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1. INTRODUCAQ

0 transporte de oxigénio & fungdo indispensavel

exercida pelo eritr6cit025’51, que possuil hemoglobina e vias me
tab6licas da glicose como constituintes principais. A integrida
de da hemoglobina e da membrana celular & mantida pelas vias me
tabolicas da glicosels’zs.

A hemoglobina pode sofrer oxidagao, transforman

do-se em metahemoglobin316’17’23’52, em decorrencia de altera
coes metabolicas oxidativasls’25 pela interagao com drogas, en
16,17,23,52

tre elas o nitrito de sodio . A metahemoglobina, por
sua vez, nao tem capacidade de transporte de oxigenio, podendo
ser revertida & hemoglobina por intermédio das vias metabolicas

13’25. 0 sistema metahemoglobina redutase dependente

da glicose
de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH),
em condicdes fisioldgicas, participa com 5% da reversao metabd
lica da metahemoglobina. Este sistema € dependente da via da
glicolise oxidativa, ou via das pentoses, com fungao importante
na manutencgao dos niveis adequados de NADPH, que atua como doa

dor de hidrogénio em varios processos enzimaticos e na formagao

. . - . - . 25
de ribose para o metabolismo dos acidos nucleicos™ , de acordo

com o seguinte esquema:
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METAHEMOGLOBINA REDUTASE
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LACTATO

Esquema de redugao da metahemoglobina pelo sistema metahemoglobina redutase
NADPH dependente13,25.

O sistema metahemoglobina redutase NADPH depen

dente pode ser estimulado por varias drogas, entre elas o azul

25,48,52

de metileno . Sob a acao desta droga, o NADPH transfere

hidrogenio e elétrons para o azul de metileno na forma oxidada,
transformando-o em branco de metileno na forma reduzida, que ad
quire a capacidade de transferir elétrons para a metahemoglobi
16,17,25

de acordo com o se

na, revertendo-a para hemoglobina

guinte esquema:
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Esquema de reducao da metahémoglobina pelo azul de metilen013’25.

Esta reacao pode ser obtida de modo adequado
com os eritrdcitos de individuos normais. Nos individuos com de
ficiencia total de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) , en
tretanto, esta estimulagao nao ocorre quando se adiciona o azul
de metileno, nao havendo redugao da metahemoglobina como resul

tado da rea§5016’17’25’52.

A G6PD, entre as varias enzimas que participam
da via das pentoses, € a primeira e a uUnica capaz de modular a
formacdo do NADPH. O NADPH, uma vez formado, tem a fungao de

transportar hidrogenio e elétrons, atuando como redutor final
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nos processos metabolicos dependentes desta via enzimatica. A
deficiencia de G6PD acarretara, portanto, igual deficiencia de
NADPH.

A verificacao da deficiencia de G6PD pode ser
feita por varios métodos. Um deles € o de BREWER et aliil7, que
se baseia na formagao artificial da metahemoglobina pelo nitri
to de sodio, acompanhado pela estimulacao da via das pentoses
com azul de metileno, que podera ou nao revertée-la em hemoglobi

16,17,25,52
na .

O estudo do comportamento da via das pentoses €S
ta estreitamente relacionado com os processos fisiopatologicos

da malaria, pois nesta doenca, o eritrocito desempenha importan

2,53,57 35,39,40,50,66

te papel Assim, varios autores tém procu

rado demonstrar as relacoes existentes entre determinadas hemo

globinopatias e deficiéncias enzimaticas e a resistencia a in

feccao. A hemoglobinopatia S, por exemplo, tem sido associada a
maior resisténcia a infeccao pelo Plasmodium faZciparumSS’so’éq
Por outro lado, a deficiéncia em G6PD também tem sido apontada

como capaz de conferir graus variados de protegao, para indivi

duos expostos a malaria causada pelo Plasmodium falciparumlo’l&

22’26’35’36. Estes 2 fatores, isto €, hemoglobinopatia e defi

ciéncia enzimatica, sao defeitos genéticos e tém sido referidos

como mais freqllentes nas populagoes que habitam regioes endemi

cas de malaria a longo tempoz’l4’21’26’28’35’50’69.

A deficiéncia enzimitica de G6PD tem sido objeto

de estudo de varios pesquisadores, sobretudo a partir de 196014’

16,17,26,35,36 s pecanismos de resisténcia 2 infecgao pelo
Plasmodium falciparum, em individuos com deficiencia desta enzi

ma, nao sao ainda perfeitamente conhecidos. Um dos aspectos as
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n64,67,68 refere-se ao fato de se

sinalados em estudos 'in vitro
ter demonstrada a inexistencia de GO6PD mno Plasmodium falciparum
e em outros plasmodios parasitas de animais. Neste sentido, SHA
KESPEARE et alii64 observaram aumento da atividade da via das
pentoses nos eritrocitos de macacos infectados por  Plasmodium
knowlesi. Admite-se, portanto, que o plasmodio utiliza esta via
metabdlica do hospedeiro para o desenvolvimento de seu ciclo bio
16gic022’62’64’67’68. Dessa forma, nos individuos com deficien
cia de G6PD, tudo se passaria Ccomo se‘o parasita tivesse difi
culdade para completar seu ciclo, em funcao das alteragoes do
metabolismo desta via enzimética14’26’35’36’6z’64’67’68f

0 metabolismo da via das pentoses pode também
ser afetado pela agao de certos medicamentos, entre 0s quais va
rios antimaléricosZS’SO’sz. Tem sido assinalada a indugao da ane
mia hemolitica importante em doentes com malaria e deficiéncia

2,16,17,19,30,52,59  por este

de G6PD tratados por essas drogas
motivo, a verificagao dos efeitos sobre o metabolismo da via das
pentoses € um dos testes obrigatorios que se realizam com anti
malaricos ainda nao liberados para uso clinico. Este procedimen
to foi feito com a clindamicina*, antibiotico derivado halogena

; .. .. . . 33
do da lincomicina, que mostrou ser eficiente 'in vitro" e ''In

Vivo"49 no tratamento da malaria. PEREIRA et aliiss, empregando
a clindamicina no tratamento de doentes com infeccao causada pe
lo Plasmodium falciparum, chamaram atencao, pela primeira Vvez,

para a diminuicao acentuada dos valores do volume globular e

das taxas de hemoglobina ap0s o tratamento. BARRAVIERA et alii

*BREWER, G.J. et alii. Investigation of effect of clindamycin-2- phosphate
on red blood cells. In:— . Physicians brochure for clindamycin
malaria program. Michigan, The UpJohn, 1981. (trabalho realizado pelo
autor na University of Michigan Medical School).
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procederam a comparacao do comportamento de doentes com malaria
causada pelo Plasmodium falciparum, tratados pelo esquema clas
sico18 e pela clindamicina e observaram anemia mais acentuada,
ap0s o tratamento com esta droga.

Existe, portanto, pontos ainda nao esclarecidos
nas relacoes existentes entre o metabolismo da via das pentoses

e a acao de drogas em doentes com malaria causada pelo Plasmo

dium faleiparum.

Os objetivos do presente trabalho sao:

- propor método para a pesquisa da atividade da via das pen
toses menos dispendioso, menos lesivo para o0s eritroci
tos e tao eficiente quanto o de BREWER et aliil7, com a

finalidade de ser aplicado em estudo de campo;

- estudar "in vitro", com o emprego do método proposto, a

agao da clindamicina em hemacias humanas normais;

- proceder a inquérito com a finalidade de avaliar a preva
léncia de deficiencia de G6PD, em amostra de habitantes

da area endémica de malaria;

- estudar os eventuais efeitos da clindamicina sobre a via
das pentoses, em doentes com malaria causada pelo Plasmo

dium falciparum, submetidos ao tratamento por esta droga.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Utilizado

Para atingir os objetivos propostos no presente
trabalho e para facilitar a compreensao da metodologia wutiliza
da, serao relacionados inicialmente os conjuntos de drogas,equi

pamentos, vidrarias e solugoes utilizados.

2.1.1. Drogas

Acido cloridrico MERCK
Cianeto de potassio MERCK
Cloreto de azul de metileno

triidratado MERCK
Cloreto de sodio MERCK
Cloroquina WINTHROP
Ferricianeto de potassio MERCK
Fosfato de clindamicina UpJOHN
Fosfato de potassio monobasico  REAGEN
Fosfato de sddio dibasico BAKER
Glicose MERCK
Heparina ROCHE
Nitrito de sodio BAKER
Saponina branca MERCK

Tris MERCK
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2.1.2. Equipamentos e vidrarias

Agitador magnético BIOMATIC
Balanca de precisao SAUTER
Baloes volumétricos HERKA
Banho maria FANEM
Becker . HERKA
Centrifugador Excelsa 2 FANEM
Cubetas de quartzo ES 10 KLEINKUVETTE-UV
Espectrofotometro SPECORD
Uv-VIS CARL ZEISS JENNA

Espectrofotometro SPECTRONIC
~-70.- com conversor digital

LD-100 . BAUSCH & LOMB
Potenciometro CELM
Micropipetas automaticas OXFORD
Micropipetas descartaveis DUPOND
Papel parafilme SUPPLIER
Pipetas HERKA
Seringas descartaveis IBRASGAMMA
Tubos de ensaio VIDROLABOR

2.1.3. Solucoes e doses utilizadas

a) Solucao de glicose a 5%

glicOSe ..iveeeenerriennnnn 5 gramas (g)
agua destilada ........... 100 mililitros (ml)

A dose utilizada nos experimentos foi de 10 microlitros

(pl) da solugao para cada 200 microlitros (pl) de sangue.

b) Solucao de azul de metileno a 0,015%
cloreto de azul de meti
leno triidratado ....... 0,15 gramas (g)
agua destilada ........... 1000 mililitros (ml)

Esta solucao & conservada a 4°C. A dose utilizada nos ex
perimentos foi de 10 microlitros (ul) da solugao para ca

da 200 microlitros (upl) de sangue.
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c) Solucdo de nitrito de sodio a 0,7%

d)

f)

g)

nitrito de s0di0 ..viiernnnnn 0,7 gramas (g)

agua destilada .............. 100 mililitros(ml)

Conserva-se esta solucao em frasco escuro, a 4°C. A dose
utilizada nos experimentos foi de 10 microlitros (ul) da

solucao para cada 200 microlitros (ul) de sangue.

Solucao de nitrito de sodio a 1,25%

nitrito de s0dio .....cev..n 1,25 gramas (g)
dgua destilada ............. 100 mililitros(ml)

Esta solucao € preconizada quando se utiliza o método de

BREWER et alii17 Conserva-se em frasco escuro, a 4°C.

Solucao de tampao fosfato, pH 6,8

fosfato de potassio mono
DASICO wveereenenceronnnns 34,6 gramas (g)
fosfato de sddio dibasico .. 36,1 gramas (g)

agua destilada ............. 250 mililitros (ml)

Ajusta-se o pH desta solugao estoque, para 6,8 com acido

cloridrico 1 normal e conserva-se a 4°C.

Solucao de tampao fosfato, pH 6,8

solugao de tampao fosfato
(item "e") .ttt 10 mililitros (ml)

agua destilada ............. 500 mililitros (ml)

Conserva-se esta solugao de trabalho a 4°C. A dose utili

zada foi de 10 mililitros (ml) para cada leitura.

Solucao de saponina a 2%

saponina branca ............ 2 gramas (g)
agua destilada .........c... 100 mililitros(ml)

Foram utilizados 2 gotas da solugao para hemolisar 200 mi

crolitros (pl) de sangue. Conserva-se a 4¢C.
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h) Solugao de tampao Tris, NaCl, Glicose, pH 7,45

ETIS tevevenneanoseoeeeeens 6,057 gramas (g)
cloreto de s6dio .......... 2,922 gramas (g)
glicoSe ..iiiiiiene e 0,9 gramas (g)
dgua destilada ............ 1000 mililitros (ml)

Ajusta-se o pH desta solugao para 7,45 com acido  clori

drico 1 normal e conserva-se a 4°C.

i) Solugao glico-fisiologica a 5%

glicose ...evieeeiienn 5,0 gramas (g)
cloreto de s6di0 ... 0,9 gramas (g)
agua destilada .....ccou..n 100 mililitros (ml)

j) Solucao de clindamicina a 0,3%

fosfato de clindamicina ... 150 miligramas (mg)
EliCOSE vivvenreneannannas 2,5 gramas (g)
agua destilada ............ 50 mililitros (ml)

A dose utilizada foi a necessaria para se obter concen
tracao final de clindamicina igual a 0,03 miligramas (mg)
para cada 200 microlitros (1) de sangue (0,15 miligra

mas por mililitro de sangue).

1) Ferricianeto de potassio na forma de cristais

m) Cianeto de potassio na forma de cristais
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2.2. Matexial de Estudo

2.2.1. Matenial utifizado para a padronizagao do metodo
propos Lo

Sangue total e hemacias lavadas foram utiliza

das para o desenvolvimento do método proposto, com a finalidade

de avaliar a reducao da metahemoglobina pela via das pentoses.

a) Sangue total

0 sahgue total foi utilizado em 3 procedimentos,
a saber: avaliacao da quantidade ideal de nitrito de sodio;
avaliacdo do tempo ideal de incubacao; e padronizagao dos valo

res normais do método.

Avaliacao da quahtidade ideal de nitrnito de 40
dio - Foram estudados 4 individuos adultos normais,da raga bran
ca, sendo 2 do sexo masculino e 2 do feminino, todos escolhidos
entre estudantes’da Faculdade de Medicina de Botucatu, da UNESP,
que se apresentaram Como voluntarios, com idades que variavam
de 20 a 30 anos. De todos eles foram colhidos 20 ml de sangue
por flebopungao, em tubos heparinizados com 10 gotas de hepari
na, equivalentes a 500 unidades, para posterior determinacgao da
taxa de hemoglobina, obtengao do valor do volume globular e pa
ra a dosagem da quantidade de metahemoglobina produzida pelo ni
trito de sodio e redugao desta pelo azul de metileno, pelo meto
do proposto. O sangue assim obtido foi mantido em banho de gelo

a 4°C, até a execugao do método”?.
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Avaliagao do Zempo ideal de incubagao - Foram es

tudados 2 dos 4 individuos escolhidos para o procedimento ante
rior, sendo_l do sexo masculino e o outro do feminino, com ida
des respectivamente de 28 e 24 anos. Deles foram colhidos 20 ml
de sangue por flebopuncao, em tubos heparinizados com 10 gotas
de heparina, edquivalentes a 500 unidades, para posterior deter
minacao da taxa de hemoglobina, obtencao do valor do volume glo
bular e para a dosagem da quantidade de metahemoglobina produzi
da pelo nitrito de s6dio e redugao desta pelo azul de metileno,
pelo método proposto. O sangue assim obtido foi mantido em  ba

nho de gelo a 4°C, até a execucao do método>?

Padronizagao dos valores normais do metodo - Fo
ram estudados 44 individuos normais, da raga branca, escolhidos
entre estudantes que se apresentaram como voluntarios, da Facul
dade de Medicina de Botucatu, da UNESP, éendo 22 do sexo mascu
lino e 22 do feminino, com idades que variavam de 20 a 30 anos.
De todos eles foram colhidos 10 ml de sangue por flebgpungéo,
em tubos heparinizados com 5 gotas de heparina, equivalentes a
250 unidades para posterior determinagao da taxa de hemoglobina,
obtengao do valor do volume globular e para a dosagem da quanti
dade de metahemoglobina produzida pelo nitrito de sodio e redu
cao desta pelo azul de metileno, pelo método proposto. O sangue
assim obtido foi mantido em banho de gelo a 4°C, até a execugao

do métodosz.

b) Hemacias lavadas

As hemacias lavadas foram utilizadas em 2 proce
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dimentos, a saber: avaliagao do tempo ideal de incubagao; e pa

dronizacao dos valores normals do método.

Avaliacao do tempo ideal de incubagao - Foram es
tudados 2 individuos adultos selecionados entre os 44 incluidos
na padronizagao do método, sendo 1 do sexo masculino e 0 outro
do feminino, com idades respectivamente de 28 e 24 anos. Deles
foram colhidos 10 ml de sangue por flebopuncgao, em tubos hepari
nizados com 5 gotas -de heparina, equivalentes a 250 unidades ,pa
ra posterior determinacgao da taxa de hemoglobina, obtengao  do
valor do volume globular e para dosagem da quantidade de metahe
moglobina produzida pelo nitrito de sodio e reducao desta pelo
azul de metileno, pelo método proposto. O sangue assim obtido
foi mantido em banho de gelo a 4°C, até a execugao do método®.

Padronizacdo dos valores noamais do metodo - Fo
ram estudados 12 individuos escolhidos entre os 44 que partici
param da padronizagao do método com emprego de sangue total,
sendo 6 do sexo masculino e 6 do feminino, com idades que varia
vam de 20 a 30 anos. De todos eles foram colhidos 20 ml de san
gue por flebopungao, em tubos heparinizados com 10 gotas de he
parina, equivalentes a 500 unidades, para posterior determina
¢ao da taxa de hemoglobina, obtencao do valor do volume globu
lar e para dosagem da quantidade de metahemoglobina produzidape
lo nitrito de s6di§ e reducao desta pelo azul de metileno, pelo
método proposto. O sangue assim obtido foi mantido em banho de

gelo a 4°C, até a execugao do nétodo2.
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2.2.2. Maternial utilizado para estudo "in vitro" da agao

da clindamicina sobsre hemacias humanas normais
Foram escolhidos 6 individuos normais, dos 44 en
volvidos na padronizagao do método com emprego de sangue total,
dos quais 3 eram do sexo masculino e 3 do feminino, com 1idades
que variavam de 20 a 30 anos. De todos eles foram obtidos 20 ml
de sangue por flebopungéo,.coletados em tubos heparinizados com
10 gotas de heparina equivalentes a 500 unidades,para posterior
determinagao da taxa. de hemoglobina, obtencao do valor do volu
me globular e aplicacdo do método proposto com hemacias pre-in
cubadas com a clindamicina. O sangue assim obtido foi mantido

em banho de gelo a 4°C, até a execugao do método.

2.2.3. Amostra estudada em area endémica de mataria pa

rna avaliarn a prevafencia da deficiencia de G6PD

A area endemica de malaria selecionada para 0

presente estudo foi a regiao de Humaita, localizada na Amazonia
Sul-Ocidental, no Estado do Amazonas. A escolha recaiu sobre Hu
maita, pois por um lado € nesta localidade que a Faculdade de
Medicina de Botucatu participa do Campus Avancado da Fundagao
Pfojeto Rondon, em convenio com a UNESP, havendo, por esta ra
zao, maior facilidade e apoio para a realizagao de pesquisa de
campo. E, por outro lado, porque o municipio de Humaita estd in
cluido entre os 7 do Estado do Amazonas e os 46 de todaa regiao
Amazonica em que se tem observada maior transmissao de maléria4%

A cidade de Humaita é atravessada pelo Rio Madei

ra, em cuja margem esquerda se situa. O municipio também € atra



vessado por 3 rodovias, que lhe conferem enorme importancia
tratégica: a Porto Velho-Manaus (BR-319), a Transamazonica e

Humaita-Labrea (BR-406), como apresentado no mapa a seguir.

FURUZINHO
SAO MIGUEL

70

MAICIZINHO

MUNICIPIO DE MANICORE

MARMELOS

g®

R <
TERRITORIO FEDERA‘D\

DE RONDON!A N

AREA ESTUDADA

Mapa do Municipio de Humaita, Estado do Amazonas, indicando as lo

calidades estudadas ao longo do Rio Madeira e rodovias.

15.
es

a
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Em agosto de 1983 a populacao do municipio era
estimada em 25.000 habitantes, dos quais 18.000 residiam na se
‘de e 7.000 na zona rural*.

A maioria dos habitantes da zona rural vive nas
localidades existentes ao longo do Rio Madeira, seus afluentes
e igarapés. Essas localidades, conhecidas na regiao como 'beira
dao'", sao mais antigas e relativamente mais povoadas.

As rodovias sao de construgao mais recentee suas
margens menos povoadas. A Transamazonica, que nao € pavimentada
percorre o municipio de Humaita por 126 km, da sede até a loca
lidade de Marmelos, situada as margens do rio do mesmo nome.Nes
se trecho da rodovia ha um pequeno povoado no km 57, denominado
Maicizinho, formado por casas esparsas as margens da estrada,
proximas da floresta.

A cidade de Humaita, construida na parte alta da
margem esquerda do Rio Madeira, possui casas de alvenaria na zo
na central e na periferia, principalmente ao longo do rio, ca
sas do tipo "tapiri', muitas vezes em contacto com a floresta ,
em tudo semelhantes as do "beiradao'" e das estradas, onde ha
falta de saneamento basico. Um dos exemplos dessa situagao € o
- que ocorre com o bairro da Olaria. As condigOes epidemiologicas
desse bairro sao bastante semelhantes as encontradas nos povoa
dos da zona-rural.

A amostra escolhida em agosto de 1983, para ava
liar a prevalencia da deficiencia de G6PD incluiu 121 indivi

duos, habitantes do municipio de Humaita, 52 dos quais residiam

em povoados situados ao longo do Rio Madeira, 41 na zona urbana,

*SUCAM de Humaita — MINISTERIO DA SAUDE - Informacao Pessoal, 1983.
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no bairro da Olaria e 28 na localidade de Maicizinho. Destes 56
eram do sexo masculino e 65 do feminino, variando as idades de
3 a 70 anos. Foram também incluidos para a avaliagao da deficien
cia de G6PD 20 doentes com diagndostico etiologico de malaria cau
sada pelo Plasmodium faleiparum, atendidos no Posto da SUCAM de
Humaita. Todos eram do sexo masculino e as idades variavam de
12 a 47 anos. Os individuos incluidos na amostra, bem como 0s

doentes, foram submetidos a avaliagao clinica, inclusive para

determinagao do grau. de esplenomegalia15’27, além da coleta de

54,57

sangue para realizagao de exame parasitoldgico e reagao de

hemaglutinagao passiva, realizada com antigeno de plasm6d1044

A avaliacao clinica foi diferente para os individuos (Anexo 1)
e para os doentes (Anexo 2). Todos os individuos incluidos no
estudo consentiram em dele participar, apds explicagao minucio
sa dos objetivos do mesmo.

Foram constituidos os seguintes grupos de estudo:

GRUPO 1 - Amazonenses normais: integrado por 67 individuos
nascidos na regiao amazonica, sem antecedentes de
surtos prévios de malaria, sem queixas clinicas
sem esplenomegalia, com exame parasitoldgico de san
gue e hemaglutinacao passiva para o diagnostico de

malaria newgativos.

GRUPO 2 - Amazonenses com antecedente de malaria ou com mala
ria atual: constituido por 54 individuos com ante
cedentes de surtos prévios de malaria e/ou espleno
megalia, e/ou reagao de hemaglutinagao passiva pa
ra o diagnoéstico de malaria positiva; e 7 doentes
com diagnostico etioldgico de malaria atual, causa
da pelo Plasmodium falciparum. Todos eram nascidos

na Regiao Amazonica.
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GRUPO 3 - Doentes com malaria nao amazonenses: formado por
13 doentes com diagnostico etioldgico de malaria
atual, causada pelo Plasmodium falciparum, nasci
dos em outros Estados do pais, nao pertencentes a
Regiao Amazonica.

2.2.4. Amostra utilizada para a padronizagao dos valonres
noamais de volume gzdbuﬂan, hemoglobina e avalia
cao da nedugdo da metahemoglobina pefa via  das
pentoses

Para a padronizacao dos valores normais do volu
me globular e das taxas de hemoglobina foram coletadas amostras
de sangue de 24 individuos adultos do sexo masculino, com  1ida
des que variavam de 19 a 31 anos, nativos da regiao, que nunca
haviam tido malaria, com ausénciaAde‘esplenomegalia, exame para
sitolégico de sangue e reagao de hemaglutinagao passiva negati
vos. Entre estes, 6 também foram escolhidos para a avaliagao da
reducao da metahemoglobina pela via das pentoses pelo método

proposto para hemacias lavadas.

2.3. Metodos de Estudo

Para atingir os objetivos desta pesquisa foram

utilizados varios procedimentos.

2.3.1. Padronizacdao do metodo para avaliagdo da redugao
da metahemoglobina pela via das pentoses em san
gue total e hemacias Lavadas

0 método proposto, com a finalidade de avaliar a
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via das pentoses, baseia-se na utilizagao do método de BREWER
et alii17, associado ao de EVELYN § MALLOYZS.

Adicionou-se nitrito de sddio a amostras de san
gue total ou hemacias lavadas, com a finalidade de produzir me
tahemoglobina, procedendo-se, a seguir, a estimulagao da via
das pentoses com azul de metileno em presenga da glicose, segun
do o método de BREWER et aliil7. A seguir, procedeu-se a avalia
cao da quantidade de metahemoglobina formada, pela leitura em
espectrofotometro, de acordo com o método de EVELYN § MALLOYZS.

0 método proposto inclui: avaliagao da quantida
de de metahemoglobina formada, pela'leitura em espectrofotome
tro de duplo feixe SPECORD UV-VIS; avaliagao da quantidade ideal
de nitrito de sodio para sangue total; avaliagao do tempo ideal
de incubacao para sangue total e hemacias lavadas; e, com base

nos resultados obtidos, foi estabelecida a padronizagao dos va

lores normais do método para sangue total e hemacias lavadas.

2.3.1.1. Intenpretacao da Ledifura em espectrofo
tometro de duplo fedixe SPECORD UV-VIS. A leitura no espectrofo
tometro foi realizada utilizando-se o hemolisado de cada experi
mento, ap6s diluic3o em tampao fosfato (item "f'", pag. 09), sub
dividindo-o em 2 aliquotas. O resultado & apresentado por inter

médio de 4 curvas, de acordo com a Figura a segulr.
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DENSIDADE
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632

COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Nota-se na Figura acima:

Primeira aliquota

curva 1 -

curva 2 --

Segunda aliquota

curva 3 -

curva 4 -

espectro da metahemoglobina no material

hemolisado;

espectro da cianometahemoglobina e cia
nohemoglobina formada ap0s adigao de
cristais de cianeto de potassio ao ma

terial com que se obteve a curva 1.

espectro do total de metahemoglobina
formada pela adigao de cristais de fer

ricianeto de potassio;

espectro da cianometahemoglobina pela
adicdo de cristais de cianeto de potas

$10.

A leitura € realizada em densidade 6ptica, calcu

lada em milimetros pois o grafico descrito pelo aparelho € refe

rido segundo a relagao de 1 milimetro equivalente a 0,01 da den

sidade Optica.




21.

A diferenga entre as curvas 3 e 4 corresponde a

100% de metahemoglobina e, entre as curvas 1 e 2 corresponde a
quantidade desconhecida de metahemoglobina.

Desta maneira, a porcentagem desconhecida de me

tahemoglobina € dada de acordo com a seguinte relacao:

Porcentagem (%) diferenca entre as curvas 1 e 2
desconhecida de = - x 100
metahemoglobina diferenca entre as curvas 3 e 4

A quahtidade de metahemoglobina formada & calcu
lada em miligramas, a partir do conhecimento da quantidade to
tal de hemoglobina e da porcentagem de metahemoglobina observa

da.

2.3.1.2. Avaliacao da quantidade ideal de nitri
to de s0dio em sangue totaf. As concentragoes de glicose e azul
de metileno, utilizadas no método de BREWER et aliil7 sao bem
determinadas porém, a quantidade de nitrito de sodio pode promo
ver oxidacao irreversivel, impedindo a reducao da metahemoglobi

16,17,52 " A yarisvel testa

na em individuos deficientes em GO6PD
da neste experimento foi a concentracao ideal de nitrito de sO
dio, mantendo-se constantes as concentragoes de glicose e azul
de metileno. Para tanto foram utilizados para cada 200 ul de

sangue total, 10 ul de glicose a 5%, 10 ul de azul de metileno

a 0,015% e 10 pl de solugao de nitrito de sodio nas seguintes

o©

concentracoes, a saber: 0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4%; 0,5%; 0,6%;0,7%
0,8%: 0,9%; 1,0%; 1,1%; 1,2%; 1,3%; 1,4%; 1,5%; e 2,0%. Os tes

tes foram realizados em duplicata, sendo utilizados para cada

concentracdo de nitrito de sddio 2 tubos de ensaio, de  acordo
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com o esquema a seguir:

TUBOS
MATERIAL
1 2
Sangue total 200 ul 200 pul
Glicose a 5% 10 pl 10 ul
Nitrito de sodioc em
diferentes concentragoes 10 ul 10 ul

Azul de metilenc a 0,015% H 10 i

0 material assim distribuido foi  homogeneizado
por inversao, arrolhado com papel parafilme e incubado em banho
maria a 37°C durante 3 horas. A seguir, procedeu-se a hemolise,
com 2.gotas de saponina a 2% e adicionou-se 10 -ml de tampao fos
fato, pH 6,8 , para leitura em espectrofotometro SPECORD UV-VIS

Apés a leitura da quantidade de metahemoglobina
produzida pelo mitrito de sodio e da quantidade residual de me
tahemoglobina, depois da estimulacao da via das pentoses com O
azul de metileno, foi feito o calculo da capacidade de redugao
pelo azul de metileno. Este calculo baseia-se na quantidade de
metahemoglobina produzida pelo nitrito de sodio e na quantidade
residual de metahemoglobina apds redugao pelo azul de met;leno,

de acordo com a seguinte relagao:

Quantidade de meta Quantidade de meta
hemoglobina produ _ hemoglobina produ

Capacidade de zida pelo nitrito zida pelo nitrito
redugao pelo azul de sodio no tubo 1  de sodio no tubo 2
de metileno (Z) = x 100

Quantidade de metahemoglobina produzida
pelo nitrito de sodio mno tubo 1
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2.3.1.3. Avaliacao do tempo ideaf de  4incubagao

em sangue total. Para a realizacao deste experimento, foram utl
lizados oé mesmos reagentes descritos em 2.3.1.2, fixando-se a
concentracao do nitrito de sodio em 0,7%. Os testes foram reall
zados em duplicata, de acordo com o esquema descrito em 2.3.1.2,
procedendo-se a hemdlise do material nos seguintes minutos de
incubacao: 0; 15; 30; 45; 60; 75; 90; 105; 120; 135; 150; 165;
180: 195 e 210. A leitura da quantidade de metahemoglobina foi
realizada em espectrofotometro SPECORD UV-VIS, procedendo-se, a
seguir, ao calculo da capacidade de redugao pelo azul de metile

no.

2.3.1.4. Avatiacdo do tempo ideal de  4incubagao
em hemdcias Lavadas. A finalidade deste experimento foi verifi
car a influencia do plasma sobre a quahtidade de metahemoglobi
na produzida pelo nitrito de s6dio e reducao desta pelo azul de
metileno, além de -verificar o tempo mais adequado de “incubacao.
Para a retirada do plasma e lavagem das hemacias, centrifugou
se o sangue total a 1500 rotagoes por minuto, durante 10 minu
tos. O sobrenadante foi aspirado e as hemacias foram ressuspen
sas com solugao glico-fisiologica a 5%, repetindo-se este proce
dimento por 3 vezes. No final, as hemacias lavadas foram ressus
pensas com solucao de tampao Tris, NaCl, glicose, pH 7,45 , na
proporcao de 1 para 1, apos o que foi feita nova determinagao d
volume globular & das taxas de hemoglobina. Para a realizagao
deste experimento, foram utilizados os mesmos reagentes descri
tos em 2.3.1.2, fixando-se a concentragao de nitrito de sodio
em 0,7%, tendo-se realizado os testes em duplicata. Depois da

incubacdo do material em banho-maria a 37°C, foi obtida a hemo
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lise com saponina, a partir dos seguintes minutos de incubagao:
0: 15; 30; 45; 60: 75; 90 e 120. A leitura da quantidade de .mg
tahemoglobina foi realizada em espectrofotometro SPECORD UV-VIS,
procedendo-se, a seguir, ao cél;ulo da capacidade de redugao pe

lo azul de metileno. .

2.3.1.5. Padronizacao dos valores normais do me
todo panra sangue total. Para a realizacao destes experimentcfal
aplicado o método proposto para sangue total como descrito em
2.3.1.2, utilizando-se 0,7% de concentracao de nitrito de sodio
e procedendo-se a hemolise do material apos incubagao em banho
maria a 37°C, pelos periodos de 90 e 120 minutos. Os testes fo
ram realizados em duplicata e a leitura da quantidade de metahe
moglobina foi obtida em espectrofotometro SPECORD UV-VIS, calcu
lando-se, a seguir, a capacidade de redugao pelo azul de metile

no.

2.3.1.6. Padnonizacdo dos valores noamais do me
todo para hemacias fLavadas. Para a realizagao deste experimento
foi aplicado o método proposto para hemdcias lavadas tal  como
foi descrito em 2.3.1.4, utilizando-se o nitrito de sodio na
concentracio de 0,7% e procedendo-se a hemolise do material apos
incubacdao em banho-maria a 37°C, pelos periodos de 60, 90 e 120
minutos. Os testes foram realizados em duplicata e a leitura da
quantidade de metahemoglobina foi obtida em especttrofotometro

SPECORD UV-VIS, calculando-se, a seguir, a capacidade de redu

¢ao pelo azul de metileno.
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2.3.2. Estudo "in vitro" da agao da clindamicina sobnre
hemdcias humanas normais

A finalidade deste experimento foi verificar o
possivel efeito da clindamicina quando pré-incubada com hema
cias humanas normais lavadas, sobre a quantidade de metahemoglo
bina produzida pelo nitrito de sddio e pela capacidade de redu
cao do azul de metileno.

Apds a coleta do sangue, a determinagao do volu
me globular e das taxas de hemoglobina, antes e depois da retl
rada do plasma, lavagem das hemacias e ressuspensao em tampao
Tris, NaCl, glicose, pH 7,45 , foram diluidos 9,5 ml dehemacias
lavadas para 0,5 ml de solugao de clindamicina a 0,3% wutilizan
do-se, para o controle, solugao de glicose a 5%.

Os tubos de controle e os com clindamicina foram
pré-incubados em banho-maria a 37°C durante 1, 3 e 5 horas, Tes
pectivaménte. Apos cada periodo de pré—incubagﬁo, foi aplicado
o método padronizado para hem&cias lavadas, determinando-se a
quantidade de metahemoglobina e a capacidade de redugao pelo a
zul de metileno aos 60, 90 e 120 minutos de incubagao, em espec
trofotometro SPECORD UV-VIS, tanto nos tubos de controle quanto

nos tubos .com clindamicina.

2.3.3. Avaliacdo da prevaléncia da deficiencia de G6PD
em amosira da populagao de Humaita

A pesquisa de deficiencia de G6PD na amostra da
populagao de Humaita foi realizada pelo método de BREWER et

aliil’.
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2.3.4. Metodos utilizados panra padronizagao dos valores
| noxrmadis do volume gﬁobuﬂan,Adab taxas de hemoglo
bina e avaliacac da nedugao da metfahemoglobinape

La via das pentoses.

0 método utilizado para a dosagem das taxas de
hemoglobina foi o da cianometahemoglobinaSI. Para a determina
cao do volume globular foi utilizado o método do microhematocri
to°! e nos estudos de campo em Humaitd o método escolhido foi o
do macrohematécrit051. A avaliagdo da reducao da metahemoglobi

na pela via das pentoses fol realizada pelo método proposto pa

ra hemacias lavadas.

2.3.5. Esquemas de tratamento da malaria utilizados nos
doentes

Os doentes com diagndstico etioldgico de malaria
causada pelo Plasmodium faleciparum foram submetidos a Z esquemas

de tratamento46, que se acham expressos na Tabela 1.

TABELA 1. Distribuicdo dos doentes tratados pelos esquemas terapeuticos uti

lizados
DOENTES . o
ESQUEMAS DROGA TRATADOS DOSE 7 INTERVALOD  DURAGAD
e mg/kg/dia horas dias
Clindamicina 20 EV 12 3
a 10
Cloroquina 10 M 12 1
9 7,5 VO 12 2
b Clindamicina 10 20 EV 12 5

EV endovenoso IM = intramuscular VO = via oral
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Todos os doentes antes e apos o tratamento foram
submetidos aos segulntes exames subsidiarios: dosagem do volume

51

globularSI, avaliacao das taxas de hemoglobina e contagem de

reticulocitos pelo método do azul cresil brilhante51.

2.3.6. Avaliacdo da deficilneia de G6PD nos doentes com

malaria

A avaliacdo da deficiéncia de G6PD nos doentes
com diagnéstico.etiolégico de malaria causada pelo Plasmodium
faleiparum e tratados por ambos os esquemas terapeuticos foi

feita pelo método de BREWER et aliil’, antes do tratamento.

2.3.7. Avaliagao da nredugao da metahemoglobina pela via
das pentoses nos doentes com malaria

Nos doentes com diagndstico etioldgico de malaria
causada pelo Plasmodium faleiparum, tratados por ambos os esque
mas, procedeu-se a avaliagao da reducao da metahemoglobina pela
via das pentoses pelo método padronizado para hemacias lavadas,
antes e ap0s o tratamento.

A leitura das dosagens de metahemoglobina foi rea
lizada aos 60, 120, 180 e 240 minutos de incubagao, em espectro
fotometro SPECTRONIC 70, com conversor digital LD 100. No final
foi calculada a capacidade de redugao pelo azul de metileno e

comparado em relagao aos esquemas terapeuticos.

2.3.8. Metodos estatisticos

A andlise estatistica foi efetuada para verifi




28.
car a comparacao de Z médias, usando-se o teste ''t'", cuja esta
tistica calculada foi apresentada acompanhada de seu respectivo

nivel de significancia (p), em 2 situagoes:

a) Para amostras independentes:

verificacao do efeito do sexo: Tabelas 5 e 7;

- verificacao do efeito do volume globular e da hemoglobi

na no pos-tratamento: Tabela 12;

- verificacdo do efeito do pré e pos-tratamento em  rela

cao aos reticulocitos: Tabela 12;

- verificacao do efeito doesquema de tratamento em relagao
aos tempos de incubagao no pos-tratamento: Tabelas 14,
16 e 18.

b) Para amostras dependentes:

- verificagao do efeito dos tempos de incubagao: Tabelas
5e 7; '

- verificagfo do efeito do tratamento em relagao com volu

me globular, hemoglobina e reticulocitos: Tabela 12;

- verificagao do efeito do tratamento em relacao aos tem

pos de incubagao: Tabelas 14, 16 e 18.

Para a comparagao de mais de 2 medias, conside
rou-se experimento inteiramente casualizado, utilizando a anali
se de variancia, cuja estatistica "F" foi confrontada com  seu
respectivo valor critico para o = 0,05. No caso desta estatisti
ca resultar significativa calculou-se o contraste entre pares
de média, cuja significancia foi verificada determinando a dife
renga minima significativa (A) pelo método de Tukey. Esta anali

se foi empregada para:
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- verificagao do efeito do volume globular e da hemoglobina
em individuos normais e doentes antes dos tratamentos a e
b: Tabela 12;

- verificacao do efeito do tempo de incubagao em individuos
normais e doentes antes dos tratamentos a e b: Tabelas 14,
16 e 18. ‘

Para verificar a prevaléncia de deficiencia de
glicose-6-fosfato desidrogenase nos individuos normais e doen
tes com malaria, foi calculada a estatistica x? para a hipotese
Ho: nao existe associagao entre malaria e deficiencia de glico
se-6-fosfato desidrogenase (Tabela 11).

0 efeito da clindamicina "in vitro" sobre hema
cias humanas normais foi analisado estatisticamente, consideran

do-se um fatorial inteiramente casualizado, onde os fatores sao:

Fator A: tratamento - grupo controle e clindamicina.
Fator B: tempo de pré-incubagao: 1 hora, 3 horas e 5 horas.

)
Fator C: tempo de incubag@o: 60 minutos, 90 minutos e 120 mi

nutos.

Foram estudadas 6 repeticoes em cada combinagao
de tratamento.

Na analise foram verificados os efeitos de 1inte
racoes triplas, interacoes duplas e efeitos principais dos fato
res. A estatistica "F" caiculada em cada caso foi comparada com
seu respectivo valor critico para a = 0,05. No caso de resultar
efeito significativo, a analise de variancia foi complementada
com as comparagoes entre as médias efetuadas pelo processo de
Tukey, calculando-se a diferenga minima significativa (4) (Tabe

la 9).
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Para verificar a dependencia entre 2 variaveis

foi efetuado o estudo de regressao linear obtendo-se a equagao
ajustada, o coeficiente de correlacao linear (r) e o coeficien

te de determinacao (rz). Este estudo foi realizado para:

- quantidade de metahemoglobina (Y), como fungao da quantida

de de hemoglobina (X) em sangue total (Grafico 6);

- quantidade de metahemoglobina (Y), como fungao da quantida
de de hemoglobina (X) em hemacias lavadas (Grafico 6);

- quantidade de hemoglobina (Y), como funcao do tipo de bago
(X). Neste caso, foi efetuado o estudo com a transformagao

logaritmica da variavel dependente (lnY) (Grafico 7).

Os testes estatisticos foram efetuados de acordo

com SNEDECOR & COCHRAN®”.
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3. RESULTADOS

3.1. Padronizacdo do Metodo para Avaliacao da Redugaoc da HMe
tahemoglobina pela Via das Pentoses

3.1.1. Avaliacao da quantidade ideal de nitrito de s0dio

-

Os 4 individuos estudados apresentaram me

dia de volume globular de 44,75+ 4,5% e taxa de hemoglobina to
tal media de 13,74+ 2,52 .g%, correspondente a 27,48+ 5,04 mg/
200 microlitros.

Os resultados da quantidade de metahemoglobina e
da capacidade de redugao do azul de metileno acham-se expressos

na Tabela 2 e no Grafico 1. A anilise dessa tabela e do grafico

respectivo permite tecer as seguintes consideracoes:

TABELA 2. Avaliagao da concentragac ideal de nitrito de sédio, em fungao da quantidade de metahemoglobina e
capacidade de redugac pelo azul de metileno, no sangue total de 4 individuos, apds 3 nores de incu

bagao.
;??;i?;RgAgﬂb% - 'QEANTIDADE DE ”ETAHEMOGLS?,NQ — CAPACIDAOE e RESUCAD

g% % ™/ /200 pl % mg/200 pl N

0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0.00
0,1 4,83 1,331 0,17 3,49 0,96 % 0,06 27.81¢5,92
0,2 13,17 3,622 0,78 3,71 1,02%0,15 71,82 % 5,80
0,3 21,87 §,01% 1,31 3,71 1,02%0,22 83,02 + 3,67
0,4 33,44 9,19+ 2,88 4,36 1,20+0,24 86,94 % 3,16
0,5 41,37 11,37+ 2,76 4,36 1,20+ 0,17 89,44 + 1,66
0.8 46,36 12,74+ 2,33 4,25 1,1720,21 90,81 £ 1,81
0.7 55,45 15,24 ¢ 3,25 4,94 1,362 0,26 91,07 £1,12
0.8 58,55 16,09 ¢ 2,90 4,80 1,322 0,36 91,78 1,75
0,9 70,08 19,264 3,28 €,44 1,77+ 0,39 96,80 1,35
1.0 70,19 19,29 ¢ 3,71 6,91 1,90+ 0,65 90,15 * 1, 80
1,1 73,28 20,14 ¢ 3,49 7.67 2,1120,77 89,52 2,81
1,2 76,96 21,15% 4,26 10, 84 2,98%1,17 85,91 £ 4,1€
1.3 86,09 23,66 + 4,56 17,13 4,71+2,12 80,08 £ 9,86
1.4 86,57 23,79+ 4,848 18,30 5,03+2,17 76,85 £5,78
1,5 67,00 23,91¢ 4,47 23,83 6,552 2,90 72,60 12,25
2,0 83,15 25,60%5,30 56,51 15,53 5,04 39,06 £17,12

NS = Nitrito de sédio 5 G = Glirose ; AZ = Azul de metilano
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Grafico 1 : Avaliagio da concentragdo ideal de nitrito de sodio, em  fungao
da capacidade de redugao da metahemoglobina pelo azul de metile
no, no sangue total de 4 individuos estudados.

A quantidade de metahemoglobina produzida pelo
nitrito de sodio aumentou de 1,33 mg/200ul com concentracao de
0,1% de nitrito de sodio, para 25,60 mg/200 pl com concentracao
de 2,0% de nitrito de sodio. Quando se ativou a via das pento
ses com azul de metileno, a quantidade de metahemoglobina 'aprg
sentou valor de 0,96 mg/200 pl para a concentragao de 0,1% de
nitrito de sodio, crescendo até 15,53 mg/200 pl para a concen
tracao de 2,0% de nitrito de sodio.

A capacidade de redugao pelo azul de metileno
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apresentou valor inicial de 27,81% para 0,1% de concentracao de
nitrito de so6dio. Os valores cresceram até atingirem a concen
tragao de 0,5% de nitrito de sodio, equivalentes a capacidade

de reducgao pelo azul de metileno de 89,44%, mantendo-se, a se

guir, constante até a conceqtragéo de 1,1% de nitrito de sodio.
A partir de 1,2% de concentragao de nitrito de sodio houve de

créscimo dos valores, atingindo 39,06% de capacidade de redugao

-

pelo azul de metileno e 2,0% de concentracao de nitrito de so

dio.

3.1.2. Avatiagao do tempo ideal de incubagaoc no sangue
total

Os 2 individuos estudados apresentaram média de

volume globular de 43,50 +2,12% e taxa de hemoglobina total mé

dia de 12,22 * 2,94 g%, correspondente a 24,44 * 5,88 mg/200 ul.
Os resultados da quantidade de metahemoglobina e

da capacidade de redugao pelo azul de metileno encontram-se ex

pressos na Tabela 3 e Graficos 2 e 3. A analise desta tabela e

dos graficos respectivos permite considerar que a quantidade de

TABELA 3. Cinética de formagao de metahemoglobina pelo nitrito de sodio e
redugao desta pelo azul de metileno, no sangue total de 2 1nd1vi
duos.

- £
SR ST S —

{minutos) % mg/200 ul % mg/200 vl b
0 14,70 3,80 14,44 3,52 2,22
15 3G,29 7,72 27,85 6,98 9,45
30 36,18 8,20 27,08 6,57 28,58
45 44,37 11,11 20,52 4,89 44,01
60 45,52 11,30 12,85 2,89 73,53
75 50,50 12,22 9,34 2,13 82,56
S0 51,75 12,85 6,37 1,44 88,61
105 53,28 12,99 4,84 1,11 81,45
120 54,67 13,50 4,57 4,07 82,07
135 56, 96 13,86 4,24 0, ss 52,85
150 57,21 13,87 4,30 1,00 8z,79
165 57,18 13,87 3,55 0,886 83,78
180 57,54 14,02 3,74 0,80 53,58
185 56, 89 13,80 3,27 0,78 94, 34
210 57,8¢ 13,95 4,186 4,00 87,83

NS = Nitrito de sodio; G = Glicose ; AZ = Azul de metileno
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metahemoglobina produzida pelo nitrito de sodio foi de 3,60 mg/
200 1 no tempo zero. Este valor cresceu atée 90 minutos de incu
bagcao e manteve-se constante até 210 minutos, equivalente a
13,95 mg/200 ul. Quando a via das pentoses foi ativada com azul
de metileno,no tempo zero observou-se 3,52 mg/200 pl de met?hg
moglobina, hayendo aumento do valor até 30 minutos da incubacao,
quando a metahemoglobina atingiu a taxa de 6,57 mg/200 ul. A par

tir dai houve decréscimo e a partir de 90 minutos de incubagao

a quantidade de metahemoglobina tornou-se praticamente constante.
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Grafico 2 : Cinética da formagao de metahemoglobina pele nitrito de sodio
(curva 2) e da redugao desta pelo azul de metileno (curva 1) no

sangue total.
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Grafico 3 : Cinética da capacidade de reducao da metahemoglcobina pelo azul
de metileno no sangue total.

A capacidade de redugao pelo azul de metileno
no tempo zero foi 2,22%. A partir dos 90 minutos de tempo de in
cubacao a capacidade de redugao manteve-se praticamente constan

te, registrando-se 92,83% aos 210 minutos de incubagao.
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3.1.3. Avatiacao do tempo ideal de 4incubagao em hemacias
Lavadas

Os 2 individuos estudados apresentaram, antes de
proceder a retirada total do plasma, média de volume  globular
de 45,50 + 2,12% e ap0s.46,50 £°0,70%. A hemoglobina total média e
a hemoglobina média referida em 200 ul, apresentaram valores 1
pectivamente de 14,20 + 0,84 g% e 28,40 + 1,69 mg/200 pl, antes e

apos a retirada total do plasma.
Os resultados deste experimento encontram-se na

Tabela 4 e graficos 4 e 5. A analise da tabela e dos graficos

respectivos permite

TABELA 4. Cinétice da formagdo de metahemoglobina pelo nitrito de sédio e considerar que a
redugao desta pelo azwl de metileno, em hemacias lavadas de 2 in
dividuos.

quantidade de meta

TEMPO " DE QUANTIDADE DE METAHEMOGLOBINA

CAPACIDAQE DE
INCUBAGAD NS+ G NS + G+ AZ REDUE‘RO . .
{minutos) % mg/200 Wl T mg/200 b hemoglobina produzi
0 22.60 6,44 22,44 8,33 0.77 da pelo nitrito de
15 48,69 10,12 31,83 9,08 10,17
.8 15,3 41,55 11, 84 22,66 -
> o35 ' ' sodio no tempo zero
a5 60,47 17.21 28,70 8,18 52,46
60 64,66 18,41 8,85 2,52 86,31 i
75 67,00 18,08 2,26 0,64 96, 64 foi de 6,44 mg/200
80 69, 86 18,75 3,03 0,86 85,64
120 67,22 19,15 3,74 1,34 93,00 pl. Este valor cres
NS = Nitrito de s6dio ; G = Glicose ; AZ = Azul de metileno ceu até 75 minutos

de incubacao, oca
siao em que se registrou’19,08 mg/200 pl, mantendo-se constante
até 120 minutos, quando se obteve o valor de 19,15 mg/ZOO pl. A
tivada a via das pentoses com azul de metileno, a quantidade de
metahemoglobina no tempo zero foi de 6,39 mg/200 pl, crescendo
até os 30 minutos de incubagao, quando se obteve o valor de
11,84 mg/200 pl havendo, a seguilr, queda, registrando-se aos 60
minutos 2,52 mg/200 pl e aos 120 minutos, 1,34 ﬁg/ZOO ul.
A capacidade de redugdo pelo azul de metileno ob

servada no tempo zero foi de 9,77%, cresceu ate atingir 86,31%
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em 60 minutos de incubacdao e estabilizou a partir dos 75 minu

tos, quando foil registrado 96,64%.

.
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Grafico 4 : Cinética da formagao de metahemoglobina pelo nitrito de sodio

(curva 2) e da reducao desta pelo azul de metileno (curva 1} em
hemacias lavadas.
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Grafico 5 : Cinética da capacidade de redugao da metahemoglobina pelo azul
de metileno em hemacias lavadas.

3.1.4. Padronizacao dos valores normais do metodo para

sangue total

Os resultados dos 44 individuos estudados encon
tram-se nas Tabelas 5 e 6. A analise destas tabelas permite con
siderar que o volume globular, a hemoglobina total e a hemoglo
bina referida em 200 ul foram maiores nos individuos do sexo mas

culino, quando comparados com OS do sexo feminino.




B TABELA 5. Distribuigdo do volume globular, hemoglobina, quantidade de metahemoglobina & capacidade de redugdo pelo azul de metileno, no sangue total de
44 individuos normais de acorde com o sexo.

QUANTIDADE DE METAHEMOGLOBINA

£
A B . - CAPAC IOADE (E REDUCAQ
VOLUME HEMOGLOBTNA
SEXD GLOBULAR  TOTAL :gmgﬁbggéNq NS + G NS + G » AZ TEMPD DE  INCUBACAD
% £ g/200u TEMPD DE INCUBACAD TEMPD DE INCUBAGAD :
. 30 minutos 120 minutos
890 minutos 120 minutos 90 minutos 120 minutos
% mg/200p1 % mg/20041 % mg/200ul % mg/200ul
MASCULIND
I 46,68+2,12  14,33#1,10  28,66:2,20 53,16 15,13+1,84 55,75 15,3881,94 4,57 1,30%0,32 4,70 1,32:0,19  91,37¢2,01  91,48%1,50
FEMININD
11 42,4584,99  12,37+1,26  24,74%2,52 56,41 13,93:1,47 8,38 14,46:2,01 6,20 1,52+0,54 5,71 1,40%0,28  83,02¢3,B4  90,20t1,76

NS = Nitrito de sddio

: G = Glicose ; AZ = Azul de metileno

TABELA B. Andliss estatistica, pelo teste "t" dos resultedos expressos na Tabela S.

)

Teste "t” independente AI x AII BI x BII €901 x C90II C1201 x C1201T DSOT x DSOII 01201 x D1201I ESOI x ESOII E1201 x E12011
I xII t = 6,81% t = 5,54% t = 2,54% t = 2,57% t o= 1,71 t = 1,13 t = 2,77% t = 2,62*

N{vel de significancia p <0,01 p < 0,01 0,01<p< 0,05} 0,01<p<0,05 0,05<p<0,10| 0,20<p <0,30 p = 0,01 0,01<p<0,05

Comentarios AL > AII 81 > BII C90I > C90IT €1201 > C12011 0901 = D90II D120 = D1201I E90I > E90II €1201 > E12011

Teste "t" dependente

€901 x C1201

C90II x C1201I

0901 x D120I

030II x D1201I

€90I x E120I

€901I x E1201I

90 x 120 t = 4,25% t = 2,19% t = 0,42 t =~1,31 t =0,35 t = 1,82
Nivel de significéncia p < 0,01 0,01 <p<0,05 p > 0,50 0,30<p<0,20 p > 0,50 0,05<p<0,10
Comentarios C90II < C12011 0801 = D1201 09011 = D1201II €80T = £1201 ES0II = E120IT

€901 < C1201

*significativo para a = 0,05.

‘6¢
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A quantidade de metahemoglobina, produzida pelo
nitrito de sodio aos 90 e aos 120 minutos de tempo de incubagao,
foi maior nos individuos do sexo masculino, em relagao aos do
sexo feminino. Quando se comparou o tempo de incubagao em rela
cao ao sexo, a quantidade de metahemoglobina foi maior aos 120
minutos, tanto nos individuos do sexo masculino quanto nos do fe
minino. Houve correlacao positiva (r = 0,72) quando se comparou
a quantidade de metahemoglobina formada aos 90 minutos de incu
bacao com a quantidade inicial de hemoglobina (Grafico 6). Quan
do se ativou a via das pentoses com azul de metileno nao houve
diferenca estatisticamente significativa, quer aos 90 minutos,
quer aos 120 minutos de incubagao, comparando-se 0 seXxo masculi
no com o feminino. Também nao houve diferenga estatistica quan
do se comparou o tempo de incubagao, tanto nos individuos do se
xo masculino, quanto nos do feminino.

A capacidade de redugao pelo azul de metileno ,
aos 90 minutos e aos 120 minutos de incubagao foi maior nos in
dividuos do sexo masculino. Quando se comparou o tempo de incu
bagao, nao houve diferenga estatisticamente significativa, tan

to no sexo masculino, quanto no feminino.
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25,
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Grafico 6 : Correlagao entre a quantidade de metahemoglobina formada pelo
nitrito de sodio acs 90 minutos de incubagao, como fungao da
quantidade de hemoglobina no sangue total de 44 individuos nor
mais e em hemacias lavadas de 12 individuos normais. N

3.1.5. Padrondizacao dos valores normais do metodo para

| hemacias Lavadas
Os resultados dos 12.individuos estudados encon
tram-se nas Tabelas 7 e 8. A analise destas tabelas permite con
siderar que o volume globular, a hemoglobina total e a hemoglobli
na referida em 200 ul, apSS a retirada do plasma, foram maiores

nos individuos do sexo masculino, quando comparados com Os do

feminino.




TABELA 7. Distribuigdo do velume glo

bular, hemoglobina, quantidade de metahemoglobina

e capacidade de redugdo pelo azul de metileno, em hemacias lavadas de 12 indiv{duos normais de acordo com o

saxgo. -
QUANTIDADE DE METAHEMOGLOBINA £
A 8 C 0 CAPACIDADE DE REODUCAO
VOLUME  HEMOGLOBINA o oo NS + G NS » G+ AZ
SEX0 GLOBULAR  TOTAL am mg/200y1 TEMPO DE INCUBAGAQ TEMPQ OE INCUBAGAO TEMPO DE INCUBAGAD
% g%
60 minutos 80 minutos 120 minutos 60 minutos 90 minutos 120 minutos 60 minutos 80 minutos 120 minutos
—_—
% mg/200ul % mg/200u1l % mg/200u1 % mg/200ul % mg/200ul % mg/ 200 1l % % %
MASCULINO
b 47,1612,56 15,13+0,85 30,56%1,74 60,40 18,46%0,80 69,85 21,34:2,11 68,09 20,8140,94 5,66 1,73:0,53 3,35 1,04+0.44 3,43 1,0540,43 90,6223,22  95,17%1,73 95,00%1,84
FEMINING _ ]
II 40,5024,50 12,72%#1,70  25,56%3,80 64,00 16,36:2,19 77,67 19,42¢2,72 73,04 18,67¢1,76 10,48 2,68%1,16 3,90 0,95:0,12 4,30 1,10%0,67 2,4143,02  94,9641,05 94,1853,10
NS = Nitrito de sédic : G = Glicose ; AZ = Azul de metileno

TABELA 8. Analise estat{stica, pelo

teste "t" dos resultados expressos na Tabela 7.

Teste "t* AT x ALI|BIx BII |CB0Ix CSOTI | CI01x C90TT |C1201x C12011| DBOT x D6OII | D90T x DIOIT | D120T x DA20II | E6OT x EGOII | €901 x EQOIT| E120T x £12011
1"3929;fe”te t=2,89%t<3,69% | t - 2,29% | t = 1,36 t = 2,58% t = 1,94 t = 0,48 t = 0,15 t =2,29%* | t=0.25 | t=~0,55
Nivel de_ D,01<p<0,05/p < 0,01 | p = 0,05 |0,20<p<0,30 |0,01<p<0,05 | 0,05<p<0,10} p > 0,50 p > 0,80 0,05¢p<0,16| p>0,80 p>0,80
significancia” 05 . 0 , . . . . . . , .

Comentérios AI>AII|BI >BIT |C60I >C60II | €90 = CI0TL |C120T> C120T1| DBOT = DBOII | DIOT = DIOIT | 01207 » 012011 | E60T > EBOTT | E90T-E9OIT |E1201 = E12011
Tnste "t"

dapendante Cr CII ot 01t El EII

50x30x120

Comantarics 60< (90= 120) | 6O < (90 + 120) | 60 = 90 = 120 | 60 > (90 = 120) | 60 < (30 = 120) | 60 < (30 = 120)

*sigrificative para a = 0,05

A
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As quantidades de metahemoglobina produzidas pe
lo nitrito de sodio, aos 60 minutos e aos 120 minutos de tempo
de incubacao, foram maiores nos individuos do sexo masculino em
relacdo aos do feminino. Nao houve diferenga significativa, aos
90 minutos de incubacao. Quando se comparou o tempo de incuba
cao em relagdo ao sexo, os valores aos 90 minutos e 120 minutos
foram semelhantes, tanto no sexo masculino quanto no feminino
porém, ambos foram maiores que o obtido aos 60 minutos. Houve
correlacao positiva {(r = 0,72), quando se comparou a quantidade
de metahemoglobina formada aos 90 minutos de incubacao, com a
quantidade inicial de hemoglobina (Gréfico 6). Quando se ativou
a via das pentoses com azul de metileno, as quantidades de meta
hemoglobina aos 60, 90 e 120 minutos de ‘incubagao foram seme
lhantes, comparando-se os individuos do sexo masculino com os do
feminino. Por outro lado, quando se comparou o tempo de incuba
¢ao, No Sexo mascﬁlino niao houve diferenga dos valores aos 60,
60 e 120 minutos de incubacao porém, no sexo feminino, aos 60
minutos de incubacao a quantidade de metahemoglobina foi maior
que a obtida aos 90 e 120 minutos. Os valores aos 90 e 120 minu
tos de incubacao foram semelhantes.

Os valores para a capacidade de reducao pelo azul
de metileno aos 60 minutos foram maiores nos individuos do sexo
‘masculino, entretanto, aos 90 e 120 minutos foram semelhantes
para ambos os sexos. Quando se comparou O tempo de incubacao, a
capacidade de redugao foi meﬁor aos 60 minutos, tanto no seXxo
masculino, quanto no‘feminino. Aos 90 e aos 120 minutos de incu

bagao, os valores foram semelhantes em ambos os sexos.
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3.7. Estudo "in vitro" da acdo da Clindamicina sobre Hema
cias Humanas Normadsd
Os resultados obtidos nos 6 individuos  normais
revelaram os seguintes valores médios de volume globular ede ta

xa de hemoglobina, antes e apos a retirada total do plasma:

RETIRADA TOTAL DO PLASMA

EXATE Antes Apas
Volume globular (%) 44,40+4,15 47,40*2,60
Hemoglobina total (g%) 13,961,614 14,01+1,60
Hemoglobina em mg/200 ul 27,92+3,23 28,023, 21

Os resultados deste estudo encontram-se  €Xpres
sos nas Tabelas 9 e 10. A analise destas tabelas permite consi
derar que a clindamicina, independente do tempo de pré-incuba
cao, nao exerceu efeito significativo sobre a quantidade de me
tahemoglobina produzida pelo nitrito de §édio, quer aos 60,quer
aos 90, quer aos 120 minutos de incubacgao.

Em relacao ao tempo de incubacao, verificou-se
que a quantidade de metahemoglobina produzida pelo nitrito de
sddio foi menor aos 60 minutos, quando comparada com as obtidas
aos 90 e 120 minutos, qualquer que tenha sido o tempo de pré-in
cubagao, isto €, 1,3 ou5 horas. As quantidades de metahemoglobi
na, obtidas aos 90 e aos 120 minutos de incubacao, foram seme
lhantes.

Quando se ativou a via das pentoses com azul de
metileno, nao houve diferenga na quantidade de metahemoglobina,
tanto no grupo controle, quanto nas hemacias pré-incubadas com

clindamicina. A quantidade de metahemoglobina, em relagao ao tem




TABELA 9. Efaito da clindamicina pré-incubeda com hemacias lavadas de & individuos normais, sobre a quantidade de metahemoglobina s capacidades de redy
¢ao pelo azul de metilenc. -

TEMPO DE PRE-INCUBAGAQ

1 hora ‘ 3 horas S horas
TEMPC DE

INCUBAGAQ QUANTIDADE DE QUANTIDADE DE QUANTIDADE OE
TAHEMOGLOBINA CAPACIDADE METAHEMOGLOBINA____ CAPACIDADE METAHEMOGLOBINA CAPACIDALE
NS+ G NS+ Ge Az UE REDUCAO S G NS + G+ AZ DE REDUCAO NS+ G NS +Gepz & PEUUCAO

mg/200 ul mg/200p 1 ) mg /200 ul mg/200 ul e mg/200 ul mg/200 pl )

60 Controle 17,74%1,36  2,90%1,66  83,10%10,72 17,49$2,20  3,01%2,66  B81,54+17,90 18,82+¢1,556  4,06%1,88 77,82+11,45
minutos Clindamicina 18,32:0,72  3,39%#1,80  B81,04%10,81 17,52¢2,18  3,45%2,53  79,37%15,65 18,37£1,41  4,93%£2,10  72,26¢13,91
30 Controle 19,22+2,54  1,02¢0,57  95,99+2,03 19,61+1,83  1,16%1,01  96,19% 1,90 19,07#2,36  1,44%1,20 95,17+ 0,43
minutos Clindamicina 18,53¢1,73  0,91:0,25 95,08+1,20 19,73%2,73 1,040,170 94,65¢ 0,73 20,11£2,61  1,0140,16 94,94 0,41
120 Controle 19,37£2,23  1,43:0,76  94,53%1,92 20,15%1,93  1,23#0,40 95,11t 1,82 19,96%2,34  1,41%1,23  95,54% 1,13
minutos Clindamicina 20,15%1,89  1,05%0,04  94,70+0,53 20,63+¢2,57 0,9840,35 95,18+ 1,63 20,29¢2,75 0,85%0,21 85,80 0,86

NS = Nitrito de sodio : G = Glicose ; AZ = Azul de metileno

TABELA 10.AnAlise estatistica, pelo teste "F” dos resultados, expressos na Tabela 3.

F  CALCULADO
TORI RIA - T AR
FATORES OF VARIAGAD € INTERACOES QUANT IDADE DE METAHEMOGLOBINA CAPACIDADE F crftico COMENTARIOS
NS + G NS + G + AZ DE REDUGAD

Efeito da Clindamicina A 0,31 0,01 g, 82 3,84 (1) Nao ocorre Interagoes significativas entre os
Efeito do temo de pré-incubagao B 0,51 1.26 0,72 2,99 fatores.

- felt ificati do t de { -
Efeito do tempo de incubagia © 7.19% 33,68% 40,28% 2,99 (2 EZiiﬁg efelto significativo do tempo de incu
Interagao A x B 0,01 0,03 0,08 2,99 2.1. Quantidade de metahemoglobina

. 2.1.1. NS + G

IntRragas A x C g, 11 1.158 0,24 2.99 60 < ( 90 = 120}
Interagdo B x C 0.40 0,97 0,73 2.37 2.1.2. NS + G + AZ
Interacao A x B x C 0,27 0,07 0,12 2,37 60 > ( 30 ~ 1201

2.2, Capacidade da redugao
60 < ( 90 = 120)

(3) Nao existe efsito significativo da clindamici
na e do tempo de pré-incubagao.

*significativo para a = 0,05

Sy
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po de incubagao, foi maior aos 60 minutos, quando comparada com
as obtidas aos 90 e 120 minutos. A quantidade de metahemoglobi
na aos 90 minutos foi semelhante a obtida aés 120 minutos de in
cubacao. O tempo de pré-incubacao nao apresentou efeito signifi
cativo sobre a quantidade de metahemoglobina, tanto no grupo con
trole quanto no grupo pré-incubado com a clindamicina.

| A capacidade de reducao pelo azul de metileno nao
sofreu efeito da clindamicina. Esta foi menor aos 60 minutos de
incubacao, entretanto, aos 90 e 120 minutos os valores foram se
melhantes. Nao houve efeito do tempo de pré-incubagao, tanto no

grupo controle quanto no grupo pré-incubado com a clindamicina.

3.3. Avaliacao da Prevalencia da Deficiencia de G6PD em Amos
tha da Populacao de Humaita e em Doentes com Malaria

A pesquisa da deficiencia de G6PD na amostra da

populacdo de Humaita e nos doentes revelou que 7 (4,96%) eram

deficientes (Tabela 11). Destes, 5 eram do sexo feminino e 2 do

TABELA 11. Preva]éncia da deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (GS6PD), em amostra de popula-
gao de Humaita, constitufda de individuos normais e doentes com maléria causada pelo Plasmo-
dium faleiparwnm, de ecordo com a procedencia.

GSPD NAG DEFICIENTES DEFICIENTES TOTAL
PROCEDENCIA NY (%) N (%) N® (%)

Que nunce tiveram maléaria 63 ( 84,03) 4 (5,97) 67 (100, 00)
AMAZONENSES . -
Que tiveram ou estao ten

dc malaria 58 ( 95,08) 3 {4,92) 61 (100,00)

NAO

AMAZONENSES Que estao tendo malaria 13 {100, 00) 0 (0,00} 13 (100,00}

TOTAL 134 { 85,04) 7 (4,86) 141 {100,00)
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masculino. Em todos os doentes do sexo feminino o teste de BRE
WER et alii17 foi positivo, com comportamento do tipo heterozi
goto. Dos individuos deficientes, 4 eram amazonenzes que nunca
tiveram malaria; dos outros 3, 2 apresentavam a reagao de hema
glutinagao positiva com titulo 1/16 e o outro estava tendo mala
ria causada pelo Plasmodium falciparum, pela primelra vez, COM
hemaglutinacao passiva positiva, com titulo de 1/64. Nenhum dos

13 doentes nao amazonenses apresentou deficiencia de GO6PD.

3.4. Padrnonizacao dos Valores Normais de Volume GLobufarn e
Taxas de Hemoglobina

Os resultados expressos na Tabela 12 permitem

considerar que os individuos adultos do sexo masculino apresen

taram valores médios de volume globular de 48,91 +4,40% e taxas

de hemoglobina de 15,09 + 1,61 g%

3.5. Estudo C&inico e Evolutivo dos Doentes com Maldria
A esplenomegalia foi encontrada em 19 dos 20 doen
tes estudados. Houve predominio de esplenomegalia de grau 2, na

classificacao de HACKETT 1?27

. A evolugao clinica foi considera
da boa, com desaparecimento da sintomatologia no final do trata
mento para ambos os esquemas utilizados. A parasitemia assexua
da pbrém, desapareceu mails rapidamente nos individuos tratados
pelo esquema a, o que aconteceu por volta do terceiro dia. Hou
ve, entretanto, neste grupo, um doente que persistiu com parasi

temia assexuada até o quinto dia, isto €, por mais 2 dias alem

do término do tratamento. Em relacao ao esquema b, o desapareci



TABELA 12. Distribuigao dos valores do volume globular, das texas de hemoglobina e quantidade de reticuldcitos em ingivi
duos do sexo masculino normais e doentes com malarie causads pelo Plasmodiuwm Sfaleiparwn, antes e apOs o trate

mento.
PRE-TRATAMENTO A POS-TRATAMENTO B

INDIVE
puos = TRATAMENTO ! 2 3 ! 2 3

VOLUME GLOBULAR HEMOGLOBINA  RETICULOCITOS  VOLUME GLOBULAR  HEMOGLOBINA  RETICULOCITOS

. . TOTAL % % TOTAL %
8% g%
NORMALS T — 48,31 £ 4,40 15,09 £ 1,64 — - — —
ESQUEMA & +5 g1 R . . 41 88
ooenTes | o 36,90 6,93 11,60 £ 2,45 1,182 1,03 33,90 £ 5,89 10,514 1,88 0,84 40,53
com

MALARIA ESQUEMA b 36,30 44,76 11,52 % 1,68 0,84 % 0,80 33,30 ¢ 7,00 10,13+ 2,11 0,8240,49

TABELA 13. Analise estatistica pelos testes "F" e "t" dos resultedos expressos na Tabela 12.

Teste "F"
Feritico = 3,23
Al x AIT x AIII

A1I x A1II x A1III
Fcalc. = 31,36%

A21 x A2II x A2111
Fcalc. = 19,87*

Comentarios

A1 > (A1II = A1III}

A21 > (AZI1 =A2III}

Teste"t" dependente A11I x B1I11 AZ2IT1 x B2II | A3I1 x B3II A1I1IT x B1IIL A2I11 x B2ITI A3II1 x B3III
AxB t = 2,20 t = 2,85% t = 0,82 t = 1,25 t = 2,87% t = 1,08

Nivel de Significancia p > 0,05 p < 0,02 p > 0,40 p > 0,20 p < 0,02 p > 0,30

Comentérios A11T = B1II A211 > B211 A3I1 = B3I1 A1II1 = BATIIX A2111 > B2II1 A3II1 = B3Ill

Teste "t". independente
1T x II1

A311 x A3TII1
t = 0,09

B1IIx B1III
t = 0,21

B2I1x B2ITI
t = 0,42

B3II x B3I11
t = 0,09

Nivel de significancia

p > 0,50

p > 0,50

p > 0,50

p > 0,50

Comentarios

A3II = A3III

8111 =B1II1

8211 = B2T111

B31I = B3III

(*) significativo pera

a = 0,05

‘St
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mento da parasitemia foi mais demorado porém, estava ausente no

quinto dia, que coincide com o téermino do tratamento.

3.6. Comparagcao dos Valores do Volume GLobular, das Taxas de
Hemoglobina e Contagem de Reticulicitos nos Individuos
Normais e nos Doentes com Malania

A comparacao entre individuos normais de amostra
da populagao de Humaita e doentes com malaria revelou que tanto
os valores do volume globular quanto as taxas de hemoglobina fo
ram maiores nos individuos normais. Entre os doentes nao houve
diferenca na comparacao dos valores do volume globular e da ta
xa de hemoglobina antes do tratamento, para os 2 esquemas uti
lizados (Tabelas 12 e 13).

Os valores do volume globular e as taxas de hemo
globina foram maiores antes do tratamento,‘quando comparados can
os obtidos ap6s o tratameito. Apenas a hemoglobina, entretanto,
apresentou taxas com diferenca significativa, sem relagao com
0Ss esquemés utilizados.

Nao houve diferencga significativa na contagem de
reticulocitos, antes e apos o tratamento, qualquer que tenha si
do o esquema utilizado.

0 grau de'esplenomegalia em relacao a taxa de he
moglobina nos individuos da populagao normal e em doentes com
maldria estd representado no Grafico 7. A analise do Grafico 7

revela que a correlacao entre a taxa de hemoglobina e o grau de

esplenomegalia foi negativa.
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3.6. Aplicacao do Metodo Padronizado em Individuos Noamais e

em individuos normais e doentes com malaria acham-se

em Doentes com Mafaria Antes e Apos o Tratamento

Os resultados da aplicagao do método padronizado

expressos

nas Tabelas 14, 15,

16,

17,

18 e 19.

A Analise das Tabelas 14 e

15 permite tecer os seguintes comentarios:




rABELA 14. Distribuicdo da quantidade de metabemoglobina produzids pela adigao da nitrito de sodio em hemactaes lavadas da individuos do sexo masculino.
normals A dorntas com malaria causada pelo Plasmodium faletparum, antos e apds n tratamento.

PRE-TRATAMENTE A POS-TRATAMENTO B
— A TAMENTD QUANTIDADE DE METAHEMOGLOBINA  (mg/200ul & %) QUANTIOADE DE METAMEMOGLOBINA  (mg/200ul e %)
ouos S HEMOGLORINA HEMOGLOBINA
o mas200u1 TEMPO DE INCUBAGAD (minutos) o mer2a0nt TEMPO DE INCUBACAG (minutos)
60 120 180 240 50 120 180 240
22,82$1,75  13,90£1,91 15,01%¢1,07 16,68¢1,26 16,2121,42 - - - - -
NORMAIS 1 - . (68t1, (2151,
(100,00%) (60,91%)  (65,77%)  (73,08%)  (71,03%)
ESQUEMA ¢
0 25,77¢2,37  16,30£1,20 17,11%¢2,48 18,76+%,21 17,31%1,56 75,4783,51  14,84:2,94 16,37£¢2,57 15,77+¢2.22 14,85:1,43
(100,00%) (63,25%)  (66,39%)  (72,79%)  (69,49%) (100,00%} (58.26%)  (64,27%)  (61,91%)  (58,30%)
DOENTES |
com
MALARIA | esotema b ’ '
e 26,59%3,74  15,72£1,62 17.4B41,58 17,05¢2,13 15,60£2,39 25,48:2,92  14,95$2,33 16,15¢3,04 15,03¢3,94 15,33+3,28
(100, 00%) (59,11%)  (65,73%)  (64,12%)  (B2,42%) (100.00%} (58.67%)  (63,38%)  (58,98%)  (60,16%)

TABLLA 15, Andlise witatistica pelos testms "F" e "t* dos resultados expressos na Tabela 14,

Teste "F" AGUT x ABOII x ABOIIIL A1201 x A12011 x A1201II A180I x A180IT x A180III A2401 x A240I1 x A240I1I
Ferftico = 3,44 . « . . . .

AL x ALL x ALLI Fcale 4,66 Fcalc 3.07 Fcalc 3,82 Fcalc 1,76
Comentarios ABOII > ABOIL A1201 = A120II = A1201I1I A180II > A1B0I A2401 = AZ240I1 = A240I1I

Teste "t" dependenta AG0IT x BEOII | AGOTIIx B6OIII | A120IIx B120I1 | A120IITx B120TII | A180IIx B180II | A180ITL x B180ITI | AZ40II x 824011 | A240111 x B240ITL
AIlx BII e AIITIx BIII t = 1,61 t = 1,08 t =0,72 t = 1,43 t = 4,33% t = 1,56 t = 4,05% t = 0,94
Nfvel de significancia p > 0,10 p > 0,30 p > 0,40 p > 0,20 p < 0,001 p >0,20 p < 0,001 p > 0,30
Comentarios ABOTI = B6OITI | ABOIII = B60ITI | A1201I = B120I1 | A120I1I = 8120111 | A180I1> B180II | A180TIT = B18OIIT | A240TI > 824011 | A2401I1 = B240III
[
Teste ™ ! BEGIT x BSOTII 812011 x B120{II 818011 x B18OIII B240I1 x B240III

BITI x BIII t = 0,09 t =0,17 t = 0,50 t = 0,41
t{vel da signifloincia p > 0,50 p > 0,50 p > 0,50 p > 0,50
Comentarios B60II = B6OIII B8120I1 = B120IIL B8180II = B180ITIL B240T1 = B24011I1

*significativo para a = 0,05.

"1S



rABELA 16. Distribuicao da quantidade de metahemoglobina apds incubagao com nitrito de sddio, glicose e azul de metileno, em hemacias lavadas de indivi
duos do sexo masculino,normais e doentes com malaria causada pelo Plasmodiwn falciparwm,antes = apds o tratamento.

PRE-TRATAMENTO A

POS-TRATAMENTO B

NOIVE

QUANTIDADE DE METAHEMOGLOBINA

(mg/200ul e %)

QUANTIDADE DE METAHEMOGLCBINA

(mg/200ul e %)

s TRATAMENTQ
HEMOGLOBINA HEMOGLOBINA
o mg/20001 TEMPO DE INCUBAGAD (minutos) o mas 20001 TEMPO DE INCUBAGAC (minutas)
50 120 180 240 80 120 180 240
NORMALS 1 " 22,8281,75  2,39%1,24  1,45£0,25  1,4320,51  1,54%0,50 H - - - H
(100,00%) (10,47%) (6,35%) (6,26%} (6,74%)
ESQUE?? 3 25,77£2,37 1,78+0,93  1,46%0,66  1,54%0,52 1,77+0,92 25,47+3,51 1,62¢0,85 1,09+0,33  1,36:0,52 1,45+0,56
(100, 00%) {6,90%) (5,66%) (5,97%) (6,86%) (100,00%) (6,36%) ta,27%) (5,33%) (5,69%)
DOENTES
com
MALARIA
ESQUEMA b 26,59+3,74  2,25:1,54 1,47:0,75 1,66%0,53  1,41£0,47 25.48£2,92 1,59%1,03  1,26%0,38  1,53t0,61 1,76:0,77
1 (100.00%) (8,46%) (5,52%) (6,24%) (5,30%) {100,00%) (6,24%) (4,94%) (6,00%) (5,90%)

TABELA 17, Analise

estat{stica pelos testes "F" & “t” dos resultados expressos na Tabela 16

Teste "F"
Feritico = 3,44
Al x AIl x AIIL

ABOI x ABOII x ABOIIIL
Fcalc = 0,65

A120I x A12011

Fcalc = 0,06

A180I x A180II x A1801II
fFcalc = 0,53

x A120III

A2401 x A240I1 x A240ITI
Fcalc = 0.9

Comentarios AB0I = ABOII = AGOIIL A1201 = A120II = A120II1 A1801 = A180II = A180III AZ40T = A24011 = A240III

Teste "t" dependente | ABOII x B6OIT ABOIII x BEOITI | A1201Ix B120II | A120IIIx B120III | A1801Ix B1601L A180ITI x B180TIT | A24011x B240I1 | A240II1x B24011I
AIIxBII e AITIXBIII t = 0,40 t = 1,33 t = 1,88 t = 0,87 t = 0,85 t = 0,46 t = 0,94 t = 1,07
Nivel ce significancla p > 0,50 p > 0,20 0.05<p<0,10 p = 0,40 p > 0,40 p > 0,50 g > 0,30 p > 0,30
Comentarios AGOTII = B6OIL ABOIII = B60I1I | A1201I = 812017 | A120TII = B120III | A180IT = B18011 A180II1 » B180III | AZ4011 ~ B240II | A240I1I = B24011I

Teste "t" independente BEOII x BEOIII B12011 x B120[11I B180II x B180ITI B2401II x B2401I1I
BII x BIII t = 0,07 t = 1,086 t = 0,66 t = 1,04

N{vel de significadncia p > 0,50 p = 0,30 p > 0,50 p > 0.50

Comentarios B60II = B6OIII 812011 = B8120I1I 818011 = B180IIL B240II = B240ITI




TABELA 18. Distribuigaoc da capacidade de reduqéo da metahemoglobina pelo azul des metileno em hemacias lavadas, de individuos do sexo
masculino,normais e doentes com malaria causada pelo Plasmodium falciparum, antes e apos o tratamento.
CAPACIDADE ‘OE REDUCGAO %
RE - -
INOIVI PRE-TRATAMENTO A POS-TRATAMENTO B
- TRATAMENTO
JU0S TEMPO DE INCUBAGAD (minutos) TEMPO DE INCUBAGAO (minutos)
60 120 180 240 1Zd 180 240
NORMAIS I = 82.54£10,04 89,49+1,54 89,84%+2,78  88,65:3,89 = L] H
ESQUEMA o
II 88,77+ 7.11 90,86%4,42 890,58+£3,03 89,06+6,00 87,44%10,17 92,681%1,80 90,62%3,42 90,17+3,68
JOENTES
com
TALARIA | EgguEMA b
III 85,27%#10,59 90,49+4,95 89,18+3,99 81,04£2,76 89,20+ 6,92 91,30%2,91 89,44+4,42 89,38+5,03

TABELA 19. Analise estatistica pelos testes "F" e "t" dos resultados expressos na Tabela 18.

Teste "F"
Feritico = 3,44
AL x AII x AIII

AG0I x ABO0II x ABJIII
Fcal = 0,99

A120I x A120TI x A120III
Fcalc = 0,23

A180I x A180II x A180III

Fecalc = 0,88

A2401 x A240II x A240II1
Fcalc = 0,83

Comentarias

ABOI = ABOII

= ABOIII

A1201 =

A120I1

= A1201I1

A180I = A180II = A180I11

A2401 = A2401I = A240III

A120I1x B120I1

A1B0ITIx B18OIIT

A2401I x B24011

A240T11 x B240111

Testa “t” dependente ABOTI x B6EOIL | ABOIII x BB0III A120IIIx-B120III| A180TIx B180I1
AII x BII e
s - a = = 0,4 t = 0,12 t = 0,45 t = 1,4
AIII x BIII t 0,38 t 1,12 t 1,23 t 0,46 t 0,49
Nivel de significancia p > 0,50 p > 0,20 p > 0,20 p > 0,50 p > 0,50 p > 0,50 p > 0,50 p > 0,10

A180I1T= B180III

A24011 = B240T1

A2401I11 = B240111

Comentario AB0II = BBOIT | ABOIITI = 8B0III| A120I1=812011} A120III = 8120111 | A18011 = 818011
Teste "t” independente B60I1 x B60IIIL B1201I x B1201II B8180I1 x B180OIII 824011 x B240II1
BII x BIII t =0,44 t = 1,18 t =~ 0,66 t = 0,39
tivel de significancia p > 0.50 p > 0,20 p > 0,50 p > 0.50
Comentario B60II = B6OIII B1201II = B1201II B18CIT = B180III 824011 = B240IIT
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Na comparacao entre individuos normais e doentes,
verificou-se que os primeiros apresentaram menor quantidade de
metahemoglobina produzida pelo nitrito de sodio, aos 60, 120,
180 e 240 minutos de incubacao; porém, apenas aos 60 e 180 minu
tos estes resultados foram significativos. Nao houve diferenca
na quantidade de metahemoglobina entre os doentes do esquema a
e do esquema b, quando compérados antes do tratamento. Nos doen
tes de ambos o0s esquemas terapeuticos a quantidade de metahemo
globina foi maior antes, quando comparada com a obtida apos o
tratamento, qualquer que tenha sido o tempo de incubagao. Essa
diferenca, porém, foi significativa apenas aos 180 e 240 minu
tos, para os doentes do esquema a. A comparagao entre os esque
mas terapéuticos depois do tratamento nao revelou diferenga na
quantidade de metahemoglobina.

Os dados contidos nas Tabelas 16 e 17 permitem
destacar:

Quando se ativou a via das pentosgs com azul de
metileno, nio houve diferenga na comparacao dos individuos nor
mais com os doentes de malaria, qualquer que tenha sido o esque
ma terapéutico. A comparacao entre os doentes dos esquemas a ¢
b nao revelou diferenca nos resultados obtidbs, antes e ap0s o©
tratamento.

Os resultados expressos nas Tabelas 18 e 19 per
mitem comentar que a capacidade de redugao pelo‘azul de metile
no nao apresentou diferenga quando foram comparados individuos
normais com os doentes de malaria. Na comparagao antes e apos o
tratamento, tanto os doentes do esquema a quanto os do esquema
b nao apresentaram difefenga na capacidade de redugao. Os doen
tes dos esquemas a e b nao diferiram apos o tratamento em rela

cao a capacidade de redugao.
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3.7. Avaliacdao do Efeito da CLindamicina em um Doente com Ma
. fania e Deficiente em G&6PD

O Unico doente com malaria causada pelo  Plasmo
dium faleiparum, que apresentou deficiencia de G6PD, era do se
xo masculino, com 24 anos de idade, natural do Estado do Acre e
‘garimpeiro. Hia um ano trabalhava em garimpo, situado as margens
da rodovia Transamazonica e estava apresentando o primeiro sur
to de malaria. Do ponto de vista clinico, foi considerado com
forma leve da doenca, parasitemia de ++ e esplenemegalia de grau
115’27. Respondeu bem ao tratamento pela clindamicina (esquema
b), com remissao da sintomatologia e desaparecimento da parasi
temia assexuada no terceiro dia. Antes do tratamento apresenta
va volume globular e taxa de hemoglobina respectivamente de
44,00% e 13,20 g% e apos o mesmo esses valores foram 39,00% e

11,90 g%.
O0s resultados da aplicacao do método padronizado

neste doente estao expressos na Tabela 20 e Graficos 8 e 9. A

TABELA 20. Dist_ribuiqéo da guentidade de metahemoglobina e da capacidade de redugac pelo azul de metilenc em
hemac iciéncia gli i ¢

macl as lavaOés do.doente com deficiencis de glicose-E-fosfato desiarogenase antes e ap0s o tra

tamento com clindamicina. B

QUANTIDADE DE METAHEMOGLOBINA

TEMPO [E
HEMOGLOBINA :
TRATAMENTO INCUBAGAD NS+ & NS + G+ AZ CAPACIDACE TE
mg/200 ul minutos REDUGAD
% % mg /200 ul % mg/200 pl %
60 67,04 . 17,07 58,20 14, 82 13,18
ANTES 25,46 120 69,87 17,78 55,49 14,13 17,22
(400, 0%) 180 70,03 17,83 43,83 11,16 34,62
240 68,46 17,43 12,60 3,21 - 61,18
60 50, 88 14,41 46,78 13,25 8,04
P05 2€,32 126 €5,32 18,50 45,18 12,80 11,17
(100,0%) 160 68,77 16,91 36,29 10,28 28,6E
240 60,24 17,086 15,71 4,45 68,11

NS = Nitrito de sbdio ; G = Glicose ; AZ = Azul de metileno
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analise da tabela e dos graficos permite realgar que a quantida
de de metahemoglobina produzida pelo nitrito de sodio antes do
tratamento foi semelhante a obtida nos outros doentes estudados.
Quando a via das pentoses foi estimulada com azul de metileno,
o doente apresentou:aos 60 minutos de incubacao 14,82 mg/200 Hl
(58,20%) de metahemoglobina; aos 120 minutos,14,13 mg/200 ul; e
aos 180 minutos, 11,16 mg/200 pl. Foi s6 aos 240 minutos que a
quantidade de metahemoglobina se aproximou do normal, com taxa
de 3,21 mg/200 ul.

Os valores da capacidade de redugao aos 60 e 120
minutos foram, respectivamente, 13,18% e 17,22%. Estes valores
aumentaram para 34,62%, aos 180 minutos e 81,19%, aos 240 minu
tos.

Depois do tratamento, a quantidade de metahemo
globina produzida pelo nitrito de sodio foi semelhante aquelas
obtidas nos outros doentes estudados. Quando a via das pentoses
foi estimulada com azul de metileno, o resultado aos 60 minutos
de incubacao revelou 13,25 mg/200 ul de metahemoglobina. Estea
lor decresceu com o aumento do tempo de incubagao, atingindo
4,45 mg/200 pl de metahemoglobina aos 240 minutos.

A capacidade de redugao aumentou de 8,04% aos

60 minutos, para 69,11% aos 240 minutos de incubacgao.




1004
€
g
z
2 754
J
o
o
z /// TTT——————— ______ PRE-TRATAMENTO
T
< |\ T eemem=mTTT - {curvao:l)
- . = S~
w -~ -~
> L R .
P T~~., POS - TRATAMENTO
g .__,,_A__‘/‘,— ~ —-‘_ (curva: 2)
s - e
Z - o
o e T~
= 50 "\_\
z ~.
w - ~.
(8] ~.
[+4 . S
(o] .
a RN
N
[ >\
- AY
A\
\.
N
NN
254 RN
‘\
N
Y. T+ POS- TRATAMENTO
N {curve:4)
® PRE - TRATAMENTO
{curva: 3)
o L Ld v
60 120 180 240
TEMPG DE {NCUBACAO (minutos)
Grafico 8 : Cinetica da formagao de metahemocglobina pelo nitrito de sodio

(curvas 1 e 2) e redugac desta pelo azul de metileno (curvas 3
e 4), em hemacias lavadas, de um doente de maléria com deficien
cia de GBPD, antes e apos o tratamento com a clindamicina.




too

75

DE REDUGAQ [ %)

S0

CAPACIDADE

254

58.

PRE - TRATAMENTO

« POS- TRATAMENTO

s

Grafico 9

60 120 180 240
TEMPO DE INCUBACAO (minutos)

Cinetica da capacidade de redugao da metahemoglobina pelo azul
de metileno, em hemacias lavadas obtidas de um doente de ma{é
ria e deficiente em GBPD, antes e apos o tratamento com clinda
micina. ) N
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4. DISCUSSAQ

O método da reducao da metahemoglobina descrito

17 tem sido utilizado como teste de triagem

13,17,25,52

por BREWER et alii
na pesquisa de individuos deficientes em G6PD

Este método, entretanto, nem semﬁre permite inter
pretacao exata dos resultados, pela existencia de fatores gené

ticos associades ao sexo que dificultam a sua 1eitural7. Isto

porque o gene da G6PD localiza-se no cromossoma X13’17’25’52 ,
permitindo que o genotipo do sexo feminino se manifeste de Z ma
neiras, quer como homozigoto, quer como heterozigoto. De acordo
com LYON37? quando ha 2 cromossomas X, 1 deles esta inativo. As
sim sendo, o genotipo heterozigoto apresenta tanto hemacias nor
mais quanto deficientes em G6PD, em diferentes proporgoes for
mando, em ultima analise, um mosaico com 2 populagoes celulares

e com atividade enzimatica intermediérial3’17’25’52.

Por esta razao, o método de BREWER et aliil’ tem
sua interpretacao dificultada quando € aplicado em individuos
heterozigotos do sexo feminino. Para contornar essa dificuldade,
0s autores16 acrescentaram ao método inicial a quantificacao da
metahemoglobina residual, pela leitura espectrofotometrica, pre

23. Dessa forma, observa

conizada pelo método de EVELYN & MALLOY
ram valores porcentuais de metahemoglobina que variavam de 5% a

'80%, para os individuos deficientes do sexo feminino heterozigo

3
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tos e até o maximo de 5%, para os nao deficientes.

0 método padronizado nesta pesquisa tem como pe
culiaridade o emprego do espectrofotometro de duplo feixe, que
o torna mais sensivel a determinacao da quantidade de me tahemo
globina. Q seu principio geral baseia-se na estimulacao da via
das pentoses pelo azul de metileno48, apos a formagao de metahe
moglobina, pela adicao de nitrito de s6di0ot®:2%:52 Este Gltimo
€ a substancia formadora do substrato, sobre o qual as enzimas
da via das pentoses irao atuar. Assim sendo, € muito importante
avaliar a quantidade ideal de substrato, isto €, de metahemoglo

bina, que sera gerada pelo nitrito de s6diol®:17:92  Esta ava

liacao nao foi realizada nos trabalhos de BREWER et a11i1%-17,
0 método padronizado permitiu avaliar qual € a
faixa de maxima capacidade de reducao pelo azul de metileno,
frente a diferentes concentragoes de nitrito de sddio. Ficou de
monstrado que entre as concentragoes de 0,6 g% e 0,9 g% de ni
trito de sodio, a enzima age sobre quantidades ideais de subs
trato. As concentragoes de nitrito de sodio acima de 0,9 g% e
abaixo de 0,6 g% revelaram formagao excessiva ou deficiente de
substrato, sendo que os sistemas enzimaticos passaram a ter di

ficuldade em reverter a metahemoglobina formada.

BREWER et aliil®»17

utilizaram 1,25 g% de concen
tracao de nitrito de sodio, estando este valor 1qcalizado na
faixa de excesso de substrato e fora dos valores ideais de maxi
ma reducao da metahemoglobina.

A concentracao de nitrito de sodio, escolhida pa
ra a padronizacao do método utilizado no presente trabalho, cor

respondeu a 0,7 g%, uma vez que os resultados obtidos revelaram

estar esta concentracao contida na faixa de maxima capacidade
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de reducao e com o menor desvio padrao. Os resultados obtidos
pela aplicacao do método padronizado foram superiores aos assi
nalados por BREWER et aliil6’17.

A escolha do tempo de incubacao para a padroniza
cao do metodo foi baseada em 2 momentos: um deles ocorria aos
90 minutos, inicio da estabilizacao da redugao da metahemoglobi
na, quando se estimulava a via das pentoses pelo azul de metile
no. O outro foi considerado a partir de 105 minutos, quando se
observava a maxima estabilidade do processo. Dessa forma, os 2
pontos basicos, padronizados para a leitura, foram considerados
aos 90 e aos 120 minufos de incubacao.

O método de BREWER et alii17, por empregar  con
centragao de nitrito de sodio fora da faixa de maxima capacida
de de reducao, recomenda tempo de incubacdo maior, isto €, de
180 minutos. Por outro lado, a comparagao dos resultados permi
té considerar que, pelo método de BREWER et aliilé, a formacao
de metahemoglobina foi mais elevada e a sua reducao, pelo azul
de metileno, foi menos eficaz que a obtida pelo método padroni
zado.

Assim, o emprego de concentracoes ideais de subs
trato permite a atuacao em Otimas condicoes do sistema enzimati
co, abreviando o tempo de leitura.

A influencia do plasma sobre os resultados obti
dos foi verificada pela repeticao dos experimentos, com o empre
go de heméciés lavadas. Nestas condicoes, houve maior formagao
de metahemoglobina pélo nitrito de sodio, na ausencia de azul &
metileno, com estabilizacao da reacao a partir de 60 minutos de
incubagao.

A comparagéo dos resultados obtidos, com sangue
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total e com hemacias lavadas, permite considerar que houve in
fluencia evidente do plasma na quantidade de metahemoglobina for
mada. Assim € que, com o sangue total, a quantidade obtida a
partir dos 90 minutos de incubacao variou entre 50% e 60%, en
quanto com hemacias lavadas variou entre 60% e 70% a partir de
60 minutos de incubacao. Esta diferenca poderia ser atribuida a
eventuais reacoes do nitrito de sodio, com substancias do plas
ma. O mesmo aconteceu quando Se compararam os resultados obtidos
com sangue total e hemacias lavadas,na redugao da metahemoglobina
pelo azul de metileno. Assim € que, com hemacias lavadas, a redu
c¢ao da metahemoglobina pelo azul de metileno foi mais efiéaz,
encurtando o tempo de leitura para 60 minutos de incubagao.

Dessa forma, a utilizagao de hemacias lavadas ps
sibilitou, por um lado, a formacao de maior quantidade de meta
hemoglobina e por outro lado, permitiu a diminuicao do tempo de
incubacao. Esses resultados parecem sugérir que o nitrito de so
dio e o azul de metileno interagem de modo mais facil com a he
macia, na ausencia do plasma.

De qualquer forma, deve ser destacado que o tem
po de incubacao ideal para a leitura € diferente. Assim, quando
se utiliza sangue total, a leitura deve ser feita a partir de
105 minutos de incubacao e quando se empregam hemacias lavadas,
a partir de 75 minutos.

Uma vez estabelecidos os fatores que se relacio
nam com formagao e reducao da metahemoglobina, forém determina
dos os valores normais para o método, com emprego de sangue to
tal e hemacias lavadas de individuos normais.

A analise dos resultados obtidos mostrou diferen

ca de comportamento em relagao ao sexo. Os valores do volume glo
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bular e da taxa de hemoglobina foram maiores nos individuos do
sexo masculino, concordando com os dados da 1iteratura51. No to
cante a formacdo de metahemoglobina na ausencia do azul de meti
leno, houve também diferenca de comportamento, com obtencao de
maior quantidade nos individuos do sexo masculino. Por outro la
do, verificou-se que a quantidade de metahemoglobina formada pe
1o nitrito de sb6dio esta relacionada a quantidade de hemoglobi
na existente, tanto nos individuos do sexo masculino quanto nos
do feminino, com sangue total ou hemacias lavadas.

A porcentagem de metahemoglobina formada, entre
tanto, foi maior nos individuos do sexo feminino, apesar de te
rem eles apresentado menor taxa de hemoglobina. Nesses casos, O
hitrito de sodio na concentracao utilizada, equivalente a 0,7
g%, formou quantidade excessiva de substrato, dificultando a sua
redugao pelo azul de metileno.

Esses resuitados, embora se comportem de modo pa
radoxal, "devem ser analisados de acordo com os principios que
regem uma reagao quimica em equilibrio. Dessa forma, a hemoglo
bina e o nitrito de soédio seriam o primeiro membro da reagao e
a metahemoglobina o segundo. O aumento da quantidade de qualquer
‘dos componentes do primeiro membro deslocara a reagao quimica
para a formagao de metahemoglobina. Isto posto, forma-se maior
quantidade de substrato nos individuos do sexo masculino, pela
maior taxa de hemoglobina e nos do feminino, pelo excesso de ni
trito de sodio. »

A redﬁgéo da metahemoglobina pelo azul de metile
no foi mais eficiente nos individuos do sexo masculino, aos 90
minutos de incubagao, quando se utilizou sangue total e aos 60

minutos, quando foram usadas hemacias lavadas. Estes dados sao
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coerentes, pois ha maior formagao porcentual de substrato nos
individuos dobsexo feminino, dificultando a sua redugao pelo
azui de metileno. Entretanto, quando se aumentou a quantidade
de nitrito de sédio, ocorreu maior formagao de substrato, haven
do dificuldade na reducao deste pelo azul de metileno.

Houve diferenga, em relagcao ao sexo, na capacida
de de reducao pelo azul de metileno, quando se empregou sangue
total. Essa diferenca existiu também para hemacias lavadas, ape
nas aos 60 minutos de incubagao.

0 cdlculo da capacidade de redugao €& feito comba
se na quantidade inicial e residual de metahemoglobina. Parece
nao haver diferenca na capacidade de redugao em relagao ao sexo,
pois quando se utilizaram hemacias lavadas, aos 90 e 120 minu
tos de incubagao, os resultados foram os mesmos para ambos 0S
sexos. Houve diferenca, entretanto, quando se empregou sangue
total. Esta diferenca poderia ser explicada pelas reacoes quimi
cas, que eventualmente ocorrem, entre o nitritc de sodio e o]
azul de metileno, com os constituintes plasmaticos.

O tempo de incubagao influiu na formagao de meta
hemoglobina, tanto para o sangue total, quanto para as hemacias
lavadas. A estabilidade da formacao de metahemoglobina ocorreu
aos 120 minutos de incubacao, para o sangue total e aos 90 minu
tos, para as hémécias lavadas.

A capacidade de redugao pelo azul de metileno so
freu influéncia do tempo de incubagdo apenas para as  hemacias
lavadas, o que se Vérificou aos 60 minutos de incubagao.

A estabilidade da reacgao, com hemacias 1lavadas,
ocorreu desde os 75 minutos de incubagao, estando aos 60  minu

tos ja em fase de estabilizagao. O tempo de leitura, portanto,
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foi abreviado, quando se utilizaram hemacias lavadas, apesar de
se formar maior quantidade de substrato. A reducao pelo azul de
metileno, com hemacias lavadas, também foi mais eficaz. Da mes
ma forma, este fenomeno poderia ser explicado em virtude das e
ventuais reacoes quimicas entre o azul de metileno e os consti
tuintes plasmaticos. Tudo se passaria como se, quando se wutili
za sangue total, houvesse menor quantidade de azul de metileno
no interior das hemacias, com conseqllente diminuicao da sua capa
cidade de reducgao.

A anéiise dos resultados permite concluir,portan
to, que o tempo de leitura da metahemoglobina residual para o
ﬁétodo padronizado deve ser de 90 e 120 minutos, para o sSangue
total e de 60 e 90 minutos, para as hemacias lavadas.

Em 1891, Ehrlich apud ROLLO®!

observou que o a
zul de metileno corava preferencialmente o plasmodio, sem impreg
nar outros tecidos. Este autor61 sugeriu possuir o azul de meti
leno fraca atividade plasmodicida. Mais tarde verificou-se, en
tretanto, que este corante tem a capacidade de estimular a via

2,16,17,19,30,32,52,59 .
assinalaram qe

das pentoses48. Varios autores
alguns antimalaricos sintéticos,entre os quais a cloroquina e a
primaquina, agem no metabolismo da via das pentoses, podendo
causar anemia hemolitica importante em individuos com deficieén
cia em GOPD.

w22,64,67,68 de

Por outro lado, estudos "in vitro
mostraram que o Plasmodium falciparum nao possui a G6PD, neces
sitando, portanto, da enzima do eritrocito do hospedeiro para o
seu metabolismo.

A clindamicina tem sido utilizada com bons resul
tados no tratamento de doentes com malaria causada pelo Plasmo

1,46,55,56

dium faleiparum . Este antibiotico tem sido recomenda
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do sobretudo para o tratamento de doentes com formas graves cau

2

P . . - . - . 4
sadas por plasmodios resistentes aos antimalaricos classicos

55,56  LEREIRA et alii’> e BARRAVIERA et aliit:®

assinalaram
maior grau de anemia nos doentes com malaria tratados pela clin
damicina, quando comparados com os que receberam outros antima
laricos. Apesar dos doentes tratados com clindamicina por esses
autoresg’55 apresentarem formas clinicas mais graves, nao se po
de descartar a hipotese da agao deste antibiotico sobre a via
das pentoses. Por esta razao,justificou-se o estudo do comporta
mento "in vitro' da clindamicina sobre a atividade da via das
.pentoses, pelo emprego do método padronizado.

Na aplicacao deste método foram utilizadas ape
nas as hemacias lavadas, em virtude da clindamicina ter a pro

priedade de ligar-se as proteinas plasmética53’24’31.

A quanti
dade escolhida de clindamicina utilizada, para a incubagao com
as hemacias, foi semelhante a preconizada para o tratamento de
doentes com maléria46’55’56.

A analise dos resultados demonstra nao ter havi
do diferenca estatisticamente significativa na reducao da meta
hemoglobina. Dessa forma, tudo se passaria como se a clindamici
na nao alterasse a geracao de NADPH, nao comprometendo o funcio
namento normal da via das pentoses. Estes resultados concordam
com os obtidos por BREWER et alii*, que também nao observaram e
feito da clindamicina sobre a atividade da G6PD. |

Outro aspecto importante, que merece ser destaca

do, relaciona-se a verificacao do efeito da clindamicina em doen

*BREWER, G.J. et alii. Investigation of effect of clindamycin-2-phosphate on
red blood cells. In:—————. Physicians brochure for clindamycin malaria
program. Michigan. The UpJohn, 1981. (trabalho realizado pelo autor na
University of Michigan Medical School).
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tes com malaria causada pelo Plasmodium faleciparum, sobretudo
naqueles com deficiencia de G6PD. Para isso foi estudada a pre
valencia da deficiencia desta enzima em individuos normais  da
populacao geral de Humaita e em doentes com malaria causada pe
lo Plasmodium faleiparum.

A prevalencia da deficiencia de G6PD nos  amazo
nenses que nunca haviam tido malaria foi de 5,97%, resultado se
melhante ao observado entre os amazonenses, que tiveram ou esta
vam com a doenca e que foi de 4,92%. A analise estatiIstica reve
lou absoluta concordancia entre os valores observados e espera
dos, sob a hipotese de que néo'existe associacao entre procedég
cia e G6PD. Como os valores esperados foram muito baixos, nao
se calculou a estatistica x2 mas, mesmo assim, pode-se concluilr
pela ausencia de associagao.

A prevalencia de individuos deficientes em G6PD,
na populagao do Municipio de Humaita foi de 4,96%, menor que a

38,60,63

encontrada na populacao negroide do Brasil e malor que

60,63

na populacao caucasoide No Nordeste do Brasil, a freqllen

cia de deficientes desta enzima tem sido ao redor de 7% mna po

6,52

~ 5 .
pulacao geral Por outro lado, estudos realizados entre os

?

indios nao tém revelado a presenca de individuos deficientes®
34,52

A prevaléncia encontrada na populacao de Humaita

situa-se entre a que tem sido assinalada na populagao nordesti

a5,.6,52 10,34 ,52

n e a verificada entre os indios com valores

mais proximos da primeira.
Estes resultados sao compativeis com estudos an
=20,21,41,42,45,47

teriores realizados no municipio de Humaita

concordam com as afirmagoes de AZEVEDO4’sobre a contribuicao
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dos sertanejos do Nordeste na colonizagao da Amazonia.

Assim, MEIRA et alii47, estudando a freqllencia
de antigenos de histocompatibilidade na populacao geral do Muni
cipio de Humaita e em doentes com malaria, encontraram taxa ele
vada de antigenos nao determinados, ou de "blanks', entre os:-ama
zonenses. Estes autores47, com base nas suas observagoes e nas
de JOBIM et aliizg, que procederam a estudo com achados semelhan
tes, entre os indios Tukuna, atribuiram a elevada taxa de anti
genos nio determinados provavelmente a homozigose. Por outro la
do, BARUZZI et alii12 e COLAUTO et aliizo assinalaram o compoYr
‘tamento homogeneo dos sistemas de grupamento sangliineo em popu
lacoes indigenas do Xingl e de Humaita, prevalecendo o grupo O,
Rh positivo. Estas observacdes contribuem para a interpretacao
do fenomeno da homozigose na regiao Amazonica.

COLAUTO et alii21 encontraram freqliéncia semelhan
te, porém menor de hemoglobinopatia S entre os habitantes de po
voados situados na calha do Rio Madeira, no municipio de Humai
ta, quando comparada com a observada na populagao nordestina.

Tudo se passaria como se na genese da populacao
de Humaita tivesse havido participagao importante de sertanejos
do Nordeste e de indios. O gene da deficiencia de G6PD teria si
do trazido pelos nordestinos e o aumento da prevalencia desse
defeito poderia estar relacionado a pressao seletiva exercida
pela malaria, em populagao submetida a homozigosezg’47.

Nao houve diferenca de comportamento na compérg
cao da prevalencia de deficientes em G6PD, entre os amazonenses
que nunca tiveram malaria e os que ja tiveram ou estavam tendo

a doenca. Nesse sentido, € possivel que a deficiencia de  G6PD

niao atue de acordo com a lei do tudo ou nada, isto €, este de
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feito nao seria um fator impediente da doencga.

LUZZATO et aliiSG, estudando doentes com malaria,
observaram que a taxa de eritrocitos parasitados era de 2 a 80
vezes maior nas hemacias normais, do que nas que tinham defi
ciencia de G6PD. Estudos '"in Vitrp“62 também demonstraram a ini
bicao do crescimento do Plasmodium faleciparum emeritrocitos com
deficiencia dessa enzima.

Dessa forma, parece haver protecao parcial, para
os individuos com deficiencia de G6PD, que apesar de poderem cn
trair a infeccao pelo Plasmodium falciparum, quando doentes a
presentariam forma clinica atenuada. Tal protecao seria ainda
mais notavel para os individuos heterozigotos do sexo feminino,
que sio portadores de 2 populagoes de hemacias, as normais e as
deficientes em G6PD. O mosaico celular, nestes casos, evitaria
hemolise de grande intensidade e o parasitismo seria sempre me
nor, em virtude da preferéncia pelas hemacias normais, protegen

>

do estes individuos contra as formas fulminantes de malaria
35,62

Foi possivel estabelecer diagnostico de primo-in
feccao no tnico doente com malaria causada pelo Plasmodium fal
ciparum, em adue se verificou deficiencia de G6PD, apesar de es
tar residindo ha um ano em area de alta endemicidade de malaria
Por outro lado, este doente apresentou forma clinica benigna ,
com evolugao para a cura apos o tratamento pela clindamicina.
Estas observagoes estao de acordo com as referencias da litera

22,26,35,36,62,66
tura .

Em relacao aos valores do volume globular e das

taxas de hemoglobina, nao houve difereng¢a na comparagao entre

os individuos normais do sexo masculino amazonenses € estudan
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tes do mesmo sexo, da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Os valores do volume globular e das taxas de he
moglobina, ao lado da contagem de reticulocitos, foram tambéem
estudados nos doentes tratados pela clindamicina, sO ou associa
da a cloroquina. De acordo com MEIRA et alii46, O emprego da
clindamicina como Unico antimalarico foi superior ao uso asso
ciado a cloroquina.

Os resultados revelaram que a anemia fol consta
tada tanto nos doentes tratados sO pela clindamicina quanto nos
que receberam também a cloroquina. Houve acentuacao da anemia
.ap0s o0 tratamento, sem relagao com o esquema térapéutico utili
zado.

Nao houve variacdao na contagem de reticuldcitos
antes e ap6s o tratamento. Estas observagoes sugerem nao ter ha
vido, nestes casos, crises hemoliticas ou resposta medular im
portantes.Nessesentido, tudb se passaria como se a acentuagao da
anemia deforresse sobretudo da propria doenga e menos do efeito
das drogas utilizadas no tratamento.

0 estudo da fisiopatologia da anemia na malaria

tem implicado o baco como um dos fatores importantessz. Em ob
servacoes epidemiologicas tem sido constatado que a anemia €

. e -.11,58
mais acentuada em individuos com esplenomegalia™ "~ .

Houve correlacao negativa entre as taxas de hemo
globina e o grau de esplenomegalia. E possivel que a esplenome
galia, além da sua atividade caterétiéa, influa na hemodiluigao
observada nesses casos.

O método proposto foi aplicado também em indivi
duos normais da populagdao de Humaita e em doentes com malaria

causada pelo Plasmodium faleiparum.
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A quantidade de metahemoglobina produzida pelomi
trito de sodio, na ausencia do azul de metileno, foi menor nos
individuos normais da amostra da populacido de Humaita, quando
comparada com a observada nos doentes com malaria e também  me
nor que a verificada nos estudantes da Faculdade de Medicina de
Botucatu. Estes resultados estao de acordo com os observados na
padronizacao do método, uma vez que, quando ha menor quantidade
inicial de hemoglobina, ocorre menor formagao de metahemoglobi
na. Neste sentido, deve ser destacado que os individuos normais
de Humaita apresentaram menor quantidade de hemoglobina, ao se
utilizarem hemacias lavadas.

Quando se estimulou a via das pentoses com azul
de metileno, nao houve diferenca significativa na quantidade de
metahemoglobina residual, na comparagao entre os individuos nor
mais de Humaita e os doentes com malaria. Porém, quando se com
pararam os individuos normaisbde Humaita com os estudantes da
Faculdade de Medicina de Botucatu, a quantidade de metahemoglo
bina residual foi maior nos primeiros.

A capacidade de reducao pelo azul de metileno foi
a mesma, quando se comparou a observada nos individuos normais
de Humaita com a dos doentes com malaria; porém, os estudantes
da Faculdade de Medicina de Botucatu apresentaram capacidade de
redugao maior.

As diferencas observadas entre os individuos nor
mais de Hﬁmaité e os de Botucatu podem ser explicadas pelo tipo
de espectrofotametrd utilizado, ja que o de duplo feixe € mais
sensivel, possibilitando a eliminacao de erros de leitura. As
leituras feitas nos exames realizados em Humaita nao empregaram

esse tipo de espectrofotometro, podendo ser esta eventualmente




a causa da obtencao de maior quantidade de metahemoglobina resi
dual.

A guantidade de metahemoglobina formada pelo ni
trito de sodio na ausencia de azul de metileno foi menor nos
doentes tratados pela associacao da clindamicina com a cloroqui
‘na, quando comparada com a observada nos doentes tratados ape
nas pela clindamicina. E possivel que a cloroquina possa estimu
lar a via das pentoses, favorecendo a redugao da metahemoglobi
na produzida pelo nitrito de sodio desde o inicio da reacao. Es
ta droga € agente oxidante e, como tal, favorece consumo maior
.de NADPH, estimulando o aumento da quantidade de glicose ﬁetabg
lizada pela via das pentoseszs’Gl.

Os esquemas de tratamento utilizados nao influl
ram na quantidade residual de metahemoglobina, apos a estimula
cao da via das pentoses pelo azul de metileno. A capacidade de
reducao pelo azul de metileno tambem ﬁéo sofreu influencia do
tratamento, qualquer que fosse o esquema utilizado.

Estes resultados permitem considerar que nao hou
ve efeito da clindamicina sobre a via das pentoses.

O doente com deficiencia de G6PD estava com for
ma benigna de malaria e evoluiu para a cura clinica e parasito
logica, no terceiro dia de tratamento com a clindamicina. Deve
ser destacado que a parasitemia pode persistir até o quinto dia
apos o inicio do tratamento, quando se emprega este antibiotico
46’55’56. 0 doente apresentou discreta anemia apSs a terapeuti
ca, com auséncia de reticulocitose. Estas observagoes podem ser
explicadas pela evolucao natural da doenga, nao tendo sido pos

sivel constatar crises hemoliticas importantes durante a evolu

cao. A quantidade de metahemoglobina produzida pelo nitrito de
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s6dio, observada neste doente, foi semelhante a dos outros doen
tes com malidria e a dos individuos normais da populagao d Humai
tid. A quantidade de metahemoglobina residual observada apos a
estimulacao da via das pentoses pelo azul de metileno foi dife
rente da encontrada nos individuos normais da populagao de Hu
maita e nos outros doentes com malaria. Esta diferenga deve ser
causada pela auséncia de resposta ao éstimulo do azul de metile
no em individuos com deficiencia de G6PD13’16’17’25’52.

As caracteristicas clinicas e a evolugao deste
doente se assemelham mais as observadas nos deficientes do tipo
Africano, pois os do tipo Mediterraneo tem, em geral, evolugao
mais grave5’6’7’25’52. Por outro lado, ele apresentou aumento
da capacidade de redugao pelo azul de metileno, quando foi au
mentado o tempo de incubacao. E por fim, nao houve diferenga na
capacidade de redugdo antes e apo6s o tratamento com a clindami
cina.

A analise dos resultados em seu conjunto permite
considerar que a clindamicina nao influiu na redugao da metahe
moglobina e na geragao de NADPH tanto "in vitro" quanto em doen
tes com ou sem deficiencia de G6PD. Dessa forma, a genese da
eventual anemia, que se possa observar em doentes com malaria

tratados por este antibiotico, deve ser atribuida a outros fato

res.




5. RESUMO E CONCLUSOES

Com o objetivo de contribuir para o esclarecimen
to de alguns pontos ainda obscuros nas relagoes existentes en
tre o metabolismo da via das pentoses e a acao de drogas em doen
tes com malaria causada pelo Plasmodium faleiparum, fol propos
ta a padronizagao do método pafa a pesquisa da atividade da via
das pentoses, menos lesivo para os eritrocitos, menos dispendio
so e que fosse tao eficiente quanto o de BREWER et aliil7. Estu
dou-se "in vitro", com o método padronizado, a acao da clindami
cina em hemacias humanas normais. Procedeu-se, ainda, a inquéri
to com a finalidade de avaliar a prevaléncia da deficiencia de
G6PD em habitantes de area endemica de malaria. E, finalmente,
estudaram-se os eventuais efeitos da clindamicina sobre a via
das pentoses em doentes com malaria causada pelo Plasmodium fal
eiparum, tratados por esta droga.

A analise dos resultados obtidos permitiu as se

guintes conclusoes:

- Na padronizacao do método verificou-se que as concentragoes
de nitrito de so6dio, baixas ou elevadas, interferem na «ca
pacidade de reducao pelo azul de metileno, em virtude da

producao diminuida ou aumentada de metahemoglobina, que e

o substrato da reacao.

- 0 plasma influencia a quantidade de metahemoglobina forma
da pelo nitrito de sodio e a capacidade de redugao pelo a
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zul de metileno, em decorréncia, provavelmente, de reacoes
quimicas entre as drogas utilizadas e os constituintes plas

maticos.

Houve maior formacao de metahemoglobina pelo nitrito de so
dio e maior capacidade de reducao pelo azul de metileno

com as hemacias lavadas.

No método padronizado, a quantidade de metahemoglobina for

mada relaciona-se a quantidade inicial de hemoglobina.

A clindamicina nao exerce efeito significativo '"in vitro"
sobre a quantidade de metahemoglobina formada pelo nitrito
de s6dio, nem altera a capacidade de redugao pelo azul de

metileno.

Nao houve diferenca na prevalencia da deficiencia de G6PD
em amazonenses que nunca tiveram malaria e amazonenses que
tiveram ou estavam tendo a doencga. Portanto, os individuos
deficientes em G6PD estao sujeitos as infecgles pelo Plas
modium faleciparum na mesma proporgao que 0S Nnao deficien

tes.

0 aumento da prevaléncia da deficiencia de G6PD, na  amos
tra estudada, poderia estar relacionado com a pressao sele
tiva exercida pela malaria, em populagao submetida a homo
zigose.

N
N3o houve diferenca do grau de anemia nos doentes com mala
ria tratados pela clindamicina, s6 ou associada a cloroqui

na.

O grau de esplenomegalia relaciona-se, provavelmente, com

a intensidade da anemia observada nos doentes com malaria.

Nao houve diferenca na capacidade de redugao pelo azul de
metileno, quando se compararam os individuos normais com
os doentes de malaria, independente do esquema terapeutico
utilizado.
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- 0 doente com deficiencia de G6PD nao apresentou crise hemo
litica importante durante o tratamento com a clindamicina.

Esta droga, portanto, provavelmente nao deve produzir hemo
lise nas dosagens utilizadas.
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6. SUMMARY AND CONCLUSTIONS

The standardization of a new method which could
be less injurious to the erythrocytes, less expensive and as
efficient as BREWER{S et alii17 was proposed for the
investigation of the pentose phosphate pathway, for the purpose
to contribute to the elucidation of some still unknown factors
in the relations between pentose phosphate pathway and drug
action in Plasmodium falciparum malaria. In this way "in vitro"
studies to determine clindamycin action in normal human
erythrocytes were accomplished. Furthermore a survey was
carried out for the purpose to evaluate the prevalence of
G6PD-deficiency in malaria endemic region inhabitants. And
finally the eventual effects of clindamycin on the pentose
phosphate pathway in Plasmodium falciparum malaria patients
treated with this drug were studied.

The analysis of the results allowed the

following conclusions:

- During the method standardization it was noticed that low
or high sodium nitrite concentrations interfered with the
reduction ability of methylene blue in view of diminished

or enlarged methaemoglobin production.
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Plasma influences the amount of methaemoglobin formed by
sodium nitrite and the reduction capacity by methylene
blue as a probable consequence of chemical reactions

among the used drugs and plasma constituents.

There was formation of higher amounts of methaemoglobin
by sodium nitrite and a higher reduction capacity by
methylene blue with washed erythrocytes.

In the standardized method, the amount of methaemoglobin

formed was associated to the inicial amount of hemoglobin.

Clindamycin does not exert any '"in vitro" significant
effect on the amount of methaemoglobin formed by sodium
nitrite, nor alters the reduction capacity by methylene
blue.

Difference in the prevalence of G6PD-deficiency was not
noticed in amazonian individuals who had never had malaria
and in those who had had malaria in the past or had the
disease at the moment of the survey. Therefore, individuals
with GO6PD deficiency are as prone to Plasmodium falciparum

infection as those without it.

The increase in the prevélence of G6PD deficiency in the
studied population could be related to the selective
pressure exerted by malaria in those populations submitted

to homozygous process.

There was no difference in the anemia level in malaria
patients treated by clindamycin only or clindamycin

associated to chloroquine.

The degree of spleen enlargement was related to the anemia

degree observed in malaria patients.

There was no difference in the reduction capacity by
methylene blue in the normal individuals when compared to

malaria patients whatever was the drug used.




- The patient who had G6PD-deficiency had no important
hemolysis during clindamycin treatment. Therefore this

drug is not likely to produce hemolysis in the employed
doses.
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ANEXO 1 (MODELO DO PROTOCOLO N°

1)

PROJETO MALARIA
(Estudo de campo - 1983)

Localidade: NO
[ 7] Plasmodium vivax [ 7] Rio Madeira
[] Pilasmodium faleciparum L7 Indios
[ 7 Negativo [ 7 Estrada
[] Migrante
[~7 Urbana
Data:
Nome:. Idade:
Sexo: Naturalidade:
Racga: Parentes: [ J/ Nordestinos
[7 Tndios
[ ] Negros
Ja teve malaria e esta tendo maliria [T
Ja teve malaria e nao esta tendo malaria 7
Nunca teve malaria e esta tendo malaria [ 7
Nunca teve malaria e nao estida tendo malaria [ J
Ja teve: ictericia [T
anemia (7

¥

dor articular /[ 7

Bago:

Resultado dos exames:




ANEXO 2 (MODELO DO PROTOCOLO N°¢ 2)

PROJETO MALARIA
(Estudo Clinico - 1983)

NO
[ 7 Plasmodium vivax [7] Rio Madeira
[ ] Plasmodium faleiparum [7 Indios
[ 7 Negativo [ ] Estrada
[ ] Migrante
[Z7 Urbana
Nome: - Idade:
Sexo: Naturalidade: Nacionalidade:
Procedencia: Remota: Profissao: '
Recente: Raga:
Local de provavel contagio:
Residencia:
[J Urbana [J Rural

Datas: la. consulta Surtos [7 19 aos anos

2a. consulta Prévios [ ] 29 aos

3a. consulta Malaria [ 7 39 aos

4a.~codgu1ta [7 49 aos mais

[ 7 Gltimo ha
H.M.A.
Duragao da doencga Tipo de inicio /_J Subito ou abrupto
[ 7 Insidioso

Febre: [] Tipica [ 7 Atipica [] Ausente
Calafrios: [~] Presente [] Ausente
Calor: [ ] Presente [] Ausente
Sudorese: [] Presente [7 Ausente

Nimero de vezes que o doente ja tratou de malaria:

Tratou do ultimo surto de malaria: [ 7 Sim [J Nao




Drogas usadas: [/ Cloroquina [7 Quinino [7 Fansidar
[J] Outros [ ] Nao sabe referir

Data do tratamento:

SE 0 ULTIMO ATAQUE DE MALARIA OCORREU NOS ULTIMOS 30 DIAS

Quando comegou: Dia Mes Ano

Foi trata@o? . [ 7 Sim [7 Nao

Se tratado, quando iniciou o tratamento: Dia Mes Ano

Drogas usadas: [/ Cloroquina - [ 7 Quinino [_J] Fansidar
[7 Outros [7 Nao sabe referir

Houve desaparecimento dos sintomas: [ _/ Sim [ Nao

Quando apareceram 0s primeiros sintomas atuais: / /

I.S.D.A.

[ ] Nauseas [~7 Diarreia [~7 Dor precordial

[7 Vomitos [7 Disenteria [ ] Falta de ar

[ ] Cefaleia [ 7 Torpor [ 7] Ictericia

[J Mal estar [J] Confusao mental [ J Coluria

/] Dor articular [ 7 Coma [7] Hematuria

[J Dor muscular [ Tosse [] Oliguria

[ ] Anorexia [] Expectoracgao

EXAME FISICO

T P FC FR PA

Estado geral: [/ Bom [ 7 Regular [7 Mau

Consciente [ _J Inconsciente 7 Ictericia [ 7 Anemia [ 7
Figado Bago

Peso

ANTECEDENTES MORBIDOS

T8 [ ] Diabetes [ J Hepatopatias [ _/ Nefropatias [ _/
Cardiopatias [/ Alteragao da musculatura [/

Tem alguma doenga aguda?

Esta tomando alguma medicacao?

ANTECEDENTES PESSOAIS

Tipo de habitagao ~ Mosquitos [/  Macacos [ ]




DADOS DURANTE A TERAPIA E SEGUIMENTO

MEDICAGCAO COM CLINDAMICINA 101201 30 (40 | 50 [ 60 {70 | 140 | 210 | 289

Data

Hora do dia C

Dose

Via

Qutros medicamentos
Dose e dia
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Hora do dia

Temperatura

Cefaleéeia
Nauseas _
0 a

++++

Vomitos \

Diarréeia

Ictericia

Dados de laboratorio

Hora do dia

Contagem de
parasitos

COMENTARIOS:

Efeitos colaterais da droga
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EXAMES DE LABORATORIO

19 dia

79 dia

Hemograma
Hematocrito

Hemoglobina

Globulos vermelhos

Globulos brancos

Bastonetes

Segmentados

Linfocitos

Monocitos

Eosinofilos

Basofilos

Plaquetas

V.H.S.

URINA I
Densidade

pH

Albumina

Glicose

Celulas de
descamagao

Hemacias

Leucocitos

Cilindros

Parasitologico de

E.C.G.

fezes

Comentarios
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