITERIOS

2.2.1 Aspectos éticos

Os responsaveis foram esclarecidos previamente de todo o processo de
participacdo no projeto, através de uma carta de esclarecimento e orientacéo,

sendo obrigatdria a assinatura do termo de participagcdo em anexo (Anexo 1)

2.2.2 Elegibilidade

¢ |dade entre 0 a 15 anos;

¢+ Portadores de malaria por P.vivax, diagnosticados pelo método da gota
espessa, corada pela técnica de Walker, com quaisquer niveis de parasitemia.

+ Disponibilidade em participar do estudo, através de aceitagdo do responsavel.

2.2.3 Critérios de exclusao

+ Adolescentes gestantes ou lactantes

» Recusa do responsavel, ou da propria crianga (nos casos de escolares e
adolescentes que manifestem vontade propria), em participar do estudo.

¢ Impossibilidade de permanéncia em Belém pelo periodo necessario ao

acompanhamento clinico-evolutivo e sorolégico.

+ Pacientes que tenham feito tratamento antimalarico anterior ha menos de 60

dias.
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2.2.4 Definigoes

Caso de malaria: Paciente portador de malaria vivax, diagnosticado por gota
espessa, com quaisquer niveis de parasitemia, priminfectado ou nao.

Priminfectado: Paciente que nunca apresentou sintomas e/ou parasitas de
maléria no sangue periférico, evidenciados por exame laboratorial e/ou referéncia
de maléria anterior pelo responsavel.

Crianga com histoéria anterior de malaria: Aquela que apresenta referéncia de 1
ou mais episédios de malaria, antecedendo o episddio atual.

Clinica de malaria: Triade principal de febre, calafrios e cefaléia.

Tempo de doenga: Tempo decorrido entre a data do aparecimento do primeiro
sintoma e data do primeiro atendimento no ambulatorio.

Grupos etarios: Estudados a partir das definicbes existentes de delimitacdes
etérias em areas endémicas de malaria:

+ 0ab meses de idade exclusive

+ Gmeses a 2 anos exclusive

» 2anos a7 anos exclusive

+ Acima de 7 anos inclusive

23 DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

231 Coleta de dados
8) Dados epidemiolégicos e clinicos

Feita sob a forma de entrevista, através de questionarios (Anexo 2),
aplicados por entrevistadores. Os dados foram coletados na chegada do paciente

(virgens de tratamento, portanto), ou seja no dia zero (ou DO, que corresponde ao
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1° dia de tratamento), em D1, D2, D3, D4, e assim sucessivamente até a
negativacdo da parasitemia em 2 (duas) laminas consecutivas, e ainda em D7 e
D14,

As variaveis clinicas verificadas foram: presenca de sintomas clinicos,
incluindo a triade malarica, dor abdominal, diarréia, prurido, artralgias, astenia,
anorexia e tosse. Além de sinais, como vOmitos, coldria, ictericia e
hepatoesplenomegalia.

O exame clinico constou de anamnese e exame fisico geral simplificado,
com verificagdo de pressdo arterial, temperatura, frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria e palpagdo abdominal, em DO, D1, D7 e D14. O exame clinico e fisico
simplificado, sem verificacdo de sinais vitais foi feito nos dias 1, 2, 3 e enquanto
permanecessem sintomas importantes e/ou parasitemia, e ainda em D7 e D14.
Nos dias ndo incluidos aqui (controle de cura) o exame clinico e fisico foi
direcionado para a referéncia (queixa principal) do paciente.

0 acompanhamento clinico-evolutivo de cada caso foi realizado diariamente
até que o exame direto de gota espessa mostrasse, pelo menos, 2 (dois)
resultados negativos, durante o acompanhamento do tratamento (DO a D7) e em
todos os retornos de controle de cura, que foram feitos rotineiramente obedecendo

oritérios da Fundacdo Nacional de Saude (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
1996).

b) Dados laboratoriais
| 1) Quantificacdo de parasitas no sangue periférico
Foi avaliada em material coletado nos dias: 0, 1, 2, 3, 4 e assim

sucessivamente, até que se obtivesse 2 (dois) exames negativos consecutivos e
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ainda nos dias 7 e 14. Os exames foram processados pelo método da gota
espessa, conforme descrigcao:

Apés assepsia adequada, sangue total foi obtido por puncado digital, com
microlanceta descartavel, sendo a primeira gota de sangue desprezada e colhida
a gota seguinte, equivalente a cerca de 30ul de sangue, que entdo foi distribuido
em lamina seca numa superficie de aproximadamente 1 cm’. Procedeu-se a
identificagcédo da mesma (nome completo do paciente) com posterior secagem a 37°
C para realizac&o das etapas de coloragéo (técnica de Walker) e leitura.

Conforme preconiza a técnica de Walker a desemoglobinizacdo foi obtida
pela imerséo da lamina em solugcdo de azul de metileno fosfatada. Em seguida, a
lamina foi lavada com solucdo tamponada para retirada do excesso da solucao
anterior. O corante de Giemsa foi entdo distribuido na superficie da lamina
contendo 0 material. Apds intervalo de tempo de 20 minutos a lamina foi imersa
em solucéo fosfatada, e em seguida secada para leitura em microscopio éptico
para ser lida com objetiva de imerséo.

A contagem dos parasitas foi feita percorrendo-se 100 campos
microscopicos (correspondente 0,2 mm® de sangue). Entdo, multiplicou-se o
numero de parasitas visualizados nos referidos campos, por um valor numeérico
constante (5 - cinco), obtendo-se desta forma um resultado que expressa a média
de parasitas/ mm°® de sangue (Antufiano, 1988).

Os controles de cura foram realizados pelo método da gota espessa, nos
dias 30, 60, 90, 120, 150 e 180 apds inicio do tratamento, conforme preconizam os
Programas de Controle de Malaria da Fundacdo Nacional de Saude/Ministério da

Saide (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1996).
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b.2) Testes sorolégicos

Cerca de 3ml de sangue foram coletados para realizagdo dos testes
soroldgicos. Para detecgao de anticorpos IgG anti-P.vivax (IgG anti-PV), as coletas
eram feitas na chegada do paciente, portanto antes do inicio do tratamento,
considerado dia zero (D0), e posteriormente aos sete dias apds o inicio do
tratamento (D7), aos sessenta dias (D60), aos cento e vinte dias (D120), e
finaimente, aos cento e oitenta dias (D180) apds o inicio do tratamento. Para
deteccdo de anticorpos subclasses IgG1, 1gG2 e IgG3 anti-PV, foram utilizadas
apenas duas destas mesmas coletas, sendo a primeira referente a DO e a segunda
escolhida entre as coletas posteriores (D60 ou D120 ou D180) correspondentes a
diferentes fases do periodo de controle de cura.

O material foi imediatamente processado por centrifugagdo para obtencdo

do soro e armazenado em 3 (trés) aliquotas glicerinadas (1:1) de 1ml e guardadas

em freezer a -70 °.

0.2.1) Deteccéo de anticorpos anti-plasmodiais classe IgG anit-PV pela técnica de

imunofluorescéncia indireta (IFI)

Os soros foram testados para pesquisa de anticorpos antiplasmodiais para

anti-PV.

Obtengdo dos antigenos para detecgao de anticorpos totais
Plasmodium vivax foi obtido a partir de sangue de pacientes priminfectados,

néo tratados com infeccdo recente e imediatamente processado para preparacao

de laminas (cepa 435/Pv).
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Preparagcao das laminas de P.vivax o

Apos a determinacdo do numero de hemacias parasitadas por campo, o
sedimento foi lavado e suspenso em solugcdo salina tamponada com fosfatos
(Phosphate Buffer Saline — PBS, preparada conforme Anexo 3) e a diluigao 6tima
do antigeno foi calculada pela férmula VD= (2,5 x N) -1, onde VD € o volume de
PBS para diluicdo do sedimento de hemacias e N € o niumero médio de hemacias
parasitadas com esquizontes por campo microscépico. A suspensdo obtida foi
imediatamente depositada sobre areas demarcadas nas laminas de vidro proprias
para IFI (20 ul/area) e aspiradas, formando uma fina camada de hemacias. Apos
secagem a temperatura ambiente, as laminas foram armazenadas, uma a uma
com papel absorvente, e em grupos de 10 com papel aluminio, seladas com
plastico, e conservadas a -70° C. Para realizagdo dos exames foram colocadas em
dessecador contendo silica-gel, por 30 minutos, a fim de que atingissem a

temperatura ambiente.

Escolha dos soros padrdes

Para padrao positivo foi selecionado um painel de oito (8) soros com titulos
lguais ou acima de 320 e soros com titulos menores que 320, exclusive, obtidos a
partir de pacientes com infecgdo atual pelo P.vivax confirmado pelo exame
parasitolégico. Para padrdo negativo foi selecionado um painel de soros néo
reagentes obtidos a partir de individuos ndo infectados, clinica e

parasitologicamente examinados, sem histdria de exposi¢cédo anterior a malaria.
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Conjugados

Foram utilizados os conjugados fluorescentes liquidos produzidos pela
BIOLAB, Fluoline G (anti v), globulina de carneiro anti IgG humano marcada pelo

isotiocianato de fluoresceina (Codigo 022.009), com suas titulagbes Otimas

identificadas em 1:200, apds titulacdo em bloco.

Desenvolvimento da técnica

As laminas fixadas com o antigeno foram retiradas do freezer e colocadas a
37° C para descongelar e secar. Apds secagem foram fixadas com acetona por 2
minutos e lavadas com PBS pogo por pogo. Aliquotas de 10 ul dos soros diluidos
(1720 a 1/20480) foram adicionadas a cada po¢o da lamina conforme esquema
prévio. As laminas foram entdo incubadas a 37° C por 30 minutos em camara
umida. Apos a incubacdo, foram submetidas a trés lavagens de 5 minutos cada,
com PBS. O conjugado foi diluido a 1:200 em solugdo de Azul de Evans a 1% e
adicionado as laminas na quantidade de 10 ul por po¢o. Apds nova incubagdo em
camara Uumida durante 30 minutos a 37° C, as laminas foram submetidas a nova
lavagem de 5 minutos com PBS por 3 vezes. Apos secagem foram montadas com
glicerina tamponada (0,5 M Na,CO; e Na2HCO;) e lidas em microscopio de
. Imunofluorescéncia, com objetiva de 40 X e ocular de 10X.
Os soros foram diluidos em série, a partir da diluicdo de 1:20. Foram
- considerados positivos todos os soros com fluorescéncia igual ou maior aquela
apresentada pelo controle positivo, a partir da diluicdo de 1:40, em conformidade
com estudos de sensibilidade e especificidade da técnica desenvolvidos por

outros autores (Sulzer et al., 1969). A gradacdo em cruzes foi feita comparando-se

08 soros testados com os controles positivo e negativo.
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b.2.2 Deteccdo dos anticorpos antiplasmodiais subclasses IgG1, 1gG2 e 1gG3

anti-PV, pela técnica de IFI.

A obtencao dos antigenos foi feita da mesma forma que aquela realizada

para anticorpos totais.

Soros padroes

Em virtude da dificuldade de obtencd&o de soros padrdes positivos para as
fracoes de IgG especificas para P.vivax, sua escolha foi feita da seguinte forma:
uma amostra de oito soros de pacientes conhecidamente positivos para P.vivax,
contendo titulos de anticorpos antiplasmodiais totais do tipo IgG, elevados (titulos
variando entre 1280 a 20840), detectados por técnicas de IFl e ELISA (Enzimatic
Linked Imunosorbent Assay) foi escolhida. Estes soros foram entdo testados em
duas diluicdes (1:40 e 1:80) para as trés subclasses de IgG, evidenciando-se
titulos posifivos para IgG1 e IgG3. Nao foram encontrados titulos de IgG2 nesta
amostra. Posteriormente foram testados outros soros de individuos
conhecidamente positivos, na tentativa de encontrar um padrao para IgG2, porém
sem sucesso. Desta forma, utilizou-se como padrédo positivo de 1IgG2 um soro

conhecidamente positivo para 1gG2 porém obtido de paciente infectado por

P.falciparum.

Conjugados

Foram utilizados os conjugados especificos: Monoclonal Anti-Human IgG1,
I9G2 e 1IgG3 FITC Conjugate, clones 8c¢/6-39, HP-6014, HP-6050 respectivamente,
da SIGMA Chemical Co. (Lotes: 086H4812, 095H4825 e 068TF48741). Estes

conjugados foram avaliados em trabalhos anteriores, quanto a sua especificidade,
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usando uma grande variedade de técnicas imunologicas em estudos colaborativos

desenvolvidos pela International Union of Immunological Societies (1UIS) e World

Health Organization (Jeffferis et al., 1985).

A titulacdo dos conjugados foi feita a partir dos soros positivos e negativos

previamente encontrados, nas seguintes etapas:

Etapa 1: O conjugado foi diluido em quatro diferentes diluigbes, utilizando como

base a diluicdo sugerida pelo fabricante. A Tabela 1 mostra as diluigbes sugeridas

pelo fabricante, e as diluicdes que foram testadas.

Tabela 1 - Dilui¢cdes dos conjugados monoclonais especificos para anticorpos 1gG,
fragbes IgG1, 1gG2, e IgG3, sugeridas pelo fabricante e diluicdes que foram

testadas, para fins de titulagdo dos conjugados.

Conjugado monoclonal Diluicdes sugeridas Diluicbes testadas
Anti-humano Pelo fabricante
lgG1 1.64 1:16, 1:32, 1:64, 1:128
lgG2 1:8 1:8, 1:16, 1:32, 1.64
1gG3 1.8a1:16 1:8, 1:16, 1:32, 1:64

Etapa 2: Para controles negativos foram utilizados quatro soros padrdes negativos

em diluicao 1:40
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Etapa 3: Os soros padrdes, cujos titulos das fracdes IgG1, 1gG2 e I1gG3 foram
obtidos na etapa 1, foram testados com as diluigcdes dos conjugados mostradas na
Tabela 1. Obteve-se assim, uma curva de titulacdo e determinou-se a melhor
diluicdo para os conjugados:

Conjugado monoclonal anti-humano IgG1: 1:64

Conjugado monoclonal anti-humano 1gG2: 1:8

Conjugado monoclonal anti-humano 1gG3: 1:32

Desenvolvimento da técnica

Desenvolvida da mesma forma descrita para anticorpos totais, acrescida de
uma etapa inicial, onde os soros foram submetidos a trés diluicdes de triagem de
120, 1:40 e 1:80. A partir dos resultados iniciais procedeu-se a continuagdo ou
ndo das diluicbes para o estabelecimento do titulos finais. Foram considerados
positivos todos os soros com fluorescéncia igual ou maior aquela apresentada
pelo controle positivo.
Para efeito de resultado positivo foi estabelecido um ponto de corte de 1:20,
devido a alta especificidade dos conjugados monoclonais utilizados, e baseado em
gstudo longitudinal de acompanhamento do padrdo de anticorpos I1gG1, 1gG2, e

9G3, realizado em comunidades da Regido Amazonica. (Ferreira et al., 1994)

3.2 Procedimento terapéutico

Os pacientes foram submetidos ao tratamento classico preconizado pelo
flinistério da Satide (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1996).

Jiancas maiores de 1 ano: cloroquina 10 mg/Kg no primeiro dia, 7,5 mg/Kg no
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segundo dia e 7,5 mg/Kg no terceiro dia + primaquina 0,25 mg/Kg/dia durante 14
dias.
Criancas menores de 1 ano: 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).

2.3.3 Processamento dos dados e procedimentos estatisticos

A digitacao e sistematizacdo das informacgdes foram realizadas em banco
de dados proéprio, produzido em microcomputador e programa de analise de dados
epidemiologicos: EPI-INFO, versdo 6.04.

Foi feita a descricdo dos titulos de anticorpos totais e fracbes, além de
dados individuais dos pacientes. Os titulos de anticorpos totais no primeiro dia de
fratamento (DO) foi descrita nos grupos etarios estudados.

A média geométrica dos titulos de anticorpos classe G anti-PV (MGTAG)
em DO foi calculada, utilizando-se os titulos de anticorpos positivos e negativos,
fanto no grupo total, quanto nos subgrupos de priminfectados e pacientes com
histéria de malaria anterior.

A média geométrica da densidade parasitaria (MGDP) foi calculada com um
intervalo de confianga de 95%, através dos niveis de parasitemia dos pacientes
(positivas e negativas), tendo sido avaliada em DO, D1, D2, D3 e D4 para
observacéo do desaparecimento dos parasitas do sangue periférico.

A média geométrica dos titulos de anticorpos subclasses IgG1, IgG2 e IgG3
anti-PV (MGTS), foi calculada através dos titulos de anticorpos positivos e

negativos.

As médias dos titulos de anticorpos totais anti-PV foram descritos nos
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diferentes grupos etarios.

Dados clinicos foram avaliados conforme presenga ou auséncia de
sintomas e sinais descritos para cada subgrupo. A esplenomegalia foi
correlacionada com titulos de anticorpos totais anti-PV.

O tempo de doenga foi correlacionado com niveis de parasitemia e niveis
de anticorpos totais em DO, a fim de verificar possiveis diferengas devidas ao
tempo decorrido entre inicio dos sintomas e coleta do soro, tanto no grupo total,
como nos subgrupos de priminfectados e pacientes com histéria de malaria
.~ anterior.

As MGTAG dos dias 0 e 7 foram comparadas, no grupo total e subgrupos, a
fim de estabelecer diferencas destes niveis, entre individuos priminfectados e
Individuos com histéria de malaria anterior. Esta comparacéo foi feita através do
feste t de Student para amostras pareadas, com transformacédo dos valores

absolutos dos titulos em valores logaritmos.

As correlagdes entre niveis de anticorpos totais e parasitemia e/ou tempo de
doenca, foram calculadas pelo coeficiente de correlagdo de Spearman, com nivel

a de 0,05.

A comparacgao de proporgdes entre individuos positivos e negativos para as

subclasses de 1gG, foi feita através do teste Exato de Fisher.



53

3 RESULTADOS

Os titulos de anticorpos classe IgG avaliados durante o seguimento
mostraram, na maioria dos doentes, aumento entre DO e D7, com posterior
declinio gradativo. A frequéncia de individuos positivos e negativos durante o
acompanhamento pode ser visto na Figura 1, onde observa-se, que em DO e D7
todos os pacientes apresentavam titulos positivos (100%). Em D60, 95,2% dos
doentes ainda apresentavam titulos positivos, variando entre 40 a 2560. Em D120,
62,5% persistiam com titulos positivos, variando entre 40 e 320, e finalmente em

D180 somente 28,5% dos pacientes apresentavam titulos, variando entre 40 a

160.

Figura 1 — Frequéncia (%) de resposta positivas de anticorpos da classe IgG anti-
Pvivax, na fase aguda e controle de cura de 34 pacientes. APMIEC, Belém/PA 1997.

120

100

80

60

40

20

DO D7 D60 D120 D180




54

Vinte e oito pacientes eram priminfectados, e apenas 6 apresentavam histéria de
malaria anterior. Encontram-se descritos na Tabela 2, o nimero de ataques
malaricos anteriores; a espécie de plasmodio envolvida no episodio anterior; os
titulos de anticorpos classe IgG anti-P.vivax referentes ao primeiro dia de

fratamento, além de outros dados epidemioldgicos de importancia.
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Tabela 2 — ldade, sexo, passado malarico, numero de episddios anteriores de
malaria, espécie de plasmddio envolvida no episédio anterior, e titulos de

anticorpos 1gG anti-P.vivax, em DO de 34 pacientes. APM/IEC, Belém/PA. 1997.

Paciente Idade Sexo Passado Tipo de Tempo Titulos de
(anos) malérico ("°de  malaria de anticorpos anti-
ataques) anterior  Doenca 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 = 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
1 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
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31 Determinacao dos titulos de anticorpos classe IgG durante a fase

aguda e controle de cura.

As médias geométricas dos titulos de anticorpos classe G (MGTAG) durante
afase aguda e o controle de cura, podem ser vistas na Tabela 3. Observa-se uma
elevacdo significativa de titulos em D7, e posterior queda progressiva durante o
controle de cura. As coletas feitas aos 60 dias apds tratamento mostraram
dminuicdo significativa de titulos, e as coletas feitas apds 120 dias ou mais,

mostraram, em sua maioria, a negativagéo dos titulos de anticorpos totais.

Tabela 3 - Médias geométricas dos titulos de anticorpos classe IgG anti-P.vivax,
conforme dia de coleta durante a fase aguda e controle de cura. APM/IEC,

Belem/PA. 1997.

Dia de acompanhamento

DO D7 D60 D120 D180

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

Titulos *  1388,75 2209,96 217,89 6,25 0,68
+ 4,901 + 4,519 + 7,595 + 28,789 £23,233

*Titulos = Média geométrica dos titulo de anticorpos IgG anti- P.vivax + desvio padrédo geomeétrico
Fonte: Dados primarios

A Figura 2 mostra a variacdo de MGTAG, durante a fase aguda e controles
de cura dos 34 pacientes estudados. Houve aumento importante de titulos de
anticorpos entre o 1° e o 8° dia de acompanhamento. A comparagdo dos
logaritmos dos titulos de IgG anti-PV entre DO e D7 para o grupo total, mostrou

diferenca significativa (p=0,027/ t de Student).
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Figura 2 - Médias geométricas dos titulos de anticorpos IgG
anti-P.vivax , durante a fase aguda e controle de cura do
grupo estudado. APW/IEC, Belem/PA. 1997
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A Figura 3 mostra comparativamente, as MGTAG em DO, D7, D60, D120 e
D180 dos grupos de criangas priminfectadas e aquelas com histéria prévia de
malaria, evidenciando-se uma resposta quantitativamente maior em D7 em ambos
08 subgrupos, principalmente para o grupo de individuos ja expostos
anteriormente a doenca. Nao ocorreram diferencas estatisticamente significativas
nas comparagdes dos valores logaritmos dos titulos de anticorpos anti-PV em DO e

D7 dos dois grupos (priminfectados: p=0,0606/ t de Student; criangas com histéria

de malaria anterior: p=0,235).
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Figura3 - Médias geométricas 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. APM/IEC, Belém/PA. 1997
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Priminfectados: p= 0,0606 (t Student)
Pacientes com historia de maléria anterior: p= 0,235 (t Student)

3.2 Influéncia da idade

A média de idade do grupo estudado foi de 8,51 anos. A distribuicdo das

frequéncias de pacientes em cada faixa etaria pode ser vista na Tabela 4.

Tabela 4 — Numero absoluto e frequéncia percentual (%) de pacientes

distribuidos conforme os grupos etéarios. APM/IEC, Belem/PA. 1997.

Faixa etaria N° absoluto de pacientes Freqiiéncia (%)
0 a 6 meses 1 29

6 meses a 2 anos exclusive 2 5,8

2 anos a 5 anos exclusive 3 8,8

5anos a 7 anos exclusive 6 17,6

Acima de 7 anos inclusive 22 64,7

TOTAL 34 100
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Os titulos de anticorpos totais anti-P.vivax encontrados no primeiro dia de

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

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

de tratamento, conforme os grupos etarios. APM/IEC. Belém, 1997.

Faixa etaria Média aritmética Valor minimo Valor maximo
dos titulos de

anticorpos anti-PV

0 a6 meses 640 640 640
7 meses a 2 anos 660 40 1280
3 anos a 5 anos 1493,33 640 2560
5 anos a 7 anos 2718333 160 10240
Acima de 8 anos 4290,9 80 10240

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

O clareamento da parasitemia assexuada ocorreu até o 4° dia de tratamento
em todos os pacientes estudados. A Tabela 6 mostra as médias geométricas das
parasitemias assexuadas de pacientes priminfectados e pacientes com histoéria

prévia de malaria, durante os dias de acompanhamento.

Foi observado, durante o tratamento, coincidentemente com o aumento de
titulos de anticorpos, a queda progressiva da parasitemia assexuada, observada
no maximo até o 4° dia de acompanhamento. Nas coletas realizadas durante o
controle de cura as parasitemias persistiram negativas, ndo tendo ocorrido

nenhum caso de recaida.
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Tabela 6 — Médias geométricas da parasitemia assexuada/mm®’ de sangue em 34
pacientes, conforme dia de acompanhamento e historia prévia de malaria.
APMI/IEC, Belém/PA. 1997.

Médias geométricas das parasitemias assexuadas/ mm’ de

sangue
acom;?aii:aemento Priminfectados Paac:t::rtice)? ggr‘pn gliag:;':;ria Grupo total
n=28 n =34
n==6
DO 251767 3647,54 2691,53
D1 250,03 121,06 219,77
D2 4,42 3,27 419
D3 1,11 0 1,09
D4 0 0 0

Fonte: Dados primarios

A correlacao entre titulos de anticorpos e parasitemia assexuada em DO no
grupo total, evidenciou tendéncia negativa, sugerindo que titulos de anticorpos
maiores estariam relacionados a parasitemias menores, porém, sem resultados

significativos (r = -0,027/ p=0,881) (Figura 4).

Figura4 -Correlacéo entre titulos de anticorpos tipo IgG anti-  P.vivax

parasitemia assexuada/mm 3 no dia zero, em 34 pacientes.
APM/IEC, Belém/PA. 1997
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A mesma correlagdo anterior feita entre parasitemia assexuada em DO e
titulos de anticorpos totais em D7, manteve a tendéncia negativa, n&o ocorrendo

igualmente, diferencgas significativas (r = -0,173 p>0,05), ndo sendo estabelecida

portanto nenhuma correlacéo (Figura 5).

Figura5 - Correlacao entre titulos de anticorpos IgG anti-Pvivax em

D7 e parasitemia assexuada/mm® em DO de 34 pacientes.
APM/IEC, Belém/PA. 1997
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As figuras 6 e 7 mostram que a correlagdo entre titulos de anticorpos anti-
PV e parasitemia assexuada em DO de cada grupo, demonstrou tendéncia positiva
entre individuos com histéria de exposicdo prévia a doenga, e negativa entre os

priminfectados, porém sem resultados significativos
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Figuraé - Correlacao entre titulos de anticorpos IgG anti-P.vivax e
parasitemia assexuada/mm° em DO, de 6 pacientes com
histéria anterior de malaria. APM/IEC, Belém/PA. 1997
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Figura7 - Correlagéo entre titulos de anticorpos IgG
anti-P.vivax e parasitemia assexuada/mm= em DO de
28 pacientes priminfectados. APM/IEC, Belém/PA. 1997
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3.4 Dados clinicos e titulos de anticorpos

A média do tempo de doenca dos individuos estudados foi de 13,4 dias,
variando entre 1 e 124 dias.

Foi estabelecida correlagéo positiva entre o tempo de doenga e titulos de
anticorpos IgG em DO para o grupo total (Figura 8) com resultados significativos (r

0,350/ p= 0,042). O valor extremo de 124 dias de doenga de um paciente, foi

eliminado do calculo da correlagao.

Figura8 - Correlacao entre tempo de doenca e titulos de anticorpos

IgG anti-P.vivax em DO de 34 pacientes. APM/IEC, Belém/PA. 1997
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Nos subgrupos de priminfectados e pacientes com histéria malaria anterior a
relacédo tempo de doenca e titulos de anticorpos totais pode ser vista nas figuras 9
e 10. Nao houve significancia na correlagdo em individuos expostos anteriormente
a maléria, para os quais houve uma tendéncia negativa, porém sem resultados
significativos  (r= -0,5822 p= 0,2254). Contrariamente, em individuos
priminfectados, estabeleceu-se correlacdo fortemente positiva entre os titulos de

anticorpos e tempo de doenca (r=0,5469/ p=0,003), sugerindo que o tempo de
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evolucdo da doenca em individuos priminfectados esta diretamente relacionada

proporcional a quantidade de anticorpos IgG anti-P.vivax, durante a fase aguda da

doenca.

Titulos de anticorpos IgG em DO

Titulos de anticorpos IgG em DO

1200

Figura9 - Correlacao entre tempo de doenca e titulos de
anticorpos IgG anti-P.vivax em DO de 28 pacientes
priminfectados. APM/IEC, Belém/PA. 1997
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Figura 10 - Correlacdo entre tempo de doenca e titulos de anticorpos
IgG em 6 pacientes com histéria anterior de malaria.
APM/IEC, Belém/PA. 1997
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Os principais sinais e sintomas observados na amostra estudada s&o
descritos na Tabela 7, entre individuos priminfectados e individuos expostos
anteriormente a doenga. Observa-se que o0s sintomas mais evidentes s&o febre,
calafrios, palidez, coluria, tosse, esplenomegalia e anorexia em ambos subgrupos.
A astenia e dores articulares perderam a importancia devido sua diminuida
objetividade, determinando duvidas em sua avaliagao, principalmente em criancas
menores. A ictericia se apresentou em 100% dos individuos com exposicéo prévia

amalaria, e em apenas 10,7% dos individuos priminfectados.

Tabela 7 - Frequéncia dos principais sinais e sintomas observados no 1°
dia de tratamento, entre pacientes priminfectados e pacientes com exposi¢cao
prévia @ malaria. APM/IEC, Belém/PA. 1997

Percentual de positividade dos sintomas e/ou sinais

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 100 741
Cefaléia 100 71,4
Dor abdominal 50 67,9
Vomitos 50 53,6
Esplenomegalia 50 50
Tosse 100 53.6
Hepatomegalia 0 32,1
Diarréia 16,7 21,4
Ictericia 100 10,7

*Malaria >1= Pacientes que tiveram 1 ou mais episédios de malaria
Fonte: Dados primarios
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A esplenomegalia por se tratar de um sinal freqUentemente relacionado com
titulos altos de anticorpos e maior resposta imune a doenca, foi analisada
individualmente, tendo se apresentado como sinal importante nos dois subgrupos,
ocorrendo em metade dos individuos.

A Tabela 8 mostra a relagdo entre titulos de anticorpos IgG anti-P.vivax e

numero de individuos com ou sem esplenomegalia.

|

Tabela 8 - Distribui¢c&o dos titulos de anticorpos classe IgG anti-PV em DO e

presencga ou auséncia de esplenomegalia. APM/IEC, Belém/PA. 1997

Titulos de Esplenomegalia (n° absolutos de individuos) Total de
anticorpos em DO Presenca AUSERpiE 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 8 8

Total 17 17 34

Fonte: Dados primarios

35 Subclasses de imunoglobulinas G anti-PV

Nas coletas realizadas em DO os titulos de anticorpos IgG1 anti-PV
predominaram sobre as demais subclasses, com titulos iguais ou préximos dos
titulos de 1gG total. Os titulos de IgG3 anti-PV foram bem menores, tendo sido
detectados apenas nos pacientes que apresentavam altos titulos iniciais de IgG

total. A subclasse 1gG2 foi evidenciada em titulos limitrofes ao ponto de corte
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considerado e apenas na primeira coleta, tanto em individuos sem histéria anterior

de malaria, como nos priminfectados.

As coletas realizadas aos 60 ou, aos 120, ou aos 180 dias apds o
tratamento, evidenciaram manutencao dos titulos de IgG1 proximos aos niveis de
lgG total e desaparecimento de 1gG2 e IgG3 em ambos subgrupos. Os titulos de
lgG3 desapareceram no pés-tratamento apenas nos pacientes ja expostos a

infeccdo anteriormente. No subgrupo de priminfectados 1gG3 manteve-se positiva

no pos-tratamento, em niveis baixos. (Tabela 9)




APM/IEC, Belem/PA. 1997

*‘

Tabela 9 - Titulos de anticorpos antiplasmodiais subclasses IgG1, IgG2 e IgG3 na fase aguda e pés-tratamento, de 34 pacientes.

1gG1 lgG2 lgG3 lgG1 lgG2 lgG3
Paciente Paciente
(DO) 22%coleta (DO) 23coleta (DO) 22coleta (DO) 23 coleta (DO) 23 coleta (DO) 23 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
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
17 640 Neg Neg Neg Neg Neg 63 320 Neg Neg Neg 40 Neg
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
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
35 20 Neg Neg Neg Neg Neg 83 640 320 Neg Neg 20 Neg
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
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
52 1280 40 Neg Neg Neg Neg 90 1280 80 Neg Neg 40 Neg

89
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As médias geométricas dos titulos de subclasses de IgG anti-P.vivax ,
desvio padrédo e proporcdo de individuos positivos para as subclasses de

anticorpos IgG anti-PV, encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10 - Médias geométricas dos titulos de subclasses IgG1, 1IgG2 e 1gG3 anti-
P.vivax, e propor¢ao de individuos positivos na primeira e segunda coleta

conforme exposigcao anterior a malaria. APM/IEC, Belém/PA. 1997

lgG *Malaria >1 (n= 6) Priminfectados (n=28)
12 amostra 22 amostra 12 amostra 22 amostra
IgG Proporgéo de positivos 100 61,8 100 58,1
%
Total Ced
Titulos** 1810,19 160 1312,08 236,29
+2,861 + 1,633 +5,433 + 1,517
IgG1 Proporgao de positivos 100 83,3 96,4 46,4
(%)
Titulos™* 806,35 139,29 709,21 122,99
+2 578 + 4,494 + 4,038 + 3,919
IgG2 Proporgéao de positivos 16,7 - 10,7 3,6
(%)
Titulos** 20 - 20 -
+1 +1
lgG3 Proporgéo de positivos 66,6 - 39,3 71
(%)
Titulos** 28,28 - 22,69 28,28
+ 1,492 +1,519 + 1,633

*Médias geométricas dos titulos de anticorpos e desvio padrao geométrico
*Pacientes que tiveram 1 ou mais episodios anteriores de malaria

Fonte: Dados primarios

A Figura 11 mostra a distribuicdo das médias geométricas dos titulos de

anticorpos subclasses IgG1, 1gG2 e IgG3 anti-P.vivax no grupo estudado.
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Figura11 - Mé&dias geométricas dos titulos de anticorpos IgG1, IgG2 elgG3
anti-Pvivax , nafaseaguda (pré-tratamento ouDO0), e fase pos-tratamento de
34 criancas estudadas. APM/IEC, Belém/PA. 1997
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As comparagdes de propor¢cdes entre individuos positivos e negativos para

as subclasses IgG1, IgG2 e IgG3 anti-PV resultaram n&o significativas (Tabela 11)

Tabela 11- Numero absoluto de individuos positivos e negativos a IFl para
os anticorpos 1gG1, 1IgG2 e 1gG3 anti-P.vivax e valores de p obtidos na

comparagéao de proporgdes. APM/IEC, Belem/PA. 1997

Individuos Malaria >1 Priminfectados Valordep *
IgG1 Numero de 6 27
positivos 0823
Numero de 0 1
negativos
lgG2 Numero de 1 o
pOSitiVOS 0.865
Numero de 5] 25
negativos
lgG3 Numero de 4 10
positivos 0173
Numero de 2 18
negativos

* Teste Exato de Fisher
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4 DISCUSSAO

Este estudo avaliou, por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta, a
distribuicdo 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 controle de cura em
malaria vivax.

A maioria dos estudos demonstrativos do padrdo de resposta imune a
malaria humana feitos anteriormente utilizou voluntarios humanos nos quais a
infeccdo malarica era induzida, seja por inoculagéo direta de formas sanguineas
assexuadas do parasita, seja por exposicdo destes individuos a picada de
anofelinos infectados (inoculacdo de esporozoitos). Essas metodologias
atualmente seriam inviaveis em virtude dos importantes avancos obtidos na area
de bioética em pesquisa.

Fato j&@ demonstrado em areas endémicas, € que a chamada imunidade
antitbxica, ou premunicdo, € incompleta, ndo esterilizante e adquirida
progressivamente apds inumeras exposicdes (revisado por Baird, 1993). A maior
parte desta protegdo relativa € atribuida a anticorpos da classe IgG, cuja
efetividade foi demonstrada gragas aos experimentos de transferéncia passiva de
anticorpos feitos por Cohen et al., (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

africanos e injetaram-na por via endovenosa, em 3 diferentes doses, em 11
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adultos tailandeses com malaria recrudescente. Desta forma, obtiveram reducéo
da parasitemia assexuada, em concordancia com estudos anteriores. Apesar
desta protecdo né&o ter sido esterilizante, ela provou ser consistente, estagio
especifica e espécie-especifica, corroborando os estudos feitos anteriormente.

O ideal nos estudos de imunidade humoral em quaisquer doencas,
infecciosas ou nao, seria a avaliagdo da resposta efetora dos anticorpos “ in vivo”,
ou seja, a definicdo exata do mecanismo de acado destes elementos frente aos
diversos antigenos. As dificuldades técnicas neste sentido sdo inimeras, restando
assim, as respostas obtidas com o0s experimentos “in vitro”, e os estudos
quantitativos de acompanhamento dos niveis destes anticorpos, feitos na tentativa
de estabelecer um padréo na resposta imune humoral do hospedeiro, em diversas
populacdes.

No presente estudo, os niveis de anticorpos IgG anti-PV, obtido no 1° e 7°
dia de acompanhamento, seguiu uma linha ascendente dos titulos, independente
da faixa etaria estudada. Esta elevacdo mostrou diferengas significativas no grupo
total, revelando niveis de anticorpos mais elevados em relagé&o ao primeiro dia de
tratamento, na auséncia de parasitemia ao exame da gota espessa. Por outro
lado, os estudos feitos na década de sessenta, referem a importancia da presenca
do parasita no sangue periférico, como estimulo primordial de anticorpogénese
efetiva. Contudo, a comparacéo de estudos anteriores e o0 presente trabalho, néo
pode ser feita, ja que se trata de duas formas distintas de abordagem (malaria
clinica e malaria induzida). O aumento dos titulos ocorrido entre D1 e D7, poderia
ser explicado por tres hipdteses: 1) O tempo decorrido entre a ultima parasitemia e

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

(em média 4 dias) para que os fendbmenos auséncia de parasita pds-tratamento e
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consequente diminuicdo da produgdo de anticorpos ‘fosse devidamehte
evidenciado. Desta forma, o achado pode ser resultado apenas de um fendmeno
casual de tendéncia ao aumento de titulos, considerando inclusive alguma
subjetividade que o teste de imunofluorescéncia indireta permite por dificuldades
inerentes ao teste; 2) O exame realizado para deteccédo de parasitas no sangue
periférico (gota espessa) pode nao traduzir a parasitemia patente, conseqiéncia
da sensibilidade do método.

O rapido aumento de titulos de anticorpos até o oitavo dia (D7), pds-
tratamento, principalmente em individuos com histéria anterior de malaria, apesar
de nao significativo, pode sugerir uma resposta quantitativamente mais rapida em
atagues secundarios da doenga em concordancia com estudos de malaria
induzida. (Tobie, 1966).

Lunn et al. (1966), estudaram a resposta de anticorpos a malaria por P.vivax
e por P.falciparum em ataques primarios induzidos e recaidas e/ou
recrusdecéncias. As recaidas por P.vivax demonstraram duas respostas distintas.
Na primeira, os titulos apresentaram uma queda inicial transitoria, atribuida a
possivel ligacdo de anticorpos pré-existentes aos antigenos produzidos naquele
momento. O segundo tipo de resposta foi um aumento no titulos de anticorpos,
com algumas poucas evidéncias de que tais anticorpos eram mais "protetores” que
aqueles do ataque primario. Os experimentos feitos em voluntarios adultos com
malaria induzida por P.falciparum, mostram um aumento dos titulos de anticorpos
em média 3 a 6 dias apds a parasitemia patente. Estes titulos sdo mantidos
enquanto se mantiver a parasitemia. Tobie et al. (1966), demonstraram que altos
titulos de anticorpos sdo mantidos por aproximadamente 3 semanas, apds as

quais, caem gradativamente. Estes mesmos autores observaram que, nao
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havendo supressdo completa da parasitemia, os parasitas presentes funcionavam
como estimulo adequado para produgéo de anticorpos pelo hospedeiro. Lunn et al.
(1965) demonstraram que se a parasitemia € completamente suprimida por terapia
com cloroquina (utilizada neste estudo como antimalarico), 0s anticorpos
usualmente n&o sdo produzidos.

Outros estudos muito semelhantes foram feitos e todos obtiveram a mesma
resposta, de queda progressiva dos titulos de anticorpos com o término da
parasitemia (uso do tratamento esquizonticida), permanecendo estes niveis
detectaveis por um periodo prolongado (Abele, 1965; Collins, 1971). Em areas n&o
endémicas foram demonstrados periodos variaveis de persisténcia destes
anticorpos, reportados entre 13 e 20 anos (Luby et al., 1967).

E bastante conhecida a correlacdo existente entre titulos de anticorpos e
exposicdo cumulativa a malaria. Estes anticorpos persistem por muitos anos apos
0 Ultimo ataque malarico em individuos previamente expostos a intensa
transmissdo (Bruce-Chwatt, 1982; OMS, 1989). Paradoxalmente, estudos
longitudinais de pacientes procedentes da Amazonia tém mostrado que anticorpos
antimalaricos de curta duracdo (especialmente IgM e IgG3) podem desaparecer
alguns meses depois do ataque malarico (Ferreira et al., 1994).

Fontes et al. (1991) demonstraram que anticorpos contra a proteina
circunsporozoita de P.vivax (CSP) séo rapidamente sintetizadas e persistem por
até oito meses, em individuos n&o imunes expostos a ataques primarios da
doenca, em area nao endémica.

No presente estudo, todas as criangas foram tratadas com esquema
classico, utilizando cloroquina como esquizonticida sanguineo e apresentaram

clareamento da parasitemia assexuada até o 4° dia de tratamento. Os titulos de
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IgG no 8° dia apds inicio do tratamento, portanto pelo menos quatro dias apds a
supressao da parasitemia assexuada evidente ao exame da gota espessa, foram
maiores em relacao ao dia zero.

Collins et al. (1964), demonstraram persisténcia dos anticorpos anti-
P.falciparum frente a duas cepas diferentes inoculadas em voluntarios. Este
estudo mostrou diferentes padrdes de resposta imune conforme a cepa estudada;
tendo ocorrido persisténcia de titulos de anticorpos em niveis relativamente
estaveis até 20 meses apods inoculagdo do esporozoito para a cepa colombiana.

Collins et al. (1975), inocularam em voluntarios seis diferentes cepas de
Pvivax e mediram o0s anticorpos tipo IgG através de duas técnicas:
imunofluorescéncia indireta e hemaglutinacdo. A imunofluorescéncia indireta
mostrou picos maximos de anticorpos entre 11 a 20 dias apos parasitemia patente.
Apds este tempo os titulos declinaram gradativamente. Ao fim de 60 dias alguns
titulos cairam até diluicdo de 1:10. Aos 240 dias a mediana de titulos permanecia
em 10. Nesse mesmo experimento também foram inoculados com cepas de
P.vivax, individuos com histdria de recaidas de longa duragdo (média de 189 dias
apos a infecgdo primaria). Conforme se esperava, as meédias geométricas dos
titulos de anticorpos se elevaram a altos niveis em comparagdo com as respostas
obtidas na infec¢do primaria, reafirmando o conceito ja conhecido de resposta
imune secundaria quantitativamente maior. Estes titulos permaneciam elevados
até 120 dias ou mais, quando comparados aos da infecgao primaria.

No presente estudo, em virtude de a avaliagdo do paciente ter sido feita
conforme sua chegada, portanto de forma aleatéria, n&o foi possivel identificar
inicio da anticorpogénese e nem picos maximos de anticorpos. Os titulos, com

excecdo do aumento inicial obtido em D7, foram acompanhados por até 180 dias




76

em intervalos de dois meses, mostrando declinio gradativo. Aos 60 dias apoés
inicio do tratamento apenas um doente (4,7%) apresentava exame sorologico
negativo. Aos 120 dias ap6s o tratamento especifico, 31,2% dos pacientes
apresentavam resultados negativos, e os titulos positivos variavam entre 40 e 320
(média geométrica de titulos de 2,63). Aos 180 dias apds o 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
(média geométrica 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 evidéncia, apesar de ter sido verificada em numeros
absolutos, n&o resultou significativa, sugerindo que talvez para um tamanho maior
de amostra de individuos que apresentavam histéria anterior de malaria, esta
diferenca tivesse sido estabelecida estatisticamente.

Lunn et 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 € 8 a 16 dias apds a paténcia. Até 252 dias apds o fim da
parasitemia patente, persistiram titulos que variaram entre 10 e 160.

No grupo de criangas estudadas, ndao puderam ser estabelecidas as
definicdes de semi-imunes e n&o imunes, devido a referéncia infrequente de
criangcas com histdria anterior de malaria, e quando presente, esta evidéncia era
de baixa intensidade (no maximo dois episddios anteriores). Nos subgrupos
formados de priminfectados e criancas com histéria de ataque anterior, a doenca
se apresentou de forma muito semelhante, ndo havendo diferengas quanto a

clinica dos dois subgrupos, exceto para o sinal ictericia, sendo interessante o fato
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de estar presente em 100% dos individuos ja expostos a um ou mais ataques
anteriores da doenga, e em apenas 10,7% dos priminfectados. Dentre as criancas
com ictericia, nenhuma delas apresentava doencga anterior, do tipo hepatobiliar
elou outras, que pudessem justificar a predisposi¢éo para o desenvolvimento da
ictericia, tornando este achado dificil de ser explicado. Ictericia em maléria foi vista
por outros autores que concluiram tratar-se de hepatite reativa nao toxica propria
da doencga, independente da espécie envolvida (Ramachandran e Perera, 1976).

A esplenomegalia ja foi considerada importante medida malariométrica dos
niveis de endemicidade de uma dada populagdo, através do indice esplénico,
sendo utilizada desde 1848 por Dempster na india (OMS, 1964). Por ser um sinal
pouco sujeito a variagdes sazonais por exemplo, demonstra relativamente o nivel
de transmissibilidade de uma dada populagédo, apesar de algumas opinides
contrérias a existéncia de correlagado malaria e esplenomegalia, principalmente em
areas onde o largo uso de quimioprofilaxia (cloroquina) seja utilizado (De et al.,
1990).

Adedoyin & Fagbule (1993), estudando criangas com esplenomegalia em
uma comunidade no estado de Kwara (Africa), ndo encontraram correlacdo entre
presenca de esplenomegalia e presencga de plasmddios no sangue periférico.

Adekile et al. (1993) em estudo feito com criangas portadoras de anemia
falciforme, estabeleceram interessante correlagcéo positiva entre tamanho do bacgo
e presenca de altos titulos de anticorpos antimalaricos. Este estudo constou de
uma avaliacdo da esplenomegalia em dois grupos de criangas com anemia
falciforme, sendo um grupo de area n&o malarica (Georgia) e o segundo grupo de
érea hiperéndemica de maléria (Nigeria-Africa). Nas criancas africanas foi

avaliada também a presenca de anticorpos antimalaricos (IgG e IgM), além da
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presenca de plasmoédio no sangue periférico. A correlagdo entre presenca de
esplenomegalia e parasitemia nédo foi estabelecida. Entretanto, foi observado que
quanto maior o tamanho do bago palpado, maiores eram os titulos de anticorpos
antimalaricos.

Outros estudos porém, j& demonstraram que em areas hipoendémicas, a
esplenomegalia n&o esta correlacionada com parasitemia ou endemicidade, em
concordancia com os resultados obtidos no presente estudo, no qual nio foi
estabelecida nenhuma associacdo entre titulos de anticorpos e presenca ou
auséncia de esplenomegalia.

Nesta amostra, correlagdes significativas foram estabelecidas entre tempo
de doenca e titulos de anticorpos totais, sendo esta correlagdo positiva em
individuos priminfectados, € negativa em individuos ja expostos anteriormente a
maléria. Estes achados sugerem que em um tempo maior de evolugado de doenca
(estimulo antigénico persistente), menores niveis de anticorpos sdo encontrados,
em individuos expostos anteriormente a episédios de malaria. Contrariamente, em
individuos ndo expostos previamente a ataques malaricos, quanto maior o tempo
de doenca, maiores s&o os titulos de anticorpos. Este fendbmeno poderia ser
explicado em parte pelo fato de que, em individuos semi-imunes 0s anticorpos
produzidos s&o qualitativamente melhores, ou seja, estdo armados
especificamente contra determinados alvos (Bouharoun-Tayoun e Druilhe,
1992[b]), de modo a limitar eficientemente, porém de forma parcial, a parasitemia
assexuada. Como um efeito retroativo negativo, a diminuigdo progressiva da
parasitemia assexuada induz niveis de anticorpos séricos cada vez menores. Os
individuos n&o imunes, possuem anticorpos nao eficazes, que se formariam contra

determinado alvo inespecificamente, limitando de forma menos eficaz a densidade
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parasitaria, cujos niveis sanguineos permaneceriam persistentemente estimulando
a formagao de mais anticorpos (efeito retroativo positivo).

Um papel critico para os anticorpos citofilicos tem sido proposto
recentemente na maléria por P.falciparum, na qual o efeito destes anticorpos
dependeria de sua cooperacdo com células. Conforme citamos anteriormente,
Khusmith e Druilhe (1983), além de outros autores (Gysin ef al., 1980; Khusmith et
al., 1982) demonstraram tanto em humanos como em modelos animais que
merozoitos e/ou heméacias infectadas por P.falciparum eram fagocitados por
macrofagos ou monécitos, € que a presenca de anticorpos opsonizantes estava
correlacionada com estado de protecdo (Khusmith & Druilhe, 1982; Celada et al.,
1982).

Dessa forma, estabeleceu-se definitivamente o conceito de imunidade
celular dependente de anticorpos (ADCI) na protecdo imune a malaria por
P.falciparum, através dos experimentos de Bouharoun-Tayoun et al. (1990). A
ADCI é portanto, n&o somente um ensaio in vitro que detecta anticorpos
protetores, mas também um eficiente mecanismo in vivo de defesa contra parasitas
de malaria (Pérignon & Druilhe, 1994). Simultaneamente, diversos estudos foram
feitos em populagbes pertencentes a diversos contextos epidemiologicos de
transmissibilidade de malaria, com o objetivo de identificar os perfis de resposta
dos anticorpos citofilicos nestas populagcbées. Profundas diferengcas foram
encontradas quanto a distribuicdo destes anticorpos.

Os anticorpos monoclonais utilizados para detecgdo de anticorpos de
diferentes subclasses de IgG tém mostrado elevada especificidade tanto em
ensaios de ELISA, como de inibicdo da hemaglutinacdo e imunofluorescéncia

indireta (Wahlgren ef al., 1983; Lowe et al., 1982)
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Na amostra estudada, utilizando a imunofluorescéncia indireta, houve um
predominio evidente de anticorpos IgG1 sobre as demais subclasses, seguida da
presenca de IgG3 e a quase inexisténcia de 1gG2, independente de exposicao
anterior a malaria. Este padrdo sugere uma resposta muito semelhante ao
comportamento de individuos procedentes de areas hiperendémicas, exceto pela
predominancia quase absoluta de IgG1.

Wahigren et al. (1986) demonstraram que, em ensaios de
imunofluorescéncia, os anticorpos IgG de subclasse mais rara, assim como
anticorpos de baixa afinidade, poderiam ser subestimados, devido a competicao
dos antigenos com as subclasses mais comuns. Além do mais, a vida média dos
anticorpos IgM e IgG3, bastante curta quando comparada a IgG1, IgG2 e IgG4
(Spiegelberg, 1974), poderia também resultar em baixa estimativa daquelas duas
subclasses, particularmente em individuos com niveis de anticorpos séricos
baixos, ou coletados muito tempo apos a doenga manifesta.

Em nossos achados, titulos de anticorpos baixos foram evidenciados muito
raramente, ao contrario, a maioria dos pacientes apresentava altos niveis séricos
de anticorpos antimalaricos. Por outro lado, € concreta a possibilidade de baixa
afinidade dos anticorpos, tornando a subclasse IgG2 quase indetectavel. Assim
como, € concreta a possibilidade de desaparecimento de IgG3 devido a sua vida
média curta, visto que o0s doentes se apresentaram para primeira consulta, em
média referindo 13,4 dias de doenga. Os doentes que apresentaram IgG3 positiva,
mesmo em baixos niveis, tinham um tempo de doencga variavel entre 3 a 30 dias
(média de 11,6 dias).

Bouharoun-Tayoun e Druilhe (1992[a]) estudaram as subclasses de

anticorpos em individuos portadores de diferentes graus de resisténcia a malaria:



81

em individuos hiperimunes 2 classes citofilicas de anticorpos foram predominantes
(IgG1 e 1gG3). Ao contrario, em individuos n&o imunes (criangas e adultos
primariamente infectados foram encontradas diversas situagdes: 1) uma classe
ndo citofilica de anticorpos (IgG2), predominando principalmente naqueles
individuos adultos priminfectados; 2) predominio de anticorpos do tipo IgM (classe
néo citofilica) mais frequentemente em criangas; 3) menos frequentemente, niveis
totais baixos de anticorpos antimalaricos n&o citofilicos (IgG2 e/ou IgM) em
individuos n&o protegidos. Estes autores demonstraram ainda que ocorria um
decréscimo das taxas de IgG2 em criangas pequenas, quando comparadas a
criangas maiores, em concordancia com os achados de Morell ef al. (1972) de que
IgG2 inespecifica é produzida em baixos niveis em criangas muito jovens
(menores de dois anos de idade).

Aribot et al. (1996) avaliaram o padrdo de imunoglobulinas em uma
comunidade africana, incluindo adultos e criangas. Os adultos apresentaram altos
titulos de anticorpos especificos em relacdo as criangas. A parasitemia nao
mostrou nenhuma correlagdo com os niveis de IgG total. O achado mais
interessante neste trabalho & o fato de que niveis mais elevados de IgG3 estéo
relacionados a menor risco de ataque malarico. Em relacédo a presenca de 1gG3,
as comparacgdes feitas entre criangas priminfectadas e criangas com historia
anterior de ataques malaricos no presente estudo, ndo se estabeleceu nenhuma
evidéncia significativa de predominancia de IgG3 em individuos previamente
expostos, sendo este resultado talvez influenciado pelo tamanho da amostra de
pacientes previamente expostos.

Ferreira et al., (1994) realizaram um estudo cruzado seccional em 50

individuos de uma comunidade rural de Rondbnia, na Amazobnia ocidental
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brasileira, avaliando as subclasses de IgG contra diversos antigenos somaticos e
exoantigenos de P.falciparum, tendo encontrado um marcante contraste com os
achados classicos de subclasses de IgG descritos para individuos semi-imunes
africanos. Nesta comunidade da Amazbdnia, a subclasse I1gG2 contra
exoantigenos, predominou sobre as outras subclasses de forma significativa,
porém em relacdo aos anticorpos IgG1 contra antigenos somaticos a diferenca
estatistica foi duvidosa (p=0,052).

Mais recentemente, os estudos de resposta imune a malaria tém sido
desenvolvidos com proteinas recombinantes ou peptidios sintéticos
correspondentes a regiées imunologicamente relevantes, consideradas alvos
potenciais para composi¢cdo de vacinas. Assim €, que por exemplo Soares et al.
(1997), estudaram a resposta de anticorpos e células T contra onze proteinas
recombinantes, correspondentes as regidées N e C-Terminais da MSP1 de P.vivax,
em individuos apresentando ataques agudos, e em individuos convalescentes,
procedentes de Belém, e observaram que 83% dos individuos estudados tém
anticorpos contra estas proteinas. Além disso, observaram que estes anticorpos
eram predominantemente das subclasses IgG1 e I1gG3, semelhante aos
resultados encontrados no presente trabalho em relacdo a resposta de anticorpos
anti-PV.

No presente estudo, questdes fundamentais surgem: considerando-se a
assertiva classica que considera a imunidade a malaria como sendo espécie-
especifica, poderiamos esperar que o comportamento da chamada ADCI na
imunidade humoral n&o fosse o mesmo para as diferentes espécies de plasmodio?
As populacbes a serem estudadas na tentativa de estabelecer um padrao de

resposta qualitativa de anticorpos antimalaricos frente a doenca, poderiam



83

manifestar padrées semelhantes para as duas espécies de plasmédio mais
prevalentes no Brasil?

Na tentativa de responder em parte estas questdes seriam necessarios
estudos experimentais do comportamento do Pasmodium vivax frente ao fendmeno
de ADCI, de forma a estabelecer semelhangcas com o comportamento do
Pfalciparum, que atualmente tem sido a unica espécie de plasmddio estudada
neste sentido. Infelizmente, os experimentos in vifro com Plasmodium vivax
enfrentam inumeras dificuldades técnicas, tornando relativamente dificultosos os
ensaios de ADCI com esta espécie de plasmadio.

Por outro lado, muitas consideragdes tém sido feitas atualmente, quanto a
possibilidade de imunidade cruzada entre P.vivax e P.falciparum (Maitland et al.,
1997). Estas consideracbes tém por base varias observacbes e experimentos que
demonstraram o desenvolvimento de imunidade apds inumeras infecgbes por
P.vivax, suficiente para atenuar o curso subsequente de infec¢des potencialmente
letais por 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 espécie de plasmodio, em
decorréncia de seu modelo de adaptacdo ao homem melhor estruturado, mostre o
melhor caminho a seguir na tentativa de elucidagcdo de uma das mais complexas e

sedutoras questbes da imunopatologia da malaria: a interacdo parasita-

hospedeiro.
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CONCLUSOES

» O grupo de criancas estudadas desenvolveu anticorpos classe G anti-

plasmodiais totais anti-P.vivax, que seguiram um padréo de titulos semelhantes
aqueles estudados em malaria induzida, com excecdo de uma elevagéo
significativa ocorrida entre o primeiro e oitavo dia de acompanhamento,

independente de exposi¢ao anterior ou nao a malaria.

Durante o controle de cura os niveis de anticorpos totais anti-PV declinaram
gradativamente, na seguinte escala: 4,76% das criancas apresentaram
negativacdo dos titulos até D60, 37,5% até D120, e 71,42% tiveram os titulos
de anticorpos negativos até 180 dias apds o inicio do tratamento. Neste
periodo, os pacientes que permaneceram positivos apresentavam titulos que

variavam entre 40 e 160, sem relacdo com exposicao prévia a malaria.

Na&o houve associacao entre parasitemia assexuada no dia zero, € niveis de

anticorpos totais anti-PV no pré-tratamento e/ou no oitavo dia pds-tratamento.

Em criancas com histéria anterior de malaria o tempo de doenca € diretamente
proporcional aos titulos de anticorpos IgG no primeiro dia de tratamento. Em
criangas nao expostas anteriormente a malaria, o tempo de doenca é
inversamente proporcional aos titulos de anticorpos no primeiro dia de

tratamento.
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®,
*

» N&o ha correlacédo entre titulos de anticorpos anti-PV totais e presenca de

esplenomegalia, na amostra estudada.

0,
0.0

Houve predominancia de anticorpos citofilicos nas seguintes proporcdes na
amostra estudada: 1gG1> IgG3. A classe nao citofilica (IgG2) nao foi

evidenciada.
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Anexo 1
TERMO DE PARTICIPAGAO EM ESTUDO

Informacéo ao responsavel do paciente participante do Protocolo do Projeto de pesquisa intitulado
“Plasmodium vivax”: avaliagdo da resposta de anticorpos IgG em criancas expostas a malaria”, sob
coordenacéo dos pesquisadores Ana Yecé das Neves Pinto (médica) e Prof. Dr. José Maria de Souza.

Seu filho(a) estd convidado a participar de um estudo que ird avaliar como se encontram as defesas do organismo de
criangas no combate a maldria vivax, doenca que esta atingindo sua crianga no momento. Este estudo tem por objetivo avaliar quais
anticorpos estdo presentes no sangue destas criancas, a fim de entendermos melhor como funcionam as defesas humanas, contra
o germe causador da malaria

1 PROCEDIMENTOS

A partir de sua aceitag@o, a criancga fara parte do grupo descrito, sera submetida a exames de laboratdrio, ao contrario das
criangas que ndo fizerem parte do projeto. O tratamento especifico, serd dado da mesma forma feita rotineiramente neste
ambulatorio, assim como os controles dos pacientes.

A crianga vai ser inicialmente submetido a exame para diagnosticar a maléria, antes mesmo de entrar no estudo, é o
EXAME DE PESQUISA DE PLASMODIO (“fura-dedo”). Se o resuitado for positivo, entdo ela podera ser eleita para
participar do estudo, caso o Sr. responsavel concorde.

Também fard um exame de sangue (retirado da veia), que s6 ¢ feito naqueles que participarem do projeto. Uma certa
quantidade de sangue (20 ml) sera retirada da veia da crianca, para que seja feita pesquisa de anticorpos, no primeiro dia de
tratamento, e ainda 7 dias, 60 dias, 120 dias e 180 dias ap6s o inicio do tratamento.

2 POSSIVEIS DESVANTAGENS

As coletas de sangue muito préximas (no primeiro e no oitavo dias de tratamento) serdo provavelmente dolorosas e
bastante dificeis, principalmente para criangas menores.

3 BENEFICIOS

Sua crianca sera avaliada por um pediatra diariamente, e enquanto durar o estudo terd acompanhamento médico e
laboratorial gratuitos. Além disso, este estudo sera feito na tentativa de descobrirmos como as pessoas poderéo se defender melhor
contra os germes que causam maldria, e aprendermos cada vez mais sobre como fazer uma vacina contra esta doenca.

4 INCENTIVOS

Os participantes receberdo vales - transporte diariamente, conforme sua necessidade, para o devido comparecimento as
consultas.

Os participantes terdo acompanhamento ambulatorial e laboratorial de sua doenga, e poder&o dispor de alguns exames de

rotina, que porventura sejam necessarios durante seu controle de cura, gratuitamente cedidos pelo Ambulatério do Programa de
Maléria do Instituto Evandro Chagas.

5 PARTICIPAGAO

A participagao neste estudo SO DEPENDE DA SUA VONTADE (é voluntaria). Vocé pode se retirar sua crianca do
mesmo a qualquer momento que vocé (o responsavel) deseje, ou mesmo a crian¢a que ja manifeste vontade prépria. Neste caso,
solicitamos que apenas explique seus motivos ao médico responsavel. A relagdo com o médico e o tratamento de sua crianca nao
serdo de forma alguma afetadas, caso vocé nao aceite participar, ou mesmo se interromper sua participacgéo.

Antes e durante o estudo vocé tem o direito de esclarecer todas suas dlvidas com a médica responsavel pelo estudo, e/ou
quaisquer membro da equipe de atendimento do Ambulatério do Programa de Malaria do Instituto Evandro Chagas.

! CASO CONCORDE EM PARTICIPAR, VOCE DEVERA SEGUIR ESTRITAMENTE TODAS AS INSTRUGOES
. QUE VENHAM A SER DADAS PELA EQUIPE, CASO CONTRARIO PODERA SER RETIRADO DO ESTUDO,
DESDE QUE SEUS COORDENADORES ASSIM O DECIDAM.

TENDO DECIDIDO PELA PARTICIPAGAO DE SUA CRIANGA NO ESTUDO, PEDIMOS ASSINAR E DATAR
ABAIXO.

Declaro ter recebido informacgdes satisfatérias referentes a minha participacao no estudo acima
referido.

Estou ciente dos beneficios e possiveis desvantagens de participar do estudo. Sei também que posso
deixar o estudo se assim o desejar, sem que a qualidade dos cuidados médicos que me s3do oferecidos
pelo Instituto Evandro Chagas seja afetada.

Assinatura: ; Belém, / /

NOME DO RESPONSAVEL (por extenso)

NOME DO PACIENTE

ASSINATURA DO MEDICO




Anexo 3

Preparacéo do PBS (solugéo salina com fosfatos)

pH: 7,2

Osmolaridade:

Na2HPO4 (fosfato dissédiCO).............ccooovviiiiiii 1,0969g
KH2PO4 (fosfato monosddiCo)..............ovvvviiiiiiiin 0,315¢g
HCI (cloretro do sOdiO)............oooooiiiiiiiii 8,59

Agua destilada q.S.p.......cocoooioiieie e 1000m|
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Anexo 2

PROTOCOLO MALARIA INFANCIA

15 REGISTRO: 2. DATA:
3. NOME DO PACIENTE
4. NOME DO RESPONSAVEL
S. ENDERECO
Bairro: Cidade: Estado:
6. SEXO [J 1.Masculino 2.Feminino
7. COR O 1.Branco 2.Negro 3.Pardo  4.Amarelo
8. DATA DO NASCIMENTO:
9: IDADE EM ANOS
10. PROCEDENCIA (LOCAL DA INFECCAO):
11. ANTECEDENTES MORBIDOS PESSOAIS:
12; Episodios anteriores de maliria O 1.0 2.2x 3.3-5x 4.>5x 5.NS

13. HDA: Tempo de doenga, ordem cronologica dos sintomas, tratamento antimalarico realizado, evolucao dos
sintomas, complicacoes. Viagem ou pernoite fora do local onde reside? Quando? Por quanto tempo? Febre no
local onde pernoitou? Outras pessoas com maliria no local?

14. SINTOMAS E SINAIS CLINICOS (evolucio da doen¢a)

SINAIS E DO D1 D2 D3 D4 DS D6 D7
SINTOMAS

Febre

Calafrio

Sudorese

Cefaléia

Anorexia

Astenia

Mialg/artralgia

Tonteira

Zumb/surdorese

Tosse/dispnéia

Epig/d.abdomin

Naus/vomitos

Diarréia

Cor urina

Convulsédes

Palidez

Ictericia

Figado

Baco




Anexo 2 (cont.)

15. DIAGNOSTICO (mm*) ESQUEMA DIARIO

D/ DATA PARASITEMIA ESQUEMA TERAPEUTICO

DO

D1

D2

D3

D4

DS

D6

D7

Dx

16. TRATAMENTO

M.vivax [1.Cloroquina: 10 mg/kg 1° dia, 7,5 mg/kg 2° e 3° dia + primaquina: 0,25mg/kg/dia 14 dias
2.Altemativo

17. RESPOSTA TERAPEUTICA E]

1.Cura 2.Recaida 3. Reinfecgdo 4.Abandono

18. CONTROLE DE CURA (Parasitemia/mm®)/ SOROLOGIA

EXAME/D DO D7 D60 D120 D180

Parasitemia

Titulos IgG

Titulos IgG1

Titulos IgG2

Titulos IgG3

100







