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Resumo

As doencas hemoliticas, correspondem
a um grupo doencas heterogéneo, cujo o
denominador comum é a lises heritrocitaria e
de entrevas quais, destaca-se a maléaria
cerebral (MC), que é uma emergéncia médica
com alta taxa de morbilidade e mortalidade a
nivel mundial que cursa com lises eritocitaria.
Constitui a forma, mas grave da infec¢céo por
Plasmodium falciparum (Pf) e cursa com
complicacBes neuroldgicas, da retina e lises
heritrocitaria.

A compreensdo da influéncia que
componentes moleculares, exercem na
fisiopatologia da doenca, assim como, na
evolucao clinica da mesma, continua a ser um
grande desafio da investigacdo cientifica,
apesar dos avancos ja alcancados. Assim

gue, esta tese pretendeu avaliar o papel da
XII



libertacdo da Hemoglobina (Hb), Hemo e de
proteinas que regulam o seu metabolismo, na
evolucdo clinica da MC. As componentes
genéticas na patofisiologia das lesdes
neurolégicas e da retina ndo foram
investigadas em criangas afetadas pela
doenca.

Realizou-se um estudo prospectivo
analitico de caso-controlos, onde se buscou
correlacionar os niveis plasmaticos de Hb,
plaguetas e da parasitemia e a severidade da
doenca. A coorte foi constituida por trés
grupos, incluindo 83 (27.2%) casos de MC,
124 (40.6%) casos de maléaria ndo complicada
(MnC) e 98 (32.1%) casos de individuos nao
infectados (NIF), usados como controlos.

Os resultados revelam que tivemos
uma propor¢ado entre os sexos masculino e
feminino de 1:1 em todos os grupos. Os
pacientes menores de 5 anos se confirmaram

mais suscetiveis a doencga, revelando a
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existéncia de uma relacdo causal entre os
niveis de Hb e a severidade da MC. O estudo
permitiu também correlacionar a associacéo
do risco de morte por malaria com a
retinopatia da malaria (Ret+M) odds ratio (OR)
= 3,25 (1,017-10,44), assim como, demonstrar
o papel da Hp e da Hx na prevencao do dano
neurolégicos em ratinhos e humanos.

Todavia, essa pesquisa permitiu assim,
extrapolar uma relacdo causal directa entre os
niveis dos factores acima mencionados aos
danos neuroldgicos e da retina, observados
nestes pacientes. Claramente, estudos futuros
serdo  necessarios, para uma maior
compreensdao da MC e suas complicacoes,

causadas pela libertagcdo do Hemo.

Palavras-Chave: Hemolises, Hemoprotéinas,

Haptoglobina, Hemopexina, Maléaria Cerebral.
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Abstract

Hemolytic diseases correspond to a
heterogeneous group of diseases, whose
common denominator is erythrocyte lysis.
Cerebral malaria (CM) is a medical emergency
with a high rate of morbidity and mortality
worldwide, which leads to erythrocyte lysis. It
constitutes the most severe form of
Plasmodium falciparum (Pf) infection and
course with  neurological and retinal
complications.

Understanding the influence that
molecular components exert on the
pathophysiology of the disease, as well as on
its clinical evolution, continues to be a major

challenge for scientific investigation, despite
XV



the advances already achieved. Therefore, it is
in order to evaluate the role of the release of
Hemoglobin (Hb), Heme and proteins that
regulate its metabolism, in the clinical
evolution of CM. Genetic components in the
pathophysiology of neurological and retinal
lesions have not been investigated in children
with the disease.

A prospective analytical case-control
study was carried out, which sought to
correlate plasma levels of Hb, platelets and
parasitemia and the severity of the disease.
The cohort was attended by three groups,
including 83 (27.2%) cases of MC, 124

(40.6%) cases of uncomplicated malaria

XVI



(MnC) and 98 (32.1%) cases of uninfected
individuals (NIF ), used as controls.

The results proved that we had a male
to female ratio of 1:1 in all groups. Patients
under 5 years of age confirmed the disease
more, revealing the existence of a causal
relationship between Hb levels and the
severity of CM. The provided study also
correlated the association between the risk of
death from malaria and malarial retinopathy
(Ret+M) odds ratio (OR) = 3.25 (1.017-10.44),
as well as demonstrating the role of Hp and Hx
in the prevention of neurological damage in
rats and humans.

However, this research thus allowed

extrapolating a direct causal relationship
XVII



between the levels of the factors mentioned
above and the neurological and retinal
damage observed in these patients. Clearly,
future studies will be needed for a better
understanding of CM and its complications

caused by the release of Heme.

Keywords: Hemolysis, Hemoproteins,

Haptoglobin, Hemopexin, Cerebral Malaria.
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CAPITULO.1

INTRODUCAO



INTRODUCAO

1.1. O impacto da malaria no
desenvolvimento social e
econdmico.

As doenca hemoliticas, constituem um grupo
especifico de enfermidades, cujo o denomidador
comum € a lises eritocitaria, destacando-se a malaria
gue € uma doenca infecciosa milenar, que cursa com
hemolises e alta taxa de morbilidade-mortalidade, que
afecta principalmente as regides de clima trépical'. De
acordo com os dados divulgado pela Organizacbes
Mundial da Saude (OMS), no ano de 2017, foram
registrados 219 milhdes de casos de maléria, sendo
que o continente africano foi o, mas atingido com 200
milhdes de individuos infectados com a doenca (92%).
Por outro lado, os desfechos devidos a maléaria foram
435.000 casos. Destes, estima-se que 93% de casos

ocorreram em Africa®.



Em Angola, a malaria constitui o principal
problema de saulde publica, destacando-se como a
principal causa de hospitalizacdes. Assim que, no ano
de 2017 o pais constava na lista dos 15 estados com

maior taxa de mortalidade por malaria no mundo®.

Na busca de solugbes que visam minimizar o
impacto da doenca, a OMS e parceiros tém sugerido
planos pela busca de financiamentos, de forma a apoiar
projectos de investigagdo que permitam desenvolver
campanhas de consciencializagdo, adoptar medidas de
prevencdo e identificar estratégias terapéuticas que
melhor se adaptam a realidade da doenca no
respectivo pais de infec¢cdo. Estes planos se
concretizaram no periodo de 2016 a 2017, quando a
OMS juntamente a parceiros internacionais promoveu
acOes de erradicacdo da malaria que beneficiaram de
um incremento de orgamento num valor de 0,2 bilhdes
de délares (7%)%.

Entretanto, os esforcos empreendidos no
combate desta enfermidade tém contribuido para
2



diminuicdo da incidéncia da doencga, alcancando a sua
erradicacdo em alguns paises, como por exemplo; o
Paraguai, 0 Uzbequistdo e a Argélia®. Deste modo, a
OMS tracou o plano global técnico e estratégico para a
eliminacdo e erradicacdo da maléria 2016-2030 que

assenta maioritariamente em trés pilares fundamentais:

~

1. Garantir, o acesso universal a prevencao,
diagnéstico e tratamento da malaria.

2. Acelerar, os esforgcos para a eliminacdo e a
obtencado do estado livre de malaria.

3. Transformar, a vigilancia da malaria em uma

intervencao central®.

Por isso, o0s paises tém adoptado planos
estratégicos isolados ou em parcerias com a OMS, que

visam alcancar os objectivos acima mencionados®>.

Todavia, apesar dos esforgos realizados para o
controlo e a erradicacdo da maléria, esta continua a ser
uma doenga amplamente difundida e ligada a pobreza,

constituindo um dos principais travoes do
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desenvolvimento social e econémico de paises que
precisam reforcar financeiramente os préprios sistemas
de saude, para fazer frente as altas taxas de infeccbes
e mortalidades pela doenca®. Esta situacdo é mais
grave a nivel das comunidades, onde as condi¢cdes
sociais, sobretudo o sistema sanitario precario, levam
estds populagcdes a investir somas avultadas de
dinheiro na procura de cuidados de saude que levam
ao agravamento do seu nivel de pobreza®. Por tanto,
concordarmos com a citacdo de Carter e Mendis, ao
afirmarem que “A malaria tem sido um dos maiores
imponentes do desenvolvimento social e econémico™.
Desde modo, a redugcdo da incidéncia da malaria,
contribuirda na reducdo da taxa de morbilidade e
mortalidade por malaria, assim como, para o
desenvolvimento social e econdémico dos paises

afectados pela doenca’®.



Figura 1. Representacdo de paises com casos
enddgenos de malaria em 2000 e seu estado em 2017.
Em laranja estdo representados os paises com um ou
mais casos de Malaria em 2017,em amarelo com zero
caso, em azul a mais de 3 anos registam zero caso,em
verde ndo registam casos de malaria desde 2000 e em
branco paises se malaria. Fonte: Relatério da OMS sobre

a maléaria de 2017.



1.2. Etiologia e Imunopatogénese da
malaria.

1.2.1.Agente causal (Plasmodium).

O agente causal da malaria € um parasita
unicelular, eucarionte do género Plasmodium, que
possui um complexo apical, que lhe permite a invasao
de eritrécitos do hospedeiro (organismo vertebrado ou
invertebrado)®. E transmitido de um homem, para o
outro, pela picada do mosquito Anopheles fémea, e
durante muito tempo, esteve na origem da alta taxa de
morbilidade e mortalidade, por malaria da populacao
mundial, sem que a sua existéncia fosse conhecida.
Assim que, foi identificado pela primeira vez, em
Novembro de 1880, por Charles Louis Alphonse
Lavera, no sangue de um paciente na Argélia. Dez
anos mais tarde, em 1890 Giovanni Batista Grassi e
Raimondo Filetti atribuiram nomes as duas formas
infectantes no homem, que chamaram de PI. vivax e Pl.

malareae, respectivamente?.



O agente transmissor do parasita ao
homem, sé foi identificado no ano de 1897, pelo
cientista norte americano Ronald Ross, razéo pela qual
Ihe foi atribuido o prémio Nobel, no ano de 1902. Esta
descoberta, estabeleceu as bases para a compreensao
do ciclo de vida do parasita no mosquito, que € hoje
amplamente aceite como sendo um factor
imprescindivel na compreensdo da epidemia da
doenca. Neste mesmo ano de 1897, William H. Welch
nomeou a espécie do PI. falciparum e no ano de 1922
John William Watson Stephens descreveu a quarta

espécie, que chamou de PI. ovale'.

Actualmente, estdo descritas cinco
espécies do parasita responsavel por causar a maléria
no homem, conhecidas com o nome de Pl sp. Essas
sao: PIl. falciparum, PIl. vivax, Pl. malariae, Pl. ovale e
Pl. Knowlesi. Este ultimo, foi identificado em 1932, por
Knowles e Das Gupta que suspeitaram que o Pl.
Knowlesi pudesse ser transmitido de macacos para o

homem, facto que viria a ser provado trés décadas,



mas tarde, isto é, no ano 1967 por Chin e

colaboradores®*!,

Entre as espécies de Plasmodium
capazes de infectar o homem, destaca-se o PI.
falciparum, pela sua alta endemicidade, morbilidade e
mortalidade a nivel mundial®. Diferencas, em termos de
fendtipos e genotipos entre o PI. falciparum e as outras
espécies foram evidenciadas, assim como, as
semelhangcas no que concerne as manifestacdes
clinicas da doenca. Assim que, independentemente do
parasita, 0s pacientes com malaria podem apresentar
episodios de febre paroxistica, rigidez e sudorese. Por
outro lado, algumas sintomatologias devidas a doenca,
assemelham-se as manifestacfes clinicas de outras
patologias infecciosas, o que torna dificil o diagndstico

clinico da mesmaZ.

Deste modo, conhecer a epidemiologia da
doenca, bem como, as espécies de Pl e 0s seus
vectores predominantes em uma determinada regido é
imprescindivel, para o desenvolvimento de politicas que

8



visam a reducdo da sua morbilidade-mortalidade, a
erradicacdo da mesma ou a minimizagao do impacto da
malaria no desenvolvimento social e econdmico

mundial.

1.2.2. Ciclo de vida do Plasmodium sp

no homem e no mosquito.

O ciclo de vida do PI sp, envolve
obrigatoriamente dois hospedeiros (invertebrado e
vertebrado). No hospedeiro invertebrado ocorre a fase
sexuada do PIl, enquanto que no hospedeiro
vertebrado, ocorrem as duas fases assexuada (pré-
eritrocitaria e eritrocitaria). A primeira ocorre a nivel dos
hepatdcitos, enquanto que a segundo ocorre nos

eritrocitos? 3.

Assim que, ao picar um homem infectado,
0 mosquito contrai a infeccdo por gametécitos que
correspondem as formas infectantes do parasita no
mesmo, dando assim, inicio a fase sexuada do

Plasmodium, cujo objectivo final € a reproducédo e
9



maturacdo das formas infectantes para o homem. Uma
vez ingeridos pelo mosquito, os gametdcitos chegam ao
intestino, onde déo origem ao zigoto. Este passa por
fases de maturagao e se transforma em “esporozoito”.
Os esporozoitos migram, a seguir, para as glandulas
salivares do mosquito, onde se alojam e serdo
responsaveis de futuras transmissbes da doenga em

humanos (Fig.2)*.

No homem, a inoculacdo de esporozoitos,
apos a picada de mosquitos Anopheles fémea
infectados, permite aos mesmos alcancar a circulacao
sanguinea e migrarem para o figado. Neste 6rgéo, os
esporozoitos proliferam e se diferenciam, dando assim,

origem a fase hepatica ou pré-eritrocitaria’®.

Segundo M. Mota e colaboradores, o
fendbmeno de crescimento e multiplicagdo das
esquizogonias nos hepatdcitos, € precedido pela
migrac&o do parasita em varios hepatdcitos'®. Por outro
lado, o tempo de proliferacdo e diferenciacdo do
parasita, no figado, varia de acordo com a espécie de

10



Plasmodium. Por exemplo, no caso do P. vivax e P.
ovale, alguns esporozoitos podem transformar-se em
hipnozoitos, que representam as forma dormentes do
mesmo. Desta forma, podem permanecer nos
hepatdcitos por um longo periodo antes da sua
conversdo em  esquizogonias, sendo  assim,
responsaveis pelos quadros repetidos de doenca nos

individuos infectados™®.

Terminado o crescimento e multiplicacao
dos esporozoitos, e apdés sua transformacdo em
esquizogonias nos hepatdcitos, vesiculas
transportadoras de merozoitos sado libertadas na
circulacdo sanguinea e definidas como merossomas. A
sua rotura trara como consequéncia a liberacdo dos
merozoitos, que infectando os eritrécitos, iniciam a fase
eritrocitaria do parasita’*. O processo de diferenciacéo
do parasita, também ocorre no interior dos eritrocitos
onde se formam os trofozoitos. Ao crescerem, estes se
convertem em  esquizogonias sanguineas. A

consequente lise dos eritrocitos dard inicio as primeiras
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manifestacbes sintomaticas da doenca com a liberacdo
dos merozoitos, que sdo as formas sanguineas de
esquizogonias, responsaveis pela invasdo dos
eritrocitos. Enquanto alguns infectaram  outros
eritrécitos e se transformam em trofozoitos,
perpetuando assim o ciclo eritrocitario, outros se
converteram em novos veiculos de infeccdo™. Ao picar
um homem infectado, o mosquito contrai a infeccao,
voltando assim, a dar inicio a fase sexuada do
Plasmodium, cujo objectivo final € a reproducédo e a
maturacdo das formas infectantes para o homem. Uma
vez produzidos, os “esporozoitos” serao novamente
responsaveis de futuras transmissdes da doenca ao

homem (Fig. 2)***°.
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Figura 2. Ciclo de vida do Plasmodium falciparum e respetivos
estidgios de diferenciacdo (representados em caixas) no

mosquito e no hospedeiro. Retirado de R. Ménard.; 2005

1.3. Imunopatogénese da malaria.

A malaria é uma enfermidade que envolve
13



multiplos factores imunolégicos e patogénicos,
causados pela interagdo do parasita com o
hospedeiro'®. O conhecimento desta relagédo causal,
permite uma maior compreensdo da doenca e a
elaboracdo de estratégia terapéuticas que visam

melhorar a abordagem da mesma.

Sabe-se que o0s habitantes das zonas
hiperendémicas podem desenvolver imunidade natural
e temporal & doenca'®. Por outo lado, esta aquisicéo
ocorre geralmente, nos individuos com idade maior de
9 anos e € devida a frequente exposicdo ao parasita.
Entretanto, a imunidade pode ser observada também
nos primeiros meses de vida, esta Ultima deve-se a
transferéncia de factores imunol6gicos da mae para o
filho®*®%'. Os individuos que adquirem esta imunidade
natural a doencga, tem risco reduzido de desenvolver as
formas graves de maléria, quando comparados com 0s
individuos ndo imunes. Por outro lado, o amplio
espectro que caracteriza a sintomatologia da doenca

condiciona a suas manifestacdes clinicas, onde formas
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assintomaticas ou graves estdo intrinsecamente
relacionadas com a imunidade do individuo. Deste
modo, mecanismos humorais e celulares actuam na
modulacdo de varios aspectos imunopatologicos da
doenca, as vezes de forma sinérgica a potenciar

determinadas cascadas de sinalizagéo® 2,

A imunidade humoral, € mediada pela producéo
de anticorpos especificos contra a doenca e tem
influéncias no controlo de factores relacionados com o
sequestro e a fagocitoses dos glébulos vermelhos
parasitados, assim como, a propria parasitemia. Esses
anticorpos, actuam contra antigenos de superficies
especificos do parasita (exemplo: PfEMP1, RIFIN-A e
SURFIN), interferindo assim, na ocorréncia de
processos fisiopatologicos (sequestro e formacdo de
rosetes) e contribuindo para a fagocitose através da
sua obsonizacd0.?? Por outro lado, o0 sucesso da
resposta imunoldgica humoral, mediada por anticorpos
€ influenciada por factores caracteristicos do

hospedeiro, como por exemplo, o grupo sanguineo a
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que o individuo pertence. Por exemplo, foi demostrado
em estudos anteriores, que individuos com grupo
sanguineo A tem uma maior susceptibilidade a
formacdo de rosetes em comparacdo aos individuos
com grupo sanguineo O. Assim que, a eficacia da
imunidade humoral no combate a formacéo de rosetes,
sera maior nos individuos com grupo sanguineo O em
comparacéo aos individuos com grupo sanguineo A®.

Por outro lado, a imunidade celular se baseia
na funcéo de células do sistema imunitario, capazes de
promover a eliminacdo do parasita, devido a destruicdo
dos eritrécitos infectados. Essenciais neste processo
sdo a fagocitoses e a producdo de citoquinas anti-
inflamatérias, como as interleucinas (IL-4, IL-5, IL-6 e
IL-10) e as imunoglobulinas®?’.

Estes aspetos imunoldgicos, sao influenciados
também pelo polimorfismo das populacdes parasitaria®
%0 assim como, pelas suas diversidades antigénicas.
Por exemplo, em um estudo realizado no Quénia, onde
se analisaram pacientes com malaria cerebral e

retinopatia positiva (MCR+), se observou que o
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sequestro de glébulos vermelhos parasitados no
cérebro € mediado pela Proteina 1 do Plasmodium
falciparum na Membrana do Eritrécito  (PfEMP1)
subgrupo A%, O polimorfismo das populacdes
parasitarias foi visto capaz de influenciar a sua
viruléncia, que varia de acordo a capacidade do
parasita de aderir as células endoteliais.
Consequentemente, a oclusdo de vasos de pequenos
calibres, assim como, a formagcdo de rosetes com
eritrocitos ndo infectados, induz fendmenos de
coagulacdo que representam as complicacbes mais

frequentes da doenca®.

Todavia, apesar do amplio conhecimento que
se tem actualmente sobre a influéncia de factores
imunologicos libertados em resposta a interacéo
hospedeiro-parasita no curso da doencga, ainda existem
questdes por esclarecer, como por exemplo, o papel de
moléculas enddégenas com a capacidade de promover
respostas imunitarias que resultam em citotoxicidade. E

0 caso da Hb e do seu grupo prostético o Hemo, que

17



libertado e posto em circulagdo apdés a lises dos
eritrécitos, compromete o funcionamento dos 6érgaos,
levando a um agravamento do quadro clinico do

paciente.

1.4. A clinicada malaria.

Na maioria dos casos, a infeccdo induzida
pelas cincos espécies de Plasmodium sp. séo
assintomaticas’. Todavia, um elevado namero de
individuos desenvolve a forma leve da doenca (Malaria
ndo complicada) e outros, as forma grave (Maléaria
complicada), possivelmente devido a falhas no
estabelecimento da resposta imune®. Contudo, a
severidade da doenca depende também de outros
factores como a idade, a propria genética dos
individuos e o grau de endemicidade da regido onde o

individuo reside?®.

1.4.1. Maléria ndo complicada.

18



A sintomatologia da malaria ndo complicada,
se manifesta com quadros semelhantes a gripe e outras
doencas infecciosas (como mencionamos
anteriormente). Estes sintomas, aparecem entre 10 e
15 dias depois da picada do mosquito e se
caracterizam pelo aparecimento de febre, dor de
cabeca e dores articulares®. Tendo em conta que esses
casos apresentam manifestacfes inespecificas, o erro
no diagnéstico clinico da doenca é elevado, sobre tudo
nas regides endémica, onde se verifica um sobre
diagnoéstico da malaria. Isso deve-se também a falta de
qualificacdo técnica e de meios laboratoriais
especificos, que fazem com que se confunda a malaria

com outras doencas febris®*3.

O exame fisico nestes pacientes pode
revelar-se normal, sobretudo no periodo pré-patente da
doenca, definido como o periodo que transcorre entre a
inoculacdo do parasita ao aparecimento de sintomas.
Para além da febre, também a sudoracdo profusa,

astenia, hepatomegalia, esplenomegalia e em alguns

19



casos ligeira ictericia, se identificam como sintomas da

doenca®%.

Nos casos onde nao se procede o
tratamento adequado e precoce, 0 paciente pode

evoluir para as formas graves da malaria®.

1.4.2. Malaria grave.

Actualmente, existem trés espécies de
Plasmodium, nomeadamente o PI. falciparum, PI. vivax
e Pl. Knowles, capazes de causar malaria grave nos
humanos *"*°. Todavia, existem diferencas notaveis, na
taxa de morbilidade e mortalidade causadas pelas
diferentes espécies. Assim que, entre elas, o PI.
falciparum € o principal responsavel pelo elevado
nimero de casos registados mundialmente®?. A
endemicidade, o dificil acesso aos servicos de saude,
assim como, a gravidade da doenca sao causas
determinantes para o aumento da incidéncia e taxa de
morbilidade e mortalidade da mesma. Estes factores,

podem actuar de forma sinérgica com outros factores
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de risco, como por exemplo, a idade, e podem
promover uma maior severidade da maléria, como

acontece com as criangas®’.

Entre as principais complicacbes, se
destacam o comprometimento de fungbes cerebrais, a
anemia severa, o distres respiratorio, a acidoses
metabodlica , assim como, a disfuncdo mdultipla de

6rgaos™.

Claramente, a taxa de letalidade varia em
funcdo do tipo de complicagdo desenvolvida pelo

paciente® ",

1.4.3.Malaria cerebral.

A malaria cerebral (MC), é a complicacdo mais
grave da doenca, com a maior taxa de morbilidade e
mortalidade no mundo?. A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), a define como sendo o “coma ndo

despertavel”’, que ocorre uma hora apdés uma crise
21



convulsiva, na presenca de espécies assexuadas de
Plasmodium no sangue e na auséncia de outras causas
identificaveis de coma, tais como, hipoglicemia, a
meningites, entre outras*’. Todavia, esta definicdo da
MC apresenta lacunas, relacionadas com a
especificidade do diagnéstico, como facilmente
constatado na pratica clinica e em areas de alta
endemicidade. De facto, nestas regifes, existe um
elevado risco de encontrar formas assexuadas de
Plasmodium no sangue de pacientes em estado de
coma, mesmo quando este € induzido por outras

causas”’®, como patologias que afectam o SNC*3,

Muitos estudos revelaram também que
pacientes com MC, podem apresentar lesdes na retina,
caraterizadas por hemorragias de centro branco,
palidez da retina, descoloracdo vascular da retina e o
edema da papila. Actualmente, estes sinais tém sido
utilizados, em associacdo com 0sS critérios pré-
estabelecidos pela OMS, com o intuito de melhor a

especificidade no diagnéstico da MC***4.
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Apesar das varias investigacdes ja
realizadas, as causas dos mecanismos fisiopatol6gicos
da maléria, envolvidos na sintomatologia dos pacientes
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Exemplos
sdo: a disfuncdo da barreira hemato-encefalica (BHE),
a disfuncdo das células endoteliais, o acumulo de
células inflamatorias na microcirculacao, a
vasoconstricdo e o edema cerebral®. Isso levou a
propor varias hipéteses que buscam explicar a etiologia
dos mesmos, entre as quais realca-se a “Hipoteses do
Sequestro ou Mecanica”. De acordo com esse
postulado, o sequestro dos eritrécitos parasitados na
microcirculagdo cerebral, resulta da interacdo entre
moléculas de adesdo do parasita expostas na
superficie dos eritrécitos parasitados e células
endoteliais do hospedeiro, que se identifica como o
evento inicial da patogénese da MC. Entre as
consequéncias, resultantes desta interacdo, destacam-
se a obstrucdo do fluxo sanguineo cerebral, hipoxia,
disfuncdo da BHE, invasdo de substancia toxicas no

parénquima cerebral, edema, dano de tecidos cerebrais
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e coma ou morte dos pacientes®*. Todavia, esta
hip6tese ndo explica alguns eventos fisiopatoldgicos,
observados no curso da doencga, como por exemplo, o
baixo nivel de correlacdo existente entre a parasitemia
e a mortalidade em individuos com MC, como
demostrado anteriormente, assim como, o0 sequestro de
eritrocitos também em pacientes com malaria nao

complicada®.

Por outro lado, temos a “Hip6tese da
Inflamacgéo ou Citoquinas” que se centra na resposta
inflamatoria de pacientes com MC. Esta é causada pela
exposicao de toxinas provenientes do parasita e de
moléculas libertadas ap0s a activagdo de células do
sistema imunitario ou a lises de eritrécitos. Entre os
factores enddgenos que causam inflamacdo, o Hemo
tem um papel preponderante. O Hemo € libertado apos
a rotura dos eritrécitos parasitados e se caracteriza por
ter propriedade inflamatérias, entre outras como
descrevemos abaixo. A sua capacidade de promover a

activacdo das ceélulas com as quais interage € notoria.
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A subsequente libertacdo de citoquinas pro-
inflamatdrias, tais como, o factor de necroses tumoral
alfa, a IL-6 e o interferon-gama, promovem a activacao
e ulterior recrutamento de células pro-inflamatorias nos
tecidos, comprometendo assim, a funcionalidade dos
orgaos. O papel do Hemo nas lesdes da retina € ainda
pouco claro, mas sabe-se que essa molécula favorece
0 comprometimento vascular. Assim que, esse
fendmeno poderia contribuir a retinopatia observada em
casos de malaria severa. Isso também acontece no
cérebro, onde o Hemo nédo so6 danifica o endotélio dos
capilares cerebrais, mas torna as células imunitarias
residentes, as microglias, pro-inflamatérias, facilitando a
libertacdo de moléculas que contribuem para o
agravamento da sintomatologia do paciente, levando-

lhe num estado de coma®’.

Como demonstram os resultados de alguns
estudos, a inibicdo da libertagdo do Hemo, depois da
lise dos globulos vermelhos e da oxidacdo da

hemoglobina, protege contra a MC. Em particular, o
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aumento da expressdo da enzima que degrada esta
molécula, a Hemo-Oxigenasa-1 (HO-1) e subsequente
producdo de monoxido de carbono (CO), previne o mal
funcionamento dos tecidos e impede o desenvolvimento
da MC, em modelos animais de ratinho. Deste modo, a
enzima HO-1 evita a disfuncdo da BHE, a congestao da
microcirculagdo cerebral, a inflamag&o de neuronios e o
recrutamento de células proé-inflamatérias para o
parénquima cerebral, que constituem as bases
fisiopatologicas para o  desenvolvimento  da

doenga“54749

Todavia, constata-se que a apresentacao clinica
da doenca difere muito entre adultos e criangas.
Nessas Ultimas, a instalacdo do coma ocorre nos
primeiros dois dias, ap0s 0 inicio dos sintomas e
acontece de forma subita. A recuperacdo da
consciéncia é rapida, contrariamente aos adultos. Para
além disso, enquanto em criancas as convulsdes, sdo
sobre tudo multifocais motoras, assim como, o status

epilético sdo eventos frequentemente registados, estes
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sintomas sao raros nos adultos. O exame neuroldgico
destes pacientes pode expressar sinais e sintomas de
encefalopatia difusa, mas dificimente sinais de
focalizacdo neurolégicas, como a hemiplegia,

monoparesia ou paralises dos pares cranianos®*>*,

A implementagéo precoce da terapéutica anti
malarica, contribui para uma rapida reversdo desse
qguadro neurologico. Todavia, em alguns pacientes
essas complicagdes podem persistir e prolongar o
estado de coma, défice motor e/ou cognitivo, disartria,
alteracbes do comportamento e epilepsia, como foi
observado em alguns pacientes, onde as
manifestagbes clinicas persistem apos intervencéo

terapéutica® 2.
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1.4.3.a Complicacdes neurologicas da
malaria cerebral.

Nos pacientes com MC, as complicacdes
neurolégicas dependem do grau de afectacdo cerebral
e da localizaggdo da lesdo. Como mencionado
anteriormente, na fase inicial da doenca, os pacientes
podem apresentar manifestacdes clinicas como uma
encefalopatia generalizada, observada sobre tudo em
criancas. Para além do coma e convulsdes tonico-
clonicas generalizadas, alguns casos evoluem para um
guadro de danos focais, tais como, a hemiplegia,
monoparesia ou paralises dos pares cranianos®.
Contudo, na fase de recuperagéo, 0s pacientes podem
apresentar uma remissao total dos sintomas, assim
como, empiorar a sua sintomatologia, progredindo para
um quadro de espasticidade, ataxia, hemiplegia e
disartria. A médio e longo prazo, danos cognitivos e
epilepsia foram também observados em individuos
infectados com malaria®™>3. Para notar que, as crises

convulsivas generalizadas e a repeticdo associadas ou
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nao ao coma prolongado, aumentam o risco de padecer
de outras complicagBes neuroldgicas a médio e longo

prazo>>.

Estudos realizados, demostraram que o0s
pacientes com idade inferior a 9 anos apresentam uma
maior susceptibilidade do sistema nervoso central
(SNC), aos danos causados pela doenca.
Possivelmente, isso € devido a impossibilidade de
activar uma resposta inflamatéria de protecdo a
maléria, por ainda ndo ter um sistema imunitério
capacitado e funcional®®. Frequentemente, o
agravamento desse quadro, pode resultar também da
dificuldade de pacientes infectados em ter uma
assisténcia médica adequada e precoce, devido a falta
de meios para a deslocacdo das regides rurais onde

residem.

Algumas complica¢des neuroldgicas, podem até
surgir apés a remissao total das manifestacdes clinicas
e da parasitemia, como observado na sindrome
neuroldgica pés-malaria, onde os pacientes apresentam
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sinais e sintomas de complicagcbes neuroldgica,
semanas ou meses depois de contrair a infeccdo e
desenvolver um quadro de malaria ndo complicada ou

complicada™.

Os mecanismos patogénicos destas
complicagbes, ndo sdo conhecidos na totalidade. Em
modelos animais demostrou-se que a malaria € uma
doenca multifactorial, onde a libertacdo do Hemo tem
um papel fundamental em determinar a severidade da
infeccdo. Isso leva a expressdo de proteinas, capazes
de antagonizar os efeitos citotoxico dessa molécula, a
conferir um certo grau de proteccdo contra a malaria.
Por outro lado, em modelos animais de ratinhos,
demonstrou-se que a quantidade de Hemo em
circulacdo é directamente proporcional aos danos
causados por esta molécula nos varios tecidos

afectados™®®’,
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1.4.3.b. Lesdes da retina na malaria cerebral.

A retina e o cérebro, ttm a mesma origem
embrionéaria. Por isso, € comum considerar a retina
como uma continuidade do SNC. De facto, esse tecido
tem sido utilizado para o estudo de muitas patologias
que afectam o cérebro e ndo s6. A semelhanca, €
constituida por uma barreira altamente selectiva, que
permite a separagdo do meio intravascular e dos
tecidos que a compde. Chama-se barreira hemato-
retiniana (BHR)®.

Em 1993, Lewellen e colaboradores
identificaram pela primeira vez, lesdes na retina em
pacientes com MC, por meio do exame do fundo do
olho. Estas sao visiveis através de Fundoscopia Directa
e Indirecta, realizada durante o exame de retina em
pacientes acometidos pela doenca. As lesbes incluem:
hemorragias de centro branco, descoloragéo vascular,
palidez da retina e edema da papila, constituindo o que

se identifica com o nome de Retinopatia da Malaria
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(RM)**®° As hemorragias de centro branco e o edema
da papila, podem ser observadas também em outras
patologias que afectam o SNC. Entretanto, a
descoloragéo vascular e a palidez da retina, sdo sinais
clinicos observados unicamente em pacientes com
MC®,

Actualmente, a RM é tida como um dos critérios
de diagnéstico da MC, associada aos critérios ja
estabelecido pela OMS, para o diagnéstico da doenca
em alguns paises e se tem discutido a possibilidade de
englobar a mesma dentro dos critérios de diagndstico
da doenca da OMS®®2. Em Africa, o Malaui tém sido
pioneiros na investigacdo clinica das lesdes da retina
nos pacientes com a MC e tem desenvolvido projectos
de investigacdo cientifica que buscam aprimorar a

avaliacdo das mesmas®*®.

Em Angola, a avaliacdo da retina em criangas
com MC nédo tem merecido a devida atencado, razao
pela qual, € imprescindivel a realizacdo de estudos que
buscam avaliar as lesbes da retina nos pacientes
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acometidos pela doenca, com o intuito de valorar a
importancia das mesmas, no diagndstico e prognostico

da doenca.

A patogéneses da MC é fortemente associada
a disfuncéo vascular, uma vez que, como demonstrado
em estudos anteriores, a oclusdo dos vasos cerebrais,
pode ser o factor desencadeante da doenca®. Facto
semelhante, ocorre na patogénese da RM. Assim que,
alguns mecanismos fisiopatolégicos, envolvidos na
patogénese destas lesdes, sdo conhecidos. Por
exemplo, a palidez da retina é causada pela hipoxia da
zona afectada pela oclusdo vascular. Por outro lado, a
descoloracdo dos vasos, € causada pelo
comprometimento parcial ou total da circulacdo
sanguinea nos vasos da retina, enquanto que as
hemorragias de centro branco se devem a obstrugéao
total dos vasos, induzida pela coagulacao de eritrocitos
parasitados e a consequente hemorragia que decorre a
nivel da retina, enquanto que o edema da papila resulta

do aumento da presséo endocraniana®*®.
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Segundo White e colaboradores, existe uma
correlagdo positiva entre o numero de hemorragias
observadas nos vasos da retina e no cérebro, facto que
realca de per si a importancia desses estudos para o
diagnéstico da MC e do seu uso para o progndéstico da
doenca (Fig. 3)°°®. Assim que, é razoavel afirmarmos
que, a RM nos pacientes acometidos pela MC é
também consequéncia de problemas vasculares que
ocorrem no curso da doenga. Todavia, desconhece-se
o grau de associacdo de niveis de Hb e do Hemo
libertados durante a lises eritrocitaria dos vasos do
olho, no curso da doenca, assim como, das moléculas
protectoras, responsaveis pelo seu metabolismo
(hemopexina e haptoglobina), com a patogénese

destas lesoes.
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Figura 3: Lesbes da retina em um paciente com MC e RM;
hemorragias de centro branco, descoloracdo vascular,
palidez da retina e edema da papila. Retirado de Birbeck, G.
L.; etal. (2010).
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1.4.4. Anemia severa.

A anemia severa, que ocorre no curso da malaria,
é uma das principais complicacdes®®” %8, E definida pela
OMS, como a condi¢cdo onde a hemoglobina € inferior a
5g/dl ou o hematdcrito é inferior & 15% em criancas
menores de 12 anos. Em adultos, os mesmos
parametros sdo: hemoglobina inferior a 7 g/dl e
hematécrito inferior & 20%, associado a uma
parasitemia maior que 10.000 parasitas/uL®. Na maioria
dos casos, a anemia induzida pela malaria é
normocitica e normocrémica, para além de ser
reversivel com a melhoria clinica do doente e é de
etiologia multi-factorial®"*. Todavia, a lise eritrocitaria
excessiva e a eritropoieses inéficaz, que ocorrem no
curso da infecgéo, sao consideradas como as principais
causas desta manifestacdo. Com a lises dos eritrocitos
parasitados, o Hemo € Ilibertado na circulagédo
sanguinea, juntamente a possiveis proteinas toxicas,

provenientes das esquizogonias.
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As células imunes tentam circunscrever os danos
associados a esse fendmeno, fagocitando e destruindo
0s eritrécitos parasitados, assim como, catucando como
células que armazenam o Hemo, de forma a prevenir
os seus efeitos citotdxicos. Assim que, por vezes a
anemia é associada a uma desregulacdo da
capacidade do sistema imune em produzir citoquinas
pré e anti-inflamatorias, agravando o quadro clinico dos

71-73

pacientes Em individuos onde a anemia esta

associada a outras complicacdes, a sintomatologia €

sempre mais severa’>’®.

1.4.5. Hipoglicemia.

A hipoglicemia é uma complicagéo frequente em
criancas. E definida pela OMS, como a diminuicdo dos
niveis de glicemia abaixo de 40 mg/dl (2.2 mmol/l)’®. A
hipoglicemia pode ser provocada pelo aumento do
consumo da glucose sanguinea pelo Pl sp ou dos
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tecidos periféricos, assim como, pelo comprometimento
da gluconeugenises hepética, causada pela
proliferacdo e diferenciacdo do Pl sp no figado’®. Esta
complicacdo, pode também resultar do efeito
hipoglicemiante de alguns farmacos utilizados para o
tratamento da malaria, como é o caso do Quinino’.

Os pacientes afectados podem apresentar
manifestacdes neuroldgicas, com comprometimento do
sistema nervoso central (SNC). Em alguns individuos, a
hipoglicemia esta associada ao aparecimento de
convulsbes ou coma, mas ambas condicbes sao
reversiveis apos a reposicdo dos niveis de glucose. Por
esta razao, a hipoglicemia é um dos principais quadros
clinicos a ser descartados para o diagnostico da
doenca, de acordo com os critérios estabelecidos pela
oms®,
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1.4.6. Hiperparasitémia.

Em concordancia com as diretrizes da OMS, a
hiperparasitémia é um critério de diagnostico da malaria
grave®. E definida, pela densidade parasitaria igual ou
maior que 100.000 parasitas/uL de sangue (2% de
eritrocitos parasitados) em zonas de baixa transmisséo
da doenca e igual ou maior de 250.000 parasitas/uL
(>5% de eritrécitos), em zonas de alta transmissao da
doenca®. Todavia, na pratica clinica, alguns pacientes
parecem ndo obedecer a estes critérios, mesmo que
em casos excepcionais. Entretanto, a hiperparasitémia
constitui uma complicacdo grave, que pode agravar o
prognoéstico da infeccdo. Por exemplo, em pacientes
com MC, uma parasittmia superior a 250.000
parasitas/uL (>5% de eritrécitos parasitados) contribuira

para um prognéstico desfavoravel®.
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1.4.7. Acidose metabdlica e distres
respiratorio.

Outra complicacgo da MC €& a acidose
metabdlica, associada a uma alta taxa de letalidade
sobre tudo em pacientes em idades pediatricas. A
mesma, constitui de per si ou em associacdo com
outras complicagcbes da malaria grave, como por
exemplo, o sindrome de distres respiratorio agudo, um
indicador  de elevado risco de mortalidade dos
pacientes acometidos pela doenca, uma vez que, pode
levar a desregulacdo da oxigenacdo dos tecidos,
alteracdo do metabolismo celular e consequentemente
a producdo anaerobica do acido lactico, factores estes,

que agravam o curso da doenca®.
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1.4.8. Hipotenséao e Choque.

Os pacientes acometidos pela maléria,
apresentam frequentemente alteracbes a nivel do
aparelho cardiovascular, que podem manifestar-se com
hipovolémia, hipotensdo e em casos extremos o
choque. Estds complicagbes podem coexistir com
edema pulmonar, acidose metabdlica e hemorragias
massivas secundarias a rotura esplénica ou
sangramento digestivo. Por outro lado, a desidratacéo,
secundaria ao reduzido aporte de liquidos e ao
aumento da perda do mesmo, causada sobretudo pelo
aumento das perdas insensiveis nestes pacientes,
também podem contribuir para o agravamento do

quadro®,
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1.4.9. Insuficiéncia Renal.

O dano renal € uma complicacédo da malaria, que
pode surgir de forma isolada ou no curso de uma
disfuncdo multiorganica. E observada, com maior
frequéncia em adultos e 0sS  mecanismos
fisiopatolégicos ndo parecem totalmente esclarecidos.
Todavia, alguns autores sugerem que a necroses
tubular aguda, secundaria a oclusdo da microcirculacao
renal, o distirbio metabdlico, assim como, a resposta
inflamatéria desenvolvida no curso da doenca, sdo
responsaveis pelo dano renal®. No estudo realizado
por G. Michaca e colaboradores, em modelos animais,
foi demonstrado que o aumento dos niveis plasmaticos
do Hemo livre pode causar toxicidade no endotélio
renal, provocando assim, a insuficiéncia desse orgdo®°.
Assim que, um dos principais mecanismos de protecéo
a doenca, estda dado pelo aumento da expressao de
moléculas responsaveis pelo controlo do dano renal
induzido pelo Hemo. Por exemplo, os mecanismos de

desintoxicacdo do Hemo, através do aumento da
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expressao dos genes reguladores da enzima HO-1 e da
cadeia H da Ferritina, a nivel das células epiteliais dos
tubulos renais proximais, proposto por S. Ramos e
colaboradores, confere maior tolerancia a doenca,
constituindo assim, um mecanismo protetor de per si ou
em associagdo com outros mecanismos que conferem

proteccéo a doenca®®.

1.4.10. Disfuncao Hepética.

A ictericia é uma manifestagcdo clinica da
disfuncao hepatica, e € uma complicacao frequente em
adultos com malaria. A hiperbilirrubinémia, observada
no curso da MC é sobre tudo ndo conjugada, devido ao
aumento da lise de eritrécitos na circulagdo sanguinea
e pode estar acompanhada com a elevagdo das
enzimas aminotransferasas, cuja a funcdo esta
centrada em manter o equilibrio dos niveis da bilirrubina
no sangue. Por outro lado, a toxicidade, causada por

moléculas resultantes da lise eritrocitaria, como por
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exemplo, o Hemo, nas células hepaticas. O dano
causado pelo Hemo a nivel hepético, estd dado
principalmente pelo stress oxidativo que esta molécula

pode causar nos hepatécitos &’

1.4.11. Coagulopatias.

A coagulacao intravascular disseminada (CID), é
a principal coagulopatia observada nos pacientes com
MC. Geralmente, ocorre como consequéncia da
exposicdo de factores pro-coagulantes na circulacédo
sanguinea, como o factor tissular®®. Contudo, algumas
moléculas liberadas durante a lise dos eritrocitos no
curso da malaria, como a hematina, podem inactivar
factores de coagulacdo, como por exemplo; a plasma e
a trombina, que participam no mantimento da
hemostase. Isto favorece a aparicdo de

coagulopatias®®.
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1.5. Genética da malaria grave.

1.5.1. Componente genética da maléaria
grave.

A genética do parasita e do hospedeiro
influenciam significativamente o decurso da doenca.
Assim que, estudos realizados em modelos animais
permitem uma maior compreensdo da patogénese e
dos mecanismos de progressdo da infeccdo® .
Todavia, as diferencas de expressao clinica da maléria
nao permitem extrapolar a mesma sintomatologia para
todas as espécies de Plasmodium?®°.

O estudo realizado por Sambo e colaboradores,
em criancas angolanas, revelou que a susceptibilidade
a MC é determinada por factores genéticos®>. O mesmo
estudo, revelou que um haplétipo do gene do Factor de
Crescimento Transformador Beta 2 (TGFB2) aumenta o
risco de progressdo da MC. Por outro lado, o haplétipo
do gene da Hemo Oxigenase 1 (HMOX1c) aumenta o
risco de padecer de MC. Todavia, um outro haplotipo
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do gene da Hemo Oxigenase 1 (HMOX1b) confere
proteccdo a MC. Os autores atribuem esta reverséao de
efeitos relacionados ao mesmo gene, a substituicdo do
alelo A do rs2071748 no HMOX1c pelo alelo G no
HMOX1b. Um outro estudo, realizado em modelos
animais, por Ball e colaboradores, revelou que ratos
knockout do gene que codifica o receptor de Interferon
Tipo 1 (IFNAR1), eram menos susceptiveis a
desenvolver a MC%. Por outro lado, apesar das
revelacdes feitas, ndo podemos deixar de realcar a
existéncia de possiveis sinais de associacdo existente
entre dois genes localizados no mesmo loci ou com o
genoma como um todo, que conferem proteccdo a
doenca. Este facto foi demostrado num estudo
realizado recentemente, em populacbées humanas de
varios continentes, onde foram testadas, de forma a
revelar a existéncia de uma correlagcdo entre factores
genéticos que condicionam a susceptibilidade de
padecer da doenca®™. H& associacdes genéticas que

foram bem evidenciadas, como o caso do polimorfismo
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de antigénios dos grupos sanguineos (Sistemas
sanguineos ABO e Dulffy).

No caso do grupo sanguineo ABO, destaca-se a
protecdo que o grupo O confere as formas graves da
doenca, devido também a capacidade que o0 mesmo
apresenta de limitar a formacdo de rosetes.
Contrariamente, o grupo A confere maior
susceptibilidade a doenca, pelo facto de favorecer a

formacdo de rosetes™

Por outro lado, estudos
realizados sobre tudo em populacdes africanas,
revelam que a auséncia do antigeno Duffy confere
protecdo a infeccdo por P. vivax. Esta protecdo é
condicionada pelo facto de o merozoito do P. vivax,
depender do receptor de citoquinas do antigeno Duffy,
para invadir o eritrcito e assim, dar continuidade ao
seu ciclo de vida no interior do mesmo®. Todavia, as
recentes descobertas de casos de infecdo por P. vivax
em individuos com o gendtipo Duffy-negativo em alguns
paises africanos, onde predomina o genétipo Duffy-

negativo, abre um novo capitulo na forma como
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observarmos a transmissao da infecdo por P. vivax.
Assim que, torna-se evidente o facto de que estejam a
ocorrer transmissdes activas no seio de populacbes
com o gendtipo Duffy-negativo, como afirma C. Mendes

e Colaboradores®.

1.6. Os mecanismos moleculares e
bioquimicos da malaria.

O metabolismo da Hemoglobina no curso da
malaria.

A fase eritrocitica do ciclo de vida do
Plasmodium sp, € marcada principalmente pela
excessiva lise de eritrocitos infectados e ndo infectados
pelo parasita. A lise de eritrécitos infectados, pode ser
causado directamente, pelo dano causada pela
proliferacdo intracelular de parasita (merozoito)®* ou
indirectamente por danos causados pelo sistema

imune, levado a cabo por granulos citoliticos que
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libertam enzimas, tais como, a Granulysin e a Perforina,
de células imunoldgicas citotdxicas, como por exemplo,
as Natural Killer (NK) e os Linfécitos T CD8%, Isso
resulta na ocorréncia de mdultiplos eventos moleculares
e bioquimicos que contribuem a patogénese da MC,
assim como, outras complicacdes da malaria grave,
como por exemplo, a anemia e a disfungcéo
multiorganica. Entre eles, destaca-se a libertacdo da Hb
na circulagdo sanguinea, que é sequestrada pela
Haptoglobina (Hp), para o seu metabolismo ou é

oxidada em caso de circular libre no plasma.

Em casos de hemdlise excessiva, a capacidade
de sequestro da Hp, fica reduzida, rompendo-se assim,
o normal equilibrio entre a quantidade de Hb e da Hp
circulante, o que vai favorecer a acumulacao de Hb livre
na circulacdo sanguinea. Assim que, 0 eixo
Hemoglobina-Hemo, bem como, as moléculas
responsaveis pelo seu metabolismo (Hp e
Hemopexina), tem um papel fundamental na

patogénese da MC®°.
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A Hb é uma molécula que participa em varios
processos bioldgicos fundamentais, tais como, o
transporte e o armazenamento de oxigénio, sinalizacéo,
metabolismo (reprogramacdo metabdlica, metabolismo
de drogas), regulacdo do pH, participando assim, no
mantimento da hemostasia do meio interno®. Em
humanos a molécula de Hb é constituida por duas
cadeias de alfa globina e outras duas de beta-globina
(fig.4). Ambas sao codificadas por dois genes de alfa
globina (HBA1 e HBA1l) e um outro gene da beta-
globina (HBB). O transporte de oxigénio dos pulmdes,
para os tecidos representa a principal funcdo desta

moléculat®®-1t,
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Cadelafi 2

Codela o |

Figura 4: Representacfes da estrutura quimica da molécula de
Hemoglobina humana no adulto. Fonte: Open Star College (CC-
BY-AS 3.0) / via CNX.org.

A sobrevivéncia de parasitas intracelulares
obrigatérios, capazes de infectar o homem, como por
exemplo; o Plasmodium sp é fortemente condicionada
pela quantidade e qualidade da molécula de Hb,

disponivel no interior das células. Assim que, existe
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uma relacdo directamente proporcional, entre os niveis
(quantitativos e qualitativos) de Hb intracelular e a
proliferacdo do Plasmodium sp, no interior da célula.
Este facto, deve-se a participacdo da Hb, em funcdes
vitais do ciclo de vida do parasita, tais como, a sintese
de ADN, a sintese de proteinas, a respiracdo e outras
102-104.

Em condi¢cdes normais, a molécula de Hb circula
no interior do eritrécito onde exerce as suas fungoes.
Todavia, em casos de doencas hemolitica infecciosa,
como é o caso da malaria, onde ocorre a lises
excessiva de eritrocitos, a Hb é liberada para a
circulagdo sanguinea'®. Livre, a molécula de Hb é
rapidamente oxidada, por indugéo do stress oxidativo e
converte-se na molécula de meta hemoglobina. A
reacdo de oxidacdo é catalisada pela enzima meta
hemoglobina redutase, que tem a missao de adicionar
um i&o no atomo de ferro (Fe®"), levando-o na forma
oxidada (Fe®") na estrutura de Hb desoxigenada,
convertendo-a em meta hemoglobina. A molécula de

meta hemoglobina, apresenta alta afinidade pela

52



molécula de oxigénio, e estabelece ligacdes
irreversiveis com a mesma, O Qque causa COmo
consequéncia a hipéxia dos tecidos e producao de
acido lactico, agravando assim, a severidade da
doen(;alos'los.

Por outro lado, a molécula de Hb é um potencial
recurso, para a formacdo de espécies reactivas de
oxigénio, uma vez que, 0 parasita usa a mesma, para o
seu metabolismo e crescimento e consequentemente
ocorre a liberacdo de radicais livres. Estas espécies
reactivas de oxigénio, resultantes deste processo, sao
liberadas na circulacdo sanguinea apos a lise dos
eritrocitos, e sdo responsaveis pelo agravamento do
stress oxidativo, que pode ser considerado como factor
chave na patogénese da malaria %, Assim que, a
severidade da doenca é fortemente influenciada pelo

metabolismo da molécula de Hb.
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1.6.1.0 metabolismo do Hemo.

O Hemo é uma molécula complexa, constituida
por um atomo de ferro inserido numa protoporfirina IX.
Constitui o grupo prostético de muitas proteinas,
chamadas hemoproteinas, como a Hemoglobina, o
Citocromos, a Mioglobina, entre outras. A sintese do
Hemo ocorre entre a mitocbndria e o citoplasma.
Segundo Richard S. A e colaboradores, o Hemo é
gerado pela insercédo do ido ferroso em um tetra pirrol
macro ciclico, conhecido como protoporfirina IX (Fig. 4).
Essa reacdo € catalisada pela ferroquelatase, uma
enzima que exerce a sua fungdo na matriz

mitocondrial**?113,
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Figura 5: Representacdes da estrutura quimica e tridimensional

do Hemo. Retirado e adaptado de Nelson e Cox, 2004.

O Hemo participa em VAarios processos
biolégicos fundamentais para a sobrevivéncia dos
organismos Vivos, tais como; a respiracao celular, a
oxigenacdo dos tecidos, o metabolismo de farmacos,
entre outras funcdes imprescindiveis, para a
manutencdo da hemostasia dos tecidos™®. Em

condicBes patoldgicas onde existe um desequilibrio no
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metabolismo do Hemo, como por exemplo, nas
doencas infecciosas hemoliticas como a malaria, o
excesso de Hemo libertado na circulagdo sanguinea &
prejudicial. O Hemo catalisa a formacédo de espécies
reactivas de oxigénio, causando stress oxidativo e
morte celular'®. Por exemplo, est4 evidéncia cientifica,
ficou demonstrado em um estudo realizado por M. Liu e
colaboradores, onde provou-se que o Hemo causava a
morte de células da micro vasculatura endotelial do
cérebro mediante a proteina tumoral p73, constituindo
assim, um factor contribuinte para a severidade da

patogénese da malaria®*®.

Em modelos animais de MC experimental,
demonstrou-se que quando o Hemo néo esta ligado a
uma proteina, mas é livre dentro da célula ou na
circulagdo sanguinea, causa inflamacéo, activando néao
s6 as células com as quais interage, mas provocando
também um dano endotelial que acaba por aumentar a

permeabilidade da BHE. A sua acumulacdo no SNC
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compromete seu funcionamento e contribui para o

agravamento da severidade da doenca®"’.

Adriana H. e colegas, demostraram em modelos
humanos ex vivo, usando organoides do cortex cerebral
que moléculas pro-inflamatérias participam no dano

cerebral induzido pelo Hemo™®.

Este dano induzido
pelo Hemo livre no cérebro, podem causar hemorragias
petequeais disseminadas, edema generalizado, dano
neuronal, hemiparesia e morte em jovens adultos
acometidos pela doenca®®. Por outro lado, em estudos
realizados no continente africano, evidenciou-se que as
criancas com MC apresentam niveis plasmaticos de
Hemo superiores as criancas que desenvolveram
outras formas da doenca'?®®. De forma similar, essas
observacbes foram também demonstradas em um
estudo realizado em pacientes com mesmo quadro
clinico. Neste caso, o0s autores demostraram a
existéncia de uma relacdo directamente proporcional

entre os niveis de Hemo e a severidade do coma’?!,
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1.7. O papel da haptoglobina e da
Hemopexina como proteinas
reguladoras da reactividade do
Hemo.

1.7.1.Hemopexina.

A Hemopexina (Hx), é uma glicoproteina
plasmatica que apresenta uma alta afinidade de ligacao
ao Hemo e é responsavel pela remocado plasméatica do
mesmo. A Hx €& uma proteina de fase aguda, cujos
niveis plasmaticos aumentam apo0s a activacdo de
processos inflamatérios'?. Esta proteina é sintetizada
principalmente no figado e parcialmente nos rins, retina,
muasculos esqueléticos e sistema nervoso. A sua
principal funcdo é de transporte do Hemo para o figado,
onde ir4 ser degradado e neutilizado para sintese de
Hemoproteinas'®. Este processo, contribui para a
manutencdo da hemostasia, permitindo manter niveis

fisiol6gicos do Hemo circulante no plasma, prevenindo
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os efeitos pré-inflamatérios e oxidante do mesmo
devido a liberacdo de Fe?*, ap6s a degradacéo do anel

protoporfirinico®*.

Em condi¢Bes normais, existe um equilibrio entre
os niveis plasmaticos da Hx e do Hemo, mantendo-se
assim a hemostasia. Todavia, has doencas hemoliticas
infecciosas, como por exemplo, a malaria ocorre a
perturbacdo deste sistema, agravando a sintomatologia
clinica da doenca, como demonstrado em um estudo
realizado no Uganda. Os autores observaram que os
niveis de Hx em criancas hospitalizadas por malaria,
estdo directamente associados com a sua evolucao,
devido a participagdo do mesmo, em processos
patoldgicos, tais como, dano vascular e dos 6rgdos em
pacientes acometido pela doenca®®®'?®. Assim que, o
estudo demostrou a existéncia de uma grande
associacado a severidade da doenca e a concentracao
plasmatica da Hx.
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1.7.2. Haptoglobina.

Avaliar o nivel de Hb em circulacdo e da
molécula responsavel pelo seu sequestro, apés a
destruicdo dos glébulos vermelhos, a Haptoglobina
(Hp), permite uma maior compreensdo da doenca,
assim como, das suas complicacdes**?®, A Hp actua
como sequestrador plasmatico da Hb, em caso de
hemdlises intra ou extra vascular. Em humanos, foram
identificadas trés variantes genotipicas, nomeadamente
a Hpl-1, Hp2-1 e a Hp2-2'?°. Em estudos realizados no
Suddo, Gana, e Camardes, se constatou que 0s
pacientes com polimorfismo Hpl-1, eram mais
susceptiveis a desenvolver as formas graves da
doenca®™®** Contudo, investigacbes realizadas na
Gambia ndo revelaram nenhuma associacdo entre as
variantes do gendtipo da Hp e as diferentes

severidades da doenca'®

Assim  que, torna-se
necessario a realizacao de estudos futuros que buscam

clarificar esta problematica.
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1.7.3. Os efeitos da acumulacao de Ferro.

Como descrito por R. Gozzelino e P. Arosio, o
Ferro (Fe®") é necessario para funcbes vitais e é
potencialmente téxico para o organismo. Esta dualidade
de funcbes revela simultaneamente a importancia de
manter o metabolismo do Fe®* estritamente controlado,
para evitar a sua toxicidade. Sendo um metal, o Fe?
possui uma alta capacidade de transferéncia de
elétrdes entre diferentes substratos, o que Ihe confere a
habilidade de participar em varios processos
fisiol6gicos essenciais para 0Ss organismos Vivos, tais
como, transporte de oxigénio, sinteses de ADN,
respiracdo celular e na producdo de energia
metabdlica'®.

Em condicdes fisiolégicas, os niveis de Fe?* sdo
mantidos pelo controlo de mecanismos reguladores
ligados a absorcdo, transporte, armazenamento e

reciclagem. Todavia, estes mecanismos, ndo estdo
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totalmente esclarecidos, apesar dos avancos que se
tem registado actualmente no estudo dos mesmos®*,
Estes mecanismos de controlo, tém como finalidade a
manutencdo da hemostasia do Fe**, para evitar a sua
participagcéo na reacéo de fotbes e a geracéo de stress
oxidativo. A producado de radicais livres de oxigénio, é
prejudicial ao normal funcionamento dos organismos
Vivos, porque podem danificar as proteinas, os lipidos e
0 ADN, causando assim, a morte celular programada. A
rotura da hemostasia do Fe?*, também esté associada a
outros inimeros processos patolégicos, como mostra a

figura abaixo™>.
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Figura 6: A influéncia do desequilibrio da hemostasia do Fe?*
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em inimeros processos patolégicos. A insuficiéncia de Fe?

causa anemia, enquanto o excesso esta associado a multiplos
processos patolégicos (doenga genéticas, inflamacgéo/infecgéo,
doencas cardiovasculares, cancro e doencas
neurodegenerativas). Retirado de R. Gozzelino e P. Arosio;
2016.
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Em humanos, a rotura da hemostasia do Fe?*
assume particular importdncia NnOsS  processos
inflamatorios e infecciosos, onde a sua restricdo € um
dos principais mecanismos de defesa, adoptado pelo
hospedeiro para impedir o0 crescimento de
microrganismos patdégenos invasores, prevenindo
assim, a progressdo de processos patolégicos™®. No
caso particular da malaria, os niveis de Fe®" estdo
interigados com varios aspectos, capazes de
influenciar de forma negativa a relacao entre parasita e
hospedeiro e, em consequéncia, o curso da doenca. As
alteracbes no metabolismo do Fe* observadas no
curso da maléaria, devem-se também a supressédo da
hematopoiese a nivel da medula 0ssea, que pode ser
causa de anemia ferropénica, induzida pela mesma

malaria®®’. Por outro lado, é importante realcar a
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associacdo existente entre os niveis de Fe?* e o
crescimento/proliferagdo do parasita, uma vez que,
esse € um nutriente essencial para a sobrevivéncia,

crescimento e proliferagcdo do mesmo®®,

Estudos observacionais realizados em areas
endémicas da malaria, tem evidenciado uma grande
associacdo entre o estado nutricional, deficiente em
Fe?", e a supressdo da doenca. Por outro lado, a adi¢do
de suplementos de Fe®*, tem sido associado ao

agravamento da doenca'®.
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1.7.4. Os impactos negativos dos ensaios
clinicos de suplementacéo do Ferro.

O metabolismo do ferro (Fe?*), assume um papel
importante na evolugédo das doencgas infecciosas. Como
mencionado no capitulo anterior, o Fe®" participa em
varios  processos fisiopatolégicos ligados ao
parasita/hospede que promovem a progressao da
doenca, pelo que, a supressdo do mesmo, tem sido um
dos mecanismos de protecdo adoptado, por alguns
organismos Vivos, face a agressao de
microrganismos***%’. Assim que, o mesmo tem sido o
foco de investigacdo, na busca de solugcdes que
mitigam o impacto de doencas infecciosas, como por
exemplo, a malaria. Por outro lado, tem se realizados
ensaios clinicos em modelos animais e em humanos,
gue buscam avaliar o papel que a suplementacdo do
Fe** desempenha na evolucédo dessas patologias*®**.

Os paises africanos, tem sido os mas visados
com a realizacdo de ensaios clinicos de suplementacdo
de Fe®, devido a alta taxa de anemia ferropénica
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registada nas populagcdes africanas, com maior
incidéncia nos individuos em idades pediatricas.
Associado a isto, esta o elevado numero de casos da
anemia secundaria a infec¢des parasitarias, como é o
caso da malaria, o que tem contribuido para a alta taxa
de morbilidade e mortalidade causadas pela doenga’*.
Estudo realizados na populacdo nomada do Mali, por
M. J. Murray e colaboradores, revelaram que a
suplementacdo do Fe?', aumenta a incidéncia de
doencas infecciosas. Este facto foi comprovado por
uma series de estudos realizados em varios paises
africanos, entre os quais um ensaio realizado na
Gambia, onde registou-se um aumento da incidéncia
das doencas infecciosas e letalidade apdés a
administracdo de suplementos de Fe®". Assim que, a
imunidade contra as doengas infecciosas nestes
individuos é maior na presenca da deficiéncia de Fe**
143144 Ademais, a intensificacdo de manifestacdes
clinicas e laboratoriais (parasitemias), apos a
suplementacdo do Fe?", tem sido reportada em alguns

paises do continente africano***°.
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1.8. Tratamento da maléaria.

A alta taxa de morbilidade e mortalidade,
causada pela maléria nos paises endémicos, fez com
gue em parceria com a OMS, 0os mesmos adotassem
protocolos de cooperacdo que visam melhorar as
formas de abordagem terapéuticas da doenca. Os
varios paises tém adotado politica de tratamento da
malaria, que buscam melhorar o quadro clinico da
doenca’”’.

A implementacdo de protocolos de tratamento
efectivos da malaria, como é o caso da terapia
combinada a base de artemisina (ACTS), associado ao
treinamento e capacitacdo de profissionais de saude,
tem contribuido para o melhoramento no
manuseamento da doenca e para a reducdo da sua
taxa de morbilidade-mortalidade. A alta eficacia da
ACTs no tratamento da maléaria, fez com que muitos
paises endémicos colocassem essa abordagem como

primeira escolha para o combate a doenca. Por isso, no
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ano de 2017, um total de 206 milhdes de ATCs foram
distribuidos mundialmente através de programas
nacionais e a Africa subsaariana recebeu o 99% dessa
producéo?®. Por outro lado, a aparicdo de espécies de
Plasmodium com mutac¢des no gene Kelch (K13), assim
como, no gene PGB, EXO, P23-BP e PfMDR1 confere
resisténcia aos ACTs. No caso particular do gene Kelch
(K13), que é actualmente um dos genes, mas bem
estudado no que tange a resisténcia aos ACTs, estdo
descritas varias mutacdes, como por exemplo;
K13 M4761, Y493H, R539T, I543T e C580Y, cuja a
prevaléncia varia de uma regido a outra e podem
conferir ao Pf a capacidade de resistir aos ACTs. Por
exemplo; em alguns paises africano predomina a
mutacdo K13 M4761 e as demais variantes sao
predominantes em alguns paises asiaticos. Assim que,
na grande regido de Mekong (Camboja, Tailandia,
Vietnam, Laos e Myanmar), na Asia, e no continente
africano, isso constitui um dos maiores desafios actuais
para o tratamento da doenca'****®, Mesmo se um certo

grau de resisténcia aos derivados de Artemesinina, ja
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foi identificado, os casos graves da doenca ainda
podem ser tratados com doses altas de Artesunato, ou
por outros farmacos cuja a eficacia ja foi comprovada,
como por exemplo, o Quinino™*°.

Actualmente, estdo em estudos outros
medicamentos contra a doenga. Assim que, com O
objetivo de melhorar as formas de prevencdo, no ano
de 2018 teve inicio a quarta fase de implementacédo de
vacina RTS, S/AS01 em sete paises africanos. A sua
eficAcia em reduzir casos clinicos de malaria, ap6s a
administracdo de quatro doses da vacina, ficou
demostrada, apesar da variabilidade observada na sua
eficacia, dependentes do sitio da sua
implementac&o™®. Entre outros ensaios clinicos de
vacinas promissoras para o0 controlo da doenca,
destaca-se a vacina baseada na proteina 1 da
superficie do Merozoito do P. falciparum (MSP1), que
tem como finalidade o bloqueia do desenvolvimento do

parasita no sangue™”.
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1.8.1. Estratégias terapéuticas experimentais
da maléria.

Em modelos animais, estdo a ser
experimentadas ulteriores abordagens terapéuticas,
direcionadas ndo sé na eliminacdo do parasita, mas
também na minimizagdo do impacto da toxicidade de
moléculas libertadas durante o curso da infeccao,
conhecidas para determinar a severidade da doenca,
como é o caso da Hb e do Hemo*. Este (ltimo, por sua
vez, tem merecido especial atencdo devido a sua alta
toxicidade quando liberada da molécula de Hb, por
razbes mencionadas anteriormente. Assim que, alguns
autores tém realizado estudos que buscam utilizar
moléculas responsaveis pelo metabolismo do Hemo,
para contrariar a toxicidade do  mesmo®®'
Possivelmente, em associacdo com o uso de drogas
anti maldricas, possa constituir uma aposta promissora
para o tratamento da malaria. Por outro lado, tem se
buscado formas de potenciar 0s organismos com 0

objectivo de estes desenvolverem tolerancia a doenca.
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Por exemplo, a inducdo da expressdo de genes
capazes de aumentar o funcionamento de
determinadas proteinas, como € o caso da Ferritina que
é responsavel pelo armazenamento do Fe®, nos
tecidos do hospedeiro confere tolerancia a doenca.
Segundo R. Gozzelino e colaboradores; 2012, este
facto esta dado pelo papel que a mesma desempenha,
em aspectos ligados ao sequestro do Fe®", actividade
da ferroxidase e a inibicAo do dano oxidativo, pela
modulacdo da via de sinalizacdo pré-apoptose c-Jun
NH2-terminal Kinase (JNK)*®2.Como afirmamos no
capitulo anterior, o Fe®*, é importante para a
sobrevivéncia dos organismos patogénicos
(microrganismos) para o homem, por isso, O
desenvolvimento de técnicas que limitem a sua
biodisponibilidade, podera vir a ser um factor de
proteccdo as doencas infecciosas, como a malaria.
Contudo, a comprovacdo destas estratégias
terapéuticas em humanos esta longe de ser verificada.

Dado o progresso tecnoldgico actual, alguns

investigadores buscam a implementacdo das novas
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tecnologias no tratamento da doenca™*™®

Por
exemplo, em estudos realizados em modelos animais,
se tem utilizado a nanotecnologia, com o intuito de
melhorar a distribuicdo e a utilizacdo de drogas anti
malaricas no interior das células, assim como, 0s
mecanismos envolvidos na eliminacdo eficaz do
parasita, por meio da utilizacdo de nano carregadores

de farmacos .

Por outro lado, a nanotecnologia,
também tem se mostrado eficaz no controlo vectorial, o

que pode vir a ser (til na erradicacdo da doenca™®.
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CAPITULO 2

OBJECTIVOS
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2.1. OBJECTIVOS:

2.1.1. Geral:

Caracterizar a MC e avaliar, o papel das
hemoproteinas e das moléculas responsaveis pelo seu
metabolismo, na patofisiologia das les6es neuroldgicas

e da retina em criangas angolanas com MC.

2.1.2. Especificos:

1. Quantificar, os niveis de Hb, Hemo, Hpx e Hp em
criangas internadas com MC que apresentem
lesbes neuroldgicas e/ou da retina, malaria néo
complicada (MnC) e néo infectadas (NIF).

2. Analisar, comparativamente os niveis de Hb,

Hemo, Hpx e Hp entre os trés grupos de estudo.
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3. Relacionar, os niveis encontrados de Hb, Hemo,
Hpx e Hp com a patofisiologia das lesbes
neuroldgicas e da retina em criangas com MC e

respectivos controlos.

3.2. Hipoteses:

A escassez de estudos prévios, realizados na
provincia de Benguela em particular e em Angola de
modo geral, que visam analisar o papel das
hemoproteinas na  patofisiologia das lesdes
neurologicas e da retina em criangas com MC, levou-
nos a realizar um estudo centrado nesta problemaética.
Deste modo, com esta tese, pretendemos identificar
possiveis sinais de associagcao entre as hemoproteinas,
com a patofisiologia das lesdes neurolégicas e/ou da
retina em criangas com MC, por iSso, propusemo-nos a

testar a seguinte hipétese:

v' Existe uma relacdo causal, entre o desequilibrio
do metabolismo das hemoproteinas (Hb), com a
76



severidade do dano neuroldgico e/ou da retina
em criangas com MC.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS
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3.1.Materiais e métodos

3.1.1. Area de estudo.

O estudo foi realizado na provincia de Benguela
(seta azul), situada no litoral sul de Angola
(Latitude/longitude: 12° 51° 14 S / 13° 55 42" E)™®.
Possui uma populacdo de 2,6 milhdes de habitantes,
composta maioritariamente pela etnia Ovimbundu e tem
uma superficie de 39.826,83 Km?. Limitada a Norte pela
provincia do Kwanza-Sul, a Leste pela provincia do
Huambo, a Sudoeste pelas provincias do Namibe e da
Huila e a Oeste pelo oceano Atlantico. Conta
atualmente com 10 municipios; Benguela (a capital),
Lobito, Catumbela, Baia Azul, Baia Farta, Balombo,
Cubal, Ganda, Chongoroi, Bocoio e Caimbambo.
Possui um clima bastante variavel, quente e seco na
faixa litoral e do tipo “mesotérmico” na faixa interior sub
plandltica. A pluviosidade ¢é moderada, com

precipitagdo meédia anual de 268 mm e uma
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temperatura maxima aproximada de 35°C, a média
ronda aos 24,2°C e a minima cerca de 12,4°C com
humidade relactiva de 79,0% *°°.

Do ponto de vista epidemiolégico, a provincia
situa-se na lista das provincias com um quadro de

transmissdo mesoendémica estavel da malaria (Fig. 3).
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Figura 7. Distribuicdo epidemioldgica da maléaria em Angola.
Cosep Consultoria, Consaude e ICF Macro. 2011. Inquérito de
Indicadores de Malaria em Angola de 2011. Calverton,

Maryland: Cosep Consultoria, Consaide e ICF Macro e ICF
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Macro.

As colheitas de amostras de sangue, foram
realizadas no municipio sede da provincia, na pediatria
do Hospital Geral de Benguela (HGB) e no Centro de
Saude da Graca (CSG).

O HGB é uma unidade hospitalar de nivel
terciario, localizado no centro urbano da cidade de
Benguela que presta servicos nas diferentes
especialidades nomeadamente, pediatria, neonatologia,
ginecologia e  obstetricia, medicina  interna,
endocrinologia, dermatologia, cardiologia, cuidados
intensivos, oftalmologia, psiquiatria, urologia, cirurgia
geral, cirurgia plastica e ortopedia. E a maior unidade
hospitalar da provincia.

Segundo os dados fornecidos pelos servi¢cos de
estatistica da mesma unidade, em 2019 registou-se um
total de 2117 mortos e a malaria foi a segunda maior
causa de mortes, causando um total de 285 (13.4%)
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mortes, superada somente pela Tuberculose Pulmonar,
que foi responséavel por 360 (17%) mortes (Fig. 7).

TOTAL

A\

= TBP = Mal = DRA = HTA = MN
uDSP =wSIDA=FT =TCE = DDA

Figura 8. Principais causas de morte registadas no HGB em
2019. Fonte: Servicos de Estatistica do HGB. Abreviaturas:
TBP, tuberculose pulmonar; Mal, malaria; DRA, doenca
respiratoria aguda; HTA, hipertensao arterial; MN, ma nutri¢éo,
DSP; depressdo severa ao nascer; SIDA, sindrome de
imunodeficiéncia adquirida; FT, febre tifoide; TCE, traumatismo

cranioencefalico, DDA, doenca diarreica aguda.
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No quadro de internamentos registados nos
servigcos de pediatria no periodo compreendido entre
2017 a 2019, a malaria foi a principal causa de
internamentos e a faixa etaria compreendida entre 1 a 4
anos foi a, mas afectada pela doenca. Todavia, devido
a variacdo sazonal da doenca na provincia de
Benguela, o quadro de internamentos anual pela
doenca ndo obedeceu a um padrdo uniforme,
verificando-se uma alternancia no mesmo. Deste modo,
no més de Abril, registou-se o maior nimero de casos

da doenca, neste periodo (Fig.9 e 11).
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Figura 9. Numero de casos de internamentos por malaria na
pediatria do HGB em 2017. Fonte: Servicos de Estatistica do
HGB.
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Figura 10. Nimero de casos de internamentos por malaria na

pediatria do HGB em 2018. Fonte: Servicos de Estatistica do

HGB.
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Figura 11. Nimero de casos de internamentos por malaria na
pediatria do HGB em 2019. Fonte: Servicos de Estatistica do
HGB.

O gréfico de tendéncia para o ano de 2020, calculado a
partir dos dados do ano de 2018 e 2019, revela uma
tendéncia crescente do nimero de casos para o0 ano de
2020 (Fig.12).
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Fig.12: Gréafico de tendéncia do numero de casos de
internamentos por malaria na pediatria do HGB, para o ano de
2020. A linha de tendéncias (representada em castanho), foi
calculada, a partir dos dados do ano de 2018 e 2019. Fonte:

Servicos de Estatistica do HGB.
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O CSG é uma unidade hospitalar de nivel
primario, localizado na zona periférica da cidade de
Benguela, presta servicos nas areas de pediatria,
puericultura e clinica geral.

O recrutamento e selecdo dos participantes
nestas unidades, decorreu no periodo de Junho de
2018 a Agosto de 2019. No recrutamento dos
participantes, pertencentes aos grupos de criancas com
malaria (MC e MnC), registou-se maior numero de
casos no periodo compreendido entre Outubro de 2018
a Maio de 2019, sendo Abril o més de maior pico
epidemiolégico da doenca e consequentemente o0 més
de inclusdo do maior nimero de participantes. Por outro
lado, o recrutamento de participantes do grupo de
criancas nédo infectadas (NIF), obedeceu a um padrao
aleatorio, facto que dificultou a determinacdo do

periodo de maior recrutamento de casos.
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3.1.2. Aspectos éticos.

3.1.2.a. Aprovacao ética.

A realizacdo deste estudo, foi precedida pela
submissdo e aprovacdo pelo Comité de Etica (CE) do
HGB e do Director Geral do CSG (Anexos 1), visto que
a mesma unidade, ndo apresenta até ao momento um
CE. Deste modo, a avaliagdo dos participantes, bem
como a colheita de amostras de sangue nos
participantes, s6 foi possivel apds a aprovacédo do CE e

da direcao das respectivas unidades hospitalares.

3.1.2.b. Consentimento informado.

Elaborou-se uma ficha de consentimento
informado (Apéndices 1 e 2), assinada pelo
participante ou representante legal (pai, mae e outros).
No caso de representantes legais com baixo nivel de
literacia, que se mostraram incapazes de assinar 0s
respectivos documentos (consentimento informado),

usamos as impressdes digitais dos mesmos, para
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certificar que os mesmos tomaram conhecimento e
concordaram em participar no estudo. Paralelamente,
prestou-se esclarecimentos, com o objectivo de explicar
0os procedimentos realizados a todos os participantes,
assim como, os eventuais desconfortos que poderiam
manifestar durante a avaliacdo clinica e a colheita de
amostra de sangue. Os beneficios do estudo foram

também ilustrados.

Por envolver criancas, 0 presente estudo teve
em conta, os principios da ética médica e bioética
aceites internacionalmente, nomeadamente na

Declaracgéo de Helsinquia®®®.
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3.1.3. Desenho de estudo.

A alta taxa de criangas com MC, assim como, a
escassez de pesquisas na provincia de Benguela em
particular e Angola no geral, que abordam este
problema, levou-nos a realizar um estudo prospectivos,
analitico, de caso-controlos.

Este trabalho, permitiu-nos extrapolar possiveis
associacdes entre os diferentes niveis de anemia e a
severidade da hemdlise induzida pela malaria,
influenciando assim, a expressdao de moléculas
responsaveis pelo metabolismo plasmético do Hemo e
da Hb. De facto, a Hp e a Hpx poderiam estar
associadas a diferentes manifestacdes clinicas
observadas nos grupos de estudo, isto é, na
patofisiologia das lesGes neurolégicas e/ou da retina
nos pacientes com MC, que diferem entre o0s
individuos. Estas diferengas, observadas sobretudo nas
manifestagbes clinicas a nivel do SNC e da retina
permitem agrupar os pacientes em sub-fenétipos, de

acordo com a presenca de determinado sintoma. Para
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além de comparar os respectivos sub-fenétipos entre si,
e o0s relacionar com grupos controlos, os niveis de Hb
(anemias), plaquetas e parasitemia foram avaliados e

associados a severidade da doenca.

3.1.4. Populacéo de estudo.

3.1.4.a. Critérios de inclusao.

Realizamos uma amostragem estratificada, onde
os participantes foram divididos em 3 grupos,
nomeadamente: MC, MnC e NIF. No grupo de criangas
com MC, incluimos todos os pacientes com critérios
diagnoésticos da doenca pré-estabelecidos pela OMS.
No grupo de criancas com MnC, incluimos todos os
pacientes com critério de diagnéstico da doenca®?. Por
altimo, no grupo de NIF incluimos todas as criancas
gue, na consulta de puericultura, ndo apresentaram
nenhum sinal ou sintoma clinico da doenca, assim
como, a PP positiva no momento da avaliagdo. As

criangas deste Ultimo grupo, acodem ao centro de
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saude para o cumprimento do Plano Nacional de
Vacinacéo e avaliagéo do peso.

3.1.4.b. Critérios de exclusao.

Os critérios de exclusdo, usados no estudo, ndo
obedeceram a um padrédo linear, variando em
dependéncia do grupo a que o participante pertence.
Deste modo, do grupo de pacientes com MC, excluimos
todos os individuos com patologias que podem causar
sintomas neuroldgicos, cuja manifestacdes clinicas se
assemelham a doenca (como por exemplo: HIV,
Meningites, Hipoglicemia, Neurocriptococoses,
Neurocistocircoses, Traumatismo craniano, etc.)%%°,
e patologias oculares que podem comprometer ou
dificultar a avaliacdo da retina (como por exemplo:
retinites, descolamento da retina, cataratas,

etc.)'®

.Paralelamente, para o0s casos de MnC,
excluimos todos os participantes com comorbilidade ou
critérios clinicos e laboratoriais de severidade da

doenca (disfuncdo organica, Hb <7 mg/dl, etc.)*®°. No
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caso dos participantes no grupo de NIF, excluimos
todos as criangcas que na consulta de puericultura
apresentaram um ou mais sintomas, sinais clinicos da

doenca, ou PP positiva.

3.1.5. Definicao de casos e avaliagéo
clinica:

3.1.5.a. Malaria cerebral.

Neste grupo, incluimos todos os pacientes com
critérios de diagnéstico de MC, pré-definidos pela OMS,
suportado por exames complementares parasitoldgicos
(PP ou Teste Rapido). Deste modo, valoramos o0 coma,
definido clinicamente pela incapacidade de localizar um
estimulo doloroso e auséncia de outras causas de
encefalopatia (como por exemplo: infeccdo por HIV,
hipoglicemia, meningites, entre outros) e
laboratorialmente  pela presenca de espécies
assexuadas de Plasmodium no sangue periférico *°" %8,
Para a avaliacdo do estado de coma, baseamo-nos nas

seguintes escalas de avaliacao:
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v' Escala de Blantyre (<12 anos) - Pontuacao igual
ou inferior a dois (Apéndice 3).
v’ Escala de Glasgow (>12 anos) - Pontuacgdo

inferior a onze (Apéndice 4).

Por outro lado, sempre que possivel e em
concordancia com a equipa meédica, realizou-se a
avaliacdo da glicemia capilar, o estudo do liquido
cefalorraquidiano (LCR) e o teste de HIV, com o intuito
de descartar outras possiveis causas de encefalopatia.
Deste modo, excluiram-se os pacientes com glicemia
capilar igual ou inferior a 40 mg/dL ou com sinais
laboratoriais sugestivos de meningites, tais como:
pleocitoses (igual ou inferior a 8 Linfécitos/mm?),
hipoglucorraquia (glucose do LCR igual ou inferior a

170-171

50% da glicemia) , assim como, aqueles pacientes
gue testaram positivo para o exame de HIV/SIDA.
Em seguida, realizamos o exame fisico que

determina o tipo de convulsdo apresentada pelo
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participante, se manifestarem uma crise convulsiva no
momento da avaliacdo clinica e/ou deficit neurolégico
(sensitivo e/ou motor). Por outro lado, realizamos a
avaliacdo da retina, prévia dilatacdo pupilar com
Tropicamida (10 mg/ml), na dose de 1 gotas em cada
olho, num intervalo de quinze minutos, entre uma dose
e outra, durante quarenta e cinco minutos, mediante
Fundoscoépia Indirecta com Oftalmoscoépio Indirecto
(Modelo N°.0015/2030 II, JAPAN). Isto, permitiu-nos
classificar os pacientes com MC em dois sub-fenétipos,
de acordo com a presenca ou ndo de lesdes na retina,

nomeadamente:

a) Retinopatia Positiva (Ret+): Foram todos os
pacientes que apresentaram um ou mais sinais
clinicos, pré-definidos de retinopatia da malaria,
tais como: hemorragias de centro branco, palidez
da retina, descoloracdo vascular e edema da

papila.
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b) Retinopatia Negativa (Ret-): Foram todos os
pacientes, cujo estudo do fundo do olho revelou-

se normal*®71%,

3.1.5.b. Malaria ndo complicada.

Os pacientes deste grupo apresentaram
manifestacbes clinicas e laboratoriais sugestiva da
doenca, que evolui geralmente de forma inespecifica.
Estes individuos apresentaram PP positiva, sem sinais
clinicos e laboratoriais de severidade da doenca'’?,
assim como, sem manifestacdes clinicas e/ou

laboratoriais sugestivas de patologias similares.

3.1.5.c. Assintomaticos nao infectados
(NIF).

Este grupo, esteve constituido por todos os
participantes que ndo apresentavam sinais ou sintomas
sugestivos da doenca, e PP negativo, apos sua

realizacdo em amostras de sangue periférico, extraidas
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por puncdo capilar. Basicamente, tratou-se de criancas
saudaveis que acudiram ao centro, por razdes

mencionadas anteriormente.

3.1.6. Colheita e processamento de
amostras.

A colheita de amostras biolégicas foi efectuada por
puncdo capilar, para a realizacdo da PP, e puncao
venosa periférica, para a realizacdo do Hemograma
(Hg) e de outros procedimentos, tais como: a
quantificacdo do Hemo, Hpx, Hp. Infelizmente, devido
aos constrangimentos financeiros causados pela
pandemia de COVID-19, ndo foi possivel conduzir as
trés Ultimas analises. Para a realizacdo da PP
colhemos amostras que foram mantidas separadas em
uma lamina, para cada participante. Estas serviram
simultaneamente para a realizacdo da andlise
qualitativa, através do esfregaco sanguineo (ES) e
guantitativa pela gota especa (GE). Por outro lado, para

a realizagdo do Hg, as amostras colhidas foram
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mantidas em tubo de ensaio com EDTA K2, um
anticoagulante utilizado para a conservagdo das
amostras (BD Vacutainer® CPT'™-Ref.368857), antes
de conduzir o respeCtivos exame. Estes procedimentos
foram realizados apdés a obtencdo do consentimento
informado, como referido anteriormente. A seguir o Hg,
o plasma foi isolado de acordo com o protocolo pré-
estabelecido (Apéndice 5), e as amostras foram
conservadas em Ependorfs secas, de 1.5 ml e 2 ml,
respectivamente, a uma temperatura de -80 °C, para
que se realizar o seu processamento.

Nos participantes dos grupos de malaria (MC e
MnC), a PP e o Hg foram realizados quando o paciente
foi admitido nos servigcos de urgéncia, no quadro do
atendimento geral, que foi prestado pela mesma
unidade que atendeu os pacientes acometidos pela
doenca, de acordo com as normas de assisténcia
médica vigentes nos Servicos de Saude Publica
Nacional. Todavia, com o intuito de minimizar o viés do
estudo, vimo-nos obrigado a oferecer um tratamento

7

especializado aos nossos participantes. Isto €,
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repetimos 0s mesmos exames, apos avaliacdo clinica,
e no caso dos pacientes reunirem 0s critérios de
inclusdo do estudo. A escolha dos participantes do
grupo NIF, por se tratar de individuos que acodem ao
centro médico somente para avaliacdo de puericultura e
a realizagdo dos exames acima mencionados, foi da

nossa inteira responsabilidade.

3.1.7. Detecéo e quantificacdo das espécies
de Plasmodium.

A detecdo e quantificacdo das espécies de
Plasmodium sp, em todos os participantes, foi realizada
nos laboratérios das unidade hospitalares em que se
conduziu a avaliacdo clinica dos participantes e a
colheita das suas amostras, mediante a técnica de PP,
segundo o protocolo recomendado, pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS)'’°. Esta técnica, consiste
basicamente na detecdo da espécie assexuada de

Plasmodium sp, em gota espessa (GE) corada com

101



Giemsa e quantificada pelo niamero de parasitas/ por
campo de avaliagdo, mediante a técnica de esfregaco
sanguineo (ES). Nesta dultima, a quantificacdo da
parasitemia foi realizada a partir do numero de
eritrocitos parasitados, contados em 100 campos
microscopicos (ampliagdo 100 X). A densidade
parasitaria foi calculada a partir deste valor.

3.1.8. Doseamento plasmatico das
hemoproteinas.

3.1.8.a. Hemoglobina.

A quantificagdo dos niveis de hemoglobina
obedeceu aos padrées pré-estabelecidos pela OMS*"2.
Basicamente, apds a colheita de amostras de sangue
em tubos de ensaio com EDTA K2, homogeneizou-se
as amostras mediante a inversdo lenta e frequente dos
mesmo. Em seguida, realizou-se o hemograma
completo. Dada a importancia clinica das plaquetas nos

pacientes com malaria, vimo-nos obrigados a incluir
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este parametro como factor de comparagcdo entre 0s
diferentes grupos.

3.1.9. Calculo do poder estatistico.

Este estudo envolveu criancas, com idades
compreendidas entre 6 meses a 18 anos, por isso,
calculos de poder estatistico indicam que uma amostra
de 50 individuos em cada grupo de criancas infectadas
e que manifestaram a forma grave (MC) ou simples da
maléria (MnC), mais 50 individuos né&o infectados (NIF),
admitindo que 50% das criancas com MC manifestaram
deficits neuro-cognitivos e/ou lesbes da retina
relevantes, constituiu um tamanho de amostra
suficientes para a realizagdo do estudo de caso e

controlos.
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3.1.9.a. Analise estatistica.

A andlise estatistica referente a caracterizacdo da
amostra, assim como, a associacao entre as variaveis
gualitativas e quantitativas foi realizada com o
programa estatisticos IBM SPSS versdo 21.0. Para a
andlise univariada, os resultados das variaveis
gualitativas se expressaram em frequéncias e
percentagens, enquanto as variaveis quantitativas em
médias e desvio padrdo. Para a analise bivariada se
utilizou o teste t de Student e ANOVA para as variaveis
guantitativas com distribuicdo normal. O teste de Mann-
Whitney foi usado para a analise de variaveis que nao
seguem uma distribuicdo normal. Os racios (ou o

estudo de associacbes de variaveis), foram

2
comparadas mediante o teste Chi-quadrado (X ) ou o

teste exato de Fisher. A estimacdo de associacao se
realizou calculando o coeficiente de correlagdo de
Spearman. Se consideraram significativos os valores de
p <0,05.
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3.1.9.b. Registos de dados.

Para cada doente, foram recolhidos parametros
(clinicos e laboratoriais) durante o internamento ou
consulta médica. A informacao colhida foi refletida de
forma sistemética e estruturada num modelo/formulario
de recolha de dados, em forma impressa. Os mesmos
foram posteriormente introduzidos em base de dados,

em formato de folha de calculo andnima através do

® . .
programa Excel ~ (Microsoft). Os dados foram assim
convertidos em um ficheiro, para o estudo de caso-

controlos.

3.1.10. Caracterizacao da amostra.

O recrutamento dos pacientes do grupo de MC,
foi realizado na Unidade de Cuidados Intensivos (UCI),
dos servicos de pediatria do HGB, enquanto que 0s
pacientes do grupo de MnC, foram selecionados nos

Servicos de Urgéncias da mesma unidade hospitalar.
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Salienta-se que, os participantes do grupo de MC foram
doentes internados, enquanto os participantes do grupo
de MnC foram doentes tratados em ambulatorios. Isto
€, o0 recrutamento foi realizado nas primeiras 24 horas
no caso de participantes do grupo de MC e em menos
de 12 horas no caso de participantes com MnC.
Todavia, € de realcar que no caso dos pacientes do
primeiro grupo, a avaliacdo clinica do estado dos
pacientes foi realizada diariamente durante o seu
internamento, em parceria com a equipa médica de
servico, com o0 objectivo de dar maior seguimento a
evolucdo clinica dos mesmo. Por outro lado, os
participantes do grupo de NIF foram recrutados nos
servicos pediatricos de puericultura na unidade do
Programa Alargado de Vacinacdo (PAV). Neste ultimo,
selecionamos todas as criangas sem sinais e sintomas
de doenca, cuja os pais levaram-lhes ao hospital, para
o cumprimento do Programa Nacional de Vacinacao,
assim como, aquelas criancas trazidas ao centro para

avaliacdo do seu estado nutricional, sempre que, 0s
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mesmos reuniram o0s critérios de inclusdo acima
mencionados.

A Figura 13, ilustra o numero total de
participantes no estudo, agrupados de acordo com o

fendtipo clinico e laboratorial.

Malaria Cerebral (N=83)

Tamanho da Amosira
(N=305 Casos)

Figura 13: Diagrama representativo do numero total de

participantes por grupos.
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3.1.11. Apresentacao dos resultados

Dada a complexidade dos programas eletrénicos
existentes no mercado, vimo-nos obrigados a trabalhar
com varios softwares com o intuito de encontrar a
melhor forma de apresentacdo dos resultados obtidos
no nosso estudo. Assim, a tese foi redigida usando o
programa da Microsoft Word 2010, enquanto que 0s
graficos foram elaborados usando o0s programas
estatisticos IBM SPSS versédo 21.0 e Microsoft Excel
2010.
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CAPITULO 4:

RESULTADOS
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4.1. Resultados

4.1.1. Estudo analitico de caso-controlos

O presente estudo realizou-se no departamento
pediatrico do HGB e no CSG na provincia de Benguela,
Angola, sendo esta considerada uma area de
transmissdo mesoendémica estavel'’*. Participaram um
total de 305 (100%) criangas, dos quais 83 (27.2%)
participantes desenvolveram malaria cerebral (MC), 124
(40.6%) malaria ndo complicada (MnC) e 98 (32.1%)
pacientes foram nao infectados (NIF). O recrutamento
dos participantes com MC e MnC foi realizado na
unidade de UCI e no banco de urgéncias (BU) da
pediatria do HGB, respectivamente, enquanto que, 0s
participantes do grupo de NIF foram recrutados nos
servicos do Programa Amplo de Vacinacédo (PAV) do
CSG. Os pacientes pertencentes ao grupo de MnC que
nao apresentaram sinais de gravidade (vomitos,
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intolerancia farmacoldgica por via oral e parasitemia
elevada), que justificam o seu internamento, foram
tratados em regime de ambulatorio, com os derivados

de ACTs (Arteméter + Lumefantrina (AL), Artesunato +
Amodiaquina (AS + AQ), o Dihidroartemisinina +
Piperaquina (DHA + PPQ), sendo os dois primeiros,
mas utilizados. Por outro lado, os pacientes do grupo
de MC mereceram internamento na UCI e foram
tratados com Artesunato por via parenteral, segundo o
Programa Nacional de Combate da Malaria (PNCM)*".
Os participantes recrutados nos servicos do PAV do
CSG e gue apresentaram o exame da pesquisa do
Plasmodium sp positiva, apesar de terem sido
excluidos do estudo, mereceram tratamento e
seguimento em regime ambulatério, como descrito para

0 grupo de MnC.
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4.1.2. Analise descritiva das variaveis

antropomeétricas e clinicas

Sexo

A Figura 14, mostra a distribuicdo dos
participantes dos trés grupos de acordo com o proprio
sexo. A proporcdo entre 0s sexos masculino e o
feminino foi de 1:1 em quase todos os Grupos, e o teste
de X? ndo revelou diferencas significativas entre ambos

0s sexos (p=0.781).
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N° de Casos

20
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Fendtipo

Fig.14: Distribuicdo do numero de casos dos trés grupos de
estudo por sexo. Os histogramas representam o nuamero de
casos em cada grupo: as barras amarelas representam o sexo
feminino e as cinzentas o sexo masculino. Abreviaturas: NIF;
Assintomaticos néo Infectados; MnC; Malaria ndo Complicada e
MC; Malaria Cerebral. O resultado obtido pela comparacédo da
distribuicdo do sexo por grupos, € expresso em frequéncias.
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A analise comparativa dos sub-fenétipos de MC
(MC Ret+ e MC Ret-), pelo teste de X? ndo revela
diferencas significativas (p=0.81). Por outro lado, o
teste de X? revela uma associacdo entre o género
masculino (p=0.071) e as complica¢cdes neuroldgicas
(Fig. 15). Assim que, os pacientes do sexo masculino,
apresentaram maior numero de complicacbes
neurolégicas em comparacdo com o sexo feminino
(Fig.16).
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N® de Casos

Retinopatia

Fig.15: Distribuicdo do nimero de casos
de MC com lesbes da retina por sexo. Os
histogramas representam o nimero de
casos em cada subgrupo, as barras
amarelas representam o sexo feminino e
as cinzentas o sexo masculino.
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Fig.16: Distribuicdo do numero de casos de MC com
complicagbes neuroldégicas por sexo. Os histogramas
representam o nimero de casos em cada subgrupo, as barras
amarelas representam o sexo feminino e as cinzentas o sexo
masculino.
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ldade

A andlise comparativa da média de idade dos
trés grupos de estudo, pelo teste de ANOVA um factor,
revelou diferencas significativas (p=0.04). O grupo de
participantes com MC, apresentou uma média de
idades superior 75.1 meses em comparagdo com O0S
grupos controlos (MnC e NIF), que apresentaram uma
média de 74.5 e 47 meses respectivamente (Fig. 17).
Este resultado, esta condicionado pelo viés observado
na amostragem do nosso estudo. Uma vez que,
registou-se uma ligeira diferenca no momento de
avaliacdo dos participantes de cada um dos grupos,
sendo que, os participantes do grupo NIF, foram
maioritariamente individuos em idades inferiores em
comparacao com os demais grupos. Por outro lado, ndo
se observou diferengas significativas (p=0.92), na
andlise da média de idade em meses pelo mesmo
teste, nos pacientes com malaria subdivididos em dois

grupos de acordo com a severidade da doenca (Fig.18).
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Fig.17: Distribuicdo da idade em meses nos diferentes
fendtipos. As idades estdo representadas em meses.
Cada caixa de bigodes representa 50% dos dados; as
linhas horizontais de cada caixa correspondem as
médias; o limite superior ao quartil 75%; o limite inferior
de cada caixa representa o quartil 25% e os bigodes
representam a variacdo dos dados para além dos quartis
mencionados. Abreviaturas: NIF; Assintomaticos néo
Infectados, MnC; Malaria ndo Complicada e MC; Malaria
Cerebral.
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Fig.18: Distribuftfgoo“?i% idade em meses
nos diferentes fendtipos de malaria. As
idades estao representadas em meses.
Cada caixa de bigodes representa 50%
dos dados; as linhas horizontais de cada
caixa correspondem as médias; o limite
superior ao quartil 75%; o limite inferior de
cada caixa representa o quartil 25% e os
bigodes representam a variagdo dos
dados para  além dos quartis
mencionados. Abreviaturas: MnC; Malaria
nao Complicada; MC; Malaria Cerebral.
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Todavia, a analise isolada da distribuicdo da idade em
meses dos pacientes com o fenétipo de MC, revela que
0s pacientes em idades inferiores a 59 meses foram os

mais afectados (Fig. 19).
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Fig.19: Distribuicdo da idade em meses nos pacientes com o
fenétipo de MC. (N=83). Os histogramas representam o namero
de casos em cada grupo de idade. Os numeros representados
no eixo dos X, representam os grupos de idade (0 = <12 Meses;
1 =12-59 Meses; 2 = 60-108 Meses e 3 = >108 Meses).
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Ao analisarmos o grupo de pacientes com MC,
como duas amostras independentes, pela presenca ou
nao de lesdes causadas pela retinopatia da malaria,
através do teste de Mann-Whitney, ndo se encontraram
diferencas significativas (p=0,261), na comparacao da
média de idade. Por outro lado, a mesma analise revela
diferencas significativas (p=0,047), entre a meédia de
idade, quando analisamos 0s pacientes pela presenca

ou ndo de convulsbes. (Fig. 20 e 21).
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Fig.20: Distribuicdo da média de idade em meses dos sub-
fenodtipos de malaria cerebral agrupado pela presenca ou néao
de lesbes da retina. As idades estdo representadas em
meses. Cada caixa de bigodes representa 50% dos dados;
as linhas horizontais de cada caixa correspondem as médias;
o limite superior ao quartil 75%; o limite inferior de cada caixa
representa o quartii 25% e os bigodes representam a
variacdo dos dados para além dos quartis mencionados.
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Fig.21: DistribuicAo da média de idade em meses dos sub-fenétipos
de MC agrupado pela presenca ou ndo de convulsdes. As idades
estdo representadas em meses. Cada caixa de bigodes representa
50% dos dados; as linhas horizontais de cada caixa correspondem as
médias; o limite superior ao quartil 75%; o limite inferior de cada caixa
representa o quartil 25% e os bigodes representam a variagdo dos

dados para além dos quartis mencionados.
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As hemorragias de centro branco, foram as
lesbes da retina, mas frequentes com um total de 19
casos (51.4%), seguidas pela descoloracdo vascular,
observada em 13 casos (35.1%) como nos mostra a
abaixo (Tabela 1). Todavia, as restantes lesbes
encontradas durante a avaliacdo da retina nos
pacientes com MC, apresentaram-se em menor
namero. Avaliacdo da retina, foi realizada nas primeiras
24 horas, apés o internamento na UCI, como descrito
no capitulo anterior. E de salientar, que os pacientes
com retinopatia da malaria podem apresentar uma ou

mais lesdes na retina.

Tabela 1: Distribuicdo das principais lesdes da retina
nos pacientes com MC, observadas durante a

realizacdo da Fundoscopia.

Tipo de Les&o da Retina | Frequéncia

HCB 19
DV 13
EA 11
EP 5
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Abreviaturas: HCB (Hemorragia de centro branco); DV
(Descoloracdo vascular); EA (Exsudado algudonoso) e EP

(Edema da papila).
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4.1.3. Associacao de variaveis clinicas.

A analise da relacdo entre as principais variaveis
clinicas (convulsdes e lesdes da retina) e outros
sintomas, registados no momento de internamento dos
pacientes do grupo de MC, pelo teste de X? n&o
evidenciou sinais de associacdo entre a presenca de
convulsdes e outras variaveis clinicas (p=0,076), como
nos mostra a tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2: Associacdo das variaveis clinicas no grupo
de pacientes com MC, subdivididos pela presenca ou
ndo de convulsdes.

Variaveis Clinicas Convulsoes X2 p<0,05 OR Int. Conf. 95%
N S LI LS
Febre Né&o 1 2 1,331a 0,249 3,944 0,324 47,987
Sim 9 71
Dificuldade Néo 9 71 1,331a 0,294 0,254 0,021 3,084
Respiratéria S 1 >
Tosse Nao 10 70 0,426a 0,514 1,043 ,994 1,095
Sim 0 3
Dor de Cabeca Nao 5 55 2,820a 0,093 0,327 0,085 1,261
Sim 5 18
Astenia Néo 8 66 0,986a 0,321 0,424 0,075 2,403
Sim 2 7
Vémitos Néo 10 55 3,149a 0,076 1,327 1,164 1,513
Sim 0 18
Dor Abdominal Néo 8 61 0,080% 0,778 0,787 0,148 4,174
Sim 2 12
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Abreviaturas: OR (Odds Ratio); Int. Conf. (Intervalo de
Confianga); LI (Limite Inferior); LS (Limite Superior).

Por outro lado, ndo se evidenciaram sinais de
associacao entre as lesbes da retina e outras variaveis
clinicas (p=0,49), avaliadas no momento de
internamento dos pacientes. De forma resumida,
apresentamos o0s resultados da correlacdo entre a
retinopatia da malaria e outras variaveis clinicas na
tabela abaixo (Tabela 3).
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Tabela 3: Associacdo das variaveis clinicas no grupo

de pacientes com MC, subdivididos pela presenca ou

nao de lesdes da retina.

Variaveis Clinicas MC Ret+ X2 p<0,05 OR Int. Conf. 95%
N S LI LS
Febre N&o 1 2 0,615a | 0,433 389 0,34 4,465
Sim 45 35
Dificuldade Né&o 44 46 0,159a | 0,690 0,611 | 0,53 7,015
Respiratoria _
Sim 2 1
Tosse N&o 45 0 3,870a 0,49 1,088 | 0,989 | 1,198
Sim 34 3
Dor de N&o 31 29 1,236a | 0,266 | 0,570 | 0,211 | 1,544
Cabeca .
Sim 15 8
Astenia Nao 43 31 1,993a | 0,158 | 2,774 | ,644 | 11,955
Sim 3 6
Vomito Nao 38 27 1,121a | 0,290 | 1,759 | 0,614 | 5,040
Sim 8 10
Dor N&o 39 20 0,200a | 0,614 | 1,300 | 0,411 | 4,109
Abdominal _
Sim 7 7
Abreviaturas: OR (odds ratio); Int. Conf. (intervalo de

confianga); LI (limite inferior); LS (limite superior).
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Correlacdo de variaveis clinicas e

laboratoriais.

Parasitemia

A analise comparativa da média do nivel de
parasitemia nos pacientes com malaria (MnC e MC),
avaliada através do teste t Student, revela diferencas
significativa (p=0.001). Os resultados demonstraram
gue, 0s pacientes que apresentaram maior gravidade
da doenca (MC), tiveram um maior niumero de parasitas
em circulacdo, em comparacdo com 0S pacientes com
as formas mais leve da doenca (MnC).

A Figura 22, mostra a distribuicio da média da
parasitemia em ambos grupos de pacientes com
malaria, subdivididos de acordo com a forma de

apresentacao da doenca.
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Fig. 22: Distribuicdo da parasitemia nos diferentes fenétipos de
malaria. A parasitemia foi calculada a partir do nimero de
eritrécitos parasitados por campo de avaliacdo. Cada caixa de
bigodes representa 50% dos valores obtidos. As linhas
horizontais correspondem as médias, o limite superior ao quartil
75% e o limite inferior ao quartil 25%. Os bigodes representam
a variacdo dos dados para além dos quartis mencionados.

Abreviatura: MnC (Malaria ndo Complicada); MC (Malaria
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Cerebral).

Ao analisarmos a média da parasitemia nos
subgrupos de pacientes com MC, como duas amostras
independentes, agrupadas pela presenca ou nédo de
lesbes causadas pela retinopatia da malaria, pelo teste
de Mann-Whitney, ndo se observaram diferencas
significativas (p=0.092), como nos mostra a figura
abaixo (Fig. 23). Apesar de ja se ter comprovada a
relacdo directa e indirecta entre as convulsdes e a
infeccdo por Pf em pacientes com MC em estudos
anteriores'®*, o teste de Mann-Whitney ndo revelou
diferencas significativas no nivel de parasitemia entre
0s pacientes internados com MC, agrupados por
apresentar ou ndo convulsdes durante 0 Sseu

internamento (Fig. 24).
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Fig. 23: Distribuicdo da parasitemia nos diferentes sub-fenétipos
de MC agrupados pela presenca ou ndo de lesdes da retina
(N=83). A parasitemia foi calculada a partir do numero de
eritrécitos parasitados por campo de avaliacdo. Cada caixa de
bigodes representa 50% dos dados; as linhas horizontais de cada
caixa correspondem as médias; o limite superior ao quartil 75%; o
limite inferior de cada caixa representa o quartil 25% e os bigodes
representam a variagdo dos dados para além dos quartis
mencionados.
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Fig. 24: Distribuicdo da parasitemia nos diferentes sub-fenétipos
de MC agrupados de acordo a presenca ou ndo de convulsées
(N=83). A parasitemia foi calculada a partir do numero de
eritrocitos parasitados por campo de avaliagdo. Cada caixa de
bigodes representa 50% dos dados; as linhas horizontais de cada
caixa correspondem as médias; o limite superior ao quartil 75%; o
limite inferior de cada caixa representa o quartil 25% e os bigodes
representam a variacdo dos dados para além dos quartis
mencionados.
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A analise comparativa da média do nivel de
plaquetas, entre o grupo de MC e 0s respectivos grupos
controlos (MnC e NIF) pela ANOVA, revela diferencas
significativas (p=0.027), como nos mostra a figura
abaixo (Fig.25). Por outro lado, ao subdividir os
pacientes com malaria em dois grupos, de acordo com
a severidade da doenca apresentada, pelo teste t de
Student ndo se evidenciou diferencas significativas
(p=0.196). N&o obstante, também neste caso, se
observou uma ligeira tendéncia aos niveis de plaguetas
serem inversamente proporcionais a severidade da
doenca (26).
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Fig. 25: Distribuicdo da média do nivel de
plaquetas nos diferentes fenotipos. Cada
caixa de bigodes representa 50% dos
dados; as linhas horizontais de cada caixa
correspondem as médias; o limite superior
ao quartil 75%; o limite inferior de cada
caixa representa o quartil 25% e os
bigodes representam a variacdo dos
dados para além dos quartis
mencionados. Abreviaturas: NIF
(Assintomaticos néo Infectados), MnC
(Malaria ndo Complicada) e MC (Malaria

Cerebral).
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Fig. 26: Distribuicdo da média do nivel de
plaguetas nos pacientes com maléria.
Cada caixa de bigodes representa 50%
dos dados; as linhas horizontais de cada
caixa correspondem as médias; o limite
superior ao quartil 75%; o limite inferior de
cada caixa representa o quartil 25% e os
bigodes representam a variagdo dos
dados para além dos quartis
mencionados. Abreviaturas: MnC (Malaria
nao Complicada) e MC (Malaria Cerebral).
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A andlise da relacdo entre os niveis de plaquetas e
as crises convulsivas, ndo revelou diferenca
significativa (p=0,257), pelo teste de Mann-Whitney,
entre pacientes agrupados em sub-fenétipos de MC, de
acordo com a presenca ou nao de crises convulsivas
durante o internamento (Fig.27). De forma similar, a
analise da relacdo entre o nivel de plaguetas e a
presenca ou nao de lesdes da retina ndo revelou
diferenca significativa (p=0,673), pelo mesmo teste,
entre os pacientes agrupados em sub-fenétipos de MC,
de acordo com a presenca ou ndo de lesdes da retina
(Fig.28).
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Fig. 27: Distribuicdo da média das plaguetas
nos diferentes sub-fenétipos de MC
agrupados de acordo a presenc¢a ou nao de
convulsbes. Cada caixa de bigodes
representa 50% dos dados; as linhas
horizontais de cada caixa correspondem as
médias; o limite superior ao quartil 75%; o
limite inferior de cada caixa representa o
quartil 25% e os bigodes representam a
variacdo dos dados para além dos quartis

mencionados.
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Fig. 28: Distribuicdo média das plaquetas
nos diferentes sub-fenétipos de MC
agrupados de acordo a presenca ou hao
de convulsbes. Cada caixa de bigodes
representa 50% dos dados; as linhas
horizontais de cada caixa correspondem
as médias; o limite superior ao quartil 75%;
o limite inferior de cada caixa representa o
guartil 25% e os bigodes representam a
variagdo dos dados para além dos quartis

mencionados.
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4.1.4. Correlacdo de lesdes neurologicas
e/ou da retina com os niveis de
hemoproteinas

Hemoglobina

A andlise comparativa da média dos niveis de
Hb, nos trés grupos de estudo (MC, MnC e NIF), pela
ANOVA, revelou a existéncia de diferencas
significativas (p=0.000) na distribuicdo das mesmas nos
diferentes grupos (Fig. 29).
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Fig. 29: Distribuicdo da hemoglobina nos diferentes fenoétipos.
As idades estdo representadas em meses. Cada caixa de
bigodes representa 50% dos dados; as linhas horizontais de
cada caixa correspondem as médias; o limite inferior de cada
caixa representa o quartil 25% e o limite superior o quartil 75%;
0s higodes representam a variacdo dos dados para além dos
quartis mencionados. NIF; (Assintomaticos nao infectados),
MnC (Malaria ndo Complicada) MC (Malaria Cerebral).
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Por outro lado, o teste t de Student n&o revelou
diferencas significativas (p=0.26), no nivel de
parasitemia, na comparacao entre o grupo de criancas
com MC que apresentam ou ndo Hb patologica (Fig.
30).
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Fig. 30: Distribuicdo da parasitemia nos diferentes sub-
fendtipos de MC, que apresentam ou ndo Hb patoldgica. A
parasitemia foi calculada a partir do nimero de eritrcitos
parasitados por campo. Por outro lado, a Hb foi quantificada em

mg/dL e considerou-se patolégica a Hb < 9.9. Cada caixa de
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bigodes representa 50% dos dados; as linhas horizontais de
cada caixa correspondem as médias; o limite superior ao quartil
75%; o limite inferior de cada caixa representa o quartil 25% e
0s higodes representam a variacdo dos dados para além dos

quartis mencionados.

Comparando a média de idade nos pacientes com
MC, como duas amostras independentes de acordo
com a presenca ou nao de anemia, pelo teste t de
Student, foi possivel evidenciar sinais de associacdo
(p=0,013), entre a menor idade e a anemia. Assim que,
com este resultado € razoavel concluirmos que os
niveis de Hb nos pacientes com MC, sdo inversamente
proporcionais a idade, como nos mostra a figura abaixo
(Fig.31).
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Fig.31: Distribuicdo da idade nos diferentes sub-fendtipos de
MC, agrupados pela presenca ou ndo de Hb patoldgica. A idade
foi calculada em meses. Por outro lado, a Hg foi quantificada
em mg/dl e considerou-se patologica a Hb<9.9. Cada caixa de
bigodes representa 50% dos dados; as linhas horizontais de
cada caixa correspondem as médias; o limite superior ao quartil
75%; o limite inferior de cada caixa representa o quartil 25% e
0s higodes representam a variacdo dos dados para além dos

quartis mencionados.
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Por outro lado, analisando o grupo de MC, como
duas amostras independente, agrupados pela presenca
ou ndo de Hb patoldgica, pelo teste de Mann-Whitney
ndo se evidenciou diferencas significativas(p=0,575).
Assim que, como nos mostra a figura abaixo (Fig.32), a
anemia afetou de igual modo os pacientes de ambos
sexos acometidos pela MC.
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Fig.32: Distribuicdo do sexo nos diferentes sub-fenétipos de
MC, agrupados pela presenca ou ndao de Hb patoldgica. A Hb
foi medida em mg/dL. Considerou-se Hb patoldgica >10. Os

histogramas representam o0 numero de casos em cada
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subgrupo. As barras amarelas representam o sexo feminino e
as de cor cinzentas representam 0 sexo masculino.

Abreviaturas: Hb (Hemoglobina).

Anemia e Convulsdes

As convulsdes foram as principais manifestacoes
clinica sugestivas de um comprometimento do SNC,
detetadas durante a avaliacao clinica de pacientes com
MC. Foram analisados 73 casos (87,9%), de acordo
com a descricdo a seguir. Este grupo foi dividido em
duas amostras independente, de acordo com a
presenca ou ndo de convulsbes e da correlagédo
existente entre as mesmas e o nivel de Hb. O teste
Mann-Whitney ndo evidenciou sinal de associagao
entre a presenca ou ndo de anemia e as convulsdes

(p=0.66), como nos mostra a figura abaixo (Fig. 33).
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Fig. 33: Distribuicdo da Hb nos diferentes sub-fenétipos, onde
os pacientes foram agrupados de acordo a presenca ou ndo de
convulsBes. A Hb foi medida em mg/dL. Considerou-se Hb
patoldgica >10. Os histogramas representam o0 numero de
casos em cada subgrupo. As barras amarelas representam o
sexo feminino e as de cor cinzentas representam 0 Sexo

masculino. Abreviaturas: Hb (Hemoglobina).
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Anemia e Retinopatia da Maléaria

A andlise da correlacdo dos niveis de Hb nos
sub-fen6tipos da MC, onde os pacientes foram
agrupados de acordo com a presenca ou nao de lesbes
da retina, ndo revela sinais de associacdo entre a
anemia e a retinopatia da maléaria (p=0.40), pelo teste
de X? (Fig. 34).
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Fig. 33: Distribuicdo da Hb nos diferentes sub-fenétipos de MC,
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onde os pacientes foram agrupados de acordo a presenca ou
ndo de lesdes da retina. A Hb foi medida em mg/dL.
Considerou-se Hb patoldgica >10. Os histogramas representam
0 numero de casos em cada grupo. As barras amarelas
representam o sexo feminino e as de cor cinzentas representam

0 sexo masculino. Abreviaturas: Hb (Hemoglobina).

4.1.5. Correlacéo entre a taxa de mortalidade

e as variaveis clinicas e laboratoriais.

Verificou-se uma taxa de mortalidade de 18%
(15 casos) nos participantes com fenotipo de MC,
destes 12% (10 casos) foram pacientes com sub-
fenétipos MC Ret+ e 6% (5 Casos) pacientes com sub-
fendétipos MC Ret-. O teste de X? revelou sinal de
associacado significativa (p=0.040), entre a taxa de
mortalidade e o sub-fenétipos de MC Ret+. Por outro
lado, a estimacao do risco revela que os pacientes com
retinopatia da maléaria, tém triplicado o risco de
mortalidade por MC, em comparagdo com O risco
encontrado nos pacientes com sub-fenétipos MC Ret-,

OR (odds ratio) = 3,25 (1,017-10,44). Entretanto este
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resultado, estd em concordancia com as evidéncias
encontradas em estudos realizados no Malaui e na
india, que revelaram uma forte associagdo entre a
retinopatia da malaria e a mortalidade nos pacientes
acometidos pela doenca. Todavia, apesar do viés
observado na nossa amostragem, condicionados pela
falta de meios para efetuar o diagnostico de algumas
patologias clinicas e laboratoriais relacionadas, como
por exemplo: a acidoses (metabdlica e/ou respiratéria),
a malformagédo do SNC e outras, os resultados acima
mencionados confirmam o valor prognéstico da

retinopatia da malaria nos pacientes com MC*">*7°.

A analise comparativa da média da Hb néo
revelou sinal de associacdo, pelo teste t de Student,
com a taxa de mortalidade, no grupo de pacientes com
MC (p=0.40), como podemos observar na figura abaixo
(Fig.35). De igual modo, a analise comparativa da
média da parasitemia, no grupo de pacientes com MC,
nao evidenciou diferencas significativas, entre o0s
subgrupos de pacientes falecidos e néo falecidos pela

doenca (p=0.56), quando avaliados pelo mesmo teste
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(Fig.36). Observagdes similares foram obtidas,
aplicando o mesmo teste (p=0.42), quando a média do
nivel de plaquetas foi também comparado entre os dois

subgrupos (Fig.37).
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Fig.35: Distribuicio da parasitemia nos
pacientes falecidos ou ndo com MC. Cada caixa
de bigodes representa 50% dos dados; as
linhas horizontais de cada caixa correspondem
as médias; o limite superior ao quartil 75%; o
limite inferior de cada caixa representa o quartil
25% e os higodes representam a variacdo dos

dados para além dos quartis mencionados.
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Fig. 36: Distribuicdo da parasitemia nos pacientes
falecidos ou ndo com MC. A parasitemia foi
calculada a partir do nuamero de eritrocitos
parasitados por campo de avaliagdo. Cada caixa de
bigodes representa 50% dos dados; as linhas
horizontais de cada caixa correspondem as médias;
o limite superior ao quartil 75%; o limite inferior de
cada caixa representa o quartil 25% e os bigodes
representam a variacdo dos dados para além dos

guartis mencionados.
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Fig. 37: Distribuicdo das plaquetas nos pacientes falecidos ou nao
com MC. Cada caixa de bigodes representa 50% dos dados; as
linhas horizontais de cada caixa correspondem as médias; o limite
superior ao quartil 75%; o limite inferior de cada caixa representa o
guartil 25% e os bigodes representam a variacdo dos dados para

além dos quartis mencionados.
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No intuito de verificar se modelos
animais de ratinhos podem ser utilizados para
corroborar as hipéteses do estudo, os niveis de
haptoglobina (Hp) e a hemopexina (Hx) foram
medidos em ratinhos C57BL/6, induzidos com
diferentes tipos de malaria severa. Os
resultados obtidos demonstram que, tanto a Hp
como Hx representam marcadores de
diagnostico para a severidade da malaria. Os
ratinhos foram injectados com glébulos
vermelhos infectados com Plasmodium berghei
Anka e Plasmodium chabaudi chabaudi, usados
para induzir malaria cerebral e malaria severa,
respectivamente.

Tendo em conta a hemolises causada
pela proliferagdo dos parasitas nos globulos
vermelhos, foi observado um aumento dos
niveis de Hp durante a infeccdo. Os dados
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demonstram que ratinhos induzidos com
malaria cerebral apresentaram uma libertacéo
maior de Hp, possivelmente devido ao facto de
que, ratinhos induzidos com malaria severa
ainda n&o tinham desenvolvido sintomas graves
no momento da colheita. Embora cursos
temporais sdo necessarios para confirmar esta
hipotese, os resultados obtidos demonstram
gue a Hp estéa directamente correlacionada com
os sintomas da doencga, precisamente sintomas
neurolégicos como agueles encontrados em
ratinhos induzidos com malaria cerebral
(Fig.38).
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Figura 38: Comparagdo dos niveis de Hp em ratinhos C57BL/6
controlos ou induzidos com malaria cerebral (CM) ou severa (SM).
Em ambos os casos as medi¢cdes foram feitas 7 dias apds a
inducdo da doenca, quando ratinhos infectados com PIl. Berghei
Anka apresentam sintomas neurolégicos severo, enquanto 0s
ratinhos injectados com PIl. Chabaudi Chabaudi ainda né&o
manifestam sinais da doenca. Os niveis de Hp s&o expressos em
ng/ml e o nivel de significancia é <0.05 de acordo com Mann—

Whitney U test.
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Analogamente, os niveis de Hx foram
medidos, encontrando correlagbes que indicam
que estd proteina também pode ser
considerada como um marcador da severidade
da doenca. A diminuicdo dos niveis de Hx com
a evolucdo dos sintomas e gravidade da
doenca foi analisada, seguindo 0s mesmos

moldes previamente mencionados (Fig.39).
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Figura 39: Comparagédo dos niveis de Hx em ratinhos C57BL/6
controlos ou induzidos com malaria cerebral (CM) ou severa (SM).
Em ambos os casos as medicdes foram feitas 7 dias apés a
inducdo da doencga, quando ratinhos infetacdos com Pl. Berghei
Anka apresentam sintomas neurolégicos severo, enquanto 0s
ratinhos injectados com PIl. Chabaudi Chabaudi ainda néo
manifestam sinais da doenca. Os niveis de Hx s8o expressos em
ng/ml e o nivel de significAncia é <0.05 de acordo com Mann—
Whitney U test.

Infelizmente, devido a pandemia n&o
nos foi possivel medir os niveis de Hp e Hx no
sangue periférico das criancas participantes no
estudo. Contudo, os dados obtidos em ratinho e
0os resultados encontrados em pesquisas
anteriores(dados néo publicados) indicam que a
tendéncia teria que ser a mesma.

Esta hipOtese € suportada pelos
resultados analizados em amostras humanas
de malaria assintomatica, malaria severa e

malaria cerebral, onde a semelhanca dos
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resultados obtidos em modelos animais, foi
possivel demonstrar que existe uma correlagéo
directamente proporcional entre os niveis de Hp
e a severidade da doenca. Assim que, 0S
pacientes com MC apresentaram niveis altos
de Hp quando comparados com 0S Qrupos

controlos (fig.40).
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Figura 40: Comparacéo dos niveis de Hp em criangas com malaria

assintomatica (), malaria severa (MS), maléaria cerebral (CM) e
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respectivo controlo (Flu). O resultado foi obtido através da
quantificacdo da Hpx no plasma dos participantes. As linhas
vermelhas, representam a média, enquanto que cada circulo
representa o valor absoluto da Hp presente nos pacientes. Os
niveis de Hp sdo expressos em ng/ml e o nivel de significancia é

<0.05 de acordo com Kruskal-Wallis test.

Paralelamente, foi possivel demonstrar
em criancas afectadas pela doenca, que os
niveis de Hx, sdo inversamente proporcionais a
severidade da doenca, uma vez que, as
criancas com MC, apresentaram niveis
inferiores da molécula de Hx em comparacgao
com os grupos controlos. Deste modo, fica uma
vez, mas demostrado o papel da Hx como
marcador prognostico da severidade da doenca
(Fig.41).
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Figura 41: Comparacgédo dos niveis de HX%M crianggylcom myllgria
assintomatica (), malaria severa (SM), malaria cerebral (CM) e
respectivo controlo (Flu). O resultado foi obtido através da
quantificacdo da Hpx no plasma dos participantes. As linhas
vermelhas, representam a média, enquanto que cada circulo
representa o valor absoluto da Hx presente nos pacientes. Os
niveis de Hp sao expressos em ug/ml e o nivel de significancia é

<0.05 de acordo com Kruskal-Wallis test.
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CAPITULO 5:

DISCUSSAO
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5.1. DISCUSSAO

Os nossos resultados, revelam que os pacientes
em idades inferiores a 59 meses foram 0s, mas
afectados pela MC. Assim que, mas uma vez, ficou
demostrada a evidéncia cientifica que revela que a
maior frequéncia da MC, ocorre em criangas menores

de 59 meses!’®1%®,

Todavia, algumas variagbes na
frequéncia da doenca, podem ser observadas e para
isto, contribuem varios factores, como por exemplo; 0s
descritos por, A. M. Mutombo e colaboradores, tais
como, o grau de exposicdo endémica, a qualidade de
recursos humanos e do material de laboratério, e o tipo

de estudo'’®

.Estes factores, tem uma maior relevancia
no contexto de alguns paises africanos e associado a
isso, esta a aquisicdo da imunidade a malaria com a

idade.

Por outro lado, observou-se diferencas
significativas entre a media de idade em meses,

gquando subdividimos os pacientes com MC, pela
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presenca ou ndo de convulsdes. Este resulta estd em
perfeita concordancia, com a evidéncia de que as
complicacbes neurologicas, como por exemplo, as
convulsdes sdo, mas frequentes em criancas menores,
facto demostrado em estudos anteriores e que pode
estar associado a aquisicdo da imunidade a malaria,
com a idade e a maior suscetibilidade do SNC nesta

180181 por outro lado, em um estudo

fase da vida
realizado na populagcdo do Quénia, S. M. Kariuki e
colaboradores, associam outros factores que podem
justificar a maior susceptibilidade as convulsées em
crianca menores, tais como, o nivel de parasitemia e a
intensidade de transmissdo da regido em gque se esta
inserido, na patogénese das convulsdes em pacientes
com MC™!, Todavia, os dois Gltimos factores ndo sdo
muito especificos, porque alguns pacientes residentes
em &reas de baixa transmissibilidade da doenca,
podem apresentar episodios convulsivos com baixos
niveis de parasitemia.

Lewallen e colaboradores, descreveram pela

primeira vez um padré@o de lesdes da retina, tipicas em
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pacientes com MC®. Os processos fisiopatoldgicos,
envolvidos na génese das mesmas, tem sido
fortemente associado a patogénese da MC. Assim que,
alguns autores sugerem existir associacdo entre as

182 Este facto, tem

mesmas e a severidade da doenca
levado alguns autores a definrem a RM como um
possivel biomarcador para o diagndstico e prognostico
da doenca.

No nosso estudo, ndo evidenciamos sinais de
associacao entre as lesbes da retina e outras variaveis
clinicas. Este ultimo, ndo esta em concordancia com os
resultados obtidos em um estudo comparativo realizado
em Malabo no Uganda, onde foi possivel evidenciar
sinais de associacdo entre as manifestacbes
respiratérias e a RM'3. Apesar de que, durante a
realizagcdo do estudo, foi possivel constatar in locus,
que um elevado numero de participantes falecidos
durante o estudo, que reuniram o0s critérios de
diagnéstico de RM, apresentou manifestacfes clinicas

sugestivas da sindrome de Distres Respiratdrio Agudo,
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facto que carece de estudos futuros para melhor
esclarecimento.

Em relacdo a anélise comparativa da média do
nivel de parasitemia, nos participantes com maléaria
(MnC e MC), encontrou-se diferencas significativas,
sendo que 0s pacientes que apresentaram maior
gravidade da doenca, apresentaram maior numero de
parasitas em comparac¢ao ao grupo de pacientes com a
forma leve da doenca. Este resultado, esta em
concordancia com os resultados obtidos em estudos
realizados no Paquistdo, por H. ali e colaboradores,
onde se evidenciou que a elevacdo da densidade
parasitaria, esta fortemente associada a severidade da
doenca®®. Todavia, a relagdo causal directa entre o
nivel de parasitemia e a patogénese da severidade da
malaria ndo esta totalmente esclarecida. Este facto,
pode ser facilmente constatado na prética clinica, onde
é frequente observar-se pacientes que apresentam as
formas graves da doenca com baixos niveis de
parasitemia, quando comparados com pacientes com

as formas leves da doencga. Por outro lado, estudos
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baseados em autopsias em pacientes com MC,
associam a severidade da doenca com o grau de
sequestro de eritrocitos parasitados e ndo com o grau
de densidade parasitaria em si*®** Assim que, fica
evidenciada a necessidade da realizacdo de estudos
futuros, que visam dar maior esclarecimento a esta
problematica.

Os nossos resultados, ndo revelam diferencas
significativas na comparacdo da média da parasitemia
nos subgrupos de pacientes com MC, subdivididos em
duas amostras independentes, agrupados pela
presenca ou ndo das lesbes da retinopatia da malaria.
Este resultado, esta em concordancia, com o0s
resultados de estudos realizados em alguns paises da
Africa subsaariana, como por exemplo, 0 Quénia e o
Mal&ui, onde néo se evidenciou diferencgas significativas
do nivel de parasitemia entre os dois subgrupos®’ %,

Em um estudo de autopsia V. Barrera e
colaboradores, observaram que o grau de severidade
da retinopatia, esta associado ao grau de sequestro de

eritrécitos parasitados, na retina e no cérebro em
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criancas com MC'°. Este facto, permitiu aos autores
estabelecer bases histopatologicas, para correlacionar
o grau de severidade da retinopatia com a disfuncao
cerebral em pacientes acometidos pela doenca. Assim
gue, hipoteticamente €é razoavel afirmamos que a
diferenca entre as manifestagBes clinicas existente
entre os dois grupos, esta dada pelo grau de sequestro
e nao pelo nivel de parasitemia. Todavia, resultados
diferentes foram obtidos em um outro estudo, realizado
no Malaui, onde encontrou-se diferencas significativas
no nivel de parasitemia entre os dois grupos™*°.

Apesar de ja comprovada, a relacdo directa e
indirecta entre as convulsdes e a infec¢do por Pl sp nos
pacientes com MC™, os nossos resultados, nao
revelam diferencas significativas no nivel de
parasitemia entre os pacientes internados com MC,
agrupados pela presenga ou ndo convulsdes durante o
seu internamento. Em um estudo realizado no Uganda,
por R. Ogwang e colaboradores, observou-se uma
correlagcado positiva entre a densidade parasitaria e o

nimero de convulsdes!®’. Todavia, o facto de o mesmo
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estudo ter sido feito em pacientes acometidos pelo
Sindrome de Nodding, pode constituir de per si, um viés
uma vez que, pode ser um factor de risco de crises
convulsivas em casos de pacientes com elevada
parasitemia. Assim que, torna-se imprescindivel a
realizagdo de estudos futuros, que buscam dar uma
maior compreensdo da relacdo causal entre a
parasitemia e as convulsées em pacientes acometidos
com a MC.

Por outro lado, ndo se evidenciou diferencas
significativas no nivel de parasitemia, entre o grupo de
criancas com MC, agrupados pela presenc¢a ou ndo de
Hb patologica. Este resultado, ndo estd em
concordancia com os resultados obtidos em estudos
realizados em alguns paises endémicos, onde ficou
demostrado a existéncia de sinais de associacao entre
a parasitemia e o nivel de hemoglobina em pacientes
acometidos pela doenca®®®*%,

A andlise comparativa da média do nivel de
plaquetas entre o grupo de MC e os controlos (MnC e

NIF), revelou diferengas significativas. Este resultado,
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estd em concordancia com os resultados obtidos em
estudos realizados que associam a morbilidade da
malaria com a trombocitopenia. Todavia, 0s
mecanismos fisiopatoldégicos que explicam a relagéo
causal existente entre a trombocitopenia e morbilidade

194-195 Deste

da malaria ndo estdo bem esclarecidos
modo, ficou mais uma vez demostrada a associacao da
trombocitopenia com a malaria. Por outro lado, ao
compararmos 0s pacientes com maléaria, subdivididos
em dois grupos, de acordo com a severidade da
doenca, ndao se observou diferencas significativas,
apesar da ligeira diferenca observada, que revelam que
0os niveis de plaquetas foram inversamente
proporcionais a severidade da doenca.

A andlise da relacéo entre os niveis de plaquetas
e as crises convulsivas, nos pacientes com MC, nao
revelou diferenga significativas, entre os pacientes com
sub-fenétipos de MC, agrupados de acordo a presenca
ou ndo de crises convulsivas durante o internamento.
Por outro lado, a analise da relagdo entre o nivel de

plaguetas e a presenca ou nao de lesdes da retina em
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pacientes com MC, pelo mesmo teste, ndo revelou
diferenca significativa, entre os pacientes com sub-
fendtipos de MC, agrupados de acordo a presenca ou
nao de lesdes da retina. Este resultado, ndo esta em
concordancia com os resultados obtidos em estudos
realizados no Maldui, em que se evidenciou uma
associacdo entre a retinopatia da malaria e a

trombocitopenia®®.

Comparativamente a média dos niveis de Hb,
nos trés grupos de estudo (MC, MnC e NIF), revela
diferencas significativas na distribuicio da meédia da
mesma nos diferentes grupos. Este resultado, estd em
concordancia com o resultado obtido em um estudo de
caso-controlos, realizados em uma area de transmisséo
mesoendémica, como é o caso de Kampala no Uganda,
onde se evidenciou diferengcas significativas, na
comparacao dos niveis de Hb, entre as criancas com
MC e MnC'. Assim que, é razoavel formular a
hipotese de que esta diferenca observada nés niveis de

Hb, entre os individuos com MC e os individuos dos
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grupos controlos (MnC e NIF), constituem a base dos
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na doenca da
malaria. Este facto, pode ser suportado pela
capacidade que a molécula de Hb tem de causar danos
as células endoteliais, participando em reacgbes de
oxidacdo, e agravando a doenca através de um
comprometimento vascular. Por outro lado, podemos
afirmar que os pacientes com MC apresentem um maior
grau de hemdlises dos glébulos vermelhos parasitados
e consequentemente maior liberacdo da Hb. Uma vez
oxidada, a instabilidade quimica desta molécula levaria
a libertacdo do seu grupo prostético, o Hemo, que
exercendo o seu efeito pro-oxidante, contribuiria para
criar um dano vascular que resultaria ao agravamento
do quadro clinico do paciente®**9%,

Outro facto curioso, esta dado a associacdo da
comorbilidade da anemia e a menor idade no grupo de
pacientes com MC. Assim que, 0S nossos resultados
revelam sinal de associacdo entre as variaveis acima
mencionadas (menor idade e anemia). Este resultado,

estd em concordancia com os resultados obtidos em
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um estudo realizado anteriormente em criancas
angolana, por de, onde foi possivel M.R. Sambo e
colaboradores evidenciar que 0s pacientes com menor
idade infectados pelo P.falciparum, apresentam maior
susceptibilidade a anemia, independentemente de
estes apresentarem ou ndo a malaria cerebral®. Na
base desta relacdo inversamente proporcional, entre a
idade e os niveis de Hb, observada em criancas
acometidas pela malaria, podem estar factores
relacionados com o elevado numero de infeccdes
parasitarias registados em alguns paises africanos,
associado a maior susceptibilidade a doenca nesta fase
da vida'’®. Todavia, estudos futuros sdo necessérios,
para o melhor esclarecimento desta relacdo entre a
menor idade e a anemia em criangcas com malaria em
criancas angolanas.

A andlise do grupo de pacientes com MC, como
duas amostras independentes, agrupados pela
presenca ou nao de convulsdes durante 0 seu
internamento e da correlagcdo existente entre o nivel de

Hb, ndo evidenciou sinal de associacdo entre a
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presenca ou nao de Hb patoldgica e as convulsdes. Por
outro lado, a andlise da correlacdo dos sub-fenétipos da
MC, agrupados de acordo com a presenca ou nao de
lesbes da retina e o nivel de Hb, também néo
evidenciou diferencas significativas. Entretanto este
resultado, ndo esta em concordancia com o estudo
realizado no Uganda, que evidenciou sinal de
associacdo entre a anemia e o0 sub-fen6tipos MC
Ret+'®°. Esta diferenca, pode estar condicionada pelo
viés observado na amostragem do nosso estudo, assim
que, ulteriores avaliacbes poderiam esclarecer melhor
este tema.

No nosso estudo, verificou-se uma taxa de
mortalidade de 18% (15 casos) nos participantes com
fendtipo de MC, destes 12 % (10 casos) foi dos
pacientes com sub-fenétipos MC Ret+ e 6% (5 Casos)
dos pacientes com sub-fen6tipos MC Ret-. Assim que,
evidenciamos sinais de associagcdo, entre a taxa
mortalidade e o sub-fenétipos de MC Ret+. Por outro
lado, a estimacao do risco revela que os pacientes com

RM, tém triplicado o risco de falecer, OR (oddis ratio)
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=3,25 (1,017-10,44). Este resultado, estd em
concordancia com as evidéncias encontradas em
estudos realizados no Malawi e na India, onde se
evidenciou uma forte associacdo entre a RM e a
mortalidade. Todavia, apesar do viés observado na
nossa amostragem, condicionados pela falta de meios
para o diagnostico de algumas patologias clinicas e
laboratoriais, como por exemplo; a acidoses
(metabdlica e/ou respiratéria) malformacdo do SNC e
outras, os resultados acima mencionados, revelam o
valor progndéstico, ja descrito da RM nos pacientes com
MC199.

Em criancas africanas acometidas pela MC, a
comorbilidade com anemia, €& frequentemente
associada a alta taxa de mortalidade®”. Todavia, néo
se evidenciou diferencas significativas na taxa de
mortalidade entre o grupo de pacientes com MC e

comorbilidade com anemia ou nao.

No nosso estudo, foi possivel demonstrar em

modelos animais, o papel que a Hp e Hx desempenham
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na prevencdo do dano neurolégico induzida pela
infecgdo por Plasmodium. Por outro lado, apesar das
limitacoes impostas pela COVID-19, que
impossibilitaram a quantificacdo da Hp e HX nas
amostras de sangue colhidas nos pacientes incluidos
no nosso estudo,os resultados obtidos em estudod
anteriores (ndo publicados), realizados em criancas
angolanas com malaria demonstraram a mesma
tendéncia, facto que nos permite inferir que Nos NOSsos
participantes sucederia 0 mesmo. Este facto, esta em
perfeitas concordancia, com os resultados encontrados
no estudo realizado no estado de Odisha na india, onde
encontrou-se sinal de associacao entre os niveis de Hx
e a severidade da doenca. Assim que, 0S pacientes
com maior gravidade da doenca, apresentam niveis
inferiores de Hx. Este facto, pode ser justificado pelo
aumento da concentcdo plasmética do Hemo, causada
pela hemolise de globulos vermelhos infectado pelo

Plasmodium*?*.

Outro facto curioso, constitui o aumento da

concentracdo plasmatica Hp, em uma relacdo
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directamente proporcional a gravidade da doenca.
Assim que, quando maior a severidade da doenca,
maior € a concentracdo plasmatica da mesma. Este
resultado esta em concordancia com os resultados
obtidos em outros estudo, onde foi possivel demostrar
a associagdo entre o aumento dos niveis da Hp com a

severidade da doenca®’.

178



CAPITULO 6:

CONCLUSOES E
LIMITACOES DO ESTUDO

PERSPECTIVAS FUTURAS
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6.1. Conclusodes

A alta taxa de morbilidade e mortalidade causada
pela malaria a nivel mundial é influenciada pela
toxicidade de moléculas libertadas durante esta
doenca. Deste modo, a valoragcdo das mesmas poderia
esclarecer a patofisiologia da malaria. Entre estas
moléculas, sabemos que as hemoproteinas libertadas
durante a lises eritrocitaria, causada pelo Plasmodium
sp, contribuem a uma maior severidade da infec¢ao.

A realizagao deste estudo, surgiu da necessidade
de aprofundar o conhecimento do papel de moléculas
responsaveis pelo seu metabolismo do Hemo e Hb,
nomeadamente a Hp e Hpx na prevencdo do dano
neurolégico em criangas com malaria cerebral.
Enquanto que esta Ultima parte, aguarda o
levantamento das restricbes para a circulacdo de
amostras biolodgicas de Angola para o exterior do pais,
impostas pela COVID-19, os parametros bioquimicos e
a severidade das lesBes neurolégicas e da retina em

pacientes acometidos pela doenca foram avaliados.
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As diferengas significativas, entre os niveis de
Hb no grupo de estudo e nos respectivos grupos
controlos, confirmam a implicagio da mesma na
patofisiologia das lesGes neuroldgicas e da retina. Esta
associacdo foi evidente em pacientes com MC, e
demostrado em estudos anteriores, que a elevacao dos
niveis de Hb livre circulantes contribui para o
agravamento da doenca'’’. Por outro lado, n&o
podemos deixar de mencionar, a associacdo entre a
menor idade e os niveis de Hb, uma vez que, nos
pacientes com MC a menor idade, € também um factor
de risco para o agravamento do dano neuroldgico
nestes pacientes, facto ja demostrados em estudos

anteriores®> ™3,

Assim que, é razoavel propormos a
hipéteses de que a Hb possa vir a ser usada como um
biomarcador da severidade da MC, sobretudo quando
associada a menor idade. Todavia, sdo necessarios a
realizacdo de estudos futuros que busquem evidenciar

esta situacao.
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As diferencas detectadas em outros indicadores
laboratoriais (plaquetas e parasitemia), durante a
comparacao entre o grupo de estudo e os controlos.
Relativamente a associacdo entre a presenca de lesdes
da retina, nos pacientes com MC e a taxa de
mortalidade, os nossos resultados revelam que
pacientes com MC que apresentam lesdes de RM tém
uma maior mortalidade pela malaria, como comprovado
em outros estudos realizados ®",

Esta investigacdo representa o primeiro trabalho,
realizado na provincia de Benguela, sobre o papel da
Hp e da Hx, na patogénese da malaria, identificando a
associacdo existente entre as mesmas e as lesbes
neurolégicas e da retina registada durante a doenca.
Isso permitiu valorizar o papel de algumas
componentes endégenas, que uma vez libertadas,
contribuem para um desfecho desfavoravel da MC.
Todavia, ndo podemos deixar de realcar a necessidade
da realizacdo de outros estudos, mais detalhados e
com um maior numero de pacientes, que visam

consolidar os resultados alcangados.
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6.2. Limitagcbes do estudo

Com este estudo pretendeu-se avaliar o papel da
Hb e do Hemo, assim como, das moléculas
responsaveis pelo seu metabolismo (Hpx e Hp) na
patofisiologia das lesGes neuroldgicas e da retina em
criangcas com MC.
O imprevisivel estado actual da pandemia da COVD-19,
assim como, as consequéncias que a mesma acarreta,
no que tange a morbilidade de pessoas e amostras
biolégicas entre paises, ndo nos permitiu concluir
algumas analises inicialmente prevista. Assim que, ndo
foi possivel transportar amostras de sangue de Luanda
para Lisboa, destinadas a quantificacdo do Hemo e das
moléculas responsaveis pelo seu metabolismo.
Associado a isto, a falta de financiamento para a
realizacdo do trabalho de campo limitou o nimero de
participantes no estudo.

Por outro lado, a escassez de meios de
diagnésticos sofisticados, para a deteccao de lesdes

neurolégicas microscépicas nas unidades hospitalares,
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onde decorreu o0 estudo, impediu a correcta
identificagdo das mesmas, constituindo assim, um viés
da nossa amostragem. Por isso, ndo descartamos a
existéncia de eventuais lesdes neurolégicas
microscoépicas assintomaticas, ndo detectadas durante
a avaliacdo clinica destes pacientes.

Assim que, a realizacdo de estudos futuros, que visam
melhorar a abordagem cientifica dos resultados

alcancados, permitird consolidar os resultados obtidos.

6.3. Perspectivas futuras

O fim de uma longa caminhada, abri sempre
portas para futuras caminhadas. Assim que, apesar das
limitacGes impostas pelo actual quadro epidemiolégico
mundial, devido a pandemia da COVID-19,
pretendemos a curto prazo dar continuidade aos
projectos de investigacdo cientifica inacabados. Por

exemplo, pretendemos continuar a realizar estudos

184



relacionados, com as complicacdes neuroldgicas e da
retina em criangas angolanas com MC.

Dada a importancia das condicionantes
genéticas, ja demonstrada em estudos anteriores no

curso da MC%%?

, pretendemos dar continuidade a
avaliacdo de marcadores genéticos, relacionados com
a proteccédo e a susceptibilidade as lesbes neuroldgicas
e da retina nos pacientes com MC. Deste modo,
mantemos aceso 0 desejo de dar continuidade ao
provecto tracado inicialmente, assim que haver
melhoria do estado epidemiolégico actual e financeiro.
As lesdes da retina em criancas com MC na
provincia de Benguela, Angola, foram pela primeira vez,
por nés estudadas e dada a importancia das mesmas,
para o diagnéstico e prognoéstico da doenca
pretendemos implementar um projecto de formagéo e
capacitacdo de médicos e outros técnicos de saude,
sobre as técnicas de diagnéstico correcto das mesmas,
na regido centro e sul do pais. Por outro lado,
pretendemos realizar a curto e médio prazo estudos

analiticos prospetivos com o intuido de avaliar a
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evolucdo a curto e meédio prazo das lesBes
neurologicas e da retina em criancas com MC. Deste
modo, estdo em curso negocia¢des de futuras parcerias
em projectos de investigacdo cientifica com o Centro
Oftalmolégico Internacional de Benguela, Angola, cuja

0s objectivos estédo centrados em:

a) Promover, cursos de capacitacdo dos
profissionais de saude, em técnicas de
diagnéstico e tratamento das lesdes da retina
resultantes da infeccao por Plasmodium sp.

b) Avaliar, as principais lesGes da retina resultantes
da infeccdo por Plasmodium sp. em criancas
angolanas.

c) Prestar, assisténcia médica e medicamentosa,
as criancgas diagnosticadas com lesdes da retina,

resultantes da infeccao por Plasmodium sp.

De modo geral, os resultados encontrados no

nosso estudo, relacionados com as lesdes neuroldgicas
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e da retina em criancas com MC, na provincia de
Benguela, Angola, podem vir a ser um factor
motivacional, para a realizacdo de futuros estudos em
individuos que padecem da doenca, buscando sempre
a melhoria na compreensdo de factores relacionados

com a abordagem clinica e laboratorial da mesma.
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Repiiblica de Angola
Governo Provinciol de Benguela
Direc¢do Municipa de Saide
Centro de Sande da Gra¢a

AO

CENTRO DE CONTROLO
DE DOENGAS CRONICAS
DE LISBOA

BENGUELA

Nota N° 757 CSG/DG2018
JASSUNTO: Resposta

Em resposta a0 vosso oficio, datado sos 23/02/2018, temos o informar que
teve o parecer favoravel do Director do Centro de Sadde da Graga.

Sem mais outro assunto de momento, queimm aceitar 4s nossis saudagdes
laborais.

Centro de Satde da Graga, 05 de Abril de 2018,
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Apéndice 1

HOSPITAL GERAL DE

BENGUELA

CONSENTIMENTO ESCLARECIDO PARA
PARTICIPACAO EM
ESTUDO CLINICO

Servico: Pediatria

Titulo: O papel da haptoglobina e/ou hemopexina na
prevencdo do dano neuroldgico causado por doencas
hemoliticas.

Fundamento:

Muitas vezes séo observadas alteracbes do sistema nervoso em
criangcas com malaria ou com anemia. Mas ndo sabemos porque
raz8o estas criancas sdo afectadas por estas alteragbes. Este
estudo tem o objectivo de procurar causas de alteracbes do
sistema nervoso nestas criangas.

Procedimentos principais:
As criancas selecionadas, para participar no estudo, seréo

submetidas a avaliagédo neuroldgica e sera colhida uma amostra de
sangue.
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Uma vez colhida a amostra de sangue, mediremos 0s
niveis de diversos componentes do sangue e de componentes
genéticos. Serd garantida a confidencialidade e privacidade dos
doentes no procedimento de andlise de dados e na apresentacéo
dos resultados do estudo.

Esta prevista a divulgacdo dos resultados em eventos e
publica¢6es de caracter cientifico.

A crianca ou o seu representante legal podem decidir ndo
participar no estudo ou em qualquer momento abandonar o estudo
e retirar a informacdo individual, sem qualquer penalizacdo na
continuidade do acesso aos cuidados de salde a que tem direito
ou na relacdo médico-doente.

Confirmo que expliquei ao participante, aos progenitores ou ao seu
representante legal, de forma adequada e inteligivel, os
procedimentos, assim como 0s potenciais riscos e inconvenientes.

Assinatura do iNVeStigador: .........cccceeeeeeiiiiiiiiieeee e

Data: |__|__ [l J|_|_| | |

A assinar pelo representante legal do participante
ou por médico/enfermeiro do Hospital Geral de
Benguela.

Declaro que me foram explicados de forma adequada o objectivo e
natureza da investigacdo e o0s procedimentos. Foram-me
explicados potenciais riscos e inconvenientes dos procedimentos
propostos, que foram compreendidos e aceites, concordando na
participacdo no estudo.

Nome do
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Representante Legal*:

Documento: ......cccoevveveneeeeenn..

Data: | | || | || | | | | * O representante legal devera fazer prova dos
seus poderes para representar do participante
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Apéndice 2 _
CENTRO DE SAUDE DA NOSSA Sra. DA
GRACA

CONSENTIMENTO ESCLARECIDO PARA
PARTICIPACAO EM
ESTUDO CLINICO

Servico: Pediatria-Programa Ampliado de Vacinacéao (PAV)

Titulo: O papel da haptoglobina e/ou hemopexina na
prevencdo do dano neuroldgico causado por doencas
hemoliticas.

Fundamento:

Muitas vezes sdo observadas altera¢des do sistema nervoso em
criancas com malaria ou com anemia. Mas ndo sabemos porque
razdo estas criancas sdo afectadas por estas alterac6es. Este
estudo tem o objectivo de procurar causas de alteragbes do
sistema nervoso nestas criangas.

Procedimentos principais:

As criancas selecionadas, para participar no estudo, serdo
submetidas a avaliacéo neuroldgica e sera colhida uma amostra de
sangue.

Uma vez colhida a amostra de sangue, mediremos 0s
niveis de diversos componentes do sangue e de componentes
genéticos. Serd garantida a confidencialidade e privacidade dos
doentes no procedimento de andlise de dados e na apresentagao
dos resultados do estudo.

Est& prevista a divulgacdo dos resultados em eventos e
publica¢8es de caracter cientifico.
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A crianca ou o seu representante legal podem decidir ndo
participar no estudo ou em qualquer momento abandonar o estudo
e retirar a informacao individual, sem qualquer penalizacdo na
continuidade do acesso aos cuidados de saude a que tem direito
ou na relacdo médico-doente.

Confirmo que expliquei ao participante, aos progenitores ou ao seu
representante legal, de forma adequada e inteligivel, os
procedimentos, assim como, 0s potenciais riscos e inconvenientes.

Assinatura do iNVeStigador: ...........ccceeiiiiiiieieiiee e

Data:| | || Jl_| | | |

A assinar pelo representante legal do participante
ou por médico/enfermeiro do Centro de Salde da
Nossa Sra. Da Graca.

Declaro que me foram explicados de forma adequada o objectivo e
natureza da investigacdo e o0s procedimentos. Foram-me
explicados potenciais riscos e inconvenientes dos procedimentos
propostos, que foram compreendidos e aceites, concordando na
participacédo no estudo.

Nome do

......................................................................... Qualidade:
Assinatura:

Documento: ......cccvveeeinnnnnnnn.

Data:l | || | || | | | |*Orepresentante|egal devera fazer prova dos

seus poderes para representar do participante
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Apéndice 3

BLANTYRE COMA SCALE

The Blaatyre coma scale 13 a modifcaton of the Glasgow coma scale sutable to use in
preverbal children The scale uses motor and crying responses 1o pan and inciudes the
abibity to watch It can be used to assess young children wath cerebral malana

Response Findings Score
best motor response localizes panhul stmulue (pressure wath blunt 2
end of penal on or supraarhital ndge)

withdraws limb Som panful stmulus (pressure ]
wath honzontal pencil on nail bed of Snger or
toe)

RO Fesponse or in; ate respanse

(B L=)

best verbal respanse cnies inappropnately wath p stunulus, ar,
1f verbul speaks

moan or sboermal oy with panful stmulus
no vocal resp t0 p |

ur
oy= movement wakches or iollows (¢ g . mother's face)

fals to watch or follow

Blantyre coma scale »

= (best motor response score) + (best verbal response score) + (eye movement score)

Interpretabion

* mummum score 0 (poor)
o manimum score S (good)
* shnormal 3core <=4
References:

Knshna WS, Crawley J, et l Chimcal festures md outcome of severs malsniain
Oambim chaldren Clin Infect Dax 1995, 21 $77-527
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Apéndice 4

Category Best Response
Eve opening
Spontaneous 4
To speech 3
To pain 2
None 1
Verbal (Madified for Infants)
Oriented Babbles 5
Confused [rritable 4
Inappropriate words Cries to pain 3
Moans Moans 2
None None 1
Motor

Follows commands
Localizes to pain
Withdraws to pain
Abnormal flexion
Abnormal extension
None

- NWsEOD

Glasgow Coma Scaie
Best possible score 15
Worst possible score 3
If tracheally intubated then verbal designated with "T"
Best possible score while intubated 10T
Worst possible score while intubated 2T

Apéndice 4: Escala de Glasgow, para avaliagdo do coma em

maiores de 12 anos de idade.Atribui uma pontuacdo de 1 a 15,
considerdmos coma profundo uma pontuagédo igual ou menor que

8 pontos, coma moderado uma pontuacdo de 9 a 11 e coma

superficial uma populagdo maior que 12 pontos.
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