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RESUMO

MEDIADORES PRO-INFLAMATORIOS COMO FACTORES PREDITIVOS DE
MALARIA GRAVE EM CRIANCAS

ANAXORE INHELDER CARDOSO CASIMIRO

A malédria € uma doenca potencialmente fatal, causada pelo parasita Plasmodium e
transmitida ao ser humano pela picada do mosquito Anopheles, sendo endemica em 106
paises, principalmente dos tropicos. E responsavel por uma grande mortalidade e
morbilidade em termos globais, principalmente em criancas com menos de cinco anos,
continuando por esclarecer muitos dos mecanismos que contribuem para o seu espectro de
gravidade.

O presente trabalho teve como objectivo geral o estudo do perfil de mediadores pro-
inflamatdrios como possiveis factores preditivos de malaria grave, definida pelos critérios
da OMS, numa amostra de criangas da vila de Bor, na Guine-Bissau. Procedeu-se a
determinacdo dos niveis de anticorpos totais e 1gG e IgM anti- P. falciparum, determinacéo
dos niveis de Oxido nitrico (NO) e estudo do processo de activacdo do sistema
complemento pela determinacdo dos niveis de anafilatoxina C5a e proteina C reactiva
(CRP).

Cumpriram os critérios iniciais de inclusdo no estudo, treze criancas, tendo para a fase final
do mesmo, sido considerados doze criancas, com uma mediana de idades de cinco anos,
oriundos na sua maioria de familias com baixo nivel socioeconémico. As principais
manifestacdes clinicas de malaria grave foram a prostracdo, ictericia e a dispneia e todas as
criancas foram tratadas com quinino endovenoso. Verificou-se um 6bito. Nesta amostra de
doentes, observou-se na maioria dos casos, um aumento dos mediadores inflamatérios
doseados, nomeadamente as IgGs totais, IgG e IgM anti- P. falciparum, CRP, C5a e NO.

Apesar do reduzido tamanho da amostra, pretendeu-se com este estudo contribuir para uma



melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos e clinicos da malaria grave em

criancas de uma zona endémica como € a Guine-Bissau.

Palavras-chave: Plasmodium falciparum, Malaria grave, Citocinas, Sistema complemento,
Proteina C reactiva (CRP), Oxido nitrico (NO).



ABSTRACT

PRO-INFLAMMATORY MEDIATORS AS POTENTIAL PREDICTORS OF
SEVERE MALARIA IN CHILDREN

ANAXORE INHELDER CARDOSO CASIMIRO

Malaria is a potentially fatal disease caused by the Plasmodium parasite and it is
transmitted to humans by the bite of the Anopheles mosquito and is endemic in 106
countries, mainly in the tropics. It isresponsible for a large mortality
and morbidity worldwide, especially in children under the age of five, but we still need to
understand many of the mechanisms that contribute to its spectrum of severity.

The present work had as a general objective to evaluate the profile of pro-inflammatory
mediators as potential predictors of severe malaria, defined by WHO criteria, in a sample of
children from the village of Bor in Guinea-Bissau. We were able to determine the levels of
total and 1gG and IgM anti-P. falciparum antibodies and nitric oxide. To study the process
how the complement system is activated, we measured the levels of C5a anaphylatoxin and
C-reactive protein (CRP).

Thirteen children met the initial criteria for inclusion in the study, but for the final phase,
only twelve were considered, with a median age of five years old, mostly from families of
low socioeconomic  status. The main  clinical  manifestations of  severe
malaria were prostration, jaundice and dyspnea and all  children were treated
with intravenous quinine. One patient died. In our sample, we observed an increased level
of the measured pro-inflammatory mediators, such as total, IgG and IgM anti-P. falciparum
antibodies, nitric oxide, C5a anaphylatoxin and C-reactive protein (CRP).

Despite the small sample size, the intention of this study was to contribute to a better
understanding of pathophysiological and clinical mechanisms of severe malaria in children

from an endemic area such as Guinea-Bissau.



Key-words: Plasmodium falciparum, Severe malaria, Cytokines, Complement system, C-

reactive protein (CRP), nitric oxide (NO)
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I. INTRODUCAO

1.1. Maléria — introducdo, aspectos histéricos e epidemiologia

A malaria € uma doenga potencialmente fatal, causada pelo parasita protozoario
Plasmodium spp. e transmitida ao ser humano pela picada de algumas espécies de
mosquitos do género Anopheles. Trata-se de uma doenca parasitaria de grande importancia
em salde humana, sendo responsavel por uma grande mortalidade, morbilidade e perdas
importantes do ponto de vista economico e social, contribuindo para a manutengéo do ciclo
de pobreza e do subdesenvolvimento (OMS, 2011; Butler et al., 2010).

A palavra “malaria” deriva do italiano e significa “mau ar”. Este facto resulta do
reconhecimento feito pelos romanos da relagdo entre a agua estagnada nos pantanos ao
redor de Roma e a presenca de febre durante os meses de verdo (Cunha et al., 2008). Parece
tratar-se de uma doenca antiga, havendo referéncias do que seriam, aparentemente,
descricbes de malaria em documentos chineses desde 2700 AC, tabuas de argila da
Mesopotamia desde 2000 AC, papiros egipcios desde 1570 AC e em textos Hindus desde o
século VI AC (Cox, 2010). No entanto, as primeiras descri¢des da doenca sdo atribuidas a
Hipdcrates, que fez a distingdo dos varios padrdes de febre na malaria e que nos seus
aforismos descreveu os paroxismos regulares e a periodicidade da doenca (Cunha et al.,
2008). Os estudos cientificos sobre a malaria sé se tornaram possiveis apds a descoberta do
parasita por Laveran em 1880, a que deu o nome de Oscillaria malariae (Capanna, 2006).
Ross provou a existéncia de um ciclo de vida completo do parasita Plasmodium spp. no
mosquito e identificou o mosquito Anopheles como vector da malaria humana. A
demonstracdo de esporogénias de P. falciparum no mosquito Anopheles foi feita por
Bignami e Grassi (Capanna, 2006). Também foram os investigadores italianos a provar que
apenas a fémea do mosquito Anopheles era capaz de transmitir malaria (Cox, 2010). A fase
pré-eritrocitaria da infeccdo so6 foi demonstrada experimentalmente em 1947 por Shortt e
Garnham (Shortt e Garnham, 1948). Uma outra contribuicdo para o estudo da maléria foi

dada por Jauregg em 1922, que deu inicio a malarioterapia da sifilis, pratica corrente da



época, até a invencdo da penicilina e que permitiu compreender a forma como 0s humanos
respondiam a doenca (Langhorne et al., 2008). Em 1820, Pelletier e Caventou anunciaram
0 isolamento de um alcaldide de estrutura complexa, a que denominaram quinino.
Previamente utilizado no tratamento da malaria pelos indios Peruvian, através de infusdes
de pd de cascas de cinchona, a sua descoberta foi disseminada pelos Jesuitas (Butler et al.,
2010) e, ao longo dos séculos, constituiu a base do tratamento da malaria. Recentemente
comecgaram a usar-se, no Ocidente, derivados de artemisinina, conhecidos na China ha mais
de 2000 anos (Butler et al., 2010). Até ao século XI1X, havia malaria no Norte da Europa,
América do Norte e RUssia e a transmissdo em algumas zonas do Sul da Europa era intensa.
Desde 14, assistiu-se a progressiva eliminagdo da doenca nestas areas (Najera, 1989).
Existem cinco espécies de Plasmodium que infectam o ser humano, sendo eles P.
falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. Knowlesi. P. knowlesi, causador de malaria
em macacos, foi descrito como sendo causa de doenca em humanos no Sudeste Asiatico
(Singh et al., 2004; Van den Eede et al., 2009).

A maléria é endémica em 106 paises (Figura 1), estimando-se em 3,3 mil milhées o niUmero
de pessoas em risco de contrair a doenca (OMS, 2011). Em Africa, ha um predominio de P.
falciparum, que é responsavel pela maior parte das mortes por malaria em termos globais,
enquanto P. vivax é mais comum na América Central e em partes da América do Sul, Norte
de Africa, Médio Oriente e subcontinente indiano, sendo a espécie mais prevalente fora de
Africa (OMS, 2011). P. ovale é comum apenas na Africa Ocidental e P. malariae encontra-
se em todas as areas, mas é relativamente incomum fora de Africa (Cook e Zumla, 2009).
Os casos de infeccdo por P. knowlesi tém sido descritos no Sudeste asiatico (Singh et al.,
2004; Van den Eede et al., 2009). As infec¢bes mistas causadas por mais de uma espécie de
Plasmodium séo frequentes, mas sdo muitas vezes sub-diagnosticadas (Crawley et al.,
2010). Em 2010, estimava-se em 216 milhdes o nimero de casos de malaria no mundo, dos
quais 91% por P. falciparum (OMS, 2011). A grande maioria dos casos (81%) ocorreu em
Africa, seguida do Sudeste Asiatico (13%) e regido mediterranica oriental (5%) (OMS,
2011). O niamero de mortes estimado por malaria para 2010 foi de 655.000, dos quais 91%

em Africa, sequido do Sudeste Asiatico (6%) e regido mediterranica oriental (3%). Seis



paises (Nigéria, Republica Democrética do Congo, Burkina Faso, Mogambique, Costa do
Marfim e Mali) contribuiram com 60% das mortes por malaria (390.000 casos).

Cerca de 86% das mortes em termos globais, ocorreram em criangas com menos de cinco
anos de idade (OMS, 2011). No entanto, verificou um decréscimo de 25% nas taxas de
morte por maléria desde 2000, 33% dos quais na regido africana da OMS (OMS, 2011).

B Alto Risco de Malania
[J Baixo Risco de Maldria

Figura 1: Distribuicdo mundial dos casos de malaria. Adaptada de Topics in International
Health — Malaria (Wellcome Trust — UK).

A malaria é causa comum de infec¢Bes nos turistas e imigrantes, sendo estes, um grupo de
risco para a aquisicdo de doenca grave, podendo ocorrer casos potencialmente fatais (Leder
et al., 2004). Estima-se que 25 a 30 milhdes de viajantes de areas nao tropicais visitem
paises em que a maléria é endémica, reportando-se 10.000 casos de malaria por ano em
paises industrializados ndo endémicos em malaria (Loutan, 2003). Entre 65% a 95% dos
viajantes ndo-imunes desenvolvem os sintomas de malaria por P. falciparum um més apo6s

0 regresso da area endémica (OMS, 2000). No entanto, alguns poderdo desenvolver a



doenca até um ano depois do regresso, 0 que aumenta a dificuldade no rapido diagndstico

da doenca, j& que os sintomas iniciais de malaria sdo inespecificos.

1.2. Ciclo de vida e biologia parasitaria do Plasmodium spp.

O Plasmodium spp. é um parasita esporozoario dos eritrocitos, transmitido ao homem pela
picada de algumas espécies de mosquitos Anopheles. Também estdo descritos casos de
malaria congénitos, casos transmitidos através de transfusbes sanguineas, transplante e
através da partilha de agulhas em toxicodependentes (Mali et al., 2011; Falade et al., 2007,
Kitchen et al., 2006).

Como todos os parasitas do Filo Apicomplexa, a que pertence, Plasmodium spp. € parasita
intracelular obrigatério, contendo trés elementos genéticos: o nucleo, o genoma
mitocondrial e o ADN extra-cromossomico circular. O genoma de P. falciparum é
constituido por cerca de 5300 genes em 14 cromossomas, desconhecendo-se a funcdo de
cerca de 60% das proteinas codificadas (Gardner et al., 2002).

A intensidade da transmissdo da doenca depende de factores relacionados com o parasita,
com o vector, com o hospedeiro humano e com o ambiente.

Existem cerca de 70 espécies de mosquitos Anopheles que sdo potenciais causadores de
malaria, mas apenas cerca de 20 sdo vectores importantes e eficientes (Cunha e
Cunha,2008.). No caso de P. Knowlesi, a transmissdo esta restringida ao vector do grupo
Anophleles leucosphyrus (Cox-Singh et al., 2008). A transmissdo da infeccdo € mais
intensa em locais em que a semi-vida do mosquito é mais longa e com comportamento
antropofilico (OMS, 2011). A transmissdo da malaria também depende das condicGes
climaticas, ndo ocorrendo com temperaturas inferiores a 16°C e em altitudes superiores a
2000 m. Assim, as condicGes Optimas para a transmissdo da doenca sdo a humidade elevada
e uma temperatura entre 0s 20°C e 0s 30°C (Cook e Zumla, 2009).

A infeccdo pela malaria humana tem inicio com a inoculacdo na pele de centenas de
esporozoitos do Plasmodium pela fémea infectada do mosquito Anopheles na altura da sua
alimentacdo. Apés a inoculacdo, 0s esporozoitos entram na circulagdo através de

movimentos de deslizamento “gliding” (Lindner et al., 2012), atingindo rapidamente as


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gardner%20MJ%22%5BAuthor%5D

células parenquimatosas hepaticas, enquanto alguns se mantém na pele ou migram até aos
ganglios linfaticos regionais ou o baco (Schwenk e Richie, 2011).

Ao chegar ao figado, os esporozoitos atravessam o endotélio e, em alguns casos, passam
através das células de Kupffer (Schwenk e Richie, 2011), estabelecem-se nos hepatdcitos
apOs passagem prévia por varios hepatdcitos (Mota et al., 2001) e iniciam a fase de
reproducdo assexuada (esquizogonia exoeritrocitéaria). Reportou-se que 0s esporozoitos que
atravessam as células sdo mais infecciosos do que os que ndo o fazem, provavelmente
devido a inducdo da exocitose dos organelos apicais dos esporozoitos necessarios para a
invasdo (Mota et al., 2002). A invasdo dos hepatdcitos pelos esporozoitos é mediada pelos
co-receptores dos dominios de trombospondina no circunsporozoito e pelas proteinas de
adesdo relacionados com trombospondina (TRAP), que se ligam ao sulfato de heparina
proteoglicano dos hepatocitos (Lindner et al., 2012). Dentro dos hepatdcitos, cada
esporozoito desenvolve-se em milhares de merozoitos. Esta fase dura entre 55 (P.
falciparum) e os 15 dias (P. malariae) antes da rotura dos esquizontes hepaticos e a
libertacdo dos merozoitos na circulacdo sanguinea. A fase pré-eritrocitaria costuma ser
assintomatica (Lindner et al., 2012). Nas infec¢des por P. vivax e P. ovale uma parte dos
parasitas hepéaticos tém a capacidade de se manterem inertes, como hipnozoitos, podendo
“acordar” semanas ou meses mais tarde e causar recaidas, que caracterizam as infecoes por
estas duas espécies (Greenwood et al., 2008). P. malariae nao forma hipnozoitos, mas pode
persistir durante décadas como formas sanguineas infecciosas assintomaticas (Greenwood
et al., 2008). Os merozoitos libertados para a circulacdo sanguinea invadem rapidamente 0s
eritrocitos, dando inicio a esquizogonia eritrocitaria. O processo de invasao é caracterizado
pela ligacdo a superficie dos eritrocitos, orientacdo para que o complexo apical se encoste
aos eritrocitos e, finalmente, a interiorizacdo acontece por um movimento de perfuracao
dentro do vactolo composto por membranas eritrocitarias invaginadas (Miller et al., 2002).
Existem trés organelos na porcdo terminal do parasita (réptrias, micronemas e granulos
densos) que definem o filo apicomplexa (Morrissette e Sibley, 2002.). A juncdo do
merozoito aos eritrécitos é mediada pela unido de uma ou mais proteinas de ligacdo aos
eritrocitos, localizadas nos micronemas do complexo apical dos merozoitos a um receptor

eritrocitario especifico. Em P. vivax, esta esta relacionada com o antigénio do grupo
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sanguineo Duffy (Srinivasan et al., 2011). A auséncia deste fenotipo em populacdes da
Africa Ocidental ou com origem nestas regides, explica a sua resisténcia a infeccdo por P.
vivax (Miller et al., 1976), onde é responsavel por menos de 1% dos casos de maléria
(Mendis et al., 2001). Para P. falciparum as proteinas EBA-175 (Sim et al., 1994) e
BAEBL (Mayer et al., 2001) sdo claramente importantes. A ligacdo estd associada a
activacdo do motor actina do parasita que fornece a energia mecéanica necessaria para o
processo (Miller et al., 2002). Os receptores de superficie dos eritrdcitos para P. malariae e
P. ovale sdo desconhecidos. O crescimento dos parasitas nos eritrocitos leva ao consumo do
conteldo eritrocitério, fundamentalmente a hemoglobina.

P. falciparum comeca a exibir apds algumas horas nos eritrocitos, a proteina Plasmodium
falciparum erythrocyte membrane protein 1 (PfEMP1), no exterior da superficie dos
eritrocitos infectados, que medeia a ligacdo dos eritrocitos ao endotélio vascular e que esta
associado as formais mais graves da malaria (Normark et al., 2007; Pasternak e Dzikowski,
2009). Aproximadamente 36 horas ap0s invasdo pelos merozoitos, acontecem mdltiplas
divisdes nucleares, levando a formacao do esquizonte. Apos isto, ha a rotura dos eritrdcitos,
com saida de seis a 36 merozoitos, e subsequente destruicdo dos eritrocitos restantes. Os
merozoitos libertados, reinvadem rapidamente outros eritrocitos e comegam um novo ciclo
assexuado. No entanto, apenas uma subpopulacao de eritrocitos pode ser invadido. O ciclo
assexuado é de aproximadamente 24h para P. knowlesi, 48h para P. falciparum, P. vivax e
P. ovale e 72 h para P. malariae, causando um aumento rapido do nimero de parasitas até
10" por hospedeiro (Greenwood et al., 2008).

Apo6s uma série de ciclos assexuados em P. falciparum, uma subpopulacdo de parasitas
desenvolve formas sexuadas (gametdcitos) que sdo moveis. O processo de gametogonia
leva entre sete a 10 dias em P. falciparum. E necesséario um gameta masculino (contendo
oito micro gametas) e um feminino (macro gameta) para que a infeccdo ocorra (Baker,
2010). Apos a ingestdo do sangue pela fémea do mosquito Anopheles, os gametdcitos
masculinos e femininos ficam activos no intestino do mosquito (Aly et al., 2009). Existe a
fusdo e a meiose, levando a formacdo do zigoto. Dentro de 24h, o zigoto adquire
mobilidade (oocineto) e penetra a parede do estbmago do mosquito, onde enquista

(ooquisto). O ooquisto rompe-se finalmente, libertando uma miriade de esporozoitos na
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cavidade celémica do mosquito. Os esporozoitos migram para as glandulas salivares,
esperando a inoculagdo na proxima alimentacdo pelo mosquito (Aly et al., 2009; Cox,
2010) (Figura 2). O mosquito torna-se infeccioso para o seu proximo hospedeiro duas
semanas apo6s a ingestdo dos gametdcitos, periodo de tempo que é influenciado pela
temperatura externa (Greenwood et al., 2008). O desenvolvimento de P. vivax dentro do
mosquito, pode ocorrer a temperaturas mais baixas do que as requeridas para o
desenvolvimento de P. falciparum, o que explica a preponderancia das infeccdes por P.

vivax fora das regides tropicais e subtropicais (Greenwood et al., 2008).
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Figura 2: Ciclo de vida do parasita da malaria. Fonte: Centers for Disease Control and
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1.3. Aspectos clinicos e imunopatoldgicos da malaria

A maléria é responsavel por uma enorme mortalidade, principalmente em criancas com
menos de cinco anos de idade que vivem, predominantemente, na Africa Subsaariana
(OMS, 2011). No entanto, a grande maioria das infecgdes ou sdo assintomaticas, devido a
aquisicdo de imunidade clinica ap6s exposi¢des multiplas, ou ddo origem a doenca sem
complicacdes letais (Penman e Gupta, 2008; Langhorne et al., 2008). O conhecimento
existente em relacdo aos mecanismos patolégicos que estdo na base das formas ndo
complicadas e complicadas da malaria sdo limitados, principalmente na crianca, tendo em

conta que a maior parte dos estudos disponiveis sdo de adultos (Crawley et al., 2010).

No que diz respeito a P. falciparum, a principal caracteristica da sua biologia, parece ser a
sua capacidade em promover a adesdo de eritrocitos infectados ao endotélio vascular
(Miller et al., 2002). Os eritrocitos contendo formas maduras de P. falciparum aderem ao
endotélio microvascular, processo também chamado de citoaderéncia, e desaparecem da
circulacdo, causando obstrucéo a perfusdo dos tecidos (Ho e White, 1999). Este processo é

conhecido como sequestracao (Sherman et al., 1992).

A citoaderéncia é mediada pela proteina PfEMP1, codificada pela familia do gene var
(Penman e Gupta, 2008) que se liga a receptores expressos na superficie do endotélio
vascular, entre os quais o ICAM1, moléculas de ades@o celular vascular (CAM), CD36,
trombospondina, E-selectina, condroitina sulfato A, acido hialurénico e CD31 (Schofield,
2007). Existe evidéncia que sugere que a expressdo de subgrupos particulares de genes var
podera estar associada a diferentes resultados da doenca (Normark et al., 2007). A proteina
PfEMP1 esta envolvida na evasdo imune, pela variacdo antigénica clonal que podera levar a

infeccdo crénica (Hughes et al., 2010).

O sequestro ocorre principalmente em vénulas de 6rgaos vitais, sendo maior no cérebro,
particularmente na substancia branca, no coracgdo, olhos, figado, rins, intestinos, adipécitos,
pele e placenta (Sherman et al., 1992; Turner et al., 1994). Outro fendmeno que caracteriza
a fisiopatologia da malaria é a formac&o de rosetas, que resulta da ligacdo de eritrocitos ndo

infectados a eritrocitos infectados pelo parasita da malaria. Até a data, foram identificados
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cinco receptores da formagdo de rosetas nos eritrocitos: os antigénios do grupo sanguineo A
e B, CD36, o receptor do complemento 1 (CR1) e HS-like GAGs (Chen et al., 2000).

A citoaderéncia, a formacdo de rosetas, a agregacdo plaquetaria e a aglutinacdo levam a
obstrucdo da microcirculagdo na maléria por P. falciparum. A citoaderéncia tem como
consequéncia a activacdo do endotélio vascular, a disfuncdo endotelial, que em conjunto
com a reducdo do substrato em oxigénio, levam a glicolise anaerdbica, acidose lactica e
disfuncédo celular (Dondorp et al., 2004). Por exemplo, o sequestro de eritrocitos infectados
na placenta, mediado principalmente pelo receptor sulfato de condroitina A (CSA), é
responsavel por partos prematuros, baixo peso a nascenca, aumento da mortalidade do

recém-nascido, assim como anemia na mée (Andrews e Lanzer, 2002).

Outro factor a ter em conta na fisiopatologia da malaria é a destruicdo eritrocitaria que é
também parte fulcral na doenga, sendo que, a anemia compromete, ainda mais, 0
fornecimento de oxigénio e consequentemente as funcdes celulares (Perkins et al., 2011). A
flexibilidade dos eritrocitos ndo infectados estd extremamente reduzida na maléria, e foi
proposto como um dos parametros importantes que predizem a gravidade da doenca
(Dondorp et al., 1997). A reducdo da deformabilidade dos eritrocitos parece ser explicada
pela acidose devido a glicdlise anaerdbica e a adsor¢do de antigénios derivados do parasita

na membrana dos eritrocitos ndo infectados (Chen et al., 2000).

Uma das principais caracteristicas do hospedeiro, que afecta a gravidade da doenca, € a
presenca de distlrbios genéticos dos eritrécitos, nomeadamente anemia de células
falciformes, talassémia e defice de glicose-6-fosfato desidrogenase, que conferem protecao
contra a malaria grave (Fortin et al., 2002). A alta frequéncia destas hemoglobinopatias
encontrada em areas endémicas de malaria, comprovam a sua importancia na modulacao do
desfecho da infeccdo e a vantagem que transmite aos hospedeiros (Weatherall, 2008). Outro
factor protector contra a malaria parece estar associado ao grupo sanguineo 0, pela sua

menor capacidade em formar rosetas (Weatherall, 2008).
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1.3.1 O papel da imunidade na fisiopatologia da malaria

Os mecanismos imunes na maléria continuam em estudo e a sua natureza é complexa. A
imunidade inata, a celular e a humoral, parecem ter um papel importante na patogénese e
controlo da doenca.

A imunidade inata contribui para a destruicdo dos parasitas, através do baco, dos
macréfagos e mondcitos, principalmente os macrofagos da zona marginal do baco, através
de receptors de reconhecimento de padrdes (PRRs), como os Toll-like receptors (TLRS) e
NOD-like receptors (NLRs), que reconhecem padrdes moleculares associados ao patogénio
altamente conservados e ainda pelo papel activo do sistema complemento (Angulo e
Fresno, 2011; Silver et al., 2010; Takeuchi, 2010).

Tanto a resposta celular como humoral da imunidade adaptativa sdo elementos primordiais
na erradicacdo do Plasmodium spp. do organismo e os dois dependem dos linfocitos CD4*
a/B (Angulo e Fresno, 2011).

Existe uma aquisicdo rapida da imunidade aos parasitas homélogos, demonstrado pelo mais
rapido controlo das infecgdes sucessivas para parasitemias baixas e doenca clinica menos
severa ou mesmo auséncia de doenca (Langhorne et al., 2008).

Do ponto de vista tedrico, a resposta imune pode ser direccionada para qualquer ponto do
ciclo de vida do parasita, desde a altura da entrada dos esporozoitos (Langhorne et al.,
2008). No entanto, estudos longitudinais sugerem que a resposta imune a fase pré-
eritrocitaria tem, provavelmente, um envolvimento limitado (Owusu-Agyei et al., 2001).
Dado o facto das moléculas HLA classe | ou Il estarem ausentes da superficie do parasita
ou dos eritrocitos infectados, assume-se que as respostas humorais sdo a chave da
imunidade na fase sanguinea (Langhorne et al., 2008). Ap6s uma infeccdo natural, hd uma
resposta humoral transitoria aos antigénios dos esporozoitos. A aquisi¢cdo de imunidade
natural @ malaria € lenta e requer exposicao repetida para a sua manutencdo (Leoratti et al.,
2008). Esta imunidade reduz o risco tanto de malaria grave como da ndo grave, mas nao
elimina a parasitemia (Leoratti et al., 2008). Os anticorpos anti- esporozoitos tém uma
semi-vida de trés a quatro semanas. EXxiste evidéncia que mecanismos dependentes de

anticorpos tém um papel importante na reducdo da parasitemia e podem diminuir 0s
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sintomas clinicos em humanos (Plebanski et al., 2000). Os mecanismos através do qual 0s
anticorpos sdo efectivos incluem o bloqueio da invasdo dos eritrocitos pelos merozoitos, a
morte celular dependente de anticorpos mediado pelos anticorpos citofilicos e pela ligacao
do anticorpo as moléculas induzidas pelo parasita na superficie dos eritrocitos, levando a
um maior grau de eliminacdo dos eritrocitos infectados (Langhorne et al., 2008). Os
anticorpos produzidos em resposta a infeccdo tém particular importancia, ja que os isotipos,
conhecidos como anticorpos citofilicos, podem cooperar com 0os mondcitos via receptores
FcyRI e FcyRII na opsonizagdo e fagocitose ou participam tanto na inibicdo celular
dependente de anticorpos como na citotoxicidade celular dependente dos anticorpos
(Bouharoun-Tayoun e Druilhe, 1992; Garraud et al., 2003). A protecdo contra estadios
sanguineos da infecgdo por P. falciparum parece estar dependente da proporcdo entre
anticorpos citofilicos e ndo citofilicos (Aribot et al.,1996). O predominio dos anticorpos
citofilicos de 1gG1 e 1gG3 em areas endemicas foi associado a parasitemia baixa (Shi et al.,
1996) ou a um baixo risco de adquirir malaria (Tangteerawatana et al., 2001). Por outro
lado, anticorpos ndo citofilicos como 1gG4, poderd inibir os mecanismos efectores,
competindo com anticorpos citofilicos e é considerada ndo protectora (Garraud et al.,
2003).

Os niveis de IgE e anticorpos IgE anti-Plasmodium estdo aumentados na malaria, mas o seu
papel na proteccdo e/ou na patogénese ndo esta completamente estabelecida, embora haja
estudos que associem o seu aumento a malaria cerebral (Perlmann et al., 1994) e outros que
consideram que IgE especificos para P. falciparum parecem contribuir para o controlo dos
parasitas, tendo maior actividade em formas ndo complicadas de malaria (Duarte et al.,
2007).

Os resultados também sdo contraditorios em relacdo aos anticorpos IgM, existindo dados
epidemioldgicos que sugerem que anticorpos IgM ndo participam na protec¢do contra a
maléaria (Branch et al., 1998) e outros estudos que ddo importancia ao papel de anticorpos
IgM, nomeadamente na resposta a vacina da malaria, o que podera contribuir para aumentar
o potencial efeito protector da mesma (Boudin et al., 1993; Czajkowsky et al., 2010) e a

possivel correlacdo dos seus niveis com a diminui¢do da parasitemia em individuos de
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areas hiperendémicas de malaria (Boudin et al., 1993). Quanto aos anticorpos IgA, ainda
ndo se encontrou nenhuma funcao especifica na malaria (Leoratti et al., 2008).

A maléria ¢ uma sindrome complexa, envolvendo muitas respostas inflamatérias que
poderdo aumentar a interaccdo célula a célula e estimulacdo celular envolvendo antigénios
da malaria (ou toxinas) e factores derivados do hospedeiro como as citocinas (Chen et al.,
2000). As toxinas da malaria incluem moléculas derivadas do parasita que sdo secretadas
ou libertadas dos parasitas em estadios terminais (trofozoitos e especialmente esquizontes)
e que induzem o hospedeiro humano a produzir citocinas, como por exemplo o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interferdo gama (IFN-y), Interleucina-1 (IL-1) e outras
citocinas (Chen et al., 2000; Langhorne et al., 2008).

As citocinas sdo responsaveis por muitos dos sintomas e sinais da malaria, particularmente
a febre e distdrbios do sistema imunitario (Clark et al., 2006). Quantidades moderadas de
citocinas como TNF-a, IFN-y, IL-1 sdo necessarios para que o hospedeiro combata o
parasita, enquanto o seu excesso podera ser deletério para o préprio hospedeiro (Chen et
al., 2000). A producdo precoce de IFN- y parece ser um requisito para a aquisi¢do da
resisténcia contra a infeccdo (Angulo e Fresno, 2011). Também podem ser mediadores da
morte do parasita pela activacdo de leucocitos e possivelmente outras células, pela
libertacdo de espécies toxicas de oxigénio, oxido nitrico e pela geracdo de perdxidos
lipidicos parasiticidas. Os anticorpos e a resposta pré-inflamatoria protegem contra as
formas assexuadas sanguineas. A proteccdo mediada pela resposta pro-inflamatoria podera
estar relacionada com as citocinas como 0 TNF-a ¢ IFN- y e com a libertagdo de
mediadores como o 6xido nitrico (NO) (Miller et al., 2002).

A fisiopatologia da malaria pode resumir-se, genericamente, na rapida expansdo dos
eritrocitos infectados, na destruicdo de eritrocitos infectados e ndo infectados, na obstrucao
microvascular e nas respostas inflamatorias, que, combinadas, levam a reducdo da perfusao
dos tecidos (Miller et al., 2002).
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1.3.2 Aspectos clinicos da maléria

As manifestacdes clinicas da maléria ndo grave sdo comuns nas cinco espécies e dependem
do estado imunitario prévio dos pacientes e da idade. A maioria dos casos graves de
malaria ocorre em criangas entre 0s seis meses e 0s trés anos de idade. Os sintomas mais
leves ocorrem em criancas mais velhas e adultos, cuja parasitemia €, geralmente, mais
baixa (OMS, 2000). As pessoas em maior risco para desenvolver malaria sdo criangas
pequenas, que ainda ndo tenham desenvolvido imunidade protectora, gravidas ndo imunes,
gravidas parcialmente imunes em areas de transmissdo estaveis, gravidas parcialmente
imunes com VIH, doentes com VIH/SIDA, viajantes provenientes de areas ndo endemicas
e imigrantes de areas endémicas vivendo em areas ndo endémicas, aquando do seu regresso
ao pais de origem (OMS, 2011).

O periodo de incubagdo na maioria dos casos de infec¢des por P. falciparum é de cerca 10 a
15 dias em individuos ndo imunes (OMS, 2011). O periodo de incubacdo poderad ser
prolongado pelos niveis de imunidade adquirida através de exposi¢cdes multiplas, pela
profilaxia contra a maléaria ou pelo tratamento parcial prévio, que podera mitigar mas nao
prevenir a doenca (Trampuz et al., 2003). No que diz respeito aos Plasmodium n&o
falciparum, o periodo de incubacdo é de 15 a 16 dias e tanto P. vivax como P. ovale
poderdo recrudescer meses ou anos apos a exposicao (Trampuz et al., 2003).

Os sintomas da malaria também estdo associados a rotura de eritrocitos e a libertacdo de
residuos dos eritrocitos e do parasita, incluindo o pigmento da malaria (hemozoina) e
glicosilfosfatidilinositol (GPI), a suposta “toxina da malaria” (Clark e Cownden, 2003). A
consequente activacdo de células mononucleares no sangue periférico estimula a libertacdo
de citocinas inflamatorias e sugeriu-se que o balango das citocinas pro-inflamatérias e anti-
inflamatérias podera ser um determinante na gravidade da doenca (Crawley et al., 2010).
Os primeiros sintomas da malaria costumam ser inespecificos, sendo que a febre é a
manifestacdo clinica mais comum. Esta inespecificidade na apresentacdo, podera levar a

erros de diagndstico.
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A doenca apresenta-se com cefaleias, mialgias, desconforto abdominal, letargia e disforia,
que costuma preceder a febre. A subida da temperatura é erratica, podendo atingir um pico
de 39-41,5° C, acompanhado de tremores e arrepios de frio, agravamento da cefaleia, do
mal-estar e anorexia. Outros sintomas comuns sdo as nduseas, 0 mal-estar e 0s vomitos. O
desconforto abdominal é comum e a diarreia ou obstipacdo podem ocorrer. A tosse também
foi descrita nos casos de malaria, principalmente em criancas, sendo um sintoma comum e
precoce (OMS, 2000). Ao exame objectivo pode observar-se febre, taquicardia, ictericia,
palidez e hipotensdo ortostatica. A febre dura entre 10 a 30 minutos, seguida de um periodo
de defervescéncia de quatro a oito horas. A medida que a doenca evolui, verifica-se
esplenomegalia e hepatomegalia e 0 desenvolvimento de anemia.

Na crianga, a malaria também se apresenta com febre e mal-estar, com frequéncia
associadas a irritabilidade e letargia. Os vomitos séo frequentes, principalmente quanto a
temperatura corporal é alta, acompanhada de cefaleias, arrepios, dor muscular e anorexia
(Crawley et al., 2010). Os vémitos, a diarreia e a dor abdominal podem ser interpretados
como gastroenterite, enquanto a taquipneia, a tosse e a dificuldade respiratoria poderdo ser
sugestivas de pneumonia.

Na gravidez, a doenca é comum, sendo a sua prevaléncia em determinadas areas superiores
a 50% (Desai et al., 2007), mas geralmente as suas manifestacdes sdo oligossintomaticas ou
assintomaticas, embora a anemia possa ser grave e aumentar o risco de mortalidade
materna. O feto e o recém-nascido poderdo ser seriamente afectados pela doenca, havendo
um risco aumentado de morbilidade e mortalidade (Hartman et al., 2010). O peso ao
nascimento dos recém-nascidos filhos de primiparas costuma ser afectado, com uma maior
proporcao de recém-nascidos com baixo peso a nascenca e um aumento de casos de
prematuridade (OMS, 2000), facto que é explicado pela restricdo de crescimento intra-
uterino associado a insuficiéncia placentar, devido, provavelmente, ao sequestro dos
eritrocitos parasitados (Hartman et al., 2010).

Também estdo descritos casos de malaria congénita, definido pela presenca no sangue do
cordao ou sangue periférico durante a primeira semana de vida de formas assexuadas de
Plasmodium com ou sem sintomas (Kothare et al., 1987). Pensava-se que a malaria

congenita era uma forma de apresentacao rara. No entanto, existem estudos que consideram
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que até um terco dos recém-nascidos nascidos em &reas endémicas podem ser afectados
pelo parasita (Ndyomugyenyi e Magnussen, 2000; Hartman et al., 2010).

P. vivax e P. ovale tém tendéncia para causar recaidas apos a resolucdo da infeccdo
primaria, mesmo que o doente abandone a area de maléaria (OMS, 2011). As recaidas
resultam da persisténcia dos hipnozoitos no figado, podendo ocorrer meses a anos apos a

infeccéo inicial (Mali et al., 2011).

1.4. Fisiopatologia e clinica da malaria grave

A maioria dos casos graves e complicacdes potencialmente fatais da malaria, tanto em
adultos, como em criancas, estdo associadas a infeccdo por P. falciparum e foram propostos
critérios para o seu diagnéstico (OMS 1990 e 2000), como pode ser observado na tabela 1.
No entanto, estdo descritos casos de doenga grave associados a infecgéo por P. vivax e P.
knowlesi (Miller et al., 2002). Actualmente, existem dados crescentes a confirmar que P.
vivax € responsavel por uma morbilidade e mortalidade substancial, especialmente em
criancas (Poespoprodjo et al., 2009) e 0 aumento da sua resisténcia a cloroquina, levanta
novos problemas na sua abordagem (Crawley et al., 2010). O controlo da infeccdo por P.
vivax ndo e facil de ser feito, pela dificuldade na erradicacdo dos hipnozoitos. O parasita é
mais facilmente transmissivel do que P. falciparum, dado que as suas formas sexuadas
(gametocitos) sdo produzidas mais precocemente no ciclo de vida, muitas vezes antes do
tratamento (Crawley et al., 2010). As infec¢des por P. Knowlesi, uma zoonose encontrada
no Sudeste Asiatico, € frequentemente confundida com as infec¢bes por P. malariae, sendo
também responsavel por casos de malaria grave e mortes (Cox-Singh et al., 2008). A
parasitemia alta € um achado comum nos casos de malaria grave por P. Knowlesi e a forma
de apresentacdo é caracterizada por dor abdominal severa e uma historia de febre e calafrios
(Cox-Singh et al., 2008).

Tanto o homem como o parasita parecem contribuir para o processo que leva as formas
graves da doenca e muita dessa interac¢do continua por explicar. Em partes do mundo em

que a endemicidade da malaria é estavel, a malaria grave é predominantemente uma doenca
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da crianga, dos primeiros meses de vida até aos cinco anos (OMS, 2000), até a aquisi¢do de
imunidade protectora. Em &reas de baixa endemicidade, a malaria grave ocorre tanto em
adultos como em criangas (OMS, 2000).

Os lactentes com menos de seis meses ndo desenvolvem com frequéncia maléria grave.
Este facto relaciona-se com a imunidade passiva transferida pela mée, através de anticorpos
do subtipo 1gG, pelo alto nivel de hemoglobina F que compdem os eritrcitos que atrasam
0 desenvolvimento parasitario e pelo facto do leite materno conter acido p-aminobenzdico
que confere protecgdo contra a maléria (Sehgal et al., 1989; Amaratunga et al., 2011;
Ndyomugyenyi e Magnussen, 2000).

A maléria grave € um distarbio que afecta diversos 6rgdos e sistemas, mesmo quando as
principais manifestacdes parecem envolver apenas um 6rgéo, como o cérebro (Miller et al.,
2002). A gravidade da doenca parece resultar de desarranjos funcionais sistemicos que
resultam da interacdo entre o parasita e o hospedeiro (Marsh, 1999).

As complicacBes da malaria grave sdo multiplas, indo desde a malaria cerebral e 0 coma,
hipoglicemia, anemia grave, acidose metabdlica e alteracbes hidroelectroliticas,
insuficiéncia renal, edema pulmonar, sindrome de dificuldade respiratéria, coagulopatia e
trombocitopenia, esplenomegalia, disfuncdo hepatica, alteracdes gastrointestinais e febre de
urina negra. A forma de apresentacdo da doenca e a sua gravidade varia na crianga e no

adulto como pode ser observado na tabela 2.
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Tabela 1: Definicdo clinica e laboratorial dos casos de malaria grave.

Manifestacdes clinicas

AlteracOes laboratoriais

Alteracdo do estado de consciéncia

ou coma

Hipoglicemia (Glicémia < 40mg/dL)

Prostracéo

Acidose metabolica (Bicarbonato <
15mmol/L ou BE > -10)

Impossibilidade na alimentagéo

Anemia normocitica grave (< 5g/dL ou

hematdcrito < 15% )

Convulsdes multiplas

Hiperparasitemia (>5% ou > 250000/pL
em areas de alta intensidade de

transmissdo de malaria)

Dificuldade respiratoria, respiragdo

profunda (respiracao acidotica)

Lactato >5 mmol/L

Choque ou colapso circulatério

Insuficiéncia renal (Diurese <12

ml/kg/24 e creatinina serica> 3 mg/dl,

apesar de aporte hidrico adequado)

Ictericia e evidéncia de disfuncéo de

outro érgao vital

Hemoglobindria macroscopica

Hemoglobindria

Hemorragia/Coagulacao

intravascular disseminada

Edema pulmonar (radiolégico)

Fonte: Adaptado da OMS (2000).
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Tabela 2: Frequéncia relativa das principais manifestacdes de maléria grave em adultos e

criancas e respectivos valores de mau prognostico.

Valor prognostico* ManifestacBes clinicas | Frequéncia

ou resultados

laboratoriais
Criangas | Adultos Criangas Adultos
+ ? prostracdo +++ +++
+++ ++ alteracdo de consciéncia | +++ ++
+++ +++ dificuldade respiratoria +++ +
+ ++ convulsbes multiplas +++ +
+++ +++ colapso circulatério + +
+++ +++ edema pulmonar +\- +
+++ ++ hemorragia anormal +\- +
++ + ictericia + +++
+ + hemoglobinuria +\- +
+ + anemia grave +++ +

*Com uma escala de + a +++; +\- significa achado infrequente. Fonte: Organizacéo
Mundial de Satde 2000 e adaptada de Varandas, 2001.

Nas criancas, a progressao da doenca por P. falciparum pode ser rapida, sendo ainda pouco
compreendidos os mecanismos que levam a transformacao de formas simples de doenca em
formas de malaria grave. A maior parte das mortes nas criancgas internadas no hospital por
malaria grave ocorrem nas primeiras 24h de doenca (Newton e Krishna, 1998).

O principal mecanismo fisiopatologico para a malaria grave parece ser a obstrucdo
mecanica dos pequenos vasos, através da citoaderéncia e do sequestro dos eritrocitos,
principalmente dos eritrocitos parasitados (Dondorp et al., 2000).

Além da citoaderéncia e do sequestro dos eritrocitos parasitados na microcirculacdo, a
malaria grave é caracterizada pela redugdo marcada na deformidade dos eritrdcitos,

principalmente dos parasitados (Dondorp et al., 2000).
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A acidose metabdlica foi reconhecida como principal determinante fisiopatoldgico da
doenca e de sobrevivéncia, sendo causa da sindrome de dificuldade respiratoria (Miller et
al., 2002; Maitland e Marsh, 2004). Na maior parte das vezes é resultante do metabolismo
defeituoso de acidos organicos e do aumento da producdo de acido lactico pela febre,
anemia, hipovolémia e convulsdes. Por outro lado, as alterages da funcdo hepatica e da sua
vascularizacdo contribuem para a acidose, pela diminuicdo da eliminacdo de acido lactico
(Newton e Krishna, 1998).

Assim como no choque séptico e na sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SRIS),
existem manifestacdes potencialmente mediadas por endotoxinas que incluem o dano do
endotélio, que pode levar ao aumento da permeabilidade vascular, saida de coloides do
espaco intravascular, vasodilatacdo patoldgica e depressdo miocardica, que resulta, em
altima linha, em hipovolémia e alteracfes da perfusdo dos 6rgdos (Kumar et al., 2001). Na
malaria grave, estas alteracbes hemodindmicas contribuem para o agravamento das outras
alteracdes fisiopatoldgicas como a obstrugcdo microvascular, a citoaderéncia, a formacao de
rosetas e as alteracdes da deformabilidade dos eritrécitos, que em conjunto levam a
alteracdes da perfusdo dos 6rgéos e tecidos (Maitland e Marsh, 2004).

O coma, convulsdes, acidose, hipoglicemia e anemia grave sdo formas comuns de
apresentacdo de malaria grave na crianca (OMS, 2000). As convulsbes generalizadas estdo
associadas a febre e sdo mais comuns na malaria por P. falciparum do que por P.vivax. A
prostracdo € uma forma frequente de apresentacdo de maléria grave na crianca (OMS,
2011).

A maléaria cerebral é uma das complicacGes mais temiveis da malaria, sendo responsavel
por uma grande mortalidade, sendo definida pela incapacidade na localizacdo de estimulos
dolorosos (OMS, 2000). Esta associada a alteracGes do estado de consciéncia e algumas
vezes a convulsdes e coma, podendo deixar nos doentes afectados complicacdes
neuroldgicas a longo prazo. Uma puncdo lombar deverd ser efectuada para excluir
meningite bacteriana (Trampuz et al., 2003). O coma parece resultar do sequestro dos
parasitas, do edema cerebral, das alteracfes da permeabilidade da barreira cerebrovascular
(Maitland e Marsh, 2004) e de aumentos locais de 6xido nitrico (Miller et al., 2002).

Quanto mais profundo é o coma, pior é o prognostico da doenca (Trampuz et al., 2003). No
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entanto, em muitos destes doentes, 0 coma parece ser uma resposta transitdria a uma série
de insultos metabdlicos, que recupera rapidamente apds uma terapéutica apropriada (Miller,
2002). Embora a maioria das criangas recupere a consciéncia em aproximadamente 48h e
parecam ter uma recuperacdo neuroldgica total, cerca de 20% morrem e cerca de 10%
apresentam sequelas neurolédgicas (Maitland e Marsh, 2004; Crawley et al., 2010). Alguns
défices neuroldgicos sdo transitérios enquanto outros resolvem em meses ou poderdo ndo
se resolver completamente (Newton et al., 2000).

A retinopatia € comum em criangas com malaria cerebral (Crawley et al., 2010), sendo
caracterizada por trés componentes principais, nomeadamente o branqueamento da
retina, alteracdes dos vasos e hemorragias retinianas, sendo os dois primeiros exclusivos da
malaria (Beare et al., 2011), realcando a importancia da fundoscopia na avaliagdo destes
doentes.

A anemia é outra complicacdo frequente da malaria grave em criancas e a sua natureza €
multifactorial. Resulta da destruicdo de eritrocitos parasitados e ndo parasitados e da
reducdo da sua deformabilidade, da diminuicéo de reticulocitose por disfuncdo da resposta
da medula 6ssea por uma eritropoiese ineficaz e producédo inadequada de eritropoietina, dos
efeitos sistémicos da inflamacao na eritropoiese e das infecgdes bacterianas concomitantes
e anormalidades nutricionais prévias (Dondorp et al., 2000; Biemba et al., 2000; Maitland e
Marsh, 2004). Em éareas de alta transmissdao da doenca, a anemia grave € a principal
manifestacdo da malaria grave e ocorre principalmente em criangas com menos de trés anos
de idade (OMS, 2000). Um hematdcrito inferior a 13% (hemoglobina inferior a 4g/dL), esta
associado a um aumento significativo de mortalidade nas criancas com malaria (OMS,
2000). A mortalidade das criangcas com anemia grave assintomatica é de cerca de 1%,
percentagem que sobe para cerca de 30% quando a anemia € complicada por dificuldade
respiratoria e acidose metabolica (Crawley et al., 2010).

Outras alteracdes laboratoriais podem ser encontradas na malaria, nomeadamente a
trombocitopenia, hiperbilirrubinémia, e elevacdo das transaminases (Trampuz et al., 2003).
A contagem de leucdcitos costuma ser normal ou baixa, mas a neutrofilia esta presente na
maioria dos casos. Na maior parte dos doentes, observa-se um aumento da proteina C

reactiva, da procalcitonina e da velocidade de sedimentacdo (Trampuz et al., 2003).
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As criancas afectadas por maléria grave, costumam apresentar esfor¢o respiratorio
importante, que resulta da hipovolémia, desidratacdo e da acidose metabolica que
caracterizam a doenca (English et al., 1996; Maitland e Marsh, 2004). Outras formas de
apresentacdo da acidose sdo a letargia e a prostracdo que se associam a respiracdo acidética
(English et al., 1996).

A hipoglicemia é encontrada frequentemente, sobretudo na crianga com menos de trés anos
de idade e na gravida com malaria grave. Com frequéncia ¢ acompanhada de acidose
lactica (Ogetii et al., 2010) e estd associada a pior prognéstico e ao aumento da
mortalidade, principalmente em criangas (Elusiyan et al., 2006). A natureza da
hipoglicemia também ¢é multifactorial, resultando de uma alteracdo na neoglicogénese
hepatica e do tratamento com quinino que induz hiperinsulinemia (Ogetii et al., 2010).

A insuficiéncia renal, que é uma complicagdo comum nos adultos com malaria grave, € rara
na idade pediatrica (Crawley et al., 2010). No adulto, a insuficiéncia renal é geralmente
oligdrica ou anurica e podera necessitar de dialise temporaria (Trampuz et al., 2003). As
lesbes resultam principalmente da necrose tubular aguda e de uma glomerulopatia
proliferativa ligeira e estes doentes geralmente ndo progridem para a insuficiéncia renal
cronica (Mishra e Das, 2008).

A ictericia e 0 edema pulmonar sdo formas de apresentacdo pouco usuais em criancas
pequenas, ao contrario do que acontece nos adultos (OMS, 2000). A ictericia resulta da
hemolise severa ou do envolvimento hepatico na doenca (Bhalla et al., 2006). O edema
pulmonar € outra complicacdo grave da malaria, com niveis altos de mortalidade e o
excesso de fluidos contribui para o seu desenvolvimento. Outro factor que contribui para o
edema pulmonar é a Sindrome de Dificuldade Respiratoria Aguda (ARDS), que parece
resultar de um aumento da permeabilidade capilar (Mishra et al., 2006).

Conclui-se, portanto, que a malaria € uma patologia multissistémica, com uma
fisiopatologia complexa. A melhoria da compreensdo e da explicacdo dos mecanismos da
doenca, tem efeitos na melhoria do diagnostico das complicacbes e de um melhor
tratamento dos doentes, prevenindo a morbi-mortalidade.

E importante salientar que qualquer doente com maléria com intolerancia oral, e que tenha

qualquer evidéncia de disfuncdo de um 6rgéo vital, ou com alta parasitemia, apresenta um

22


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Elusiyan%20JB%22%5BAuthor%5D

risco acrescido de morte e devera ser tratado precocemente e de forma correcta (OMS,
2000).

1.5. Imunologia da malaria grave

Na maléaria grave, a libertacdo de uma variedade de toxinas estimulam a activacdo de
factores imunes pelo hospedeiro, que incluem a libertacdo de citocinas, radicais livres de
oxigénio e o6xido nitrico (Maitland e Marsh, 2004). Pensa-se que as citocinas pro-
inflamatorias do tipo Thl, tais como 0 TNF-o e o IFN-y, bem como a libertagdo de
mediadores como o NO, tém um papel importante na patogénese da doenca,
particularmente na malaria cerebral, aumentando a expressdao de moléculas de adesdo na
superficie das células endoteliais (Miller et al., 2002), nomeadamente ICAM1 e promovem
a redistribuicdo de outros receptores como CD31 no endotélio (Chen et al., 2000),
promovendo assim a citoaderéncia, a disfuncdo endotelial e o sequestro (Maitland e Marsh,
2004). Além disso, niveis aumentados no plasma de TNF-a, juntamente com a producéao
IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-8, quimiocinas CCL3 (MIP-1a) e CCL4 (MIP-1 B ) e niveis
reduzidos de IL-4 e factor transformador de crescimento (TGF) -B, foram reportados em
doentes com malaria grave (Peyron et al., 1994; Kossodo et al., 1993; Crawley et al., 2010;
Ochiel et al., 2005).

Por outro lado, a angiopoetina 2 tem sido envolvida na sensibilizacdo do endotélio vascular
para a accdo de TNF-a e, concentra¢cdes aumentadas, em adultos e criangas com malaria
grave estdo associados a um pior prognéstico (Crawley et al., 2010). Concentracdes
aumentadas de angiopoetina 2 poderdo também comprometer a integridade da barreira
hemato-encefalica, levando a saida das proteinas plasmaticas, edema perivascular e lesdes
neuronais (Crawley et al., 2010).

O papel das citocinas anti-inflamatorias é controverso na malaria grave, isto porque existem
estudos reportando altas concentracdes de IL-10 como estando associadas a malaria grave
(Peyron et al., 1994, Iriemenam et al., 2009) e outros que a consideram factor protector de

malaria grave (Kurtis et al., 1999). Niveis baixos de IL-10 estdo associados a anemia grave
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da malaria (Kurtzhals et al., 1998). Também foi demonstrado que o equilibrio entre as
concentragdes de IL-10 e TNF-a determinam a gravidade da anemia em criangas afectadas
(Othoro et al., 2009). Dentro da mesma linha de evidéncia, niveis plasmaticos de TGF-f,
que actua em altas concentracbes como uma citocina anti-inflamatdria, sdo inversamente
correlacionadas com a gravidade da malaria em modelos murinos, bem como em humanos
(Prakash et al., 2006).

Alguns autores propdem que citocinas como as IL-1f, IL-12 e IFN-y discriminam malaria
cerebral de malaria grave ndo cerebral, estando os niveis de IL-1p mais associados a
malaria cerebral e niveis aumentados de IL-12 e IFN-y associados a malaria grave ndo
cerebral (Prakash et al., 2006). Neste estudo, a severidade da doenca era independente da
parasitemia, sexo ou idade (Prakash et al., 2006).

Por outro lado, tem-se discutido o papel dos toll-like receptor (TLR) como iniciadores do
processo pro-inflamatério, havendo autores que sugerem que TLR9 e MyD88 sao
essenciais para iniciar as respostas da IL-12 e IFN-y e favorecem a hiper-resposta do
hospedeiro aos agonistas dos TLR, resultando na hiperproducéo de citocinas e nos sintomas
sepsis-like da malaria aguda (Franklin et al., 2009).

Em resumo, a contribuicdo das citocinas na malaria grave incluem a supra-regulacdo da
expressdo de receptores do endotélio e a sua redistribuicdo na superficie endotelial,
disturbios fisicos do hospedeiro, como a febre alta, a supra-regulacéo da producéo de éxido
nitrico, que podera causar dano local no sitio da sequestracdo e a supressdo da producédo de
eritrocitos na medula éssea (Chen et al., 2000).

O sistema complemento, serve como activador da imunidade inata, sendo componente
central neste tipo de resposta e desempenha um papel critico na neutralizacio do parasita. E
activado maioritariamente pelas vias classica, alternativa e a das lectinas, que convergem
no C3, resultando na geracdo de produtos de activacdo C3a, C5a, C3b e o complexo
terminal de ataque a membrana [MAC (C5b-C9)]. Existem outras vias de activacdo do
complemento independentes do C3: a via mediada pela trombina, em que a trombina
funciona como C5 convertase (Humer-Lang et al.,2006) e a possibilidade de neutréfilos e
macrofagos activados secretarem serina proteases capazes de clivar o componente C5

(Humer-Lang et al.,2002). Foram descritos niveis aumentos de Clrs-Clinh em infeccdes
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experimentais por P. falciparum, dando suporte a um possivel papel da via classica na
malaria (Roestenberg et al., 2007). Também se observou a supra-regulacdo de C1lq nas
placentas de primiparas infectadas com P. falciparum (Muehlenbachs et al., 2007). A
medida que P. falciparum se desenvolve em formas maduras de trofozoitos, a superficie
dos eritrdcitos infectados torna-se propicia para a activacao espontanea de C3 (Silver et al.,
2010). A activacdo adicional da via alternativa é feita pela hematina (Kaca, Roth, 1995),
que resulta da hemdlise dos eritrdcitos induzidos por P. falciparum, e através do factor D
derivado das plaquetas nos locais de lesdo endotelial (Peerschke et al.,2008).

Outras formas de activacdo do complemento na maléaria continuam em estudo,
nomeadamente o papel dos Toll-like receptor (TLR) e do mannose-binding lectin (MBL)
(Silver et al., 2010).

A activacdo excessiva do sistema complemento tem o potencial de mediar a patogénese da
doenca, contribuindo para a inflamagdo sistemica, a activacdo endotelial e para um
blogueio da microvasculatura, estando todos associados a disfuncéo de 6rgéos associados a
malaria (Rogerson et al., 2007; Schofield, 2007)

Os polimorfismos nos genes do hospedeiro, como aqueles que codificam o IFN-y, factores
reguladores dos interferdes, TNF-a, IL-10 e IL-4, foram associados a maior
susceptibilidade a doenca (Langhorne et al., 2008).

Assim, o prognéstico de uma infeccéo por P. falciparum podera depender de um equilibrio
estreito entre a inducdo apropriada ou inapropriada dos factores reguladores imunes,
necessitando de mais estudos para a sua compreensao.

A reversao dos efeitos deletérios do excesso de producdo de citocinas poderd, no futuro, ter

um efeito importante no tratamento da malaria grave.

1.6. Medidas de controlo da malaria

O controlo vectorial € a principal forma de reducdo da transmissdo da malaria ao nivel da

comunidade, sendo a Unica intervencdo capaz de reduzir a transmissdo da maléria de niveis
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altos a quase zero (OMS, 2011). Existem duas formas efectivas de controlo vectorial, que
sdo, 0 uso de mosquiteiros tratados com insecticidas e a pulverizacdo do interior das
habitagdes com insecticidas. A OMS recomenda a utilizagdo de ambos como medidas de
proteccdo de todos os individuos em risco de contrair malaria (OMS, 2011). O sucesso
desta estratégia de controlo da malaria dependera de uma alta e sustentada taxa de cobertura
das redes mosquiteiras e dos insecticidas, do tempo adequado das pulverizacdes (que
devera ocorrer antes do inicio do periodo de transmissdo da doenca) e da susceptibilidade
continua dos vectores aos insecticidas usados (Crawley et al., 2010).

O numero de mosquiteiros impregnados com insecticidas fornecidos a paises com malaria
endémica na Africa subsaariana aumentou de 88,5 milhdes em 2009 para 145 milhes em
2010 (OMS 2011). No entanto, 45 paises (27 das quais na Africa Subsaariana)
identificaram resisténcias a pelo menos uma das quatro classes de insecticidas usados no
controlo da malaria (OMS, 2011). O aumento das resisténcias aos insecticidas pelos
vectores da malaria, particularmente aos piretroides, que € o insecticida usado para tratar as
redes mosquiteiras, pde um sério problema a pulverizacdo residual do interior das
habitacdes e os programas das redes mosquiteiras tratadas com insecticida, enquanto a
resisténcia cruzada entre as quatro classes de insecticidas recomendadas para a
pulverizacdo dos interiores estdo bem reconhecidos (Greenwood et al., 2010). O
desenvolvimento de insecticidas pertencendo a classes diferentes, € uma prioridade da
salide publica. Outra das dificuldades no controlo de infec¢Bes cronicas por malaria é a
existéncia de picos flutuantes de parasitemia ao longo do tempo, chamadas de
recrudescéncia, com o aparecimento de diferentes antigénios do parasita e que constitui
uma das suas estratégias de sobrevivéncia (Chen et al., 2000). O parasita da malaria desafia
0 sistema imunitario em pelo menos duas formas: através da recombinacdo genética no
mosquito e através da existéncia de varias familias de genes com variabilidade (a familia
var, a familia rosettin/rif e a familia Pf60) no genoma do parasita (Chen et al., 2000).

A busca por uma vacina contra a malaria continua em curso. Ap6s 30 anos da primeira
demonstracdo da primeira vacina contra a malaria, o seu uso efectivo como parte de um
programa nacional de controlo da malaria continua a ser uma meta ilusoria (Crawley et al.,

2010). Até recentemente, as estratégias de desenvolvimento das vacinas tinham como
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objectivo a prevencdo da doenca. Actualmente, e dada a reducdo substancial dos casos de
maléria reportados em zonas endémicas, a grande énfase deverd ser colocada no
desenvolvimento de vacinas que interrompam a transmissédo (Crawley et al., 2010).

As vacinas pré-eritrocitarias bloqueiam a entrada dos esporozoitos no hepatécito ou
destroem os hepat6citos infectados, prevenindo assim as formas clinicas de doenga. As
vacinas contra as fases sanguineas assexuadas patogénicas do Plasmodium spp. sdo
desenhadas com o objectivo principal de prevenir a doenca clinica (Crawley et al., 2010).
Os polimorfismos das proteinas de superficie de P. falciparum e a variabilidade nos
caminhos da invasdo do parasita, levam a pensar que a produgdo de vacinas contra fases
sanguineas de malaria nesta espécie sera um verdadeiro desafio (Crawley et al., 2010). As
vacinas que bloqueiam a transmissdo da doenca ndo estdo concebidas para proteger 0s
individuos vacinados de contrair malaria, mas para reduzir o nimero de vectores infeciosos
e a populacdo de parasitas circulantes. Trabalhos mais recentes tém como alvo 0s
antigenios no intestino médio ou saliva do mosquito que facilitam a invasdo do parasita no
vector e no hospedeiro, respectivamente (Dinglasan et al., 2008).

Existe um interesse crescente no desenvolvimento de vacinas contra diferentes alvos nos
varios estagios do ciclo de vida do parasita e contra multiplos antigénios, que podera
conferir maior proteccdo do que as vacinas que se baseiam em antigénios unicos e evitar a

faléncia causada pela variabilidade holomdrfica de populacdes parasitarias (Butler, 2009).

1.7. Diagnéstico laboratorial da malaria — limitagdes e abordagens

O diagnostico precoce e tratamento da malaria € essencial para a reducdo da doenca,
prevencdo da morte e para a prevencado de resisténcias (OMS,2011; Wongsrichanalai et al.,
2007). O diagnéstico clinico é impreciso, mas continua a ser a base da terapéutica para a
maioria de doentes febris com malaria em areas endémicas, onde o suporte laboratorial
frequentemente ndo esta disponivel (Wongsrichanalai et al., 2007). No entanto, o

diagndstico clinico apresenta uma grande limitacdo, pela sobreposicdo dos sintomas de
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malaria com outras doencas tropicais, 0 que leva muitas vezes a um uso indiscriminado de
antimalaricos (Wongsrichanalai et al., 2007).

O diagnostico definitivo da maléria é estabelecido pela demonstracdo do parasita no sangue
periférico. Desde a introducdo por Gustav Giemsa em 1904 da mistura de azul de metileno
e eosina, 0 exame microscopico de esfregacos corados com Giemsa tem sido utilizado
como teste padrdo no diagnéstico da malaria (Wongsrichanalai et al., 2007). Devem ser
examinados esfregacos em gota fina e em gota espessa. A gota espessa permite um
diagndstico réapido. A gota fina permite a identificacdo do parasita, a contagem de
eritrécitos infectados e é Gtil no seguimento da resposta ao tratamento. O diagndstico sé
deve ser excluido apds um minimo de trés pesquisas negativas, com intervalo de 12 horas,
na suspeita de malaria. Trata-se de um meétodo relativamente barato, necessitando, no
entanto, de treino dos microscopistas, manutencdo das infraestruturas e controlo de
qualidade (Moody, 2002; OMS, 2011). Podera existir uma grande variabilidade no
diagnostico da doenca, entre diferentes laboratorios e técnicos, com a utilizagdo deste
método, pelo que é necessario insistir no treino de microscopistas, principalmente nos
paises em vias de desenvolvimento. A existéncia de falsos positivos e falsos negativos é
frequente, tendo muito a ver com a preparacdo das laminas e com a propria densidade
parasitaria (Moody, 2002; Wongsrichanalai et al., 2007). Outra desvantagem da gota
espessa € a hemolise dos eritrocitos durante a fase da coloracao.

No que diz respeito a P. knowlesi é importante referir que os estadios de trofozoitos, de
esquizonte e de gametdcitos, sdo morfologicamente indistinguiveis da infec¢do por P.
malariae pela microscopia (Singh et al., 2004).

Nos ultimos 50 anos, foram sendo pesquisados métodos alternativos de diagnostico da
malaria, como por exemplo a deteccdo de anticorpos da maléaria através da
imunofluorescéncia indirecta (IFA) e do imunoensaio enzimatico (ELISA) (Lima et
al.,2011). A deteccdo de anticorpos ndo parece ter grande valor em termos de diagnostico
na malaria aguda (Trampuz et al., 2003; Lima et al.,2011). E usada fundamentalmente em
estudos epidemioldgicos. Mais tarde, foram desenvolvidos métodos para a deteccdo de
antigénios da malaria, sendo o mais significativo a imunocromatomagrafia, que é a base

dos testes de diagndstico rapido comerciais disponiveis actualmente. Também estdo

28


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wongsrichanalai%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wongsrichanalai%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wongsrichanalai%20C%22%5BAuthor%5D

disponiveis métodos moleculares, nomeadamente as provas de ADN e métodos para a
deteccdo do parasita através da fluorescéncia (Wongsrichanalai et al., 2007). Testes
baseados na PCR para o genoma especifico da espécie Plasmodium spp. sdo mais sensiveis
e especificos que outros testes e tém como vantagem a deteccdo de menos de cinco
parasitas/uL, o diagnostico de infeccbes mistas por malaria, a deteccdo de casos
assintomaticos e a triagem de dadores de sangue (Barker et al., 1994; Kitchen e Chiodini,
2006). A PCR em tempo real é uma técnica eficiente quando aplicada a um nimero grande
de amostras, com altos de niveis de sensibilidade e especificidade, quando comparado com
a microscopia e permite obter resultados mais rapidos que a PCR convencional (Lima et
al.,2011; Swan et al., 2005).

Os testes rapidos permitem a deteccdo de antigénios de malaria em pequenas quantidades
de sangue, usualmente 5-15uL. S&o faceis de executar e apresentam sensibilidade e
especificidade elevadas, o que tem permitido o aumento da sua utilizagdo principalmente
em paises em vias de desenvolvimento (OMS, 2010). Foi estipulado que estes testes devem
ter a capacidade de detectar 100 parasitas/pL de todos os Plasmodium spp. e a possibilidade
de efectuar medi¢cdes semi-quantitativas para monitorizacdo do resultado dos tratamentos e
deverdo ser comparados contra metodos aceites como testes padrdo (Moody, 2002). A
maioria dos testes utilizados detecta, apenas, P. falciparum (Wongsrichanalai et al., 2007).
Devera ter-se em atencdo as condi¢cGes ambientais, dos locais onde os diferentes testes
rapidos poderdo ser utilizados, ja que existem algumas condic6es técnicas que deverdo ser
respeitadas, nomeadamente a temperatura ou a humidade, jA& que podem ser causa de
resultados falso-negativos (OMS, 2010).
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1.8. Terapéutica da malaria

A escolha do antimalarico depende da espécie de Plasmodium suspeito ou confirmado, da
gravidade do quadro clinico, do padréo de resisténcia da area onde a infeccdo foi adquirida
e da realizacdo de quimioprofilaxia ou tratamentos anteriores.

O tratamento da malaria ndo complicada tem trés objectivos. O primeiro € a cura da
infeccdo, jA que a previne a progressdo para a doenca grave e a morbilidade adicional
associada a faléncia do tratamento. O segundo objectivo, é a prevencdo do desenvolvimento
de resisténcias e o terceiro € a reducdo da transmissdo da doenca (Crawley et al., 2010).

A base do tratamento da malaria ndo complicada por P. falciparum sdo as combinagdes dos
derivados da artemisinina (ACT), como pode ser observado na tabela 3, nomeadamente
artemeter mais lumefantrina, artesunato mais amodiaquina, artesunato mais mefloquina e
artesunato mais sulfadoxina-pirimetamina (OMS, 2010). A artemisinina e os seus derivados
ndo deverdo ser usados em monoterapia (OMS,2010). A segunda linha para o tratamento da
malaria ndo complicada sdo os ACT conhecidos como sendo efectivos na regido, artesunato
mais tetraciclina ou doxiciclina ou clindamicina durante sete dias, ou ainda quinino mais
tetraciclina ou doxiciclina ou clindamicina durante sete dias. Os ACT sdo geralmente bem
tolerados. E importante ter em conta que a tetraciclina ou a doxicilina s6 deverdo ser
utilizados em criangas com mais de oito anos de idade. A sulfadoxina-pirimetamina devera
ser evitada nas primeiras semanas de vida, porque desloca de uma forma competitiva a
bilirrubina, podendo agravar a hiperbilirrubinémia. Finalmente, a primaquina também
devera ser evitada no primeiro més de vida.

Na malaria grave, e tendo em conta que a maior parte das mortes ocorrem nas primeiras
24h (Newton, Krishna, 1998), ainda antes dos doentes poderem beneficiar do efeito total da
terapéutica com quinino, torna-se necessario uma terapéutica de suporte eficaz, que permita
o tratamento das complicacBes (Maitland e Marsh, 2004). Uma avaliacdo répida e
estruturada das fungdes cardiopulmonar e neurolégica é de suma importancia antes do
tratamento da malaria grave. As terapéuticas de suporte incluem a administracdo de fluidos

endovenosos, o tratamento da hipoglicemia, da hiperpirexia e das convulsées e, na malaria
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cerebral, a prevencdo da aspiragdo através da introducdo da sonda nasogastrica e da
aspiracao de secre¢des (OMS, 2000; Miller et al., 2002).

Apds uma rapida avaliagdo e confirmagdo do diagndstico, deve-se iniciar o tratamento com
doses totais de antimalédricos parentéricos, nomeadamente em criancas com artesunato
endovenoso ou intramuscular, quinino ou artemeter. O artemeter devera ser usado apenas se
ndo houver outra alternativa, ja que a sua absorcdo podera ser erratica (OMS, 2010). O
tratamento devera ser completado com artemeter mais lumefantrina, artesunato mais
amodiaquina, dihidroartemisinina mais piperaquina, artesunato mais sulfadoxina-
pirimetamina, artesunato mais clindamicina ou doxiciclina (acima dos oito anos) ou
quinino mais clindamicina ou doxiciclina (OMS, 2010), como pode ser observado na tabela
4,

Nos casos muito graves com hiperparasitemia é licito considerar a possibilidade de
realizacdo de exsanguineo-transfusdo de acordo com alguns critérios (SIP, 2006). O efeito
benéfico da exsanguineo-transfusdo pode ser interpretado como resultando da substituicao
de eritrocitos ndo deformaveis por outros deformaveis (Dondorp et al., 2000).

O tratamento de escolha da malaria por P. vivax é feito com cloroquina durante trés dias
(numa dose total de 25 mg/kg), combinado com primaquina durante 14 dias (0.25
mg/kg/dia), nas infecgdes sensiveis a cloroquina. Os ACT combinados com primaquina sao
utilizados na maléria por P. vivax resistente a cloroquina (OMS, 2010). O tratamento dos
casos graves de malaria por P. vivax devera ser feito da mesma forma que na malaria por P.
falciparum. As infeccBes causadas por P. ovale e P. malariae sdo geralmente consideradas

sensiveis a clorogquina (OMS, 2010).
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complicada

Farmaco

Dose e nUmero de tomas

12 linha

Artemeter + lumefantrina

1.7/12 mg/kg/dose de artemeter e

lumefantrina, 2id, 3 dias

Artesunato+ amodiaquina

4 mg/kg/dia de artesunato e 10
mg/kg/dia de amodiaquina, lid, 3 dias

Artesunato+ mefloquina

4 mg/kg/dia de artesunato, lid, 3 dias e
25 mg/kg de mefloquina, que podera ser
divido em 2 dias em 15mg/kg e
10mg/kg ou em 3 dias com 8.3
mg/kg/dia, 1id, 3 dias

Artesunato+sulfadoxina-

4 mg/kg/dia de artesunato, lid, 3 dias e

pirimetamina uma administracdo Unica de 25/1.25
mg/kg sulfadoxina-pirimetamina em D1

22 linha

Artesunato+ tetraciclina ou | Artesunato (2 mg/kg, lid)

doxiciclina ou clindamicina

Tetraciclina (4 mg/kg, 6/6h)

Doxiciclina (3.5 mg/Kkg, 1id)
Clindamicina (10 mg/kg, 2id)
Tempo de tratamento: 7 dias

Quinino + tetraciclina ou doxiciclina | Tetraciclina (4 mg/kg, 6/6h)

ou clindamicina Doxiciclina (3.5 mg/Kkg, 1lid)

Clindamicina (10 mg/kg, 2id)

Tempo de tratamento: 7 dias

Tabela 3: Farmacos utilizados no tratamento da malaria por Plasmodium falciparum néo
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O melhor tratamento para as infecgdes por P. knowlesi ainda ndo é conhecido (William et
al., 2011). Tem-se utilizado a cloroquina e 0 quinino no seu tratamento, com bons
resultados (William et al., 2011). A eficacia dos ACT no tratamento da malaria por P.
knowlesi é desconhecida (William et al., 2011). Dado que P. knowlesi sofre replicacdo a
cada 24 horas, métodos rapidos de diagndstico e uma intervencdo atempada sdo essenciais.
Na auséncia de testes diagndsticos de rotina para malaria por P. knowlesi, recomenda-se
que doentes que vivam ou viajem para 0 Sudeste Asiatico que estejam doentes, com
hiperparasitemia por “P. malariae”, diagnosticada por microscopia, devam receber
terapéutica intensiva apropriada, semelhante para a maléria grave por P. falciparum (Cox-
Singh et al., 2008).

Tabela 4: Farmacos utilizados no tratamento da malaria grave por Plasmodium falciparum

Farmaco Dose e nimero de tomas

Artesunato 2.4 mg/kg por via endovenosa ou
intramuscular na admissdo e depois as
12h e as 24 h ap6s a admissao, seguido
de uma dose diaria nos restantes dias de

tratamento

Quinino 20 mg do sal’lkg na admissdo por via
endovenosa ou dividido em duas doses
por via intramuscular, seguido de 10

mg/kg cada 8 h

Artemeter 3.2 mg/kg por via intramuscular na

admissdo e depois 1.6 mg/kg/dia)

Nota: O tratamento devera ser completado com artemeter +lumefantrina, artesunato +
amodiaquina, dihidroartemisinina  +piperaquina, artesunato + sulfadoxina-
pirimetamina, artesunato +clindamicina ou doxiciclina ou quinino + clindamicina ou

doxiciclina
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1.9. Resisténcia aos antimalaricos

A resisténcia aos antimalaricos continua a ser um problema global. A resisténcia a
cloroquina e a sulfadoxina-pirimetamina originada na fronteira entre a Tailandia e o
Camboja e que se expandiu subsequentemente para a restante Asia, Africa e América do
Sul foi responsavel por milhdes de mortes (Crawley et al., 2010). Perante esta realidade e
com a introducdo e o desenvolvimento dos ACT no Ocidente, a OMS passou a recomendar
0s ACT no tratamento de malaria ndo complicada por P. falciparum, o que permitiu
aumentar a eficacia do tratamento da doenca e o atraso no aparecimento de resisténcias pela
eliminacéo rapida das formas assexuadas do parasita, responsaveis pela fase sintomatica da
doenca, mas também pela reducdo dos gametdcitos, responsaveis pela sua transmisséo
(OMS, 2010; Lin et al., 2010). Actualmente, os ACT tém sido utilizados em quase todo o
mundo, estando aprovados em esquemas terapéuticos de primeira ou segunda linha em 86
paises (Hamed e Grueninger, 2012).

Foram identificados marcadores moleculares de resisténcia de P. falciparum a cloroquina,
sulfadoxina-pirimetamina, atovaquona-proguanil e em menor grau para outros
antimalaricos. Para a cloroquina e sulfadoxina-pirimetamina, estes envolvem
polimorfismos unicos de nucledtidos em genes que codificam uma proteina transportadora
vacuolar de membrana e enzimas envolvidas na sintese do folato respectivamente (Lin et
al., 2010). Verificou-se que doentes com aumento do nimero de coOpias de pfmdrl (P.
falciparum multidrug-resistance gene 1) que codifica Pfghl, uma pretensa bomba
transportadora, apresentavam repostas reduzidas a mefloquina, quinino, lumefantrina, e
combinacgdes de ACT que continham estas drogas (Picot et al.,2009; Lim et al.,2009).

Mais recentemente, a resisténcia de P. falciparum aos ACT foi confirmada, novamente, na
fronteira entre o Camboja e a Tailandia em 2009, suspeitando-se a sua existéncia em
Myanmar e Vietnam (OMS, 2011). No entanto, continuam altamente efectivos em quase
todos os paises, havendo recomendacgdes claras da OMS para a sua correcta utilizacédo,
nomeadamente a sua ndo utilizagdo em monoterapia entre outras medidas, para a prevencao

das resisténcias a esta classe de drogas (OMS, 2011).
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N&o existem neste momento marcadores moleculares estabelecidos de resisténcia a
artemisinina, ao contrario do que acontece com a cloroquina, sulfadoxina-pirimetamina ou
atovaquona-proguanil, pelo que devera manter-se um programa de vigilancia a eficacia
terapéutica dos ACT, através da medicdo periddica de taxas de eliminacdo do parasita por
exemplo (Lin et al., 2010; Hamed e Grueninger, 2012).

No que diz respeito a P. vivax, a sua resisténcia a cloroquina esta bem estabelecida na
Indonésia e esta a emergir em outras zonas da regido Asia-Pacifico e na América do Sul
(Crawley et al., 2010). N&o existe, até este momento, evidéncia consistente que ligue

determinados polimorfismos de qualquer gene a resisténcia a P. Vivax ( Baird, 2009).
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I1. JUSTIFICACAO E OBJECTIVOS

2.1 Local do estudo

Este estudo teve lugar no Hospital Sdo José de Bor, situado na vila de Bor, a quatro
quilémetros de Bissau. A Guiné-Bissau é um pequeno pais com 36.125Km? situado na
Costa Ocidental de Africa, limitada a Norte pela RepUblica do Senegal, a Leste e Sul pela
Republica da Guiné-Conakry e a Oeste pelo oceano atlantico. O Pais € constituido por uma
parte continental e outra insular que engloba o arquipélago dos Bijagds composto por cerca
de 80 ilhas e ilhéus, dos quais somente 20 s&o habitadas (Instituto Nacional de Estatistica
da Guine-Bissau-INE, 2011). O clima é tropical humido, com uma temperatura média anual
de 27° C e humidade média anual de 67%, com duas esta¢des: a das chuvas que decorre de
Junho a Outubro e a estacdo seca durante os restantes meses do ano. A populacdo da Guiné-
Bissau é de 1.520.830 habitantes, 49,4% das quais entre os zero e 0s 17 anos (INE-Guiné-
Bissau, 2011). O pais ocupa 0 176° lugar do indice de Desenvolvimento Humano elaborado
pelo Programa das Nacgdes Unidas para o Desenvolvimento (PNUD, 2011), com uma
esperanca média de vida a nascenca de 48.1 anos (PNUD, 2011) e uma incidéncia de
pobreza extrema de 33% (Inquérito Ligeiro para Avaliacdo da Pobreza 2, 2010). A
mortalidade de criancas com menos de cinco anos de idade é das mais altas do mundo,
193/1000 nados-vivos (UNICEF, 2011). Outros indicadores de saude podem ser

observados na tabela 5.

36



Tabela 5: Alguns indicadores do estado de satde e nutricdo na Guiné-Bissau.

INDICADORES NUMEROS
Taxa de mortalidade infantil em 2010 92
Taxa de mortalidade neonatal em 2010 40
Produto interno bruto per capita (US$) 540
Percentagem de criancas com baixo 11

peso a nascenca (2006-2010%)

Percentagem de criangas com menos de 18
cinco anos com baixo peso moderado
ou grave (2006-2010) (OMS)

Percentagem da populacdo com acesso 61

a agua potavel em 2008

Percentagem da populacdo com 21
saneamento basico adequado em 2008
Malaria 2006-2010, percentagem de 36

criancas com menos de cinco anos

dormindo sob redes mosquiteiras
tratadas com insecticidas
Malaria 2006-2010, percentagem de 51

criangas com menos de cinco anos com

febre que recebem tratamento com

antimalaricos

Fonte: UNICEF.

Disponivel em: http://www.unicef.org/infobycountry/guineabissau_statistics.html

A maléaria é endémica na Guiné-Bissau, sendo responsavel por 10% das mortes na
populacdo geral (OMS, 2002) e 21 % das mortes em criancas com menos de cinco anos

(OMS, 2006). A distribuicdo da malaria na Guiné-Bissau pode ser observada na figura 3.
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Estdo descritos casos de malaria ao longo de todo o ano neste pais (Rodrigues et al.,2008),
mas parece haver uma predominéncia de casos nos meses das chuvas (Junho a Outubro).
A prevaléncia de malaria num estudo de Rodrigues et al. de 2008, em consultas externas de

criancas com idades entre um més e os cinco anos em Bissau, era de 13%.

I:l Water

[ P talciparumiree

| ] PmPl<0d%

B - PPR,, =5%
Bl G- PR, < 40%
- PIPR..,, > 40%

Figura 3: Distribuicdo espacial dos casos de malaria causados por Plasmodium falciparum
no ano de 2010 na Guiné-Bissau. Representacdo estratificada por classe de endemicidade.

http://www.map.ox.ac.uk/browse-resources/endemicity/Pf_classs§GNB
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2.2 OBJECTIVOS

A maléria é uma doenga com importéncia global, que continua, nos dias de hoje, a ser
responsavel por uma grande morbilidade e mortalidade, sobretudo na Africa Subsaariana,
atingindo predominantemente criancas. E, ainda, responsavel por perdas economicas
importantes, que contribuem para a manutencdo do ciclo de pobreza e subdesenvolvimento
que afecta grande parte dos paises africanos.

Dos doentes infectados, apenas um pequeno grupo desenvolve doenca grave, que os coloca
em risco de vida, sendo os restantes casos assintomaticos ou com pouca gravidade.

Os mecanismos que determinam a progressdo para doenca grave em determinadas pessoas
e a sua forma de apresentagcdo em cada individuo continuam por explicar, existindo cada
vez mais dados que atribuem importancia primordial ao papel dos mediadores inflamatorios
na fisiopatologia da malaria grave. No entanto, continuam a existir poucos estudos que
envolvam doentes em idade pediatrica, o que justifica a necessidade de mais trabalhos e
mais investigacdo sobre este tema neste grupo etario. Tendo em conta estes pressupostos,

0s objectivos deste trabalho foram:

Objectivo Geral:

Estudar o perfil de mediadores pro-inflamatérios como possiveis factores preditivos de

malaria grave, definida pelos critérios da OMS, em criangas.

Objectivos Especificos:

1. Determinar os niveis de anticorpos totais anti-Plasmodium spp. e anticorpos IgG e IgM
especificos para P. falciparum;
2. Caracterizar o perfil de resposta imune do tipo Thl versus Th2 baseado na pesquisa de

anticorpos anti-P. falciparum do tipo 19gG1, 1gG3, 1gG4 e IgE;
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Determinar os niveis de citocinas pro-inflamatorias IFN-y ¢ TNF-o. em amostras de
soros de criangas com maléria grave;

Determinar os niveis de 0xido nitrico em amostras de soros de criangas com malaria
grave;

Estudar o processo de ativagdo do sistema complemento na maléria grave em criangas,

pela determinacdo dos niveis de anafilatoxina C5a e proteina C reactiva (CRP).
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I11. MATERIAL E METODOS

3.1. Populagéo a estudar

Criancas dos zero aos 16 anos, com sintomas de malaria grave ou maléria com necessidade
de internamento por intolerancia da via oral, observadas nas consultas de pediatria do
Hospital Sdo José de Bor. Por se tratar de um estudo piloto e exploratério, o célculo
estatistico do tamanho da amostra ndo foi estabelecido, fazendo parte desta, todas as
criancas observadas que reuniram os critérios de inclusdo durante os meses de Junho e

Julho de 2011 (com um periodo total de cerca de trinta dias).

3.2. Caracterizacéo do processo de amostragem

Foram recrutadas para este estudo, ap0s consentimento informado escrito dos pais ou
adulto acompanhante, criangas entre os zero e os 16 anos admitidos nas consultas de
pediatria, com sintomas de malaria grave e com os critérios de inclusdo abaixo indicados e
com microscopia Optica positiva para malaria. As criancas foram seguidas durante o
internamento pelo médico investigador e pela equipa médica e de enfermagem do Hospital
S50 José de Bor. O estudo foi aprovado pelo Comité Nacional de Etica na Sadde da Guiné-
Bissau e pelo Comité de Etica do Instituto de Higiene e Medicina Tropical (IHMT).

Os critérios de inclusdo foram os seguintes: (1) admissdo nas consultas de pediatria do
Hospital Sdo José de Bor durante os meses de Junho e Julho de 2011; (2) com diagndstico
clinico de maléria grave, incluindo a forma cerebral, ou maldria com necessidade de
internamento por intolerancia da via oral; (3) idade entre os zero e os 16 anos; (4) e
presenca de exame microscopico positivo para Plasmodium spp. O diagndstico de maléaria
grave foi feito pela a avaliacdo clinica, avaliada pelo investigador ou por outro médico de
Servico que recrutava a crianga, com base nos critérios da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (OMS, 2000);
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Por outro lado, os critérios de exclusdo foram os seguintes: (1) criancas com diarreia e
desidratacdo grave, (2) desnutricdo grave, (3) pneumonia, (4) meningite, (5) encefalite, (6)
tuberculose, (7) infeccdo VIH conhecida e (8) aquelas em que ndo Se conseguiu o
consentimento por parte dos pais ou adulto responsavel (Tabela 6).

Foram vérios os factores que condicionaram o recrutamento dos doentes para o estudo,
nomeadamente: o horario diario disponibilizado pelo Laboratério Nacional de Saude
Publica (cerca de duas e meia) para a realizagdo da avaliacdo analitica e posterior
armazenamento das amostras no Projecto de Salde de Bandim; a distancia entre o Hospital
Sé&o José de Bor e 0 Laboratério Nacional de Satde publica.

Tabela 6: Critérios de inclusdo e exclus@o para o recrutamento dos pacientes no estudo.

Critérios de inclusdo Critérios de exclusao

Admissdo nas consultas de pediatria | Criancas com diarreia e desidratacao
do Hospital Sdo José de Bor durante | grave

0s meses de Junho e Julho de 2011;

Diagnostico clinico de malaria grave | Desnutricdo grave
ou maléria com necessidade de
internamento por intolerancia da via

oral

Idade entre os zero e 0s 16 anos Pneumonia

Exame microscopico positivo para | Meningite

Plasmodium

Encefalite

Tuberculose

Infeccdo VIH conhecida

Auséncia de consentimento informado
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3.3. Obtencdo dos dados clinicos

3.3.1 Definicéo das variaveis

A avaliacdo do estado de consciéncia determinou-se pela Escala de Coma de Blantyre
(Molyneux et al., 1989), que € uma modificacdo da escala de coma de Glasgow. Nesta
escala, a pontuacdo maxima obtida é de cinco, sendo indicador de alteracdo do estado de
consciéncia um valor inferior a cinco e de coma profundo um valor igual ou inferior a dois.
A prostracdo foi definida como a incapacidade da crianga se manter sentada sem apoio
(OMS, 2000).

O diagnostico de anemia grave definiu-se pela presenca de hemoglobina inferior a 5,0g/dl,
anemia moderada, com uma hemoglobina igual ou superior a 5,0g/dl e menor ou igual a
7,9g/dl; anemia ligeira com valores de hemoglobina entre 8,0g/dl e 10,9g/dl e sem anemia,
hemoglobina superior ou igual a 11,0g/dl (Varandas et al., 2000).

A dificuldade respiratoria foi definida pela presenca de dispneia moderada (tiragem infra e
intercostal), dispneia grave (adejo nasal, tiragem global, polipneia, uso dos mudsculos
acessorios da respiracdo e cianose) ou respiracdo acidotica (respiracdo pausada e profunda)
(OMS, 2000; Varandas, 2001).

O diagnostico final de malaria cerebral fundamentou-se na duracdo do estado de coma,
igual ou superior a seis horas, sem se identificarem outras causas para 0 mesmo.

Outras formas de malaria grave foram diagnosticadas com base na presenca de, pelo
menos, uma das manifestac6es clinicas propostas pela OMS (OMS, 2000). Considerou-se
como febre, uma temperatura axilar superior a 37,5°C.

Fala-se de “episoddio convulsivo observado” quando testemunhado pelo pessoal de salde na
urgéncia. A classificacdo da coloracdo das conjuntivas em coradas ou descoradas foi
efectuada pelo médico de servico.

Os sinais ou sintomas, antes da admissdo, foram classificados em presentes, ausentes ou
desconhecidos, com base no questionario efectuado aos pais ou acompanhante e a sua
duracdo quantificada em dias. O tempo decorrido desde a Ultima refeicdo ingerida pela

crianga antes da admisséo foi quantificado em horas.
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Para a determinacdo do peso das criancas foi utilizada uma balanca digital com graduagéo
de 1000g, com precisdo de 100g e capacidade de 150 kg. As criangas foram pesadas
vestindo roupas leves e descalgas, permanecendo em ortostatismo no centro da balanca,
com os bragos esticados ao lado do corpo e sem se movimentar (OMS, 1995).

A escolaridade da mae foi classificada de zero a treze, em fungdo dos anos escolares
completos, sendo a classe treze atribuida a todas as mdes com qualquer nivel de
escolaridade superior ao 12° ano.

No que diz respeito a habitacdo, o nimero de divisGes da casa ndo incluiu a cozinha e a
casa de banho. Considerou-se que havia agua canalizada em casa, ainda que existisse
somente num dos compartimentos da mesma.

Quando ocorreu administracdo prévia de medicagédo tradicional ndo se especificou qual o

tipo de produto usado.

3.3.2 Formulario de recolha de dados

Para a recolha de dados usou-se um formulario no momento da admisséo. O formulario
incluia quatro componentes: (1) dados extraidos de registos efectuados em ambulatério
(cartdo de saude infantil); (2) dados obtidos pela entrevista dos pais ou acompanhante (3)
dados de testes laboratoriais e (4) dados de identificacdo do ensaio para todos o0s

formularios.

3.4. Obtencao dos dados laboratoriais

Apo6s colheita de quatro mililitros de sangue para tubos com heparina, feita pelos
enfermeiros na admissdo dos doentes, os procedimentos laboratoriais foram efectuados pelo
técnico do laboratorio do Hospital Sdo José de Bor, onde foi avaliada a parasitemia em gota
espessa de sangue periférico, corado pelo método de Giemsa, e pelos técnicos do
Laboratorio de Hematologia e Patologia Clinica do Laboratério Nacional de Saude Publica

da Guiné-Bissau, onde foram feitos 0 hemograma, o doseamento da glicemia e creatinina
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sérica. O hemograma foi obtido através do equipamento Orphee Mythic 18 Hematology
Analyzer (Diamond Diagnostics, EUA) .

Cada amostra foi examinada em cem campos microscopicos, com um aumento de
oitocentas vezes, correspondendo a um volume de sangue cerca de 0,25 mm3. A densidade
de formas assexuadas de P. falciparum foi expressa de forma semi-quantitativa pelo
sistema de cruzes na avaliagdo microscopica no Hospital de Bor, sendo: (+) um
parasita/campo; (++) de dois a vinte parasitas/campo; (+++) de vinte e um a duzentos
parasitas/campo; (++++) superior a duzentos parasitas/campo.

3.5. Tratamento, monitorizacao e critérios de alta

Todas as criangas receberam tratamento antimalarico, segundo o protocolo em vigor no
Hospital Sdo Jose de Bor. O esquema de tratamento antimalarico consistiu na
administracdo de quinino intravenoso numa dose inicial de 20 mg/Kg, seguido de 10
mg/Kg, cada oito horas, num minimo de cinco doses de quinino, seguido de terapéutica oral
com derivados de artimisinina. A terapéutica antimalarica com quinino foi complementada
com utilizacdo de clindamicina 10 mg/Kg, duas vezes por dia em trés doentes e em um
doente também foi utilizado doxiciclina 3,5 mg/kg uma vez por dia.

O tratamento de suporte, com glicose, sangue, antipiréticos ou antibioticos foi administrado
sempre que considerado necessario pelo médico assistente.

A monitorizacdo durante o internamento incluiu a avaliacdo do estado de consciéncia, pela
escala de coma de Blantyre, temperatura axilar, hemoglobina, densidade parasitaria,
terapéutica efectuada e registo de complicacdes.

Os critérios de alta foram os seguintes: (1) auséncia de coma, (2) capacidade de se
alimentar pela boca, (3) auséncia de febre no minimo durante 24 horas e (4) esquema de

tratamento completo.
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3.6. Tratamento e conservacgdo das amostras

O armazenamento das aliquotas de sangue para o estudo foi realizado em tubo fechado,
com identificacdo igual a constante no questionario correspondente, a -80°C no Projecto de
Saude de Bandim em Bissau, tendo sido transportado por avido em contentor refrigerado
para o Instituto de Higiene e Medicina Tropical, onde ficaram armazenados a -20°C.

Uma amostra de aproximadamente 100 pl de sangue foi colhida, no momento da admisséo
e antes de iniciar o tratamento. O sangue foi colocado em papel de filtro, seco e mantido a
temperatura ambiente, durante 24 horas. Apos este periodo de tempo, os papéis de filtro
foram acondicionados em invélucros de plastico individuais, mantidos em local seco e
fresco e depois transportado para o Instituto de Higiene e Medicina Tropical (IHMT),
juntamente com as restantes aliquotas de sangue total, obtidas no momento da admisséo do

doente.

3.7. Microscopia optica para a confirmacdo de malaria

Foi feita uma nova avaliacdo da parasitemia em gota espessa de sangue periférico no
IHMT, corado pelo método de Giemsa, para confirmacdo diagndstica e afericdo da
observacdo no terreno, tendo, os resultados, sido dados em termos qualitativos (positivo

para a presenca dos parasitas e negativo perante a sua auséncia).

3.8. Teste rapido para o diagnostico da malaria

Amostras de sangue total, obtidas individualmente de cada paciente, foram utilizadas para o
diagndstico de malaria através do teste rapido OptiMAL-IT (Bio-Rad, EUA), gentilmente
oferecido pela Dra. Marilia Tavares (Bio-Rad, Portugal). O teste rapido baseia-se em um
sistema imunocromatografico que utiliza anticorpos monoclonais contra a enzima
metabodlica lactato desidrogenase parasitaria (pLDH) de Plasmodium spp. Estes anticorpos

monoclonais sdo classificados em dois grupos: o primeiro, especifico para P. falciparum; e
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0 segundo anticorpo, multiespecifico que reage com as quatro espécies de Plasmodium spp

(P. falciparum, P. vivax, P. ovale, e P. malariae).

3.9. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Amostras de sangue de cada paciente foram impregnadas em papel de filtro (Whatman™,
GE Healthcare — UK). DNA gendmico de cada amostra de sangue foi purificado através do
kit QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen — EUA). A seguir, as amostras foram submetidas a um
ensaio de nested PCR (Polymerase Chain Reaction), de acordo com as condigdes de
reaccdo apresentadas na tabela 7. Na primeira reac¢do de amplificacdo o par de primers
utilizados apresentam especificidade para a sequéncia ribossomal especifica para o género
Plasmodium spp. Na segunda reaccdo de PCR, a utilizar uma aliquota da reaccdo anterior
como template, quatro pares de primers, especificos para uma das quatro espécies de
Plasmodium spp, foram utilizados. As sequéncias de cada primers e o0s produtos de
amplificacdo de cada reaccao sdo apresentados na tabela 8 (Doolan, 2002; Snounou et al.,
1993).

A mistura da reac¢do de PCR foi submetida ao termociclador (MJ Mini Gradiente Thermal
Cycler, Bio-Rad — EUA), de acordo com as seguintes condi¢des: (1) desnaturacdo (94°C
por dois minutos); (2) etapa adicional de desnaturacdo (94°C por trinta segundos); (3)
anneling (55°C por um minuto e trinta segundos); (4) extensdo (72°C por dois minutos); (5)
final da reaccdo (4°C). Cada ciclo foi repetido 40 vezes. A seguir, a amplificacdo das

sequéncias de interesse foram analisadas em eletroforese em gel de agarose a 2% (V/v).

3.10. Tratamento das amostras de sangue para 0s ensaios imunoenzimaticos

Amostras de soro e plasma normalmente sdo utilizadas em ensaios imunoenzimaticos para
a quantificacdo de componentes proteicos que constituem o sistema imunitario. Para este
estudo, amostras de sangue total foram utilizadas para a quantificacdo de tais componentes.

Assim sendo, amostras de sangue foram fraccionadas em tubos que posteriormente foram
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centrifugados sob refrigeracdo a uma rotagdo de 10.000 rpm por 30 min. Posteriormente, o

sobrenadante foi misturado na proporgédo de 1:1 (v/v) em solucdo de preservacéo (0,05 M

de Tris-HCI pH 8,0 contendo 1 mM de cloreto de magnésio e 15 mM de azida sodica). A

seguir, a mistura foi armazenada a -20°C até ao momento da utilizag&o.

Tabela 7: CondicOes de reaccdo da nested PCR utilizada para amplificar sequéncias

especificas de Plasmodium spp em amostras de sangue.

Amostra de DNA gendmico - 3,0
NH, buffer 10x 5,0
Cloreto de Magnésio 50 mM 3,0
Mistura de dNTPs 100 mM 1,0
Primers (sense e anti-sense) 100 pmol/ul 1,0 cada
Enzima Taq polimerase 5u/ul 0,5
Agua q.b.p 50,0

Tabela 8: Sequéncias nucleotidicas (primers) utilizadas na nested PCR especificas para as

espécies de Plasmodium spp.

5-TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG-3’
5’-CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3’

Plasmodium spp

1.200 pb

5’-AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA-3’

5 -TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT-3’ P. falciparum 205 pb
5-ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC-3’
5-ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC-3’ P. malariae 144 pb
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5-CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC-3 P. vivax 120 pb
5-ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA-3’
5-ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA-3’ P. ovale 800 pb
5-GGAAAAGGACACATTAATTGTATCCTAGTG-3’

“Os primers foram sintetizados pela companhia Thermo Scientific — Alemanha. Ph: pares
de bases.

3.11. Determinacao de anticorpos totais anti-Plasmodium spp

Anticorpos totais (IgG, IgM e IgA) anti-Plasmodium spp foram determinados pelo kit
comercial Malaria EIA TEST Kit (Bio-Rad, EUA), gentilmente oferecido pela Dra. Marilia
Tavares (Bio-Rad, Portugal). Este sistema utiliza quatro antigénios recombinantes
especificos para as quatro principais espécies de Plasmodium spp: P. falciparum, P. vivax,
P. ovale, P. malariae. Assim, este kit permite detectar anticorpos em diferentes tipos e
fases de infeccdo com Plasmodium spp. Resumidamente, adicionou-se 50ul/pogo das
amostras de sangue ndo diluidas, bem como dos controlos negativos e positivos. Incubou-se
a placa durante 30 minutos a 37°C com agitacao orbital. De seguida, lavou-se a placa cinco
vezes com 100 pl/poco de tampédo de lavagem e incubou-se a placa com o 50ul/pogo de
conjugado diluido 1:10 (v/v) em tampdo de conjugado durante 30 minutos a 37°C com
agitacdo orbital. Apds os 30 minutos, lavou-se a placa cinco vezes com 100 ul/pogo de
tampdo de lavagem. Adicionou-se 50 pl/pogo de substrato/cromogénio e incubou-se a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Como o substrato é fotossensivel, a placa é
incubada, durante esses 30 minutos ao abrigo da luz. Apds a incubacdo com o substrato,
adicionou-se 50 pl/pogo de solugdo de STOP (&cido sulfurico 0,5M). A leitura dos

resultados foi feita num leitor de microplacas a 450 nm.
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3.12. Determinacéao de subclasses e subtipos de anticorpos anti-Plasmodium falciparum

Determinou-se a presenca das subclasses (1gG e IgM) e subtipos (1gG1, 19G3, 1gG4, IgE)
de anticorpos especificos para P. falciparum nas amostras de sangue total dos pacientes
com maléria de acordo com o protocolo estabelecido por Medina, 2011. Resumidamente,
extrato proteico total de P. falciparum 3D7, gentilmente oferecido pela Doutora Féatima
Nogueira (Unidade de Parasitologia do IHMT/UNL), foi adsorvido (200 ng/pogo) em
placas de ELISA (Nunc — Dinamarca) em tampéo bicarbonato 0,1M pH 8,5. Cada poco
levou de volume 100 ul do extrato proteico na concentracdo final de 200 ng/ pogo.
Incubou-se a placa com antigenio, durante a noite a 4°C. Apos incubacdo, lavou-se a placa
trés vezes, com 200 pul de tampdo de lavagem (PBS-Tween 0,05%) por poco, para a
remocao do excesso de antigénio que ndo foi adsorvido a placa. De seguida, incubou-se a
placa com 200 ul/poco de tampdo de bloqueio (PBS-BSA 1%), durante uma hora a
temperatura ambiente e com agitacdo orbital, com o objectivo de reduzir a ocorréncia de
ligacGes inespecificas. Lavou-se a placa trés vezes com 200 pl/pogo, com tampao de
lavagem. Apos isto, incubou-se a placa com 100 pl/poco de diferentes concentragcdes das
amostras de sangue diluidas em tampéo de anticorpo (PBS-BSA 0,1%-Tween 0,05%), em
duplicado, em diluicBes seriadas (1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 e 1:6400),
durante uma hora a temperatura ambiente, com agitacdo orbital. Esta incubacao permitiu a
ligacdo do anticorpo, presente na amostra, ao antigénio adsorvido a placa e as diluicdes
seriadas permitiram identificar a melhor diluicdo das amostras de sangue a utilizar neste
estudo. Apos o periodo de incubacdo com as amostras de soros, a placa foi lavada cinco
vezes com 200 pl de tampdo de lavagem, com o objectivo de remover o excesso de
anticorpos que ndo ficaram ligados ao antigénio adsorvido a placa. Para a detec¢do do
anticorpo anti-P. falciparum a placa foi incubada com 100 pl/poco de diferentes anticorpos:
anti-lgG conjugado com peroxidase (HRP) (1:4000) (AbD Serotec, UK), anti-lgM
conjugado com fosfatase alcalina (AP) (1:4000) (Calbiochem — UK), anti-lgG1 conjugado
com biotina (1:1000) (Sigma — EUA), anti-lgG3 conjugado com biotina (1:1000) (Sigma —
EUA), anti-lgG4 conjugado com biotina (1:1000) (Sigma — EUA), e anti-IgE conjugado
com HRP (1:4000) (AbD Serotec, UK); durante 1h a temperatura ambiente e com agitacdo
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orbital. De seguida, fizeram-se cinco lavagens, cada uma com 200 ul/poco de tampdo de
lavagem, para remover o0 excesso de anticorpo conjugado que ndo ficou ligado ao anticorpo
primario. Para revelar a presenca do conjugado, antigénio-anticorpo primario-anticorpo
secundario, para 1gG incubou-se a placa com 100 pl/pogo de solucdo de substrato (10 mL
de tampdo de citrato com 10 mg de OPD e 10 ul de perdxido de hidrogénio 30% v/v)
durante 30 min, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A enzima HRP na presenca de
per6xido de hidrogénio que catalisa a reaccdo da orto-phenylenediamine (OPD),
produzindo uma substancia croméfora que absorve a 490 nm. Para parar a reaccao,
utilizou-se o &cido sulfarico 4N, que vai inibir a atividade da enzima através da
desnaturacdo pela variagdo do pH. Para revelar a presenca de IgM incubou-se a placa com
100 ul/poco de solucdo de substrato p-nitrofenil-fosfatase na concentragdo de 1 pg/ml
diluido em tampéo dietanolamina 10%, produzindo uma substancia cromofora que absorve
a 415 nm. Para a reacgdo com biotina, o procedimento foi desenvolvido de acordo com as
informac@es do fabricante (Sigma — EUA). Os resultados de reactividade foram analisados

em funcdo da densidade dptica obtida por cada amostra e em cada sistema colorimetrico.

3.13. Determinacéo das proteinas soltveis C5a e CRP nas amostras de sangue

As proteinas soliveis C5a e CRP foram determinadas nas amostras de sangue total através
dos kits comerciais DuoSet ELISA (R&D Systems — EUA). O kit baseia-se na reac¢édo
imunoenzimatica (ELISA), onde as proteinas recombinantes C5a e CRP sdo utilizadas na
elaboracdo de uma curva padrdo expressa em pg/mL. Resumidamente, as amostras de
sangue sdo submetidas a placa de ELISA, posteriormente tratada com anticorpos
monoclonais anti-C5a ou anti-CRP. As proteinas C5a e CRP presentes nas amostras de
sangue sao ‘“capturadas” pelos anticorpos especificos anti-C5a e anti-CRP,
respectivamente, anteriormente adsorvidos a placa. Apos a lavagem, anticorpos anti-Cba e
anti-CRP, agora conjugados com biotina sdo utilizados a seguir. Formando assim o sistema
de ELISA conhecido por ELISA-Sandwich. Posteriormente, adiciona-se a reacgao

estreptavidina e a seguir a ultima lavagem o substrato especifico para cada tipo de reaccao.

51



Determinou-se uma curva padrdo para cada proteina a quantificar e os resultados das

amostras foram obtidas em pg/mL para ambas as proteinas C5a e CRP.

3.14. Determinagéo de 6xido nitrico

O reagente de Griess é um sistema de detec¢do que pode quantificar nitrito em quantidades
variaveis de liquidos bioldgicos e é amplamente utilizado como um meio indirecto de medir
a formacdo de 6xido nitrico (NO) em fluidos biol6gicos (Bredt e Snyder, 1994). Neste
trabalho, a determinacdo de NO foi executada por este sistema e utilizando o método de
Griess comercialmente disponivel (Griess Reagent System, Promega — EUA).
Resumidamente, a curva de calibracéo é feita a partir de uma solugdo aquosa de nitrito 100
uM que serd utilizada para quantificacdo de NO nas amostras de sangue através da medicao
da absorbancia analisada a um comprimento de onda de 570 nm (Microplate Reader, Bio-
Rad — EUA).
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo foram recrutadas para o estudo treze
criangas, tendo para a fase final do mesmo, sido considerados apenas doze criangas, por
desaparecimento da amostra de sangue de um dos doentes apds 0 seu armazenamento em

Bissau.

4.1. Caracteristicas sociodemogréficas

Dos doentes recrutados para o estudo, 66,6% (n=8), eram oriundos do Sector Autdnomo de
Bissau e 0s restantes eram oriundos da regido de Biombo.

A mediana do tamanho do agregado familiar era de oito elementos, sendo a mediana do
namero de criangas nos agregados de trés e meio. As casas eram constituidas por uma
mediana de quatro divisdes, em que a maioria, 83,3% (n=10), ndo dispunha de agua
canalizada. Dos doentes observados, 83,3% (n=10) referiram usar redes mosquiteiras para
prevencdo da malaria mas apenas 17% (n=2) referiu usar insecticidas em casa.

No que diz respeito a escolaridade materna, esta era desconhecida em metade dos casos,
tendo como mediana seis anos e meio nos casos conhecidos (min. 2 anos; Max. 11anos).
Verificou-se que a totalidade das criancas fez aleitamento materno no primeiro ano de vida
mas apenas 33,3% dos casos (n=4) tinham documentado o cumprimento do programa
nacional de vacinacdo. Os dados acima apresentados, com as caracteristicas
sociodemograficas dos participantes no estudo, podem ser consultados nas tabelas 9 e 10.
Existem diversos estudos (Stefani et al.,2011; Ouattara et al.,2011; Sharma et al., 2007)
gque associam o aparecimento dos casos de maldria com factores socioecondmicos,
geogréaficos e étnicos, embora muitos resultados e a forma da sua medicdo sejam

contraditérios e questionaveis (Barat et al., 2004; Worrall et al, 2005).
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Tabela 9: Caracteristicas sociodemograficas das criancas hospitalizadas no ambito do
estudo.

Doentes Morada | Escolaridade | Cartdo de | Vacinagao Aleitamento

(Regiéo) da mae saude atualizada materno no

1°ano de vida
A01 Biombo 2 Né&o Né&o Sim
AQ2 Bissau 4 Sim Sim Sim
AO03 Biombo ND Sim Né&o Sim
A05 Bissau 11 Sim Sim Sim
A06 Bissau 11 Né&o Né&o Sim
AQ7 Biombo ND Né&o Né&o Sim
A08 Biombo ND Né&o ND Sim
AQ9 Bissau ND Né&o Sim Sim
Al0 Bissau 2 Né&o ND Sim
All Bissau ND Sim Sim Sim
Al2 Bissau ND Né&o ND Sim
Al3 Bissau 9 Né&o ND Sim

ND: Nao documentado

Neste estudo, a maioria dos doentes eram residentes no Sector Autonomo de Bissau e na
Regido de Biombo, facto que podera ser explicado pela maior proximidade ao hospital e
facilidade de acesso das populacdes destas regides administrativas do pais ao contrario do
gue acontece com muitos doentes de outras regides que, por insuficiéncia econdmica e
logistica, ndo conseguem aceder aos cuidados de saude.

As redes mosquiteiras sdo utilizadas numa grande percentagem dos casos estudados, facto
que podera estar relacionado com a distribuicdo de redes mosquiteiras que tem sido
efectuado nos ultimos anos na Guiné-Bissau, como parte de programas de reducdo de
malaria, tanto de instituicdes governamentais, como de diferentes projectos e organizagdes

ndo-governamentais e ainda pelas diversas campanhas de sensibilizagdo nos meios de
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comunicagdo social e nas escolas. As redes mosquiteiras impregnadas sao instrumentos
eficazes, que contribuem para a reducdo dos casos e da mortalidade associada a maléria nos
mais diversos paises, principalmente nas criangas (Lengeler, 2004). No entanto, torna-se
necessario perceber se a sua utilizacdo é feita de forma correcta e mantida, nomeadamente

nos diferentes grupos etarios.

Tabela 10: Caracteristicas sociodemograficas das criancas hospitalizadas no ambito do

estudo.

Doentes | N° de | Tamanho | N° de | Agua Uso de rede | Uso de
divisdes | do criangas no | canalizada | mosquiteira | insecticida
da casa agregado | agregado

A01 1 4 2 Né&o Nao Nao

A02 ND 12 8 Né&o Sim Sim

A03 ND 7 4 Né&o Né&o Né&o

A05 3 5 1 Sim Sim Né&o

A06 5 9 2 Nao Sim Sim

A07 5 9 6 Né&o Sim ND

A08 4 12 10 Né&o Sim Né&o

A09 3 5 3 Nao Sim Né&o

Al0 3 7 5 Sim Sim Né&o

All 8 10 5 Nao Sim Né&o

Al2 4 6 3 Né&o Sim Né&o

Al3 8 9 2 Né&o Sim Né&o

ND: Néo documentado

O baixo grau de escolaridade, associado ao baixo nivel sdcio-econémico, foi associado em
outros paises, como estando associados a um pior conhecimento e reconhecimento precoce
da malaria e as formas de a prevenir (Ouattara et al., 2011; Yewhalaw et al., 2010; Sharma

et al., 2007). Na nossa amostra verifica-se 0 desconhecimento, em muitos casos, dos anos
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de escolaridade materna. Este facto pode ser explicado, em algumas situacées, pelo facto de
ser 0 pai ou outro adulto responsavel o acompanhante da crianga a consulta e por outro lado
por parecer ndo se dar importancia a escolaridade materna mesmo por parte das maes.
Verifica-se na nossa amostra um baixo nivel socioeconémico, caracterizado por grandes
agregados familiares, vivendo em habitacfes com poucas divisdes, sem &gua canalizada na
sua maioria e com mdes com um baixo nivel de escolaridade.

Apesar do tamanho reduzido da amostra, estes dados parecem sugerir que o reforco da
educacdo e do desenvolvimento socioeconémico, poderdo contribuir para a reducdo da

morbilidade e mortalidade por maléria.

4.2 Caracterizacao clinica da populagdo estudada

Os dados clinicos dos pacientes estudados, estdo resumidos nas tabelas 11, 12 e 13. A
mediana de idades das criangas internadas no ambito deste trabalho foi de cinco anos
(minimo 2 anos; maximo 14 anos), com uma predominancia do sexo feminino,
representando 58% dos doentes (n=7), sendo que 83,3% (n=10) tinham um peso inferior ao
percentil 50 para a idade, de acordo com a tabela de percentis da OMS para criancas até aos
cinco anos e pela tabela do CDC (Centers for Disease Control and Prevention) para
criangas acima dos cinco anos.

A duracdo dos sintomas antes do internamento teve uma mediana de dois dias, sendo que a
duracdo da doenca igual ou superior a sete dias, geralmente com febre, verificou-se em
16,6% (n=2). Os sinais e sintomas encontrados mais frequentemente foram a febre e a
prostracdo, presente em 100% das criancas, seguido de dificuldade na alimentacdo presente
em 91,6% (n=11) dos casos e de cefaleias e dores articulares, presentes em 66,6% (n=8).
Os vomitos foram encontrados em 58,3% (n=7) dos casos (Tabela 11).

Apenas 16,6% (n=2) dos doentes refere ter tomado alguma medicacéo antes de se dirigirem
ao hospital e nenhum dos pacientes fez tomas de antimalaricos ou outros medicamentos
tradicionais. A quase totalidade dos doentes da amostra estudada, 91,6% (n=11) teve alta
clinicamente melhorado, apds tratamento completo, tendo-se verificado um ébito (paciente

A3) nas primeiras 24h de internamento, apesar de duas tomas de quinino endovenoso.
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Tabela 11: Caracteristicas clinicas pré-hospitalizagao.

n Prevaléncia | Média | Mediana
(%) (dias) (dias)

Duracéo da doenca (em dias) 12 3,1 2 (1-8)
Histdria de febre 12 | 12 (100)
Duracéo da febre (em dias) 12 3,1 (1-8)
Histdria de vomitos 12 | 7(58,3)
Duracdo dos vomitos (em dias) 2,5 2 (1-6)
Tempo decorrido desde a dltima |12 9 8 (1-16)
refeicdo (em horas)
Histdria de convulsbes 12 | 2(16,6)
Tempo decorrido desde a primeira 1 1
convulsédo (em dias)
Histdria de perda de consciéncia 12 | 3(25)
Tempo decorrido desde a perda de 1 1
consciéncia (em dias)
Historia de cefaleias 12 | 8 (66,6%)
Historia de dores articulares 12 | 8 (66,6%)
Historia de diarreia 12 | 3(25)
Duracéo da diarreia (em dias) 1,3 1,5 (1-2)
Historia de tosse 12 | 2 (16,6%)
Duracéo da tosse (em dias) 4 4(1-7)
Toma anterior de medicacao 12 | 2 (16,6%)
Toma de antipirético 12 | 2 (16,6%)
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Tabela 12: Caracteristicas clinicas na admisséo das criangas com maléria grave.

Idade Peso Percentil de peso
N° Paciente | Sexo (anos) (Kg) | (OMS <5 anos) ou CDC (= 5anos)
A01 M 13 31 <p3
A02 M 5 20 p50-85
A03 F 3 11 p3
A05 M 2 12 p15-50
A06 F 5 15 p3-15
A07 M 9 19 <p3
A08 F 8 20 p3-10
A09 M 11 27 p3-p10
A10 F 14 37 p3
All F 3 15 p50-85
Al2 F 4 15 p15-50
Al3 F 4 14 p15

M-Masculino; F-Feminino

A malaria continuam a afectar anualmente um numero importante de pessoas no
mundo.Trata-se de uma doenca multissistémica, cuja forma de apresentacdo clinica é
variavel, existindo diferencas entre os adultos e as criancas nas suas diversas manifestacdes
clinicas. Os critérios clinicos e laboratoriais que permitem a classificacdo de malaria grave,
foram definidos pela OMS em 1990 e revistos em 2000 (OMS, 1990 e 2000).

As frequéncias observadas dos diferentes sinais e sintomas na nossa amostra vdo de
encontro as descritas na literatura (OMS 1990 e 2000; Crawley et al., 2010; Laishram et al.,
2012). Os sintomas mais vezes referidos sdo, de uma forma geral, inespecificos e incluem,
entre outros e, numa percentagem variavel, febre, vomitos, mal-estar, dores articulares,
entre outros, que podem facilmente estar associados a outros quadros clinicos, sendo

importante manter elevado grau de suspeigéo.
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Tabela 13: Caracteristicas clinicas na admisséo das criangas com maléria grave.

Numero de individuos (n) | Prevaléncia (%)
Diagnostico de malaria cerebral 12 1 (8,3%)
Dispneia 12 6(50)
Ausente 6(50)
Ligeira 3 (25)
Moderada 3 (25)
Respiracéo acidotica 12 2(16,6)
Fervores pulmonares 12 2(16,6)
Convulstes 12 3 (25)
Coloracao das conjuntivas: 12
Coradas 5
Descoradas 7
Prostracao 12 12(100)
Desidratacéo 12 8 (66,6)
Ictericia 12 7(58,3)

No que diz respeito a duracdo entre o aparecimento dos sintomas e a procura do Hospital,
podem ser feitas varias consideracdes. Por um lado, podera ser explicado pela gravidade do
quadro clinico, com instalacdo subita e com necessidade de procura urgente de ajuda
médica e por outro lado com a facilidade de acesso, com custos reduzidos, dos cuidados de
saude fornecidos pelo Hospital de Bor a estas populacoes.

Apenas 16,6% dos doentes fizeram alguma medicacdo antes da ida ao Hospital. Este facto
pode ser interpretado de forma positiva pela ndo procura prévia de antipalidicos e

medicamentos tradicionais antes da observacéo por médico, mas por outro lado verificou-se
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que ndo foram utilizados antipiréticos para controlo da febre, 0 que aumenta o mal-estar da
crianca e o pior estado geral a altura da observacéo.

Os dados sugerem a importancia que a educacao para a salde podera ter nestas populacgdes,
travando a utilizagdo abusiva e sem prescricdo médica de antimalaricos, que contribui para
0 aumento de resisténcias, mas por outro lado a importancia da utilizacdo de antipiréticos

por exemplo, na melhoria do bem-estar das criangas antes do acesso ao hospital.

4.3. Caracterizacéo laboratorial da populagao estudada

Verificou-se a presenca da anemia na totalidade dos doentes da amostra, sendo grave em
8,3% (n=1), moderada em 50% (n=6) e ligeira em 41,6 % (n=5). Destes doentes, quatro
necessitaram de transfusdo sanguinea (tabela 14). A trombocitopenia esteve presente em
66,6% (n=8) dos casos e a leucocitose foi observada em 8,3% (n=1). A hipoglicemia foi
observada em 16,6% (n=2) dos doentes da amostra. Ndo se registaram casos de
insuficiéncia renal aguda na amostra estudada.

Os dados acima referidos podem ser observados na tabela 14.

Em areas de alta transmissdo da doenca, a anemia € a principal manifestacdo da malaria
grave e ocorre principalmente em criangcas com menos de trés anos de idade (OMS, 2000),
sendo que a sua natureza é multifactorial (Biemba et al., 2000). Foi observada na totalidade
dos doentes da amostra, podendo estar associada a malaria ou ser de natureza
multifactorial. Um dos problemas verificados e que limitou em alguns casos a realizacdo de
transfusbes sanguineas em doentes com critérios para tal, € a auséncia de um Banco de
Sangue tanto no Hospital como a nivel nacional, que dé garantias de qualidade para a
realizacdo de transfusdes de derivados de sangue.

A trombocitopenia também é um parametro hematolégico observado em doentes com
malaria grave (Trampuz et al., 2003), estando presente na grande maioria das amostras
deste estudo, o que ja foi observado em outros trabalhos (Maina et al., 2010; Gérardin et
al., 2002).
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Tabela 14:Resultados da avaliagdo laboratorial dos pacientes do estudo na admisséo.

Hemoglobina | Hematdcrito | Leucécitos | Plaquetas | Glicémia | Creatinina
ID (o/dL) (%) (cels/uL) (cels/uL) (mg/dL) (mg/dL)
A0l 5.4 17.3 9600 71000 118 0.6
A02 6.4 21.0 7400 96000 86 1.2
A03 2.7 8.9 17800 49000 10 0.8
A05 6.4 19.9 5300 22000 70 0.4
A06 10.8 34.2 7500 186000 74 0.5
A07 10.2 324 11600 55000 69 0.5
A08 6.2 20.6 9600 77000 88 0.7
A09 9.5 30.1 11800 70000 100 0.3
A10 10.5 34.1 8900 103000 118 0.9
All 7.7 25.2 13400 233000 37 1.0
Al12 9.6 31.0 12300 312000 142 0.5
Al13 7.5 24.6 14300 91000 89 0.2

ID: Identificacdo dos doentes

A hipoglicemia é outra complicacdo frequente da malaria grave, sendo a sua natureza
também multifactorial e associada a pior progndstico da doenca (Ogetii et al., 2010). Num
dos doentes da amostra em estudo, a hipoglicemia verificada de 10 mg/dL, podera ter
contribuido para a sua morte, apesar da terapéutica com soro glicosado. Este facto chama a
atencdo para a necessidade de haver métodos rapidos de detec¢do e correccdo atempada da
hipoglicemia em todos os hospitais que atendam doentes com malaria.

A leucocitose é, frequentemente, observada na malaria grave, mesmo sem sobreinfeccao
bacteriana (OMS, 2000), o que ndo se verificou neste trabalho ao contrario de outros
estudos (Maina et al., 2010; Ladhani et al., 2002)

A insuficiéncia renal, que é uma complicacdo comum nos adultos com malaria grave, € rara
na idade pediatrica (Crawley et al., 2010) e ndo se verificou em nenhum dos doentes deste

estudo.
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4.4. Malaria grave

A totalidade dos doentes recrutados para este estudo cumpria os critérios de maléria grave,
apresentando-se com prostracdo em 100% dos casos (n=12), ictericia em 58,3% (n=7) e
dispneia em 50% (n=6). Verificou-se apenas um caso de maléria cerebral e ndo se
observaram doentes com hemorragias espontaneas, colapso circulatério ou insuficiéncia
renal aguda. Os restantes resultados sdo apresentados na tabela 15.

A prostracdo, que € uma forma de apresentacdo frequente da maléria grave (OMS, 2000),
foi observado na totalidade dos doentes desta amostra.

A maléria cerebral ¢ a manifestagéo clinica de malaria grave mais temivel, sendo definida
pela incapacidade na localizacdo de estimulos dolorosos (OMS, 2000) e esta associada a
alteracdes do estado de consciéncia e algumas vezes a convulsdes e coma.

A ictericia, que é uma forma de apresentacdo pouco usual em criancas pequenas (OMS,
2000), foi das formas de apresentacdo mais frequentes dos doentes desta amostra. A
ictericia resulta, geralmente, da hemolise severa ou do envolvimento hepatico na doenca
(Bhalla et al., 2006).

A dispneia e a respiracdo aciddtica séo formas de apresentacdo conhecidas da malaria grave

e a sua presenca é um factor de mau progndstico (Marsh, 1995).
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Tabela 15:Manifestaces clinicas dos doentes com maléria grave.

Prevaléncia

NUmero de individuos (n) N (%)
Maléria cerebral 12 1(8,3)
Anemia grave 12 1(8,3)
Dispneia 12 6 (50)
Respiracéo acidotica 12 2 (16,6)
Duas ou mais convulsdes no espaco de 12 2 (16,6)
24h
Prostracao 12 12 (100)
Alteracdo do estado de consciéncia a 12 1 (100)
entrada e 1h depois
Insuficiéncia renal 12 0 (0)
Hipoglicemia 12 2 (16,6)
Ictericia 12 7 (58,3)

4.5. Microscopia Optica para o diagndstico da malaria

Das doze amostras consideradas como positivas por microscopia optica (MO) em Bissau,
onze foram consideradas positivas na avaliacdo por MO no IHMT, sendo a amostra do
paciente All sido considerada negativa (tabela 16). Este resultado discordante com o
verificado por MO em Bissau e posteriormente por PCR e teste rapido para o diagndstico
de maléria, podera ser explicado pela diminui¢do da qualidade da amostra de sangue total
analisada no IHMT, submetida a varios processos de descongelacdo, com provavel

hemdlise.

Neste estudo, ndo foi possivel quantificar a carga parasitaria, pela insuficiente qualidade da

amostra na tentativa da sua avaliagdo no IHMT.
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Tabela 16:Diagndstico laboratorial da malaria por microscopia Optica (por gota espessa)

_ Microscopia 6ptica Microscopia Optica
Pacientes Hospital de Bor IHMT
Al ++++ +
A2 +++ +
A3 ++++ +
A5 ++++ +
A6 +++ +
A7 +++ +
A8 +++ +
A9 +++ +
A10 +++ +
All ++ -
Al12 ++ +
Al3 +++ +

Resultados semi-quantitativos do Hospital de Bor: (+) um parasita/campo; (++) de dois a
vinte parasitas/campo; (+++) de vinte e um a duzentos parasitas/campo; (++++) superior a
duzentos parasitas/campo. Os resultados do IHMT sdo qualitativos: (+) positivo; (-)

negativo

4.6. Teste rapido para o diagnostico laboratorial da malaria

Os testes rapidos tém sido cada vez mais utilizados no diagnostico da maléaria,
principalmente nos paises em vias de desenvolvimento, pela sua facil execucdo e por
apresentar boa sensibilidade e especificidade (OMS 2010), o que podera contribuir para a
melhoria do tratamento da maldria e a reducdo da sua morbilidade e mortalidade
(Wongsrichanalai et al., 2007).
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Das doze amostras em cujo teste foi aplicado, onze revelaram-se claramente positivas, a
excepcdo da amostra All que é fracamente positiva (Figura 4). Mais uma vez, este
resultado podera ser explicado pela pouca qualidade da amostra de sangue total analisada ja
no IHMT, submetida a varios processos de descongelacdo. O teste foi aplicado igualmente
a um grupo controlo, para sua afericéo.

As amostras do grupo de controlo foram obtidas na Unidade de Cuidados Intensivos
Pediatricos do Hospital de Dona Estefania. A amostra A foi obtida de uma crianca de dez
anos, internada por um abcesso hepatico por Staphylococcus aureus, com necessidade de
antibioticoterapia de largo espectro e duas cirurgias com lobectomia. A amostra B é de uma
crianga de 17 meses, internada por uma romboencefalite por Enterovirus 71, sob ventilacéo
mecanica invasiva e, finalmente, a amostra C é de uma crianca de 10 meses, internada por
um quadro de bronquiolite hipoxemiante e necessidade de suporte ventilatorio ndo
invasivo.

Estes resultados vém confirmar a importancia que os testes rapidos podem adquirir em
paises em vias de desenvolvimento, como a Guiné-Bissau, podendo contribuir para o
aumento da acuidade diagnostica, em complementaridade com a microscopia Optica

classica, melhorando, assim, os cuidados prestados a estes doentes
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A B
C D

Figura 4 : Resultado do teste rapido para malaria. Figuras A, B, C grupo dos pacientes com

malaria; Legendas (A, B, C) grupo experimental e (Figura D grupo de pacientes sem
historia de malaria. Dados obtidos a partir do Kit OptiMAL-IT (Bio-Rad).

66



4.7. PCR no diagnéstico da malaria

A PCR é um método sensivel e especifico para a deteccdo do genoma do Plasmodium, o
que permite a confirmacdo da doenca, o diagnostico de infeccBes, a deteccdo de casos
assintomaticos e a triagem de sangue de dadores de sangue (Barker et al., 1994; Kitchen e
Chiodini, 2006), sendo um método cada vez mais Util na confirmacdo do diagnostico de
malaria, principalmente em casos duvidosos (Johnston et al., 2006).

Das doze amostras avaliadas, todas foram positivas para Plasmodium spp., utilizando
primers especificos para o género Plasmodium, amplificando um fragmento de 1200 pares
de base (Pb) e espécie P. falciparum, utilizando primers especificos para a espécie,
amplificando um fragmento de 205pb como pode ser observado na figura 5.

Estes resultados vém confirmar a positividade de todas as amostras utilizadas no estudo
para P. falciparum, o que vai de encontro a observacdo por microscopia optica inicial no
Hospital de Bor e depois confirmada com o teste rapido de maléria. No entanto, dada a
maior sensibilidade e especificidade da PCR, conclui-se que a totalidade das amostras sao
positivas. Estes resultados foram confrontados com os dados obtidos do grupo controlo,
constituido de trés amostras de sangue de pacientes sem historia clinica de maléria
(pacientes com identificacdo A, B, C) (resultados nao apresentados).

A tabela 17 apresenta de forma resumida os principais resultados apresentados no

diagnostico laboratorial da malaria nos pacientes estudados.
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Figura 5: Resultado da PCR para o diagnostico da malaria. Figura A: PCR para o género

Plasmodium spp.; Figura B: PCR confirmatério para P. falciparum; Figura C:

Representacdo dos marcadores moleculares utilizados para a identificacdo dos tamanhos

dos fragmentos amplificados. Resultados analisados em Agarose a 2,0% (m/v)
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Tabela 17: Resumo dos métodos de diagndstico utilizados neste estudo.

MO MO Teste PCR
ID (Hospital Bor) (IHMT) réapido P. falciparum
A01 + + + +
A02 + + + +
A03 + + + +
A05 + + + +
A06 + + + +
A07 + + + +
A08 + + + +
A09 + + + +
A10 + + + +
All + - +/- +
Al2 + + + +
Al3 + + + +

Legenda: ID — identificacdo dos pacientes; MO — microscopia optica; (+) Positivo; (-)

negativo; (+/-) fracamente positivo

4.8. Determinacao de anticorpos totais anti-Plasmodium spp

A imunidade humoral é parte integrante da resposta do hospedeiro contra o parasita,
contribuindo para o controlo da doenca. A especificidade aos antigénios tanto por parte dos
anticorpos protectores, como das células T CD4", que suportam a geragio de anticorpos
protectores, continuam pouco claras (Tran et al., 2012).

Na figura 6 observa-se o resultado da pesquisa de anticorpos totais (IgG, IgM e IgA)
especificos para Plasmodium spp. Os resultados de reactividade seroldgica de cada paciente
para Plasmodium spp, apresentados na figura 6, estdo expressos como a razéo da densidade

Optica (DO) obtidade pela reaccdo immunoenzimética, em fungdo dos valores de cut-off
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(definidos pelo ensaio). Os resultados dos pacientes com maléria foram comparados com 0s
controlos internos do ensaio e com as amostras de sangue obtidas dos pacientes controlos e
sem histdria clinica de malaria.

Da amostra estudada, 58,3% (n=7) revelaram presenca de anticorpos totais anti-
Plasmodium spp., com valores da relagdo DO/cut-off superior a uma unidade (Figura 6).

301

254

204

154

DO/ Cut-off

104

A1 AD2 A03

Figura 6: Pesquisa de anticorpos totais anti-Plasmodium spp dos pacientes com malaria.
(C+) controlo positivo; (C-) controlo negativo; (Controlos) pool de amostras de individuos

sem historia clinica de malaria.

As amostras A01, A03, A06, A08, A09, A10 e Al2 apresentam elevadas reactividades
seroldgicas para Plasmodium spp, quando comparadas com o controlo positivo do ensaio.
De salientar que os pacientes A01, A03, A06, A08, A10 apresentavam numeros elevados
de parasitas por campo de grande aumento na microscopia Optica inicial realizada no
Hospital de Bor (Tabela 16). Por outro lado, o paciente A02 é serologicamente positivo
para Plasmodium spp mesmo com resultados inferiores ao controlo positivo. A carga
parasitaria deste paciente era alta, como pode ser observado na tabela 16 mas apresentava
apenas um dia de doenca. As amostras A05, A07, All e Al3 ndo apresentaram
reactividade seroldgica positiva para Plasmodium spp, tendo sido consideras negativas. No
entanto, estas amostras apresentavam quase todas valores igualmente altos valores de carga

parasitéria (Tabela 16), o que ndo permite especular sobre a relagdo do nimero de parasitas
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e a maior ou menor resposta humoral nesta amostra. Por outro lado, este dados podem
sugerir 0 tempo em que estes pacientes estdo infectados com o parasita da maléria e a fase
de activacdo da resposta imune humoral da infeccéo.

Verifica-se que as amostras com reactividade seroldgica positiva para Plasmodium spp séo
de criangas com uma média etaria de 9,4 anos, enquanto que a média etéria das criangas
com resultados negativos sdo de 4,5 anos, podendo-se especular com a maior aquisi¢ao de
resposta humoral a medida que as criangcas vdo crescendo e vao tendo contacto com a
doenca. N&o parece haver relacdo, neste estudo, entre a presenca de anticorpos anti-
Plasmodium spp. e a gravidade da doenga.

4.9. Determinacdo de anticorpos anti-Plasmodium falciparum

Determinou-se a presenca das subclasses de anticorpos IgG e IgM, especificos para a
espécie de Plasmodium Falciparum, nas amostras de sangue dos pacientes com malaria.

Os resultados foram expressos em funcéo da densidade Optica, quando comparados com 0s
grupos controlo, que resultou de uma média de cinco controlos de individuos sem histéria
clinica de malaria. Considerou-se uma reactividade serologicamente positiva para P.
falciparum as amostras com resultados superiores a uma unidade. Por outro lado, as
amostras com valores iguais ou superiores a uma unidade foram consideradas negativas
(Figuras 7 e 8).

Na figura 7 observa-se o resultado da resposta de anticorpos IgM anti-P. falciparum e na
figura 8 a resposta de anticorpos 1gG anti-P. falciparum.

Os dados existentes no que diz respeito ao papel e perfil de resposta IgM na malaria
continuam a ser contraditérios (Branch et al., 1998; Boudin et al., 1993; Czajkowsky et
al.,2010). No nosso estudo, e no que diz respeito a resposta IgM especifica para P.
falciparum, verificou-se que, a excepc¢do do paciente A02, todos os restantes apresentavam
um aumento deste tipo de resposta aguda a infeccdo, sendo que, no caso dos pacientes A03,
A06, A08, A09, Al10 e A13, os valores sdo pelo menos duas vezes superiores ao

apresentado no grupo controlo.
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A meédia etéria dos doentes que apresentavam valores de resposta IgM anti-P. falciparum
duas vezes maior que o controlo € de 7,5 anos e dos que apresentavam valores superiores
ao controlo mas inferiores a duas vezes é de 6,75 anos, ndo se verificando diferengas
significativas entre os dois grupos, ao contrario do encontrado por Nmorsi et al. (2008)
num estudo com criangas nigerianas, onde havia uma correlagdo negativa entre o nivel de
resposta IgM anti- P. falciparum e a idade das criancas ou por Richards et al. (2010), num
estudo realizado na Papua Nova Guiné, em que a resposta média IgM era maior em

criangas mais velhas.
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Figura 7: Avaliacdo da presenca de anticorpos IgM anti-Plasmodium falciparum em

pacientes com malaria.

Né&o se verificam diferencas entre a média dos dias de duracdo da doenca entre o0 grupo de
pacientes com valores superiores a duas vezes o controlo (3,3 dias) e o grupo de pacientes
com valores inferiores a duas vezes o controlo (3,75 dias).

Serdo necessarios mais estudos para ajudar a perceber o perfil de resposta IgM anti-P.
falciparum nos diferentes grupos etarios e a sua compara¢do com outros doentes com

malaria ndo grave e criancas saudaveis.
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Figura 8: 1gG total anti-Plasmodium falciparum em amostras de doentes com malaria

No que diz respeito ao perfil de resposta humoral por 1gG, observa-se que todos os doentes
apresentavam respostas superiores aos controlos, sendo que os pacientes A01, A03, A06,
A08, A09, All e Al2 apresentam respostas francamente positivas, como pode ser
observado na figura 8.

A média etaria dos doentes que apresentavam valores mais altos de resposta Ig G anti-P.
falciparum era de é de 7,6 anos e dos restantes pacientes era de 5 anos, sugerindo perfis de
resposta Ig G maiores a medida que vai aumentando o grupo etario, o que vai de encontro
ao descrito por varios autores (Sarr et al., 2007; Iriemenam et al., 2009; Richards et
al.,2010). Quanto aos dias de doenca, ndo se verificam diferencas significativas entre a
média de dias de doenca dos doentes com respostas IgG mais elevadas (média 2,8 dias) e 0s
restantes pacientes (média 3,75 dias).

Reforca-se a ideia da necessidade de mais estudos que ajudem a perceber o papel das 1gGs
na malaria na crianca e a comparacao com outros casos de malaria em criancas que, mais
uma vez, nao foi possivel efectuar neste estudo, havendo perspectivas da sua realizacdo em

futuros trabalhos.
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4.10. Determinacdo do componente C5a do sistema complemento nas amostras de

sangue dos pacientes infectados com Plasmodium falciparum

O sistema complemento serve como activador da resposta imune inata e desempenha um
papel critico na neutralizacdo do parasita. O componente C5a do complemento é um
mediador pro-inflamat6rio potente, estando também envolvido no recrutamento de células
inflamatorias e embora normalmente tenha um papel de defesa imunitaria, também
promove dano dos tecidos e destruicdo de células vizinhas (Nyakoe et al., 2009).

Na figura 9 observa-se o perfil de resposta do componente C5a do sistema complemento
dos pacientes envolvidos neste estudo.

Verificou-se que todos os pacientes apresentavam niveis de C5a superiores ao controlo, que
resultou de um pool de cinco pessoas saudaveis, sendo 0 que o paciente A02 foi 0 que
apresentou maior resposta deste mediador pro-inflamatorio, enquanto que o paciente A03,
que foi 0 Unico caso de Obito deste estudo, era 0 que apresentava niveis mais baixos de

resposta de C5a, indicando uma baixa activacdo do sistema complemento neste paciente.

800+

600

4004

2001 |

C5a - Concentragéo (pg/mL)

T —T T == '- —T e T T T T
A01 A0D2 A03 A05 A06 A07 A08 A09 A10 A1 A12 A13 Controlos

Figura 9: Determinacdo do componente C5a do sistema complemento em pacientes com

maldaria. Legendas: (Controlos) pool de cinco soros de pessoas saudaveis
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Esta resposta do sistema complemento, com elevacdo do C5a em todas as amostras
estudadas, vai de encontro ao que esta descrito na literatura (Nyakoe et al., 2009; Lackner
et al., 2008; Botto et al., 2009) e que refor¢a, mais uma vez, a ideia da sua importancia na
resposta a maléria. Sabe-se que C5a joga um papel importante na cascata do complemento,
sendo importante no controlo das infecgBes. No entanto, niveis excessivos deste
componente podera ser deletério, necessitando de um equilibrio estreito nos seus niveis
(Patel et al., 2008; Lackner et al., 2008).

No caso paciente A03, que foi 0 Unico caso de 6bito no estudo, verifica-se, um aumento
ligeiro dos niveis de C5a em relacdo aos controlos apesar do nivel elevado de parasitas e da
gravidade da doenca, 0 que ndo vai ao encontro do possivel papel do bloqueio deste
componente para prevengdo da malaria cerebral como advogado por Patel et al. No entanto
outros factores poderao ter contribuido para este desfecho fatal, alem dos niveis reduzidos
de Cbha. Serdo necessarios mais trabalhos para ajudar na compreensdo do papel do sistema

complemento na maléria grave em criancas.

4.11. Determinacdo do componente CRP nas amostras de sangue dos pacientes

infectados com Plasmodium falciparum

A CRP é um reagente de fase aguda, sendo um indicador precoce de processos
inflamatdrios e infecciosos, aumentando nos casos de malaria de acordo com a gravidade
da doenca (Hurt et al., 1994; Bourée et al., 2000).

Na figura 10 pode ser observado o perfil de resposta do CRP nas amostras estudadas.
Verificou-se um aumento do CRP em todas as amostras avaliadas, 0 que vai de encontro
aos descrito num estudo realizado por Dongho Dongmo et al. (2011) em criancas dos

Camardes, que apresentavam aumentos acentuados do CRP em relacéo aos controlos.
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Figura 10: Determinacdo do componente CRP do sistema complemento em pacientes com
malaria. Controlos: pool de doentes sem malaria internados na Unidade de Cuidados

Intensivos Pediatricos do HDE; C (-): pool de cinco soros de pessoas saudaveis.

Todos os doentes desta amostra apresentavam valores superiores a duas vezes ao do
controlo negativo, o que vem reforcar a ideia da importancia do CRP na resposta aguda a
doenca. Nota-se também um aumento do CRP no pool de controlo positivo, que resultou de
amostras de sangue de trés doentes internados na Unidade de cuidados intensivos
pediatricos do Hospital de Dona Estefania. Observa-se ainda que os pacientes A01, A02,
A03, A05, A08 e A13 apresentam valores de CRP ainda superiores ao controlo positivo,
podendo-se especular com a gravidade da doenca nestes casos.

N&o se obteve amostras de sangue de criancas saudaveis para comparagdo, por questdes
éticas, sendo necessarios mais estudos no futuro que permitam associar 0s niveis de

resposta CRP as diferentes formas de malaria grave.
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4.12. Determinacdo do 6xido nitrico (NO) nas amostras de sangue dos pacientes

infectados com Plasmodium falciparum

O 6xido nitrico (NO) esta envolvido, entre outras funcgdes, na regulacdo da funcdo do
endotélio, inibindo as respostas inflamatorias, reduzindo a expressdo de moléculas de
adesao celular e limitando a agregacdo plaquetéria e leucocitaria (Serghides et al., 2001).
Atua, ainda, como vasodilatador (Ignarro et al., 1987).

No que diz respeito a malaria, apesar dos mecanismos moleculares responsaveis pela
aquisicdo natural de imunidade adquirida contra a maléria continuar por clarificar, a
producdo deo NO parece desempenhar um papel importante como marcador de severidade
da doenca (Keller et al., 2004). Existem relatos contraditorios sobre o papel do NO na
malaria, existindo autores que envolvem niveis elevados de NO a malaria grave (Al-Yaman
et al.,1996; Keller et al., 2004), enquanto outros o consideram factor protector na malaria
(Anstey et al., 1996; Kremsner et al., 1996; Serghides et al., 2011).

No nosso estudo, verificou-se um aumento do oOxido nitrico, com valores superiores ao
controlo positivo, em 75% dos casos (n=9), como pode ser observado na figura 11.
Salienta-se o facto, da amostra do paciente A03 que foi o Unico Obito do estudo, ter o valor
mais baixo do nivel de éxido nitrico, 0 que pode levar a pensar na importancia do 6xido
nitrico como factor protector no combate a malaria grave, sendo necessarios mais estudos e
amostras de pacientes com malaria ndo grave e doentes assintomaticos, que nao foi possivel

obter para este trabalho.
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Figura 11: Determinagdo do oxido nitrico em pacientes com maléria. Controlos: pool de
pacientes sem histdria clinica de malaria internados na Unidade de Cuidados Intensivos
Pediatricos do HDE.
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V. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos da maléria grave em criangas continua a
ser objecto de poucos estudos, continuando por explicar muitos dos factores que

contribuem para a gravidade da doenga neste grupo etério.

Neste estudo em que a mediana de idade das criancgas é de cinco anos, com um predominio
do sexo feminino, verifica-se um baixo nivel socioeconémico e a escolaridade materna €
reduzida. Apesar de se tratar de uma amostra pequena, os dados parecem indicar que a
melhoria das condicdes socioeconomicas da populacdo podera contribuir para a melhoria
dos factores que influenciam e agravam a mortalidade e morbilidade da doenca. Por outro
lado, devera continuar a insistir-se na prevencdo da doenca, nomeadamente através de um
melhor conhecimento das vias de transmissdo da doenca e numa melhor utilizacao de redes

mosquiteiras.

Verificou-se que a mediana dos dias entre o inicio dos sintomas e o desenvolvimento de
casos graves da doenca foi curta, o que sugere que a melhoria do acesso aos cuidados de
salde, do diagndstico eficaz e do tratamento precoce e correcto, devem ser prioridades
numa zona endémica como € a Guiné-Bissau. Os sintomas observados mais frequentes
eram a febre, a prostracéo e a dificuldade alimentar e os sinais mais frequentes a anemia e a

trombocitopenia.

Nesta amostra de doentes, observou-se na maioria dos casos, um aumento dos mediadores
inflamatdrios doseados, nomeadamente as 1gGs totais, 1gG e IgM anti-P.falciparum, CRP,
C5a e NO. No entanto, ndo se conseguiu neste estudo, associar a expressao e 0s niveis
destes mediadores com a gravidade da doenca, bem como a sua utilizacdo como predictores

de severidade da malaria grave, sendo necessarios mais estudos no futuro.

Existem perspectivas actuais e futuras na continuagdo deste trabalho, nomeadamente no

doseamento de citocinas pro-inflamatérias IFN-y ¢ TNF-a e do estudo do perfil de resposta
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imune do tipo Thl versus Th2 baseado na pesquisa de anticorpos anti-P. falciparum do tipo

IgG1, 1gG3, 1gG4 e IgE;Th2 nos casos de malaria grave em criancas.

Finalmente, e apesar do reduzido tamanho da amostra, pretendeu-se com este estudo
contribuir para uma melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos e clinicos da
maléria grave em criancas de uma zona endémica como € a Guiné-Bissau, esperando que
no futuro haja mais trabalhos que ajudem a compreender 0s mecanismos que levam a que a
malaria continue a ser um factor de mortalidade importante, principalmente em criancas, e

gue nos permita combater e tratar melhor a doenca.
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ANEXOS

Anexo |: Parecer de aprovacio do Comité Nacional de Etica na Sadde da Guiné-Bissau.

5 >* i <5
REPUBLICA DA GUINE-BISSAU

Ministério da Saude Instituto Nacional de Salde Pubica

N° Ref®0003/INASA/CNES/2012 Bissau, 06 de Dezembro de 2012

Ao
Dr. Anaxore Inhelder Cardoso Casimiro

LISBOA

ASSUNTO: Aprovagdo do Protocolo de Pesquisa

Com os melhores cumprimentos.

O Comité Nacional de Etica na Sadde reunido na sua oitava sessdo ordindria no dia
02 de Dezembro de 2011, convocada para analisar Projectos de Pesquisa que lhe
foram submetidos e, ao analisar o Protocolo: "Mediadores pré-inflamatérios como
factores preditivos de Maldria grave em criangas", os presentes, decidiram por

consenso pela sua aprovagdo, cumpridos os arranjos recomendados e, dado a sua
importdncia e pertinéncia para o Sistema Nacional de Satide.

Cumpre os pardmetros requeridos.

Com elevada consideragdo.

Instituto Nacional de Salde Pdblica « Avenida dos Combatentes da Liberdade da Pdtria, Hospital "3 de Agosto"”
« Apartado: 861 Bissau, 1004 Bissau Cedex « Administragdo TM: + 245 551 5150 «

E-mail: inasagb@gmail.com / moreira.vany8@gmail.com / a.rodrigues@bandim.org
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Anexo I1: Parecer do Comité de Etica do Instituo de Higiene e Medicina Tropical.

Parecer sobre Protocolo de Estudo
/l == Comissdo de Etica do Instituto de Higiene e Medicina Tropical

MEDICINA Referéncia: 3-2012-TM
TROPICAL

UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Titulo do Estudo: MEDIADORES PRO-INFLAMATORIOS COMO FACTORES PREDITIVOS DE
MALARIA GRAVE EM CRIANGAS

Nomes dos investigadores: Drs. Anaxore Casimiro, Marcelo Silva, Luis Varandas

Pretende-se estudar o perfil de mediadores pré-inflamatérios como possiveis factores
preditivos de maldria grave, definida pelos critérios da OMS, em criangas dos 0 aos 16 anos. O
estudo sera realizado no Hospital Sdo José de Bor, Guiné-Bissau, e na UEI Clinica Tropical do
Instituto de Higiene e Medicina Tropical, Lisboa.

Verifica-se respeito pelos principios da investigacdo cientifica, havendo objectividade e
imparcialidade; os dados obtidos de cada participante serdo tratados estatisticamente pelos
investigadores ndo sendo fornecidos a entidades terceiras.

Conflito de interesses: N3o existe conflito de interesses.

Consentimento: A participacdo é voluntaria; os sujeitos/representantes legais das criancas
podem recusar a participagdo ou interrompé-la a qualquer momento; serad respeitado o
principio do consentimento informado para inclusio no estudo. Sugere-se que o
consentimento informado seja redigido com termos mais simples, adequados & populagdo de
pais/responséveis legais das criancas. A declaragdo de participagdo deve ser feita em folha
separada da do consentimento informado, de modo a que este fique na posse do responsavel

pela crianga.

Confidencialidade: Os dados serdo anonimizados; apenas o investigador e o responsavel pelo
servigo de pediatria do hospital terdo acesso a correspondéncia entre o nimero da amostra e
a identidade do participante.

O acompanhamento dos doentes sera feito em conjunto com a institui¢do hospitalar.

Os dados serdo divulgados junto da comunidade cientifica. Sugere-se que os dados sejam,
também, divulgados junto das autoridades de satude guineenses.

Risco/Beneficio: Ndo ha riscos relevantes nesta participagdo.

Conclusdo: Consideramos que o estudo é eticamente vélido e justificado, sendo aprovado o
protocolo. As correcges sugeridas ndo inviabilizam esta aprovagado.

Lisboa, 30 de Margo de 2012

A““ T gwaséo\

Prof. Doutora Rosa Teoddsio Inv. Doutor Bruno de Sousa
0
-
GILLES DUSSAULT
Presidente do Consetho de Etica
Rua da Junqueira, 100 - 1349-008 LISBOA - PORTUGAL - Tel. 213 652 600 - Fax 213 432 105 - www.ihmt.unl.pt
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