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RESUMO

A maldria é uma doenga infecciosa, ndo contagiosa, de evolucdo cronica com manifestacdes
de cardter agudo, cronico ou recorrente sendo a doenca mais amplamente distribuida no
mundo e uma das doengas parasitdrias mais prevalentes da atualidade. Tanto a doenca como
os medicamentos utilizados (primaquina e cloroquina) para tratd-la causam estresse oxidativo,
o qual ocorre quando ha aumento na concentracdo de oxidantes ou diminuicdo na
concentragdo dos antioxidantes, causando dano a estrutura das biomoléculas. Com o objetivo
de estudar o perfil plasmatico protéico no tratamento da malaria vivax, foram selecionados na
Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas, 27 pacientes sob trés diferentes esquemas
terapéuticos. Em amostras de sangue, foram dosadas as proteinas albumina, ceruloplasmina e
ferritina e, como biomarcadores do estresse oxidativo, o malondialdeido, as proteinas
carboniladas, as bilirrubinas totais, indireta e direta nos dias 0, 3 e 7 do inicio do tratamento.
As dosagens dos biomarcadores foram realizadas através de métodos colorimétricos ou por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Nao foram observadas modifica¢des
significativas nos niveis plasmdticos das proteinas analisadas quando comparados os
diferentes esquemas de tratamento. Quanto aos marcadores de estresse oxidativo MDA e
proteinas carboniladas, também ndo se observou diferenca significativa entre os tratamentos.
Houve reducio significativa dos niveis de bilirrubinas nos esquemas I e II, indicando melhor
eficdcia desses esquemas de tratamento neste pardmetro. Os resultados observados indicam
ndo haver modificacdes significativas nos niveis de proteinas plasmaéticas ou biomarcadores
relacionados ao estresse oxidativo durante o periodo de tratamento na maldria vivax. Estes
achados também sugerem que o estresse oxidativo relatado na malédria pode estar sendo
compensado por outros fatores ndo analisados no presente trabalho ou ocorrerem em outros
sitios especificos como na membrana dos eritrocitos ou plaquetas também ndo avaliados no
presente estudo.

Palavras Chave: Malaria, Estresse Oxidativo, Proteinas Plasmaticas.



ABSTRACT

Malaria is an infectious disease, non-contagious, has a chronic course with acute, chronic or
recurrent manifestations of character, being the disease more widely distributed in the world
and one of the most prevalent parasitic diseases of today. Both the disease and the drugs used
(primaquine and chloroquine) to treat it cause oxidative stress, which occurs when there is an
increase in the concentration of oxidants or decrease in the concentration of antioxidants,
causing damage to the structure of biomolecules. With the aim of studying the plasma protein
profile in the treatment of vivax malaria, 27 patients under three different regimens were
selected in the Tropical Medicine Foundation of Amazonas. Albumin, ceruloplasmin and
ferritin were dosed in the blood samples and as biomarkers of oxidative stress,
malondialdehyde, carbonyls protein, the total, direct and indirect bilirubin on days 0, 3 and 7
of treatment. The dosages of biomarkers were performed using colorimetric methods or high
performance liquid chromatography (HPLC). There were no significant changes in plasma
levels of analyzed proteins when they were compared with the different treatment
regimens. Regarding oxidative stress markers as MDA and carbonyls protein, there was also
no significant difference between treatments. There was a significant reduction in levels of
bilirubin in the diagrams I and II, indicating greater efficiency of these treatment regimens on
this parameter. The results indicate no significant changes in levels of plasma proteins or
biomarkers related to oxidative stress during the treatment period of vivax malaria. These
results also suggest that oxidative stress reported in malaria, may be being offset by other
factors not analyzed in this study or perhaps is happening at others specific sites, as the
membrane of erythrocytes or platelets which was also not evaluated in this study.

Keywords: Malaria, Oxidative Stress, Plasma Proteins
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1. JUSTIFICATIVA

Em virtude de a regido amazonica ser uma 4rea endémica para maldria por P. vivax e o
uso da primaquina e cloroquina serem indispensdveis ao tratamento da doenca, o
entendimento dos fatores associados ao estresse oxidativo e sua caracterizacdo clinica sdo
fundamentais como informacdo aos profissionais, para melhor definicio de condutas
terapéuticas e reconhecimento precoce dos eventos adversos destas drogas, o que certamente

trara beneficios diretos ao paciente.

Classicamente, a cloroquina tem se mostrado uma droga praticamente desprovida de
eventos adversos graves, entretanto, o uso da primaquina pode levar a metemoglobinemia e a
hemdlise, especialmente em pacientes deficientes de uma enzima antioxidante intra-

eritrocitéria, a glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD).

Ha poucos estudos na literatura avaliando o estresse oxidativo de pacientes sob
tratamento antimaldrico. Também € desconhecido o efeito oxidativo da associacdo da
cloroquina a primaquina, em diferentes regimes posoldgicos. A Organizagdo Mundial da
Satide recomenda a dose de primaquina para adultos de 15 mg/dia por 14 dias, dose
comprovadamente eficaz contra a recaida da doenga. No Brasil, a dose recomendada pelo
Ministério da Sadde é de 30 mg/dia por 7 dias, iniciando-se a primaquina juntamente com a
cloroquina. Na Funda¢do de Medicina Tropical do Amazonas (FMT-AM), pela comodidade
posoldgica, os pacientes sdo tratados inicialmente com cloroquina, seguida pela primaquina,

dois dias apds o término da cloroquina.
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A avaliacdo do perfil oxidativo nos trés esquemas de cura radical da maléria vivax
permitird subsidiar a escolha de um ou outro esquema, com vistas a evitar complicacdes
clinicas associadas ao estresse oxidativo, como metemoglobinemia, hemdlise, anemia e até

mesmo plaquetopenia.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estudar o perfil plasmatico de proteinas como biomarcadores do estresse oxidativo em
pacientes com maldria vivax submetidos a diferentes esquemas de tratamento com cloroquina

e primaquina.

2.2. Especificos

Avaliar a relacdo entre os niveis plasméticos de MDA e de proteinas relacionadas a
protecdo antioxidante como a ceruloplasmina, ferritina e albumina.
Verificar possiveis alteracdes na eletroforese de proteinas plasmdticas e sua relacdo

com marcadores do estresse oxidativo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Aspecto geral da malaria

A maldria € uma doenca infecciosa evitavel e tratdvel, transmitida por mosquitos, nao
contagiosa, de evolucdo cronica com manifestacdes de cardter agudo, crénico ou recorrente,
sendo a doenga mais amplamente distribuida no mundo e uma das doengas parasitarias mais
prevalentes da atualidade (Figura 1). Quarenta por cento da populacdo mundial tem risco de
contrair a doenga, 300 e 500 milhdes de casos ocorrem anualmente e a cada ano, um a dois
milhdes de pessoas (na maioria criangas) morrem de maldria (ROLL BACK MALARIA,

2010; FREVERT & NARDIN, 2005).

.o Livres de maldria 3 =
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Figura 1 - Mapa da distribuicdo da maldria no mundo

FONTE: Adaptado de WORLD MALARIA REPORT 2009
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No estado do Amazonas, entre janeiro de 2007 a margo de 2009, foram diagnosticados

e notificados 22.081 casos de maldria, com maior registro (14.249) em 2007. Comparando-se
2008 com 2007, houve uma reducdo de 51,6% dos casos e, a0 se comparar O primeiro

trimestre de 2009 com o mesmo periodo de 2008, tem-se uma reducao de 55,4% dos casos, ou

seja, de 2.096 para 934 casos (FMTAM, 2009).

Essa doenga € transmitida pelo mosquito do género Anopheles contaminados por
protozodrios do género Plasmodium. Existem mais de 100 espécies de Plasmodium
conhecidas, destas, apenas quatro parasitam o homem preferencialmente: P. vivax, P.

falciparum, P. malariae e P. ovale (SUH, 2004).

Em 1898, Ronald Ross descobriu o desenvolvimento de oocistos na parede do
estdmago de mosquitos Anopheles, confirmando que a transmissdo da doenca ao homem se da
por esse vetor invertebrado. Dentre as diversas espécies encontradas na Amazonia, o
Anopheles darlingi apresenta-se como o principal vetor com relevancia epidemioldgica

(TADEI & THATCHER, 2000).

O ciclo bioldgico da malaria (de todas as espécies de Plasmodium) possui duas fases:
uma fase assexuada, que ocorre no hospedeiro vertebrado, denominada de enddgena ou
esquizogdnica, e outra fase sexuada de desenvolvimento no vetor mosquito do género
Anopheles (espécie A. darlingi na Amazonia), denominado exdgena ou esporogdnica (Figura

2) (SHERMAN, 1998).
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ESPOROGOMLA i —
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i
maduros

Figura 2 - Ciclo biolégico do Plasmodium sp.
FONTE: Adaptado de Center for Disease Control and Prevention (2004).

O esporozoita é introduzido no homem durante o repasto sangiiineo dos Anofelinos,
que inoculam esta forma infectante e, os que ndo sdo fagocitados pelos macréfagos, atingem
os capilares subcutianeos e chegam aos hepatdcitos em 30 minutos. No figado, estes se
desenvolvem por esquizogonia (reprodugdo assexuada). Apods alguns dias, o esquizonte
formado se rompe e libera merozoitos nos capilares e estes invadem os eritrcitos e se
transformam em trofozoitas jovens (forma em anel) que originam os esquizontes hemadticos. A
ruptura do esquizonte libera novos merozoitos que parasitam outros globulos vermelhos
repetindo o ciclo. Na maldria causada por P. vivax, permanecem algumas formas latentes no
figado chamadas hipnozoitos, as quais sdo atribuidas as recaidas tardias de maldria vivax
(LIMA, et al., 1992). Apds sucessivas esquizogonias, alguns merozoitos se diferenciam em
formas sexuadas chamadas de gametdcitos femininos e masculinos que ao serem ingeridos
pela fémea do Anopheles, ddo inicio ao ciclo sexuado ou gametogénico e, apds algumas
etapas de desenvolvimento, liberam os esporozoitos, que migram para as glandulas salivares
dos mosquitos, onde permanecem vidveis por cerca de dois meses, até serem inoculados no

homem (REY, 1992; FAIRHURST & WELLEMS, 2000).
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A doenga se caracteriza por acessos de febre intermitente, sobrevindos de dois em dois

dias (febre terca) ou de trés em trés dias (febre quartd), seguindo a evolucdo ciclica de cada
espécie do parasito. Os acessos febris podem, entretanto, ocorrer diariamente, em virtude de
eclosdo didria da nova geracdo de parasitos ou por infeccdes em tempos distintos por
populacdes diferentes de mosquitos. Durante o acesso malérico, o doente passa por trés fases:

calafrio, hipertermia e sudacdo. Em geral, ocorre esplenomegalia e anemia (LIMA et al.,

1992).

A sintomatologia maldrica depende do estado imune do paciente. Na primeira
infec¢c@o, em pacientes ndo imunes, a febre pode alcancar 40°C e os sinais e sintomas podem
ser mais acentuados. Nas recidivas, os sintomas geralmente sdo mais brandos (ALECRIM,

2000).

Plasmodium vivax é o agente da febre tercd benigna, com ciclo febril que retorna a
cada 48 horas. E o parasita humano mais extensamente distribuido no mundo que infecta o
homem. Causa uma doenca menos severa que o P. falciparum, sendo raramente fatal

(LECLERC et al., 2004).

Infeccdes por P. vivax sdo importantes principalmente pela morbidade prolongada e a
possibilidade de recaidas quando a doenca ndo ¢ tratada de forma correta. Entretanto, poucos
estudos sdo realizados com o P. vivax devido as dificuldades no cultivo celular, baixa
fatalidade e complica¢des clinicas devido a infeccdo causada (ALEXANDRE, 2004;

MENDIS et al., 2001).
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O diagndstico de maldria, na rotina clinica, utiliza como Padrdo Ouro o esfregaco
sangiiineo e a gota espessa corados pelo método de Giemsa (ou alternativamente pelo método
de Wright) (PATEL et al., 2004). A lamina de maldria permite tanto a identificacdo da
espécie como a quantificagdo (expresso como percentagem dos eritrocitos infectados ou como
parasitas por microlitro) de parasitas. A maldria ndo deve ser excluida sem confirmar ao
menos trés laminas negativas obtidas no periodo de 48 horas. Todavia, o processamento e a
interpretacdo das laminas requerem equipamento apropriado, bem como treinamento

profissional (SUH et al., 2004).

3.2. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando hd aumento na concentracdo de oxidantes ou
diminui¢do na concentragdo dos antioxidantes (EREL et al., 1997). O acimulo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) ou de nitrogénio (ERN) causa danos a estrutura das biomoléculas,
gerando estresse oxidativo (GUTTERIDGE, 1995). Também pode ser definido como
qualquer distdrbio celular no balango entre oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes

(EREL et al., 1997).

Radical livre é qualquer molécula que contém um ou mais elétrons desemparelhados
(orbital molecular incompleto). Sdo espécies de moléculas extremamente reativas, e que
podem causar dano ou morte celular. Os radicais livres sdo continuamente produzidos pelo
organismo, sendo a maioria por reagdes bioquimicas envolvendo oxigénio, que ocorrem
normalmente no metabolismo (fontes enddgenas) como na cadeia transportadora de elétrons,
na mitocOndria, na hip6xia, na explosdo respiratdria pelos macréfagos sendo também

formados por fagocitose, como parte do controle da rea¢do inflamatéria. Ocasionalmente
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podem ocorrer em resposta a exposi¢do (fontes exdgenas) a radiagdo ionizante, luz

ultravioleta, polui¢do ambiental, fumaca de cigarro, exercicios excessivos e isquemia

(SIGNORINI & SIGNORINI, 1995).

Todos os organismos aerdbicos sdo expostos a espécies reativas de oxigénio (ERO)
como anions superdxido (Oy), oxigénio singlet (102), peréxido de hidrogénio (H,0O,), dnion
hipoclorito (HOCI) e radicais hidroxila (OHe) bem como espécies reativas de nitrogénio
(ERN) como o6xido nitrico (NOe) e peroxinitrito (NOs3) gerados pelo metabolismo
(GUTTERIDGE, 1995; MULLER et al., 2003; EREL, 2004). Cada radical livre formado pelo
corpo pode iniciar uma série de reagdes, que continuam até que sejam removidos. Podem

desaparecer reagindo com outros radicais livres ou devido a a¢des do sistema antioxidante.

3.3. Estresse oxidativo relacionado a malaria

O parasitismo da maldria sozinho gera grandes quantidades de H,O, e O,. Os
mecanismos oxidativos sdo dominantes em relagdo aos antioxidantes na maldria vivax. Por
esse motivo, o estresse oxidativo produzido € mantido pelo hospedeiro como um mecanismo

de defesa contra a infec¢do malarial (EREL et al., 1997).

Algumas espécies reativas do oxigénio parecem contribuir para os sinais e sintomas
apresentados na maldria, tanto agravando como atenuando este quadro, e podem explicar
algumas alteragdes encontradas nos pacientes com maldria. Os eritrécitos sdo expostos ao
estresse oxidativo enddgeno e exdgeno na maldria vivax, que podem levar as vérias alteragdes

metabdlicas no hospedeiro (EREL et al., 1997, KOCHAR et al., 2005).
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Akaike & Maeda (2000) afirmam que entender as fung¢des das ERO e do NOe iria
contribuir muito para o entendimento das doencas infecciosas. Neste sentido, a avaliagdo do
estresse oxidativo gerado pelo parasitismo malérico pode ajudar a esclarecer o mecanismo de

atuacdo do Plasmodium e as conseqiiéncias do parasitismo no organismo.

Na determinacdo do estresse oxidativo, a dosagem de perdxidos totais € de grande
relevancia para avaliar a exposicdo aos sistemas oxidantes. Os hidroperéxidos sdo produtos
primérios da peroxidacdo dos dcidos graxos poliinsaturados (AGPI) e isso dd importancia a
sua medida, uma vez que a maioria dos métodos avalia seus produtos de degradagdo (LIMA

& ABDALLA, 2001).

Uma forma de avaliar o estresse oxidativo € através da dosagem do malondialdeido
(MDA), um produto secundario da peroxidacdo lipidica, derivado da p-ruptura de
endociclizacdo de dcidos graxos polinsaturados com mais de duas duplas ligacdes, tais como
dcido linoléico, araquidénico e docosaexandico. Atualmente, o MDA € considerado um
candidato potencial para ser escolhido como um biomarcador geral de dano oxidativo em
plasma. O MDA reage com o dcido tiobarbitdrico (TBA) e forma um cromdgeno de cor rosa
fluorescente, cuja absor¢do ocorre em A de 532 nm e fluorescéncia em 553 nm (figura 3)

(VASCONCELOS et al, 2007).
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Figura 3 - Reacgdo utilizada para deteccio de malondialdeido (MDA) em plasma humano. Ao plasma é
adicionado 4cido tiobarbitirico (TBA), que reage com MDA e forma um cromdgeno que absorve a 532 nm
FONTE: VASCONCELOS et al, 2007.

Existem outros métodos de avaliacdo do estresse oxidativo por modificacao de outros
componentes celulares, como por exemplo, proteinas e enzimas. Em relacdo a proteinas
podem-se citar os grupos carbonilas como marcadores da oxidagdo protéica. A modificacio
de proteinas pode ser induzida por ERO, por cdtions metélicos (Fe**, Cu"), por endobidticos
(GSH), por HOCI e HOBTr, no processo da fagocitose, por irradiac@o, por peréxidos lipidicos,
por oxidorredutases, por firmacos etc. Todos os aminoécidos sdo susceptiveis a oxidagdo,
principalmente os aromaéticos, que sdo alvos preferidos de ataque. A oxidagéo direta de lisina,
arginina, prolina e treonina fornecem derivados carbonilicos. E necessario, porém, identificar
a natureza do grupo carbonila, ou seja, qual dos residuos de aminodcido sofreu o dano, pois a
ligacdo de certos aldeidos a proteinas (ex. MDA e HNE) pode gerar carbonilas por
glicoxidag@o, de modo que a presencga de grupo carbonila ndo é, necessariamente, indicativa
de oxidacdo de aminodcidos. Ha diversas técnicas para se medir a presenca de grupo carbonila
em proteinas, sendo imprescindivel uma preparacdo adequada da amostra. O método mais
conveniente € o espectrofotométrico, baseado na reacdo do 4cido dinitrobenzdico (DTNB)
com o grupo carbonila, que forma a hidrazona da proteina, cuja leitura de absorbancia é feita

a 370 nm. (VASCONCELOS et al, 2007).
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3.4. Sistema antioxidante nos estados malaricos

A alimentacdo € a base para a constituicdo do corpo e estabilizacdo do organismo
contra infecgdes e também na suplementacdo do sistema antioxidante. Kiszewski &
Teklehaimanot (2004) afirmam que a ma nutricdo pode contribuir para a maior severidade da
epidemia maldrica. Eles ainda sugerem que outros estudos devem ser conduzidos para se

detectar a associagdo entre ma nutricio e a susceptibilidade a malaria.

O sistema antioxidante protege os tecidos dos efeitos dos radicais livres. Trés grupos
principais fazem parte deste sistema e s@o classificados como antioxidantes primdrios,
secunddrios e tercidrios. O objetivo do antioxidante é estabilizar a molécula por um tempo
mais longo e, neste sentido, ocorre extrema cooperacdo entre seus componentes. Como varios
deles constituem o sistema redox, a atividade de um € adjuvada pela do outro (SIGNORINI &

SIGNORINI, 1995).

Os antioxidantes primdrios trabalham prevenindo a formagdo de novas espécies
radicalares. Estes antioxidantes atuam convertendo os radicais livres existentes em moléculas
menos reativas antes que eles possam reagir. Sdo enzimas soldveis, isto é, ndo aderidas em
sistemas de membranas, o que lhes faculta atuar no citossol, na matriz mitocondrial, nos
peroxissomos e outros compartimentos subcelulares em praticamente todos os tecidos. Esta
bem estabelecido que os principais antioxidantes intracelulares, sejam a superoxido dismutase
(SOD) que catalisa a dismutacdo do anion radical superéxido (O,*) a peréxido de hidrogénio
(H,0,) e O,, a catalase que atua na decomposicio de H,O, a O, e H,O e a glutationa
peroxidase (GPx), que atua sobre perdxidos em geral, atuam com utilizacdo de glutationa

como co-fator (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990).
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Antioxidantes secunddrios atuam como armadilhas aos radicais, prevenindo reacoes

em cadeia. Podem ser origindrios da dieta como, por exemplo, vitamina E (a-tocoferol),
vitamina C (ascorbato), B-caroteno, selénio, zinco e magnésio, ou sdo sintetizados no
organismo como o 4cido drico, a bilirrubina e a albumina. Antioxidantes terciarios reparam

biomoléculas que foram lesadas por radicais livres. Enzimas reparadoras de DNA e metionina

sulféxido redutase sdo exemplos (SIGNORINI & SIGNORINI, 1995).

Além da dosagem dos biomarcadores de peroxidacdo lipidica e dano oxidativo em
proteinas, pode-se também dosear proteinas séricas, que sdo biomarcadores de processos
antioxidantes, como a celuroplasmina e ferritina, e também de processos inflamatdrios agudos

ou crdnicos, como a dosagem de albumina e proteinas totais.

A ceruloplasmina ou ferroxidase I é uma a,-glicoproteina que transporta cerca de 90 a
95% do cobre total no plasma. O Cu**, obtido da dieta, é quelado pelo amino4cido histidina e
absorvido no duodeno. E transportado ao figado ligado a albumina e 14 é incorporado na
proteina ceruloplasmina. O Cu?* ligado a ceruloplasmina é, entdo, distribuido para as células.
Além do transporte de Cu”*, a ceruloplasmina oxida Fe’* a Fe®* para sua subseqiiente
transferéncia para a transferrina (dai a sinonimia de ferroxidase) e catalisa a S-nitrosacdo de
biomoléculas tidlicas. A determinacdo de ceruloplasmina humana baseia-se na reacdo entre
essa enzima como antigeno e o anti-soro especifico obtido em kits disponiveis no mercado

(VASCONCELOS et al, 2007).

A ferritina é uma apoproteina com 24 subunidades de cadeias leves (L) e pesadas (H)
ao redor de um centro, capaz de ligar até 4.500 dtomos de ferro. Ao entrar nas células, o ferro

excedente € estocado na forma de ferritina. A ferritina sequestra o ferro do meio intracelular,
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fixando-o na forma oxidada (Fe3+), quimicamente menos reativa, tanto para armazenamento
quanto pra desintoxica¢do. A determinagdo de ferritina € feita por método espectrofotométrico

na reacao entre essa enzima com o antigeno e o anti-soro (MENDES, 2008).

As proteinas séricas possuem diversos métodos para serem doseadas e quantificadas. E
possivel quantifici-las através da Eletroforese de Proteinas Séricas (EPS). E um método
laboratorial simples usado para separar as proteinas presentes no plasma humano em fragdes,
de acordo com as suas respectivas cargas elétricas. Trata-se do teste de triagem mais utilizado
para investiga¢do de anormalidades protéicas no sangue. A andlise das propor¢des das fracdes
protéicas tem considerdvel valor na abordagem de doencas agudas e cronicas, como a maldria,
em processos inflamatorios, infecciosos e imunes, fornecendo informacdes clinicamente tteis

(PAULA E SILVA et al., 2008).

Existem vdrias substancias que podem ser avaliadas para quantificar os antioxidantes
no organismo (EREL, 2004). Estas substincias podem ser medidas no soro (ou plasma)
separadamente. Halliwell & Gutteridge (1990) compararam vérios antioxidantes que estio
dispersos no plasma e concluiram que a atividade depende da natureza do estresse pro-

oxidante imposto, sendo dificil determinar qual é o mais importante.

3.5. Medicamentos utilizados para o tratamento da malaria: Primaquina e

Cloroquina

O tratamento da maldria visa a interrup¢do da esquizogonia sangiiinea, responsavel
pelas manifestagdes clinicas da infec¢@o. Entretanto, pela diversidade do ciclo biolégico do

Plasmodium, é também objetivo da terapéutica proporcionar a erradica¢do de formas latentes
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do parasito no ciclo tecidual (hipnozoitos) da espécie P. vivax, evitando assim as recaidas.

(MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

A primaquina € uma 8-aminoquinoleina, altamente ativa contra gametdcitos de todas
as espécies de maldria humana, e contra hipnozoitos do P. vivax. Foi desenvolvida pelos
Estados Unidos, durante a Guerra do Pacifico em 1941, para impedir as recaidas de malaria.
Atualmente, é a tUnica droga usada para evitar recaidas, embora ji esteja em fase de ensaios
clinicos uma outra 8-aminoquinoleina, a tafenoquina (WR238605). A primaquina é uma
droga bastante eficiente, no entanto, é muito téxica (BAIRD, 2005; TEKWANI &

WALKER, 2006).

A primaquina é rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal, concentrando-se no
figado, cérebro, coracdo, pulmdes e musculos esqueléticos. A média de volume de
distribuicdo é de 3L/kg. Possui o pico de concentragc@o plasmadtica de 1 a 3h para 70mg/mL. A
primaquina elimina os hipnozoitos no figado através da producdo de radicais livres

(WATKINS & MESHNICK, 2004; BAIRD & HOFFMAN, 2004).

Um dos poucos efeitos adversos deste farmaco € a sua atividade hemolitica em
pacientes com deficiéncia congénita em glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) nas
hemadcias. As células dos pacientes deficientes em G6PD ndo conseguem regenerar NaDPH,
cuja concentragdo é reduzida pelos metabolitos oxidantes da primaquina e de outros farmacos.
Em consequéncia disto, as fun¢des metabodlicas gerais das hemdcias alteram-se e ocorre
hemdlise entre outros processos relacionados a ela (FERRAZ, 2002). Além dos efeitos
hemoliticos, a primaquina pode causar distirbios gastrintestinais como dor abdominal,

diarréia, nduseas e vomitos (SHANKS, 2001).
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A cloroquina € um farmaco pertencente a familia das 4-aminoquinolinas. Ativa por via
oral, exibe uma potente acio antimaldrica. Essa a¢c@o € exercida sobre as formas eritrociticas
do Plasmodium vivax, do P. malariae e sobre a maior parte de cepas de P. falciparum. Nao

age sobre o gametdcitos de P. falciparum (VADE-MECUM, 2008).

E dtil no tratamento supressor e de ataque agudo de maldria provocado por virias
espécies de Plasmodium, no entanto, a cloroquina ndo previne as recaidas nos pacientes
infectados com P. vivax ou P. malariae, porque as formas exoeritrociticas ndo sdo afetadas
pelo farmaco; também ndo previne a infeccdo pelos parasitos dessas espécies quando
administrado como profilatico. E eficaz no ataque agudo e prolonga os periodos entre recaidas

para o P. malariae ¢ P. falciparum (VADE-MECUM, 2008).

A cloroquina € rdpida e quase completamente absorvida no trato gastrintestinal; 55%
do farmaco circulante encontram-se ligados a constituintes plasmaticos ndo-difundiveis. A
excrecdo ¢ lenta e 50% do que é excretado na urina corresponde a cloroquina ndo

metabolizada (VADE-MECUM, 2008).

A FMT-AM preconiza o uso da primaquina a partir do 5° dia de tratamento, quando o
paciente ja deve estar afebril e sem vOmitos. Isso melhora a adesdo terapéutica e permite

observar a agdo isolada da cloroquina (ALECRIM, 2007).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Tipo de Estudo

Estudo-piloto prospectivo, onde serdo realizadas dosagens de biomarcadores do
estresse oxidativo e do perfil de proteinas no plasma de pacientes com maldria vivax sob

diferentes esquemas de tratamento com cloroquina e primaquina.

4.2. Populacao de Estudo

Pacientes diagnosticados com maldria vivax na Fundacdo de Medicina Tropical do

Amazonas - FMTAM.

4.3. Critério de inclusio e exclusao

Serdo selecionados pacientes de ambos os sexos, com idade entre 18 e 50 anos, com
diagnéstico de maldria vivax pela gota espessa (qualquer parasitemia) que puderem
comparecer as consultas de retorno na FMT-AM. Serdo excluidos os pacientes com histéria

de alguma comorbidade, gestantes e deficientes de G6PD.

4.4. Delineamento Experimental

Os pacientes que preencherem os critérios acima foram convidados a participar da

pesquisa e posteriormente a assinar um Termo de Compromisso Livre e Esclarecido (TCLE)

(anexo 01). Os pacientes foram alocados em trés grupos de tratamento distintos (tabela 01). A



27
fim de identificar o perfil oxidativo relacionado ao uso das referidas drogas e a dosagem
plasmadtica das mesmas, amostras de sangue venoso em tubos com EDTA (15 mL) e em tudos
sem anticoagulante (5 mL) foram coletadas nos dias DO, D3 e D7. Depois de coletadas as
amostras eram centrifugadas e o plasma era armazenado com adicdo de butilhidroxitolueno
(BHT) em freezer — com a finalidade de conservar plasma e soro, prevenindo oxidag¢des —
para posterior andlise dos biomarcadores de estresse oxidativo. Um plasma sem adi¢do de
BHT era encaminhado para o Laboratério de Anélises Clinicas da FMT-AM para a realizacio
de hemograma, o qual era passado para o médico que atendeu o paciente. O sangue coletado
em tubos sem anticoagulantes também eram centrifugados e o soro era encaminhado para
andlise bioquimica (bilirrubina total, bilirrubina direta, bilirrubina indireta e albumina) no
mesmo local citado anteriormente. Em todos os dias de andlise, foram realizadas também
gotas espessas com contagem da parasitemia em mm’. Os testes para andlise dos
biomarcadores de estresse oxidativo foram realizados no Laboratério de Bioquimica Clinica

da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM.
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Esquema DO D1 D2 D3 D4 DS D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13

I Cloroquina X X X

(150 mg/comp.)

Primaquina X X X X X X X
(30mg/dia)

IT Cloroquina X X X

(150 mg/comp.)

Primaquina X X X X X X X
(30 mg/dia)

III Cloroquina X X X
(150 mg/comp.)

Primaquina X X X X X X X X X X X X X X
(15 mg/dia)

Coleta de X X X
amostra

biolégica

Tabela 1 - Os trés esquemas de tratamento para maldria vivax utilizados no projeto. O Esquema I € o preconizado
pela FMT-AM, o Esquema II pelo Ministério da Sadde e o Esquema III pela Organizacdo Mundial de Satide.
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4.5. Amostragem

Como se trata de um estudo piloto, serdo alocados 10 pacientes em cada esquema de
tratamento, com os devidos cuidados (vide critérios de inclusdo) para se manter a amostra o

mais homogénea possivel, em termos de idade, parasitemia e passado de infec¢do maldrica.

4.6. Consideracdes Eticas

Esta pesquisa faz parte do projeto “Avaliacdo do Estresse Oxidativo em Pacientes com
Maléria vivax sob Diferentes Esquemas de Tratamento com Cloroquina e Primaquina” que
obteve a liberacdo formal e aceitacdo por parte da instituicio em questdo, Fundacdo de
Medicina Tropical do Amazonas e aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em
2008 com cronograma de execugdo até 2010, sob o nimero do CAAE 004.0.114.114-08.

Os pacientes que participarem do projeto terdo que assinar o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (anexo 01), tendo em vista o atendimento as disposicdes da resolucdo
CNS n°196/96, visando o bem estar dos participantes.

Todos os pacientes incluidos serdo atendidos e acompanhados pelo Dr. Marcus

Vinicius Guimarées de Lacerda, médico-pesquisador da FMT-AM.

4.7. Métodos

4.7.1. Dosagem de Proteinas Carboniladas

E um marcador da oxidacdo das proteinas. Pela acio das ERO alguns aminogcidos sdo

modificados como a lisina e a arginina fornecendo derivados carbonilicos, os quais sdo
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quantificados pelo método segundo Bradford, 1976. O procedimento mais conveniente para
quantificar proteinas carboniladas em amostras de plasma envolve a reag¢do entre 2.4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) com as proteinas carboniladas. O DNPH reage com as proteinas
formando a base Schiff produzindo a hidrazona correspondente, a qual se pode analisar

espectrofotometricamente no comprimento de onda entre 360-385 nm.

4.7.2. Dosagem de Proteinas Totais

A dosagem de proteinas totais foi realizada através do método do biureto, utilizando
kit comercial (Labtest® Minas Gerais — Brasil). O método € facilmente aplicado em
analisadores semi-automaéticos e automadticos capazes de medir com exatiddo entre 530 e 550
nm, sendo assim realizado no aparelho COBAS Mira Plus. Nesse método, ions cobres em
meio alcalino (reagente de biureto) reagem com as ligacdes peptidicas das proteinas séricas
formando cor ptrpura, que tem absorbancia maxima em 545 nm, proporcional a concentracio

das proteinas na amostra.

4.7.3. Dosagem de Ceruloplasmina

A dosagem de celuroplasmina foi realizada através do método proposto por
Schosinsky et al., 1974. O método usa como substrato a substancia ortodianisidina, tampao de
acetato e solugfo de acido sulfirico a 9 mol/L. O método baseia-se na adi¢do do substrato, do
tamp@o e da amostra em dois tubo de ensaio, aquecer em banho maria em 30°C, e adicionar o
dcido sulfirico em 5 minutos em um tubo e em 15 minutos no segundo tubo. Agitar, ler as
solugdes obtidas em espectrofotometro com absorbancia em 540 nm, zerando o aparelho com

dgua deionizada.
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4.7.4. Dosagem de Ferritina

A dosagem de ferritina foi realizada através do método de imunoturbidimetria
utilizando kit comercial (Labtest® Minas Gerais — Brasil). O método é facilmente aplicado a
analisadores automdticos capazes de medir absorbancias de 570 nm (550 a 580 nm), sendo
assim realizado no aparelho COBAS Mira Plus. O principio do teste parte de particulas de
latex estabilizadas e sensibilizadas com anticorpo anti-ferritina humana que sio aglutinados
pela ferritina presente na amostra. A intensidade da aglutinacio estd associada a quantidade

de ferritina presente na amostra, cuja concentragdo € obtida através de curva de calibrag@o.

4.7.5. Dosagem de Albumina

A dosagem de albumina foi realizada através do método do verde de bromocresol,
utilizando kit comercial (Labtest® Minas Gerais — Brasil). O método ¢é facilmente aplicavel a
maioria dos analisadores semi-automaticos e automaticos, sendo assim também realizado no
aparelho COBAS Mira Plus capazes de medir uma reacdo de ponto final entre 625 e 640 nm.
O principio do método parte da capacidade da albumina em se ligar & uma grande variedade

de anions organicos e moléculas complexas de corantes.

4.7.6. Eletroforese de proteinas

A eletroforese de proteinas plasmatica foi realizada pelo método proposto por Naoum
(1990) com adaptagdes. O método baseia-se na eletroforese de proteinas em tiras com acetato
de celulose gelatinizado onde serd utilizado o tampdo Tris-glicina para corrida, solucgdo

corante de ponceau-S, solucdo descorante de dcido acético, solucdo de transparentizacio e
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tiras de acetato de celulose gelatinizado Cellogel®. As bandas eletroforéticas serdo

quantificadas pelo método de desintometria com auxilio de um software.

4.7.7. Dosagem de glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD)

Os pacientes também foram testados para deficiéncia de G6PD, pelo teste funcional

qualitativo de Brewer er al., 1965.
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5. RESULTADOS

Durante o periodo de dezembro de 2008 a agosto de 2009, foram coletadas amostras
de 27 pacientes com maldria vivax na FMT-AM, sendo 10 pacientes no esquema I, 9 pacientes
no esquema II e 8 pacientes no esquema III. Os resultados a seguir estdo divididos em clinicos
e laboratoriais.

Dos 27 pacientes participantes do projeto contabilizou-se 20 do sexo masculino

(74,07%) e 7 do sexo feminino (25,93%) (grafico 01).

y

y
25,93%

B masculinc M feminino

Grifico 1 - Porcentagem de pacientes do sexo masculino e feminino participantes do estudo

Dentre os pacientes alocados na pesquisa 13 estavam com parasitemia de duas cruzes
(48,15%), 8 com parasitemia de meia cruz (29,63%), 5 com parasitemia de uma cruz

(18,52%) e 1 com parasitemia menor que meia cruz (3,70%) (grafico 02).
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Griéfico 2 - Porcentagem de pacientes com diferentes tipos de parasitema para maldria vivax
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Ao total de 27 pacientes inseridos no projeto, 8 eram fumantes (29,63%) e 19 ndo

possuiam o habito de fumar (70,37%) (grafico 3).

M fumante L naofumante

Griéfico 3 - Porcentagem de pacientes ndo fumantes e fumantes do projeto

O grifico a seguir permite observar os niveis plasméticos de proteinas totais nos trés

esquemas de tratamento.
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Gréfico 4 - Niveis plasmaticos de proteinas totais em cada esquema de tratamento para maldria vivax com

cloroquina e primaquina durante os dias 0, 3 e 7 do tratamento
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Todos os pacientes inclusos no projeto possuem atividade enzimdtica normal de

glicose 6-fosfato desidrogenase. Apenas um paciente mostrou atividade enzimdtica anormal

para G6PD sendo, portanto, excluido do projeto.

No grafico abaixo é possivel observar os niveis plasmadticos de proteinas carboniladas

em cada esquema de tratamento.

0,300

0,250 -

0,100 -

0,050 -

Niveis plasmaticos de proteinas carboniladas
{nmol/mg)
o
=
o
o
1

0,000 -

DO
ED3
D7

Esquemall Esquemalll

Grifico 5 - Niveis plasmadticos de proteinas carboniladas em cada esquema de tratamento para maldria vivax com

cloroquina e primaquina durante os dias 0, 3 e 7 do tratamento
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Os niveis de ceruloplasmina plasmdatica em cada esquema de tratamento podem ser

observados no grafico abaixo:
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Grafico 6 - Niveis plasmadticos de ceruloplasmina em cada esquema de tratamento para maldria vivax com
cloroquina e primaquina durante os dias 0, 3 e 7 do tratamento

O gréfico abaixo permite observar os niveis plasmadticos de ferritina em cada esquema

de tratamento:
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Griéfico 7 - Niveis plasmadticos de ferritina em cada esquema de tratamento para maldria vivax com cloroquina e
primaquina durante os dias 0, 3 e 7 do tratamento
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A dosagem de albumina foi realizada no Laboratério de Andlises Clinicas da FMT-

AM e os resultados podem ser observados no grafico abaixo:

de albumina (g/dL)

iveis séricos (

"

N

(9]

=)

[en]
]

wn

o

]
1

[l

I

Griéfico 8 - Niveis séricos de albumina em cada
primaquina durante os dias 0, 3 e 7 do tratamento

Os niveis plasmaticos de MDA

gréfico abaixo:

esquema de tratamento para maldria vivax com cloroquina e

em cada esquema de tratamento sdo exibidos no
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Griafico 9 — Niveis plasméticos de MDA em cada esquema de tratamento para maldria vivax com cloroquina e

primaquina durante os dias 0, 3 e 7 do tratamento.
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As dosagens de bilirrubina total (BT), bilirrubina direta (BD) e bilirrubina indireta

(BI), realizadas no Laboratério de Andlises Clinicas da FMT-AM, sao expostas a seguir:

is séricos de hilirrubina total

Grifico 10 - Niveis séricos de BT em cada esquema de tratamento para maldria vivax com cloroquina e
primaquina durante os dias 0, 3 e 7 do tratamento. (*) indica diferenca estatisticamente significante - p < 0,05

quando comparado ao DO.
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Gréfico 11 - Niveis séricos de BI em cada esquema de tratamento para maldria vivax com cloroquina e
primaquina durante os dias 0, 3 e 7 do tratamento. (*) indica diferenca estatisticamente significante - p < 0,05

quando comparado ao DO.
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Grifico 12 - Niveis séricos de BD em cada esquema de tratamento para maldria vivax com cloroquina e
primaquina durante os dias 0, 3 e 7 do tratamento. (*) indica diferenca estatisticamente significante - p < 0,05
quando comparado ao DO.

A determinacdo das proteinas plasmaticas por eletroforese, a qual tinha sido
inicialmente prevista, ndo foi realizada devido a problemas técnicos na etapa de padronizacdo
da metodologia. A principio, a dosagem seria realizada em gel de agarose, porém, um
problema técnico de origem desconhecida impossibilitava a separacdo das bandas protéicas. A
metodologia em acetato de celulose foi realizada em um segundo momento, mas o tempo
limite para finalizacdo da pesquisa ndo permitiu a padroniza¢do da técnica. Contudo, os

ensaios eletroforéticos continuardo em uma tentativa de nio se negligenciar esta analise.
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6. DISCUSSAO

A partir dos resultados pode-se observar que os pacientes alocados dentro da pesquisa
foram na maioria homens (74,07%), ndo fumantes (70,37%) e com parasitemia heterogénea
que variou de menor que meia cruz a duas cruzes.

Foram priorizados pacientes sem o hdbito de fumar durante a pesquisa, pois estudos
comprovam que pessoas que possuem este habito estdo ligadas a numerosos efeitos vasculares
tais como: diminui¢do dos niveis séricos de antioxidantes (vitaminas E e C), aumento dos
produtos de peroxidacao lipidica, agregacdo plaquetaria e aterogénese (KNIGHT-LOZANO et
al., 2002). Dessa forma o estresse oxidativo causado pelo cigarro poderia interferir nas
dosagens de estresse oxidativo que possui o intuito de mostrar apenas o dano causado pelo
parasita responsdvel pela maldria e pelos medicamentos utilizados no tratamento.

Em relacdo & parasitemia, desde o inicio do projeto, existiram dificuldades para inserir
pacientes, pelos seguintes fatores: no inicio foi determinado que participassem pacientes com
maléria vivax, primo-infectados e com parasitemia de 2 cruzes, entretanto, uma baixa
significativa de casos de malaria ocorreu durante o primeiro trimestre de 2009, onde os 2.096
casos positivos ocorridos entre janeiro e marco de 2008 diminuiram para 934 casos positivos
durante o mesmo periodo de 2009 (FMT-AM, 2009). Além disso, a dificuldade de obter casos
de pacientes primos-infectados era de grande propor¢do, pois a maioria ji havia contraido
maldria mais de uma vez. Desta maneira, alguns critérios de inclusdo foram mudados e a
partir do més de dezembro adicionaram-se pacientes com maldria vivax, com qualquer
parasitemia, sendo primo-infectado ou nao.

O nivel de proteinas totais mostrou-se semelhante nos trés esquemas de tratamento,
fazendo-se necessdria a realizag¢@o de todas as dosagens e posterior andlise estatistica, a fim de

afirmar se houve acréscimo ou decréscimo do nivel de proteinas totais. Os resultados obtidos
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necessitariam ser comparados com os resultados da eletroforese de proteinas (ndo realizada),
logo, ndo € permitida uma discussao apropriada.

As proteinas carboniladas sdo amplamente utilizadas como marcador de dano
oxidativo em proteinas sob condicdes de estresse oxidativo. No entanto, as dosagens
realizadas n3o permitiram a observacdo de diferenca significativa entre os esquemas de
tratamento.

As dosagens das proteinas antioxidantes, ceruloplasmina e ferritina, apresentaram um
perfil semelhante no esquema I, onde ocorreu um decréscimo do DO para o D7. Nos outros
esquemas de tratamento essa caracteristica ndo foi observada. De acordo com Kogika et al.
(2003), em processos inflamatorios, infecciosos e parasitarios ocorre um aumento dos niveis
de ceruloplasmina. Harboe-Gongalves et al. (2007) também mencionam que ferritina e
ceruloplasmina sdo proteinas de fase aguda e que hd evidéncias de que a ferritina estd
relacionada a resposta antioxidante endégena que se segue a uma lesdo tecidual, que consiste
na quelacdo do ferro livre liberado no plasma como resultado da degradacdo da heme. Dessa
forma, os niveis aumentados no DO dos esquemas terapéuticos sao explicados. Com a cura
dos sintomas e elimina¢do das formas eritrocitdrias, devido a administracdo de cloroquina e
primaquina, era esperado o decréscimo dos niveis ao decorrer dos dias.

Os niveis de albumina ndo foram alterados durante o periodo de tratamento da doenca.
Os esquemas I e III mostram que no D7 hd um pequeno aumento de concentracdo de
albumina em relagdo ao DO. Santos et al. (2004) cita que, a sintese de albumina depende de
uma interacdo complexa entre varios fatores e que em meio a tantos, a liberagdo de citocinas
pré-inflamatérias durante a origem da inflamagdo a inibe. Um exemplo é a IL-6 que,
particularmente no figado, inibe a sintese de albumina. Segundo o mesmo estudo, o reduzido
nivel sérico de albumina seria um dos mais sensiveis marcadores de resposta inflamatdria.

Consentindo com o que foi dito, Naoum (1990) alegou que a diminui¢do de albumina pode
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estar relacionada a um defeito de sua sintese hepéatica (nas hepatopatias graves cronicas) e aos
processos inflamatoérios agudos, porém, a hipoalbuminemia é frequentemente uma evidéncia
tardia, especialmente nas hepatopatias, pois seu longo periodo de vida média ndo permite sua
rapida deplecdo, o que reduz a extensdo da queda nos seus niveis séricos (SANTOS et al.,
2004). Dessa forma, os baixos niveis de albumina no DO s@o compreendidos, uma vez que sua
sintese estd inibida pelo processo inflamatério e pela hepatopatia decorrente da maldria,
contudo a alteracdo brusca ndo é observada devido a administragdo dos medicamentos que
levam a cura relativamente répida.

As dosagens de bilirrubina total, bilirrubina indireta e bilirrubina direta mostraram um
decréscimo nas concentracdes do DO para o D7. Isso se deve ao fato de que a
hiperbilirrubinemia estd correlacionada com a intensidade da parasitemia da doenga, pois o
parasita ocasiona hemdlise, liberando hemoglobina, substancia a qual, quando degradada, é o
principal componente para a formacdo de bilirrubina (PIRES et al., 2001). Logo, ao decorrer
dos dias, com a cura da doenca, era-se esperada a queda dos niveis de bilirrubinas totais e
fragdes dos pacientes do projeto. Entretanto ndo foi possivel apontar qual dos trés esquemas
causa um menor dano oxidativo através desses resultados, pois com as andlises dos graficos
pode-se notar que os niveis de bilirrubina total e fragdes ficaram semelhantes em todos os

esquemas.



43

7. CONCLUSAO

Nao foram observadas modificacdes significativas nos niveis plasmdticos das
proteinas analisadas quando comparados os diferentes esquemas de tratamento. Quanto aos
marcadores de estresse oxidativo MDA e proteinas carboniladas, também néo se observou
diferenca significativa entre os tratamentos, sugerindo que, com base nesses dois pardmetros,
os esquemas terapéuticos podem ndo colaborar para o aumento do estresse oxidativo durante
o periodo de tratamento. Houve uma reducdo significativa dos niveis de bilirrubinas nos
esquemas I e II, indicando melhor eficicia desses esquemas de tratamento neste parametro,
uma vez que os niveis reduzidos de bilirrubinas demonstram que hd uma diminui¢do da
hemdlise ocasionada pelo parasita. Os resultados observados indicam nio haver modifica¢des
significativas nos niveis de proteinas plasmadticas ou biomarcadores relacionados ao estresse
oxidativo durante o periodo de tratamento na maldria vivax. Estes achados também sugerem
que o estresse oxidativo relatado na maldria pode estar sendo compensado ou ocorrer em
outros sitios especificos, como na membrana dos eritrcitos ou plaquetas, fatores estes nao

avaliados no presente estudo.
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10. ANEXOS

e Anexo 01

FMTAM

PROJETO

PROTEINAS PLASMATICAS COMO BIOMARCADORES DO ESTRESSE
OXIDATIVO EM PACIENTES COM MALARIA VIVAX SOB DIFERENTES
ESQUEMAS DE TRATAMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta com malaria e ainda ndo deu inicio ao tratamento e esta sendo
convidado a participar do estudo “Avaliagdo do Estresse Oxidativo em Pacientes
com Malaria Vivax sob Diferentes Esquemas de Tratamento com Cloroquina e
Primaquina”. Os avangos na area da saude ocorrem atraves de estudos como este,
por isso a sua participagdo € importante. O objetivo deste projeto é estudar e
comparar os diferentes tipos de tratamento (esquema recomendado pelo Ministério
da Saude, esquema recomendado pela Fundacdo de Medicina Tropical do
Amazonas e esquema recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude), com os
medicamentos primaquina e cloroquina em pacientes com malaria vivax. Caso vocé
participe, serd necessario fazer 03 (irés) coletas de sangue da veia no dia do
diagndstico, no dia 3 e no dia 7 depois do inicio das medicacdes. Nao sera feito
nenhum procedimento que lhe traga qualquer desconforto maior ou risco a sua vida,
exceto o fato que vocé sentira uma pequena pontada (dor) quando receber uma
picada para colher o sangue do seu braco.

Vocé podera ter todas as informagdes que quiser e podera nao participar da
pesquisa ou retirar seu consentimento a qualguer momento, sem prejuizo no seu

atendimento. Pela sua participagéo no estudo, vocé néo recebera qualquer valor em
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dinheiro, mas tera a garantia de que todas as despesas necessdarias para a
realizacdo da pesquisa nao serdo de sua responsabilidade. Seu nome néao
aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé sera identificado com um

numero.

Eu, , i

e/ou ouvi o esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e quais

procedimentos a que serei submetido. A explicacao que recebi esclarece o0s riscos e
beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacéo a
qualquer momento, sem justificar minha decisdo e que isso ndo afetara meu
atendimento. Sei que meu nome né&o sera divulgado, que néo terei despesas e néao
receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.

Assinatura do voluntario

Assinatura do pesquisador que conversou com o paciente

Em caso de duvidas: Prof. Dr. Marcus Lacerda (092) 3656 0620/

Prof. Dr. Emerson Lima (092) 3633 3241
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Anexo 02:

Fundagao de Medicina Tropical do Amazonas
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
Av. Pedro Teixeira, 25 — Dom Pedro

Cep: 69040-000

Manaus - Amazonas - Brasil

COMTEDEETIC 2 BAPEOUSA

EM SERES  HUMANOS

APROVACAO N° 1904

Registro CEP N° 1176-08

CAAE - 0016.0.114.000-08 Processo N°1176/2008-FMT-AM
Projeto de Pesquisa: Avaliagdo do Estresse oxidativo em pacientes com malarioa
vivax sob diferentes esquemas de tratamento com cloroquina e primaquina.
Pesquisador responsavel: Marcus Vinicius Guimardes de Lacerda
Instituicdo Sediadora: Fundagdo de Medicina Tropical do Amazonas-FMT-AM
Instituicao Vinculada: Ndo se aplica

Area Tematica Especial: N3o se aplica

Patrocinador: CNPq

Registro para armaz. de mat. Biolégico humano: N&o se aplica

Ao se proceder & andlise relativo do Projeto em questdo, o Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos (CEP) da Fundagdo de Medicina Tropical do Amazonas
(FMT-AM), em sessdo ordinaria do dia 18 de junho de 2008 e de acordo com as
atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se pela aprovacdo do

projeto de pesquisa proposto, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Situacdo do Protocolo: APROVADO

Manaus, 18 de junho de 2008.

Luiz @
Corder

Obs: Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa
(Resolugdo do Conselho Nacional de Satide n°196, de 10.10.1996, inciso IX.2, letra “c”) conforme o
Formulario de acompanhamento dos Projetos aprovados no CEP, disponivel em nossa home Page.




