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RESUMO

A malaria é considerada pela Organizacdo Mundial de Saude um problema global de
saude publica. No Brasil, a maioria dos casos ocorre por P. vivax. Esse estudo
objetivou avaliar a influéncia da obesidade nos marcadores inflamatérios,
bioquimicos, hematoldgicos, parasitolégicos e manifestacfes sintomatologicas em
pacientes com malaria vivax. Participaram 78 pacientes (37 eutréficos, 25 sobrepeso
e 14 obesos) com diagnostico de malaria por P. vivax de populacdo residente de
area hiperendémica no Estado do Par4. O estado nutricional ndo apresentou
influéncia na carga parasitaria nesta populacéo infectada por P. vivax, embora tenha
sido observada tendéncia a parasitemia mais elevadas nos obesos. A frequéncia
das manifestacdes clinicas, tais como calafrio, cefaleia, triade malarica (febre,
calafrio e cefaleia), mialgia, tosse e diarreia e o escore clinico, foram mais altos nos
obesos em comparacdo aos eutréficos. Pacientes obesos apresentaram elevado
nivel de leucdcitos totais, neutréfilos, monadcitos, triglicérides, colesterol total, VLDL,
AST e ALT em comparacdo aos eutréficos. Os niveis séricos das citocinas
moduladoras da inflamag&o TNF-a e IL-10 n&o diferiram entre 0s grupos nutricionais,
entretanto houve uma correlacdo negativa entre o TNF-a e a circunferéncia
abdominal. O nivel sérico de citocinas moduladoras da inflamacdo (TNF-a e IL-10)
influenciaram a parasitemia, perfil hematologico, perfil bioquimico e o escore clinico
de individuos naturalmente infectados por P. vivax. O estado nutricional influenciou a
resposta imune na infeccdo pelo P. vivax, sendo um importante determinante de
risco neste estudo. Embasado nessas consideracdes, outras pesquisas Sao

necessarias para o melhor entendimento da doenca nesse contexto.

Palavras-chaves: Malaria, Plasmodium vivax, Estado nutricional, Obesidade.



ABSTRACT

Malaria is considered by the World Health Organization a global public health
problem. In Brazil, most cases occur by P. vivax. This study aimed to evaluate the
influence of obesity on inflammatory markers, biochemical, hematological,
parasitological profiles and clinical manifestations in vivax malaria patients at Para
State. Seventy-eight (37 eutrophic, 25 overweight and 14 obese) patients positive to
P. vivax were included. Chills, headache, malaria triad (fever, chills and headache),
myalgia, cough and diarrhea were more frequent, whereas the clinical score were
higher in obese compared to normal weight patients. Obese patients had a higher
level of count of total leukocytes, neutrophils, monocytes, triglycerides, total
cholesterol, VLDL, AST, ALT compared to lean patients. Parasitaemia was similar
among nutritional status, although was observed trend to higher parasitaemia (>
5.000 parasites/jL) in obese patients. Serum levels of TNF-a and IL-10 did not differ
among nutritional groups, though there was a negative correlation between TNF-a
and waist circumference. Among overweight and obese was observed a positive
correlation between IL-10 and parasitemia, neutrophils, urea and a negative
correlation with red blood cells, lymphocytes, platelets. Throughout, TNF-a was
correlated negativity with the clinical score. Nutritional status influences immune
response against the infection and it has been an important risk factor in this findings.
However, further studies are required to understand the malaria in this context.

Keywords: Malaria, Plasmodium vivax, Nutritional status, Obesity.
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1. INTRODUCAO

A maléaria é considerada pela Organizacdo Mundial de Saude um problema
global de saude publica. Trata-se de uma doenca tropical causada pelos parasitos
do género Plasmodium que apresenta ampla distribuicdo geografica com a mais alta
taxa de morbimortalidade no mundo. Atualmente, bilhdes de pessoas no mundo
vivem em areas de transmissédo e, portanto, expostas ao risco de contrair a doenca
(WHO, 2014). Das espécies que infectam o homem, destacam-se, no Brasil, 0

Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax (BRASIL, 2015).

Apesar da maléaria causada por P. vivax ser a principal espécie encontrada
nas Américas e na Asia e dos avancos no entendimento da biologia do parasito a
partir do sequenciamento do seu genoma (CARLTON et al., 2008), esta morbidade
ainda recebe pouca atencdo da comunidade cientifica sendo classificada por vezes
como doenca negligenciada, principalmente por esta espécie ser menos virulenta
que o P. falciparum e também devido as dificuldades de sua manutencdo em cultivo
continuo, o que limita determinadas analises (MUELLER et al., 2009; WHITE et al.,
2014).

Diante disso, no curso da erradicacdo dessa doenca, torna-se de grande
importédncia melhor compreender os complexos mecanismos envolvidos na
patogenia da malaria. Nesse contexto, estudos envolvendo a interacdo entre o
desenvolvimento e evolugcdo da infeccdo causada pelo P. vivax e o estado
nutricional do hospedeiro vertebrado, considerando a ligacéo fisiopatolégica entre a
obesidade e a inflamagdo, podem contribuir com o entendimento desses
mecanismos, bem como com estabelecimento de estratégias de controle e

eliminacao da doenca.

No presente trabalho, investigou-se a influéncia do estado nutricional sobre os
parametros clinicos e laboratoriais na malaria por P. vivax. Mais especificamente
avaliar, pela primeira vez, a influéncia da obesidade nos marcadores inflamatérios,
bioquimicos, hematologicos e manifestacbes sintomatolégicas em uma populacao

residente de area hiperendémica no Estado do Para com malaria clinica.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 MALARIA
2.1.2 Epidemiologia

Em 2013, a malaria foi responséavel pela morte de mais de 584.000 pessoas.
Aproximadamente 90% dos Obitos ocorrem na Africa, destes 78% em criangas
menores de cinco anos de idade. Além do continente africano, a doenca esta
distribuida na América Latina, Sudeste Asiatico e Oceania, ocorrendo em 97 paises
onde habitam 3,2 bilhdes de pessoas vivendo em areas de risco de desenvolver a
doenca, representando aproximadamente 50% da populagcdo mundial (WHO, 2014).

Nas Américas, a malaria ocorre em 21 paises com 25 milhdes de pessoas
vivendo em areas de risco de transmissdo, sendo registrados 427.000 casos em
2013. Destes, trés paises concentraram 72% dos casos, a saber: Brasil 42%,
Venezuela 18% e Colombia 12% (WHO, 2014). Deve-se atentar a
representatividade no registro dos casos da doenca entre 0s paises que
compreendem a regido Amazbnica. Tal fato é observado no Brasil, onde
aproximadamente 99% dos casos de malaria se concentraram nesta regido — Figura
1 (BRASIL, 2015).

Figura 1: Distribuicdo dos casos de malaria no Brasil em 2014.
Fonte: Adaptado de Brasil/Sivep-Malaria/SVS/MS, 2015.
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No Brasil, a maioria dos casos ocorre por P. vivax (aproximadamente 85%),
uma pequena parte por P. falciparum (15%) e uma minoria (menos de 1%) por
infeccbes mistas (WHO, 2014). Dentre os Estados da Regido Amazonica, o Pard em
2014 registrou 11.131 casos de malaria correspondendo aproximadamente 15% dos
casos do pais e uma Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) de 1,8 casos por 1000
habitantes, classificando-o atualmente, como baixo risco da populagéo adoecer de
malaria, o0 que representa uma reducdo de aproximadamente 56% quando
comparado ao mesmo periodo de 2013 e 86% quando comparado a 2012. Nos
altimos 10 anos, os casos de maléaria vivax representaram em meédia 79% do total
registrado no Estado (BRASIL, 2015).

2.1.2 Modo de transmisséo e ciclo biolégico

A principal transmissdo da malaria é por via vetorial, pela picada dos
mosquitos fémeas do género Anopheles. A principal espécie no Brasil € o Anopheles
darlingi. Os parasitos dessa protozoose Ss&80 microrganismos eucarioticos
unicelulares que pertencem ao género Plasmodium. S&o reconhecidas mais de 120
espécies desse género que podem infectar aves, répteis, roedores e primatas,
porém, cinco espécies sao infectantes ao homem: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e, mais recentemente,
Plasmodium knowlesi (WHO, 2014).

O ciclo de vida do plasmddio inicia-se quando parasitos na forma de
esporozoitos acumulados nas glandulas salivares do inseto vetor séo inoculados na
pele do ser humano pela picada. Os esporozoitos atingem o figado e invadem os
hepatocitos e multiplicam-se dando origem a milhares de merozoitos, 0os quais sdo
liberados dos hepatécitos e caem na circulacdo sanguinea, invadindo as hemacias
(P. vivax invade preferencialmente reticuldcitos) e dando inicio a segunda fase do
ciclo, chamada de esquizogonia sanguinea. A principal caracteristica biologica do P.
vivax é a presenca de hipnozoitos hepaticos (formas em estado de laténcia) que séo
responsaveis pelas frequentes recaidas apos periodos de incubagdo (MUELLER et
al., 2009; WHITE et al., 2014).

Os merozoitos formados na fase sanguinea rompem a hemacia e invadem

outras, sofrendo varios ciclos de multiplicacdo eritrocitaria. Alguns merozoitos
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diferenciam-se em microgametas (gametas masculinos) e macrogametas (gametas
femininos) apds varios ciclos eritrocitarios. Numa nova picada, os gametas seréo
ingeridos pelo mosquito irdo fecundar-se dando origem as formas de esporozoitos
que irdo continuar o ciclo (MUELLER et al., 2009; WHITE et al., 2014).

2.1.3 Quadro clinico

Clinicamente, a malaria vivax é classificada em trés categorias denominadas:
malaria assintomatica, malaria ndo-complicada e malaria grave. Essas diversas
formas de apresentacéo clinica sdo determinadas pela complexa interacdo entre o
hospedeiro, o parasito e o ambiente (MILLER et al., 2013).

As manifestacdes clinicas na malaria sédo de carater sisttmico em que a febre
constitui o principal sinal ou sintoma, presente em quase todos o0s pacientes. A febre
costuma ser elevada, precedida de calafrio e seguida de sudorese e sem
periodicidade (exceto se houver sincronismo na ruptura de eritrécitos parasitados)
Quando a febre se acompanhada de cefaleia (dor de cabeca) e calafrio, denomina-
se de triade malarica. Mal estar, artralgia (dor nas articulagdes), mialgia (dor
muscular), lombalgia (dor nas costas), manifestacbes respiratérias (tosse e
sensacdo de falta de ar), gastrointestinais (dor abdominal, nauseas, vomitos e
diarreia) podem também ocorrer (ANSTEY et al., 2012; PRADHAN; GHOSH, 2013).

A anemia na malaria vivax pode ser de intensidade leve, moderada ou grave,
por influéncia combinada de varios fatores como o grau de parasitemia, resposta
imunologica do hospedeiro, intervalo de tempo decorrido entre 0s primeiros sintomas
e o0 diagnostico e condicdes pré-existentes determinantes de anemia,
particularmente parasitose intestinal e hemoglobinopatias (VENTURA, 2010).

Frequentemente a malaria causada por P. vivax € classicamente descrita
como uma doenca benigna, com baixos niveis de mortalidade e morbidade. Porém,
estudos recentes tem descrito casos clinicos graves (malaria grave) e até mesmo
mortes associados a infec¢ao pelo P. vivax na Papua Nova Guiné (GENTON et al.,
2008), Indonésia (TJITRA et al., 2008), india (SINGH et al., 2011) e no Brasil
(ANDRADE et al., 2010; ALEXANDRE et al., 2010).
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2.2 ASPECTOS DA RESPOSTA IMUNE NA MALARIA

A resposta imune inata é essencial para limitar a fase inicial de replicacdo dos
plasmaodios até que o hospedeiro desenvolva uma resposta imune adaptativa capaz
de eliminar a infeccdo. A imunidade inata na malaria compreende a participagéo das
moléculas do sistema complemento, ativagdo de macréfagos, células NK e NKT. Em
sintese, suas funcdes sdo: moléculas do sistema complemento causam a lise direta
do parasito, os macrofagos fagocitam os parasitos livres e os eritrocitos parasitados,
e os linfécitos NK e NKT induzem a lise das células parasitadas. Além destas, as

células dendriticas iniciam a resposta imune adaptativa (STANISIC et al., 2013).

Dessa maneira, a ativacdo da imunidade inata é um passo crucial no
desenvolvimento da imunidade adquirida contra os antigenos especificos pela
ativacdo de uma cascata de reacdes intracelulares que promoverdo a sintese de
citocinas que sdo fundamentais para atrair outras células, gerar a resposta
inflamatoria, permitir o desenvolvimento da resposta imune adaptativa eficiente e,
com todos estes elementos, eliminar o microrganismo invasor (ARANCIBIA et al.,
2007).

A imunidade protetora é gradualmente adquirida pela exposicdo natural de
individuos residentes de area endémica, mas € rapidamente perdida no momento
em que a exposicdo do individuo ao parasito deixa de existir, indicando que a
memoria imunolégica provocada pela malaria € de curta duracdo e o paciente
infectado deve estar continuamente exposto ao parasito (KEEGAN; DUSHOFF,
2013). Desse modo, residentes de areas hiperendémicas quando infectados
desenvolvem baixas parasitemias e uma infeccao assintomatica (GAZZINELLI et al.,
2014).

A resposta inflamatéria que o plasmaodio induz no hospedeiro € um fator critico
para a patologia da malaria. A inflamacéo pode ser sistematicamente controlada por
diversos sinais bioquimicos, onde um importante mediador desses sinais sao as
citocinas (CHEN; LIU, 2009).

As citocinas promovem modulacfes durante a infeccdo pelo Plasmodium spp
que podem resultar na modificagdo dos componentes celulares e bioquimicos do

sangue, melhorando ou agravando o quadro clinico do paciente. As citocinas
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apresentam a capacidade de controlar o crescimento do parasito, bem como, podem
promover dano tecidual (KABYEMELA et al., 2013).

2.2.1 Participacao das citocinas na malaria

Na malaria ocorre ativacdo tanto de células CD4+ Thl quanto de células
CD4+ Th2, sendo necessario para a protecdo do paciente um equilibrio entre as
citocinas produzidas por ambos os perfis celulares (MBUGI et al., 2010). Nesse
sentido, o P. vivax induz uma maior producdo de citocinas em relacdo ao P.

falciparum mesmo com biomassa parasitaria semelhante (ANSTEY et al., 2012).

O ciclo eritrocitico e a consequente destruicdo dos eritrdcitos e liberacdo de
seus metabdlitos estimulam a producao do fator de necrose tumoral (do inglés, TNF-
a) e outras citocinas, tais como IL-6, IL-1 e IFN-y (STANISIC et al., 2013). O TNF-a é
uma citocina proé-inflamatéria normalmente presente na resposta a patégenos
intracelulares. Os eritrécitos parasitados por plasmdédios induzem a producdo de
TNF-a, IL-12 e INF-y pelos mondcitos, macrofagos e linfécitos e esta relacionada
com a patogénese da infeccdo (HAFALLA et al., 2011). Existe uma correlacéo entre
a gravidade da doenca e niveis circulantes de citocinas, principalmente TNF-a, que
estd correlacionada com surtos de febre da doenca. Além disso, a producédo de
oxido nitrico (NO) na cascata de sinalizacdo de TNF-a pode gerar sintomas
encontrados na maléria grave como: hipotensdo, acidose lactica, hipoglicemia e
coma (MENDIS; CARTER, 1992). Mais recentemente, o estudo encontrou uma
tendéncia linear entre aumento dos niveis plasmaticos de TNF-a e IFN-y com a
gravidade da malaria na infeccdo por P. vivax na Regido Amazodnica brasileira
(ANDRADE et al., 2010).

Por outro lado, citocinas antiinflamatérias, como a IL-10 e o TGF-B, nas fases
inicias da infeccdo correlacionam-se com as elevadas parasitemias, porém em fases
tardias da infecgéo parecem prevenir sintomas mais graves (WALTHER et al., 2009;
COSTA et al., 2014).

Em sintese, na ligacdo entre as respostas imune inata e adaptativa contra o
parasito no estagio sanguineo as ceélulas dendriticas (CDs) reconhecem eritrOcitos

parasitados via receptores de reconhecimento de padrdes como os receptores Toll-
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like (do inglés, TLRs), resultando na maturacao, secrecéo de IL-12 e apresentacao
do antigeno para as células T CD4+, bem como para as células T CD8+. AIL-12 e 0
contato com eritrocitos infectados facilitam a ativacdo de células NK que séo
importantes para a producdo precoce de IFN-y e promogao da resposta imune
humoral e adaptativa via subclasses de anticorpos. A producdo de IFN-y pelas
células NK, células T CD8+ e células T CD4+ diferenciadas induzem a producéo de
citocinas e quimiocinas pelas células apresentadoras de antigenos responsaveis
pela maturacdo das CDs e ativacdo de macrofagos resultando na fagocitose e
destruicdo do parasito via producdo de Oxido nitrico e oxigénio reativo. Células T
CD4+ podem também produzir IL-10 que podem induzir a apoptose das CDs.
Quando ativado, os macréfagos podem também participar da apresentacdo de
antigenos parasitarios. A IL-2 produzida pelas células T CD4+ ativadas estimulam a
producao de IFN-y pelas células NK (STANISIC et al., 2013).

2.3 IMUNOMETABOLISMO: INTERSECCAO ENTRE ESTADO NUTRICIONAL E
SISTEMA IMUNE

Atualmente, o tecido adiposo pode ser definido como um érgdo participante
do sistema imune. Especificamente, o desenvolvimento do excesso do tecido
adiposo esta fortemente associado com o desenvolvimento de inflamagao cronica
causada pela infiltracdo de células imunes ativadas e superproducao de citocinas
pré inflamatérias. Dessa maneira, a obesidade estd relacionada ao aumento
exacerbado da massa dos depdésitos de gordura e aumento na expressao génica e
protéica de citocinas proé-inflamatérias, o que influencia a resposta imune inata e

adaptativa, relacionando-a a inflamacéo (EXLEY et al., 2014).

Esta resposta inflamatéria pode ser potencializada pelo acumulo de
macrofagos inflamatorios M1 ao redor dos adipocitos que produzem citocinas pro
inflamatdrias, como o TNF-qa, contribuindo diretamente para uma inflamacao local e
sistémica, além da resisténcia a insulina (HAN; LEVINGS, 2013). Estudo recente
observou um aumento da expressdo dos TLR-2 e TLR-4 proporcionalmente ao
aumento indice de massa corpérea (IMC) em um grupo de pacientes com peso

normal, sobrepeso e obesos. Estes achados apontaram uma superexpressao de
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citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a e IL-6, conforme o aumento do IMC
(AHMAD et al., 2012).

Em sintese, varios mecanismos tem sido propostos para explicar o efeitos dos
lipidios na inflamacdo, incluindo receptores da imunidade inata (TLR),
inflamassomas, receptores nucleares (PPAR), morte celular, estresse de reticulo

endoplasmatico e microbiota intestinal — Figura 2 (SUN et al., 2012).
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Figura 2: Modelos hipotéticos de como a inflamacéo € iniciada e desenvolvida na
obesidade.

Fonte: Adaptado de Sun et al., 2012.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL:

- Investigar a influéncia do estado nutricional (obeso, sobrepeso e eutréfico) nos
aspectos clinicos e laboratoriais em pacientes naturalmente infectados por P. vivax

no Estado do Para.

3.2 ESPECIFICOS:

- Avaliar associagdo entre o estado nutricional e a densidade parasitaria e a

intensidade das manifestacdes clinicas em pacientes infectados por P. vivax;

- Avaliar associacdo entre o estado nutricional e o perfil hematoldgico e bioquimico

em pacientes infectados por P. vivax;

- Avaliar associacdo entre o estado nutricional e o nivel sérico de citocinas

moduladoras da inflamacéo (TNF-a e IL-10) em pacientes infectados por P. vivax;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo transversal-analitico para avaliar a influéncia do estado nutricional nos
aspectos clinicos, epidemioldgicos, laboratoriais (parasitologico, hematoldgico,
bioguimico e imunolégicos) de pacientes com malaria por P. vivax. As coletas de
dados e amostras sanguineas foram realizadas no Laborat6rio de Ensaios Clinicos
em Malaria do Instituto Evandro Chagas (LECEM/IEC), em Ananindeua, no Posto de
Notificagdo de Malaria na cidade de Anajas e no Posto de Notificacdo de Malaria em

Itaituba, localizados no Estado do Pard, no periodo de janeiro a junho de 2015.

O LECEM/IEC realiza o diagnéstico e tratamento de maléria em individuos
com quadro febril suspeito da doenca, procedentes de varias localidades do Estado
do Para, de Estados da Regido Amazbdnica e mesmo de outros paises. Neste
servico publico de saude no ano de 2014 foram examinadas 976 laminas de
pacientes com suspeita de malaria. O resultado foi positivo em 24 laminas, das quais
em 79,2% foi diagnosticado o P. vivax.

O municipio de Anajas, localizado no arquipélago do Marajo, registra um dos
altos indices de maléria no Estado do Para. Tem uma populacdo estimada de
26.547 habitantes e entre os anos de 2012, 2013 e 2014, registrou uma Incidéncia
Parasitaria Anual (IPA) de 765, 199 e 71,6 casos por 1.000 habitantes,
respectivamente (BRASIL, 2015).

O municipio de ltaituba, localizado no noroeste do Estado do Par4, tem uma
populacdo estimada de 98.363 habitantes e entre os anos de 2012, 2013 e 2014,
registrou uma Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) de 145, 111 e 50 casos por 1.000
habitantes, respectivamente (BRASIL, 2015).

No ano de 2014, esses dois municipios concentraram aproximadamente 60%
do total de casos de malaria e 56% dos casos de maléaria por P. vivax registrados no
Estado. Logo, embora em queda no numero de casos observada nos ultimos anos,
essas duas localidades ainda séo classificadas como alto risco de sua populagao
adoecer por malaria. Além disso, had a necessidade de estudos direcionados para
essas areas, pois sao ferramentas importantes no estabelecimento de estratégias de

controle para a doenga.
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4.2 PROCEDIMENTOS DA PESQUISA

Este estudo representa um objetivo especifico do projeto “Estudo da
associacado do polimorfismo no gene do receptor toll-like 4 em relacdo ao espectro
clinico, laboratorial e nutricional de pacientes com maléaria por Plasmodium vivax”,
aprovado no Comité de Etica em Pesquisa do Nucleo de Medicina Tropical
(CEP/NMT) da Universidade Federal do Para sob o numero 4599/2015 (ANEXO A).

Para o projeto supracitado, calculou-se o tamanho da casuistica com base
nos resultados de Leoratti e colaboradores (2008), utilizando-se a férmula para
estudo de prevaléncia: N = Z2 x P x Q / E?, sendo Z o nivel de confianca de 95%
(1,96); P a prevaléncia estimada de 5% (0,05); Q igual a 1-P (0,95); e E a precisao
desejada de 0,06.

Inicialmente foram eleitos pelos critérios de inclusdo (Quadro 1) 80 pacientes,
dos quais foram excluidos dois, onde em um deles houve perda do material
sanguineo a qual impossibilitou a realizacéo dos exames laboratoriais e 0 outro caso

por suspeita de gravidez.

Quadro 1: Sintese dos critérios de inclusédo e exclusao para o estudo.

Critérios

Inclusao Exclusao

Pacientes com infeccao por P.
Pacientes com diagnostico positivo | falciparum ou P. malariae;

para P. vivax; Em uso de anti inflamatério néo-

Individuos com idade entre 18 e 59 | hormonal, corticosteroides;

anos de ambos 0s sexos. Gravidas ou em periodo de
amamentacgao.

O estudo foi composto por 78 pacientes com exame microscopico positivo
para P. vivax por demanda espontanea no LECEM/IEC (n = 8; 10,3%), em Anajas (n
= 8; 10,3%) e em ltaituba (n = 62; 79,5%). Esta diferenca no nimero de casos deu-
se a mudanca no padrdao de endemicidade da malaria no Estado e aos aspectos
logisticos e financeiros disponiveis para a realizacio desta pesquisa. E importante

ressaltar que os casos diagnosticados em Anajas e lItaituba foram autdctones e
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aqueles atendidos no LECEM/IEC foram aloctones em viajantes com locais

provaveis de infecgdo em lItaituba (n = 6; 75%) e Calcoene/AP (n = 2; 25%).

Os pacientes foram avaliados clinica e laboratorialmente em DO (data do
diagnoéstico e primeiro dia de tratamento), realizando entrevista (escore clinico,
antropometria e dados epidemiologicos) e exames complementares (hemograma,
bioquimica e ensaio imunoenzimatico de citocinas) (Figura 3). Na ocasido, 0s
objetivos da pesquisa foram explicados em linguagem clara e os que concordaram,

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

GOTA ESPESSA
P. vivax

INFORMAGCAO E CONSENTIMENTO

Figura 3: Fluxograma de selecdo dos participantes do estudo.

O sangue foi colhido por venopuncgdo periférica, com agulha e seringa
descartaveis ou por aspiragdo a vacuo em tubos BD Vacutainer® (BD Biosciences,
CA, EUA). Para a realizagdo do hemograma foram coletados aproximadamente 4
mL de sangue em tubos com anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA).
Para a realizagdo dos testes sorologicos foram coletados aproximadamente 8 mL de
sangue em tubos a vacuo sem anticoagulante com gel separador, sendo submetidos
a centrifugacdo, separacdo e armazenamento de aliqguotas de soro em microtubos
de 1,5 mL congeladas a -20°C.
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4.3 DIAGNOSTICO MICROSCOPICO

O diagnostico microscopico foi realizado pela pesquisa quantitativa de
plasmodio pelo método da Gota Espessa (GE) seguindo as etapas de coleta de
sangue, preparo da GE, corada pelo método de Walker (BRASIL, 2009), seguindo
as etapas de desemoglobinizacdo pela solucdo hipotbnica de azul de metileno

fosfatado e coloracéo pela solucao alcoodlica de Giemsa, descritas a seguir.

Etapa 1: Coleta de sangue

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

2) Limpar o local da puncéo com algodao seco, para retirada do alcool;

3) Fazer uma puncao digital, com auxilio de uma lanceta descartavel. Desprezar a
primeira gota de sangue e aproveitar a gota seguinte;

4) Secar a lamina;

Etapa 2: Coloracéo da gota espessa

1) Aplicar a solucdo de azul de metileno fosfatado (mistura de azul de metileno
fosfatado 1 g — azul de metileno 1 g, KH2PO4 1 g e Na2HPO4 3 g — em 250 mL de
agua destilada) sobre a GE de sangue por 2 segundos;

2) Enxaguar com agua tamponada sem jato forte;

3) Colocar a lamina com o lado da GE voltado para a superficie da placa de
coloracao;

4) Preparar a solugédo de Giemsa (Giemsa 0,75g, glicerol 35 mL e CH3sOH 65 mL) na
proporcdo de uma gota de corante para 1 mL de agua tamponada (mistura de sais
fosfatados 1 g — KH2PO4 4 g e NazHPO4 6 g — em 1.000 mL de agua destilada).
Homogeneizar;

5) Aplicar esta solucdo na placa concava de coloracéo, sob a lamina invertida;
6) Corar por 10 minutos;
7) Enxaguar com agua tamponada sem jato forte;

8) Secar a lamina.

Na leitura da lamina em microscopio Optico com auxilio da objetiva de 100x
foram percorridos 100 campos microscopicos (correspondente a 0,2 uL de sangue).

Em sintese, determinou-se a parasitemia pela seguinte férmula: Parasitemia (uL) =
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Parasitos por campo x 100 x 5. O valor da mediana global da densidade parasitaria

foi usado como “ponto de corte” para a classificagdo como baixa e alta parasitemia.

4.4 EXAMES HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Para avaliacdo dos parametros hematolégicos foram realizados hemogramas
no Laboratério de Hematologia do IEC em um contador automatico Pentra 120-
Retic® (ABX Diagnostics, Franca) e no Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital
Municipal de Itaituba em um contador automatico SDH-20® (Labtest, Brasil),
conforme instrucbes do fabricante. No hemograma foram obtidos os seguintes
parametros: contagem de eritrocitos, dosagem de hemoglobina, determinacdo do
hematdcrito, contagem total de leucdcitos, contagem diferencial dos leucdcitos e

contagem total de plaquetas (Quadro 2).

Quadro 2: Valores de referéncia dos parametros hematologicos.

Parametros hematolégicos Valores de referéncia

Eritr6citos Homem: 4,50 a 6,5 x 10%/uL
Mulher: 3,9 a 5,6 x 10%/uL
>
Hemoglobina e » 12,0 idL.
Hematéerito Homem: 38 a 50 %
Mulher: 36 a 47 %
Leucdcitos 4 a10 x 103/uL
Linfocitos 1a3,8x10%uL
Neutroéfilos 1,5a6,8 x 103/uL
Mondcitos 200 a 800/uL
Eosinofilos 40 a 400/uL
Plaquetas 150 a 400 x 103/uL

Fonte: Fabricantes dos equipamentos.

Para avaliacdo dos parametros bioquimicos foram dosados triglicérides,

colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa
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densidade (LDL) e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), aspartato
aminotransferase (AST), alanino aminotransferase (ALT), bilirrubinas totais, ureia,
creatinina, do soro no Laboratério de Bioquimica do IEC em um auto analizador
bioquimico Cobas Integra 400® (Roche, Alemanha), conforme instrucdes do

fabricante.

Quadro 3: Valores de referéncia dos parametros bioquimicos.

Parametros Valores de referéncia

Triglicérides < 150 mg/dL
g Elevado: > 200 mg/dL
< 200 mg/dL
I I I
Colesterol tota Elevado: > 240 mg/dL
Colesterol HDL Desejavel: > 45 mg/dL
<129 mg/dL
Colesterol LDL
Elevado: > 160 mg/dL
Colesterol VLDL <40 mg/dL
Homem: < 40 U/L
AST
S Mulher: < 32 U/L
Homem: < 41 U/L
ALT Mulher: < 33 U/L
Bilirrubina total <1 mg/dL
Ureia 10 a 49 mg/dL
Creatinina 0,64 a 1,40 mg/dL

Fonte: Fabricantes dos equipamentos.

4.5 ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DETERMINAR A CONCENTRACAO
SERICA DAS CITOCINAS

Na dosagem sérica das citocinas TNF-a e IL-10 foi utilizado o kit BD OptEIA™
(BD Biosciences, USA) de ensaio de imunoabsorcéo enzimatica (ELISA) de captura

usando pares de anticorpos monoclonais especificos para cada citocina fornecidos
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pelo teste. Todos os testes foram realizados no Laboratério de Imunologia da UFPA
conforme instru¢des do fabricante descritas a seguir.

4.5.1 TNF-a

1) Sensibilizar a placa de ELISA (BD Falcon™, BD Biosciences, USA) com 100
pL/poco do anticorpo de captura diluido 1:250 em tampao carbonato a 0,1 M
(NaHCOs3 7,13 g e Na2CO3 1,59 g para 1 L para pH 9,5 com NaOH 10N) pH 9,5 para
a deteccéo da citocina TNF-a. Cobrir e incubar a 4°C por 16 horas;

2) Lavar a placa, apés a incubacéo, por 3 vezes com PBS (NaCl 80 g, Na2HPO4 11,6
g, KH2PO4 2 g e KCI 2g para 10 L) pH 7 contendo 0,05% de Tween 20 (PBS/T20);

3) Bloquear a placa com 200 pL/poco com PBS contendo 10% de soro bovino fetal
(Gibco®, Brasil), pH 7. Incubar por 1 hora em temperatura ambiente;

4) Lavar a placa, ap6s a incubacao, por 3 vezes com PBS pH 7 contendo 0,05% de
Tween 20 (PBS/T20);

5) Preparar a diluicdo padréo e as diluicbes amostrais no diluente que acompanha o
kit, seguindo indicacdes do fabricante de modo a obter a curva padréo;

6) Adicionar 100 uL/poco das diluicbes amostrais (curva padrdo) e do soro dos
pacientes. Incubar por 2 horas em temperatura ambiente;

7) Lavar a placa, apds a incubacéao, por 5 vezes com PBS pH 7 contendo 0,05% de
Tween 20 (PBS/T20);

8) Adicionar 100 uL/pogo do material de detecg¢ao (anticorpo monoclonal biotinilado
anti-TNF humano + conjugado estreptovidina-peroxidase, SAv-HRP). Incubar por 1
hora em temperatura ambiente;

9) Lavar a placa, apds a incubacéao, por 7 vezes com PBS pH 7 contendo 0,05% de
Tween 20 (PBS/T20);

10) Adicionar 100 pL/pogo solucdo de substrato (peréxido de hidrogénio e
tetrametilbenzidina, TMB) (BD OptEIA™, USA). Incubar por 30 minutos em
temperatura ambiente, protegida da luz;

11) Adicionar 50 uL/poco de HCI 2 M;

12) Proceder a leitura da placa.

4.5.2 IL-10

1) Sensibilizar a placa de ELISA (BD Falcon™, BD Biosciences, USA) com 100
pL/poco do anticorpo de captura diluido 1:250 tampéo carbonato a 0,1 M (NaHCO3
7,13 g e Na2COs 1,59 g para 1 L para pH 9,5 com NaOH 10N) pH 9,5 para a
deteccéo da citocina IL-10. Cobrir e incubar a 4°C por 16 horas;

2) Lavar a placa, ap6s a incubacéao, por 3 vezes com PBS (NaCl 80 g, Na2HPO4 11,6
g, KH2PO4 2 g e KCI 2g para 10 L) pH 7 contendo 0,05% de Tween 20 (PBS/T20);
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3) Bloquear a placa com 200 uL/poco com PBS contendo 10% de soro bovino fetal
(Gibco®, Brasil), pH 7. Incubar por 1 hora em temperatura ambiente;

4) Lavar a placa, apos a incubacao, por 3 vezes com PBS pH 7 contendo 0,05% de
Tween 20 (PBS/T20);

5) Preparar a diluicdo padréao e as diluicbes amostrais no diluente que acompanha o
kit, seguindo indicacdes do fabricante de modo a obter a curva padréo;

6) Adicionar 100 ulL/poco das diluicbes amostrais (curva padrdo) e do soro dos
pacientes. Incubar por 2 horas em temperatura ambiente;

7) Lavar a placa, apds a incubacéao, por 5 vezes com PBS pH 7 contendo 0,05% de
Tween 20 (PBS/T20);

8) Adicionar 100 yL/pog¢o do material de detecgao (anticorpo monoclonal biotinilado
anti-IL 10 humano + conjugado estreptovidina-peroxidase, SAv-HRP). Incubar por 1
hora em temperatura ambiente;

9) Lavar a placa, apos a incubacéo, por 7 vezes com PBS pH 7 contendo 0,05% de
Tween 20 (PBS/T20);

10) Adicionar 100 pL/pogo solucdo de substrato (peréxido de hidrogénio e
tetrametilbenzidina, TMB) (BD OptEIA™, USA). Incubar por 30 minutos em
temperatura ambiente, protegida da luz;

11) Adicionar 50 uL/pogo de HCI 2 M;

12) Proceder a leitura da placa.

Todas as dosagens foram realizadas em duplicata e a média dos dois valores
de densidade o6ptica (DO) foi utilizada para as andlises. A DO foi determinada em um
leitor de placas de ELISA (BioTek®, USA) em comprimento de onda de 450 nm
(DOus0). Para determinar a concentragéo sérica em pg/mL das citocinas TNF-a e IL-
10, curvas padrdo foram estabelecidas utilizando-se citocinas recombinantes nas
concentracbes que variaram de 7,8 a 500 pg/mL, obtidas por diluicdo seriada em
PBS-SBF 10%.

4.6 AVALIACAO CLINICA

A entrevista foi realizada com apoio da equipe médica do LECEM/IEC através
do preenchimento de um protocolo contendo dados de identificagdo, tempo da
doenca atual, intensidade dos sinais e sintomas, histérico pregresso da doenca,
obtidas dos pacientes (APENDICE A).
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4.6.1 Escore clinico

O escore mensurou a intensidade e a presenca das manifestacdes clinicas.
Os sinais e sintomas elencados (febre, calafrio, cefaleia, artralgia, mialgia, astenia,
lombalgia, dor abdominal, tosse, dispneia, diarreia e vomitos) informados pelos
pacientes foram graduados de 0 a 3 de acordo com a intensidade, o qual gerou um
somatorio variavel de 0 a 36 pontos. Outros sinais e sintomas (palidez, coluria,
oliguria) foram pontuados de 0 a 1 de acordo com a presenca ou auséncia, sendo
obtida uma soma variadvel de 0 a 3 pontos. Esses pontos foram somados e geraram
um escore clinico para cada paciente de 0 a 39 pontos (Quadro 4). Vale ressaltar

gue a palidez foi determinada pela inspecdo mucocutanea.

Quadro 4: Distribuicdo dos sinais e sintomas e o0 escore clinico adotado na
pesquisa.

Sintoma / Sinal Escore clinico ‘
Febre
Calafrio
Cefaleia (0) Ausente
Artralgia (1) Leve (Incomoda pouco)
Lombalgia (2) Moderado (Incomoda, limita minhas atividades em
Astenia parte)
Mialgia (3) Intenso (Incomoda muito, ndo consigo realizar
Dor abdominal minhas atividades)
Tosse
Dispneia
(0) Ausente
Diarreia (1) 1 episddio no dia
Nauseas/Vomitos (2) 2 a 3 episddios ao dia

(3) 3 ou mais episodios ao dia

Palidez
Coluria
Oliguria/Anuria

(0) Ausente
(1) Presente

Fonte: Adaptado da ficha padréo de atendimento do LECEM/IEC.
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4.6.2 Antropometria

Para a classificacdo do estado nutricional baseado na antropometria foi feita a
mensuracao do peso (em kg), da altura (em m) e da circunferéncia abdominal (em
cm) de cada paciente. A mensuracdo do peso foi realizada com o paciente em
roupas leves, os bracos estendidos ao longo do corpo com os dois pés apoiados na
superficie da balanca antropométrica. A mensuracdo da altura foi realizada com o
paciente em posicao ereta, pés juntos, joelhos estendidos, braco ao longo do corpo
e com o olhar para o horizonte. A mensuracgéo da circunferéncia abdominal (CA) foi
realizada com fita métrica no ponto médio entre a crista iliaca e o rebordo costal,
com o paciente em pé com os bracos estendidos ao longo do corpo e na fase de

expiracao da respiracao.

A obesidade foi definida usando os critérios da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS, 2000) de acordo com o indice de Massa Corpérea (IMC) calculado
dividindo-se o peso (kg) pela altura ao quadrado (m?). Os valores da CA foram
utilizados para avaliagdo da adiposidade central. Os parametros antropométricos e
sua classificagdo sdo mostradas no Quadro 5.

Quadro 5: Valores de referéncia dos parametros antropomeétricos.

Variaveis Valores de referéncia

Eutrofia: 18,5 a 24,9 kg/m?
IMC Sobrepeso: 25 a 29,9 kg/m?
Obesidade: >30 kg/m?

Homem: > 102 cm
Mulher: > 88 cm

Circunferéncia abdominal

Fonte: WHO, 2000.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Na avaliacdo dos resultados através do software Bioestat 5.3 foram utilizados
procedimentos estatisticos descritivos (média, mediana, desvio padréo, intervalo

interquartil) e/ou analiticos, adotando-se 5% como nivel de significdncia. Para
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selecd@o do teste estatistico realizou-se o teste Kolmogorov-Smirnov para verificar a
distribuicdo de normalidade das varidveis. Testes paramétricos foram empregados
para os dados com distribuicdo normal. Por outro lado, testes ndo paramétricos

foram empregados se os dados estavam dispostos de modo assimétrico.

Para a analise da variagdo entre os trés grupos nutricionais foram utilizados
os testes Kruskall-Wallis (ou teste H), para variaveis ndo paramétricas, ou ANOVA
para as parameétricas. Para a analise de variacdo entre dois grupos nutricionais
foram utilizados os testes Mann-Whitney para as variaveis nao-paramétricas, ou

teste t-Student para as paramétricas ou teste G.

Para a andlise de tendéncia positiva ou negativa foi utilizado o teste Qui-
quadrado de tendéncia. Para a andlise de associacdo entre duas varidveis nao-
paramétricas foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman. Para a analise de
associacdo entre duas variaveis paramétricas foi utilizado o teste de correlacdo de

Pearson.
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5. RESULTADOS
5.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO

A Tabela 1 apresenta a distribuicdo dos dados demogréficos, epidemioldgicos
e antropométricos dos participantes da pesquisa. De modo geral, observou-se o
predominio do sexo masculino (n = 50; 64,1%) e o valor de mediana de 28 anos (23
a 36 anos). O namero de dias com sintomas de malaria registrou valor de mediana
de 4 dias (2 a 6 dias). Os individuos com episodio anterior da doenca, sem
especificacdo da espécie de plasmaodio, foram predominantes (n = 62; 79,5%). A
partir da categorizacdo dos pacientes por estado nutricional pelo valor do IMC foi
verificada a maior frequéncia de individuos acima do peso (n = 41; 52,6%). O estado
eutréfico representou 47,4% (n = 37), seguido do sobrepeso (n = 27; 34,6%) e da
obesidade (n = 14, 18,0%).

Entre os grupos nutricionais, pacientes obesos apresentaram mais idade que
os eutroficos e os sobrepeso (teste Kruskal Wallis: p = 0,016), havendo uma
correlacdo positiva entre o IMC e a idade (correlacdo de Spearman: rs = 0,358; p =
0,001) (Tabela 1).

Observou-se diferenca estatisticamente significante entre as médias do peso
corporal (teste Kruskal Wallis: p < 0,001), IMC e CA (teste ANOVA: p < 0,001, cada),
estando esses valores aumentados em obesos. Além disso, houve correlacéo

positiva entre o IMC e a CA (correlacdo de Spearman: rs = 0,825; p < 0,001).
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Tabela 1: Distribuicdo dos dados demograficos, epidemiolégicos e antropomeétricos
de acordo com o estado nutricional, 2015.

Estado nutricional

Geral Valor de
(n = 78) Eutrofia Sobrepeso Obesidade
(n =37) (n =27) (n =14)
Demograficos
Sexo, n (%) 0,125#2
Masculino 50 (64) 26 (70) 16 (59) 8 (57)
Feminino 28 (36) 11 (30) 11 (41) 6 (43)
Idade (anos), 28 26 29 35 0.016
mediana (1Q) (23-36) (22 -34) (26 — 37) (30 — 41) ’
Epidemioldgicos
Tempo de doenca 4 4 4 4 04670
(dias), mediana (1Q) (2 - 6) (2-12) (3-4) (3-9) ’
Historico da doenca,
< 1@
n (%) 0,00
Primoinfecc¢éo 16 (21) 10 (27) 2 (7) 4 (29)
Reinfeccao 62 (79) 27 (73) 25 (93) 10 (71)
Antropométricos
f'gga (m), média 1,7+01 1,7+01  16+01  16+01  0905°
Peso (kg), mediana 68 60 72 85 <0.00L"
(1Q) (60-78) (55— 67) (68 —81) (80 — 100) '
2 7 .
LMd% (kg/m?), meédia  5q, 4 2242 27+1 3242  <0,001°¢
CA (cm), média+tdp 87%11 797 91+6 101 +£8 <0,001°

n = nuimero de individuos; IQ = intervalo interquartil; dp = desvio padréao

2 teste Qui-quadrado; ° teste Kruskal Wallis; € teste ANOVA

5.2 DADOS PARASITOLOGICOS

A densidade parasitaria média foi de 6.428 + 5.368 parasitos/uL de sangue
com variacado de 65 a 60.000 p/pL (mediana de 5.000 p/uL; IQ de 2.000 — 10.000

p/uL). Dessa maneira, 0os pacientes foram classificados com alta parasitemia quando

apresentaram 2= 5.000 p/pL e baixa parasitemia quando apresentaram < 5.000 p/pL.
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Apesar dos estados nutricionais apresentarem valores similares de
parasitemia (Tabela 2), observou-se uma tendéncia a maior frequéncia de alta
parasitemia em obesos quando comparados aos sobrepesos e aos eutroficos (50%

vs 44,4% vs 37,8%, respectivamente) (teste Qui-quadrado de tendéncia: p = 0,087).

Tabela 2: Distribuicdo dos dados parasitologicos de acordo com o estado
nutricional, 2015.

Estado nutricional

Geral mediana (IQ) Valor
dep
Eutrofia Sobrepeso Obesidade
5 4.5 5 53
Parasitemi ’ ! 0,495 a
arasitemia (2 - 10) (1,8-10) (3,5-12,5) (3-10)

Unidade: parasitos x 103/pL.
a teste Kruskal Wallis;

Quando os pacientes foram categorizados de acordo com o histérico anterior
de maléaria, houve correlacdo positiva entre a parasitemia e o IMC em individuos

reinfectados (correlacdo de Spearman: rs = 0,250; p = 0,049).

5.3 DADOS CLINICOS

Na distribuicdo dos sinais e sintomas entre 0S grupos nutricionais, a
frequéncia de calafrio (teste Qui-quadrado de tendéncia: p = 0,024; X2 = 5,093) de
cefaleia (p = 0,044; X? = 4,043), da triade malarica (febre + calafrio + cefaleia) (p <
0,001; X2 = 11,367), de mialgia (p < 0,001; X? = 27,702), de tosse (p = 0,008; X? =
7,013) e de diarreia (p < 0,001; X? = 12,056) foi significativamente maior em obesos
guando comparadas aos sobrepesos e eutroficos (Tabela 3). Além disso, houve uma
tendéncia a maior frequéncia de artralgia (p = 0,084; X2 = 2,979) em obesos,

confirmada quando comparados os grupos extremos (teste G: p < 0,001).
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Tabela 3: Distribuicdo das frequéncias dos sinais e sintomas de acordo com o
estado nutricional, 2015.

Estado nutricional

R 1 M
Eutrofia  Sobrepeso  Obesidade
Gerais
Febre 62 (80) 29 (78) 21 (78) 12 (86) 0,152
Calafrio 60 (77) 27 (73) 21 (78) 12 (86) 0,024
Cefaleia 70 (90) 34 (92) 22 (82) 14 (100) 0,044
Triade ! 55 (71) 24 (65) 19 (70) 12 (86) <0,001
Astenia 55 (71) 26 (70) 19 (70) 10 (71) 0,877
Palidez 25 (32) 16 (44) 3(11) 6 (43) 0,884
Locomotores
Mialgia 57 (73) 23 (62) 21 (78) 13 (93) <0,001
Lombalgia 67 (86) 30 (81) 25 (93) 12 (86) 0,298
Artralgia 60 (77) 28 (76) 20 (74) 12 (86) 0,084
Urinarios
Oliguria 16 (21) 12 (30) 1(4) 3(21) 0,100
Coldria 48 (62) 22 (60) 17 (63) 9 (64) 0,559
Respiratorios
Tosse 26 (33) 12 (32) 7 (26) 7 (50) 0,008
Dispneia 35 (45) 18 (48) 11 (41) 6 (43) 0,393
Gastrointestinais
Diarreia 14 (18) 6 (16) 3(11) 5 (36) <0,001
Nausea/vomito 38 (49) 19 (51) 13 (48) 6 (43) 0,257
Dor abdominal 40 (51) 19 (51) 14 (52) 7 (50) 0,888

1 febre, calafrio e cefaleia;

a teste Qui-quadrado de tendéncia

O escore clinico mensurou a intensidade e a presenca das manifestacfes

clinicas que apresentou valor médio global de 15,6 + 8,6 pontos. Entre os individuos

eutroficos, o escore clinico variou de 1 a 29 com média de 14,3 + 7,4 pontos. Entre

0S com sobrepeso variou de 2 a 33 com meédia de 14,5 £ 8,3 pontos. Entre os

obesos o escore variou de 2 a 35 com média de 20,1 £+ 10,8 pontos.
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Entre os valores do escore clinico dos grupos nutricionais demonstrou uma
tendéncia a significAncia estatistica entre as médias do escore clinico dos trés
grupos (teste ANOVA: p = 0,090; F = 2,464). Entretanto, a analise entre 0s grupos
eutrofia e obesidade demonstrou que existe diferenca estatisticamente significante
entre as médias do escore clinico dos dois grupos (teste t-Student: p = 0,047; t =
2,036) (Figura 4A). Tal informacg&o apresentou maior significAncia estatistica quando
comparado os valores médios do escore entre ndo obesos (somatdrio dos eutroficos
e sobrepesos) e obesos (teste t-Student: p = 0,029; t = 4,982) (Figura 4B).
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Figura 4: Associagdo entre o escore clinico e os estados nutricionais. Diferenca na
média entre os grupos analisada pelo teste t-Student. Comparacao entre: A) Os
grupos nutricionais e B) Obesos e nédo obesos. * p < 0,05

Quando os pacientes foram categorizados de acordo com o histérico anterior
de malaria e com a faixa de carga parasitaria, entre os reinfectados (Figura 5B) e
entre 0s que apresentaram alta parasitemia (Figura 5D) foi observado um escore
clinico mais alto em obesos quando comparados ao grupo eutréfico (teste t-Student:

p = 0,009 e p = 0,021, respectivamente).
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Figura 5: Associagéo entre o escore clinico e os estados nutricionais de acordo com
a historia passada e faixa de parasitemia. Diferenca na média entre os grupos
analisada pelo teste t-Student. A) Primoinfectados; B) Reinfectados; C) Baixa
parasitemia; D) Alta parasitemia. * p < 0,05

5.4 DADOS HEMATOLOGICOS

Os exames hematoldgicos foram realizados para 70 (89,7%) pacientes
recrutados no LECEM e em ltaituba. Destes, 32 (45,7%) foram classificados como

eutrdficos, 25 (35,7%) como sobrepeso e 13 (18,6%) como obesos.

Observou-se um aumento na contagem de leucécitos circulantes (teste
Kruskal Wallis: p = 0,019), bem como uma tendéncia ao aumento na contagem de
neutroéfilos (p = 0,081) e mondécitos (teste ANOVA: p = 0,089) circulantes em obesos

guando comparados aos sobrepesos e aos eutroficos (Tabela 4).
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Tabela 4: Distribuicdo dos dados hematologicos de acordo com o estado nutricional,

2015.
Estado nutricional
Parametros Geral : : Valor
Hematolégicos (n = 70) Eutrofia ~ Sobrepeso Obesidade ¢
(n=32) (n =25) (n =13)

Hemacias 1

emacias 45+07  46+06 44+07 46+06 04782
(108/uL)
Hemoglobina 134 +2 135+2 132421 135+16 07942
(g/dL)
Hematocrito
%) I 40,1 +6 40,7+6,3 39,3+6,3 40,2+49 0,6742

0
Leucacitos totais a
(10%L) 5+1,8 46+1,8 51+19 59+13 0,019
Linfocitos a
(10%L) 1,4+0,6 14+05 14+0,6 15+0,7 0,656
Neutrofilos a
(103L) 32+1,6 3+14 34+18 38+1.3 0,081
Plaquetas a
(109L) 109 + 54 109 +53 103 +52 122 + 63 0,616
Monacitos 2 1,3 1,1 1,3 1,7 0.089 b
(10?/uL) (0,8-1,9) (0,7-1,9 (0,8-1,9) (1,2-5,7) ’
Eosinofilos 1,3 1,3 1,2 1,5 0.235 b
(10%/uL) (0,8-2) (0,7-17) (0,8-1,7) (1,1-2,8) ’

! valores expressos em média *+ dp (dados paramétricos); ? valores expressos em
mediana (IQ) (dados ndo-paramétricos);

a teste ANOVA; P teste Kruskal Wallis

Quando comparados o0s grupos extremos (eutréficos vs obesos) houve

confirmacédo da tendéncia ao aumento na contagem de neutrofilos (teste t-Student: p

= 0,021) e de mondcitos (teste Mann-Whitney: p = 0,032) circulantes como

mencionada anteriormente.

Na distribuicAo das alteracdes hematologicas a partir dos valores de

referéncia houve uma tendéncia a maior frequéncia de monocitose (teste Qui-
quadrado de tendéncia: p = 0,023; X? = 5,195) em obesos quando comparadas aos
sobrepesos e eutréficos. Por outro lado foi observada uma tendéncia a maior

frequéncia de leucocitopenia (p < 0,001; X? = 37,670), linfocitopenia (p = 0,040; X? =
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4,222) e neutropenia (p = 0,013; X? = 6,221) em eutréficos (Tabela 5). Vale ressaltar

gue nédo foram encontrados casos de eosinofilia.

Tabela 5: Distribuicdo das frequéncias das alteracdes hematolégicos de acordo com
o estado nutricional, 2015.

Estado nutricional

Alteracdes Geral n (%) Valor de
Hematologicas (n=70) Eutrofia Sobrepeso Obesidade p?
(n=32) (n =25) (n =13)

Anemia 16 (23) 7 (22) 5 (20) 4 (31) 0,138
Leucocitopenia 24 (54) 15 (47) 8 (32) 1(8) <0,001
Linfocitopenia 21 (41) 9 (28) 10 (40) 2 (15) 0,040
Neutropenia 5(9) 3(9) 3(12) 0 (0) 0,013
Monocitose 7 (10) 2 (6) 1(4) 4 (31) <0,001
Trombocitopenia 52 (74) 24 (75) 18 (72) 10 (77) 0,745

a teste Qui-quadrado de tendéncia

5.5 DADOS BIOQUIMICOS

Os exames bioquimicos foram realizados para 76 (97,4%) pacientes dos
pacientes recrutados nas trés localidades. Destes, 35 (46,1%) foram classificados

como eutréficos, 27 (35,5%) como sobrepeso e 14 (18,4%) como obesos.

Observou-se um aumento no nivel de triglicérides (teste ANOVA: p = 0,014),
de VLDL (p = 0,029) e de ALT (teste Kruskal Wallis: p = 0,029), bem como uma
tendéncia ao aumento nos niveis de AST (teste Kruskal Wallis: p = 0,055) e
colesterol total (teste ANOVA: p = 0,076) em obesos quando comparados aos

sobrepesos e aos eutrdficos (Tabela 6).
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Tabela 6: Distribuicdo dos dados bioquimicos de acordo com o estado nutricional,

2015.
Estado nutricional
Parametros Geral mediana (IQ) Valor
Bioquimicos (n=76) Eutrofia  Sobrepeso Obesidade dePp
(n =35) (n=27) (n=14)
Ureia !
28,2 +9.3 272+94 291+89 289+101 06912
(mg/dL)
Creatinina 0,8+0,2 08%02 08%02  09%02 04952
(mg/dL)
Triglicerides 183 + 100 148 +82 222 +111 193+92 00142
(mg/dL)
Colesterol 125 + 37 116 +33 129 +41 141+35 00762
total (mg/dL)
VLDL 36 + 19 30 + 16 42 + 20 39+18 0,029 2
(mg/dL)
LDL
64 + 35 60 + 27 64 + 44 76+36 03802
(mg/dL)
2
HDL 10 16 6 9 0161
(mgldL) (4 - 22) (6 - 22) (4-17) (5 — 26)
AST 20 18 22 22 0,055 "
(UIL) (16 — 25) (15-24) (18 -32) (18 — 27)
ALT 1 12 1 2
> 9 0 0,029 b
(UIL) (10 — 24) (9 — 20) (12 - 34) (13 — 34)
BT 0.8 0,8 0,8 0.6 0.265 "
(mg/dL) (0,4 —1,3) (05-12) (05-22) (0,4—1,1)

L valores expressos em média + dp; 2 valores expressos em mediana (I1Q)
2 teste ANOVA, P teste Kruskal Wallis

Quando comparados o0s grupos extremos (eutréficos vs obesos) houve

confirmacédo da tendéncia ao aumento nos niveis de colesterol total (teste t-Student:

p = 0,023) e de AST (teste Mann-Whitney: p = 0,024) circulantes como mencionada

anteriormente. Além disso, observou-se uma tendéncia a diminuicdo do colesterol

HDL em obesos (teste Mann-Whitney: p = 0,078) e uma correlacdo positiva entre os

niveis de creatinina e a CA (correlacéo de Pearson: r = 0,330; p = 0,006).
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Na distribuicdo das alteracdes bioquimicas a partir dos valores de referéncia
houve uma tendéncia a maior frequéncia de hipertrigliceridemia (teste Qui-quadrado
de tendéncia: p = 0,006; X? = 7,587), altos niveis de colesterol VLDL (p = 0,006; X? =
7,636), e de AST (p = 0,029; X2 = 4,742) em obesos (Tabela 7).

Tabela 7: Distribuicdo das frequéncias das alteracdes bioquimicas de acordo com o
estado nutricional, 2015.

Estado nutricional

Alteracdes Geral n (%) Valor de
Bioquimicas (n=76) Eutrofia Sobrepeso Obesidade pe
(n =35) (n=27) (n =14)

Hipertrigliceridemia 27 (36) 8 (24) 13 (50) 6 (43) 0,006
HDL * 70 (95) 31 (91) 26 (100) 13 (93) 0,529
vLDL ' 26 (36) 8 (24) 12 (48) 6 (43) 0,006
AST "' 9 (12) 4 (11) 4 (15) 1(7) 0,366
ALT ' 13 (17) 3(9) 7 (26) 3(21) 0,029
Bilirrubina total ' 30 (39) 14 (40) 12 (44) 4 (29) 0,108

a teste Qui-quadrado de tendéncia
" nivel elevado; * nivel baixo

Vale ressaltar que ndo foram encontrados casos de hipercolesterolemia e de
hipercreatininemia. Além disso, apenas dois pacientes apresentaram nivel elevado
de LDL (classificados como sobrepeso) e trés apresentaram hiperuremia (um de
cada grupo nutricional). Devido a isto, as analises estatisticas com essas variaveis

nao foram realizadas.

5.6 DADOS IMUNOLOGICOS

A concentracdo média de TNF-a foi 42,4 £ 93,9 pg/mL com variacdo de niveis
indetectaveis a 444,5 pg/mL (mediana de 0 pg/mL; IQ de 0 a 18,58 pg/mL). A
concentracdo média de IL-10 foi 277,8 £ 261,0 pg/mL com variacdo de niveis
indetectaveis a 683,1 pg/mL (mediana de 118,35 pg/mL; IQ de 46,58 a 573,38
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pg/mL). Ndo foram observadas diferengcas nas concentragbes séricos dessas
citocinas entre os grupos nutricionais (Tabela 8).

Tabela 8: Distribuicdo dos dados imunolégicos de acordo com o estado nutricional,
2015.

o Total Estado nutricional Valor
Citocinas : :
(n=78) Eutrofia  Sobrepeso  Obesidade  dep
TNF-a (pg/mL), 0 0 0 0 0.2362
Mediana (1Q) (0-18,6) (1-245) (0,7-36,6) (9,6 —09,6) ’
IL-10 (pg/mL), 277,8 + 237,6 + 342,7 + 2589 £ ooy
Média + dp 261 246 268,9 278,4 !

a teste Kruskal-Wallis; P teste ANOVA

Apesar de nenhuma associagdo ter sido encontrada entre o nivel sérico
dessas citocinas e o IMC, observou-se uma relacdo negativa entre o nivel de TNF-a
e a CA (correlagdo de Spearman: rs = -0,257 p = 0,033).

Na correlacdo entre os niveis séricos das citocinas com 0s parametros
clinicos, parasitolégicos, hematoldgicos e bioquimicos demonstrou associacao
positiva entre o nivel de TNF-a com o tempo de doenga (correlagdo de Spearman: rs
= 0,710; p < 0,001), bem como uma tendéncia a uma associacdo positiva com a
contagem de linfocitos (rs = 0,206; p = 0,087) e negativa com a idade (rs = -0,214; p
= 0,060).

O nivel sérico de IL-10 foi associado positivamente com a contagem de
neutrofilos (correlacdo de Pearson: r = 0,522; p < 0,001), com a densidade
parasitaria (correlacdo de Spearman: rs = 0,538; p < 0,001), com o nivel de BT (rs =
0,657; p <0,001), de ALT (rs = 0,312; p = 0,006), de AST (rs = 0,246; p = 0,032). Por
outro lado, houve associacdo negativa dessa citocina com a contagem de linfécitos
(correlacdo de Pearson: r = -0,606; p < 0,001), de plaquetas (r = -0,391; p < 0,001) e
com a dosagem de HDL (correlacdo de Spearman: rs = -0,277; p = 0,017) (Figura 6).



45

Hemaglobina

Hematécrito

Bilirrubina
total

Escore
clinico

Tempo
de doenca

Plaguetas Parasitemia

Colesterol

total

ALT

Figura 6: Correlacdo das citocinas com os parametros hematolégicos, bioquimicos,
parasitologicos, antropométricos e clinicos. As linhas continuas indicam correlacéo

positiva. As linhas tracejadas indicam correlacdo negativa.

Nos pacientes acima do peso (sobrepeso ou obesos), houve associacao
positiva do nivel sérico de IL-10 com a parasitemia (correlacdo de Spearman: rs =
0,582; p < 0,001), com a contagem de neutréfilos (correlagdo de Pearson: r = 0,467,
p = 0,003) e com a concentracdo de ureia (r = 0,346; p = 0,027). Bem como houve
relacdo negativa dessa citocina com a quantificacdo de hemécias (correlacdo de
Pearson: r = -0,330; p = 0,043), com a contagem de linfocitos (r = -0,617; p < 0,001)
e com a contagem de contagem de plaquetas (correlacdo de Pearson: r = -0,332; p
= 0,049). Por outro lado, o nivel sérico de TNF-a se relacionou negativamente com
escore clinico (correlagdo de Spearman: rs = -0,365; p = 0,019) desses pacientes
(Figura 7).
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Figura 7: Correlacdo das citocinas com os parametros hematolégicos, bioquimicos,

parasitolégicos, antropométricos e clinicos nos pacientes acima do peso (sobrepeso
e obesos). As linhas continuas indicam correlacdo positiva. As linhas tracejadas

indicam correlacdo negativa.
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6. DISCUSSAO

6.1 ASSOCIACAO ENTRE O ESTADO NUTRICIONAL E A DENSIDADE
PARASITARIA E A INTENSIDADE DAS MANIFESTACOES CLINICAS

Neste estudo, encontrou-se valor médio de parasitemia de 6.428 + 5.368
parasitos/uL de sangue e mediana de 5.000 parasitos/pL de sangue (IQ: 2.000 a
10.000 parasitos/pL de sangue), resultado aproximado ao encontrado no estudo de
Andrade e colaboradores (2010) que ao estudarem pacientes adultos com maléria
vivax em Buritis — Rondonia observaram uma mediana de parasitemia de 4.798
parasitos/uL de sangue (IQ: 2.934 a 7.483 parasitos/uL de sangue). Entretanto,
estudo de Da Silva e colaboradores (2008) investigou a gravidade clinica da malaria
vivax em pacientes primoinfectados atendidos no LECEM/IEC, encontraram uma

parasitemia média de 9.255 + 1.009 parasitos/pL de sangue.

Os pacientes obesos deste estudo apresentaram parasitemia mais alta,
porém nao significativa, além de uma tendéncia a faixa de alta parasitemia (= 5.000
p/uL) nos obesos. Comparativamente, os camundongos C57BL/6 obesos mutados
para a leptina (ob/ob) infectados pelo P. berghei ANKA no estudo de Robert e
colaboradores (2008), apresentaram parasitemia mais alta comparados aos
camundongos controle heterozigoto (ob/+) com peso normal. Resultado corroborado
pelo estudo de Lombard e colaboradores (1998) onde observaram que ratos Zucker
obesos (fa/fa) infectados por P. yoelli apresentaram parasitemia quatro vezes mais
elevada em comparacdo aos ratos controles heterozigotos (fa/+) com peso normal.
Porém, em outro estudo com modelo murino realizado por estudo de Carvalho e
colaboradores (2015), os camundongos C57BL/6 infectados por P. berghei ANKA
com obesidade induzida por injecdo subcutanea de glutamato monossodico (do
inglés, MSG) foram mais eficazes na resposta a infeccdo por apresentarem

parasitemia mais baixas que os camundongos com peso normal.

Em relacdo aos resultados relacionados as manifestagdes clinicas, o0s
pacientes obesos com malaria vivax apresentaram maior frequéncia de calafrio
(86%), cefaleia (100%), triade malarica (febre, calafrio e cefaleia, 86%), mialgia
(93%), artralgia (86%), tosse (50%) e diarreia (36%) que oS pacientes com peso
normal. O escore clinico elaborado de acordo com a intensidade ou presenca

(Secdo 4.6.1) dos sinais e sintomas (febre, calafrio, cefaleia, artralgia, mialgia,
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astenia, lombalgia, dor abdominal, tosse, dispneia, diarreia, vomitos, palidez, coluria
e oliguria) foi mais elevado em obesos (20,1 + 10,8) em comparacao aos eutroficos
(14,3 £ 7,4).

De maneira indireta, o estudo de Ohnishi (2014) realizado com 247 pacientes
atendidos no LECEM/IEC e em Goianésia do Para investigou o comprometimento
pulmonar na maléria vivax, observou a frequéncia de 53% de tosse e 44% de
dispneia no momento de admissdo. A autora observou também que dos 18 casos
apresentaram manifestacdo pulmonar evidenciada através de alteracdes no RX de
torax e 61% destes apresentaram IMC acima do normal (sobrepeso ou obesidade),

onde 64% classificados como obesos.

Estudo de Robert e colaboradores (2008), evidenciaram a evolugédo ao 6bito
por malaria cerebral no 6° dia apds a infecgdo nos camundongos com peso normal
(ob/+). Por outro lado, os camundongos obesos (ob/ob) ndo desenvolveram os sinais
clinicos de malaria cerebral, tais como mudancas de comportamento ou coma.
Entretanto, morreram de anemia grave entre o 18° e o 25° dia ap6s a infeccdo
devido a alta parasitemia, o que sugeriu a resisténcia dos camundongos obesos
infectados pelo P. berghei ANKA a forma cerebral da doenca.

Em contraste, no estudo de Carvalho e colaboradores (2015), os
camundongos com obesidade induzida (MSG) evoluiram ao 6bito mais rapidamente,
entre 0 6° e o0 7° dia apds a infeccdo, em comparacdo aos camundongos com peso

normal que morreram entre o 7° e 0 11° dia apds a infeccgéao.

Vale ressaltar que o camundongo C57BL/6 € susceptivel ao P. berghei ANKA
e ao desenvolvimento da malaria cerebral, além de representar o modelo de estudo
para a malaria por P. falciparum. Nesse modelo murinho, o desenvolvimento dos
sintomas neuroldgicos ocorrem habitualmente entre 0 6° e 0 9° apds a infeccao
(NEIL; HUNT, 1992). Nos trabalhos de Lombard e cols. (1998), Robert e cols. (2008)
e Carvalho e cols. (2015) os modelos de obesidade murina sao diferentes: o modelo
de obesidade ob/ob tem reduzida sua capacidade de produzir leptina, por outro lado,
o modelo de obesidade MGS induzido por dieta tem hiperleptinemia. Entretanto,
esses sao 0s Unicos estudos com uma abordagem direta entre a infeccdo plasmodial

e a obesidade, embora o autor do presente trabalho tenha consciéncia das
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limitacbes em inferir esses resultados em modelos experimentais para seres

humanos.

Em estudos com outras doencas infecciosas, os camundongos obesos séo
mais susceptiveis as infec¢cdes bacterianas e a pneumonia (MANCUSO, 2010).
Nesse sentido, camundongos obesos (ob/ob) apresentaram dificuldade na
eliminacdo bacteriana (clearance) quando infectados por Klebsiella (MANCUSO et
al., 2002). Bem como, camundongos com obesidade induzida por dieta
apresentaram aumento na morbidade comparados aos camundongos com peso

normal quando infectados pelo virus da influenza (SMITH et al., 2007).

A andlise do oposto a obesidade por Ventura e colaboradores (1999)
referiram o baixo peso (associado a desnutricdo) como um fator de risco para as
complicacBes clinicas em criancas e adolescentes com maldria vivax no Para. Do
mesmo modo, Fillol e colaboradores (2009) identificaram o baixo peso em criancas
infectadas pelo P. falciparum em Senegal como um fator de risco para a mortalidade
e para a malaria cerebral, provavelmente associada a inapropriada funcionalidade
do sistema imune devido a reducdo de linfoécitos T prejudicando a formacgédo de

anticorpos, do complemento e atrofia dos tecidos linféides.

6.2 ASSOCIACAO ENTRE O ESTADO NUTRICIONAL E O PERFIL
HEMATOLOGICO E BIOQUIMICO

Nos pacientes obesos com maléria vivax observou-se aumento na contagem
de leucdcitos totais, de neutrofilos e de mondcitos, bem como uma diminuigdo na
contagem de linfécitos, possivelmente associado ao aumento no niumero das células
do sistema imune diretamente proporcional ao acumulo de gordura corpérea em
consequéncia a inflamacéo (CILDIR et al., 2013; MRAZ; HALUZIK, 2014).

Nesta casuistica, a contagem de hemacias e a concentracdo de hemoglobina
nao diferiu entre os grupos nutricionais, embora tenha sido observada por Ferreira e
colaboradores (2013), uma correlagdo positiva entre 0 numero de hemacias e
hemoglobina com a CA em adolescentes obesos sem infec¢cdes patogénicas e/ou

sem manifestacdes clinicas aparentes (saudaveis).
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Embora a anemia tenha sido predominante nos obesos (31%), esta diferenca
ndo foi estatisticamente significativa em comparagdo aos eutroficos (22%) e dos
sobrepesos (20%). Essa alteracdo hematoldgica na malaria € consequéncia direta e
indireta da infeccéo e destruicéo de eritrocitos, e por conseguinte diminuicdo da taxa
de hemoglobina, pela agdo do parasito. Como visto anteriormente, 0s pacientes
obesos desta casuistica tenderam a apresentar altas parasitemias o que levaria a
uma alta destruicéo eritrocitica. Entretanto, essa manifestacao clinica € multifatorial
(LACERDA et al., 2012).

Apesar de se ter observado elevados niveis de triglicérides, colesterol total e
VLDL colesterol nos pacientes obesos neste estudo, o IMC esta altamente
associado a hipertrigliceridemia e a hipercolesterolemia (MIKKOKA et al., 2007),
logo, era esperado associacdo entre o IMC com o perfil lipidico desse grupo em
comparagcdo aos eutréficos e sobrepeso. De Loera-Rodriguez e colaboradores
(2014) no México, encontraram niveis elevados de triglicérides e colesterol total em
adultos obesos nao-diabéticos sem infec¢cdes patogénicas e/ou sem manifestacdes
clinicas aparentes (saudaveis) comparados a individuos com peso normal

saudaveis.

O colesterol HDL é um composto essencial para o completo desenvolvimento
do parasito da maléria, independente da espécie, durante o ciclo eritrocitico
(MOHANTY et al., 1992). Dessa maneira, a tendéncia aos menores niveis de HDL
nos pacientes acima do peso deste estudo, associaram-se ao aumento da carga

parasitaria.

6.3 ASSOCIACAO ENTRE O ESTADO NUTRICIONAL E O NIVEL SERICO DE
CITOCINAS TNF-a e IL-10

Surpreendentemente, neste estudo ndo se encontrou diferengcas nas
concentragcbes séricas das citocinas TNF-a e IL-10 entre os grupos nutricionais,
embora a literatura descreva que em individuos obesos sem infec¢des patogénicas
e/lou sem manifestacdes clinicas aparentes (saudaveis) haja elevado nivel de

citocinas pro inflamatorias.
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Nesse sentido, Ahmad e colaboradores (2012), investigaram a expressao de
receptores ligados a resposta imune (TLR2 e TLR4) e encontraram forte associa¢ao
positiva da expressdo desses receptores e das citocinas pro inflamatérias IL-6 e
TNF-a em células mononucleares de sangue periférico (do inglés, PBMCs) com o
IMC, o que sugeriu a relacdo entre a modulagcdo dos TLRs com a expressao de
citocinas pro inflamatérias em individuos obesos. Da mesma maneira, De Loera-
Rodriguez e colaboradores (2014) investigaram a concentracdo de citocinas pro
inflamatodrias em individuos n&o-diabéticos no México, encontraram niveis elevados

de IL-6 e TNF-a em adultos obesos comparados a individuos com peso normal.

O estudo de Carvalho e colaboradores (2015) investigou a resposta imune
pela dosagem de citocinas pré a antiinflamatorias no cérebro em um grupo de
camundongos com obesidade induzida (MSG) infectados pelo P. berghei ANKA e
encontraram aumento nos niveis de IL-12, IFN-y, TNF-qa, IL-17 e IL-10 nesse grupo
em comparacdo com um grupo de camundongos obesos (MSG) nédo-infectados,
com um grupo de camundongos com peso normal infectados e com um grupo de
camundongos com peso normal ndo-infectados o que pode ter contribuido para a
rapida evolugdo ao ébito.

Em sentido inverso, nesta casuistica houve uma correlacdo negativa entre 0s
niveis plasmaticos de TNF-a e a CA, a qual representa a obesidade central. A partir
de entdo, sugeriu-se que durante o processo infeccioso gerado pelo P. vivax ocorra
uma diminuicdo da concentracdo dessa citocina nos pacientes com obesidade

visceral.

Hillenbrand e colaboradores (2010) estudaram o perfil de citocinas em um
grupo de pacientes com choque séptico, em um grupo de obesos mérbidos sem
infeccbes patogénicas e/ou sem manifestacdes clinicas aparentes (saudaveis) e em
um grupo de doadores de sangue com peso normal, encontraram elevados niveis de

TNF-a nos pacientes sépticos em comparacao aos outros dois grupos.

Na maléaria, a resposta imune € complexa e varios aspectos ainda sao pouco
compreendidos. Na malaria humana, a resposta imune adquirida naturalmente, pode
resultar ou na eliminacdo do parasito ou em uma resposta persistente mediada por
citocinas a qual leva a imunopatologia. Logo, os resultados da infeccdo depende da

regulacéo reciproca das citocinas pro e anti-inflamatérias (MEDINA et al., 2011).
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Extrapolado da sepse, e partindo-se do principio que a malaria cursa com
processos inflamatérios que envolvem citocinas préo e antiinflamatorias por
mecanismos fisiopatoldgicos complexos, pode-se considerar a existéncia de uma
“‘inibicado transitoria” da TNF-a durante a infec¢do por P. vivax, secundéaria a dois
mecanismos, nao excludentes: a) desequilibrio na resposta imunologica Thl/Th2,
com predominio da resposta Th2; b) elevacdo dos niveis de cortisol em decorréncia

do estresse determinado pelo parasito.

A IL-10 participa da regulagédo da resposta inflamatoria desencadeada por
citocinas pro inflamatérias, como o TNF-a e o IFN-y, como um feedback negativo
pelo bloqueio da sintese destas citocinas e modulacédo a expressédo de moléculas de
MHC | e Il e silenciamento da expressdo génica do NF-kB o que impede o
desenvolvimento de respostas Thl exacerbadas, envolvidas com a patogénese da
doenca (PUNSAWARD, 2013). Diversos estudos apontam para o nivel sérico de IL-
10 elevado na malaria causada por P. vivax quando comparados aos individuos nao
infectados, provavelmente regulando a producdo excessiva de citocinas Thi,
especialmente o TNF-a (MEDINA et al, 2011, FREITAS DO ROSARIO;
LANGHORNE, 2012; COSTA et al. 2014).

Neste estudo encontrou-se associacao positiva significativa entre o nivel de
IL-10 com a parasitemia e associacdo negativa, porém nao significativa, entre o nivel
de TNF-a com a parasitemia em pacientes acima do peso (sobrepeso e obesos).
Semelhante a correlacdo positiva entre IL-10 e a carga parasitaria encontrada por
Costa e colaboradores (2014) com pacientes adultos com maléria vivax em Coari —

Amazonas.

Nesse sentido, Ventura (2010) estudaram criancas e adolescentes com
malaria vivax no Para, observou niveis de TNF-a baixos no momento da admisséo
seguida de elevacdo em D14, atingiram valores préximos ao do grupo controle sem
malaria. A autora observou também um comportamento inverso dos niveis de IL-10
(elevados em DO e baixos em D14). O declinio gradual da IL-10 pode ser entendido
como uma consequéncia natural de interrup¢do do estimulo que motivou a resposta
Th2 nestes pacientes: a infeccdo malarica. Dados similares ao estudo de Ohnishi

(2014) em adultos com malaria vivax no Para.
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Hugosson e colaboradores (2004) reportaram que em pacientes infectados
por P. falciparum, o alto nivel de IL-10 se relacionou a gravidade da doenca pela
inibicdo dos mecanismos efetores de eliminacdo do parasito. Dessa maneira,
especula-se este como um dos fatores responsaveis pelas manifestacfes clinicas
mais intensas, a partir do elevado valor do escore clinico, nos pacientes obesos
deste estudo por se considerar: 1) a correlacdo negativa entre o TNF-a e a
obesidade central; 2) a correlacéo positiva entre a IL-10 e a parasitemia, relacionada

a tendéncia a alta parasitemia nestes pacientes.

Por outro lado, é possivel que os niveis de TNF-a estivessem relacionados ao
cortisol plasmatico, o qual possui acdo antiinflamatoria e imunossupressora,
expressando a interrelacdo entre os sistemas imune e neuroenddcrino. Na vigéncia
de uma infeccdo, 0 organismo vivencia uma situacdo de estresse, 0 que leva a
ativagdo do eixo HHA (hipotalamo-hipéfise-adrenal), com liberagdo de horménios,
dentre os quais o cortisol, que além de suas func¢des enddcrinas, inibe a producéo
de citocinas pré-inflamatérias e estimula os linfocitos Th2 a producao de IL-4, IL-10 e
IL-13 (ELENKOQV et al., 2004).

Libonati e colaboradores (2006), verificaram em pacientes da Regido
Amazonica infectados pelo P. falciparum que o cortisol, no momento do diagnéstico,
se encontrava elevado, estando seu declinio associado a diminui¢cdo da parasitemia.
Além disso, Adam e colaboradores (2007) encontraram correlagdo positiva entre o
nivel de cortisol e a densidade parasitaria em mulheres gravidas com maléaria
falciparum n&o-complicada no Suddo. Esses estudos colaboram com a
compreensao do resultado de correlacdo negativa entre os niveis de TNF-a e a
obesidade central desta casuistica.

De modo geral, o estado nutricional tem um impacto na resposta imune frente
as infeccbes, sendo um importante determinante de risco. Porém, a maioria dos
estudos que envolveram o0s aspectos antropométricos e a malaria, limitaram-se a
analise do baixo peso e seu reflexo na incidéncia da doenca (FERREIRA et al.,
2015). Neste sentido, frente a crescente expansdo da obesidade no mundo, o
campo da imunometabologia necessita de mais estudos que abordem a tematica

malaria-obesidade.
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Este estudo apresenta algumas limitacdes, tais como: 1) ndo participagao de
um grupo de individuos de diferentes grupos nutricionais sem maléria; 2) nao
dosagem dos niveis hormonais (como por exemplo, cortisol, leptina e
adiponectinas); 3) ndo seguimento dos pacientes para que pudéssemos mensurar
os niveis de citocinas (TNF-a e IL-10) pds-tratamento antimaldrico e assim,
comparar com o0s resultados obtidos nesses individuos. Entretanto, embasado
nessas consideracoes, pretende-se dar continuidade a essa pesquisa, bem como
expandir as analises e instrumentos mais sensiveis empregados objetivando agregar

aos resultados apresentados melhor entendimento da doenga nesse contexto.

Apesar dessas limitacdes, este trabalho representa o primeiro estudo de
associacdo entre o estado nutricional baseado na antropometria com énfase na
obesidade com os aspectos clinicos e laboratoriais na infec¢do pelo P. vivax. Como
esses resultados sdo valiosos possuem uma aplicacao pratica a curto/médio prazo,
por exemplo, como ferramenta para erradicacdo da doenca que requer melhor

entendimento da interacdo parasito-hospedeiro-ambiente.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

- O estado nutricional ndo apresentou influéncia na carga parasitaria nesta
populacdo infectada por P. vivax, embora tenha sido observada tendéncia a

parasitemias mais elevadas nos obesos;

- A frequéncia das manifestacdes clinicas apresentaram diferencas de acordo com o

estado nutricional (obeso, sobrepeso e eutrofico);

- Pacientes obesos apresentaram escore clinico mais alto em comparacdo aos

eutroficos;

- Pacientes obesos apresentaram variacdes no perfil hematoldgico e bioquimico na

populacao estudada,;

- O nivel sérico de citocinas moduladoras da inflamacdo (TNF-a e IL-10) nédo
diferiram entre os grupos nutricionais (obeso, sobrepeso e eutréfico), entretanto

houve uma correlacédo negativa entre o TNF-a e a circunferéncia abdominal;

- O nivel sérico de citocinas moduladoras da inflamacédo (TNF-a e IL-10)
influenciaram a parasitemia, perfil hematoldgico, perfil bioquimico e o escore clinico

de individuos naturalmente infectados por P. vivax.
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ESTUDO DA ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO NO GENE DO RECEPTOR TOLL-LIKE 4 EM
RELAGAO AO ESPECTRO CLINICO, LABORATORIAL E NUTRICIONAL DE PACIENTES COM

MALARIA POR Plasmodium vivax

FICHA CLINICA-EPIDEMIOLOGICA

Dados Gerais

Data de notificagao:

Investigador:

Ne:

Data de nascimento:

Nome:
Idade: Sexo () Gestagdo () Estado civil ( ) Raga/cor autodeclarada ( )
1 —Masculino 1-8im 2-Nao 1 - Casado/Unido estavel 1-Branco 2-Preta 3 - Amarela
2 - Feminino 3 -Nao se aplica 2 - Divorciado/Viavo 4-Parda  5-Indigena 9 -Ignorado
3 - Solteiro
Escolaridade () Ocupagéo nos Ultimos 20 dias ()
0 - Analfabeto 1 - EF incompleto 2 — EF completo 1 — Agropecuaria 2 - Industria 3 — Servigos domésticos 4 — Viajante 5 -

3 - EMincompleto 4 — EM completo 5 — ES incompleto Comércio 6 — Construgdo civil 7 — Saude e servigos sociais 8 — Atividade mal
6 — ES completo definida 9 - Outros
Municipio provavel de infecgéo: Localidade: Zona ( )
1 - Urbana 2 — Periurbana
3 —Rural 9 - Ignorado

Renda familiar ()
1-umsalario 2-maisde 1até3
3-maisde3att5 4-maisdeb

Uso de medicamento nos
Ultimos 7 dias ()

1-Sim 2-Nao

Descrigao do tipo e finalidade:

Passado de malaria ( )
1 - Primoinfectado

2 — Pregresso

Tempo do ultimo episodio:

Peso: Altura:

Circunferéncia abdominal:

Viajou ou pernoitou nos dltimos 20 dias  (
1-Sim 2-Néo

)

Motivo:

Local:

1-Sim 2-N&o 9 - Indeterminado

Tempo de permanéncia: Febrenolocal ( ) Outra pessoa com febre () Febre apés retono () | Quantos dias:
(723
£ 1-Sim 2-Nao 1-Sim  2-Nao 1-Sim 2-Nao
5]
Data do primeiro sintoma: Sintoma inicial: Caso autéctone do municipio de residéncia ()
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Dados Clinicos

Sinais e Sintomas

Escore Sinais e Sintomas Escore

Febre

Palidez palmar

Calafrio Palidez conjuntiva
Cefaleia |ctericia

Artralgia Anorexia
Lombalgia Coluria / Hematuria
Mialgia Oliguria / Anuria
Astenia Esplenomegalia

Dor abdominal

Hepatomegalia

Tosse InsOnia

Dispneia Tonteira

Diarreia Alteracdo de consciéncia
Nauseas / Vomitos

A intensidade das manifestagdes clinicas devera ser registrada conforme a convengao que se segue:

Sintoma / Sinal

Escore clinico

Febre
Calafrio
/C\:ri:::gliz (0) Ausente
Lombalgia (1) Leve (Incomoda pouco)
Mialgia (2) Moderado (Incomoda, limita minhas atividades em parte)
Astenia (3) . Intenso (Incomoda muito, ndo consigo realizar minhas
) atividades)
Dor abdominal
Tosse
Dispneia
(0) Ausente
Diarreia (1) 1 episddio no dia
Nauseas/Vomitos (2) 2 a 3 episddios ao dia
(3) 3 ou mais episddios ao dia
Palidez
Anorexia

Coluria/Hematuria
Oliguria/Anuria
Hepatomegalia
Esplenomegalia

(0) Ausente
(1) Presente
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ANEXOS

ANEXO A — APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

INSTITUTO EVANDRO
CHAGAS/IEC/SVSIMS

FARECER COMSUBSTANCIADD DO CEP
Elaborado pala Inetitulgdo Coparticipants

Dalos O PROJETO DE PESGQUISA

Tituls da Pesquisa: ESTUDO DA ASSOCIACAD DO POLIMORFISMO NO GEME DO RECEPTOR TOLL-
LIKE 4 EM RELACAD AQ ESPECTRO CLIMICO, LABORATORIAL E NUTRICICNAL
DE PACIENTES COM MALARIA POR Plasmodium vivay

Peaquisador: Canos Rodrigo Souza do Monie

Lrga Tematica: Sendtica Humana:
| Tratz-se o2 pesquisa envolvendo Genstica Humana que ndo necsssita g2 analss
atica por parte da CONER;);

Versdo: 1

CAAE: 35142514.5.3001.001%9

Inztitulgao Proponants: Mosieo de Medicina Trogleal-NMT! Universidase Federal do Para - UFPA
Patrocinador Princlpal: Instituto Evandmo Chagas/SVSiMS

Dalkos DO PARECER

Humero do Parecer: 1.2139.345

Apressntagio do Projsto:

Trata-s& de estudo fransversal-analitico para avalar a Influgncia do pallmodfisma no gene do receptor tollike
4 nos parAmeinos ciinlcos, Mogquimicos, munoidgicos & nuirclonals de pacientes com malana por P. viva.
0 mataral bioltgico & os datos apldeminogieos, dinlcos @ antropomigtnicos serio coletados no Laboratano
ge Ensaios Clinkcos em Malana da Secdo de Parasipiogia do Insiiuio Evandno Chagas
[LECEMIGARARIEC), em Ananind2ua, no Posto de Motificagdo de Casos de Malana na cidade de Analas 2
no Posto de Motlificagdo 2 Casos d2 Malara em Hatuba, localizados no Estade do Para, no peripdo o
Jumhio de 2014 3 margn de 2015. Um grupo conirode sem histarico de malana serd utlizado para avalar a
frequéncla do polimorfismao na populacdo.

Objatlvo da Pasquisa:

Cbjetiva Primark:

Investigar a prevalgncia do pollmomisma no gene do TLR4 em padientes Infectados por Piasmodlum vivax e
sua assoclagdo ao espacin clinks, laboratortal 2 nutricional.

Emederegoc  Rodowia ER-315, Km 07, 2/

Balrro: Leviinda CEP- S70R0-000
UF: FA Munkolpia:  ANANRDEUA
Tedsfomec  (24)3214-2237 Fax: (813214-2233 E4mallz sesngbler £a.oov.br

Pgira i g 0F



INSTITUTO EVANDRO
CHAGAS/IEC/SVSIMS
Contrusglic oo Pamomr | 218 348

Objetivs Secundarios:

- Esfimar 3 frequéncla aldlica e genotiplea da varanie no gene TLR4 D20AG (Asp200Gly) em paclentes
Infeciados por Plasmaodium wivax & em gruoo conirole sem histana pregressa de malana residents de reglda
end2mica;

- Identfcar assockapdo enre 3 presenga oo polmarismo no gene TLRE D200G (Asp290Gly], 3 Intenskdads
das manfestaghes clinicas & a parasiemia em paclentzs Infectados por Plasmodien vivax;

- Identificar assoclagdn enire 3 presanca do pollmorsmo no gene TLR4 D2USE (AsSp2EBEly), o perll
boguimico & o perfll hemalologico em paclenies Infectados por Plasmodem vivax;

- ldenifficar assosagdo entre 3 presenga do polimoisme R0 gene TLR4 D299G [Asp209Gly) & a prodwgda
ge cltocinas moduladeras da Inflamagdo (THF- e IL-10) em pacientes Infectados por Plasmodium vivax;

- Verificar 3 presenga @o pollmorlismo no gene TLR4 D295 [Asp209GH) em relagdo ao perll nuiriclonal
jobeso, sobrepeso @ eulmfico] & sua Infludncia no espectro clinkco e laboratorial em packentes Infectados por
Plasmodiem viva;

Awvallagio doa Riacos e Benafclos:

RisCos:

Lanceias estérels para 3 coleta de sangue por pungao da polpa digital serdo wilzadas para obter as gotas
g2 sangue dos participaniss e nao serdo reulllizadas em outros pacienies. A cokia o2 sangue por pungda
digiial fomece um volume de sangue suflclente para a avallagdo proposta & ndo representa fsco significativa
para o paclente, embora possa causar algum desconforto. As VEZES, UM pEQuUenc sangramento efou
hematomas podem ocomer. A equips da avalagdo tamoém recebers irzinamento para o uso de disposiivos
de punido digi@El e colela g2 sangue para minimizar o desconfono para o paclenie.

Benaficios:

Esta avalagdo ndo frard nenhum bensficlo direfe para os voluntarios do projeto e nenhum beneficie dirgbo
para 3 comunidade, mas os resultados deste rdo ajudar 3 melhorar & feramentas moleculares para o
dagnastico da maldria nas unidades de s3alde @ para U0 &M progiamas de controle 43 malara no futuro.
s resuliados obiidos nesie estudo poderdo conmtribul na Isentfcagdo e participagdo efetiva de genes
humanas na modwacio da resposta Imune, essenclals no estabelediments de estratéglas de Imunizagia
conira @ doenga. Especificamentie, estes resultados poderdo alnda coninbulr na

Emdemspoc  Riodovia ER-315, Km O7, 3N

Balmo: Levilbrdia CEP: &r.30-000
UF: P& Munboipio: AMANBDEA
Telefione: (S1)3214-2237 Fax: [(S1E314-2333 E-mall: seEscfiec paigov.br

Piigira (1 s (£
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INSTITUTO EVANDRD
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Contrusclic oo Pamomr | 218 345

ldantfcagdo de polimorlsmas em genes do hospedelre gue possam esiar envolvidos na produgac de
cltooinas e seus nivals e, ponanto, acamstar em malor susceplibliidade efou reslsiencla & malana.

Comentaries & Conslderagias sobre a Peaguisa:

A pesquisa tem como objetivo lgentflear marcadores clinicos, laooratorials & nuiriclonals em paclenies
Infectados por Plasmodium vivay que apreseniam polimorfisma no gene do TLR4, o qual 52 desenvolvera
oM ols grUpos de Individuss estudados. O grupo 1 5813 cOMposio por pEs50as Infectadas com malara e o
grupo I Serd composio por pess0as que reallzarem o eXame para malana, mas que ndo apresentar a
dosnga

Conalderagbes sobre o= Termos de apressntagdo obrigatoria:

0 presente estudo fol avallado pelo CERMNTM-UFRA, aoresentando pendénclas que foram cumpridas e
entdo obteve aprovacio desie drgdo.

A presente analise 5& deve 30 fato do IEC s&r co-paricipants da pesqulisa.

Verficamos que o TCLE ndo atendla alguns Rens que sabemos obrigabdrios segundo a resolucio CMS 485
de 2012, que fol respaldado pelo manual de ofentagdo sobre penddnclas em profocolos. Assim &
Irgortants que o coordenador realze a Insarpdo o fbem Sarantias, que Inciul ressanzimento, AssisiEncia e
Indenizagdo.

) 1EXiD 500ME @ amosta ndo & clar quanto ao nomero de panicipanies. Setenta & o total gera? Se sim, qual
& o nimeso de parilcipanies por municipio? Isto & Importante  porque os objeiivos secundarios referem-s= a
comparagles da alleragio com varos aspeciosfatores do panicipants da pesquisa. Se o nameno for total
geral, 5erd que todos o8 oojetivos serdo respondidos?

Recomandagies:

Recomendamos que s2]a aaesceniado:

1. Ingiur no TCLE o em Garanta, que ingld ressandmeanio, Assisbincia e Indenzacdo.

2. 52 possivel, tomar clare s& o nomers de 70 pariiclpanies & namere amostral geral, ou s& & de cada
mimbciplo. Se for geral, explicitar o nemero de participantes em cada municiplo.

Conclusdas ou Penddnclas e Llata de Inadeguagbes:

Recomendamos que 3 coordenagdo mantenha atuallzados todos of documentos pertinentes ao projeto.
Este GEP && Incumbird dos procedimenios de acompanhamenio preconizados pela Resolugdo 46512
Pubdizada no DCU n® 12, 13 de Junho de 2013 - Sacdo 1 — Paging 59 e suss complementares, do Conssiha
Macional de SangeMinisténo da Sadde.

Emsdemspoc  Riodoia BR-315, KmO7, 3N

Bialmo: Levildrdia CEF. =730
UF: P, undoipio:  AMANBDEUS
Telefone: (o1 3214-2237 Fax: [S1E34-233% E-small: seacibier pagow.br
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INSTITUTO EVANDRO £~ Plotoforma
CHAGAS/IEC/SVS/MS %ﬂﬂ

Cenrumclic oo Parsosr: 1 210 348

Deverd ser encaminhade relaitno Inclulnds os resultados nals da pesquisa, em um prazo maxdimao da 60
[sessenia) dlas, apts a3 finalizacio da mesma.

Conglderagies Finals a critério do CEP:

Conforme Res. CNS 466/12, 3 responsabilidade do pesquisador & Indelegavel @ Indecinavel & compreands
os aspecios &tlcos 2 legals da pesqulsa. Messe sentldo, ressaltamos a5 seguinies atribulgdes do
pesqulsadon

- Apreseniar o protocolo devidamenie Instruldo a0 CEP ou 3 COMEP, aguardanda a decisdo de aprovagio
glica, antes de Inlclar @ pesgulsa;

- Desenvolver o projen conforme dellneado;

- Elaborar & apresentar os relatonos pansal (1s) & final;

- Apreseriar dados sollotados pelo CEP ou pala COMEP a qualqusr momenio;

- Manier o5 dados da pesquisa em arguivo, fisico ou digital, sob sua guarda responsabilidade, por um
peripdo de 5 jcinco) anos apds o 1&rming 43 pesqulsa;

- Encaminhar os resutados da pesquisa para publicagdo, com of devidos crédiios 3os pesquisadores
associados & 3o pessoal téenico Integrants do projeto; 2

- Jusifficar fundameniadamenie, paranie o CEP pu a COMEP, Interrupgdo @o projeto ou 3 ndo publlcacio
gos resulados.

Ests paracar fod elaborade bassado nos documentos abalxo relaclonados:;

Tipo Documenin Arquivo Postagem Autor Siuago
Cutros Declaragio_LECEM.par 160502014 Acein
Cutros Declaragio_LPom par 1;.?62-'2'3?4 Aceln
Cutros Declaragao_LPIEM.par 1?&&-12';14 Aceln
Cutros Declaragan_GAPAR pdl 15&&%5?4 Acelo
Cubros Declaragio_GAPAT pdf 1:5.?6%\:?'234 Acelo

Ly

Envdemsgoc  Fodowia ER-31S, Km 07, 8N

Balrmo: Lewldnda CER: &7 3100
UF: P& Nunioipia:  AMNANMOEUA
Tebsbone: [o)3294-2337 Fa:  [S13214-2233 Eqmall: ssaciier pasgov.br

Pisgira (44 Sa. (2
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Cenfirusciis o Pamos: 1 2710 348

ot ™

Declaragan de Declaragao_Vinculo_PesquisadorPrinelp|  18/0502014 Ao

Institulgdo 2 al.pdf 16:14:30

ImfrassTuiura

Projeio Detalhade ! |ProjeicOetahaco_Toll.par 1E/DS/2014 Ac=iio

Brachura 1720033

Investigador

Cuims Declaragao_|EC. pdf 250Er2014 AcBio
1732223

Fola o2 Rosto Folia_de_rosio.pdt ZEDS2014 A=l
005234

InfoMMaches Dasicas | Po_INFORMAGLDES DASICAS_DO_F | 26052014 Al

do Frojetn ROJETO 323585.pdr 1216218

Cutros Declaragao_lanuoa)pg 11172014 Ac=iio
13:28c57

CAItoE Declaragan_Ara)as.|pg 2512014 Ac=in
04026203

Cuims Declaracan_Hemopa. pdf 151272014 AcBio
150717

Imfommacties Basicas | PE_INFORMALDES DASICAS DO P | 10122014 A=l

oo Projetn ROJETO 333585 . paf 151541

IWDFTJEEE- Baslcas|PE_INFORMACOES BASICAS DO P | 210472045 ACEio

do Projetn ROJETO 323585.pdl 16:57:29

Imormaghes Dasicas |PE_INFORMAGUES _DASICAS DO P | D2/D3/201E Ac=iio

oo Projetn ROJETO 323535.pdr 1334235

TCLE / Termas de | TCLE_final.pdf ZTIEr2015 Ao

Assentimenio / 1716243

Justificativa de

Ausanda

Cutms Cara ano CEP.docx ZTISr2015 Arsio
17:33:19

Infommacies Dasicas | Po_INFORMAGLDES DASIGAS_DD_P | 2r/Do2iis Araln

do Projetn ROJETO 323585.pdl 173431

Sltuagao do Parecer
Aprovado

Necasalta Apreclagdo da CONEP:

Wdo

ANANINDELA, 0% dge Setembro de 2013

Lzainado por:

Edvaldo Carlos Brito Loursiro

[Coordenador]

Emdemspoc  Riodovia BR-315, Km O7, 3N

Balmo:  Leviinda
UF: P&

Tedefionec (232142237

CEP: &7.030-000

Munioipio:  ANANBDELA

Fam: [(313214-2233
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