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1. Caracterizagcao da doencga e do agente etiolégico

O paludismo popularmente conhecido como malaria € uma das mais
importantes doencgas parasitarias que acomete anualmente, milhbes de pessoas,
tendo como sintomas caracteristicos acessos intermitentes de febre, calafrios,
cefaléia e sudorese Oakley et al, 2011.

Os agentes etiolégicos responsaveis por esta infecgao sdo protozoarios do
género Plasmodium, no total possuem 5 espécies capazes de causar malaria
humana, P. ovale, P. knowles, P. vivax, P. falciparum e P. malariae; apenas as trés
ultimas espécies citadas estdo presentes no Brasil, sendo estas transmitidas por
insetos da ordem dos dipteros da familia Culicidae e do género Anopheles, todos
sdo disseminados através da picada de mosquitos fémeas infectados por
plasmodium transmitindo a infeccdo ao sangue humano. Existem ainda casos raros
em que a transmissédo ocorre por outro meio que coloque uma pessoa sadia em
contato com o sangue infectado, como o compartihamento de seringas
(consumidores de drogas), transfusdo de sangue ou até mesmo de mée para feto,
na gravidez.

Segundo o manual de ac¢des de controle da malaria, produzido pelo Ministério
da Saude em 2005, para conhecer bem a doenca e entender a agdo dos
medicamentos antimalaricos, para a administracdo adequada do tratamento, é
necessario o conhecimento do ciclo biolégico dos plasmadios. Existem duas formas
de reprodugdo dos mesmos: a reprodugao assexuada, denominada esquizogonia,
que se desenvolve no ser humano, e outra sexuada, chamada esporogonia, cuja
evolugdo se faz no hospedeiro invertebrado, o mosquito. Na figura 1 & possivel

visualizar de forma esquematica os ciclos comentados nesta discusséo.



O ciclo esquizogbnico (assexuado), que ocorre no hospedeiro intermediario,
se da pela inoculacdo das formas do plasmddio denominadas de esporozoitos, os
quais circulam na corrente sanguinea até penetrarem o figado e bacgo. Nessa fase,
ocorre a reprodugdo que origina a forma denominada de merozoitos. Alguns
protozoarios, como o P. vivax, produzem também formas latentes — os hipnozoitos —
que sao responsaveis pelas recaidas da doenca meses ou anos depois da
transmissao.

Em seguida, os merozoitos sao langados na corrente sanguinea e invadem
as hemacias, onde sofrem novas divisdes multiplas e acabam por romper essas
células sanguineas. E nesse momento que o individuo infectado comeca a
apresentar os sintomas da doencga. Esse ciclo, denominado eritrocitico, continua até
que aparegcam formas que nao mais se dividam, os gametdcitos, os quais sao
ingeridos pelo mosquito ao picar uma pessoa infectada. Dessa forma, quando a
fémea de um anofelino suga o sangue do individuo com plasmaodios circulantes, que
ao serem ingeridos originam os gametas masculinos e femininos e a fecundagao
dos gametas produz o oocineto. Este penetra na parede do estdbmago e, dessa
forma, se da a reproducédo sexuada ou esporogonia. O oocineto resultante cai na
hemolinfa do mosquito, transformando-se em oocisto, o qual da origem a
esporozoitos, que se alojam nas glandulas salivares do mosquito e partir dai as

fémeas tornam-se infectantes e, portanto, aptas a transmitir a malaria.


https://www.biologianet.com/anatomia-fisiologia-animal/figado.htm
https://www.biologianet.com/histologia-animal/hemacias.htm
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Figura 1. Ciclo de vida do Plasmodium, Manuais MSD edi¢ao para profissionais

A febre € um dos sintomas mais caracteristicos da malaria, ocorrendo
ciclicamente a cada 48 ou 72h, dependendo da espécie de Plasmodium. A febre
malarica € desencadeada pela liberagcdo de toxinas do parasita (entre as quais
hemozoina e GPIl) quando do rompimento dos eritrocitos infectados. Células
fagociticas presentes na circulagdo, no figado e no pulmdo reconhecem essas
toxinas por meio de receptores de reconhecimento de padrdes (TLR9 para
hemozoina e TLR2 e TLR4 para GPI, entre outros) e liberam grandes quantidades
de pirogenos enddgenos como IL-13, TNF-a e IL-6. Os pirdgenos agem nos centros
termorreguladores do hipotalamo e induzem aumento de temperatura; eles podem
tanto atravessar a barreira hemato-encefalica quanto sinalizar em neurdnios

sensoriais periféricos que, entao, levam a estimulagao do hipotalamo.

2. Resposta imunolégica ao parasita

A febre malarica beneficia o Plasmodium de diferentes formas. Aumentos

ciclicos de temperatura favorecem o desenvolvimento do parasita, posto que



reduzem o tempo de progressdo entre os estagios eritrociticos do ciclo de vida do
parasita. Além disso, a exposicdo a altas temperaturas tem a capacidade de
sincronizar culturas antes assincronas, o que pode permitir com que os parasitas
controlem a duragdo dos diferentes estagios de seu ciclo de vida, algo que teria
implicagdes em aspectos como a invasao de eritrocitos por merozoitos.

A resposta imune inata contra o Plasmodium, vencidas as barreiras naturais,
inicia-se no figado. No citoplasma dos hepatécitos, o RNA do parasita € reconhecido
por receptores MDA5 e MAVS, o que desencadeia uma resposta dependente de
interferons do tipo | (IFN I); por meio da sinalizagao de IFN |, ocorre recrutamento de
células secretoras de IFN-y (principalmente, células NK e células NKT). A
sinalizacado de IFN-y induz a expressdao da NO sintetase e, consequentemente, a
producao de NO, o que inibe o crescimento do parasita nos hepatdcitos.

O hospedeiro também desencadeia resposta imune inata contra o parasita
quando este esta em sua fase sanguinea. Macrofagos séo capazes de fagocitar
merozoitos e eritrécitos infectados, o que pode contribuir para o clearance do
parasita, auxiliando na resolugdo da infeccdo. Por outro lado, a fagocitose de
componentes do parasita leva os macrofagos a um estado disfuncional, no qual eles
se encontram incapazes de secretar as quimiocinas e citocinas que promoveriam a
resposta imune adaptativa ao parasita; dessa forma, a secrecéo dessas moléculas
depende das células dendriticas (DCs) para a devida constru¢cdo da resposta
imunoldgica. DCs, além de promoverem apresentagdo de antigenos para células T,
produzem quimiocinas e citocinas que recrutam e ativam células NK e NKT
produtoras de IFN-y; o IFN-y ativa macrofagos e neutréfilos e direciona a resposta
imune adaptativa para o perfil Th1.

Destaca-se, ainda, o papel de células T yd. Essas células sao ativadas por
antigenos fosforilados do parasita e liberam granulos de granulisina, uma proteina
formadora de poro com atividade citotéxica contra o0 merozoito. Além disso, células T
y® produzem grandes quantidades de IFN-y e ativam DCs.

A resposta imune inata desencadeada contra o Plasmodium pode ser
influenciada por polimorfismos genéticos do hospedeiro, 0 qual passa a apresentar
suscetibilidade ou resisténcia a certos aspectos da doencga. Polimorfismo de perda
de funcdo no gene que codifica o TLR4 esta relacionado a predisposicdo a malaria
severa. Isso ocorre, possivelmente, porque a deficiéncia no TLR4 leva ao menor

reconhecimento de PAMPs (especialmente o GPI), o que induz menor resposta ao



parasita no inicio da doenca e menor ativacdo da resposta imune adaptativa,
resultando em dificuldade de resolver a infecgdo e progressao para quadro grave.
Por outro lado, diferentes polimorfismos de ganho de fungdo no gene que codifica a
NO sintetase estao relacionados a protegdo contra malaria severa. Individuos que
apresentam esses polimorfismos possuem maior produgao basal de NO, tendo, por
conta disso, maior facilidade em controlar a infeccdo uma vez que o NO possui
efeito antiparasitario contras as formas hepatica e sanguinea do parasita. Além
disso, a maior producdo de NO também reduz a expressdo de moléculas que
contribuem para a aderéncia de eritrocitos infectados na vasculatura e a expressao
de TNF (o qual, juntamente com outras moléculas pré-inflamatérias, ja foi
relacionado a quadros graves a doenga).

A resposta imune adaptativa inicia-se quando DCs dos linfonodos drenantes
da pele e do figado apresentam antigenos de esporozoitos, merozoitos e
hepatécitos e eritrocitos infectados a células T CD4+ e CD8+. Células T CD4+
desenvolvem perfil Th1 e secretam IFN-y, o qual ativa macrofagos e neutrofilos,
aumentando sua capacidade fagocitica e sua produgéo de NO, o que contribui para
a eliminacdo do parasita.

Células T CD4+ também se desenvolvem em células Tth (células presentes
no centro germinativo dos 6rgaos linféides secundarios), as quais interagem
diretamente com células B e influenciam o processo de geragao de anticorpos,
promovendo troca de isotipo e hipermutagdo somatica. Os anticorpos gerados contra
o parasita podem ser direcionados para diferentes fases dos seu ciclo de vida, entre
as quais esporozoito e merozoito e contra o eritrocito infectado. Eles atuam
opsonizando os eritrocitos infectados, impedindo a entrada dos merozoitos nos
eritrocitos ou eliminando diretamente os esporozoitos por ADCC.

Células T CD8+ podem promover morte de hepatdcitos infectados por meio
de perforinas e granzimas. Além disso, também produzem IFN-y, ativando
macrofagos e neutrofilos.

Os diferentes cursos da doenga variam de paciente para paciente, e 0 maior
causador dessas variagdes sao as respostas imunes desencadeadas por cada
individuo. A infecgdo por malaria pode levar a patologias como a malaria cerebral,
principalmente caracterizada por uma hiper parasitemia e excessiva producio de
citocinas proé-inflamatérias, levando a uma tempestade de citocinas, seguida pelo

aumento na expressdo de moléculas de adesao, que contribui para o sequestro de



eritrocitos parasitados na microvasculatura cerebral™. A produgédo exacerbada de
citocinas pro-inflamatdrias, como o IFN-y e TNF-a estdo associados a supressao da
eritropoiese. Essas citocinas contribuem para a redugdo da produgdo da
eritropoetina e aumento da eritrofagocitose, levando assim a um quadro de anemia
grave nos pacientes infectados®. A formagao de imunocomplexos também influencia
no curso da doenga, uma vez que esses agregados podem interferir na

microcirculagdo podendo levar, por exemplo, a uma lesdo renal aguda'®.

3. Complicacdes graves da doencga

A insuficiéncia respiratéria aguda € uma complicagao temida em adultos com
malaria falciparum grave (principalmente em mulheres gravidas), que também pode
ocorrer em infecgbes por P. vivax e P. knowlesi "', O aumento da permeabilidade
capilar pulmonar se desenvolve em até 30% dos pacientes adultos e frequentemente
se manifesta apdés o inicio do tratamento antimalarico. A patogénese nao é
totalmente compreendida, mas o dano endotelial mediado pela inflamagao pode ter
um papel importante. O papel do sequestro do parasita vascular pulmonar nao é
claro. Na auséncia de ventilacgdo mecanica, a mortalidade da sindrome do
desconforto respiratorio agudo excede 80%. Com ventilagdo mecanica, a letalidade
ainda excede 50% na malaria falciparum. O prognéstico € melhor na malaria vivax. A
insuficiéncia respiratoria aguda geralmente ocorre alguns dias apos a instalagao da
malaria, mas pode surgir logo apds ou até posterior ao tratamento antimalarico. O
edema pulmonar pode evoluir para SARA (sindrome da angustia respiratéria aguda),
geralmente devido ao aumento da permeabilidade capilar pulmonar™,

A lesao renal aguda também é comum em adultos com malaria grave. Ele se
comporta clinica e patologicamente em forma de necrose tubular aguda. O P.
falciparum é a espécie causadora da maior parte dos casos de insuficiéncia renal
aguda (IRA), a qual contém, além da necrose tubular, a nefrite intersticial e a
glomerulonefrite como achados anatomo-patologicos® 3. Nesta infecgdo, as
alteragdes tubulares sdo mais evidentes do que as glomerulares, podendo variar
desde um pequeno acometimento até necrose tubular aguda e IRA, frequentemente
oligurica e hipercatabdlica. Os eritrocitos infectados pelo parasito, apresentam
protrusdes eletrodensas em sua superficie, que facilita a aderéncia destes as células

endoteliais de vénulas e capilares de diversos érgéos, como os rins, além da



presenca de adesinas do Plasmodium — como os knobs —, contribuindo para a maior
gravidade da doenga, através do fendmeno conhecido por citoaderéncia, que é o
principal evento das complicagcbes relacionadas a malaria, sendo definida como a
ligacdo mediada pelos receptores das hemacias infectadas pelo P. falciparum ao
endotélio capilar, sendo um fenédmeno bioldgico ativado pelo parasita e n&do pelo
hospedeiro®. Concomitantemente & citoaderéncia, existe também o processo de
formagao de rosetas, em que as células infectadas aderem a células ndo-infectadas,
produzindo um efeito sinérgico dos dois fenbmenos na patogénese da malaria grave,
com formagdo de agregados celulares que interferem na microcirculagdo. A
citoaderéncia e os eventos embodlicos na microcirculagdo, juntamente com a
diminuicao da deformabilidade das hemacias reduzem o fluxo sanguineo sistémico e
causam isquemia renal. A lesdo renal aguda esta frequentemente associada a
disfungdo de varios outros 6rgdos vitais (levando a alta mortalidade) ou pode se
desenvolver mais lentamente a medida que outras manifestacbes da doenca
remitem. O diagndstico para IRA ocorre nas situagdes em que ha oliguria (diurese
inferior a 400ml/24 horas) e elevagéo sérica de creatinina e uréia. A hemofiltragédo
ou didlise precoce melhora substancialmente os resultados, especialmente na
insuficiéncia renal hipercatabélica aguda > ' .

Dentre as complicagcbes graves da infeccdo por Plasmodium, nos temos a
Malaria Cerebral que se trata de uma manifestacéo clinica relativamente comum da
malaria grave e a principal causa de o6bito, com uma letalidade de 10% a 50%. A
malaria cerebral ocorre com uma frequéncia variavel, atingindo 0,01% a 16% dos
pacientes. E principalmente caracterizada por uma hiper parasitemia e excessiva
producdo de um tipo de citocinas pro-inflamatorias, seguida pelo aumento na
expressao de moléculas de adesao, que contribui para o sequestro de eritrécitos
parasitados na microvasculatura cerebral '°. Nesse sentido, por meio da expressao e
transporte dessas moléculas de adesao a superficie de eritrocitos infectados (com
destaque a proteina PfEMP1 e as familias de proteinas RIFINs e STEVORs) o P.
falciparum gera a formagéo de rosetas (a ligagdo de hemacias infectadas a outras
nao infectadas), bem como a citoaderéncia entre hemacias infectadas e sua ligacao
ao endotélio. Dessa forma, os parasitas em células vermelhas sequestradas em
capilares periféricos escapam a eliminacdo esplénica. Além disso, esses
agrupamentos de células aderidos aos capilares promovem a obstrucdo do fluxo

sanguineo periférico, reduzindo a perfusdo tecidual e podendo causar hipdxia de



orgaos como o figado, os rins e o cérebro. A respeito de lesbes associadas a este
ultimo 6rgao, os mecanismos de fisiopatologia da malaria cerebral ainda s&o pouco
compreendidos. Um problema fundamental na avaliacdo da patogénese da malaria
cerebral € a escassez de dados em humanos, pois os testes em tecido cerebral sao
invasivos, sendo coletados apenas em autdépsia. As principais hipoteses para o
acometimento dos pacientes a malaria cerebral sdo duas, a teoria mecanica e a
teoria da inflamagdo. Dentre os processos que ocorrem na teoria mecanica,
podemos citar: 0 sequestro de hemacias, entupimento de vénulas e capilares, que
comprometem o fluxo sanguineo e provocam hipdxia (e consequente aumento no
metabolismo anaerdbico, produzindo maiores niveis de lactato e com redug¢ao do pH
local). Assim, ndo somente a fungcédo cognitiva € prejudicada, como também os
reflexos sensoriais, podendo ocorrer convulsdes, encefalopatia difusa (por vezes
localizada) e hemiparesia. A segunda teoria explica a malaria cerebral a partir da
intensa resposta imune caracterizada pela liberacdo de citocinas pro inflamatérias
(associadas a imunogenicidade de DAMPs liberados por eritrocitos mortos e de
antigenos do parasita), aumentando a permeabilidade da barreira hemato-encefalica
e causando hipertensdo intracraniana, sobretudo em criangas. Esse quadro
instala-se de forma progressiva, com manifesta¢des que incluem cefaléia, alteragdes
de comportamento, desorientagdo, convulsdes e coma ' '8, Na maior parte dos
casos em que a infecgdo se torna mais severa, o sequestro de células vermelhas
nos vasos do tecidos atingidos pode ser observado em analise anatomo-patoldgica.

Um outro 6rgao no qual se verifica a presenga de agrupamentos de eritrécitos
sequestrados e que, assim como os anteriores, também demanda alta perfuséo
sanguinea é o figado. Durante a infeccdo, € comum a ocorréncia de morte celular
aumentada nesse 6rgdo, ndo somente pelo rompimento de hepatdcitos na liberagao
de merossomos, mas também pela inflamacado no tecido durante a infecgdo. A
presenca de células de Kupffer reativas, contendo hemozoina (pigmento do parasita)
e eritrécitos parasitados ou nao parasitados, € uma frequente caracteristica
anatomo-patologica do 6rgdo. Assim, ndo sido raros o0s casos de malaria com
hepatoesplenomegalia®*-’.

Algumas patologias, infecciosas ou ndo, podem gerar alteragdes
fisiopatolégicas semelhantes a malaria, dificultando assim o seu diagndstico. A
anemia hemolitica autoimune pode gerar alterac¢des fisiopatoldgicas semelhantes a

infeccdo por malaria, uma vez que é caracterizada como uma condigdo autoimune



na qual os anticorpos do organismo promovem a destruicdo das hemacias. O
fendmeno de hemdlise também ocorre na anemia malérica e leva a um aumento da
lise dos eritrocitos, producao reduzida da série vermelha e aumento da captagao
esplénica, reduzindo assim a quantidade de hemacias circulantes no individuo é.

As alteragbes fisiopatologicas da malaria também se correlacionam com
individuos que estéo infectados com o virus da dengue que desenvolvem a forma
grave da doenca (dengue hemorragica), pois esses pacientes apresentam graves
quadros de trombocitopenia (diminuigdo do numero de plaquetas). A infecgao pelo P.
falciparum parece estar associada com um estado pré coagulante, caracterizado por
trombocitopenia e ativagdo da cascata de coagulagdo e sistema fibrinolitico.
Contudo, a ocorréncia de eventos hemorragicos na malaria é incomum™28,

Dessa forma, exames laboratoriais, associados a sintomatologia, sao de
extrema importancia na determinagdo do diagndstico da malaria. Sob suspeita
clinica de paludismo, é feita a pesquisa do parasita e de alteragdes morfolégicas em
células vermelhas associadas a essa parasitose, em esfregaco de sangue periférico
com coloracdo de Giemsa. Assim, diferentes formas do desenvolvimento do
plasmodium podem ser observadas em eritrocitos infectados. O diagndstico
diferencial entre as diferentes espécies se baseia no nivel de parasitemia e na
morfologia do parasita e das células vermelhas parasitadas. Quando se observa
uma alta parasitemia, com mais do que 5% das células vermelhas infectadas, é
provavel que se trate de P falciparum. Essa espécie também é a unica cujos
gametécitos possuem forma alongada (em “lua crescente”) e eventualmente podem
ser observadas granulagdes de Maurer no citoplasma dos eritrocitos parasitados. P,
ovale e P vivax se assemelham pelo maior tamanho da célula parasitada, que
possui formato ovalado ou fimbrionado (isto é, emitindo digitagcdes), além de
poderem apresentar granulagdes de Schuiffner (os quais representam vesiculas
semelhantes a invaginagdes de pinocitose). Uma maneira de se distinguir estas
duas espécies é pelo aspecto do esquizonte maduro: P. ovale possui em média 8
merozoitos em arranjo de roseta, enquanto P. vivax pode ter de 12 a 24 merozoitos
compartiihando o mesmo citoplasma. Por fim, o P. malariae € 0 Unico cujos
trofozoitos sédo capazes de ocupar de 50% a 75% do volume da célula parasitada,
além de poder apresentar granulagdes de Ziemann 3234,

A anemia em pacientes com malaria € usualmente normocitica e

normocrémica, isto é, as hemacias possuem volume celular e concentragdo de



hemoglobina corpuscular normais. Contudo, a redug¢do na eritropoiese devido ao
cenario inflamatério gera baixa presenca de reticulécitos na circulagéo. Além disso,
pode ser verificada maior quantidade de linfocitos e mondcitos, bem como a
eventual presenca do pigmento malarico em mondocitos e neutrdéfilos. Ainda sobre
aspectos hematoldgicos, aspirados e bidopsias de medula desses pacientes
apresentam-se hipercelulares e com desenvolvimento alterado da linhagem
eritrocitica (cujos precursores apresentam anormalidades citoplasmaticas e
nucleares). Como ocorre o sequestro do P. falciparum em capilares e vénulas, o

parasita pode também ser encontrado nessas amostras de medula®.

4. Modelos de estudo da malaria

Existem enormes dificuldades em se estudar a malaria humana e, devido a
isso, diversos modelos experimentais tém sido cada vez mais utilizados. Os primatas
neotropicais dos géneros Saimiri e Aotus esplenectomizados sdo os modelos
recomendados para estudos experimentais em malaria, visto que podem ser
infectados por plasmdodios humanos. Sao utilizados também os camundongos, que

sao considerados modelo para estudo da malaria cerebral 2°,
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