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Introducao

A maldria é uma das principais doencas parasitarias da atua-
lidade, com cerca de 216 milhdes de casos e 445.000 mortes
anuais. Mais de 90% dos casos ocorrem na Africa, especial-
mente nas extensas dreas de savana e floresta equatorial ao sul
do Saara, onde a maldria é uma das principais causas de morte
entre criangas com menos de 5 anos de idade e gestantes.

Cerca de 40% da populacdo mundial vive em 4reas com
transmissao de maldria, distribuidas em 91 paises da Africa,
da Asia, da Oceania e das Américas. Desses, 21 compdem
a lista de paises proximos de eliminar a malaria, incluindo
Cabo Verde e sete paises latino-americanos (Belize, Costa
Rica, Equador, El Salvador, México, Paraguai e Suriname).
No outro extremo, mais de 80% da carga global da doenca
concentra-se em 15 paises, dos quais 14 sdo africanos. Entre
estes, encontram-se a Nigéria (com 27% dos casos de ma-
laria registrados no mundo), a Reptiblica Democritica do
Congo (10%), a India (6%) e Mogambique (4%). O Brasil,
que contribui com 39% dos casos de maldria registrados no
continente americano, tem suas principais dreas endémicas
na Amazonia Legal. Registram-se no pais quase 200.000 no-
vos casos a cada ano.

Quatro espécies de plasmddios sdo classicamente re-
conhecidas como agentes etioldgicos da maldria huma-
na: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale.
Plasmodium falciparum predomina na Africa, e é a espécie en-
contrada em 91% das infecgdes nesse continente. Plasmodium
malarige é a segunda espécie mais comum na Africa, tam-
bém encontrada nos demais continentes. Plasmodium ovale
compreende duas subespécies geneticamente distintas que se
separaram ha mais de um milhdo de anos: P, ovale curtisi e P
ovale wallikeri (Sutherland et al., 2010). O parasito é relativa-
mente incomum, mas as duas subespécies circulam na Africa,
em partes da Asia e da Oceania, ndo sendo encontrado nas
Américas. Plasmodium vivax é raro na Africa, com exce¢io da
Mauriténia e do Mali e dos paises do Chifre da Africa (Eritreia,
Etidpia e Somélia); entretanto, 36% dos casos extra-africanos
de maldria devem-se a essa espécie. Em termos globais, sio
mais de 8 milhdes de casos de maldria vivax por ano; 86% de-
les provém do Afeganistao, da Eti6pia, da India, da Indonésia
e do Paquistao. Nas Américas, P, vivax tornou-se a espécie pre-
dominante nas tltimas décadas, e corresponde hoje a 64% das
infec¢des; as demais espécies encontradas no continente sao P
falciparum e P malariae. Uma quinta espécie, P. knowlesi, é um
Parasito tipico de macacos do Velho Mundo que pode infectar
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seres humanos no Sudeste Asiatico (Singh; Daneshvar, 2013).
Os plasmédios que infetam humanos sao transmitidaf ex-
clusivamente por mosquitos (Diptera: Culicidae) do género
Anopheles. -

Plasmodium falciparum e P. vivax originaram-se na Afrlfa,
de onde progressivamente se disseminaram, com as migragoes
humanas, para os demais continentes (Tanabe et al., 2010). O
primeiro tornou-se um parasito humano recentemente, ad-
quirido mediante uma transferéncia lateral a partir de gorilas,
enquanto o segundo parece prover de parasitos que circula-
vam entre chimpanzés e gorilas, embora ndo haja certeza a
esse respeito (Loy et al., 2017). Pouco se sabe sobre a histdria
evolutiva de P. malariae e P. ovale (Sutherland, 2016). Muito
provavelmente, as Américas foram o ultimo continente onde
os plasmédios humanos se estabeleceram. Plasmodium falci-
parum foi introduzido com o trifico de escravos africanos, en-
tre os séculos XVI e XIX. As linhagens americanas de P, vivax,
no entanto, parecem combinar caracteristicas genéticas de pa-
rasitos de diferentes regides do globo, podendo ter chegado
ao continente em épocas pré-colombianas (Rodrigues et al.,
2018). Nas Américas, P. vivax e P. malariae adaptaram-se a di-
versos primatas ndo humanos, como os bugios (Alouatta sp.)
e outros macacos do Novo Mundo. Nesses hospedeiros, tais
espécies de parasitos foram inicialmente descritas como P si-
mium e P. brasilianum, respectivamente. Hoje esta demonstra-
do que, em alguns focos da América do Sul, as mesmas linha-
gens de P. vivax e P. malarige circulam entre seres humanos
€ macacos, com evidentes implicacoes para seu controle e a
eliminagdo da malaria no continente (Lalremruata et al., 2015;
Brasil et al.,, 2017).

' O genoma nuclear dos plasmédios que infectam o homem
foi caracterizado nas duas dltimas décadas. Os genomas de
cada espécie, sequenciados e montados com o uso de dife-
rentes métodos, compreendem 23 a 38 milhées de pares de
bases e cerca de 5.000 a 8.000 genes anotados, distribuidos em
14 cromossomos. Os parasitos apresentam também dois geno-
mas extranucleares: o mitocondrial, com 6.000 pares de bases,
e 0 do apicoplasto, com 29.400 pares de bases. O apicoplasto é
uma organela semelhante ao cloroplasto das plantas e prove-
niente de uma simbiose secundaria com cianobactérias. A dis-
ponibilidade de dados genomicos de muitas centenas de pa-
rasitos de diferentes origens geograficas proporciona o estudo
genético populacional em alta resolugdo, levando a descoberta
das bases genéticas de fendtipos de importancia médica, como
a viruléncia dos parasitos e sua resisténcia aos antimaldricos
(Neafsey; Volkman, 2017).
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Aspectos bioldgicos

Por mais de 2.500 anos, a maldria foi atribuida a miasmas ema-
nados de regides alagadas. O préprio nome da doenga origi-
na-se do italiano medieval “mal aria’, fazendo referéncia aos
“maus ares” dos pantanos. Somente em 1880 o médico militar
francés Charles Louis Alphonse Laveran viria a descobrir, em
amostras de sangue de pacientes febris da Argélia, o protozoa-
rio posteriormente conhecido como P. malariae. Laveran exa-
minou amostras frescas de sangue, sem fixa¢ao nem colora-
a0, em seu microscépio rudimentar sem objetiva de imersio
em 6leo, com aumento méximo de 400 x. No entanto, obser-
vou e descreveu com precisao diversos estégios evolutivos do
parasito presentes no sangue, interpretando corretamente seu
significado bioldgico. Por sua descoberta extraordinéria, con-
trariando as teorias entéo vigentes sobre as causas da malaria,
Laveran recebeu o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina de
1907 (Cox, 2010). As demais espécies de plasmédios humanos
foram caracterizadas nos anos seguintes, com o uso de coran-
tes apropriados e microscopios mais avangados; a tltima de-
las, P. ovale, foi descrita por John Stephens na Africa Ocidental
em 1922.
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Os plasmodios apresentam um  ciclo vital compley,
(Figura 3.1). A infecgdo humana inicia-se com a inoculagio p,,
tecido subcutineo, durante o repasto sanguineo, de 15 3 200
esporozoitos provenientes das glandulas salivares de mosquitog
féemeas do género Anopheles. Do subcutaneo, os esporoz;.
tos atravessam diferentes tipos celulares, incluindo fibroblys.
tos e fagdcitos, até chegarem a corrente sanguinea ou linfitic,
(Amino etal., 2006). Se alcangarem 0s vasos sanguineos, chegar,
ao figado cerca de 30 minutos ap6s a inoculagao, onde sdo cap.
turados por células de Kiipffer e atravessam as células endote-
liais dos capilares hepaticos e diversos hepatdcitos até se estabe-
lecerem em um deles. Embora os mecanismos moleculares que
possibilitam ao parasito atravessar diferentes tipos celulares ain-
da nio sejam completamente conhecidos, demonstrou-se re-
centemente o papel essencial de duas proteinas de esporozoitos
nesse processo, SPECT (do inglés, sporozoite microneme protein
essential for cell traversal)-1 e SPECT-2, esta ultima também co-
nhecida como PLP (perforin-like protein)-1 (Yang et al., 2017).

Concluida a fase de migragdo por diferentes células, o
esporozoito inicia o chamado ciclo pré-eritrocitdrio de multi-
plicagio do parasito. Até meados da década de 1940, desco-
nhecia-se o destino dos parasitos que, uma vez inoculados pelo
vetor, somente surgem na corrente sanguinea cerca de 10 dias
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FIGURA 3.1 Ciclo vital dos plasmédios que infectam o homem. Observe que,
que ocorrem em P. vivax e P. ovale. As etapas de desenvolvimento do parasito no vet
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depois. A hipdtese me}is ageila durante 40 anos, conhecida
sosteriormente como faldcia de Schaudinn, baseava-se na ob-
servagdo relatada pelo conhecido parasitologista alemao Fritz
Schaudinn em 1903, mas nunca confirmada de modo indepen-
dente, de penetragdo direta de esporozoitos de P vivax em he-
macias humanas. Henry Shortt e Cyril Garnham basearam-se
em trabalhos prévios com protozodrios sanguineos filogeneti-
camente proximos a plasmddios, que infectam aves, para re-
futar a falacia de Schaudinn. Demonstraram de modo inequi-
voco, em 1947, que os plasmédios humanos passam por uma
fase de multiplicacao no figado antes de infectarem as hemacias
(Cox, 2010). Entre as evidéncias prévias havia as publicacoes
do parasitologista brasileiro Henrique Aragao, de 1908, descre-
vendo o ciclo pré-eritrocitario de Haemoproteus columbae no
pulmao de pombos experimentalmente infectados (S4, 2011).
No interior do hepatécito, os esporozoitos originam esté-
gios esféricos uninucleares conhecidos como criptozoitos. Se
cairem em vasos linfaticos, os esporozoitos deixam de sofrer
desenvolvimento ulterior, mas podem induzir resposta imu-
ne do hospedeiro ao chegarem aos linfonodos (Amino et al.,
2006). Demonstrou-se recentemente, em modelos experimen-
tais, que alguns parasitos podem permanecer na derme e l4
desenvolver-se. No figado, a divisdo nuclear dos criptozoitos
origina uma célula multinucleada conhecida como esquizon-
te. Ao final de 8 a 15 dias, o hepatdcito parasitado libera mi-
lhares de merozoitos (Figura 3.2), envoltos em uma vesicula
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conhecida como merossomo, na luz de sinusoides hepaticos.
Esquizogonia é o processo de reprodugio assexuada que resul-
ta na formacio do esquizonte, que, por sua vez, dard origem
aos merozoftos. A esquizogonia que ocorre em hepatdcitos é
conhecida como esquizogonia hepatica, tecidual, pré-eritroci-
tdria ou exoeritrocitdria, para distingui-la dos ciclos esquizo-
gOnicos que posteriormente ocorrem nas hemacias.

Em P vivax e P. ovale, alguns esporozoitos originam formas
dormentes intra-hepéticas conhecidas como hipnozoitos (ver
Figura 3.2). Semanas ou meses depois da infecgdo primdria, os
hipnozoitos podem reativar-se, resultando nas recaidas tardias
tipicas da infeccido humana por P. vivax e P. ovale (Tabela 3.1).
Os mecanismos que levam 2 reativagdo dos hipnozoitos sao
desconhecidos; especula-se que a febre, causada pela prépria
maldria ou infecges bacterianas, possa estimular a reativagao
(Shanks; White, 2013). Nao esta claro se os merozoitos origi-
nados de hipnozoitos sio geneticamente idénticos aos produ-
zidos durante a infeccdo primaria, logo apds a inoculagao dos
esporozoitos. Os dados disponiveis sugerem que subpopula-
¢es distintas de esporozoitos de P. vivax, presentes no mes-
mo indculo, podem passar ou ndo pelo estagio de hipnozoitos
antes de sofrerem a esquizogonia hepatica. Além disso, dife-
rentes geragoes de hipnozoitos, provenientes de infeccoes
independentes, podem reativar-se simultaneamente, aumen-
tando a complexidade genética da populagdo de parasitos pre-
sentes na corrente sanguinea.

FIGURA 3.2 Hipnozoitos e a esquizogonia exoeritrocitéria em Plasmodium vivax e P. ovale. Os esporozoitos que penetram hepatdcitos po-
dem multiplicar-se intensamente ao longo dos préximos 8 a 15 dias, originando milhares de merozoitos a serem liberados na corrente
sanguinea (esquizogonia exoeritrocitaria), ou podem permanecer dormentes no interior da célula hospedeira, por semanas ou meses,

sob a forma de hipnozoitos.

TABELA 3.1 Caracteristicas biolégicas dos plasmédios humanos.

Perfodo de incubagao 827 dias
Presenca de hipnozoitos Sim
Duragéo do ciclo eritrocitério 48h
Ndmero de merozoitos por esquizonte tecidual 10.000
Parasitemia (mm?)

+ Média + 20.000

+ Méxima - 50.000
Duragao méxima da infecéo nédo tratada (anos) Até 4

15a30dias 84a 25 dias 9a 17 dias
Nao Nao Sim

72h 48h 48 h

2,000 40.000 15.000

+ 6.000 + 50.000 a 500.000 + 9.000

- 20.000 « 2.500.000 + 30.000
Até 50 Até 2 Até 4
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Os merozoitos sio estégios extracelulares de formato ovoi-
de, com 1 a 3 pm de comprimento, que invadem exclusiva-
mente hemécias. O processo de invasio dessa célula hospe-
deira por merozoitos de P. falciparum, que leva 1 a 2 minutos,
envolve as cinco etapas representadas na Figura 3.3.

Nesse processo desempenham papel fundamental as es-
truturas que formam o chamado complexo apical, as roptrias,
os micronemas, os granulos densos e o anel polar, represen-
tadas na Figura 3.4. Ocorre inicialmente o reconhecimento
de receptores da superficie da hemdcia. Acredita-se que essa
interagdo inicial seja mediada por componentes da superficie
dos merozoitos, as merozoite surface proteins (MSPs). Algumas
MSPs sao ancoradas na membrana do parasito por uma estru-
tura de glicosilfosfatidilinositol (GPI), como MSP-1, 2,4, 5, 8¢
10; outras sdo soluveis, como MSP-3, 6, 7 € 9. A MSP-1 parece
interagir com a banda 3, uma proteina abundante na mem-
brana da hemdcia, mas o papel dessa interagdo no processo
de invasao nio esta plenamente estabelecido. A etapa seguinte
consiste na reorientagao do merozoito. O parasito posicio-
na seu polo apical em contato com a membrana da hemacia.
No interior de roptrias e micronemas, encontram-se diversas

FIGURA 3.3 Representacao esquematica do processo de invasao de
hemécias por merozoitos de plasmédios. 1. Reconhecimento, a
distancia, de receptores da superficie da hemacia. 2. Reorientacao
da posicdo do merozoito, de modo a colocar seu polo apical em
contato direto com a membrana da hemacia. 3. Invaginagao da
membrana da hemédcia. 4. Interacbes de alta afinidade de molé-
culas do merozoito com receptores da hemdcia, inicialmente em
seu polo apical e estendendo-se até seu polo posterior, facilitando
a penetragdo do merozoito, que forma um vacuolo a medida que
penetra célula. 5. Descarte das moléculas que interagem com a
membrana da hemicia, possibilitando o fechamento do vacutolo
que se formou durante a invasao, com o merozoito em seu interior.
Adaptada de Cowman et al,, 2017.

Anéis polares
apicais

Granulos
densos

FIGURA 3.4 Representagao esquemética da estrutura de um merozoi-
to de plasmédio. Adaptada de Cowman et al., 2017.

outras moléculas, especialmente proteases, que Serdo secret,.
das durante o processo de invasao celular, f’ac‘ilitan.do aform,.
¢do de um poro entre 0 merozoito e hemdcia e a invaginacj,,
da membrana da hemécia.

Para sua entrada na célula, P. falciparum estabelece inter,.
cdes de alta afinidade com receptores da hemdcia, a partir ¢,
seu polo apical. As primeiras interagoes envolvem duas famjliy
de adesinas, liberadas pelos micronemas em resposta a umj
sinalizacdo intracelular dependente de'célc'io: a familia Dy
binding-like (DBL) ou erythrocyte-binding-like (EBL) e a famj.
lia reticulocyte-binding-like protein homollog (RBL ou Rh). 04
receptores de algumas adesinas na superflae das hemacias si
conhecidos: Erythrocyte-binding antigen (EBA)-175, da famj.
lia EBL, liga-se  glicoforina A; EBA-140 liga-se a glicoforina
C; EBL-1 liga-se a glicoforina B. Néo se conhece, no entanto,
o receptor de EBA-181. As interagdes entre membros da fa-
milia DBL/EBL e as hemdcias sdo redundantes; por exemplo,
os merozoitos de P. falciparum invadem hemdcias deficientes
em glicoforina A, de fendtipo En(a-), utilizando a glicoforina
B ou C como receptor. Das proteinas da familia RBL/RA, co-
nhecidas como Rh1, Rh2a, Rh2b, Rh4 e Rh5, s6 se conhecem
os receptores eritrocitarios das duas dltimas: Rh4 liga-se ao
receptor de complemento CR1, enquanto Rh5 forma um com-
plexo com duas outras proteinas do parasito (Ripr e CyRPA) e
se liga a basigina, antigeno que define o grupo sanguineo Ok
na superficie da hemécia. A formagdo de uma jungao apertada
(tight junction), que possibilita o contato intimo entre as mem-
branas celulares do merozoito e da hemdcia, completa-se ao
final desse processo de multiplas interagdes.

Inicia-se entdo a etapa de entrada do merozoito na hemdcia,
dependente da interagdo de uma proteina integral da mem-
brana, a apical membrane protein (AMA)-1, produzida pelos
micronemas, com proteinas de roptrias da familia RON, es-
pecialmente RON-2. Segundo a hipétese mais aceita, RON-2
¢ translocada para a membrana da célula hospedeira e serve
como ponto de ancoragem de AMA-1, que se conecta aos fei-
xes de actina e miosina do parasito. Deste modo, o merozoito
¢ impulsionado para a frente, formando um vactiolo 4 medida
que penetra a célula. Finalmente, o merozoito descarta suas
moléculas liberadas durante sua interagio com a membrana
da hemdcia, tornando possivel o fechamento do vactiolo que
se formou durante a invasdo. Conhecer as diversas moléculas
envolvidas na invasio de hemécias tem possibilitado desen-
volver estratégias para inibi-la com o uso de anticorpos espe-
cificos. Em particular, anticorpos que bloqueiam a interagao
entre Rh5 tém grande capacidade inibitéria, sugerindo um
possivel alvo para o desenvolvimento de vacinas contra os esta-
gios sanguineos de P. falciparum. A combinagio de anticorpos
contra diferentes ligantes, incluindo EBA-175 e Rh4, parece ter
efeito protetor ainda mais pronunciado (Cowman et al., 2017).

Plasmodium vivax parasita exclusivamente reticuldcitos,
hemdcias jovens que ainda expressam o receptor de transferri-
na-1 (TfR-1), também conhecido como CD71. Em contraste,
P. falciparum invade hemacias de todas as idades, ainda que
apresente preferéncia por hemacias jovens. P. malariae nao
mostra preferéncia por algum tipo de hemdcia. A literatura
classica refere-se a uma preferéncia de P. malariae por hema-
cias mais velhas, mas sem evidéncia clara a esse respeito. AS
bases moleculares da preferéncia de P. vivax por reticulécitos
foram recentemente elucidadas. RBP2b, uma proteina da fa-
milia das RBPs (reticulocyte-binding proteins), corresponden-
te em P. vivax i familia RBL/Rh de P. falciparum, é o ligante
de TFR-1 (CD71) durante o reconhecimento inicial da célula



hospedeira. 0 pa’rasitg nao im{ade hemdcias incapazes de ex-
pressar TfRI. _Alem (!1550, anticorpos contra RBP2b, ao blo-
quearem essa interacao, reduzgm drasticamente o sucesso de
entrada do parasito na hemdcia (Gruszczyk et al,, 2018). A
preferéncia de merozoitos de P. vivax por reticuldcitos favore-
ce seu acumulo no parénquima da medula éssea, onde as célu-
Jas sanguineas imaturas que expressam CD71 sao produzidas,
formando um amplo reservatério para o desenvolvimento e a
proliferagao dos parasitos (Obadia et al., 2018).

A entrada de P, vivax depende ainda de outras interages
receptor-ligante com as hemdcias. Em geral, seus merozoi-
tos penetram somente em hemdcias que expressam o grupo
sanguineo Duffy, também conhecido como Duffy antigen re-
ceptor for chemokines (DARC) na literatura de lingua ingle-
sa. DARC serve como receptor para uma molécula que os
merozoitos expressam em sua superficie, conhecida como
Duffy binding protein (DBP). Os individuos Duffy-negativos,
frequentemente encontrados na Africa Ocidental, nio expres-
sam DARC em seus eritrocitos, e por isso sdo geralmente re-
fratdrios a infec¢do sanguinea por P. vivax (Zimmerman et al.,
2013). Portanto, DBP constitui-se em um excelente alvo po-
tencial para o desenvolvimento de vacinas contra esse parasi-
to (Chitnis; Sharma, 2008). A interagio entre DBP e DARC é
essencial para a formagao da tight junction entre o merozoito
e o reticuldcito, que se segue a interacio inicial entre RBP2b e
TfR1. Anticorpos naturalmente adquiridos contra a DBP sio
capazes de inibir a interagdo entre o parasito e a DARC, re-
duzindo o risco de infecgio (King et al., 2008) e de doenca
(Nicolete et al., 2016). Entretanto, ha relatos de infecgées por
P. vivax em individuos Duffy-negativos da Africa Oriental
(Ménard et al., 2010) e do Brasil (Cavasini et al., 2007), suge-
rindo que esse parasito utilize receptores alternativos, ainda
desconhecidos, para a sua penetragdo em hemécias.

Os primeiros estdgios intraeritrocitarios dos plasmddios
sao os trofozoitos. No interior das hemécias ocorre nova es-
quizogonia; os esquizontes eritrocitarios maduros apresentam
entre 6 e 32 nucleos, cada um deles originando um merozoi-
to. Ao fim da esquizogonia, os merozoitos sio liberados na
corrente sanguinea, coincidindo temporalmente com os picos
febris periédicos caracteristicos da malaria. Em geral, a febre
e os demais sinais e sintomas tipicos da maldria surgem quan-
do se ultrapassa certo limiar de parasitemia, em torno de 10
a 100 formas sanguineas por microlitro de sangue. Por isso,
os primeiros ciclos eritrocitdrios podem deixar de despertar
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sintomas. A saida dos merozoitos da hemicia exige a ruptu-
ra do vactiolo parasitéforo em que o parasito se instalou e da
membrana celular da célula hospedeira (Figura 3.5). Primeiro
rompe-se 0 vactiolo parasitéforo, como resultado da agao de
proteases do parasito. Consequentemente, os merozoitos fi-
cam livres no citosol da hemicia ainda intacta. A seguir, ele-
va-se subitamente a pressdo intracelular e ocorre degradagao
do citoesqueleto da hemécia. Sua membrana celular rompe-se,
liberando os merozoitos.

O intervalo entre os picos febris corresponde a duragdo da
esquizogonia sanguinea em cada espécie (ver Tabela 3.1). Os
merozoitos que invadem novas hemacias podem transformar-
se em trofozoitos e posteriormente em esquizontes, ou alter-
nativamente podem diferenciar-se em formas de reprodugao
sexuada, os gametdcitos, infectantes para 0s mosquitos vetores.
Os gametécitos de P. falciparum comegam a ser produzidos de-
pois de alguns ciclos de esquizogonia sanguinea; sao encontra-
dos gametdcitos maduros na circulagdo periférica somente 8 a
10 dias depois do inicio dos sintomas e eles persistem viaveis
por muitas semanas. Em contraste, os gametocitos de P. vivax
sdo produzidos logo no inicio do ciclo sanguineo; encontram-
se gametocitos maduros no sangue periférico 3 a 5 dias depois
de surgirem os primeiros estdgios assexuados sanguineos. Em
geral, todos os individuos com maldria vivax apresentam ga-
metdcitos circulantes, mas que sobrevivem por poucos dias
no sangue periférico (Adams; Mueller, 2017). Os gametdcitos
imaturos das espécies acumulam-se na medula 6ssea, seu pro-
vavel sitio de maturagdo, até chegarem a corrente sanguinea.

A proxima fase do ciclo vital, conhecida como esporogo-
nia, ocorre no mosquito. Os gametdcitos ingeridos durante
o repasto sanguineo, diferentemente dos demais estdgios eri-
trocitarios do parasito, ndo sdo digeridos no estdmago dos
mosquitos. Em poucos minutos o gametocito masculino sofre
a exflagelagdo, desencadeada pela mudanga de temperatura
na passagem do ser humano para o mosquito, que resulta na
formagido de seis a oito gametas masculinos ou microgamen-
tas, enquanto os gametdcitos femininos transformam-se em
macrogametas. A exflagelagdo dos gametdcitos masculinos foi
inicialmente observada em 1897, em um hematozoério de
passaros, Haemoproteus columbae, por William MacCallum,
um estudante de medicina canadense. MacCallum logo con-
cluiu que um processo semelhante poderia ocorrer também
em plasmédios humanos, mas nio previa a participacao de
mosquitos no restante do ciclo do parasito. O zigoto formado

FIGURA 3.5 Representagao esquemdtica do processo de saida dos n_\erozoitos da hemécia infectada. 1. Esquizonte maduro com merozoi-
tos jé formados. 2. Ruptura do vactolo parasitéforo, com I!beragao dos merozoitos no citosol da hemacia intacta. 3. Aumento do dia-
metro da hemacia como resultado da elevagéo da pressao intracelular e da degradacio de seu citoesqueleto. 4. Ruptura da membrana

celular da hemécia liberando os merozoitos.
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pela fusdo de microgametas e macrogametas transforma-se,
em poucas horas, em um estdgio mével chamado oocineto. Ao
penetrar a parede do estomago do mosquito, 0 oocineto trans-
forma-se em oocisto, uma estrutura esférica que se aloja en-
tre o epitélio e a membrana basal, em cujo interior se formam
esporozoitos. Com a ruptura do oocisto, milhares de esporozoi-
tos liberam-se e migram para as glandulas salivares dos mos-
quitos. A cada repasto sanguineo, dezenas de esporozoitos sao
inoculadas no hospedeiro vertebrado. O ciclo esporogénico,
que dura de 10 a 17 dias, foi elucidado por Ronald Ross, um
meédico militar britinico agraciado em 1902 com o Prémio
Nobel de Fisiologia ou Medicina. Em 1898, Ross encontrou
oocistos em culicineos alimentados com sangue de passaros
infectados com P, relictum; nos anos seguintes, a participagao
de anofelinos na transmissio da malaria humana foi confir-
mada por Giovanni Battista Grassi e Amico Bignami, na Itélia,
e pelo préprio Ronald Ross, em Serra Leoa (Cox, 2010).

Aspectos clinicos

Diversas infecgdes bacterianas e virais resultam em imunidade
completa e duradoura apés um tnico contato com o agente
etiologico. Em contrapartida, a maléria s6 induz imunidade
parcial e de curta duragao depois de vérios anos de exposicdo
continua ao parasito. Por exemplo, as criancas de 4reas ru-
rais da Africa Subsaariana sio geralmente expostas a maléria
desde o nascimento e passam a adoecer quando desaparece
2 protecao conferida pelos anticorpos maternos, adquiridos
por passagem transplacentdria e pela elevada concentracio de
hemoglobina fetal. Anticorpos adquiridos naturalmente tam-
bém se mostram eficientes no controle da infecgao, quando
transferidos passivamente do soro de individuos imunes para
sujeitos em fase aguda da doenca. Muitas dessas criangas pe-
quenas desenvolvem maldria grave quando expostas a P. fal-
ciparum. A partir dos 5 anos de idade, entretanto, a maldria
grave raramente € observada nessas criangas, que parecem ter
desenvolvido certo grau de imunidade contra a doenca (imu-
nidade clinica), ainda que permanecam suscetiveis a infeccio
€ eventualmente a episédios clinicos leves, Adolescentes e
adultos dessas comunidades rurais africanas, mesmo que fre-
quentemente alberguem baixas cargas parasitérias, raramen-
te apresentam doenga clinicamente manifesta. Gestantes sdo
€xcecdo, especialmente as primigestas, que podem desenvol-
ver maléria grave. Outra excecao conhecida sio os africanos
que permanecem por longos periodos de tempo fora de areas
endémicas, com perda parcial ou completa da imunidade
adquirida. No Brasil, h4 evidéncia de aquisicio de imunida-
de clinica em populacoes da Amazbnia, apds varios anos de
€XPOsicao ao parasito, embora os niveis de transmissao de ma-

liria sejam substancialmente inferiores aos observados na
Africa (Alves et al., 2002).

Entre individuos nio imunes,
provenientes de dreas nao endém
de paroxismos caracteristicos da m
acessos palidicos. Os paroxismo
acompanhados de mal-estar,
articulares. Néuseas e vomito
dendo também ocorrer dor a
horas inicia-se febre alta,
essa fase segue-se um pe
Ihora progressiva do esta

como viajantes e migrantes
Icas, € comum a ocorréncia
aldria, também chamados de
s iniciam-se com calafrios,
cefaleia e dores musculares e
$ a0 sintomas frequentes, po-
bdominal intensa. Em algumas
que produz adinamia e prostragio. A
riodo de sudorese profusa, com me-
do geral. Via de regra, pacientes com
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infeccdo por P. falciparum, P. vivax e P. ovale tém p:clroxismos
febris a cada 48 h (febre ter¢d), enquanto aqueles infectadog
por P. malariae tém paroxism{os acada 72 h (febre q‘uar'ta,). Na
prética, esse quadro classico é pouco frequente em 1n41v1duos
continuamente expostos a maldria; nesse caso, os sintomas
tendem a ser mais brandos. A infeccdao pode ser completa-
mente assintomdtica em individuos semi-imunes com baixas
parasitemias. Hd geralmente anemia, espler}qmegalia e he.pa-
tomegalia. O diagnostico diferencial da malaria ndo comphca~
da inclui quadros febris agudos comuns em regides tropicais,
como dengue, febre amarela e outras arboviroses, bem como
diversas doengas bacterianas acompanhadas de bacteriemia,
como septicemias, febre tifoide e pielonefrite aguda.

Do ponto de vista clinico, a diferenga mais importante entre
P falciparum e as demais espécies estd em sua maior capacidade
de produzir doenga potencialmente grave e de desenvolver
rapidamente resisténcia a diversos antimalaricos de uso cor-
rente. Maldria grave ou complicada (Tabela 3.2) é um conceito
operacional originalmente proposto para identificar pacien-
tes com maléria falciparum que requerem cuidados médicos
de maior complexidade, mas hoje é amplamente reconheci-
da a capacidade de P. vivax produzir doenca grave, eventual-
mente fatal, e adquirir resisténcia a diversos antimalaricos de
uso corrente, especialmente a cloroquina (Price et al., 2009).

TABELA 3.2 Manifestagoes e complicagdes da maléria grave por

Plasmodium falciparum.

Coma profundo na auséncia de outra
encefalopatia infecciosa ou metabélica.

Complicacao

Maléria cerebral

Convulsdes generalizadas ~ Mais de duas crises convulsivas em 24 h.

Anemia grave Concentragéo de hemoglobina sanguinea

abaixo de 5 g/100 m¢ ou hematdcrito
inferior a 15% geralmente requerem
hemotransfusao.

Hipoglicemia Concentracao de glicose sanguinea inferior a

40 mg/100 m¢.

Insuficiéncia renal aguda Concentragao de creatinina plasmatica

superior a 3 mg/100 m/ com débito urinério
inferior a 400 m¢ em 24 h (12 mé/kg/dia em
criangas).
Edema pulmonar e
sindrome da angustia
respiratéria do adulto

"Maléria algida”

Se possivel, com comprovagdo radioldgica
do edema pulmonar e monitoramento de
pressao capilar pulmonar ou venosa central.
Choque circulatério,

Acidose metabdlica Niveis sanguineos de bicarbonato abaixo de

15 mmol/ e pH sanguineo abaixo de 7,35.

Hemorragias retinianas e gengivais,
trombocitopenia.

Alteragdes de hemostasia

Febre hemoglobindrica

Hemodlise intravascular maciga.
(blackwater fever)

Hipertermia Temperatura retal acima de 39°C.

Parasitemia acima de 100.000 parasitos por
microlitro de sangue.

Hiperparasitemia

Disfungdo hepatica e
ictericia

Ruptura esplénica




Todos os pacientes incapazes de ingerir antimaldricos, que
apresentam disfungao de (j)rgéf)s vitais ou que tém altas parasi-
temias requerem hospitalizagdo. Também devem ser hospita-
lizadas as gestantes com maldria falciparum, em fungio do alto
risco de abortamento e de complicagdes maternas; embora a
transmissao congénita seja rara, as criancas de maes com ma-
laria gestacional por P. falciparum ou P. vivax frequentemente
apresentam retardo de crescimento intrauterino.

A definigdo cldssica de maldria cerebral restringe-se aos
pacientes com maldria falciparum em coma profundo, inca-
pazes de localizar estimulos dolorosos, nos quais outras ence-
falopatias (infecciosas e metabolicas) tenham sido excluidas.
Os adultos que se recuperam de maléria cerebral raramente
apresentam sequelas neuroldgicas, mas até 10% das criangas
podem apresentar algum tipo de sequela. Existem, entretan-
to, graus intermedidrios de comprometimento neurolégico,
como sonoléncia e prostracao intensa, que nao definem a ma-
laria cerebral. O estado pds-ictal em pacientes com convulses
pode simular coma profundo; por isso, sugere-se reexaminar o
paciente pelo menos uma hora apds a dltima crise convulsiva
antes de diagnosticar-se maldria cerebral. No Brasil, a maior
parte dos pacientes com malaria grave apresenta, a admissio
ou durante a evolugdo, um comprometimento de multiplos
0rgaos em que o quadro cerebral, se presente, é um compo-
nente adicional. A malaria cerebral é geralmente considerada
uma complicagao exclusiva da malaria falciparum, em fun-
cdo de sua clara associacdo com o fendmeno de citoaderéncia
descrito a seguir. Entretanto, ha diversos relatos recentes de
complicagdes neuroldgicas, incluindo coma, em infec¢des por
P vivax. A confirmacio desses achados e a elucidagio de sua
fisiopatogenia estdo entre as 4reas prioritarias de pesquisa cli-
nica sobre a maldria.

A anemia produzida pela hemolise intravascular que ocor-
re frequentemente em pacientes com maldria é grave apenas
em alguns pacientes infectados por P. falciparum. Resulta tan-
to da ruptura de hemacias parasitadas como da destruigio de
hemdcias ndo parasitadas pelo sistema imune do hospedeiro.
Algumas citocinas pré-inflamatérias também parecem contri-
buir para o agravamento da anemia, por suprimirem a ativida-
de hematopoética da medula dssea.

A insuficiéncia renal é uma complicagdo particularmente
comum na mal4ria grave em adultos. Resulta de alteragdes da
perfusdo renal, decorrentes da desidratagio (especialmente
em pacientes com febre alta, vomitos e alteragdes do nivel de
consciéncia) e de eventual hipotensao, e agravadas pela hemo-
lise intravascular e consequente lesio tubular. A dilise preco-
ce é essencial para reduzir a letalidade do quadro.

A insuficiéncia respiratéria decorre de edema pulmonar,
com apresentacio clinica frequentemente idéntica 4 da sindro-
me da angstia respiratéria do adulto observada nas septice-
mias. Alguns pacientes, entretanto, apresentam pressao capilar
Pulmonar elevada, em fungio de excesso de hidratagao paren-
teral na vigéncia de débito urinario reduzido. E um quadro
comum entre pacientes adultos, com elevada letalidade. Nao
€ exclusivo de malaria falciparum; recentemente, numerosos
relatos de casos de insuficiéncia respiratéria, com diferentes
Nivejs de gravidade, foram descritos na maldria vivax, mas a
Sua fisiopatogenia permanece obscura.

A ictericia na maléria decorre tanto de hemdlise intra-
Vascular como de alteragdes funcionais dos hepatocitos, com
umento dos niveis de bilirrubina indireta (predominante-
Mente) e direta. As concentragdes séricas de enzimas hepiticas
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elevam-se em geral até 2 a 10 vezes acima dos valores nor-
mais, sem alcangar os niveis encontrados nas hepatites virais.
As lesoes hepaticas sdo discretas e reversiveis, sem expressao
anatomopatolégica significativa. Uma situagdo extrema de
hemolise intravascular, com intensa hemoglobintiria, recebe
o nome de febre hemoglobiniirica ou blackwater fever, na litera-
tura de lingua inglesa. Esse quadro estd geralmente associado
ao uso irregular de quinina (e, mais recentemente, de deriva-
dos da artemisinina ou de mefloquina), embora néo se conhe-
¢a o papel exato desses medicamentos na fisiopatologia desta
complicagao. O exame de amostras de urina indica a presen¢a
de hemoglobina ou mioglobina. A maior parte dos pacientes
apresenta funcio renal normal, desde que a reposi¢ao de san-
gue seja feita adequadamente.

Os distiirbios da hemostasia resultam geralmente de trom-
bocitopenia, muitas vezes associada a um quadro de coa-
gulagdo intravascular disseminada. Existem relatos recentes
de trombocitopenia em maldria vivax. As hemorragias reti-
nianas sao relativamente comuns e tém valor como indicador
de progndstico.

A ruptura esplénica, espontanea ou apds trauma abdominal,
¢ uma complicagao rara da maldria por P, falciparum e também
aquela causada por outras espécies. O quadro requer diagnds-
tico rdpido e tratamento (habitualmente cirirgico) imediato.

As gestantes tendem a ser mais suscetiveis 4 infeccdo pelos
plasmddios e, uma vez infectadas, sdo mais propensas a de-
senvolverem quadros graves, com sérias consequéncias para
a sua satide e a de seu feto (Rogerson et al., 2018). O aumento
de suscetibilidade a infec¢do pode dever-se a maior atrativi-
dade de mosquitos pela gestante, comparada com os demais
membros da comunidade. Trata-se de fendmeno descrito para
os vetores da maldria na Africa Subsaariana, porém ainda
nao comprovado em outros contextos. Ao longo de décadas,
a maior suscetibilidade a doenca que se segue 1 infeccio foi
atribuida a alteragdes imunoldgicas que caracterizam a gesta-
¢ao, com o predominio de respostas regulatérias que pode-
riam favorecer a multiplicagio do parasito. No entanto, nio
se explica desse modo por que as primigestas, comparadas as
multigestas, tendem a apresentar episodios mais graves, po-
tencialmente fatais, de malaria por P. falciparum. Hoje atribui-
se a maior gravidade da infeccao por P. falciparum durante a
gestagao ao sequestro macigo de parasitos no €spago intervi-
loso da placenta, onde eles encontram um territério favoravel
a sua multiplicagio (Fried; Duffy, 2017). As primigestas, em
particular, ndo tém imunidade contra as linhagens de parasitos
com maior adesividade a placenta; ja as multigestas tém maior
probabilidade de apresentar certa imunidade especificamen-
te contra essas lil}h.agens, adquirida durante as infeccoes em
suas gestacoes previas. As gestantes podem apresentar baixas
parasitemias no sangue periférico, dificultando o diagnéstico
laboratorial da maldria, mesmo na vigéncia de intensa infec-
o placeptz’xria. A maléria falciparum durante a gestacio au-
menta o risco de ol?lto fetal, abortamento e parto prematuro e
de retardo de crescimento intrauterino e baixo peso ao nascer,
bem como d? anemi.a e maldria cerebral materna, As infecges
c.ongémtas $a0 relatwamen’te raras e muitas vezes assintoma-
ticas, mas podem levar a 6bito neonatal se nio identificadas
e tratadas. Embora a infecgdo por P, vivax durante a gestacio
rarqmente tenha a mesma gravidade observada na maldria
Jalciparum, seu efeito adverso para a satide materno-fetal est4
bem demonstrado, mesmo em 4reas de baixa endemicidad
do Brasil (Bardaji et al., 2017; Pincellj et al, 2018) ¢
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Fisiopatologia da malaria grave

O principal fator de viruléncia de P. falciparum ¢ a capacidade
de adesio das hemdcias parasitadas por estdgios maduros do
parasito ao endotélio de pequenos vasos sanguineos, par-
ticularmente de vénulas pos-capilares, um fendmeno conhe-
cido como citoaderéncia. A citoaderéncia deve-se A produgdo,
pelos trofozoitos maduros e esquizontes sanguineos de P. fal-
ciparum, de moléculas exportadas para a membrana das he-
macias parasitadas. Essas proteinas do parasito formam pro-
tuberancias (conhecidas como knobs na literatura de lingua
inglesa), vistas & microscopia eletronica na membrana das
hemacias, que medeiam o processo de aderéncia a receptores
endoteliais (Figura 3.6). A principal molécula do parasito en-
volvida na aderéncia ao endotélio vascular é uma proteina va-
riavel de alta massa molecular (250-350 kDa) conhecida como
PfEMP-1 (proteina 1 da membrana do eritrdcito), codificada
pela familia de genes var. Ha cerca de 60 copias de genes var
por genoma de P, falciparum, mas somente uma é expressa pe-
los trofozoitos maduros e esquizontes. No entanto, 0 mesmo
clone de P, falciparum pode expressar sequencialmente dife-
rentes alelos de genes var durante o ciclo eritrocitério, feno-
meno conhecido como variagdo antigénica, que lhe garante a
sobrevivéncia em face da imunidade variante-especifica des-
pertada no hospedeiro.

Os diversos dominios de PfEMP-1 ligam-se a diferentes
receptores presentes no endotélio vascular (Wahlgren et al,,
2017). Os principais receptores sao moléculas sulfatadas como
o sulfato de condroitina A (CSA), CD36, o receptor endotelial
de proteina C reativa (EPCR, endothelial protein C receptor) ea
molécula de adesio intercelular do tipo 1 (ICAM-1, intracellu-
lar adhesion molecule 1). CD36, uma glicoproteina integral de
membrana na forma de mondmero, estd presente na superficie
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dade de linhagens de células cultivaq,,
Trata-se de um receptor amplamente distribufdo no endo¢| i‘<;
vascular de varios orgaos. Os subtipos do dominio CDIR ¢,
pazes de ligar-se a CD36 sdo CI?IRlaZ' a CDIquel, A adesi,
a dois receptores endoteliais estd associada a maldria cereby,|.
ICAM-1 e EPCR. PfEMP-1 liga-se a ICAM-1, que é mujt,
abundante no endotélio dos vasos cerebrais, por meio de y;
dos dominios DBL, conhecido como DBLP3. As variantes de
PfEMP-1 que contém 0s dominios DC8 e DC13 ligam-se
receptor EPCR, levando 2 ativagio da célula endotelial, com
produgdo excessiva de citocinas prc’)-inﬂamatfﬁ.rias e piora da
disfungao endotelial. A integridade do endotélio deve-se, em
parte, a ligagdo entre EPCR e a proteina C, que leva a produ.
cio de proteina C ativada, uma molécula capaz de regular 5
resposta inflamatéria endotelial; com a ligagao de PfEMP-],
perde-se esse efeito citoprotetor (Bernabeu; Smith, 2017). Os
espagos intervilosos placentérios proporcionam um ambiente
favoravel a adesio de hemédcias parasitadas por parasitos que
expressam variantes de PfEMP-1 capazes de aderir a CSA, re-
ceptor presente em grande quantidade pelo sinciciotrofoblas-
to. As hemacias contendo parasitos que expressam variantes de
PFEMP-1 com alta especificidade para CSA, conhecidas como
VAR2CSA, nio aderem a CD36 ou ICAM-1. Durante a gesta-
¢do, 0s parasitos que expressam VAR2CSA apresentam van-
tagem seletiva sobre os demais, multiplicando-se intensamente
na placenta e produzindo forte inflamagéo local, que leva a dis-
funcio placentaria, com evidentes consequéncias para o feto.
VAR2CSA constitui-se, portanto, em um potencial alvo para o
desenvolvimento de vacinas a fim de proteger gestantes contra
as complicagdes da maldria falciparum (Fried; Duffy, 2017).
Além da aderéncia de hemdcias infectadas a receptores do
endotélio vascular, a PFEMP-1 e outras moléculas do parasito
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FIGURA 3.6 Moléculas envolvidas na adesao de hemécias infectadas por P. falciparum ao endotélio vascular. No painel da esquerda, sao
representados os principais dominios que compdem uma molécula de PfEMP-1 presente na superficie da hemdcia parasitada, em uma
estrutura que forma uma protuberancia (knob) em sua membrana. A molécula compreende dominios DBL (Duffy binding-like domains),
CIDR (cystein-rich interdomain regions) e C2. No painel da direita, sao representadas as interagdes entre PfEMP-1 e quatro tipos de recep-
tores (ICAM-1, CSA, CD36 e EPCR), que levam ao fenémeno de citoaderéncia da hemdcia parasitada ao endotélio vascular, bem como as
llj'\;eh:‘agées (entrg PflEéMF;;\l e herr:é?ia)s néo parasitadas, levando a formacgéo de rosetas. Adaptada de Deitsch; Dzikowski, 2011 7. MC: fendas
aurer (em inglés, Maurer clefts), que correspondem a uma i i i aCi
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expostas na superficie da célula hospedeira medeiam a for-
magdo de rosetas (aglpmerado‘s de hemécias nio parasitadas
que se ligam a hemécms‘ parasitadas) (ver Figura 3.6). As he-
mécias parasitadas aderidas ao endotélio e a outras hemadcias
podem obstruir pequenos vasos, com consequente hipoxia
tecidual. Simultaneamente, moléculas do parasito liberadas
Jocalmente ao final da esquizogonia eritrocitria podem es-
timular a produgdo de citocinas pré-inflamatérias, A expres-
sio, pelo endotélio vascular, de alguns receptores endoteliais,
como ICAM-1, ¢ estimulada por citocinas pré-inflamaté-
rias como o fator de necrose tumoral (TNF-a), produzido
por macréfagos e mondcitos, e, em alguns casos, inibida por
éxido nitrico. Anticorpos contra PfEMP-1 podem facilitar
a fagocitose de hemdcias infectadas e impedir ou reverter a
citoaderéncia, especialmente em vasos placentérios. Outras
adesinas importantes na formagio de rosetas sio as protei-
nas conhecidas como rifinas (repetitive interspersed families
of polypeptides ou RIFIN), com massa molecular de 20 a
45 kDa, que aderem ao grupo sanguineo A (sistema ABO)
e a0 acido sidlico de glicoforina A, e a familj

a de proteinas
STEVOR (subtemoleric variant open reading frame), que se li-

gam ao dcido sidlico de glicoforina C (Wahlgren et al., 2017).

A maioria das complicacdes clinicas que caracterizam a
maléria grave por P. falciparum é consequéncia direta ou in-
direta dos fendmenos de citoaderéncia e, possivelmente, da
formagdo de rosetas, bem como da produgio de citocinas
pré-inflamatérias estimuladas por moléculas liberadas pelo
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parasito (Figura 3.7). Entre essas moléculas, encontram-se
GPI, um glicoconjugado que ancora proteinas de superficie
4 membrana do parasito, e a hemozoina, um cristal insoltvel
castanho formado pelos parasitos como subproduto da de-
gradacdo de hemoglobina. A hemozoina quimicamente pura
¢ imunologicamente inerte; no entanto, em condigdes natu-
rais, a hemozoina liberada pelos esquizontes de P. falciparum
no plasma vem recoberta pelo DNA do parasito, que estimu-
la a resposta inflamatéria mediante a ativacio de receptores
de tipo Toll (TLR)-9 (Parroche et al., 2007).

Hemdcias infectadas por P. vivax sdo classicamente con-
sideradas incapazes de aderir ao endotélio vascular, mas esse
conceito vem sendo progressivamente revisto (Totino; Lopes,
2017). Moléculas derivadas desse parasito, expressas na su-
perficie de hemacias infectadas, podem mediar a adesdo a
ICAM-1 e CSA (Carvalho et al., 2010), fornecendo uma base
fisiopatolégica para as alteragoes pulmonares e cerebrais oca-
sionalmente observadas na malaria vivax (Price et al., 2009).
O parasito, no entanto, nio parece aderir ao sinciciotrofoblas-
to; a0 contrério do observado na maldria falciparum, a pla-
centa de gestantes com maldria vivax nio apresenta sequestro
macico de hemdcias parasitérias no espaco interviloso (Souza
et al,, 2013). As hemdcias parasitadas por diferentes estagios
assexuados sanguineos de P. vivax sio também capazes de
formar rosetas, ainda que seu significado fisiopatoldgico nao

esteja claro. As adesinas de P, vivax nio estio caracterizadas ao
nivel molecular.
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FIGURA3.7 Fisiopatologia da maléria grave e complicada por Plasmodium falciparum. O evento central é a aderénci
das ao endotélio de pequenos vasos (especialmente vénulas pés-capilares) e a hemacias néo mfec?adas (forman
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Nflamatérias e metabolicas, pode explicar o acometimento de diversos 6rgaos e sistemas observado na malaria grave,
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Diagnodstico laboratorial da malaria

O diagndstico laboratorial da maldria baseia-se no encontro
de estagios intraeritrocitarios do parasito em amostras de
sangue periférico examinadas ao microscépio dptico com
objetiva de imersdo. O corante mais usado é o de Giemsa. A
gota espessa representa a melhor alternativa para obter-se alta
sensibilidade, pois um volume relativamente grande de san-
gue ¢ examinado em cada campo microscépico. No entanto,
seu preparo envolve uma etapa de lise das hemécias para a
remogio de hemoglobina, o que resulta em grande distorgdo
da forma dos parasitos. Um microscopista experiente detecta
parasitemias da ordem de 10 parasitos por p/ de sangue, mas
em condi¢des de campo, onde nem sempre a coloragio e os
microscopios sao ideais, o limiar de sensibilidade do método
situa-se entre 50 e 100 parasitos por u/ de sangue. Os esfrega-
¢os sanguineos sao a melhor alternativa para a distin¢ao entre
as espécies de plasmddios, ji que possibilitam a avaliagio da
forma e do didmetro relativo das hemacias, parametros es-
senciais para a defini¢do da espécie infectante (Figura 3.8).
No entanto, a sensibilidade diagnostica do exame de esfre-
gacos tende a ser inferior 4 da gota espessa. As principais ca-
racteristicas morfologicas dos parasitos da maléria humana,
observados ao microscépio éptico depois de corados com o
corante de Giemsa, sao descritas no Capitulo 20, Diagnéstico
Parasitolégico.

FIGURA 3.8 Caracteristicas morfol6gicas de estagios sanguineos de
Plasmodium vivax (A a D) e de Plasmodium falciparum (E e F) em es-
fregagos sanguineos corados pelo Giemsa. Nas figuras A e B, obser-
vam-se trofozoitos maduros, de aspecto irregular (ameboide) (A) e
um gametécito feminino (macrogametécito) (B) de Plasmodium
vivax, indicados por setas. Observe a granulagéo de Schiiffner (uma
granulacao fina e avermelhada) recobrindo toda a hemécia parasi-
tada. Em C e D, observam-se esquizontes de Plasmodium vivax. O
esquizonte maduro, mostrado em C, é também conhecido como
rosdcea. Em E e F, observam-se trofozoitos jovens; em F, sdo vistos
dois gametécitos (um imaturo e um maduro) de Plasmodium falci-
parum (setas). Observe que os gametdcitos tém formato de meia-
lua. As caracteristicas morfoldgicas dos estagios sanguineos dos
plasmédios sao descritas com mais pormenores no Capitulo 20.
Fotografias de Marcelo Urbano Ferreira.

Existem varias alternativas a microscopia tradicional, Mas
nenhuma apresenta vantagens suficientes para justificar seu
emprego em larga escala. As técnicas soroldgicas de deteccs,
de anticorpos podem ser tteis em estudos epidemiolégicog
e em triagem de doadores de sangue, mas nao se aplicam a¢
diagnéstico individual por ndo distinguirem infecgoes atuais
de pregressas. A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) per-
mite a detecgdo de parasitos com elevada sensibilidade, ber,
como sua especiagdo precisa, mas seu alto custo e a relatjy,
complexidade limitam seu emprego a contextos de pesquisa,
O recente desenvolvimento de métodos ultrassensiveis com
base em PCR, tendo como alvo sequéncias repetitivas do para-
sito, torna possivel a detecgdo de portadores de baixas parasite-
mias, muitas vezes completamente assintomaticos, que poten-
cialmente contribuem com a manuten¢io da transmissio de
maldria nas comunidades endémicas (Hofmann et al., 2018).

Atualmente, um novo método chamado LAMP (do inglés,
loop mediated isothermal amplification) vem sendo testado vi-
sando a sua aplicagdo em campo. Derivado da PCR, trata-se
de uma técnica simples, com base na amplificagdo de 4cidos
nucleicos em uma faixa estavel de temperatura (60 a 65°C),
usando uma enzima com propriedades de deslocamento e ini-
ciadores especificos para alvos distintos na sequéncia de inte-
resse. Durante a amplificagdo do DNA, originam-se precipi-
tados de pirofosfato de magnésio; a turbidez decorrente da
formagao dos precipitados é interpretada como sinal de resul-
tado positivo do teste. A LAMP ¢é considerada eficiente para
a amplificagio de DNA partindo-se de pequeno niimero de
cdpias; quando comparada a outras técnicas, tais como PCR
convencional e testes rapidos, tem demonstrado sensibilidade
e especificidade em torno de 100% e 77%, respectivamente.

Nas duas tltimas décadas, tem-se tornado comum o uso
de fitas impregnadas com anticorpos monoclonais para a de-
teccdo de antigenos de plasmddios; sdo os testes imunocroma-
togrdficos, conhecidos com o nome genérico de testes diag-
nosticos rdpidos. Os principais alvos utilizados nos produtos
comercialmente disponiveis sdo proteinas soliveis como a
histidin-rich protein (HRP)-2 de P. falciparum e a desidroge-
nase lactica (pDHL) de P. falciparum e P. vivax (Wilson, 2012).
O teste é semelhante aqueles utilizados para o diagnéstico de
gravidez e usa cerca de 5 p/ de sangue.

Os testes sdo geralmente apresentados em dois formatos
distintos: Pf/Pan e Pf/Pv. O primeiro formato tem como alvo
HRP-2 de P. falciparum e um dominio de pDHL conservado
no género Plasmodium. O resultado é obtido em 15 a 20 minu-
tos e interpretado do seguinte modo: (a) linha Pan presente e
Pf ausente: infecéo por espécie diferente de P falciparum (no
Brasil, P. vivax ou P. malariae); (b) linhas Pan e Pf presentes:
infecgdo por P. falciparum. Os testes Pf/Pan nio distinguem
entre P. vivax, P. malariae e P. ovale nem entre infeccdes mis-
tas incluindo P. falciparum e uma segunda espécie e aquelas
exclusivamente por P, falciparum. O formato Pf/Pv tem trés
alvos: (a) HRP-2 de P falciparum, (b) pDHL de P falciparum e
(c) pDHL de P, vivax, possibilitando confirmar o diagnéstico
especifico de infec¢do por P. vivax. Com pouco treinamento €
sem necessidade de equipamento especial ou fonte de energia
elétrica, agentes de satide podem utilizar esse teste em areas
remotas. Estima-se o limiar de sensibilidade em 40 formas as-
sexuadas sanguineas de P. falciparum por p/ de sangue (de-
tecgdo de HRP-2) e a partir de 100 parasitos por p¢ de san-
gue para P. vivax (detec¢io de pDHL). Como a HRP-2 é mais
abundante que a pDHL, o teste tende a ser mais sensivel para
o diagnéstico da maléria falciparum.



Um problema emergente estd na delegdo do gene que codi-
fica HRP-2 em isolados de P. falciparum de diversas regioes
do mundo, incluindo o Brasil. Nesses parasitos, a expressio de
HRP-2 estd ausente, podendo produzir resultados falso-ne-
gativos no diagnéstico de maléria falciparum. Isso ocorre no
formato Pf/Pan, em que o tnico alvo especifico desse parasi-
to ¢ HRP-2. Nos testes tipo Pf/Pv, a detec¢do de P falciparum
continua possivel apesar da delecio do gene de HRP-2, por
haver um segundo algo especifico (pDHL), mas o limiar de
sensibilidade passa a 100 parasitos por u/ de sangue. Entre as
limitagdes adicionais estdo a natureza exclusivamente qualita-
tiva dos testes (ndo permitem quantificar as parasitemias), seu
custo elevado e o longo tempo de clareamento de HRP-2, po-
dendo levar a resultados falso-positivos até algumas semanas
apos o tratamento.

Tratamento da malaria

Utilizam-se no tratamento da maléria medicamentos que
atuam em diferentes fases do ciclo do parasito, classificados
como esquizonticidas sanguineos, hipnozoiticidas ou gameto-
citocidas. Os regimes terapéuticos estdo em constante revisio,
diante do desenvolvimento de resisténcia aos antimaldricos;
portanto, devem-se seguir as recomendagdes mais recentes
das autoridades sanitdrias de cada pais, bem como os manuais
publicados periodicamente pela Organizagio Mundial da Sau-
de (WHO, 2015). Os medicamentos disponiveis sio esquizon-
ticidas cldssicos, como a quinina e a cloroquina; antibiéticos,
como a doxiciclina e a clindamicina; esquizonticidas sangui-
neos rapidos derivados da artemisinina, como o artesunato
e 0 arteméter; esquizonticidas sanguineos de acao mais lenta e
meia-vida longa, como a mefloquina e a lumefantrina; e hip-
nozoiticidas, como a primaquina e a tafenoquina.

O Ministério da Satide do Brasil fornece atualmente, para
uso rotineiro, os seguintes medicamentos: cloroquina, prima-
quina, quinina, doxiciclina, clindamicina, arteméter e arte-
sunato, bem como combinagdes a base de derivados de ar-
temisinina (artemisinin-based combination therapy [ACT),
na literatura de lingua inglesa), arteméter-lumefantrina e
artesunato-mefloquina (Brasil, 2020). Trés outras ACTs sio
utilizadas em outros paises: artesunato-amodiaquina, di-hi-
droartemisinina-piperaquina e artesunato-sulfadoxina-piri-
metamina. Em todos os casos, os derivados de artemisinina
a0 administrados por 3 dias consecutivos. As infec¢des por
P vivax e P. ovale sio tratadas com uma dose total de 25 mg
de cloroquina (base) por kg de peso, administrada ao longo de
3 dias; associa-se 0,5 mg de primaquina (base) por kg, diaria-
mente, por 7 dias, para a eliminagdo de hipnozoitos hepati-
€os. Neste caso, a primaquina é usada como hipnozoiticida.
Esse medicamento ¢ contraindicado em gestantes e crian-
545 com menos de 6 meses de idade, bem como em indivi-
duos com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6 PD), que podem ter episédios graves de hemdlise se ex-
Postos 4 primaquina. Nas infecgoes por P. malariae, utiliza-
€ apenas a cloroquina, na dose anteriormente indicada; nao
€ necessario o uso de primaquina como hipnozoiticida, pois
€52 espécie ndo produz hipnozoitos.

Os derivados da artemisinina sio os principais medi-
;3mentos utilizados no tratamento da maléria falciparum.
Sl?l;z?:: caracterizados a partir da triagem de mais de 2.000

NClas naturais extraidas de plantas empregadas pela
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medicina tradicional chinesa no tratamento de febres. Em
1972, o grupo liderado por Youyou Tu, da Academia de
Medicina Tradicional Chinesa em Pequim, demonstrou a agao
antimaldrica de extratos da planta Artemisia annua, posterior-
mente caracterizando quimicamente seus componentes. Por
esta descoberta, Youyou Tu foi agraciada com o Prémio Nobel
de Fisiologia ou Medicina de 2015. O mecanismo de agao das
artemisininas nio estd plenamente estabelecido, mas parece
envolver simultaneamente dois tipos de alvos. Estudos pro-
tedbmicos mostraram que a di-hidroartemisinina, o principal
composto ativo das artemisininas, se liga a numerosas protei-
nas do parasito, afetando simultaneamente diversos processos
celulares. Essas proteinas modificadas pela ligagdo com di-hi-
droartemisinina seriam normalmente processadas pelo pro-
teassoma do parasito, um complexo de enzimas proteoliticas
que degradam proteinas danificadas ou desnecesséarias no ci-
toplasma da célula. Entretanto, a propria di-hidroartemisinina
simultaneamente inibe o proteassoma, resultando no acimulo
de proteinas danificadas no citoplasma do parasito, levando a
sua morte (Bridgford et al., 2018).

Os derivados da artemisinina ndo sao administrados isola-
damente; sempre siao combinados com esquizonticidas de eli-
minagio lenta, como a mefloquina e a lumefantrina, sob a for-
ma de ACTs. O objetivo é reduzir o risco de desenvolvimento
de resisténcia. Na América do Sul, a maléria falciparum nio
complicada é tratada com dois tipos de ACTs: as combinacoes
arteméter-lumefantrina e artesunato-mefloquina. No primei-
ro caso, utilizam-se 2 a 4 mg/kg/dia de arteméter e 12 a 24 mg/
kg/dia de lumefantrina, divididos em duas tomadas diarias,
por 3 dias consecutivos; este também é o regime mais frequen-
temente utilizado na Africa Subsaariana. O tratamento com
uma combinagio de dose fixa de artesunato-mefloquina, alta-
mente eficaz no Brasil (Ladeia-Andrade et al., 2016) e também
utilizado na Asia, baseia-se em faixas etarias. Administram-se
um (criangas entre 6 e 11 anos, 18 a 29 kg) ou dois (pacientes
com mais de 12 anos ou mais de 29 kg) comprimidos conten-
do 100 mg de artesunato e 200 mg de mefloquina por dia, por
3 dias. Formulagdes especiais (50 mg de artesunato e 100 mg
de mefloquina) para menores de 6 anos de idade também
sdo distribuidas pelo Ministério da Satde. Criancas entre 6 e
11 meses de idade (5 a 8 kg) recebem um comprimido por dia,
enquanto aquelas entre 1 e 5 anos de idade (9a 17 kg) recebem
dois comprimidos diérios; em ambos os casos, o tratamento
dura 3 dias. Administra-se também uma dose tnica de pri-
maquina (0,25 mg/kg) como gametocitocida, com o objetivo
de interromper a transmissao. Esquemas alternativos de trata-
mento sao geralmente utilizados durante o primeiro trimestre
de gestagao; entretanto, esta é uma drea com intensa investiga-
¢do, em que novas diretrizes podem surgir no futuro préximo
(D’Alessandro et al., 2018).

Nos casos de maldria grave ou complicada, utilizam-se
principalmente derivados da artemisinina e clindamicina
para uso parenteral. O artesunato ¢ administrado por via in-
travenosa, com uma dose de ataque de 2,4 mg/kg, seguida
de duas doses de 1,2 mg/kg, 12 h e 24 h apos a dose inicial.
Posteriormente, mantém-se uma dose diaria de 1,2 mg/kg de
artesunato por 6 dias; quando o paciente puder deglutir, o tra-
tamento pode ser completado com artesunato por via oral, A
clindamicina é utilizada na dose de 20 mg/kg/dia, dividida em
trés infusdes ao dia, durante 7 dias. Quando o paciente estiver
em condi¢des de deglutir, a dose didria pode ser administra-
da em comprimidos, por via oral. O quinino representa uma
alternativa, disponivel para uso intravenoso e oral.
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Resisténcia aos antimalaricos

O desenvolvimento de novos medicamentos antimaldricos ¢
um processo dispendioso e lento. Portanto, a emergéncia de
parasitos resistentes a antimaldricos disponiveis para uso cli-
nico gera intensa preocupagio. Os plasmddios adquirem ra-
pidamente resisténcia aos antimaldricos a que sao expostos; P,
falciparum, por exemplo, tornou-se amplamente resistente a
cloroquina menos de duas décadas apos a sua introdugio. Os
primeiros relatos convincentes de falha terapéutica, no inicio
da década de 1960, provém da América do Sul e do Sudeste
Asiatico: nas décadas seguintes, a resisténcia espalhou-se por
todo 0 mundo, com excecao da América Central.

Mais recentemente, linhagens de P. falciparum desenvol-
veram resisténcia aos derivados da artemisinina. A situacido
¢ mais preocupante no Camboja, Laos, Mianmar, Tailindia e
Vietnd, mas também ja ocorreu um registro de resisténcia aos
derivados de artemisinina na Africa (Lu et al., 2017). Nesse
contexto, os medicamentos parceiros utilizados nos ACTs ex-
poem-se a maior pressao seletiva, como se estivessem sendo
utilizados isoladamente, o que facilita a emergéncia de re-
sisténcia também a eles (Martin et al.,, 2018). No Camboja,
nenhum ACT tem atualmente eficacia superior a 90%. Ap6s
a introducao do ACT mais recente, di-hidroartemisinina-pi-
peraquina, os parasitos locais desenvolveram resisténcia a
piperaquina. Os parasitos resistentes aos derivados da arte-
misinina geralmente apresentam muta¢des em um dominio
(propeller) do gene kelch 13, que servem como um marcador
molecular de resisténcia (Ariey et al., 2014), mas o mecanismo
preciso de aquisigao desse fendtipo permanece incerto. Nao ha
atualmente, no entanto, evidéncia de resisténcia disseminada
de P. falciparum aos derivados de artemisinina nas Américas e
na Africa (Ménard; Dondorp, 2017).

Plasmodium vivax tornou-se amplamente resistente a clo-
roquina em diversas regioes do mundo, especialmente na
Oceania e em algumas ilhas da Indonésia e no Timor-Leste.
Ha relatos de resisténcia adequadamente documentada em
diversos outros paises, mas a cloroquina mantém-se como
o medicamento de escolha para o tratamento da malaria vi-
vax, exceto na Oceania e em alguns paises do Sudeste Asiatico
(Price et al.,, 2014). Os ACTs sdo a alternativa disponivel quan-
do ha resisténcia a cloroquina. Nas Américas, ha resisténcia
de P, vivax & cloroquina documentada em ensaios clinicos em
localidades do Brasil, do Peru, da Colombia e da Bolivia; no
Brasil, hé relatos de resisténcia nos estados do Amazonas e do
Acre (Gongalves et al., 2014; Ladeia-Andrade et al., 2019).

Vetores da malaria

A maldria humana é transmitida exclusivamente por mosqui-
tos do género Anopheles, que também sio capazes de trans-
mitir a filariose linfatica em certas regides do mundo, em
particular na Africa Ocidental (ver Capitulo 15, As Fildrias
e as Filarioses), bem como algumas arboviroses (p. ex., o vi-
rus O’Nyong-Nyong). O género Anopheles pertence a ordem
Diptera, familia Culicidae. Os culicideos, ou mosquitos, so o
grupo de artrépodes com maior importancia em saide huma-
na, uma vez que incluem vetores de doengas como malaria, fi-
larioses linfaticas e diversas arboviroses, como a febre do Nilo
Ocidental, febre amarela, dengue, chikungunya e Zika. A fami-
lia Culicidae estd dividida em trés subfamilias: Anophelinae,

Culicinae e Toxorhynchitinae. A subfamilia Toxorhynchitina

nio inclui espécies hematdfagas; assim, ndo apresenta impore
tancia médica. Os mosquitos adultos desta familia caracteri‘
zam-se por apresentarem a probéscida curvada sob a regia(;
ventral, e as larvas sdo predadoras de outras espécies de mos.
quitos, tendo assim interesse na luta bioldgica. As subfamijy
Anophelinae e Culicinae compreer}dem todas as espécieg de
mosquitos vetores, uma vez que as fémeas destes culicideos sdo
hematfagas. E possivel diferenciar os mosquitos dessas sypf,_
milias nas varias fases do seu ciclo de vida, por meio de car,.
teristicas morfoldgicas e comportamentais (Figuras 39 e 3.10),

O género Anopheles pertence a subfamilia Anophelinge s
apresenta oito subgéneros, dos quais quatro incluem vetore,
de malaria. Sdo estes: Anopheles, que apresenta distribuiqao
cosmopolita, contando com 185 espécies; Cellia, com 224 ¢
pécies e distribuicdo em regices subtropicais e tropicais
Velho Mundo; Nyssorhynchus, com 40 espécies neotropicajs;
e Kertesia, com 12 espécies também exclusivamente neotrp,.
picais. Nao sao conhecidos vetores de maldria humana per-
tencentes aos subgéneros Baimaia (regido Asidtica, Tailandia/
Mianmar), Lophopodomyia (neotropical) e Stethomyia (neo-
tropical) e Christya (Africa Subsaariana).

Tal como os demais culicideos, os anofelinos sio insetos ho.
lometabdlicos, isto é, desenvolvem-se por meio de metamor-
foses completas. Durante o seu ciclo vital, passam por quatro
fases: ovo, larva, pupa e adulto - as trés primeiras aquticas e
a tltima terrestre/aérea. Os ovos de Anopheles sdo oblongos e,
em geral, apresentam flutuadores laterais preenchidos com ar,
A oviposicdo de Anopheles ocorre a superficie da dgua, e uma
fémea pode depositar até 200 ovos por oviposi¢ao. Os bidtopos
larvares dos anofelinos sdo muito diversos; variam segundo a
espécie ou mesmo entre populagdes da mesma espécie. Podem
ser de natureza temporaria (pogas, charcos, pegadas) ou per-
manente (pintanos, arrozais, canais de irrigagdo, margens de
rios), a maioria de agua-doce e com pouca matéria organica.

Dos ovos eclodem as larvas, que apresentam uma cabeca
distinta, um tdrax largo e achatado e um abdome composto
por 10 segmentos. Os primeiros sete segmentos sdo seme-
lhantes. Os segmentos oito e nove sdo fundidos e tém um par
de espiraculos (i. e., aberturas respiratdrias), e o segmento 10
apresenta apéndices designados por papilas anais. A larva pas-
sa por quatro estadios de desenvolvimento (L, a L,), que cor-
respondem a aumentos de tamanho, separados por mudas. No
final do estado L,, a larva sofre uma metamorfose, originando
a pupa, que apresenta uma forma em virgula, com um cefalo-
térax alargado e um abdome com oito segmentos. E da pupa
que vai emergir o adulto, apds nova metamorfose.

No adulto, a cabega conta com dois olhos compostos,
duas antenas (plumosas nos machos e pilosas nas fémeas),
dois palpos maxilares e uma probéscida picadora-sugadora
(Figura 3.10). A cabeca do mosquito, além de um marcado
dimorfismo sexual, apresenta também caracteristicas que
permitem diferenciar as subfamilias Anophelinae e Culicinae
(Figura 3.10). O térax é composto por trés segmentos pouco
definidos - protdrax, mesotérax e metatérax - cada um com
um par de pernas. O mesotorax apresenta um par de asas, € 0
metatérax, um par de balanceiros (asas modificadas, também
conhecidas como balancins ou halteres). Espiraculos pares
estdo presentes lateralmente no mesotérax e no metatorax. 0
abdome conta com oito segmentos semelhantes, e os dois seg-
mentos terminais estdo modificados para constituir a genitalia
masculina ou feminina.
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Anofelinos Culicineos
Anopheles Aedes Culex
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FIGURA 3.9 Principais caracteristicas morfoldgicas para a distingao entre mosquitos anofelinos e culicineos. Observe as diferengas nos
ovos (que, nos anofelinos, tém flutuadores laterais), no modo como as larvas respiram (dependendo da presenca ou auséncia de sifao

respiratorio) e na posigdo de pouso dos insetos adultos.

Os machos emergem cerca de 24 horas antes das fémeas e,
nesse periodo, a genitdlia externa masculina sofre uma rotagao
de 180° de modo a ficar apta para a copula. O acasalamento
nos mosquitos anofelinos ocorre geralmente em enxames ao
anoitecer. Os machos alimentam-se exclusivamente de nécta-
res vegetais, e apenas as fémeas se alimentam de sangue, cujas
proteinas sdo necessdrias a maturagio dos ovos, em um pro-
cesso que se designa por ciclo gonotrdfico. Quando emergem,
as fémeas poderdo acasalar de imediato ou procurar uma pri-
meira refeicdo sanguinea, dependendo do seu estado nutri-
cional pds-emergéncia, o que podera implicar a realizagdo de
duas refeigdes sanguineas para a conclusdo do primeiro ciclo
gonotréfico (Charlwood et al., 2003). Existem também algu-
mas espécies que sdo autogénicas, isto é, conseguem maturar
a primeira postura de ovos sem realizar uma refeigio sangui-
nea. Apés a primeira oviposigao, as fémeas entram em concor-
dancia gonotréfica, efetuando uma postura de ovos por cada
refeicio sanguinea.

A maioria das espécies de Anopheles alimenta-se, durante a
noite, de animais de sangue quente, mamiferos em particular,
designando-se por espécies antropofilicas quando se alimen-
tam preferencialmente de hospedeiros humanos, ou zoofilicas
N0 caso de se alimentarem majoritariamente em outros ani-
mais. Os estimulos que determinam a atragio ao hospedeiro
N0 estio completamente elucidados, mas incluem tempe-
fatura, umidade, diéxido de carbono, acido lctico e odores
especificos dos hospedeiros (McBride, 2016). Os anofelinos
Podem ainda ser designados por endofdgicos ou exofdgicos,
consoante efetuem a refei¢io sanguinea no interior ou exte-
Hor das habitagdes. De igual modo, as espécies de Anopheles
:2:3(:‘;).l‘1sidemda§ endofilicas ou exofilicas se, lres;jectivamente,

Sarem no interior ou exterior das habitacdes durante a

maior parte do ciclo gonotréfico. Os comportamentos de pi-
cada e repouso sao de importancia epidemioldgica, dado que
as principais medidas de controle de vetores de maldria basea-
das em inseticidas (i. e, mosquiteiros tratados com inseticida
e borrifagdo com inseticida residual) sdo de aplicagdo intra-
domiciliar.

A longevidade dos anofelinos varia conforme a espécie e
depende de fatores ambientais, umidade e temperatura em
particular. Nas regides tropicais, os anofelinos vivem em mé-
dia 2 semanas, enquanto nas regides temperadas sua sobrevi-
da tende a ser mais longa; em espécies que hibernam durante
o inverno, as fémeas podem viver durante meses. Também
existem casos de estivagao durante a estacdo seca no Saara
(Huestis; Lehmann, 2014).

Das mais de 540 espécies conhecidas de anofelinos, somen-
te cerca de 70 tém importancia como vetores de maldria. Entre
os fatores que tornam um anofelino um bom vetor de malaria
humana encontra-se a suscetibilidade natural ao parasito, a
preferéncia pelo sangue humano (antropofilia), a longevidade
e a abundéncia em relagdo a populagdo humana. Em dreas de
simpatria, as espécies vetoras podem ser denominadas primad-
rias ou secunddrias de acordo com sua contribuicao relativa na
transmissao da maldria. No entanto, como a capacidade veto-
rial pode variar geograficamente, uma espécie pode ser vetor
primdrio em uma determinada regiao, mas ter pouca impor-
tancia em outra.

Muitos anofelinos pertencem a complexos de espécies gé-
meas, isto €, espécies morfologicamente indistintas porém re-
produtivamente isoladas. Estas podem ocorrer em simpatria
e sincronia, mas apresentar diferenciaao genética, bioecolo-
gica e comportamental suficiente para diferirem na capacida-
de vetorial. A identificagao correta dessas espécies torna-se.
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assim, um requisito essencial para um melhor conhecimento
da epidemiologia da maldria em regides onde ocorrem. Foi a
descoberta do complexo Anopheles maculipennis na Europa
que levou a resolugao do paradoxo “anofelismo sem malaria”
na Europa em meados do século XX (Fantini, 1994). Na im-
possibilidade de se recorrer a caracteres morfol6gicos para a
identificacdo inequivoca de espécies gémeas, tem se recorrido
a métodos alternativos baseados na anilise de isoenzimas, ci-
togenética e, mais recentemente, em ensaios moleculares ba-
seados na reagdo em cadeia da polimerase, que detectam poli-
morfismos genéticos especificos de espécie.

No Brasil, os vetores da malaria pertencem aos subgéne-
ros Nyssorhynchus e Kerteszia do género Anopheles. Trés es-
pécies do subgénero Nyssorhynchus sdo consideradas vetores
primérios da malaria no Brasil: An. darlingi, An. aquasalis e
An. albitarsis. Anopheles darlingi é o principal vetor da mala-
ria no Brasil: existe em todo o territério nacional, com exce-
¢do das regides dridas do Nordeste e do extremo Sul do Pais.
Anopheles aquasalis tem importancia restrita a algumas dreas

litordneas. J& An. albitarsis é um complexo de espécies ampla-
mente distribuido na América do Sul, com pelo menos oito
espécies gémeas que, em geral, apresentam elevada antropofi-
lia. No Brasil, trés membros do complexo foram implicados na
transmissao de malaria: An. deaneorum, An. marajoara e An
janconnae. No entanto, seu papel como vetores primarios de
maldria permanece incerto. Dentre as espécies do subgénero
Kerteszia, An. cruzii e An. bellator sio reconhecidas como ve-
tores primdrios em areas residuais de Mata Atlantica, no litora
do Sudeste e do sul do pais. Outros anofelinos sio apontados
como vetores secundarios ou potenciais de malaria na regiac
Amazoénica; essa lista inclui, entre outros, An. braziliensis, An-
nuneztovari, An. oswaldoi, An. triannulatus, An. strodei, Al
evansae e An. galvaoi,

Na Africa, a transmissio da maldria é majoritariamenté
sustentada por membros do complexo An. gambiae e do grv-
po An. funestus. O complexo An. gambiae compreende 91‘0
espécies gémeas que apresentam diferencas bioecol6gicas
e de importancias médica (Tabela 3.3). Anopheles gambiae ¢



An. arabiesis apresentam distribuicio continental ao sul do de-
serto do Saara e sdo considerados os principais vetores de ma-
l4ria deste complexo. Anopheles coluzzii esté presente em toda
a Africa Ocidental, onde partilha extensas dreas de simpatria
com as duas espécies anteriores. Esta espécie foi recentemen.-
te descrita (Coetzee et al, 2013), como resultado de mais de
duas décadas de estudos genéticos que revelaram intrincados
padroes de subestrutura populacional em An. gambiae. Apesar
das evidéncias de isolamento reprodutivo entre An. gambiae
¢ An. coluzzii em praticamente toda a sua distribuigio, existe
pelo menos uma zona de hibridagio entre essas espécies, lo-
calizada no extremo ocidental da Africa (Vicente et al., 2017).
A quebra do isolamento reprodutivo entre espécies gémeas
pode ter relevancia epidemioldgica, como tera sido o caso da
introgressao genética em An. coluzzii de mutagdes associadas
a resisténcia aos inseticidas que terio originalmente ocorrido
em An. gambiae (Weill et al., 2000).

O complexo An. gambiae tem ainda duas espécies alopé-
tricas com distribui¢do continental costeira, caracterizadas
pela adaptacdo a bidtopos larvares de 4gua salobra: An. melas
(Africa Ocidental) e An. merus (Africa Oriental). Anopheles
bwambae é um vetor local de malaria, descoberto na flores-
ta Semliki do distrito de Bwamba, Uganda, associado a fontes
geotermais. Anopheles quadriannulatus apresenta uma distri-
buigdo esparsa e irregular, principalmente na Africa do Sul
e na parte insular da Tanzania (Pemba e Zanzibar). A oitava
espécie do complexo, An. amharicus, foi descrita a partir de
exemplares coletados na regido de Jimma, Etiépia. As duas tl-
timas espécies sdo zoofilicas, e por isso ndo sio consideradas
vetores de maldria.

O grupo An. funestus é composto por pelo menos 11 espé-
cies morfologicamente semelhantes. Anopheles funestus, An.
vaneedeni, An. parensis e An. aruni sio espécies morfologica-
mente similares em todas as fases do ciclo de vida, enquan-
to An. confusus, An. rivulorum, An. brucei, An. fuscivenosus
e An. leesoni apresentam algumas diferengas morfolégicas,
em particular nas formas imaturas. Mais recentemente, fo-
ram incluidas neste grupo duas novas espécies ainda nao for-
malmente designadas, descobertas a partir de achados reali-
zados em Burquina Faso (An. rivulorum-simile) e no Maldui

TABELA 3.3 Caracteristicas bioecoldgicas gerais dos membros do com

L Distribuicao geografica | Biotopo larvar tipico

An. gambiae Continental Agua doce, temporério

An. coluzzii Africa Ocidental Agua doce,
semipermanente
(arrozais)

An. arabiensis Continental Agua doce, temporario.

An. bwambae Bwamba, Uganda Agua doce, nascentes
termais (33 a 36°C)

An. melas Africa Ocidental Agua salobra
(manguezal)

An. merus Africa Oriental Agua salobra (mangezal)

An. quadriannulatus  Etiopia, ilhas de Zanzibar ~ Agua doce, temporério
e Pemba e Africa Austral
An.amharicus Jimma, Etiépia ?

plexo Anopheles gambiae.
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(An. Junestus-simile) (Coetzee; Koekemoer, 2013). Desses, ape-
nas An. funestus é vetor principal de maldria. Esse vetor est4 am-
plamente distribuido na Africa Subsaariana, tipicamente ocu-
pando bidtopos larvares permanentes e semipermanentes de
alguma dimenso, tais como pantanos, lagoas e margens de la-
gos. E uma espécie altamente antropofilica, endofégica e en-
dofilica. As espécies restantes sio majoritariamente zoofilicas,
e por isso ndo sao consideradas vetores na maior parte da sua
distribuicio.

Para além dos membros do complexo An. gambiae, a ma-
ldria na Africa ¢é transmitida por outras espécies de vetores
eficientes embora considerados secundarios ou de importan-
cia local, entre os quais se destaca An. moucheti, em 4reas de
floresta, e 0s membros do complexo An. nili, em particular An.

carnevalei, An. ovengensis e a espécie nominal An. nili (Sinka
et al., 2010).

Prevencdo e controle da malaria

A Estratégia Técnica Global para a Malaria 2016-2030, da
Organizagdo Mundial da Satde (OMS), tem os seguintes pi-
lares: (i) assegurar o acesso a prevengio, ao diagndstico e ao
tratamento; (ii) acelerar os esforgos voltados  eliminagio da
maléria; e (iii) tornar a vigilancia da mal4ria uma atividade
central das politicas de satide. Tem-se como objetivo reduzir
a incidéncia global de maldria em pelo menos 90% até 2030,
com a sua completa eliminagdo em pelo menos 35 paises onde
atualmente ocorre transmissao. A eficiéncia dessa estratégia
depende de caracteristicas bioldgicas, ambientais e culturais
que variam entre as regides endémicas. Entre os principais
obstaculos para o controle da malaria estdo os grandes mo-
vimentos populacionais entre regides nao endémicas e endé-
micas e o desenvolvimento de resisténcia dos plasmédios aos
antimaldricos disponiveis para uso clinico, bem como dos
mosquitos anofelinos, vetores da maldria, aos inseticidas de
efeito residual habitualmente empregados. A experiéncia re-
cente no Brasil ilustra esses desafios (Ferreira; Castro, 2016).

Ao | Antropofilia | | Habito de
Habitat preferencial | (+a+++++) | Endofagia repouso
Savana Umida e floresta  +++++ Indiferente Endofilico
Savana seca, savana +HH++ Indiferente Endofilico
Umida e floresta
Savana seca, estepes 4+ Variavel Variavel
Floresta de Semliki +H+ Exofdgico Exofdgico
Areas costeiras, +++ Indiferente Indiferente
estuarinas e ribeirinhas
Areas costeiras, ++ Exofégico Exofdgico
estuarinas e ribeirinhas
Regides temperadas - Exofdgico Exofégico
Umidas (zoofilico)

Regides montanhosas - Exofégico Endofilico
(>1.000 m) (zoofilico)
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No inicio da década de 1940, a populagio de areas com
transmissao de malaria no Brasil chegava a 40 milhdes,
distribuidos por quase todo o territério nacional. A cada
ano, estimava-se a ocorréncia de 6 a 8 milhdes de casos, com
80.000 mortes. Em 1958, iniciaram-se os esforcos coordena-
dos para a eliminagao da malaria em vastas porcoes do pais.
Ate 1970, em resposta a esses esforcos, observou-se no Brasil
uma drastica reducao na incidéncia de malaria e, particular-
mente, na area do territorio brasileiro com transmissio ativa
(Figura 3.11). Pouco mais de 50.000 casos de maléria foram
notificados em 1970, contrastando com os milhées de casos
anuais registrados trés décadas antes. Esse sucesso no controle
da maldria no Brasil deveu-se a0 uso de um inseticida de acio
residual, o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), para o com-
bate dos vetores nos domicilios humanos, e ao diagnéstico e
ao tratamento das infec¢oes humanas, geralmente com a clo-
roquina. Por tratar-se de uma doenga sem reservatorio ani-
mal significativo, a malaria humana tende a extinguir-se com

o tratamento macico dos individuos portadores da infecciq,
A partir da década de 1970, no entanto, a intensa migraqa(;
de individuos para a regiao Norte do pais, atraidos pelos pro-
jetos de colonizagao agricola da Amazonia, levou a um Sérig
agravamento do quadro epidemiolégico. Em meados da g¢.
cada de 1980, ainda que a transmissao de maléria no Brasi|
continuasse virtualmente restrita a Amazonia, registravam.s,
500.000 casos anuais de maldria, com equilibrio entre p falci.
parum e P, vivax. Nas décadas de 1970 e 1980, houve tambg¢p,
um grande aumento da mortalidade pela maldria no Brasj|
que coincide com a exposi¢ao de vastos contingentes de ingj.
viduos ndo imunes a uma doenga relativamente desconhecid,
A incidéncia de maldria vem sendo reduzida desde 2005 at¢
2016, ano em que se registraram 130.000 casos. Desde o inj.
cio da década de 1990, P. vivax ¢ a espécie predominante, hoje
responsavel por cerca de 88% dos casos registrados no pajs,
Mais de 99% das infecgoes sao adquiridas na Amazonia Legy|
(Figura 3.11).
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Outro desafio enfrentado pelo programa de controle no
Brasil sdo os portadores de infeccdes assintomdticas, que for-
mam um reservatdrio de infecgao invisivel ao sistema de sai-
de. Ao longo das duas dltimas décadas, diversos estudos de
coorte prospectiva revelaram a existéncia, em comunidades
rurais amazonicas, de individuos que mantém baixas parasi-
temias, muitas vezes nao detectdveis pelas técnicas diagnosti-
cas rotineiras, sem qualquer sintoma (Alves et al., 2002). Essas
infecdes subclinicas deixam de ser diagnosticadas quando as
estratégias de busca de casos sao restritas a individuos com
febre e outros sintomas, e contribuem potencialmente para a
manuten¢ao da transmissao de mal4ria. Em resposta a essa
situagdo, diversas estratégias de busca ativa de individuos in-
fectados, independentemente de sintomas, vém sendo desen-
volvidas e avaliadas quanto ao impacto.

As medidas de prevencao da mal4ria podem ser aplicadas
em diversos contextos. Ha duas situagdes mais comuns: o via-
jante que permanecerd por um curto periodo de tempo em
area endémica e uma comunidade que vive em uma darea de
transmissao continua. A Tabela 3.4 resume os principios gerais
da profilaxia da maléria nesses dois contextos, o individual e o
coletivo. Embora os alvos de intervengao sejam essencialmente
os mesmos (combate a0 vetor e ao parasito), a aplicabilidade
de algumas medidas (como o uso de repelentes ou de quimio-
profilaxia) depende da duragao prevista para a exposigéo.

Os mosquiteiros impregnados com inseticidas piretroides
estao entre as medidas de prevencdo da maléria mais efica-
zes, particularmente na Africa. Estima-se em 50% a reducio
média de incidéncia de maldria, em diferentes contextos epi-
demiolégicos, atribuivel ao uso de mosquiteiros impregnados
(Lengeler, 2004), com impacto significativo na mortalidade de
criangas com menos de 5 anos de idade na Africa Subsaariana.
O impacto dos mosquiteiros depende de varios fatores: (i) as
caracteristicas comportamentais dos mosquitos (aqueles que
picam no interior das habitagdes humanas, preferencialmen-
te a noite, sdo os mais afetados), (ii) a eficicia do inseticida
utilizado (a resisténcia aos piretroides tem se disseminado
em praticamente todas as areas endémicas de maldaria), (iii) a

TABELA 3.4 Medidas profilaticas contra a maldria.

- Medidas de protegao individual
¢ Prevengao do contato com o vetor: uso de mosquiteiros
(preferencialmente impregnados com inseticidas piretroides), de
repelentes e de telas nas janelas e portas dos domicilios
° Combate aos mosquitos adultos: uso de inseticidas domésticos
° Combate as formas aquaticas dos vetores: saneamento do
peridomicilio
“ Medidas contra o parasito: diagndstico e tratamento precoces;
quimioprofilaxia, quando indicada
“ Educagao sanitéria
+ Medidas de protegao coletiva
° Prevencao do contato com o vetor: escolha de locais adequados para
a construgao das casas, protegao dos domicilios contra a entrada dos
mosquitos (telas) e uso de mosquiteiros
° Combate aos insetos adultos: uso de inseticidas de efeito residual
nos domicilios e de nebulizagdo espacial
Combate as formas aquaticas dos vetores: saneamento de
criadouros, uso de larvicidas, controle biolégico das larvas
* Medidas contra o parasito: diagnéstico e tratamento precoces;
quimioprofilaxia seletiva
Educago sanitaria: treinamento de agentes comunitdrios de satide
no diagnéstico e tratamento da malaria.

°
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disponibilidade de mosquiteiros para todos os individuos ex-
postos (na Africa, somente 43% dos domicilios tém mosquitei-
ros para todos os seus ocupantes), e (IV) o seu uso efetivo pelo
individuo exposto (na Africa, somente 54% dos individuos
dormem sob mosquiteiros impregnados com inseticidas). No
Brasil, onde a distribuigdo de mosquiteiros impregnados com
inseticidas prioriza as localidades com maior transmissio, es-
tima-se que somente 3% da populagdo da Amazonia Legal os
utilize regularmente.

O uso do DDT como inseticida de agéo residual, em ciclos
semestrais de borrifagdo intradomiciliar, foi uma das medi-
das basicas que possibilitaram o controle da maléria em boa
parte do mundo, a partir do langamento do Programa Global
de Erradicagio da Maldria langado pela OMS em 1955. No
Brasil, a borrifagdo com DDT, iniciada em pequena escala em
1947, foi amplamente utilizada nas décadas de 1960 e 1970, e
foi gradativamente abandonada ao longo da década de 1980,
inicialmente por dificuldades operacionais (Ferreira; Castro,
2016). Mais recentemente, alguns paises baniram o uso do
DDT em satde publica, incluindo o Brasil (1998), ainda que
a OMS continue endossando seu uso no controle da malaria
(Attaran; Maharaj, 2000; Liroff, 2000). Os inseticidas alternati-
vos ao DDT, como os piretroides, sdo de alto custo, tém menor
agdo residual e selecionam rapidamente mosquitos resistentes.
Outras opgdes para uso em borrifagio domiciliar sdo os car-
bamatos e os organofosforados. Atualmente, menos de 2% dos
individuos que habitam 4reas de risco de maldria nas Américas
tém seus domicilios borrifados regularmente; na Africa, a pro-
porgdo chega a quase 5% (WHO, 2019). Em geral, a borrifagdo
domiciliar restringe-se a situagdes de epidemia; sdo tratados
seletivamente os domicilios de pacientes com malaria recente.

Ha diversas outras medidas de controle vetorial aplicaveis
a contextos epidemioldgicos especificos. Os larvicidas, por
exemplo, tém papel no controle da maldria em comunidades
onde os criadouros de anofelinos sao bem conhecidos e aces-
siveis, em geral em dreas urbanas e periurbanas. Atualmente,
utilizam-se larvicidas biolégicos ou biolarvicidas, que matam
seletivamente as formas imaturas aquaticas de mosquitos sem
afetar a qualidade da 4gua para consumo humano. Os biolarvi-
cidas mais utilizados sio formulagdes em granulos ou micro-
particulas que contém as toxinas de Lysinibacillus sphaericus
ou Bacillus thuringiensis israelensis, que devem ser aplicados a
intervalos de 3 a 4 semanas. Predadores naturais de larvas de
mosquitos, como os peixes larvivoros, constituem outra alter-
nativa para o controle bioldgico de vetores.

A quimioprofilaxia geralmente nio é indicada para indi-
viduos que vdo expor-se a maléria por curtos periodos na
Amazénia brasileira, na falta de um medicamento de alta efi-
cacia e isento de efeitos colaterais potencialmente graves. No
entanto, os viajantes que se dirigem a éreas rurais da Africa
e do Sudeste Asidtico, por exemplo, devem procurar orien-
tagdo em servigos especializados, que levard em conta o ris-
co de adquirir maldria de acordo com o estilo de viagem e
as destinagdes previstas, bem como o perfil de resisténcia dos
parasitos locais aos firmacos disponiveis. Entre as opgdes,
podem ser mencionadas cloroquina, mefloquina, doxicicli-
na, primaquina, azitromicina e a combinagio de atovaquona
e proguanil.

Na Africa, utilizam-se esquemas quimioprofilticos em
grupos de risco mais vulnerdveis, como gestantes e criangas
(WHO, 2015). Em gestantes, essa estratégia é conhecida como
tratamento intermitente preventivo na gravidez (IPTp, do in-
glés intermittent preventive treatment in pregnancy). Em sua
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modalidade mais comum, utiliza-se a sulfadoxina-pirimeta-
mina, O objetivo ¢ fornecer pelo menos trés doses da combi-
nacao sulfadoxina-pirimetamina a todas as gestantes durante
as consultas rotineiras de pré-natal. A primeira dose ¢ admi-
nistrada no segundo semestre, e as demais sao fornecidas com
intervalos de 1 més. A controvérsia em torno dessa estratégia
vem do fato de usar-se um medicamento que perdeu progres-
sivamente parte de sua eficacia, em fungao do desenvolvimen-
to de resisténcia por P, falciparum. Na Africa, cerca de 19% das
gestantes clegiveis recebem atualmente pelo menos trés doses
de sulfadoxina-pirimetamina no contexto de IPTp; 56% delas
receberam pelo menos uma dose. A medida tem impacto do-
cumentado na incidéncia de anemia materna e de baixo peso
a0 nascer, com redugo significativa da mortalidade perinatal.
No Brasil, a IPTp nao ¢ utilizada, mas o Ministério da Saude
preconiza que todas as gestantes que morem em dreas endé-
micas de malaria sejam submetidas a triagem diagnostica, por
microscopia ou teste diagnostico rapido, em cada consulta de
pré-natal; o tratamento das infecgdes deve ser feito indepen-
dentemente de haver sintomas.

Nas areas de média e alta transmissio da Africa em que
a combinacio sulfadoxina-pirimetamina mantém-se eficaz,
preconiza-se seu uso em outra modalidade de tratamento
intermitente preventivo, direcionado a criangas com idade
inferior a 1 ano (intermittent preventive treatment in infants,
IPTi). Sao oferecidas duas doses do medicamento, durante as
vacinag¢des rotineiras contra difteria-coqueluxe-tétano (DPT)
€ sarampo.

Em 4reas endémicas de maldria, a transfusio de hemp.
derivados ¢ uma modalidade de transmissao plausivel, mgg
raramente diagnosticada de maneira correta. Na Amazoni,
brasileira, preconiza-se que 0S hemocentros usem exames mj.
croscopicos, como o exame de gota espessa, para ekxcluir por-
tadores de infeccoes assintomaticas. Em dreas endémicas, s3q
excluidos, durante a entrevista, 0s candidatos a doador com
histéria de malaria nos ultimos 12 meses ou de febre nos (-
timos 30 dias, bem como aqueles provenientes de dreas com
incidéncia superior a 50 casos anuais de maléria por 1.000 ha-
bitantes. Em areas nio endémicas, excluem-se doadores que
relatam viagem a areas endémicas ha menos de 30 dias (caso
seja possivel examinar uma amostra sanguinea d? dgador para
o diagnostico de malaria) ou 12 meses (na auséncia de teste
diagnostico), bem como aqueles que referem ter tido uma oy
mais infeccoes prévias por P. malariae (Brasil, 2016).

A vacinagio proporcionaria um meio adicional de controle
da maléria. O uso de uma vacina de baixo custo, segura, eficaz
e facil de administrar, destinada a populagdes continuamente
expostas ao risco de infeccdo em dreas endémicas, pode tor-
nar-se uma medida com grande impacto em saude publica.
Por outro lado, uma vacina mais cara e complexa, que pro-
porcione protegdo parcial e por tempo limitado, pode ainda
ser 1til para viajantes que serdo expostos ao risco por curtos
periodos. Entretanto, cinco décadas de intensa pesquisa de va-
cinas contra a malaria e numerosos ensaios pré-clinicos e cli-
nicos de diferentes prototipos nao resultaram em um produto
disponivel para uso em larga escala.

PARASITOLOGIA EM FOCO

Vacinas antimalaricas direcionadas a estagios hepaticos e

sanguineos dos plasmddios

A obtencao de uma vacina antimaldrica segura e eficaz para uso em humanos
tem, ha longos anos, motivado estudos ao redor do mundo. No entanto, varios
fatores, induindo a complexidade bioldgica dos parasitos, tém contribuido para
o insucesso dos protétipos testados até o momento. Especificamente, as vacinas
antimaldricas podem ser direcionadas ao estdgio pré-eritrocitdrio, ao estagio
eritrocitario e as formas sexuadas (vacinas bloqueadoras da transmissao) dos
parasitos. A sequir, discutiremos alguns resultados relevantes obtidos com os
dois primeiros modelos.

As vacinas contra os estagios pré-eritrocitarios podem agir de duas maneiras
distintas: (1) induzindo, com a ativacao de linfdcitos B, a produgdo de anticorpos
neutralizantes que impediriam a interaao entre esporozoitos e hepatdcitos e
(2) induzindo respostas de células T (D4+ e CD8+ contra os estagios intra-he-
péticos do parasito. Nesta fase do ciclo de vida, o nimero de parasitos a serem
eliminados € pequeno, certamente abaixo de uma centena. A vantagem de uma
vacina eficaz contra parasitos intra-hepaticos é o bloqueio da infeccao antes da
ocorréncia de manifestaes dlinicas decorrentes do ciclo sanguineo do parasito.

A primeira evidéncia sobre a viabilidade de uma vacina contra os estgios
pré-eritrocitarios dos plasmddios data do final da década de 1960. Naquela
€poca, a pesquisadora brasileira Ruth Nussenzweig demonstrou que camun-
dongos imunizados com esporozoitos atenuados por irradiagao, porém ainda
vivos, eram protegidos contra o desafio subsequente com esporozoitos viaveis
de Plasmodium berghei, um plasmddio de roedores (Nussenzweig et al., 1967).
Parasitos mortos por irradiagao, entretanto, ndo eram capazes de induzir imu-

nidade protetora. Alguns anos depois, esses achados foram confirmados em vo-
luntdrios humanos, que se tornaram protegidos contra o desafio experimental
com esporozoitos de P, falciparum.

0s resultados animadores obtidos com esses estudos motivaram o desen-
volvimento de varias outras estratégias de atenuagao de parasitos com propo-
sito vacinal. Dentre esses se destacam o uso de quimioatenuagao e atenuagao
genética dos parasitos (Belnoue et al., 2004; Roestenberg et al., 2009). As
imunizagoes com esporozoitos vivos seguidas de tratamento com medicagges
antimaldricas (quimioatenuagao) (Belnoue et al., 2004; Raja et al., 2016; Raja
et al., 2017) mostram-se mais eficientes na induao de imunidade do que o
uso de esporozoitos atenuados por irradiagao (Lyke et al., 2017; Mordmiiller
et al.,, 2017). Assim, especula-se que a quimioatenuacdo possibilite um:
maior proliferagao dos esporozoitos, transformando-se em esquizontes teci-
duais e liberando maiores quantidades de antigenos na corrente sanguinez
A consequéncia seria uma maior ativagao do sistema imunoldgico em rela-
¢ao a verificada quando se utilizam esporozoitos atenuados por irradiagao
Demonstrou-se recentemente que seres humanos desafiados com esporozoi
tos de P, falciparum e tratados desenvolvem imunidade capaz de protegé-lo:
contra novo desafio por até 10 semanas apds a 32 dose da vacina (Mordmiille:
etal., 2017).

Embora o nivel de protecdo induzido com uso de esporozoitos atenu-
ados seja animador (em torno de 100%), s limitagdes ao seu uso se devem
a0 fato de a protegdo diminuir com o tempo e a dificuldade de obtengdo d°
grande nimero de formas esporozoitas do parasito. Normalmente, o numerc
de esporozoitos necessérios para induzir imunidade é da ordem de 5,12 X 10
(Mordmiller et al., 2017) a 9 x 10° (Lyke et al., 2017); ndo é possivel obté-los
por meio de cultivo in vitro, como ocorre para as formas sanguineas de P falcip -
rum. 0 uso de parasitos quimioatenuados tem, ainda, outros obstaculos, enti*
0s quais a necessidade de administragdo por via intravenosa. Além disso, nao ¢
descartada a possiblidade de reverséo da quimioatenuagao, o que possibilita”
0 desenvolvimento da infecgao nos individuos imunizados.
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Uma forma de atenuagao considerada mais sequra para uso tem sido a ate-
nuagao genética, no qual genes especificos do parasito envolvidos no seu pro-
cesso de desenvolvimento sao deletados do genoma (Kreutzfeld et al., 2017).
J4 foi demonstrado, por exemplo, que o silenciamento dos genes UIS3 e UIs4,
expressos na membrana do vactiolo parasitdforo de esporozoitos, e/ou sua
completa delecao impede o desenvolvimento do plasmddio dentro dos hepats-
citos de roedores (Mueller et al., 2005). Entretanto, os parasitos geneticamente
modificados ainda podem escapar da atenuagao genética, levando ao desen-
volvimento do ciclo sanguineo do parasito (Kumar et al., 2016). Nesse sentido,
dois estudos clinicos utilizando dessa estratégia tiveram que ser suspensos
devido ao surgimento de formas sanguineas do parasito apds os processos de
imunizagao (Vaughan; Kappe, 2017). Em outro estudo pré-clinico, a atenuaio
dos esporozoitos de P, falciparum foi obtida com a delegdo de trés genes (p36-/
p52-/sap1-), um modelo conhecido como PfGAP3 KO (Mikolajczak et al., 2014).
Essa tripla atenuacao inibiu o desenvolvimento dos parasitos durante a fase
hepatica, sendo considerado um modelo sequro para uso em humanos (Kublin
etal, 2017).

Enquanto as vacinas com esporozoitos visam ao bloqueio da transmissio
da malaria, aquelas que utilizam formas sanquineas assexuadas ou proteinas
expressas pelos parasitos durante essa fase do ciclo sdo conhecidas como va-
cinas antidoenca, pois seu objetivo € impedir ou amenizar os sintomas dlinicos
exibidos pelos individuos durante o desenvolvimento da infeccdo. Tais proté-
tipos tém utilizado parasitos inteiros de fase sanguinea (vivos ou mortos) ou
extrato proteico derivado da lise desses parasitos (Elliott et al., 2005; Pinzon-
(harry et al., 2010; Pombo et al., 2002). Considerando-se as dificuldades no uso
de parasitos inteiros vivos para indugao de imunidade, como a possibilidade de
escape da atenuagao e o desenvolvimento da doenga apds as imunizagdes, o
uso de parasitos inteiros, porém mortos por descongelamento e congelamen-
to rapido ou ruptura de membrana também tem sido avaliado em ensaios de
imunizagao antimaldrica (Giddam et al., 2016; Pinzon-Charry et al., 2010; Zhu
etal, 2016; Luetal. 2017). Essa estratégia tem como principal vantagem a am-
pla exposicao de diversos alvos antigénicos do parasito ao sistema imunoldgico
do hospedeiro, fazendo com que haja um maior estimulo de resposta imune
aquele parasito (Pinzon-Charry et al., 2010). Nesse sentido, demonstrou-se a
eficacia do extrato proteico de parasitos de fase sanquinea, quando administra-
do com adjuvante, na ativagao de células T (D4+ e T (D8+ mesmo quando uti-
lizado em doses ultrabaixas (Pinzon-Charry et al., 2010; Lu et al., 2017). Esses
estudos ainda demonstram que, além da imunidade celular, o uso de antigeno
total também é capaz de estimular linfdcitos B a produzirem anticorpos espe-
ificos que também contribuem para o controle da infeccdo (Lu et al., 2017).
Atualmente, alguns estudos ja visam ao desenvolvimento de novos meios de
entrega do extrato do parasito ao sistema imunoldgico, como o uso de vesiculas
lipossomais, que sdo to eficazes quanto o uso de adjuvante. Esse sistema
de entrega, formado por uma membrana composta por uma camada dupla de
lipidios, reduz a possibilidade de ocorréncia de resposta contra antigenos pro-
prios do hospedeiro, e é ainda considerado um sistema ideal para estimulagao
de células T (Giddam et al., 2016).

Apesar dos niveis de protegao animadores alcanados com o uso de parasi-
tos inteiros de fase hepatica ou sanguinea, s dificuldades na obtengao dos pa-
rasitos e/ou o risco de desenvolvimento da doenga durante o processo de imuni-
2acaoimpulsionam a busca de vacinas de subunidades — formulagdes contendo
antigenos especificos bem definidos, sob a forma de proteinas recombinantes
ou peptidios sintéticos. O protétipo vacinal RTS'S/AS02A é o principal exem-
plo bem-sucedido de uma vacina de subunidade (baseada em uma molécula
bem definida) contra os estagios pré-eritrocitérios da maldria. Composta pela
proteina circunsporozoita (regido central repetitiva e a regiao C-terminal) de P
falciparum associada ao antigeno de superficie de virus da hepatite B (HBV-Ag)

€ a0 adjuvante AS02, esse protétipo gerou protecao em torno de 58% contra 0
desenvolvimento de malaria grave ao final de 6 meses de seguimento (Alonso
etal., 2004). Estudos sequenciais demonstraram que a vacina era capaz de con-
ferir certo grau de protegao contra a malria clinica (em torno de 30%) por até
21 meses decorridos da imunizago (Alonso et al., 2005). A hipétese formulada
para explicar tal proteqao é que, ao se induzir imunidade capaz de limitar o nd-
mero de esporozoitos que alcancam o figado, reduz-se o ndmero de merozoitos
queiniciam o ciclo eritrocitario. Consequentemente, a exposigao prolongada do
individuo a uma baixa carga parasitaria possibilita a aquisicao de imunidade
contra a fase sanguinea da infeccdo (Guinovart et al., 2009), como proposto
originalmente por Pombo et al. (2002).

Na tentativa de aumentar a imunogenicidade da RTS'S, o adjuvante
AS02 foi, subsequentemente, substituido pelo ASO1, o qual é baseado em li-
possomos contendo a mesma quantidade de monofosfolipidio e Q521 que
AS02. A partir de estudos conduzidos em criangas e adultos imunizados com
a RTS'S/AS01, pode-se concluir que o protétipo é sequro, porém mais imuno-
génico quando comparado a RTS'S/AS02 (Lell et al., 2009; Kester et al., 2009;
Polhemus et al., 2009; Asante et al., 2011). Comercialmente produzida pela
companhia farmacéutica multinacional britanica GlaxoSmithKline (GSK) sob o
nome de Mosquirix, essa tornou-se a tinica vacina antimalarica aprovada para
estudos linicos de fase 4 a serem iniciados a partir de 2018 na Africa. Em ja-
neiro de 2016, a Organizacdo Mundial da Saiide recomendou pela primeira vez
a implementago em larga escala de uma vacina antimaldrica, a RTS'S/ASO1
(WHO, 2016). Contudo, os niveis de protegao induzidos pela RTS'S/AS01 em sua
fase 3 ainda sao considerados baixos. Especificamente, 18 meses apds adminis-
tracao de trés doses da RTS'S, o niimero de casos graves da doenga em criangas
com os sintomas clinicos foi reduzido em 35 a 47% em criancas com idade de
517 meses e em 15 a 38% em criangas com idade de 6 a 12 semanas (RTS'S
Clinical Trials Partnership, 2015). Portanto, ainda ha espago para busca de vaci-
nas que tenham indices mais elevados de protegao.
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