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RESUMO

Amostras de soros colhidas em individuos adultos residentes nos arredores das cidades
de Maputo e de Xai-Xai, foram testadas para a sua capacidade de inibir ¢ crescimento "in
vitro" de 4 isolados de P. falciparum colhidos na cidade de Maputo. A inibig&o foi
determinada pela observagao morfologica e contagem de parasitas em esfregacos de
sangue, apos 48 horas em culturas “in vitro” em presenga de diferentes concentragées
dos soros a testar, usando como controle um soro comprovadamente nao imune. Os
soros foram considerados inibidores se mostrassem um grau de inibicdo igual ou superior
a 30%, a concentragéo de 12,5%.

No geral, os soros testados inibiram em diferentes graus a multiplicag&o dos isclados do
parasita, o que demonstra a presencga de factores imunitarios contra P. falciparum no
soro de individuos residentes nestas areas. O grau de inibigdo aumentou de acordo com
as concentragdes dos soros e a acgao inibitoria dos soros foi maior a partir da
concentragéo de 12%, na qual 56.8% do total dos soros tiveram capacidade de inibigdo

superior a 30%.

Os soros foram sub-divididos de acordo com as suas origens, em soros colhidos de
individuos residentes em Maputo ha mais de 4 anos (58%) (Grupo |) e em soros colhidos
em residentes Iem Maputo ha menos de dois anos e em Xai - Xai {42%) (Grupo Il) . .
Destes grupos, no geral, os soros do primeiro grupo foram comparativamente mais
inibidores que os do segundo grupo, se bem que a diferenga nédo fosse estatisticamente
significativa (p > 0.05), com excepgo de um isolado (p= 0.03), o que mostra que
aparentemente, os individuos residentes na area de colheita dos isolados tém maior
protegéo contra os isolados que circulam nas suas areas do que 0s recem chegados ou
os residentes noutras areas. Neste estudo, todas as amostras de soros apresentaram
titulos de anticorpos IgG contra maléaria, embora nao se tenha observado uma correlagdo
significativa entre a presenga de altos niveis de anticorpos e a capacidade de inibigdo

pelos soros testados (p > 0.05).
Os resultados obtidos neste estudo, mostram que testes similares podem ser usados

facilmente para detectar diferencas entre estirpes do parasita que circulam em regides

geograficas distintas ou mesmo dentro de uma mesma regido.
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Inibicio do crescimento "in vitre" do Plasmodimm falciparum

1. INTRODUGAO.

A malaria é uma doenga parasitaria infecciosa transmitida por mosquitos do género
Anopheles. E causada por protozoarios de dimensées muito reduzidas (7.2 pm),
pertencentes ao Filo Protozoa, Sub-filo Apicomplexa, Classe Sporozoa, Ordem
Coccididae, Sub-ordem Haemosporididae, Familia Plasmodidae, e Género Plasmodium.
Quatro espécies de plasmaédio podem infectar o hospedeiro humano: Plasmodium vivax,

Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e Plasmodium falciparum .

Das quatro espécies Plasmodium falciparum é a mais virulenta, sendo responsave! por

uma enfermidade que desde ha longo tempo & uma das principais causas da mortalidade

e morbilidade no mundo, principaimente nas zonas tropicais e subtropicais.

Estima-se que mundialmente, mais de 300 mithes de individuos estejam infectados e
que aproximadamente 300 a 500 milhdes de césos clinicos ocorram por ano
(W.H.0.1994). Esta, assume particular importancia na Africa sub-Sahariana, onde é
provocada principalmente por Plasmodium falciparum. Nesta regido, a maléfia éa
principal causa de mortalidade infantil, causando a morte de cerca de um mithdo de

criangas por ano (W.H.O. 1994).

Em Mdg:ambique, cerca de 50% da populagado esta permanentemente infectada por
Flasmodium falciparum, sendo a enfermidade por este provocada, 'a segunda causa da
morbilidade registada nas unidades sanitarias, depois das doengas respiratorias agudas
(Martinenko 1994a). A malaria ocorre em todas as provincias de Mogambique, embora
com diferentes graus de endemicidade. Nas regides onde a transmissdo é intensa, existe
um numero consideravel de individuos adultos com parasitémia assintoméatica, sendo as
manifestagdes clinicas frequentes principalmente em criangas de 1 a 14 anos de idade
(Martinenko 1994a). Este facto revela que a imunidade contra os parasitas causadores
da maldria se instala lentamente desde ¢ nascimento, resultando num padrdo etario de

infec¢c&o e doenga dependentes da intensidade de transmisséo.

O tempo de exposigao € crucial pois a imunidade protectora contra as infecgbes
causadas pelos parasitas da malaria so se estabelece através de uma frequente

exposigcao ao parasita (Day e Marsh 1991, Knell 1991).

Sonia Enosse, Mapute, Maio de 1995
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A necessidade de um longo periodo de exposigdo para a aquisicdo de imunidade
protectora podera ser explicada pela diversidade antigénica que ocorre entre as
diferentes estirpes destes parasitas e mesmo péla variagdo que pode ocorrer numa
mesma estirpe no decurso da mesma infecgdo. Assim, o sistema imunitario dos
individuos devera reconhecer a maior parte das variantes antigénicas na regido, para
estar preparado para exercer uma eficiente acgédo protectora durante a ihfecgéo malarica

provocada por qualquer delas (Terry 1988).

Deste modo, individuos adultos residentes em areas de alta transmisséo possuem um
consideravel grau de imunidade que os protege das infecgtes subsequentes ou pelo
menos das manifestagbes clinicas da doenga (Knell 1891). Nestes individuos
semi-imunes, o sistema imune é capaz de controlar os niveis de parasitémia durante a
infecgdo, mantendo-a quase sempre a baixos niveis, dai que as infecgbes sejam
geralmente assintomaticas. Nestas areas, os casos clinicos ocorrem principalmente em
criangas dos 4 meses a 5 anos de idade, nas quais ainda ndo se estabeleceu imunidade,

ou'em individuos ndo imunes que venham a residir na regiao (Knell 1591).

/' + 1.1. Levantamento e justificagio do problema.

i
Alguns microorganismos patogénicos tém a capacidade de durante a infecgfo alterar

rapidamente os seus antigenos quando o sistema imunitario do individuo infectado reage
com a produgdo de anticorpos especificos para osvantigénos prevaientes no momento da
infec¢&o (Brown 1971). Assim, apds as fases iniciais da infecgdo, uma populagéo
parasitaria antigenicamente distinta torna-se patente-(Howard 1992). Este processo, de
variag&o antigénica deve ser um meio importante de evaséo das respostas imunitarias
(Terry 1988). '

Ha_evidéncias de que um consideravel grau de heterogeneidade antigénica ocorre entre
as estirpes de Plasmodium falciparum (Chulay et al. 1985). Por isso, antes que se \
desenvolva uma resposta imune parcialmente protectiva, o organismo humano tem que
entrar em contacto com o vasto repertdrio de antigenos expressos nas diferentes estirpes
do parésita (Terry 1988). Esse repertorio antigénico, aparentemente, varia de regiao
para regido pelo que o sistema imune humano sé podera guardar memoéria daqueles que

circulam na regido onde o individuo resida.

Sonia Enosse, Maputo, Maio de 1995
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Mesmo que contraiam a infecgéo malarica, adultos semi-imunes residentes numa -
determinada area endémica, tendem a manter-se assintomaticos. Contudo, ha fortes
evidéncias de que os mesmos podem desenvolver um quadro de malaria clinica quando
entram em contacto com outras estirpes de parasitas apés a sua transferéncia para outra

regiao geografica (Terry 1988).

A resposta imunitaria do organismo humano, € em regra de natureza humoral e celular,

podendo haver o predominio de um dos tipos dependendo do agente infeccioso.

A imunidade adquirida em infecgbes causadas pelos parasitas da malaria € especifica
para as diferentes espécies e para os diferentes estagios do ciclo de desenvolvimento do
parasita. De facto o grau de exposigéo das diferentes fases de desenvolvimento do
Plasmodium ao sistema imune humano difere consideravelmente, resultando em

diferentes intensidades de resposta humaoral e celular.

Assim, os esporozoitos inoculados no sangue do hospedeiro humano por fémeas
Anofelineas infectadas (Figura 1), tém um curto periodo de permanéncia na circulagao
sanguinea {cerca de 30 minutos), ap6s o que invadem as células hepaticas. Ai, cada
esporozoito vai desenvolver-se e mulitiplicar por um processo denominado esquizogonia
hepatica ou exo-eritrocitaria, dando origem a aproximadamente 30.000 merozoitos.
Quando completamente desenvolvidos os esquizontes hepaticos rompem-se e os
merozoitos penetram na circulagao sanguinea invadindo individulamente os eritrocitos.
Apesar da curta duragao da fase esporozoitica no organismo humano, estes induzem
uma marcada produgdo de anticorpos (Tapchaisri et al 1983, Druilhe et al 1986, Espbsito
et al 1988). Contudo esses anticorpos nao parecem ter papel relevante na protecgao
contra a malaria, servindo mais adequadamente como um indicador do grau de exposigéo

do individuo ao parasita (Druilhe et al 1986).

Os merozoitos que invadem os eritrocitos entram num ciclo de esquizogonia eritrocitaria
com duragao de cerca de 48 horas da qual resulta a produgéo de esquizontes com 8-32
merozoitos. A semelhanga do que ocorre na esquizogonia hepatica os esquizontes
eritrocitarios quando maduros rompem-se libertando merozoitos que imediatamente vao
invadir novos eritrocitos, repetindo-se o ciclo. Os eritrocitos infectados ou n&o, estao,

como se sabe, em circulagio pelo organismo humano pello gue o contacto do parasita

Sonia Enosse, Maputo, Maio de 1995
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com o sistema imune do individuo é prolongado. Este facto aliado a marcada capaéidade
de multiplicag@o desta fase parasitaria faz com que durante este periodo se verifique a
mais potente reacgido humoral e celular do sistema imune (Marsh_et al 1989). Séo
inumeros os antigenos expressos nesta fase de desenvolvimento sanguineo do
plasmodio e que induzem uma mais ou menos marcada produgdo de anticorpos.
Contudo, esta comprovado que muitos desses anticorpos nao tém qualquer papel
protectivo, sendo também dificil definir quais os que tém alguma eficacia protectiva.
Sendo esta a fase do parasita responsavel pelos sintomas, factores imunitarios contra

estes dirigidos poderao ter alguma contribuigao na protecgao contra a doenga.

Apos varios ciclos eritrocitarios, alguns trofozoitos possivelmente por estarem sob
pressao da defesa imunitaria do hospedeiro desenvolvem-se em formas alternativas, os
gametdcitos, ao invés de entrar em esquizogonia . Os gametdcitos também induzem a

produgdo de anticorpos que provavelmente tém alguma ac¢ao bloqueadora da

transmissdo, mas absolutamente nenhuma influéncia na severidade clinica da infecgao.

Como fica evidente, a fase eritrocitica do Plasmodium é a responsavel pela mais potente

e mais efectiva resposta imune contra a infecgao e manifestagdes clinicas da mesma.

Nesta resposta imune tanto a imunidade humoral como a imunidade celular sao
componentes essénciais (Cohen gt al. 1970, Deans e Cohen 1983, Weidanz e Long
1988, Good e Miller 1989).

-

Pensa-se que a imunidade adquirida € mediada por anticorpos, particularmente 0s
dirigidos aos antigenos do estagio merozoitico. Estes anticorpos podem ser detectados
pela sua habilidade em inibir o crescimento de Plasmodium falciparum "in vitro" (Cohen
et al. 1969).

Dai que a transferéncia passiva de imunoglobulinas de adultos imunes para criangas
infectadas induz uma redugéo efectiva do nivel de pérasitémia. Este fenomeno prova a
- existéncia de uma componente protectora no soro de individuos imunes: os anticorpos
(Cohen_et al. 1970). Estes podem actuar deslruindo os parasitas ou incrementando o
processo de fagocitose, inibindo a invasao de novos eritrocitos pelos parasitas ou

retardando o desenvolvimento dos parasitas dentro destes.

Sonia Enosse, Maputo, Maio de 1995
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Contudo, a acg¢ao dos anticorpos € complementada por outros factores serologicos,
possivelmente produzidos como parte da imunidade mediada por células, tais como o
sistema de complemento, o interferdo (uma linfoquina secretada pelas células T que
activa a actividade dos macrofagos), e os chamados factores de Crise (Jensen_et al.
1\983).

Para determinar o efeito de soros imunes ou das imunoglobulinas sobre os parasitas da
malaria e como forma de entender rﬁelhor a imunidade adquirida contra estes, foram
realizados varios estudos "in vitro" (Jensen et al.1982, Brown et al. 1983, Golenser et al.
1983, Stanley e Reese 1984, Waa et al.1984). |

Estes, demonstraram que soros de individuos imunes inibem ¢ crescimento e a

multiplicagdo de Plasmodium falciparum "in vitro".

Nas Filipinas (Sy et al 1990) e em Africa (Wilson e-Phillips 18786), verificou-se que
diferentes isolados de Plasmodium falciparum mostram diferente susceptibilidade “in

vitro" a soros de diversas regides geograficas.

Este facto pressupde a existéncia das ja citadas diferengas nas respostas imunes
dependendo da estirpe do parasita, ou seja um individuo com alta imunidade contra
estirpes locais pode ter pouca ou nenhuma protecgdo contra as estirpes que circulam

noutros paises ou mesmo em outras regidoes no mesmo pais.

Varios outros estudos foram realizados nos quais se verificou que soros imunes ou
imunoglobulinas inibem a multiplicagao e o crescimento de isolados de Plasmodium
falciparum da mesma regido (homdlogos) e ndo inibem 0s de regido diferente ou
heterélogos (Jeffrey 1966, Brown et al. 1982, Brown et al. 1983).

No entanto, contraditoriamente, Mcgregor (1963) em estudos "in vivo" e Jepsen (1983) "in
vitro", demonstraram que os soros tinham a capacidade de inibir tanto os isolados
homologos quanto os heterdlogos. Estes resultados evidenciam a existéncia de alguns

casos de imunidade cruzada entre estirpes de Plasmodium falciparum.

E, no entanto, de salientar que este tipo de estudos sdo baseados em provas "in vitro"

muito delicadas, que podem ter diferentes graus de eficiéncia em diferentes ocasides.

Sonia Enosse, Maputo, Maio de 1985
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Mogambique, nos anos 1989-1992 esteve sujeito a uma gtJerra que originou uma
evolugdo em termos de aumento do numero de casos, da situagcdo da malaria
(Martinhenko 1994a). Esta, resultou em grandes movimentagdes das populagdes das
zonas-rurais para as peri-urbanas ou urbanas, que ao construirem habitacdes
provisorias, machambas e usando sistemas de irrigagdo primitivos, criaram condigées
favoraveis para transmissao da doepga. Qutro factor a considerar neste grupo de
individuos é o enfraguecimento do seu sistema imunitario o que |lhes torna mais

vulneraveis a doenga. /

Como consequéncia destes estudos em que esta evidente a existéncia de diferengas na
resposta imune depedendo do isolado do parasita e devido as movimentagdes das
populagbes, surge uma necessidade de realizagdo de um estudo similar. Com este
trabalho, pretende-se fézer um estudo preliminar sobre a imunidade adquirida contra
infecgOes causadas por P.falciparum em algumas regides de Mogambique e verificar se

as movimentagées tiveram algum impacto na especificidade da imunidade nesta doenca.

2. OBJECTIVOS.
. "2.1 Geral:

Avaliar a capacidade de soros imunes, de diferentes regides geograficas de

Mogambique, de inibir o crescimento de Plasmodium falciparum "in vitro”,
r/“-‘ -
* 2.2 Especificos:
2.2.1. Determinar o grau de crescimento “in vitro” de isolados de uma dada regiao
geografica, nas seguintes circunstancias:
- Em presenga de soros de individuos da mesma regido geografica:

- Em presenga de soros de individuos de outra regido geografica.

2.2.2. Determinar a relag@o entre o titulo de anticorpos IgG totais contra malaria nas

amostras de soro e a capacidade inibitdria destes.

Sonia Enosse, Maputo, Maio de 1995
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Figura 1: Ciclo de vida dos parasitas da malaria.

3. MATERIAIS E METODOS.
+ 3.1. Area de estudo
O estudo foi realizado em areas suburbanas de duas provincias do sul do pais; provincia

de Maputo e de Gaza.

Na provincia de Maputo, foram abrangidos os bairros: Matola "A" quarteirdo (Q.) 40, 41
e 42; Polana Canigo "B", Q.53 e 54; Urbanizacdo Q.23 e 24, e na provincia de Gaza, o

Bairro 2 da cidade de Xai-Xai, quarteirdes "A, B e C" (vér anexo ).

Sonia Enosse, Maputo, Maio de 1995
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O clima destas regi6es & tropical humido, com estag&o chuvosa de Novembro a Abril e
seca de Julho a Qutubro. A precipitagdo média anual encontra-se entre 500 - 900 mm e o
total anual oscila entre 600-1200 mm, sendo 75% entre Novembro e Abril. A
temperatura média mensal situa-se entre 23-26°C, na estagao chuvosa (dados do

Instituto Nacional de Metereologia).

O tipo de habitagdo predominante é de construgdo precaria (feito por material tradicional,

canigo e capim), o que torna facil o acesso dos mosquitos.

&

A populagao é basicamente camponesa.

A actividade das populagdes residentes nos bairros Matola"A", Urbanizagao e Bairro 2 da
cidade de Xai-xai é a agricultura e das residentes no bairro Polana canigo "B" é a pesca
artesanal embora pratiquem também a agricultura com machambas e horlas nas zonas

residénciais, apesar da alta densidade populacional.

A transmissao da malaria nestas areas é sazonal, ocorrendo intensamente na estagao
chuvosa, de Novembro a Abril, altura em que ocorrem o maior numero de casos clinicos
comparativamente a estagio seca na qual tambeém se registam casos de infecgdo
malérica. As densidades parasitarias mais altas registam-se no final da estacdo
chuvosa, sendo mais de 90% das infe¢des causadas por Plasmodium falciparum

{Noticiario Epidemiolégico 1992).

A localizagdo destas areas em zonas pantanosas, com presenga de rios (Rio Matola e
Limpopo), agua estagnada, valas de drenagem (Bairro da Urbanizagao) e outros tipos de
viveiros para os mosquitos, causados pela intensa precipitagéo, favorecem o
crescimento e a multiplicagao dos mosquitos nestas regioes, factor que contribui para o

elevado numero de individuos infectados.

-

A area de estudo na provincia de Maputo, sofreu uma infiltragéo permanente de novos
habitantes, nos anos 1980-1992, provenientes de outras regides, fundamentaimente do

sul do pais, onde a malaria tambéem € endemica.

Sonia Enosse, Maputo, Maio de 1985
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+ 3.1.1. Inquérito parasitoldgico

Para a caracterizac&o epidemiologica da area de estudo,- foram realizados inquéritos

parasitologicos em 75 individuos por quarteirdo.

O inquérito foi realizado entre os méses de Novembro de 1993 a Janeiro de 1994, antes

e indepedentemente da colhei'ta de sangue para obteng¢io dos soros.

As colheitas foram efectuadas por busca de casa a casa e os inquiridos foram de ambos

0s sexos e pertecentes aos diferentes grupos etarios.

Apods a colheita, da gota espessa e esfregago, as laminas foram transportadas para o-
laboratério do Departamento de Parasitologia de Sangue do Instituto Nacional de Saude,
onde foram coradas pelo Giemsa e examinadas ac microscopio com um aumento de
800x. Em cada lamina contou-se o numero de parasitas assexuais presentes em 500

leucocitos.

O exame das laminas foi feito duas vezes, por dois individuos indepedentes, a autora do
trabalho e um microscopista do laboratorio, para assegurar que os resultados fossem os

mais correctos. O resultado usado foi a média dos dois exames.

Feita a contagem calculou-se a densidade parasitaria em cada individuo, assumindo um

valor médio de 8000 gldbulos brancos por microlitro de sangue (anexo il).

'

Foram determinados os indices parasitarios (1. P.) (parasitas assexuados), os indices
gametocitarios (I.P.) (parasitas sexuados), as densidades parasitdrias, e foram

determinadas as diferentes espécies de plasmddio existentes em cada regido.

+ 3.2. Populagao estudada e tamanho da amostra.

As amostras de soro foram colhidas de individuos de ambos os sexos com infecgdo
simples de P. falciparum, sintomaticos ou assintomaticos, com idades superiores a 15

anos, seleccionados dos individuos incluidos no inquérito parasitologico.

Foram excluidos do teste todos os individuos que tivessem tomado cloroquina na altura

ou duas semanas antes da colheita das amostras, o que foi confirmado pela realizagdo

Sonia Encosse, Maputo, Maio de 1995
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de um teste de detecgdo de cloroquina e seus metabolitos na urina, uma adaptacao do

teste de Saker-Solomons (Mount et al. 1989).

O teste foi realizado no campo, na altura da colheita (anexo Ill). Foram também excluidos
individuos que tivessem tomado outros anti-malaricos o que foi confirmado bor
depoimento dos individuos em estudo e dado que ‘cloroquina € o unico anti-malarico com
venda livre e ao qual as populagdes tém maior acesso, pressupde-se que de facto ndo

existiam outros anti-malaricos nos individuos seleccionados.

O tamanho total da amostra foi recolhido em 100 individuos, distribuidos em dois grupos:
o Grupo | composto por 58.0% de individuos a residirem na provincia de Maputo num
periodo igual ou superior a 4 anos,; e 0 segundo de 42.0% de individuos residentes na
provincia de Maputo por periodo igual ou inferior a 2 anos e residentes na provincia de
Gaza (Xai-Xai). Os individuos a residir na provincia de Maputo por periodo igual ou
inferior a dois anos foram considerados, em conjuntc com ©s residentes na provincia de
Gaza, como do Grupo Il dado o facto destes possivelmente n&o terem adquirido uma
imunidade protectora contra os isolados que circulam na provincia de Maputo, contra os
quais nunca tinham entrado em contacto. Isto, porque se sabe que a protecgdo contra
infecgbes causadas por Plasmodium falciparum resulta de efeitos cumulativos de

repetidas expoéig:ées ao parasita (Day e Marsh 1991, Deloron e Chougnet 1992).
A distribuigdo das amostras por bairro de colheita é ilustrada na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Amostras de soro colhidas por bairro de origem e tempo de residéncia.

Liocal de-colheita Grupo Il | Total por_./\_r_ea"
Matola A" 2 17
Polana G 8 37

anizagio” 8 22

T Xai-Xai 24 24
TOTAL _ 2

. —

Grupo | = residentes na Provincia de Maputo ha mais de 4 anos.

Grupo 1l = residentes na Provincia de Maputo ha menos de 2 anos e residentes na Cidade de
Xai-Xai.

Sonia Enosse, Maputo, Maio de 1995




\

Inibiciio do crescimento "in vitro' do Plasmodium falciparum Pag. 11

O tamanho da amostra de individuos a serem estudados foi calculado com ajuda do
programa estatistico Epinfo 5.0, tendo como base os dados dos indices parasitologicos
ou prevaléncia da doenga {60-70%) encontrados naquelas regides em estudos anteriores
efectuados pelo Instituto Nacional de Saude (dados nao publicados), e seleccionado

segundo o método de amostragem probabilistica do tamanho.

Para o calculo do mesmo foram também considerados os dados do tamanho da
populagdo nas areas de estudo {(aproximadamente 40 000 habitantes), a sensibilidade do
teste (80%), a eficiéncia do teste (75%) e poder de estudo de 90%.

+ 3.3. Colheita d)e amostras

\

De cada individuo incluido no estudo foi registado o nome, a idade, o sexo, a presenga
ou auséncia de sintomas, durante a colheita e uma semana antes da mesma, segundo o
inquerito em anexo V. Deste inqueérito foi também possivel identificar os individuos

recém-chegados e as suas respectivas regioes de origem.

A estes individuos foram colhidas amostras de sangue para obtengio dos soros de

Novembro de 1993 a Janeiro de 1994,

Para obtengéo dos soros, foram recolhidos 2 ml de sangue de cada individuo, por pungao

capilar em tubos com heparina

Durante a colheita foram simultaneamente preparados esfregagos e gota espessa, por
colheita de sangue capilar, directamente para a ldmina, em cada individuo. Estas foram
posteriormente coradas pelo Giemsa e examinadas ao microscépio para contagem e
calculo da densidade parasitaria de cada individuo na altura da colheita de sangue. A

contagem foi feita de acordo com o descrito no anexo Il.
i

Para a recolha do sangue foram utilizadas seringas e agulhas estéreis descartaveis.
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+ 1.4 Analises laboratoriais

3.4.1. Preparagdo do soro.

Apos a colheita, o sangue foi centrifugado e posteriormente separado' o soro. Este foi

armazenado em tubos Eppendorf de 1,5ml, a -20°C ate altura do uso.

Antes do teste, os soros foram inactivados durante 30 min a 56°C, em "Banho Maria” e

foram posteriormente esterilizados por filtragao com filtros Millipore de 0,45 um.

- 3.4.2. Suspensdo de parasitas

Foram usados 4 isolados de Plasmodium falciparum provenientes de individuos

residentes no bairro Matola "A", num periodo superior a quatro anos (333, 7112, 666 e
7113).

Depois da colheita, o sangue destes individuos foi cenltrifugado, retirou-se o
sobrenadante e lavou-se a camada de eritrocitos duas vezes usando meio de cultura
incompleto (sem soro). Apos a lavagem diluiu-se o sangue em meio completo para

obten¢do de um hematdcrito de 12,5% que seria pbsteriormente diluido na placa do teste.

3.4.3 Teste de inibigdo dos parasitas (cultura "in vitro")
O teste foi realizado segundo metodologia adaptada a partir de Jensen, ef al (1982).

Foi usado para cultura o meio RPMI 1640, contendo $%de NaHCO, e 10% de soro

humano A® ndo imune (meio completo).

Os parasitas, no inicio do teste, encontravam-se no estagio de aneis e ou trofozoitos. As

parasitémias iniciais variaram de 0,6 a 1% e o hematdcrito de 4-5%.

As amostras de soro foram diluidas em meic complelo para obteng¢do das concentragdes
_ finais de 50, 25, 12, 6 e 3% e testadas para inibicdo do crescimento dos diferentes

isolados do parasita, em duas filas de placas de microlitulag&o (vér anexo V),

A cada cavidade da placa, contendo 100 p! das diferentes concentragdes dos soros,

foram adicionados 50 pt da suspenséo de parasitas preparada cecmo o indicado acima.
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As placas foram incubadas durante 48 horas a 37°C, numa atmosfera himida de
aproximadamente 5% CO,, 5% de O, e 90% N,, obtida pela combustao de velas, para
permitir @ maturagao de esquizontes e que estes libertassem novos merozoitos

estabelecendo-se uma nova geracgéo de parasitas com a invasio de novos eritrécitos.

Depois de 48 horas, usando a camada de eritrocitos de cada cavidade foram preparados
esfregagos para visualisagdo morfaldgica e contagem dos parasitas. Contou-se 0 numero

de parasitas assexuais presentes em 2000 eritrocitos.

A contagem foi repetida para cada teste (feita por dois individuos indepedentemente} e

calculou-se a media do crescimento ou maturagao dos parasitas.

Em simultaneo com os soros imunes, foi testada uma amostra de soro ndo imune, testado
previamente para o titulo de anticorpos contra malaria pelo teste de IFAT com resultado

negativo (titulo de anticorpos menor que 1:20). Este serviu de controle.

O célculo das percentagens de inibigao realizou-se segundo a férmula:

PI=100-(PT x 100/ PC)

Onde:

Pl = Percentagem de inibigdo do crescimento.

PT = Percentagem de maturagéo dos parasitas no teste (em presenga de soro imune).

PC = Percentagem de maturagao dos parasitas no controle (em presenc¢a de soro ndo

imune).

.

Foram tambem preparadas em simultanéo com as placas do teste, placas contendo
apenas suspensao de parasitas e meio completo, para controlar o crescimento das

culturas.

A partir destas placas, ap6s 24 horas de incubacéo foram preparadas laminas (gota
espessa) para verificar se houve maturagdo de esquizontes, factor que permite controlar

o bom crescimento da cultura e determinar o fim do teste.
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O teste foi considerado positivo, se depois das 24 horas de incubagéo da placa control se
tivesse verificado maturagdo para o estagio de esquizontes numa propor¢ao de 20 ou
mais esquizontes por 200 parasitas assexuados ou seja percentagem de maturagao igual

ou superior a 10%.

- 3.4.4. Determinagdao do nivel de anticorpos

Para conhecer o grau de contacto dos individuos com os parasitas, todas as amostras
de soros foram testadas para determinar o nivel total de anticorpos 1Gg contra malaria

pela técnica standard de imunofluorescencia, IFAT (Voller 1988).

Para o teste, foram usados como antigenos eritrocitos infectados por Plasmodium
falciparum provenientes de culturas de isolados colhidos em individuos residentes na

provincia de Maputo, com uma propor¢ao de esquizontes maduros de 3-5%.

Diluigbes duplas de cada amostra de soro foram incubadas em laminas préviamente
preparadas com o antigeno. Em seguida foi adicionado o conjugado lgG marcado com
fluoresceina, incubou-se e de seguida procedeu-se a leitura dos resultados num

microscopio de fluorescéncia.

O titulo de anticorpos de cada amostra de soro foi calculado como o reciproco da

concentragao minima de detecgéo da fluorescéncia.

+ 3.5. Analise estatistica '

Os resultados referentes ao inquérito parasitologico e individual e aos testes laboratoriais
foram computarizados nos programas Dbase e Epinfo5 e analisados no programa

estatistico Epinfob.

Para calcular a siginificancia estatistica de diferenga entre os parametros analisados
(idade, temperatura, valores de inibicdo, pelos soros das dos dois grupos e entre os
diferentes isolados), fez-se primeiro uma analise estatistica descritiva dos dados das

amostras (calculo da média, desvio padrao, valores minimos € maximos, variancia e teste
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X?), para analizar a distribuigdo da amostra, o que permitiria a escolha do teste

estatistico mais apropriado.

De seguida, investigou-se se existem. diferencgas significaﬁvas entre os dois grupos de
amostras, para cada parametro, utilisando os testes nao parametric&s de Wilcoxon
para calcular diferengas entre duas médias e de Kruskal - Wallis H para comparar
diferengas entre mais de duas médias, quando a distribuicdo da amostra nao fosse

normal e a varincia ndo homogenea (Rosner 1986, Wonnacott e Wonnacott,1990).

Para analisar a relag&o entre os titulos de anticorpos, as densidades parasitarias |,
sintomas e a capacidade de inibigao pelos soros dos dois grupos foi usado o teste de

regressao linear, que permite investigar a associagao entre duas variaveis continuas.

4. LIMITACOES E ENVIESAMENTOS.

O estudo foi realizado usando como parasitas amostras de sangue cothidas de individuos
infectados nos quais n&o foi possivel obter quantidades de amostra superior a 5 ml, Este

factor ndo permitiu testar todos os soros para cada isolado como seria recomendavel.

Com os resultados do presente trabalho ndo se pode chegar a conclusdes sobre que

factores serolégicos participam directamente na inibigdo da invasao de novos eritrocitos

'ja que o grau de complexidade da analise desses factores ultrapassa o ambito deste

trabalho.

5. RESULTADOS
+ 5.1, Caracterizagdo epidemiolégica da area de estudo.

Para caracterizagio epidemiologica das areas de estudo; foram colhidas amostras de
sangue em 728 individuos, dos quais 504 da area da provincia de Maputo e 224 da area

da provincia de Gaza.

A média de idades na émostra estudada foi de 16.9 anos (desvio padrio = 15'.2), e estas
oscilaram entre 2 meses e 74 anos, havendo uma diferenga significativa entre as duas
areas (X?=9.23 p =0.009).
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Dos individuos estudados, 64,5 % eram do sexo feminino contra 35.5% do sexo

masculino (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicao das amostras por Idade e Sexo em cada bairro de estudo.

Idade ‘Sexo
‘Media | i Désy

A prevaléncia total de infecgao malarica foi de 55,8% na area da Provincia de Maputo e
47 0% .na area da cidade de Xai-Xai (X? = 4.9, p = 0.02).

Em qualquer das areas, Plasmodium falciparum foi a especie mais frequentemente

encontrada comparativamente a Plasmodium malariae e a Plasmodium ovale (Tabela3).

4

Tabela 3. Prevaléncia dos plasmodios por espécie e por bairro de estudo.

. Matola A |Polana Canigo |Urbanizagao| -=-Bairro 2do .

B (n=150) | (n=124) | Xai-Xai (n=224)
56.7% 34.7% 37.9%
0.7% 0.0% 0.4%

4.0% 2.4% 2.2%

No caso especifico da provincia de Maputo, o Bairro da Polana Canigo "B" registou o
maior indice parasitario (I.P.) (56,7%), sendo o menor encontrado no Bairro da
Urbanizagdo (34,7%) (Figura 2). Foram observadas ligeiras diferengas nos I. P. nos trés
bairros da provincia de Maputo. Contudo esta diferenga néo é estatisticamente
significativa (X* = 2.12, p=0.145), em oposi¢do ao observado entre a area da provincia
de Maputo e a area da cidade de Xai-Xai (X* = 7.9, p =0.004).
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Verificou-se que indepedentemente da bairro de estudo, os |.P. foram maiores nos
grupos etarios dos 2-4 e 5-9 anos, sendo 0s grupos menos afectados os de menos de 2

anos e o de individuos maiores de 15 anos (Figura 3).

A prevaléncia de portadores de gametdcitos, Indice Gametocitario (.G.) na provincia de
Maputo foi maior na Matola "A" (4.8%) e menor no Bairro da Urbanizagéo (0,8%),

enquanto que no Bairro 2 da cidade de Xai-Xai o I.G. foi de 6,7% (Figura 2).

= |.P.(%) 3 1.G.(%)]

Indices Parasitarios (%)

Matola "A" P. Canigco "B" Urbanizagdo B.2 Xai-Xai
n= 230 n= 150 n=124 n= 224

Area de estudo

Figura 2: Indices parasitarios (I.P.) e gametocitarios (1.G.) por area de
estudo. ‘

A média geométrica das densidades parasitarias dos individuos Plasmodium falciparum
positivos foi consistentemente mais alta no grupo etario dos 0 aos 23 méses em todos os
bairros estudados, havendo em todos os casos uma diferenga significativa entre os

grupos etarios (p< 0.002) (Figura 4).

lI
l -
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As temperaturas axilares dos individuos incluidos no inquérito parasitologico situavam-se
entre os 35,0 °c e 40,0 °c, ndo se observando diferengas significativas entre as médias
nas areas de Maputo (36.4 °C) e de Xai-Xai (36.7 °c) (X* = 3.51 p=0.169).

Foram registados 3,8% e 6,7% casos de febre (defenida como temperatura axilar iguat ou
superior a 37,5°C) nas areas de Maputo e de Xai-Xai, respectivamente, sendo os grupos

etarios mais afectados os dos 0 a 23 meses e 2 a 9 anos.
%

EZA 0-23 médses B 2-4anos () 5-9 anps (3 10-14 anos E3 > 15 anos

100

80

60

40

%
o,

Matola "A" Urbanizagdo B."2" Xai-Xaj
Area de estudo

Figura 3: Indices parasitarios {I.P.) por grupos etarios*./ 1994

* Agrupados de acordo com recomendagdes da O.M.S.(Gilles, 1983 )

4,000

3,500 -

3,000 -

grupos etarios
2,500 - _ E0-23 méses
i E32-4 anos
: : E85-9 anos
1,500 - I ' £310-14 anos
: ’ ' [z3> 15 anos

2,000 -

Parasitas/ul

1,000

Matola "A" P. Cani¢co "B" Urbanizagdc B.2 Xai-Xai

Area de estudo

Figura4: Médias geometricas das densidades parasitarias, por grupos etarios e
por area de estudo.
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+ 5.2. Caracteristicas das amostras de Soro.

As amostras de soro para o estudo foram colhidas de individuos com infecgdo simples de

Plasmodium falciparum.

A média das idades dos individuos residentes nas areas de estudo da Provincia de
Maputo ha mais de 4 anos foi comparativamente menor ( 25.9 anos) que a dos individuos
residentes nas areas da Provincia de Maputo ha menos de dois anos e na area da
Cidade de Xai-Xai (28.1) (X* = 0.16, p = 0.68).

Foram detectados anticorpos 1gG contra malaria em todas as amostras, como
demonstrado pelo teste de imunofluorescéncia indirecta, com titulos de anticorpos que
variaram de 1:40 a 1:5120. Os niveis de anticorpos foram comparativamente maiores nos
soros dos individuos do Grupo Il, com titulos de anticorpos superiores a 1:320 em todas
as amostras, contrariamente ao Grupo | onde 22.4% de indviduos apresentaram titulos
inferiores a 1:320 (p= 0.004) (Figura 5).

A base de selecgao do soro controle foi o resultado negativo ao teste de

imunofluorescéncia, com titulo de anticorpos IgG contra malaria inferior a 1:20.

As médias geométricas das densidades parasitarias nos individuos dos quais foram
colhidos os soros foram inferiores as densidades parasitarias da populagao, sendo de
116 parasitas/pl para o Grupo | e 117 parasitas/pl para o Grupo ll {p = 0.147), variando
as densidades parasitarias entre 32 a 25.119 parasitas/pl.

Os resultados do inquérito em anexo V mostram que as amostras de soro foram colhidas
maioritariamente de individuos assintomaticos. Cerca de 82.0% de individuos nédo
apresentavam febre (um dos sintomas base na identificagdo clinica da malaria) na altura

e duas semanas antes da colheita.

Entre 65 sintomas estudados, a febre referida e observada foi 0 mais prevalente,
encontrada em 18.0% dos individuocs em estudo. Foram também referidos e observados
outros sintomas: cefaleias (14%), dores mioarticulares (7.0%) e diarreia (5.0%) (Figura
6).
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+ 5.3. Inibigao do crescimento dos parasitas pelos soros testados.

Das 100 amostras colhidas, foram testados 95 soros para inibigc&o do crescimento “in
vitro” dos 4 isolados de Plasmodium falciparum. Os soros restantes nao foram testados

por insuficiéncia de amostras de isolados.

Todos os soros a serem testados demonstraram alguma capacidade de inibicdo, em
oposigdo ac soro controle (comprovadamente ndo imune), gque estimuiou o crescimento

dos parasitas especialmente a partir da concentragao de 12,5% (Figura 7).

No entanto, com o aumento da concentragdo dos soros testados, a inibigao tendéu a

aumentar (Figura 7).

Das concentragbes estudadas, a concentragao na qual os soros testados mostraram ja
grande actividade inibitéria (mais que 56.8% dos soros com inibigdo >= 30%) foi a de

12,5%, e os valores maximos foram atingidos a concentragao de 25-50% (Figura 8).

‘Para determinar a capacidade de inibigao de cada soro, 12% foi tomada como a

concentragao de trabalho para o teste. Como soros com capacidade de inibigéo foram
considerados os que mostrassem uma capacidade de inibig&o superior a 30%. Valor a
partir do qual se considerou que a inibigdo é devida a presenga dos soros a testar e ndo

a factores secunddrios inerentes a propria cultura.

Os soros testados mostraram uma grande variabilidade entre si, em termos de
capacidade de inibigao dos diferentes isolados, com valores de inibi¢do que oscilaram
dos 0 a 90%, nas diferentes concentragdes, o que pode ser ilustrado pelos valores de p

entre os dois grupos de soros (Tabela 4).

Fazendo uma analise individual dos soros, na maior parte dos casos, 0s soros do Grupo
| foram os que monstraram maior capacidade de inibigdo, em relaggo aos soros do Grupo

I, colhidos de individuos residentes em érea diferente da do isolado (anexos Vi e VIil).

Contudo, comparando as percentagens médias de inibigao dos soros homadlogos (Grupo
I) e heterdlogos (Grupo Il), quando testados com cada isolado, nac houve diferencgas
estatisticamente significativas em relagdo a todos os isolados. Excepcionalmente, em

relagao ao isolado 7113 foi possivel observar uma dife’renc;a estatisticamente
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significativa na capacidade inibitoria entre soros homologos e heterologos (p = 0.03)
(Tabela 4).

Os isolados nao evidenciaram diferengas significativas entre si, quando cultivados em
presenca dos soros do grupo | e grupo Il, as concentragdes de 3 e 6%. Contudo, a

diferenga torna-se significativa nas concentragées de 12,5, 25 e 50% (Tabela 4).

"+~ Control -+ Grupo!l « Grupozl . I-- Control + Grupot +-Grupo2]

= T
1:16 : . : ! 1:16 1.08

Concentra; o dos soros Concentragdo dos scros

33
a) Isolado 3 b Isotado 7112

-+ Control -+ Grupol -+ Grupo2| [+ Control +Grupot -+-Grupo2|

Maturagao

T T : - T T
1:16 1:08 : : H 1:16 1:08
Concentragdo dos soros Concentragio dos soros
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Figura'8:Frequencia de soros com capacidade de imbigho inual ou superion
a J0%, nos dois grupos de sotos testados

Grupo 1 : residentes em Mapute a mais de 4 angs
Grupo Il : residentes em Maputo a menos de dois anos e em Xai - Xai,
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Tabela 4: Percentagem média da inibigdo dos soros dos Grupos l e ll, &

concentragao de 12,5 %, para os diferentes isolados.

Testes por Gupo

Grupol. '~

7
12

16 11

14 11
49 (51.6%) 46 (48.4%)
0.02 0.04

Grupo | - Soros colhidos em individuos residentes na provincia de Maputo ha mais de 4 anos.

Grupoli - Soros colhidos em individuos residentes na provincia de Maputo por periodo igual ou

inferior a dois anos e na provincia de Gaza {Xai-Xai).

+ 5.4. Relagdo entre densidades parasitarias, sintomas, titulo de anticorpos e
inibigdo.

Como seria de esperar a densidade parasitaria dos individuos de quem provieram os
soros mostrou uma correlagéo positiva com os sintomas ( r = 0.04; p > 0.05) , neste caso
especifico com a temperatura axilar (que se reflecte na ocorréncia de febre, um dos
sintomas base na indentificagao da malaria como doenga). Por outro lado verificou-se
uma relagdo negativa entre o titulo de anticorpos e a densidade parasitaria (r = -0.03; p>
0.05) (Figura 9).

Apesar de mais uma vez nao ser estatisticamente significativa (r = -0.07, p > 0.05), foi
observada uma correlagé@o negativa entre a densidade parasitaria dos individuos dos
quais se obtiveram os soros e as suas capacidades de inibigdo a concentragao de 12.5%
Assim, os mesmos soros provenientes de individuos com alta densidade parasitaria, que
tenderam a apresentar uma temperatura corporal mais alta € um nivel de anticorpos mais

baixo foram os que evidenciaram menor capacidade de inibigéo.
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Ainda procurando relacionar a capacidade de inibigdo com outras caracteristicas dos
soros testados verificou-se que amostras provenientes de individuos com febre, apesar
de evidenciarem também uma consideravel variagdo na capacidade de inibir o
crescimento dos parasitas “in vitro"” (20 a S0 %), mostraram uma tendencia, que embora
estatisticamente n&o significativa, para uma correlagio negativa (r = -0.18, p> 0.05),

entre a temperatura axilar e a incapacidade de inibir o crescimento dos isolados do

parasita “in vitro”.

Apesar de uma maior frequencia de altos titulos de anticorpos nos soros testados foi
somente observada uma débil correlagao positiva entre o titulo de anticorpos e a
capacidade de inibigdo pelos soros testados (r = 0.15; p> 0.05 e 0.10; p> 0.05 para os
Grupos | e |l respectivamente). De facto, soros com titulos inferiores a 1:320 nao
mostraram menor capacidade de inibigdo e os com titulos iguais ou superiores a 1:1280

nao tiveram necessariamente niveis de inibigdo superiores a 30% (Figura 10).

Parasitas/pl

. . |
.

hd | ry l A | ]

v u v Y

b A A S SR S S SR SN 4
-e -7 .e -’ -G . -’ -‘J v‘f
2% % 8y % S R, 5, %,

Titulo de antlcorpos

Figura 3:Relag3o entre titulo de anticorpos e
densidades parasitarias nos individuos estudados
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Figura 10: Relagdo entre titulos de anticorpos o
capacidade de inibigio dos soros testados
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6. DISCUSSAO

A analise dos dados dos inquéritos parasitologicos permite caracterizar as areas
estudadas como areas hiperendemicas (Gilles 1993), em relagéo a malaria causada por

Plasmodium falciparum.

A distribuico relativa das diferentes espécies de Plasmodium encontrada neste estudo
vai de acordo com a distribuigdc a nivel nacional , em que o Plasmodium falciparum é a

espécie mais frequente (Noticiario Epidemioldgico 1992, Martinhenko 1994a).

Os resultados deste estudo, reflectem a situagéo de malaria no inicio da época de

transmiss&o (Novembro a Janeiro), visto que o maior numero de casos ocorre
normalmente apés as principais chuvas (Fevereiro a Margo), quando o numero de
mosquitos e a intensidade de transmissdo sdo elevados. Estudos anteriormente feitos
concluiram que na cidade de Maputo e arredores o periodo de alta transmissao oscila

entre Fevereiro e Margo. (Noticiario Epidemiologico 1992).

O facto de se terem encontrado indices parasitarios baixos em Xai-Xai,
~ comparativamente a Maputo, deve-se provavelmente as condi¢ées de transmissao
menos favoraveis nesta area situada mais para o interior, em terreno elevado, em

relagéo a cidade de Maputo situada na costa oceénica.

O observado aumento dos indices parasitarios até ao grupode 5a 9 anos de idade,
decrescendo nos grupos seguintes, € similar aos observados em outros estudos
realizados em Mogambique (Schwalbach 1985, Direcgdo Nacional de Saude/ Instituto
Nacional de Saude 1986, Noticiario Epidemiologico 1992, Franco et al . 1994,
Martinhenko 1994b) e em outras partes do mundo (Petersen et a/ 1991). Este fenémeno
pode ser explicado pela ja conhecida lentidao de desenvolvimento da imunidade contra a
malaria, o que faz com que as criangas sejam mais susceptiveis em relagéo aos adultos
(Day e Marsh 1991, Gilles 1993, Knell 1994).

Os valores das densidades parasitarias encontrados neste estudo sdo baixos
comparativamente aos encontrados em estudos feitos noutros paises onde a transmissao
de malaria € muito intensa e perene (Petersen_et al 1991; Hogh et al. 1991). A

densidade parasitaria € um factor utilizado como indicador da intensidade de transmissao
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da doenga numa determinada populagao (Gilles 1993). As baixas densidades .
parasitarias observadas neste estudo, mostram que sendo a densidade parasitaria
indicadora do reservatério de parasitas para os mosquitos na populagdo, pode-se
afirmar, com base neste parametro, que a intensidade de transmissao nestas areas, no
periodo de estudo foi relativamente baixa. Estudos feitos também mostraram que a
intensidade de transmissdo nestas areas é baixa (Schwalbach 1985, Martinhenko
1994b). No que diz respeito a distribuicdo das médias geométricas das densidades
parasitarias por grupos etarios verificou-se que o g'rupo etario dos 0-23 méses foi o mais

afectado, o que mostra que as criangas s&o, de facto, o grupo mais vulneravel.

As médias geométricas das densidades parasitarias nos individuos dos quais provieram
os soros foram comparativamente mais baixas que-as meédias na populagdo de suas
areas de origem, o0 que era de esperar, dado que os soros foram colhidos apenas em
individuos com idades superiores a 15 anos, nos quais uma imunidade contra os
parasitas ja esta instalada. COFB\O seria de esperar, as densidades parasitarias destes
individuos, dos quais provieram os soros mostraram uma relag@o logica, embora nao
signifiéativa, com as outras caracteristicas destes, na qual individuos com densidades
parasitarias altas, tenderam a apresentar temperatura corporal mais alta e titulos de
anticorpos baixos. Esta associagao foi igualmente observada por Petersen et al 1991 e
sugere que com o aumento da idade, ha uma aquisigdo de imunidade que resulta de

facto, num declinio consideravel das densidades parasitarias e dos sintomas (febre).

A frequéncia de soros positivos para a presenga de anticorpos IgG contra malaria, nas
amostras em estudo, esta de acordo com os dados dos niveis de anticorpos encontrados
em estudos anteriores realizados em Mogambique (lrulegui_et al 1984) e em outros
paises da Africa (Petersen et al. 1989, Hogh 1991). Estes dados eram de prever pois as
amostras foram colhidas em individuos com parasitas de malaria e sabe-se que uma
resposté seroldgica positiva pode ocorrer em casos de infecgao présente ou anterior
(Conhen 1970, McGregor e Wilson 1988).

Para além da presenga de anticorpos IgG contra malaria nas amostras de soros dos
individuos em estudo, estas demonstraram também uma capacidade de inibir a
multiplicagao de isolados de Plasmodium falciparum "in vitro" que nao foi observada

quando os parasitas foram cultivados em presencga do soro controle, ndo imune.
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Resultados similares, foram observados em varios ocutros estudos, nos quais soros’
humanos demonstraram capacidade de inibir a multiplicagao de diferentes estirpes de P.
falciparum "in vitro" (Golenser et al 1982, Jesen et al 1982, Waa et al 1984, Chulay et
al 1985; Lunel e Druilhe 1989). Esta ac¢ao inibitéria dos soros mostra que os individuos
nos quais estes foram caolhidos, possuem de facto, soros com caracteristicas imunes. De
facto sabe-se que o crescimento dos parasitas "in vitro” e "in vivo", pode ser afectado
pelos anticorpos ou outros componentes do sistema imunitario presentes em soros de

individuos imunes (Cohen et al 1970).

Os soros foram testados a varias concentragdes e o facto de a maioria dos soros terem
demonstrado actividade inibitéria igual ou superior a 30%, a partir da concentracdo de
12,5% permetiu definir os soros como inibidores ou ndo inibidores se mostrassem
capacidade de inibigdo igual ou superior a 30% a esta concentragao, que foi usada como

padrdo para as analises feitas.

O facto de os isolados terem demonstrado um padréo de crescimento semelhante, apés
48 horas de cultura em presenga de condigdes normais (auséncia de soro imune), com
um factor de crescimento aproximado a trés (anexo VI) indica que a variagdo no grau de

inibi¢ao pelos soros imunes foi devida a factores inerentes aos proprios soros e ndo a

diferengas na capacidade de adaptagao em culturas "in vitro”, entre os diferentes
isolados. Contudo, observando os valores da inibigao provocados pelos soros dos dois
grupos para os diferentes isolados nota-se que ha diferengas entre os isolados, a partir
da concentragdo de 12,5% , assim como ha uma grande variagao entre a capacidade de i\
inibigéo por cada soro. Sabendo que os isolados foram cothidos na mesma érea, estas
diferengas mostram que a interpretagao dos resultados dos testes de inibigdo ndo pode
ser feita linearmente e que alterando o isolado provavelmente a capacidade de inibigao
pode-se alterar. Assim como sugerem também a hipdtese da ja citada variabilidade de

estirpes que possivelmente pode ocorrer entre estirpes de uma mesma regido. -

Wilson e Phillips 1976, Sy et al 1980; Brown et al 1983 estudaram o efeito de soros
colhidos em diferentes regides na inibigao de diferentes isolados de P. falciparum.
Embora de modo ndo muito evidente, as suas hipoteses foram encontradas neste

trabalho, onde de facto, ao estudar os soros individualmente e no caso dos soros

4

- 1l « . .

testados contra o isolado 7113, observou-se que soros colhidos na mesma area que os

Sonia Enosse, Maputo, Maio de 1995



Inibiciie do crescimento "in vitre' do Plasmodium falciparum Pag. 31

isolados (homologos) mostraram maior capacidade de inibicdo comparada a dos soros
colhidos em area diferente (heterdlogos). Contudo, contrariamente ao que se esperava
observar, estas diferengas nao foram observadas quando os soros do Grupo | e |l foram
testados nos outros isolados, 0 que se deveu provavelmente ao facto dos soros do grupo
Il serem provenientes, maioritariamente de individuos residentes em Manhiga, Magude e
Xai- Xai, que sado regides relativamente proximas a Cidade de Maputo, em termos de

diferengas nos isolados isolados que circulem nestas regides.

As diferengas na capacidade de inibigao feita pelos soros homologos e heterologos
observadas no isolado 7113 e na analise individual dos soros, mostram que de facto,
individuos imunes residentes em areas relativamente proximas podem mostrar diferencas
nas suas respostas imunolégicas dependendo da estirpe do parasita e que um individuo
com alta protec¢do contra as estirpes que circulam na sua regiéo pode ter menor

protecgdo contra as estirpes que circulam noutras regibes.

Esta diferenca no efeito inibitério esta ainda de acordo com a ideia de que ocorrem
varias estirpes de Plasmodium falciparum dentro de areas defenidas e entre regides
geograficas separadas e pode explicar a hipotese segundo a qual a aquisicdo dos

factores protectores presentes no soro de individuos imunes depende de exposigio

prolongada e repetida aos antigenos de Plasmodium falciparum (Day e Marsh 1991 ).'

Considerando que algumas amostras foram recolhidas de individuos deslocados, que se
encontravam a residir nas dreas de estudo da provincia de Maputo por periodo inferior a
dois anos, estas diferengas na capacidade de inibigdo pelos soros dos dois grupos
levam-nos a admitir a ideia de que as movimentagées em massa das populagdes podem
resultar num aumento do risco de adquirir a doenga, devido ao facto de o sistema
imunitario dos emigrantes provavelmente nao reconhecer as novas variantes do parasita
encontradas na nova regido, como mostra a fraca capacidade inibitoria dos seus soros.
De facto, Martinhenko (1994a), cita o affuxo de deslocados dos distritos para as capitais
provinciais como um dos factores, entre outros, que estaria na origem da evolucéo da
situag@o de malaria em Mogambique nos ultimos anos {1989 -1992). Estudos realizados
no Brasil (Marques 1987); e na India (Kumar_et al 1991, Mathur et al. 1992) também
citam as migragSes como possiveis causas do aumento do nimero de casos de malaria

nas areas estudadas.
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Por outro lado, sabe-se que as movimentagbes em massa das populagbes podem causar
uma possivel introdugéo, na nova érea,‘,de novas variantes antigénicas de P. falciparum,
0 que por sua vez poderia causar a chamada "mistura antigenica" entre as estirpes das
diferentes regides (Terry 1988), resultando em algumas variantes antigénicas que seriam
ndvas para o sistema imunitario dos dois grupos de individuos. Este facto podera
explicar as diferengas nos graus de inibigdo entre os isclados assim como o facto de néo
se terem observado diferengas tdo marcantes entre as médias da inibigao feitas pelos ‘

soros dos dois grupos de soros, para alguns casos.

Jensen et al (1983), Nkuo e Deas (1988), observaram que soros provenientes de
individuos sem sintomas clinicos da malaria mostram uma significante capacidade de
inibir o crescimento de P. falciparum "in vitro" comparada a dos soros provenientes de
individuos com sintomas. Neste estudo, embora néo significativa esta correlagao foi
evidente, com soros provenientes de individuos com temperaturas axilares e densidades
parasitarias mais altas a demonstrarem menor capacidade de inibigao, o que sugere que
nestes individuos os factores imunitarios nao sdo suficientes para diminuir a populagio
parasitaria e‘ mostra uma relagao importanie entre os efeitos observados "in vivo" e a

capacidade de inibigao.

Em relag&o aos soros que embora provenientes de individuos com temperaturas axilares
altas (febre), tiveram capacidade de inibir o crescimento dos parasitas, uma explicagao
possivel podera ser o facto de nestes individuos as manifestagtes de febre serem
provaveimente resultantes de um contacto muito recente com uma nova estirpe do
parasita (Lines e Armstrong 1992). Outra hipotese podera ser a possivel necessidade de
factores adicionais que juntamente com os anticorpos possibilitem uma protecgao total
(Lunel e Druilhe 1989).

A semelhanc¢a dos resultados de Golenser et al 1982, Jensen et al 198343, Jesen et al
1983b e Sy et al 1990, nos dados deste estudo, ndo houve relagdo entre o titulo de
anticorpos e a capacidade de inibigdo dos soros imunes (alguns soros com titulos de
anticorpos superiores a 1:1280 n&o inibiram o crescimento dos parasitas "in vitro"). Uma
possivel explica¢éo para o facto de os soros ndo inibirem o crescimento dos parasitas,
tendo anticorpos altos poderé ser o facto da acgdo dos anticorpos ser especifica para

diferentes estirpes do parasita ou seja anticorpos que inibem a multiplicagdo de um
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isolado podem néo inibir o cresc}mento de outro isolado. Outro factor e a existéncia de
variantes antigénicas diferentes entre as estirpes de P. falciparum, sendo necessario um
contacto previo com as diferentes variantes, para o desenvolvimento de imunidade
antiparasitaria contra o Plasmodium {(Day e Marsh 1991, Knell 1991). Por outro lado, os
anticorpos podem estar presentes no soro do individuo mas nao terem capacidade
protectora e portanto serem incapazes de inibir o crescimento dos parasitas, sendo dificil
a distingao de anticorpos protectores dos naoc protectores. Dai que estes resultados
sugerem que possivelmente o titulo de anticorpos nos individuos em estudo & mais um
indicador do grau de exposi¢ao ou de exposigao recente ao parasita € nédoum indicador

de protecgao contra a doenga ou de imunidade clinica.

7. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Atraves dos resultados deste estudo obteve-se informagao sobre as caracteristicas
imunitarias de individuos residentes em areas endemicas nos arredores das cidades de
Maputo e de Xai-Xai, incidindo fundamentalmente na ac¢io de seus soros sobre isolados

de P. falciparum em culturas "in vitro”.

Pode-se concluir que os resultados dos testes de inibigdo do crescimento de isolados de
P. falciparum "in vitro", ndo podem ser analizados de modo similar, pois estes variam de

acordo com os isolados em estudo e com as caracteristicas de cada soro, por este facto

‘sugere-se que em trabalhos futuros sejam caracterizadas os isolados em estudo para

" melhor interpretagao dos resuitados obtidos.

Os resultados permitiram concluir, que individuos adultos residentes em areas com
malaria endemica nos arredores da Cidade de M‘aputo e de Xai-Xai, desenvolvem -
mecanismos imunitarios d_e defesa contra os parasitas causadores desta doenga, que
foram demonstrados pela capacidade de seus soros de inibir 6 crescimento de
Plasmodium falciparum "in vitro". Estas caracteristicas imunes nestes individuos foram
também demonstradas pela presenca de anticorpos IgG contra malaria em seus soros,

quando testados pelo teste de imunofluorescencia.
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Os dados obtidos mostraram, embora de modo nao muito evidente, existir diferengas
entre a inibigao feita pelos soros homologos (colhidos na mesma regiao que o isolado)
que tiveram maior capacidade inibitoria em relagéo aos soros hetérologos ou obtidos em
regido diferente a dos isolados. Este resultado demonstra que a reinfecgdo com uma
estirpe semelhante da infecgao anterior da maior protecg@o do que a infecgao com
estirpes diferentes pelo que os individuos semi-imunes residentes em Maputo ha mais de
4 anos tém aparentemente maior protecgdo contra os isolados que circulam nesta regido

do que os individuos recéem chegados de outras regides.

Neste estudo, foi ilustrada 'uma possivel relagdo entre baixa capacidade de inibigao em
individuos com densidades parasitarias aitas e temperaturas axilares (febre) igualmente
altas, néo se tendo observado, por outro lado uma correlagao significante entre os titulos
de anticorpos e a capacidade de inibigao pelos soros imunes o que revela que nestes
individuos a presenga de anticorpos nao e um indicador de protecgao total contra a

doenga.
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9. ANEXOS

+ Anexo I: Localizagao geografica das areas de colheita das amostras, na

cidade de Maputo.
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+ Anexo |l: Calculo das densidades parasitarias.

A densidade parasitaria ou quantidade de parasitas presentes nas células sanguineas
dos individuos infectados € um parametro avaliado nas populagdes estudadas que
permite conhecer a intensidade da infec¢&o do individuo. Quando calculada a media das
densidades parasitarias da amostra da-nos uma ideia do nivel de transmissao da doenca

nestas populagdes.

A densidade parasitaria pode ser calculada com base numa comparag¢ao entre a
quantidade de parasitas e a quantidade de leucocitos num certo nimero de campos
microscopicos. Esta, pode ser calculada facilmente quando se conhece o numero de

leucdcitos por microlitro de sangue.

Apds a contagem microscopica dos parasitas, que termina quando sao atingidos 500
parasitas ou 500 leucocitos, o resultado € apresentado sob a forma: X parasitas
assexuados / Y leucocitos. Feita a contagem, a densidade parasitaria (P) e calculada

facilmente pela formuia:

P = (X parasitas assexuados / Y leucocitos} x 8000 Leucacitos.
Onde:

P = Densidade parasitaria por microlito de sangue.

X = Numero de parasitas assexuados presentes em Y.

Y = Numero de |leucocitos.

Na maioria dos casos a contagem dos parasitas ndo € acompanhada pela contagem do
numero de leucocitos presentes por microlito de sangue. Sabe-se no entanto, que um
individuo normal tem 4000 a 10000 leucocitos por microlito de sangue, numero gue
mantem-se em caso de infecgdo por malaria (I.N.S, 1989). Pelo que estabeleceu-se como
convengao, em Mogambique, que o calculo das densidades parasitarias se deve basear

numa presungio de 8000 leucdcitos por microlitro.
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+ Anexo lll: Teste de detecgio de cloroquina e seus derivados na

urina {(Teste de Saker- Solomon's).

A populagdo em estudo foi seleccionada, entre outros factores, pela ausencia da

presenca de cloroquina e seus metabolitos na urina de cada individuo.

A detecgao foi feita por um meétodo colorimetrico usado facilmente no campo, adaptado a
partir do teste de "Saker Solomons" (Mount, D.L., et al, 1989).

O teste baseia-se no uso de tetrabromophenolphthaleina etil ester (TPBEE), um
reagente colorimetrico que se liga a cloroquina ou seus derivados produzindo uma cor
vermelha purpura. O limite de detecgéo € de 14 dias apos a ingestédo da droga e de 1

ug/ml.

Técnica

- Num tubo de vidro com tampa, adicionar 1 ml de Tampao fosfato a PH 8.0.
- Misturar 200 ul de TBPEE a 0,05% em cloroformio.

- Adicionar 2 ml da urina a testar.

- Agitar, suavemente, as solugdes durante 20 segundos e deixar em reposo durante 15

minutos.
- Proceder a leitura macroscopicamente.

O teste € positivo se o sedimento tiver uma cor vermelha purpura e negativo se esta for

amarela esverdeada.
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+ Anexo IV: Esquema da composicao da placa de microtitulagao

usada nos testes de inibigao "in vitro”

C 3% 6% 12% 25% 50% C 3% 6% 12% 25% 50%
1 21314 S16 1718169 10 11| 12

=]

|

=1 =1 1 128 L=

Colunas "1" @ "7" = Melo RPMI 1640 contendo 5% de soro humano nao imune
Colunas "2-6" e "8-12" = Concentragdes dos soros imunes a testar

Fila "A" = Control

Fila "B-H" = Analise das amostras de soros imunes
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Balrro:

Nome

individuos testados

DADOS PESSQAIS:

Quartelrao:__

Idade

Ha quanto lempo reside na regiao?
Onde residia antertormente?

Provingia

Distrito______
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Localidade

+ Anexo V: Ficha de inquérito sobre dados pessoais e clinicos dos

Dados Clinico-taboratorials actuals e Dados clinicos rectrospectivos

Anlipi-
réticos

Cofalgias

Dores
Mioarticulares

Asrapios

Diarreia/
Perturbacdes
intestinais

Vémilos/

Nauseas

Colicas
abdomi-

naia

Convul
com

shes

Febre

Prostraco

Rol. {1 Oba.

.|Ret.

Obs.

Ref.

Obs.

Plasmodio

Teste de urina
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ne an a 4

+ Anexo VI: Crescimento "in vitro” dos diferentes isolados em

presenga do soro nao imune apoés 48 horas em cultura

|solados
-+-333 =7112
+7113 -+-666

Maturagio

1:08

Concentragdo dos soros

Sonia Enosse, Maputo, Maio de 1995



Inibicdo do crescimento "in vitro' do Plasmodium falciparum Pag. 47

+ Anexo VII: Inibigdo do crescimento dos diferentes isolados pelos soros
colhidos em individuos residentes em Maputo por periodo igual

ou superior a 4 anos (Grupo |).
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+ Anexo VIlI: Inibigao do crescimento dos diferentes isolados pelos soros
colhidos em individuos residentes em Maputo por periodo igual

ou inferior a 2 anos e em Xai- Xai (Grupo 1 1).

nibigdo nas diferentes concentragoe
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