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/RESUMO - Para se determinar a prevaléncia de anticorpos anti-eritrocitarios de grupo sanguineo foram analizadas 247 amostras de\

enca.

sangue de pacientes com maldria vivax e falciparum com teste de Coombs direto positivo atendidos na Fundacao de Medicina Tropi-
cal Manaus-Amazonas no periodo entre setembro/99 a marg¢o/2000.Realizaram-se os testes laboratoriais de Coombs direto, dosagens
de hemoglobina, bilirrubina e eletroforese de proteinas.Das amostras testadas, 13,3 % apresentaram Coombs direto positivo, sendo o
anticorpo da classe IgG (33,3 %) o mais freqiiente. Dos pacientes com malaria vivax e Coombs direto positivo, 17% apresentaram ane-
mia possivelmente devido a hemélise por auto-imunidade com o envolvimento da gamaglobulina IgG.Nao foram detectados anticor-
pos contra antigenos de grupos sanguineos nem aloanticorpos séricos.Torna-se necessario a realizacao de outras pesquisas para ava-
liacdo da existéncia de associacao entre a positividade do Coombs direto e anemia ou se a mesma interfere ou ndo com o curso da do-
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SUMMARY - To determine the prevalence of anti-erithrocytes blood group antibodies 247 blood samples were analysed in patients\
with vivax and falciparum malariae with positive direct Coombs tests at the Tropical Medicine hospital in Manaus-Amazonas from
september/99 to mars/2000. Direct Coombs tests, hemoglobin and bilirrubin titration and protein electrophoresis were performed on
the serum samples. Of the tested samples, 13,3% presented positive direct Coombs tests and the IgG class (33,3 %) was the most fre-
quent. Of the patients with vivax malaria and positive direct Coombs, 36,4% presented anaemia possibly due to autoimmune hemoly-
sis with the envolvement of the IgG gamaglobulin. No any antibody against blood group antigens nor alloantibody were detected in
the patient’s serum. It becomes necessary to continue this researches for evaluate the association between the positivity of the direct
Coombs tests and anaemia and if interferes with the course of the disease.
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INTRODUCAO

maldria continua sendo uma doenca com grande im-

pacto social no mundo e cerca de 300 a 500 milhoes de
pessoas sao infectadas anualmente. Nos Estados Unidos, a
estimativa é de 1000 casos/ano com 5 a 10 mortes (Hick-
mann, 2003; OMS, 2003). Na Africa o nimero de 6bitos
anuais oscila de 1 a 1,5 milhdes, sendo as criangcas com
idade entre um a cinco anos as mais atingidas.No Brasil, no
ano de 2000 foram registrados 605.408 casos de malaria
sendo 122.820 por P. falciparum e 475.674 por P. vivax,
6021 por P. falciparum+ P. vivax e 893 por P. malari-
ae(FMT/IMT-AM/Funasa, 2000).
A patogénese da malaria é bem conhecida, sendo decor-
rente do ciclo eritrocitico do Plasmodium. A maldria causa-
da pelo Pfalciparum é a mais severa devido ao fato de pro-
duzir doeng¢a microvascular, o que a torna diferente fisio-
patologicamente da malédria vivax que, em certas con-
dicoes, pode apresentar quadro clinico de menor gravida-
de, devido a resposta imune ser mais do tipo inflamatoéria
e hemolitica (Hickmann, 2003).
As hemdcias quando parasitadas pelo Pfalciparum, defor-
mam-se e tendem a se aderir aos pequenos vasos (citoade-
réncia) bloqueando-os e diminuindo a perfusédo tecidual,
ocasionando acidose metabdlica. As hemadcias lisadas libe-
ram os merozoitos e o sistema imunolégico sofre estimu-
lacao respondendo com a ativacao de diferentes tipos celu-
lares como os linfécitos T, macréfagos e liberacao de citoci-
nas, como o TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), que
contribui para o quadro febril caracteristico da doenca
(Hickmann, 2003; Bouharoun et al., 1990; Kakkilaya,

2000). A anemia presente nos pacientes com maldaria de-
corre da lise eritrocitaria e pelo efeito supressivo do TNF-a
na eritropoiese. A hipoglicemia frequentemente observada
na infecc¢ao pelo Pfalciparum, é causada pela deplecao do
glicogénio hepatico, do consumo parasitario e pelos niveis
elevados do TNF-a (Hickmann, 2003; Corbett, 2003; Bou-
haroun et al., 1990; Kakkilaya, 2000).

Em decorréncia disto, o sistema imune estimula a producgao
de anticorpos anti-eritrocitarios que podem ser tanto da
classe IgM quanto IgG. A acao isolada da IgM nao limita o
crescimento parasitdrio, sendo necessdrio o envolvimento
dos monécitos sanguineos via receptor Fc dessa imunoglo-
bulina, apés ligacdo ao parasita (Bouharoun et al.,1990;
Kakkilaya, 2000). A alteracao da membrana dos eritrocitos
infectados (Knobs) estimula a producao de anticorpos IgG
que também aderem na superficie das hemadacias nao para-
sitadas induzindo a uma lise imuno mediada, que pode
ocorrer de forma rapida, periédica, em intervalos de horas
ou dias (Crane, 1991; Ritter et al.,1993; Jakobsen et al.,
1977; Amil et al., 2000).

Essa lise imuno mediada pode ocasionar anemia hemoliti-
ca tanto por anticorpos quentes (IgG) quanto frios (IgM) ou
ambos (IgG + IgM), com dois mecanismos: O primeiro, se-
ria caracterizado por hemolise intravascular na qual o an-
ticorpo se ligaria aos eritrécitos ativando o sistema comple-
mento, ocasionando a lise. Baseados nesta hipotese, Crane
et al.(1991) e Ritter et al.(1993) observaram em seu estudo
que quatro entre dez pacientes infectados com Pfalcipa-
rum apresentaram episédios de hemdlise prolongada, mes-
mo apoés a eliminacao do parasita. J& o segundo mecanis-
mo de hemodlise, caracterizado por lise extravascular, ocor-
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reria devido a destruicao eritrocitaria pelo sistema reticulo-
endotelial, decorrente da sensibilizacao por anticorpos IgG
ou IgG e complemento (C3).

Uma das formas laboratoriais de se detectar hemacias sensi-
bilizadas por anticorpo e/ou complemento é através do tes-
te de Coombs direto (teste da antiglobulina direta) (Salawu
et al.,, 2002). Foi apés a introducao dessa metodologia que
varios casos de anemia acentuada e alguns com positivida-
de prolongada foram detectados (Nkrumak, 1973; Mc Gre-
gor, 1978; Woodruff, 1979; Facer, 1979; Abdalla et al., 1982).
Na regiao norte do Brasil, mais precisamente no estado do
Amazonas, mesmo com elevada incidéncia anual da do-
enca, ainda pouco se sabe sobre a presenca ou nao desses
anticorpos no sangue de pacientes e a relacao ou nao com
quadro de anemia hemolitica grave comumente observado
na clinica. No intuito de se responder a esta questao, Colau-
to e colaboradores (1981), realizaram um estudo no munici-
pio de Humaitd, interior do Estado do Amazonas, e nao de-
tectaram aloanticorpos eritrocitdrios para grupo sanguineo
e nem positividade nos testes de Coombs direto. Dados re-
ferentes a anticorpos anti-eritrocitdrios relacionados com
sistemas de grupos sanguineos e anemia hemolitica na ci-
dade de Manaus-Amazonas, ainda sao inexistentes. Portan-
to, o presente trabalho tem por objetivo determinar a pre-
senca de anticorpos anti-eritrocitarios em pacientes infecta-
dos com maldria por Pvivax e Pfalciparum com teste de Co-
ombs direto positivo. Acredita-se que o mesmo contribuird
para o tratamento dessa doenca e auxiliard na prevencao da
anemia hemolitica que possa vir a acometer tais pacientes.

MATERIAL E METODOS

Participaram do estudo 247 pacientes, de ambos os sexos,
sendo 157 com maldria por P.vivax e 90 com maléria P.fal-
ciparum, atendidos no ambulatério da Fundacao de Medi-
cina Tropical do Amazonas (FMT/IMT-AM) e Fundacao de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), no
periodo de setembro/99 a marco/2000. Realizou-se um es-
tudo de prevaléncia transversal com componentes analiti-
cos, de amostragem casual ndo probabilistica, no qual fo-
ram incluidos pacientes com idade a partir de 18 anos, com
maldria vivax ou falciparum, portadores de uma ou mais
infecgoes, mulheres até quatro gestagoes sem aborto prévi-
os, e pacientes que nunca receberam transfusao sangui-
nea. Foram excluidos pacientes com idade menor que 18
anos, gravidas, mulheres com mais de quatro gestacoes e
pacientes que apresentaram doencas hematolégicas asso-
ciadas. O grupo controle foi constituido por 30 doadores de
sangue aptos para doacao.

Para se correlacionar o teste de Coombs direto positivo, do-
sagem de hemoglobina e eletroforese de proteinas, as
amostras de sangue total dos pacientes colhidas por
puncao venosa, ao diagnoéstico da maldaria (dia D0), foram
submetidas as dosagens de hemoglobina, para caracteri-
zacdao do quadro anémico, e eletroforese de proteinas pelo
método de zona com acetato de celulose, desenvolvida de
acordo com os critérios estabelecidos por Naoum, 1990.

A freqiiéncia de anticorpos dirigidos contra antigenos do
sistema de grupo sanguineo, de alo-anticorpos séricos, da
classe mais freqiiente e da positividade do teste de Co-
ombs direto, foi determinada apds os testes imunohemato-
légicos da antiglobulina direta (TAD) em gel centrifugacgéo
Liss/Coombs 37°C Diamed, antiglobulina humana indireta
(AHI) de triagem em Polietilenoglicol (Peg) e gel centrifu-
gacao Liss/Coombs a 37°C com painel constituido por du-
as suspensoes de hemadcias fenotipadas. As amostras posi-
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tivas na triagem imunohematolégica foram submetidas a
um painel de identificacdo pelo método de gel centrifu-
gacao constituida por dez suspensoes de hemadcias fenoti-
padas Biotest e onze suspensdes de hemdcias fenotipadas
Diamed, utilizando-se as técnicas de Liss/Coombs 37°C,
gel neutro papaina 37 °C Diamed, Peg e técnica salina a
+4°C (Vengelen, 1996).

O célculo das amostras tanto para a malaria vivax como pa-
ra a maldria falciparum foi feito a partir da prevaléncia da
doenca utilizando-se o epi-table do programa epi-info
(1997) da Organizacao Mundial de Saude. Para as varia-
veis qualitativas e quantitativas foram utilizados os Testes
de Qui-quadrado com correcao de Yates e Pearson para
testar o nivel de associagdo entre as mesmas com uma sig-
nificancia de 5% (0=0,05), (Toledo & Ovale, 1981; Siegel,
1979; Epi-info, 1977; Martins, 1996).

RESULTADOS

A andlise das amostras revelou que 75,2 % (118/157) eram
de pacientes do sexo masculino infectados com maldria vi-
vax, enquanto que 24,8 % (39/157) do sexo feminino. Na
maldria falciparum, 71,1 % (64/90) do sexo masculino e
28,9 % (26/90) do sexo feminino.

Detectou-se 13,3 % (33/247) de positividade no teste de Co-
ombs direto sendo que, 14 % (22/157) foram nos casos de
maldria vivax e 12,2 % (11/90) na malaria falciparum (Tabe-
la 1) sendo a classe IgG a mais frequentemente encontrada.

TABELA |
Freqiliéncia de Teste de Coombs direto positivo realizado
no dia DO nos pacientes com malaria falciparum e vivax

Testes de Coombs P. falci parum P. vivax
n % n %
Coombs direto positivo 1 12,2 22 14,0
Coombs direto negativo 79 87,8 135 86,0
Total 90 100,0 157 100,0

Os testes de auto-absorcao e de pesquisa e identificacao de
anticorpos irregulares com painel de hemacias fenotipadas,
nao detectaram nenhum anticorpo sérico irregular ou autoan-
ticorpo com especificidade contra antigenos eritrocitérios, so-
mente os anticorpos séricos naturais da classe IgM (Tabela 2).

TABELA lI
Freqiiéncia de Aloanticorpos séricos naturais detectados
no Dia DO nos pacientes com malaria falciparum e vivax

Aloanticorpos Séricos P. falci parum P. vivax
n % N %
Presenca 68 75,6 120 76,4
Auséncia 22 24,4 37 23,6
Total 90 100,0 157 100,0

Em relacao ao sistema complemento, as fracoes C3 e C4
nao foram pesquisadas especificamente. Nao se detectou
diferenca nos casos de anemia entre pacientes com mala-
ria vivax e falciparum ou entre o teste de Coombs direto
positivo e maldria vivax ou falciparum (Tabela 3, 4).

TABELA Il
Freqiiéncia de anemia detectada nos pacientes com
malaria vivax e teste de Coombs direto

Teste de Coombs Direto
Anemia Positivo Negativo
n % n %
Anémicos (< 12,0 g/dl) 28 36,4 29 21,5
N&o anémicos (> 12,0 g/dl) 14 63,6 106 78,5
Total 42 100 135 100,0

X2 de Pearson: p-valor=0,1272
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TABELA IV
Freqiliéncia de anemia em pacientes com malaria
falciparum e teste de Coombs direto

Teste de Coombs Direto
Anemia Positivo Negativo
n % n %
Anémicos (< 12,0 g/dl) 2 18,2 23 29,1
Nao anémicos (> 12,0 g/dl) 9 81,8 56 70,9
Total 11 100,0 79 100,0

X2 com corre¢ao de Yates: p-valor=0,6898

O teste de eletroforese demonstrou uma elevacao com sig-
nificancia estatistica nos valores da fracdo gamaglobulina
em relacdo as duas maldrias (Tabela 5 e 6).

TABELA V
Nivel da fracao gamaglobulina em pacientes com
malaria Vivax e teste de Coombs Direto

Teste de Coombs Direto
Fracdo Gamaglobulina Positivo Negativo

n % n %

Elevada (£1,5¢g/dl) 12 54,5 44 32,1
Normal (>1,5¢/dl) 10 45,5 91 67,9
Total 22 100,0 135 100,0

P=0,0462
TABELA VI

Nivel da fracdo Gamaglobulina em Pacientes com
Malaria Falciparum e Teste de Coombs Direto

Teste de Coombs Direto
Fragdo Gamaglobullina Positivo Negativo
n % n %
Elevada (2 1,5 g/dl) 9 81,8 28 354
Normal (< 1,5 g/dI) 2 18,2 51 64,6
Total 11 100,0 79 100,0
P=0,0093
DISCUSSAO

Como o teste de Coombs direto apresenta valor preditivo
de origem imune em doentes com anemia hemolitica, uma
das causas da positividade dos mesmos nos pacientes com
maldria vivax (14 %) e falciparum (12,2 %), poderia decor-
rer da presenca do anticorpo IgG e/ou IgM com ou sem
complemento, representando uma anemia hemolitica auto-
imune, provavelmente secundéaria a uma exposicao dos an-
tigenos eritrocitarios aos parasitas maldricos, ou ainda pe-
la producao de anticorpo IgG contra antigenos maldricos
soluveis adsorvidos as hemécias (Abdalla & Weatherall,
1982; Duran & Rodrigues, 2000). Achados semelhantes fo-
ram encontrados em amostras de 160 criancas Gambien-
ses, dentre as quais, 50 % apresentaram teste de Coombs
direto positivo (Facer et al., 1979; 1980). Em outro estudo,
os mesmos autores verificaram que em 51/53 criancas
gambienses a positividade do teste de Coombs permane-
ceu prevalente por periodos acima de seis semanas sem
evidéncia de hemolise. Entretanto, esses dados sao diver-
gentes quando associados aos resultados do teste de Co-
ombs direto realizado por Colauto et al. (1981) em 109 pa-
cientes no municipio de Humaitd, estado do Amazonas, no
qual nao detectaram positividade no referido teste. Deste
modo se faz necessdria uma avaliacao mais precisa a fim
de que se possa detectar as razoes pelas quais essa popu-
lacdo apresentou tal caracteristica. Os testes de auto-ab-
sorcao e pesquisa e identificacao de anticorpos irregulares
com painel de hemacias fenotipadas, ndo detectaram ne-
nhum anticorpo irregular ou autoanticorpo com especifici-
dade contra antigenos eritrocitarios.
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Os dados obtidos em nossa pesquisa foram semelhantes aos
obtidos por Colauto et al. (1981), no municipio de Humaité-
Amazonas, no qual também nédo foram detectados anticor-
pos séricos irregulares com especificidade contra antigenos
de grupos sanguineos. Em relacao ao sistema complemento,
as fracoes C3 e C4 nao foram pesquisadas especificamente.
Nossa pesquisa nao revelou diferenca nos casos de anemia
entre pacientes com maléaria vivax e falciparum ou entre o
teste de Coombs direto positivo e maldria vivax ou falcipa-
rum. J4& Nkrumak (1973) e Woodruff (1979) detectaram
anemia acentuada com reducdo parasitaria relacionada ao
teste de Coombs direto positivo, sugerindo como causa a
hemoélise por autoimunidade com o envolvimento dos anti-
corpos IgG e/ou IgM, ou diferenca na resposta imune de
cada paciente relacionada com a viruléncia parasitaria, ou
a genética do organismo ou entdo, as variagées na expo-
sicao do paciente ao parasita maldrico (Zuckerman, 1966;
Jakobsen et al.,, 1977; Abdalla & Weatherall, 1982; Perl-
mann et al., 2000; Stinardel et al., 2000).

A elevacao com significancia estatistica nos valores encon-
trados da fracdo gamaglobulina no teste de eletroforese em
relacdo as duas maldrias, sinalizou uma possivel relagdo en-
tre a elevacao média da concentracao no nivel de anticorpo
da classe IgG no plasma dos doentes e o envolvimento na
resposta imunolégica das imunoglobulinas IgG e IgM indi-
cando que o anticorpo IgG desempenha um papel impor-
tante contra a infec¢do maldrica (Targett, 1970; Mac Gregor,
1970; Cox, 1970; Aucan et al., 2000; Perlmann et al., 2000).
Nosso estudo possibilitou estudar e conhecer o comporta-
mento sorolégico dos anticorpos anti-eritrocitarios no soro
dos pacientes com teste de Coombs direto positivo porta-
dores de malaria vivax ou falciparum que habitam a regiao
amazonica brasileira. De acordo com os dados obtidos nes-
te trabalho, podemos concluir que nas amostras de sangue
de pacientes com malaria vivax e falciparum nao foram de-
tectados anticorpos com especificidade para antigenos de
grupos sanguineos nem anticorpos séricos irregulares, so-
mente os anticorpos naturais; a freqiiéncia de positividade
no teste de Coombs direto no dia D=0 foi de 12,2 % nos pa-
cientes com maldria falciparum e 14 % nos com malaria vi-
vax; a gamaglobulina IgG demonstrou envolvimento nas
duas infeccoes maléricas e ndao foi detectada anemia entre
pacientes com teste de Coombs direto positivo e maldria
vivax ou falciparum.
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