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RESUMO

A maléria € uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de evolucdo crénica, com manifestacdes
episodicas de caracter agudo, causada por um protozodrio do género Plasmodium. A
transmissdo ao homem é feita pela picada da fémea infectada do mosquito Anopheles, por via

congeénita e transfusional.

A imunidade natural contra o Plasmodium é complexa e demora anos a desenvolver;

dependendo da frequéncia e duracdo da exposicéo a infeccao.

Com este estudo pretende-se: determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Plasmodium em
individuos que viajaram/regressaram de zonas endémicas, relacionar a presenca de anticorpos
com variaveis sociodemogréaficas, de caracterizacdo da viagem/estadia e histéria de malaria,
caracterizar a diferenca de taxas de aprovacdo de dadores, entre a utilizacdo de um teste
imunologico e a triagem baseada em critérios clinicos, considerando o grupo estudado como
dadores de sangue, caracterizar conhecimentos, atitudes e praticas sobre malaria e sua

prevencao.

Participaram no estudo 312 individuos, 2/3 eram do género masculino, 3/4 tinham idade
inferior a 50 anos, 2/3 tinham grau de licenciado ou superior, 3/4 era natural de Portugal.
Metade fez apenas uma viagem/estadia em paises endémicos de malaria, apresentando um

intervalo de tempo superior a trés anos entre o regresso e o estudo.

20,1% dos que participaram no estudo tinham histéria de maléria, mas apenas 9,4%
apresentavam serologia positiva para anticorpos totais anti-Plasmodium. Este subgrupo foi
testado por PCR para identificagdo de Plasmodium spp e Plasmodium falciparum obtendo-se

resultados negativos.

XV



Desta forma, os individuos ainda apresentam anticorpos em circulacdo apesar de
maioritariamente o regresso ter sido ha mais de trés anos; nenhum dos participantes com

serologia positiva tem o parasita em circulacéo.

Se os participantes no estudo forem considerados hipotéticos dadores de sangue verifica-se
uma maior taxa de aprovacdo quando aplicado aos visitantes assintomaticos de zonas
endémicas de malaria apenas um teste serolégico como consta na Norma de Servico n° 1 de

15/04/2012, do IPST,IP.

Palavras-chaves: Maléria, Plasmodium falciparum, ELISA, dadores de sangue
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ABSTRACT

Malaria is an infectious, non-contagious disease with chronic evolution and episodic
manifestations with acute features, caused by a protozoan of the genus Plasmodium. It is
transmitted to man by the bite of infected female Anopheles mosquito, via transfusion or fetal

infection, i.e. congenital malaria.

Natural immunity against Plasmodium sp. is complex and takes years to develop, depending

on the frequency and duration of exposure.

The aim of this work is to determine the prevalence of antibodies anti-Plasmodium sp. in
individuals traveling or returning from endemic areas; to relate the presence of antibodies
with socio-demographic variables, characterizing travels/stays and history of malaria; to
feature the different rates of approval of donors, between the use of an immunoassay
screening and trial based on clinical criteria, considering the group studied as blood donors;
to describe knowledge, attitudes and practices about malaria and its prevention.
Of 312 individuals who participated in the study, two thirds were male, three quarters were
aged under 50 years, two thirds had a graduation or higher degree and three quarters were
born in Portugal. Half of them, made only one trip/ stay in endemic countries, with a time

interval of more than three years between the return and study.

20.1% of those who participated in the study had a history of malaria, but only 9.4% had
positive serology for total anti-Plasmodium. This subgroup was tested by PCR to

identify Plasmodium falciparum and the other species; they all gave negative results.

XVI



Despite returned for more than3 years of endemic countries, most individuals still

has circulating antibodies, but none presents the parasite in circulation.

If participants in the study are considered possible blood donors, there is a higher approval
rate (when applied to asymptomatic visitors in endemic areas) of a serological test as stated in

the portuguese stardard of service number 1 of 15/04/2012, from the IPST,IP.

Keywords: Malaria, Plasmodium falciparum, ELISA, blood donors
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I. INTRODUCAO

1.1. Malaria — aspectos gerais

A Maléria ou Paludismo é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de evolucdo crénica, com

manifestacdes episodicas de caracter agudo.

Esta é uma doenca tdo antiga como a humanidade, mas o seu agente s6 foi descoberto em
1880 por Charles Louis Alphonse Laveran®. Em Portugal existiu maléria endémica até 1960,
nomeadamente na regido do Douro. Neste momento tanto Portugal como outros paises da

Europa estdo em risco de poder vir a ter novos casos de malaria.

A maléria é causada por um protozoario do género Plasmodium (P.), sendo que as cinco
especies que causam doenca no homem sdo: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, P.
knowlesi. Esta ultima espécie foi descoberta em 1965 no Sudoeste da Asia. A transmissdo ao
homem (hospedeiro) é feita através de picada de um mosquito fémea (vector) do género
Anopheles. Contudo, pode também ocorrer transmissdo por via transfusional ou via

congénita™*

O mosquito habita preferencialmente em zona himidas (a &gua € necessaria para depositar 0s
0vos e para estes eclodirem) a temperatura a rodar os 25°C, o que acelera o crescimento do
parasita dentro do mosquito.®® O mosquito do género Anopheles est4 distribuido por todo o
mundo a excecdo da Antartida. A maléria é transmitida por diferentes espécies deste
mosquito, dependendo da regido e do ambiente, com diferentes capacidades de transmisséo
vectorial. O Anopheles que transmite a maléria ndo existe s6 em areas onde a malaria é
endémica, existe também em zonas onde a doenca ja foi erradicada, estando assim, estas areas
em constante risco de reintrodugdo da doenca.*® Os mosquitos fémeas também se alimentam

de fontes de agucar, mas necessitam de fazer pelo menos uma refeicdo de sangue para o



desenvolvimento dos ovos. O parasita Plasmodium esta presente nas glandulas salivares,
sendo injectado na circulagdo sanguinea no momento em que a fémea pica para se alimentar.
Os principais determinantes da epidemiologia da maléaria sdo a densidade (0 nUmero), 0s
habitos de picar os seres humanos e a longevidade dos mosquitos vectores.'” Dependendo da
temperatura média, a transmissdo pode ocorrer durante todo o ano ou ser sazonal, pois a
temperatura minima para a reproducdo do P. falciparum é 18° C.*® Os mosquitos picam do
anoitecer a0 amanhecer, s&0 mais agressivos entre as 20.00 e as 03.00.%® Verificando-se que

na Africa Subsaariana 80-90% das picadas dos mosquitos ocorrem ap6s a meia-noite.*®

1.2. Epidemiologia e distribuicdo geogréafica

A maléaria € uma doenca muito comum nas regides tropicais e subtropicais (figura 1).
Anualmente ocorrem 250 milhGes de casos de malaria e aproximadamente um milhdo de
mortes. Cerca de 3,3 bilides de pessoas (metade da populacdo mundial) correm o risco de
contrair a doenca. E uma doenca extremamente grave em Africa onde 20% das criangas

morrem devido a complica¢Ges da malaria. Morre uma crianca a cada 30 segundos.

Existem cerca de 100 paises com risco de transmissdo de malaria, que sdo visitados
anualmente por mais de 125 milhdes de viajantes e dos quais 10000 adoecem depois do

regresso a casa.’®
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Figura 1: Distribuicdo geografica das zonas endémicas de maléria. Fonte: www.rbm.who.int
(consultado Junho 2011)%

O risco de transmissdo de malaria ndo esta distribuido e forma homogénea dentro de cada
pais, pois no mesmo pais ha zonas que sao endémicas para a malaria e outras onde ndo ocorre

a transmissao. °

A malaria encontra-se principalmente em climas quentes e hdmidos (areas tropicais e
subtropicais), isto porque a temperatura e humidade sdo fundamentais para o desenvolvimento
do mosquito vector. A area onde ocorre maior transmissdo é a Africa a Subsaariana e em
zonas da Oceénia como a Papua Nova Guiné. Em regides onde h4d uma variagdo anual da
temperatura a transmissao € sazonal e a espécie de Plasmodium que mais se adapta a estas

circunstancias é o P. vivax.

Na Europa ocidental e nos Estados Unidos da América conseguiu-se eliminar a doenga, mas o

vector continua a existir por isso a reintroducéo da doenca é um risco constante.

Africa é o continente mais afectado pela doenca devido a uma conjugagio de factores: o

vector é muito eficiente, elevada taxa de transmissdo do parasita, a espécie P. falciparum


http://www.rbm.who.int/�

(predominante) é causadora das formas graves da doenca, condi¢Bes climaticas, falta de
recursos socioecondmicos, elevada taxa de associagdo com outras doencas (HIV, tuberculose,

doencas gastrointestinais). >

A forma mais severa de malaria humana é causada pelo P. falciparum, sendo a principal causa
de morte em criangas com idade inferior a cinco anos na Africa Subsaariana. A malaria menos
comum ¢ causada pela espécie P. ovale que esta restrita ao oeste de Africa ocidental,
enguanto que a espécie P. malariae é encontrada em todo o mundo mas tem uma baixa
frequéncia. O parasita da maléria mais frequente em todo o mundo é o P. vivax cujas
infeccBes raramente sdo fatais. Ha locais onde existe sobreposi¢do de diferentes espécies, P.
falciparum é mais comum em Africa, e o P. vivax é mais comum no subcontinente indiano
América Central e do Sul. A malaria afecta cerca de 108 paises em todo o mundo, sendo que
algumas das principais regides sdo: Africa, Amazonia, América central e sul, sul, centro e

sudeste asiatico, e o Pacifico.!%®

Existe o risco de alastramento devido & destruicdo das estruturas de salde, aumento do

numero de refugiados, resisténcia aos antimalaricos/insecticidas, alteracfes climaticas.

1.3. Biologia do Plasmodium spp

O ciclo de vida do parasita da malaria envolve dois hospedeiros: 0 homem e 0 mosquito
(figura 2). Durante uma refeicdo de sangue, 0 mosquito do género Anopheles infectado com a
malaria inocula 0s esporozoitos no hospedeiro humano. Dos esporozoitos inoculados
aproximadamente 70% atingem a circulacdo sanguinea e os outros 30% invadem o sistema
linfatico, apesar de alguns desenvolverem formas semelhantes as exoeritrociticas, séo

fagocitados pelas células dendriticas.®’ Os esporozoitos dividem-se por esquisobolia e
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formam uma célula gigante multinucleada, esquizonte, que se divide em varias células,

merozoitos, que acabam por romper e lesar o hepatdcito. Estes merozoitos voltam a entrar em

novos hepatdcitos e o processo repete-se. &1
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| Figura 2: Ciclo de vida do Plasmodium. Fonte: www.cdc.gov/malaria/biology/lifecycle.htm
(consultado em Julho de 2011).

Estudos recentes mostram que 0s esporozoitos passam por varios hepatocitos antes da invasao
e consequente desenvolvimento hepatico.”** Através da circulacio sanguinea os esporozoitos
migram até ao figado onde atravessam as células de Kupffer atraves do vacuolo parasitofaro,
penetrando nos hepatdcitos. Duas das principais proteinas de superficie dos esporozoitos , a
circumsporozoite protein (CSP) e a thrombospondin-related adhesive protein (TRAP) ligam-
se a proteoglicanos de sulfato de heparina da superficie dos hepatdcitos durante a invasdo.”* O
processo de invasdo envolve proteinas de superficie do esporozoito, como dominios de
trombospondina na proteina circunsporozoitica e a proteina relacionada a adesdo a
trombospondina, bem como moléculas de superficie do hospedeiro vertebrado. A proteina

circunsporozoitica reveste toda a membrana plasmatica do esporozoito e alguns dos seus
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dominios ligam-se aos proteoglicanos sulfato de heparina, que se projectam do endotélio

sinusoidal dos hepatécitos, bem como as células de Kupffer.*

Esta fase do ciclo corresponde ao periodo de incubagdo da doenca e dura em média duas a
guatro semanas, mas este periodo varia de espécie para espécie: 7 a 10 dias para P.
falciparum, 10 a 17 para P. ovale e P. vivax e para P. malariae pode durar 18 a 40 dias, mas
pode ser superior. No caso dos P. ovale e P. vivax alguns merozoitos sofrem esquizogonia,
enquanto que outros ficam em estado de laténcia no figado (hipnozoitos). Estes hipnozoitos

s80 responsaveis pela recorréncia da doenca ap6s periodos variaveis de incubacéo.”

Alguns destes merozoitos, em vez de estarem nos hepatdcitos vao para a corrente sanguinea e
parasitam os eritrécitos iniciando o ciclo eritrocitario. Dentro do eritrocito o parasita adquire a
forma de anel (trofozoitos) vai amadurecendo e vai sofrer um processo semelhante ao que
aconteceu nos hepatdcitos, passando a ser um esquizonte precoce, depois um esquizonte
tardio que se divide nos merozoitos que vao romper e lesar o eritrocito. Estes merozoitos védo
entrar em novos globulos vermelhos e sofrem diferenciacdo em gametdcitos. Esta fase do

ciclo é responsével pelas manifestagdes clinicas da doenca.?®

Ao picar o hospedeiro infectado com Plasmodium spp a fémea do mosquito aspira sangue
contendo gametdcitos. Ao nivel do intestino vai realizar-se a fusdo entre 0 macro-gameta
(feminino) e o micro-gadmeta (masculino) e assim inicia-se o ciclo sexuado do parasita no
mosquito, isto é, o mosquito é o hospedeiro definitivo e 0 homem é apenas hospedeiro
intermédio.'® Da fusdo dos gametas resulta o zigoto. O zigoto por sua vez, torna-se mével e
alongado invadindo a parede do intestino onde se desenvolvem 0s oocistos. Os oocistos
crescem e da-se a ruptura e libertagdo dos esporozoitos que fazem o seu caminho para as

glandulas salivares do mosquito — ciclo esquizogonico.'%?



A inoculacdo dos esporozoitos no novo hospedeiro humano perpetua o ciclo de vida do

Plasmodium spp.

1.4. Espécies de Plasmodium infectantes para o homem

Existem cinco espécies de Plasmodium spp que podem causar infeccdo no homem.
Plasmodium falciparum: espécie mais frequente, € encontrado em todo o mundo em &reas
tropicais e subtropicais, causadora de maior morbilidade e mortalidade. Estima-se que em
cada ano um milhdo de pessoas morrem por malaria causado por P. falciparum,
especialmente em Africa onde esta espécie predomina, a infeccdo tem um periodo de
incubacdo de 8 dias. Pode causar maléria grave porque se multiplica rapidamente no sangue
causando uma rapida destruicdo dos eritrocitos e consequente anemia. Os trofozoitos tornam
os globulos vermelhos aderentes (citoaderéncia ao endotélio) levando a obstrucdo dos
capilares, nomeadamente dos capilares renais provocando insuficiéncia renal aguda que
posteriormente se torna cronica devido as sucessivas crises de malaria; obstrucdo dos
capilares pulmonares e cerebrais, sendo a malaria cerebral uma forma mais grave e que pode

causar a morte.1%

Plasmodium vivax: € encontrado especialmente nos trépicos, subtropicos e zonas temperadas,
raramente em Africa, a infeccdo tem um periodo de incubacdo de 10 a 15 dias. Devido a
densidade populacional, especialmente, na Asia, é a espécie de parasita da malaria mais

prevalente entre 0s humanos. *° Causa elevada morbilidade mas raramente é letal.

No caso do P. vivax e P. ovale, alguns merozoitos ndo entram na corrente sanguinea e
permanecem quiescentes nos hepatécitos. Passam a designar-se por hipnozoitos; passado

algum tempo o individuo infectado pode voltar a ter crises de maléria, isto €, recaida por



invasdo periédica do sangue por merozoitos com origem nos hipnozoitos.?? Pode causar

mal&ria cronica (hipnozoitos no figado).

Plasmodium ovale: é encontrado na Africa ocidental e tropical, nas ilhas do Pacifico
ocidental, a infeccdo tem um periodo de incubacdo 11 a 16 dias. Biologicamente e
morfologicamente sdo muito semelhantes ao P. vivax. No entanto é diferente no facto de ndo
poder infectar pessoas que sdo Duffy negativo, caso de muitos habitantes da Africa
subsaariana, o que explica a maior prevaléncia de P. ovale em relagdo a P. vivax na regido

endémica do continente africano.

Plasmodium malariae: pode ser encontrado na zonas tropicais e subtropicais (distribuicéo
fragmentada), é a espécie menos comum; € a Unica espécie de parasita da malaria que tem um
ciclo quaternario, a infeccdo tem um periodo de incubacdo 28 a 37 dias. No caso de P.
malariae alguns merozoitos permanecem quiescentes nos globulos vermelhos, ou na medula

6ssea, portanto ndo se refaz o ciclo exoeritrocitico, e podem voltar & circulagéo.®®

Plasmodium knowlesi: encontrado no Sudoeste Asiatico, especialmente na Malasia. O P.
knowlesi tem um ciclo de replicagdo de 24 horas por isso pode passar rapidamente de uma

infeccéo simples para grave®, transmitida pela picada do mosquito Anopheles leucosphyrus.

Em todas as espécies de parasita pode ocorrer recrudescéncia (revitalizacdo do ciclo

esquizogonia eritrocitario) e é variavel consoante a espécie:
P. falciparum 1 a 2 anos, P. vivax e P. ovale 4 a 5 anos e P. malariae até 50 anos. >

1.5. Quadro Clinico da Malaria

A maléria pode ter uma grande variedade de sintomas que vdo desde a auséncia de sintomas

ou leve sintomatologia até a doenca grave ou mesmo a morte. Em geral a malaria é uma



doenga curavel se diagnosticada e tratada adequadamente e rapidamente. As manifestacdes
clinicas podem ser classificadas como ndo complicadas ou complicadas segundo critério da

Organizagdo Mundial de Satde.'®*

Os sintomas clinicos associados a maléria sdo causados pelo ciclo esquizogonico eritrocitario
do parasita. Quando o parasita se desenvolve ha uma destruicdo dos eritrocitos parasitados e a
libertacdo na circulagdo sanguinea dos parasitas e dos produtos de degradacdo dos glébulos
vermelhos. Um dos produtos que libertado € o pigmento hemozoina e outros produtos toxicos
gue se acumulam nos glébulos vermelhos do sangue infectado. A hemozoina e outros factores
toxicos como o Glicose Fosfato Isomerase (GPI) estimulam os macréfagos e outras células a
produzir citocinas e outros factores sollveis que causam o aparecimento de febre, calafrios e

influenciam a fisiopatologia de formas graves da doenca.

No caso do P. falciparum ocorre a sequestracdo dos globulos vermelhos infectados com
trofozoitos maduros, que aderem ao endotélio vascular na microcirculacdo de Orgaos vitais.
Este fendmeno de citoaderéncia interfere na circulagcdo sanguinea, bem como na oxigenacao e
metabolismo dos tecidos. Quando este sequestro dos eritrocitos infectados ocorre a nivel do

cérebro é a causa da maléria grave e esta associado a uma elevada taxa de mortalidade.”

O periodo de incubacdo é o espaco de tempo entre a picada do mosquito infectado e o
aparecimento dos primeiros sintomas. Na maioria dos casos esse periodo varia entre 7 a 30

dias, sendo que o mais curto é no caso do P. falciparum e o mais longo no P. malariae.

Os primeiros sintomas apresentados sao idénticos ao quadro de um sindrome gripal, podendo
haver tremores de frio seguidos da rapida subida da temperatura corporal, este aumento da
temperatura € frequentemente acompanhado por nauseas, vomitos, cefaleias, dores

musculares e abdominais, anemia, falta de apetite, distirbios gastrointestinais.”® Durante o
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periodo de febre alta pode ocorre o processo de esplenomegalia, quando a temperatura
comeca a baixar o doente comeca a apresentar intensa sudorese que se pode prolongar por

vérios minutos ou horas — sintomas caracteristicos de maléria ndo grave. %

O ciclo de sintomas (frio, febre e sudorese) repete-se em diferentes intervalos de tempo, de

acordo com o tipo de Plasmodium infectante:"> *

e 36 a48horas P. falciparum (ter¢cd maligna)
e 48 em 48 horas P. ovale e vivax (tercd benigna)
e 72em 72 horas P. malariae (quartd)

A quimioprofilaxia da malaria pode retardar o aparecimento de sintomas por semanas ou
meses, depois do viajante ter deixado a zona endémica. O tipo de sintomas e 0s atrasos nas

manifestacdes clinicas da doenca podem causar erros no diagnostico.

A maléria grave ocorre quando sdo afectados 6rgdos vitais com faléncia dos mesmos e ha
presenca de alteragbes no sangue do paciente tais como: anemia grave, hemoglubinuria,
alteracdo na coagulacdo, acidose metabdlica, hipoglicémia, hiperparasitemia, dificuldade

respiratéria, perda de consciéncia, convulsdo, coma ou outras alteracdes neurolégicas.’

No caso de infecgbes causadas por P. vivax e P. ovale, o paciente pode ter recuperado do
primeiro episodio da doenca mas mais tarde voltar a ter recaidas ap0s meses ou anos sem
sintomas, isto porque estas espécies de parasita podem ficar dormentes no figado

(hipnozoitos) e posteriormente entrar em circulagdo e desencadear novas crises.*
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1.6. Terapéutica da malaria

O tratamento depende de diferentes factores tais como: gravidade da doenca, espécie de
parasita, regido geografica onde ocorreu a infeccdo, resisténcia aos farmacos, idade, se for
mulher gravidez. E muito importante saber qual é a espécie de parasita que esta a causar a

infeccéo porque:

1. P. falciparum e P. knowlesi podem causar a forma mais grave da doenca e levar &

morte.
2. P.ovale e P. vivax podem ficar hipnozoitos no figado e provocar recaidas

3. P. falciparum e P. vivax tém padrdes de resisténcia & terapia em funcdo das regibes

geograficas

A maléria ndo grave causada por P. falciparum e por outras espécies adquiridas em areas sem
resisténcia a Cloroquina pode ser tratada com Cloroquina oral ou Hidroxicloroquina. Mas se a
doenca for contraida em areas com resisténcia & Cloroquina deve ser administrado Malarone®
(Atovaquone- Proguanil), Artemeter- Lumefantrina (Coarten), Sulfato de quinina mais

Doxiciclina, Tetraciclina ou Mefloquina.'®

Se nas infeccbes em que inicialmente ndo foi identificada a espécie de parasita for
posteriormente identificada como P. vivax ou P. ovale deve fazer terapia adicional com

Primaquina. '*

Se a infeccdo for causada por P. malariae ou P. knowlesi e se ndo houver nenhuma evidéncia
de resisténcia & Cloroquina, pode ser tratado com Cloroquina ou Hidroxicloroguina. O mesmo

se pode aplicar ao P. vivax e P. ovale se ndo for contraido em zona de resisténcia, mas nestes
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casos deve ser feita terapia com Fosfato de Primaquina durante 14 dias para evitar possiveis

recaidas causadas pelos hipnozoitos presentes no figado.*®®

1.7. Controlo e prevencao

Os principais objectivos dos programas para controlo da malaria sdo: reducdo da incidéncia
da doenca, reducdo da mortalidade, reducdo das formas graves da doenca, reducdo da
transmissdo, manutencdo da auséncia de transmissdo nos locais onde se conseguiu a sua

erradicacdo.
Para que tais objectivos sejam alcancados sdo definidos alguns elementos fundamentais:?

1. Diagndstico precoce e tratamento imediato e adequado dos casos de doenga,
especialmente dos casos graves. Este procedimento garante a prevencdo de casos
fatais, reducdo do aparecimento de casos graves, reducdo da fonte de infeccdo e
diminuicdo da transmissdo, mantendo a doenga em niveis endémicos e
epidemioldgicos socialmente suportaveis. Um dos problemas do controlo da maléria

€ 0 aumento de resisténcia aos farmacos, visto até a data ndo existir vacina eficaz.

2. Controlo selectivo dos vectores, que compreende 0 manejo adequado do ambiente, o
tratamento quimico dos domicilios e dos espacos abertos. O manejo adequado do
ambiente pode reduzir e densidade de anofelinos, eliminando os locais de criacéo, por
meios de limpeza e drenagem da vegetacdo. O bom saneamento € uma medida eficaz
para o controlo da malaria. O tratamento quimico domiciliar foi uma das principais
medidas de intervencdo na estratégia de erradicacdo, e ainda hoje é um importante

instrumento de controlo dos vectores. O tratamento quimico dos espagos abertos é
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indicado em situacOes especiais onde a densidade anofélica é bastante elevada e
quando o tratamento quimico domiciliar e 0 manejo ambiental ndo foram eficazes
para a reducdo dos vectores. E feito através da aplicacdo espacial de insecticida e
nebulizagio térmica. E uma medida de alto custo e com grande impacto ambiental

desfavoravel.

3. Medidas de protecgdo individual como uso de repelente, uso de roupa e acessorios
apropriados, uso de mosquiteiro impregnado ou ndo com insecticida, selagem das

portas e janelas das casas e melhoria das habitacoes.
4. Deteccdo precoce de epidemias e aplicacdo de medidas eficazes para o seu controlo.

5. Deteccdo precoce, contencdo e prevencdo da reintroducdo da doenga em areas ndo

endémicas ou em areas onde a transmissdo ja foi interrompida.

1.8. Maléria no viajante

Atualmente a malaria € endémica em mais de 100 paises, que sdo visitados por mais de 125
milhGes de viajantes internacionais por ano. Estima-se que 10000 tenham contraido malaria
ap6s o regresso a casa.'® Viajantes internacionais de zonas endémicas provenientes de paises
ndo endémicos apresentam um elevado risco porque ndo tém imunidade. Imigrantes de areas
endémicas que regressam ao seu pais de origem para visitar amigos ou parentes tém um maior
risco de exposicdo devido ao facto de tomarem menos medidas preventivas e expondo-se
mais a contrair a doenca. No entanto, a persisténcia de imunidade apds alguns anos sem

exposicao pode também contribuir para alguma protecéo destes viajantes.*
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Segundo a Organizagio Mundial de Satde, entre 2005 e 2009 Africa cresceu como destino de
eleicdo dos viajantes de 35,4 milhdes para 46 milhdes.***®*A Asia e a regifo do Pacifico
crescerem como destino de eleicdo de 153,6 milhGes para 181,2 milhdes entre 2005 e 2009, e

a América cresceu entre 134,1 e 140,6 milhdes como destino de eleicdo dos viajantes.”

O risco de transmissdo de malaria ndo esta distribuido homogeneamente dentro dos diferentes
paises, podendo ocorrer em todo o pais ou limitar-se a certas regides. A OMS no relatério
mundial da malaria, editado em 2009 divide as areas de malaria em trés niveis de

endemicidade:'®

e Areas com alta transmissdo, onde a incidéncia de maléria por todas as espécies de

Plasmodium spp é de 1 por 1000

e Areas com baixa transmissdo, onde a incidéncia da malaria por todas as espécies de

Plasmodium spp € menor que 1 por 1000

e Areas sem maléria, onde ndo ocorrem casos de malaria autdctone (adquirida na
comunidade local), ha varios anos e onde todos os casos sinalizados de malaria séo

importados

Segundo a OMS, entre 2005 e 2009 houve uma diminuicdo dos casos de malaria autoctone,
de 244 milhGes para 225 milhdes. A maior reducdo de casos verificou-se na Europa
(Azerbaijdo, Georgia, Quirguistdo, Tajiquistdo e Turquia) seguida pelo continente Americano.
O maior nimero de casos continua a ocorrer em Africa (78%) e Sudeste Asiético (15%).'%
Muito recentemente foram identificados casos de malaria autoctone, causada por P. vivax, na

Grécia.?’
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A situacdo da malaria na regido europeia segundo a OMS é heterogenea, do ponto de vista
epidemiol6gico. Ha& paises com maléria endémica como a Turquia, e outros paises sem
maléria desde h& décadas, onde se observaram recentemente casos autdctones. Na Unido
Europeia a maioria dos casos sdo importados. Estes casos tém vindo a aumentar ao longo da
ultima década, principalmente devido ao aumento da imigracdo, das viagens intercontinentais,
do aumento da resisténcia aos anti-maléricos e do aumento da endemia especialmente em

Africa.t”*

Desde a erradicacdo oficial da maldria em Espanha em 1964, que 0s casos que tém sido
declarados sdo de malaria importada; recentemente foi descrita, neste pais, uma incidéncia de
0,92 por 100000 habitantes e 73% dos casos proveem da Africa Subsaariana.” *® Em ltlia
foram declarados 5219 casos entre 2000 e 2006, sendo que destes 3696 ocorreram em
viajantes e 1523 em residentes. A maior parte dos casos importados provem de Africa e foi
causada por P. falciparum (83%). Foram descritos cinco casos autdctones causados por

transfuséo, transplante, contaminagéo nosocomial.®

Nos Estados Unidos da Ameérica sdo declarados por ano cerca de 1500 casos, de malaria
importada, causada principalmente por P. falciparum seguida de P. vivax. Entre 1963 e 2001,

nos Estados Unidos da América morreram 185 pessoas por causa de malaria importada.*>™

A OMS considerou a malaria autdctone erradicada de Portugal em 1973. No entanto desde
1958 que ndo se observam casos autéctones em Portugal. Nos anos 30 existia malaria em
muitos distritos portugueses, altura em que foram realizadas varias campanhas para controlo
dos vectores de transmissdo, das quais se destaca a introducdo do peixe Gambusia sp. nos

criadouros de larvas, a utilizagdo do inseticida Dicloro-Difenil-Ttricloroetano (DDT), o
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controlo da irrigacdo dos campos de arroz. Apos a declaracdo da erradi¢do da doenca so foi

detetado mais um caso, em 1975, no concelho de Aljustrel, distrito de Beja."* '

Atualmente sdo conhecidas em Portugal cinco espécies de mosquitos potencialmente
transmissoras da doenga, sendo o Anopheles artroparvus a espécie em maior abundancia, e

que pode ser encontrada em todo o pafs.*

O aumento do nimero de viajantes internacionais para zonas tropicais endémicas leva a um
aumento do risco de contrair a doenca que esta relacionada com o itinerario e o alojamento do
viajante, dependendo também da taxa de transmissao na area geogréafica de destino. A estacédo
do ano também afecta 0 risco porque a transmissao segue 0s modelos sazonais ligados a
pluviosidade. A altitude do destino é igualmente importante porque acima dos 2000 metros
dificilmente ocorre transmissdo. O mosquito pica ao anoitecer e amanhecer pelo que o risco €

influenciado pelas atividades noturnas do viajante.

No nosso pais existem diversas consultas de Medicina do Viajante que proporcionam
aconselhamento sobre medidas preventivas de infeccdo a adoptar pelos viajantes
internacionais. A vigilancia epidemioldgica da maléria de importacdo contribui para manter o
alerta sobre a incidéncia e os fatores de risco da doenca nos viajantes, fornecendo a evidéncia
cientifica necessaria a adocdo de medidas de intervencdo. Em Portugal, a malaria é uma
doenca que esté incluida no Sistema de Vigilancia de Doencas Transmissiveis de Declaragdo
Obrigatéria (DDO).” Os dados sobre a situaco atual da doenca em Portugal séo de dificil
acesso, por vezes ha uma subnotificacdo da doencga. Nas seguintes tabelas sdo apresentados 0s

nimeros de caso importados de malaria desde 1995 a 2008. %> *?(Tabela 1 e 2)
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Tabela 1: Numero de casos de malaria importados.

1995 2006 2007 2008
N° | %000 | N° | %000 N° %000 N° %000
81 0,8 42 0,4 43 0,3 45 0,42

Fonte: DGS-DSEES www.dgs.dsees (consultado em Fevereiro de 2012)
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Tabela 2: NUmero de casos, de declaracdo obrigatoria, importados de malaria, por regido
entre 2002/2006
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1.9. Critérios de seleccdo de dadores de sangue e malaria transmitida por transfusao

A dédiva de sangue considera-se voluntéaria e ndo remunerada se a pessoa der sangue, plasma
ou componentes celulares por sua livre vontade, ndo recebendo qualquer pagamento em
dinheiro ou substituto deste. Isto inclui o tempo fora do trabalho ndo necessario para a dadiva.
Pequenas ofertas, refeicOes leves e reembolsos dos custos directamente decorrentes da
deslocagdo sdo compativeis com a dadiva voluntaria e ndo remunerada.’

O principal objectivo de seleccionar individuos para a dadiva de sangue e componentes é
determinar se a pessoa é saudavel, de modo a salvaguardar a sua salde e a satde do receptor.
Todos os dadores deverdo ser submetidos a um exame médico que permita avaliar a sua
aptidao.

S6 pessoas saudaveis e com uma boa histéria médica deverdo ser aceites como dadores de
sangue para fins terapéuticos. Os dadores devem ter entre 18 e 65 anos de idade, mais de
50Kg de peso, valores de hemoglobina 125g/l no caso das mulheres e 135g/l no caso dos

homens. Aquando da dédiva é retirada uma quantidade de 450 ml + 10%.°

Geralmente, ndo é possivel realizar um exame médico fisico e psiquico completo dos dadores.
Tem de se confiar nas suas respostas a questdes simples acerca da sua histéria médica, salde
geral, estilos de vida relevantes e testes de laboratdrio realizados. E feito um exame objectivo
sumario com medicdo da tensdo arterial, auscultacdo cardiaca e doseamento dos niveis de
hemoglobina.

Sendo essencial, para uma efectiva deteccdo, questionar o dador acerca do(s) pais(es) onde
nasceu, onde foi criado ou que visitou, cada servico de sangue deve ter uma lista actualizada
das areas endémicas de malaria.

Seguem-se os critérios de seleccdo de dadores segundo a associacdo portuguesa de imuno-

hemoterapia:’
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pessoas que viveram ininterruptamente numa zona afectada pela malaria por um
periodo de seis meses ou mais, em qualquer altura da vida. Estas pessoas podem
tornar-se portadores assintomaticos do parasita da maléria, logo, as seguintes regras
ter-lhes-8o de ser aplicadas depois de cada regresso de uma zona de malaria. Poderdo
ser aceites como dadores de sangue, se o resultado de um teste imunolégico validado
para anticorpos ao parasita da malaria, realizado, pelo menos, quatro meses ap6s a
ultima visita a uma zona de maléria, for negativo. Se o teste for positivo, o dador
deveréd ser permanentemente excluido. Se ndo for realizado nenhum teste, o dador
devera ser permanentemente excluido.

pessoas com histéria clinica de malaria devem ser excluidas até cessarem os sintomas
e tratamento. Poderdo ser aceites se o resultado de um teste imunolégico validado para
anticorpos ao parasita da maléria, realizado, pelo menos quatro meses desde a
cessacdo do tratamento/Ultimos sintomas, for negativo. Se o teste for positivo, o dador
deve ser excluido e podera ser reavaliado trés anos depois. Se ndo for realizado
nenhum teste, o dador devera ser permanentemente excluido.

pessoas que apresentem doenca febril ndo diagnosticada compativel com maléria
durante ou no espaco de seis meses ap6s o fim de uma visita a uma zona endémica
poderdo ser admitidas como dadores de sangue se tiverem um resultado negativo
valido para o teste imunoldgico de pesquisa de anticorpos da malaria. Realizado pelo
menos, quatro meses apos o fim dos tratamentos ou Gltimos sintomas. Se o resultado
for positivo o dador deve ser reavaliado trés anos depois. Se ndo for realizado nenhum
teste o dador deve ser excluido durante trés anos.

pessoas assintomaticas que tenham visitado uma zona endémica de malaria poderdo

ser aceites para dar sangue se o resultado do teste imunolégica valido para anticorpos
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do parasita da malaria for negativo, numa amostra colhida, pelo menos, quatro meses
apos a ultima visita a uma zona endémica de malaria. Se o resultado for positivo o
dador devera ser excluido e reavaliado trés anos depois. Se nao for realizado nenhum
teste o dador podera ser readmitido doze meses apds o regresso da zona endémica.
Neste momento em Portugal o Decreto-Lei n°267/2007, que refere os critérios de selecgdo de
dadores de sangue, diz o seguinte:*®
¢ Individuos que viveram numa zona com paludismo durante os cinco primeiros anos de
vida — trés anos ap0Os 0 regresso da Ultima visita a zona endémica, desde que
assintomatico; o periodo de suspensdo pode ser reduzido para quatro meses se 0 teste
imunoldgico ou de genoma molecular para cada dadiva for negativo.
¢ Individuos com antecedentes de paludismo — suspensdo da dadiva de sangue durante
trés anos ap0s a cessacdo do tratamento e auséncia de sintomas. Aceite
posteriormente apenas se o teste imunologico ou de genoma molecular for negativo
¢ Visitantes assintomaticos de zonas endémicas — suspensao durante seis meses depois
de abandonar a zona endémica, a menos que o teste imunoldgico ou de genoma seja
negativo
¢ Individuos com antecedentes de afeccédo febril ndo diagnosticada durante uma visita a
uma zona endémica ou seis meses apOs essa visita — trés anos depois do
desaparecimento dos sintomas; o periodo de suspensdo pode ser reduzido para quatro
meses se o teste imunoldgico ou de genoma molecular for negativo.
Actualmente esta em vigor no Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacdo uma norma
de servigo com data de 15 de Abril de 2012 que tem as seguintes indicacgdes:
1.Individuos que viveram numa zona endémica com malaria durante os primeiros

cincos anos de vida: suspensao por trés apds 0 regresso da ultima visita a uma zona
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endémica, desde que assintomatico, o periodo de suspensdo pode ser reduzido para quatro
meses se 0 teste imunoldgico a cada dadiva for negativo
2.Individuos com antecedentes de malaria: suspensao da dadiva de sangue durante trés
anos apos cessacao do tratamento e auséncia de sintomas. Aceite posteriormente apenas
se o teste imunoldgico for negativo.
3.Vistante assintomaticos de zonas endémicas: suspensdo durante 12 meses depois de
abandonar a zona endémica, a menos que o teste imunoldgico seja negativo.
4.Individuos com antecedentes de afecdo febril ndo diagnosticada durante uma visita a
uma zona endémica ou durante seis meses apds essa visita: suspensdo por trés anos
depois do desaparecimento dos sintomas, o periodo de suspensao pode ser reduzido para
quatro meses se o teste imunoldgico for negativo.
Posteriormente foi emitida, pelo Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacdo, uma
circular normativa N3001/CN-IPST, IP/12, com as seguintes medidas de reforco da triagem
clinica a dadores, no que diz respeito a malaria:
e Visitantes assintomaticos: suspensao temporaria da dadiva de sangue por um periodo
de seis meses, a menos que o teste imunoldgico seja negativo.
¢ Individuos com antecedentes de afeccdo febril, ndo diagnosticada, durante ou até seis
meses apods a visita a esta zona: suspensdo temporaria da dadiva de sangue por um
periodo de trés anos. Este periodo pode ser reduzido para quatro meses se o teste
imunoldgico for negativo.
e Residentes: suspensdo temporaria da dadiva de sangue de todos o0s residentes
assintomaticos desta regido, por um periodo de trés anos. Este periodo pode ser

reduzido para quatro meses se o teste imunologico for negativo.
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A diferenca entre estas duas circulares emitidas, pelo Instituto Portugués do Sangue e da
Transplantacdo, foi a diminuicdo de um ano para seis meses a suspensdao dos visitantes
assintomaticos, a menos que apresente um teste imunoldgico negativo.

Nos Estados Unidos da Ameérica sdao diagnosticados aproximadamente 1500 casos de malaria
importada por ano. Os critérios para selecdo de dadores aplicados implicam uma suspensdo
por um ano se foi visitante a uma zona endémica e suspensdo por trés anos se foi residente ou
se teve histdria de malaria.”

Em Franca sdo diagnosticados anualmente cerca de 7500 casos de maléria importada. Em
2005, 80% dos casos importados proveio de Africa, 10% da Asia e 1% da Guiana Francesa.
Dadores com histdria de malaria sdo excluidos, mas dadores que provém de zonas endémicas
e sdo assintomaticos sdo suspensos por quatro meses e depois sujeitos a um teste de pesquisa
de anticorpos anti-Plasmodium por imunofluorescéncia e se negativo, sdo aceites como
dadores. 464

Critérios semelhantes sdo aplicados em paises como Reino Unido, Italia e Australia.

O Brasil € um pais que tem zonas endémicas de malaria e zonas onde ndo ha transmissao. Os
dadores provenientes de zonas endémicas sdo sujeitos a um teste de pesquisa de anticorpos
do parasita, nas zonas ndo endémicas 0s viajantes regressados de zonas endémicas ficam
suspensos seis meses se forem assintomaticos, se tiverem sido residentes ou viajantes
sintomaéticos ficam suspensos durante trés anos.®

Em todos os paises é feita uma triagem clinica onde sdo identificados os dadores que sdo
considerados de risco para a transmissdo da maléria. E feito um questionario anamnéstico
para avaliara o risco: localizacdo geogréfica da estadia, duracdo da estadia em zona
endémica, periodo de tempo desde a Ultima permanéncia em zona endémica, historia de

maléria / profilaxia.
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Plasmodium spp pode ser transmitido através da transfusdo sanguinea porque consegue

sobreviver aproximadamente 20 dias a 4°C, que sdo as condi¢des usadas nos bancos de

sangue para fazer o armazenamento dos concentrados de eritrécitos.”” As tabelas 3, 4 e 5

resumem os critérios de seleccdo de dadores em alguns paises.?

Tabela 3: Periodo de suspensdo de individuos autoctones, provenientes de zonas endémicas,

em diferentes paises.

Irlanda Permanente
Franca 4 meses + teste de anticorpos
negativo

Estonia 3 anos

Itélia 3 anos

Espanha | 3 anos

Canada 3 anos

EUA 3 anos

Brasil 3 anos

Fonte: Reesink, 2005.%

Em Franca, entre 1960 e 1989 foram identificados 120 casos de malaria transmitida por

transfusdo (aproximadamente 5 por ano). Apos esta data ha apenas ocorréncias esporadicas,

um caso em 1990 e outro em 1993, um caso em 1998 que foi suspeito e dois casos recentes

em 2002 e 2006. Durante o periodo de 1999 a 2006 houve um caso em cada trés anos o que

representa um risco estimado de 7,5x1

0-6'47

Tabela 4: Periodo de suspensédo de viajantes para areas endémicas, em fungédo da duracdo da

viagem.
Duracdo da estadia na &rea endémica
< 6 meses > 6 meses

Irlanda 12 Permanente
Franca 4 + teste de ac. negativo 4 + teste de ac. Negativo
Estonia 6 6
Italia 6 6
Espanha 6 6

Fonte: Reesink, 2005.%
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Tabela 5: Paises onde é aplicado um teste de screening de anticorpos do parasita para triagem
de dadores de sangue.®

Todos os dadores | Dadores com estadia em zona endémica

Irlanda - Sim
Franca - Sim
Estonia - Sim
Itélia - Sim
Espanha Sim Sim
Israel - -

Tunisia - -

Japéo - Sim
Canada Sim Sim
Brasil Sim Sim

Fonte: Reesink, 2005.%

Nos EUA o risco de transmissdo de maléria por transfusdo diminuiu significativamente,
passou de 1 a 1,5 casos por 10° unidades de sangue transfundidas (entre 1960 e 1970) para 0,1
casos por 10° unidades transfundidas (entre 1990 e 2005). H4 registos que o maior periodo de
tempo entre a permanéncia em zona endémica e a transmissdo de malaria é: 5 anos para P.
falciparum, 2,5 para P. vivax, 7 anos para P. ovale e 44 anos para P. malariae. No Reino
Unido, um caso recente de transmissédo de P. falciparum envolveu dador semi-imune que
tinha estado em zona endémica 8 anos antes da dadiva de sangue.”® Em relagdo a Portugal ndo

ha dados conhecidos sobre casos de malaria pds-transfusional.

1.10. Imunopatologia da malaria humana

O ciclo eritrocitario € a Unica fase do ciclo de vida do Plasmodium que é responsavel pelas

manifestacdes clinicas da doenca. As manifestacdes podem ser classificadas como
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complicadas ou ndo complicadas, de acordo com os critérios da OMS.*** As manifestagtes
clinicas da malaria dependem do estado imunoldgico do doente, do estadio da infeccdo e da

espécie do parasita.'*

Os mecanismos de imunidade inata ou adquirida podem limitar o pico de parasitémia,
prevenindo uma patologia mais severa e reduzindo a circulacdo das células infectadas. A
imunidade inata funciona de forma a limitar a0 maximo, a densidade parasitaria, mas

gradualmente a imunidade adaptativa é requerida para a eliminaco completa dos parasitas.®’

A infeccdo € iniciada quando os esporozoitos sdo inoculados na corrente sanguinea pela
fémea do mosquito do género Anopheles. Os esporozoitos rapidamente desaparecem da
circulacdo e invadem as células parenquimatosas do figado. Nos hepatocitos, 0s esporozoitos
desenvolvem-se por um processo de multiplas divisdes denominado esquizogonia, em
merozoitos. Uma a duas semanas apds a infeccdes, os hepatocitos rebentam libertando
milhares de merozoitos iniciando assim a fase eritrocitaria do ciclo. Os merozoitos invadem
0s eritrocitos por um processo que envolve multiplas interacgdes entre ligante-receptor, tais
como a ligacdo da proteina EBA-175 do P. falciparum a glicoforina A dos eritrocitos. Os
merozoitos desenvolvem-se sequencialmente em formas de anel, trofozoitos e esquizontes e

cada uma destas formas expressa antigénios tnicos.

Nas regides endémicas, os individuos que atingem a idade adulta, raramente apresentam
sintomatologia aguda severa, € comum encontrar individuos com parasitémia e sem
manifestacdes clinicas. Isto deve-se & constante estimulacdo do sistema imunitario, resultado

do contacto permanente com o parasita.**
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Contrariamente a estes individuos, a malaria é bastante preocupante em regides em que a
doenca tem um caracter sazonal, atingindo todos 0s grupos etarios e com sintomatologia

bastante mais severa.

Na maléria ndo complicada, os sintomas comuns podem ser facilmente confundidos com uma
simples gripe (febre, geralmente precedida de sintomas inespecificos como mal-estar, dores
de cabeca, tosse, diarreia, dores nas articulaces, nauseas).” Estes sintomas normalmente
surgem cerca de sete dias ap6s a picada. O aspecto clinico distintivo é designado de acesso
palustre ou paroxismo. Neste distinguem-se duas fases: uma de frio, onde o frio que se sente é
intenso e treme descontroladamente podendo durar alguns minutos ou horas; a outra fase € de
calor, com febre alta (40°C ou mais) corresponde ao rebentamento dos eritrécitos. Apds a fase
inicial a febre assume caracter intermitente, dependendo do tempo de duracdo dos ciclos

eritrocitario, 48 horas para P. falciparum, vivax e ovale, e 72 horas para P. malariae.”

Na malaria complicada ou grave (causada por P. falciparum) podem ser encontradas
hiperparasitémias, anemias graves, distdrbios hidroelectroliticos e de equilibrio acido-base,
distdrbios hemorragicos, edema pulmonar, ictericia acentuada, insuficiéncia renal aguda,

hipoglicémia, disfuncdo hepética, coma, convulsdes e choque circulatério.

A maléria cerebral é frequente nas infec¢bes causadas por P. falciparum e tem sido atribuida,
em parte, & capacidade Unica desta espécie fazer citoaderéncia, fazendo com que os eritrocitos
adiram aos vasos e capilares sanguineos, causando obstrucdo & circulagdo do sangue no
cérebro, levando ao coma e a outros fendmenos neuroldgicos, como convulsdes, pressao
intracraniana elevada.®” Uma hipétese sugere que citocinas pré-inflamatérias, como o factor
de necrose tumoral a (TNFa) induz no endotélio cerebral a expressao de ICAM-1, na malaria

cerebral os vasos tém a expressdo aumentada de ICAM-1. ObservacOes tém sugerido que
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citocinas pro-inflamatdrias, como o TNFo e NO induzidos pelo parasita também contribuem
para a patogénese da maléria cerebral.®® Outra citocina presente é o oxido nitrico (NO),
embora tenha sido proposto como uma das causas da malaria cerebral, 0 NO esta em maior
concentracdo na malaria ndo complicada. Na maléria grave, o coma deve ser causado pelo
aumento da concentragdo de NO a nivel cerebral e ndo sanguineo, mas tal ndo foi testado.”
Na verdade, os niveis de nitrato total e nitrito presentes no liquido cefalorraquidiano de
criangas com malaria cerebral séo baixos, foi sugerido que isso pode exacerbar a N-metil-D-

aspartato (NMDA) mediada por neurotoxicidade como o acido quinolinico.”

O desenvolvimento de imunidade a malaria € um processo complexo, depende da idade do
individuo, ndo se desenvolve em individuos com fraca exposicdo ao parasita e pode ser
perdida, especialmente quando os individuos imunes deixam as zonas endémicas.”
Individuos adultos depois de varios anos de exposi¢do, atingem uma resisténcia relativa e
desenvolvem imunidade efectiva que controla a parasitémia e previne complicacGes

graves 11,13,33,38,65,80

O mecanismo exacto através do qual se adquire imunidade a malaria continua a ser objecto
de discussao. O complexo ciclo de vida do parasita, que envolve dois hospedeiros diferentes e
com diferentes fases torna-o muito complexo. Mas acredita-se estar envolvida resposta

imunologica mediada por células e resposta humoral.

Os macrofagos, os neutrofilos, as células dendriticas e as células natural killer (NK) parecem
ter um papel fundamental para a resposta inata do sistema imunolégico, nos humanos, durante
uma fase inicial da infeccd0.'® Os protozoérios ou os antigénios por eles produzidos véo
ligar-se a receptores presentes na superficie das células do sistema imune que podem ser do

tipo CD39 ou TRL (Toll-like Receptor). As células dendriticas, os macréfagos e 0s
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neutrofilos vao produzir citocinas IL-12 quando activados. Estas citocinas védo induzir a
producdo de interferdoy (INFy) por parte das células NK e hé& activacdo de mecanismos

efectores microbicidas por parte dos macréfagos. "*%

As células NK reconhecem antigénios de superficie dos eritrdcitos infectados permitindo
assim a destruigdo destas células. As celulas NK no processo de interaccdo com as células
infectadas libertam quimiocinas e citocinas, entre as quais INFy, ¢hu® responsavel pela
activacdo dos macrofagos. A capacidade citotoxica destas células pode ser aumentada pala
accdo da interleucina-2 (IL-2) e o INF-y produzido por outras &lulas, nomeadamente os NK

ou linfocitos T.™

Anticorpos contra proteinas de superficie do esporozoito podem ter um papel importante
através da opsonizacéo, levando a depuracdo antes da chegada aos hepatdcitos, ou atraves da
interferéncia com o processo de invasdo dos hepatdcitos.” Tanto a células T CD8" como as T
CD4" estdo envolvidas na imunidade protectora contra a malaria, mas em diferentes fases. Em
modelos animais, as células T CD8" tém sido implicadas com principais células efectoras, as
células T CD4" secretoras da interleucina-4(1L-4) sio requeridas por inducdo em resposta &s
células TCD8", e as células CD4" Thl ajudam a actividade efectora 6tima das células T

CD8". As células Ty, células NK e NKT também tém um papel activo.**

As células T CD4" tém um papel crucial na imunidade contra a fase eritrocitaria, produzem
citocinas que estdo envolvidas na activacdo da imunidade inata e ajudam as células B
activadas a produzirem anticorpos essenciais para eliminacgao do parasita. A proteccdo da fase
eritrocitaria € mediada por anticorpos, mas também sdo usados outros mecanismos protectores

incluindo a imunidade inata, IFNy e as células CD4".”*%
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A imunidade inata na malaria compreende a participacdo de moléculas do sistema de
complemento, activagdo dos macrofagos, células NK e NKT. As moléculas do sistema de
complemento causam a lise directa do parasita, os macrofagos fagocitam os parasitas livres e
os eritrdcitos parasitados, e 0s NK e NKT induzem a lise das células parasitadas. Para além
destas células, as células dendriticas também participam no inicio da resposta imune
adquirida™ S&o as células dendriticas que fazem a eficiente detecio dos parasitas em reposta &
ligacdo directa do antigénio produzidos pelo parasita, a0 PRR do tipo CD36 ou TRL, ou ainda
, & ligacdo de citocinas do tipo INF-y, as células dendriticas maturam e migram para o baco,

local primério da resposta imune na fase sanguinea.

Mecanismos de resposta inata ou adaptativa podem limitar a parasitémia e prevenir malaria
severa, contudo ndo eliminam a infeccdo completamente, podendo ocorrer parasitémia

submicroscopicas que podem persistir por meses ou anos.*

A imunidade inata engloba mecanismos de resisténcia que ocorrem logo no inicio da
infeccdo, antecedendo a resposta adaptativa. Exemplos dessa resposta inata sdo casos de
anemia falciforme, que impede a evolucdo do P. falciparum para maléria severa,® deficiéncia
em glicose-6-fosfato-desidrogenase, que stress oxidativo no eritrocito o que dificulta a
replicacdo do parasita.®® Esta imunidade inata também pode ser demostrada em individuos
que ndo expressam o antigénio Duffy nos eritrécitos, o que confere resisténcia ao P. vivax,’
pela auséncia de interaccdo entre o antigénio com a proteina expressa no parasita.®® As
hemoglobinopatias HbS, HbE, HbC que apresentam substituicdo do acido glutdmico por

valina ou por lisina, também conferem resisténcia & malaria ou & maldria severa.®*®*

O INF-y produzido pelasélulas T CD4 " em reposta aos antigénios especificos da fase

eritrocitaria, também estdo associados & protec¢do contra uma re-infecgdo. O INF-y liberado
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pelas T CD4" também ajuda na inducéo da producéo de anticorpos 1gG especificos citofilicos

da fase eritrocitaria e também ajuda na depuracéo dos eritrécitos infectados.™

O papel das células B na imunidade contra a malaria foi estudado em ratinhos com auséncia
de células B, os quais eram incapazes de eliminar a infeccdo correspondente & fase

100

eritrocitaria.” Outro estudo demonstrou que as células B ndo sdo necessarias no inicio da

parasitémia, mas parecem ser importantes na fase final da infeccdo, provavelmente pela

producdo de anticorpos especificos contra o parasita.'”

Os linfécitos T naive e os linfécitos B migram do timo e da medula dssea, respectivamente,
para a periferia e érgdos linfoides secundarios, onde os linfécitos T vao ser activados e migrar
para os focos inflamatorios. Os linfocitos T auxiliadores especificos de determinado
antigénio, quando forem activados sofrem um processo de expansdo clonal nos tecidos
linfoides secundarios e acabam por entrar em circulagdo, onde a partir do sangue periférico
migram para os focos inflamatorios. A maturacdo das células dendriticas esta associada com o
aumento da regulacdo da expressao da molécula MHC classe 11 (CD40, CD80, CD86) e ao
aumento da IL-12. A IL-12 activa as células NK que produzem de INF-y, que por sua vez
induzem a diferenciagio das células T naive em CD4" para um fendtipo Thi, que por sua vez
leva & producéo IL-2. O IL-2 vai activar as NK par a producéo de INF-y que leva novamente a

maturagéo das células dendriticas e dos macréfagos, ampliando a resposta imune.”

O sistema de complemento € um elo de ligacdo importante entre o processo inflamatorio
inicial e 0s mecanismos imunoldgicos adaptativos porque coopera com mecanismos celulares
e humorais que leva & formacdo dos anticorpos. Os anticorpos especificos contra os antigénio
parasitarios sdo da classe 1gG e subclasse 1gG1 e 1gG3, que vado actuar na opsonizacdo dos

eritrécitos infectados e facilitar a sua fagocitose.”
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Os anticorpos podem proteger contra a malaria atraves de diferentes meios: inibem a invasao
dos eritrécitos pelos merozoitos, inibem o crescimento intra-eritrocitario e promovem a
eliminacdo no bago dos eritrocitos infectados. A opsonizagdo dos eritrdcitos infectados
aumenta significativamente a susceptibilidade & fagocitoses e citotoxicidade por parte dos

neutréfilos, monécitos e macréfagos.* "

A invasdo dos eritrocitos pelos merozoitos ¢ um passo fundamental no estabelecimento da
. ~ ; , . - . 70
infeccdo, e portanto, é provavel que seja um alvo importante da resposta imune protectora.

O processo envolve uma complexa cascata de eventos envolvendo interac¢Ges entre os
eritrocitos e as proteinas do parasita, incluindo as proteinas de superficie do merozoito (MSP1

a 11) as de superficie do eritrécito, as do vactolo parasitéforo entre outras.”

Devido a limitada exposicdo destas proteinas ao sistema imune dos hospedeiro, é provavel

serem os anticorpos a principal forma de imunidade contra 0s merozoitos.

A importancia dos anticorpos na imunidade protectora contra infeccdes causadas por P.
falciparum foi estudada através da transferéncia passiva das imunoglobulinas contribuiu para
o controlo da densidade parasitaria e proteccdo contra a infeccdo.?> Num estudo semelhante a
gama globulina de adultos da Africa ocidental foi administrada a individuos do leste africano
com graves infec¢bes por P. falciparum o levou & reducdo da parasitémia e recuperacdo
clinica.?® Em pacientes tailandeses, o efeito protector de anticorpos IgG africanos contra P.

falciparum foi demonstrado por transferéncia passiva.’” "

Nas regiGes endémicas a imunidade natural contra o Plasmodium é adquirida de forma lenta,
requere exposicdes repetidas prolongadas ao parasita. Esta imunidade reduz o risco de crises
severas de malaria, mas ndo impede a existéncia de parasitémia. Os mecanismos de defesa

que estdo envolvidos sdo imunidade humoral — anticorpos e imunidade celular. E evidente que
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o0s anticorpos tém um papel muito importante na reducéo da parasitémia e na diminuicdo dos
sintomas clinicos, como foi demostrado pela administracdo de imunoglobulina 1gG de soros

de hiperimunes. "%

A cooperacdo entre 0s anticorpos e 0s monocitos parecer ser crucial para a aquisi¢do da
imunidade protectora. Os anticorpos produzidos em resposta & infeccdo sdo de particular
importancia, anticorpos denominados citofilicos podem cooperar com 0s mondcitos por via
FcyRI e FcyRII receptores de opsonizagdo e fagocitose ou participar na inibigdo celular
mediada por anticorpos e também em na citotoxicidade celular mediada por anticorpos.®’
Proteccdo contra a fase sanguinea do ciclo do Plasmodium depende da proporcdo de
anticorpos citofilicos especificos e a proporcdo relativa de anticorpos ndo citofilicos. A
predominancia de anticorpos citofilicos 1gG1 e 1gG3 em zonas endémicas esta associada a
elevados niveis de parasitémia ou risco de ataque de malaria. Por outro lado, anticorpos nédo
citofilicos, como 1gG4, podem inibir mecanismos efectores por competicdo com anticorpos
citofilicos e ser considerados ndo protector. 1gG2 € nao citofilicos, mas pode estar relacionada
com protecdo em individuos com variagdo alélica nos mondcitos FCyRIIA receptor de ligacdo

da 1gG2."

Os niveis IgE estdo elevados em individuos infectados com maléaria. Ha4 uma correlacao
negativa entre os niveis de IgE e a parasitémia placentaria e os niveis de plaquetas e
hemoglobina. Os valores de IgE sdo mais elevados no caso de malaria cerebral do que no caso

de maléria ndo complicada.®”’

Estudos indicam que h& uma associagdo citofilicos da 1gG anti-parasita como protecdo contra

maléria. E sugerida a hipGtese de que o anticorpo inicial contra os antigénios do parasita € ndo
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protector 1gG2/1gG4 e IgM e que gradualmente se transforma em resposta protectora onde

domina anticorpos citofilicos IgG1 e 1gG3."”

Tem sido demostrado que a imunidade contra Plasmodium spp esta associada & aquisi¢éo de
anticorpos anti-Plasmodium de subclasses citofilicos, em particular 1gG3. Néo foi observado
associagdo protectora com as subclasses nio citofilicos 1gG4 e IgM."” Em relacéo 4 19G2, néo
h& resultados unanimes, em relacdo aos niveis de anticorpos 1gG2 especificos e os episodios
clinicos de maléria ou resisténcia & maléria. E de salientar que a protecdo contra a malaria por
IgG2 tem sido associada FayRIla-H131 alotipo, mutacdo de receptor de ligacdo da

|gGZ.1O'37'92

Foi sugerida a hipotese de que o desenvolvimento de uma resposta adequada mediada por IgG
anti-Plasmodium depende da maturacdo dos anticorpos respondedores, ndo s6 em termos da
sua especificidade e afinidade, mas também em termos de classe implicada no

desenvolvimento progressivo da imunidade.’

A imunidade adquirida contra a malaria € altamente prevalente em adultos que residem em
zonas endémicas, e desenvolvem uma forte resisténcia quando sdo expostos por longos
periodos a infeccBes repetidas. A transferéncia passiva de IgG purificada de soros
hiperimunes para pacientes com maléria tem demostrado que a IgG confere protecdo. No
entanto 0s mecanismos que envolvem a aquisicdo natural de IgG protecdo ndo estéo

completamente esclarecidos.®’

Os primeiros anticorpos a aparecer sdo os chamados nédo citofilicos (IgG2/1gG4 e IgM)e
gradualmente esta resposta vai se transformar em classe citofilica (IgG1 e 1gG3). 1gG2 €
dirigido contra antigénios de elevado peso molecular e IgG1 e IgG3 contra antigénio de baixo

peso molecular, mas esta resposta ndo é precedida da 1gG2 correspondente. Isto sugere que a
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activacdo das células B depende da idade e da exposicdo. Em episodios subsequentes de
malaria, clones de células B adicionais sdo activados para gerar a principal resposta 1gG1
/1IgG3 o0 que contribui para o desenvolvimento da imunidade. A resposta imune a uma ampla
gama de antigénios é fraca numa primeira exposi¢cdo, é provavel que o parasita tenha uma
actividade supressora do sistema imunitario. No entanto apds repetidas exposi¢cdes um leque

alargado de antigénios do parasita vai reagir com os anticorpos desenvolvidos.®” "

A incerteza permanece quanto a subclasse de anticorpos IgG mais importante na imunidade
protectora contra a maldria, no entanto em individuos clinicamente protegidos, 0s anticorpos
citofilicos sdo os mais representativos, e a sua ligacdo aos eritrdcitos infectados resulta na sua
opsonizacdo, facilitando a fagocitose pelos mondcitos/macréfagos. Potenciais mecanismos
tém sido sugeridos, nos quais os anticorpos medeiam a neutralizacdo dos parasitas, incluindo
a lise dos eritrocitos infectados mediada pelo complemento, impedindo o processamento de

proteinas de invasdo ou bloqueando os seus sitios de ligagdo aos eritrécitos. %

Pensa-se que anticorpos inibitorios actuam através da inibicdo da invasdo dos eritrocitos, pela
ligacdo aos antigénios presentes a superficie dos merozoitos. As criangas podem adquirir
anticorpos inibitdrios desde tenra idade, e esta relacdo tem sido demonstrada. Os principais
mecanismos para a neutralizacdo dos parasitas mediada por anticorpos pensa-se que envolva
monacitos e outros leucocitos, como células efectoras, por meio da inibicdo celular mediada
por anticorpos. Os factores sollveis (TNFe, NO) libertados pelos mordcitos também ajudam

na opsonizacdo dos merozoitos. Os anticorpos, por si sO, neutralizam os parasitas pela

interferéncia da invasio dos merozoitos.”
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1.11. Diagn0stico clinico e laboratorial da malaria

O principal objectivo no diagnostico desta doenca é fazé-lo com rapidez, baixos custos,
elevada sensibilidade e especificidade. O diagndstico da malaria deve ter em consideracdo
dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais. A elevada sensibilidade do diagnostico em
areas endémicas de maléria é particularmente importante para grupos populacionais mais
vulneraveis, como criancas e individuos ndo imunes, em que a doencas rapidamente pode ser
fatal; enquanto que a alta especificidade vai reduzir o uso de tratamentos desnecessarios com
os antimalaricos e, desta forma, melhorar o diagnostico de outras afecgdes febris. Assim um
diagndstico adequado € muito importante para assim se poderem salvar mais pessoas, em

Menos tempo e Com menos recursos.’

Microscopia 6ptica:

Existem varios métodos de diagnostico laboratorial. Um destes é métodos é a microscopia
Optica: observacdo do parasita na gota de sangue ou no esfregaco de sangue corado pela
técnica de Giemsa, sendo a primeira a mais utilizada porque permite uma maior concentragdo

de parasitas no campo do microscépio.

No método de gota espessa é feita a colheita de sangue por puncdo distal e a sua distribui¢do
adequada na lamina de vidro, é realizada a cloracdo e a leitura ao microscopio. Esta técnica
permite a visualizacdo do parasita, identificacdo da espécie e da fase do seu desenvolvimento,
bem como a quantificacdo. E uma técnica de execucdo rapida, mas que requer um técnico
com muita experiencia para a sua leitura porque a morfologia dos parasitas € alterada pela

execucdo da técnica; a distribuicdo dos parasitas na lamina é aleatdria; é feita a lise dos
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eritrocitos e had uma maior concentracdo de sangue desemoglobinizado numa area

relativamente pequena o que aumenta a probabilidade de encontrar parasitas.”

O método de coloracdo do esfregaco permite a identificacdo da espécie porque ha a
manutencdo das caracteristicas dos parasitas e dos eritrocitos, mas por outro lado, em baixas
parasitemias ha uma reducdo da sensibilidade; a amostra de sangue fica espalhada ao longo da
lamina 0 que aumenta o numero de campos que tém de ser observados no microscopio e nao
ha uma distribuicdo uniforme dos parasitas, ficam estes localizados mais na cauda do
esfregaco. Estas sdo duas técnicas utilizadas em complementaridade, com custo relativamente
baixo, alto grau de sensibilidade e especificidade, permitem a identificacdo da espécie,
quantificacdo da parasitémia, mas exige pessoal devidamente treinado para que os resultados
sejam conseguidos. E considerado como método de referencia para outras técnicas e com as
quais devem ser comparadas. Um profissional devidamente treinado consegue obter uma boa

sensibilidade 0,001% de parasitémia, ou seja um parasita por pl de sangue.’>*

As grandes vantagens da microscopia sdo: baixos custos directos, se a infra-estrutura para
manter o servico estiver disponivel; alta sensibilidade se a qualidade da microscopia também
for elevada; diferenciacdo entre espécies de Plasmodium; determinacdo da densidade do

parasita; capacidade de monitorizar a resposta a terapéutica.®*

Testes Rapidos de Diagnostico — TRD

Outro método que pode ser utilizado para o diagnostico de malaria sdo os Testes Rapidos de
Diagnostico (TRD), sdo baseados numa técnica de imunocromatografia para a deteccdo do

antigénio do parasita.®*
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A membrana que compde o kit esta impregnada de anticorpos e sobre esta membrana vai ser
colocada uma pequena amostra de sangue que ira reagir com os anticorpos da membrana e em

caso de positividade aparece uma linha visivel no kit.***2

Os TRD ndo necessitam de grandes investimentos (ndo necessita de electricidade ou
equipamentos especificos), faceis e rapidos de executar e de fécil interpretacdo, ja existem

disponiveis no mercado de diferentes casas comerciais.

Os TRD mais comuns detectam apenas P. falciparum, mas também existem outros TRD que
distinguem P. falciparum das outras espécies. Em 1986 uma proteina rica em histidina,
denominada Pf-HRP2, foi identificada no P. falciparum. Posteriormente verificou-se a sua
presenca no plasma de pacientes infectados com P. falciparum. A partir 1993, houve um
grande desenvolvimento dos métodos imunocromatograficos baseados na captura quantitativa
da Pf-HRP2. A desvantagem é a permanéncia da proteina circulante por tempo prolongado,

apresentando resultados positivos individuos ja tratados.®*

Mais recentemente foram desenvolvidos métodos de diagndéstico rapido da maléria utilizando
anticorpos monoclonais e policlonais dirigidos contra a Pf-HRP2 e contra a enzima lactato
desidrogenase (pLHD) das quatro espécies de Plasmodium. Estes testes tém a vantagem de
permitir diferenciar P. falciparum das outras espécies identificando como ndo P. falciparum.
A pLDH é uma enzima intracelular produzida em abundancia pelos parasitas vivos, o que

permite diferenciar a fase aguada da convalescenca da infecgdo.”%*’

Em muitos locais os pacientes sdo tratados fora dos servicos de satde formais, por exemplo,
na comunidade ou mesmo em casa; onde a microscopia ndo € viavel, mas onde os TRD séo
possiveis. Embora os TRD sejam mais caros que a microscopia, a sua implementacdo pode

ser consideravelmente rentdvel em muitos destes exemplos. E um método ainda pouco
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sensfveis® devido a: diversidade antigénica provoca muitos falsos negativos, persisténcia de
Pf-HRP2 mais de um més apds o fim da infecgdo tem como consequéncia falsos positivos,
presencga de gametdcitos leva & ocorréncia de falsos positivos, aumento do factor reumatoide
também pode levar a falsos positivos. A sensibilidade e especificidade dos testes rapidos sdo
variaveis, a sua vulnerabilidade a altas temperaturas e & humidade sdo uma desvantagem
importante, mas tém a grande vantagem de nao requerer um profissional de saide qualificado

nem equipamento especial e em poucos minutos obtém-se o resultado.”

No diagndéstico de malaria grave, a microscopia torna-se preferencial, ndo s6 porque fornece o
diagndstico, mas também avalia outros parametros importantes num paciente gravemente
doente. Em situagcBes em que o teste rapido foi usado, permite a rapida instituicdo da
terapéutica com antimalaricos, contudo é recomendada a examinagdo microscopica para

melhorar a gestdo global do paciente.'®

Testes Serologicos

Um outro método diferente através do qual se pode fazer o diagndstico € o teste seroldgico
para deteccdo de anticorpos contra o parasita da malaria. Este método pode ser feito por duas
técnicas diferentes: imunofluorescéncia indirecta (IFA) ou ensaios imunoenzimaticos

(EIA).2%

Os testes serologicos ndo detectam o parasita, mas sim a resposta do sistema imunitario ao
parasita que é a producdo de anticorpos. Numa primeira fase séo do tipo IgG é a primeira
imunoglobulina a ser produzida na fase aguda da doenca, posteriormente passado alguns dia o

organismo comeca a responder com a producdo de outra imunoglobulina como é o caso da
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IgM e outras. A presenca de anticorpos entra em declinio passado aproximadamente um més

ap6s o inicio da infecco e persiste alguns meses ou anos.?

Testes serolégicos IFA (Immuno Fluorescence Antibody Assay) permitem a deteccdo de
anticorpos produzidos duas semanas apos a infeccdo, do tipo 1gG e IgM contra estadios
sanguineos assexuados, persistem 3 a 6 meses apos a eliminacdo da parasitémia. Para a sua
realizagdo é necessario uma lamina coberta de antigénio total. E colocado a reagir o soro ou
plasma do paciente com os antigénios da lamina, ser existirem anticorpos contra esse
antigénio ocorre uma ligacdo, mas para tornar essa ligacéo visivel é necessario adicionar um
anticorpo marcado com fluorescéncia, contra o anticorpo do paciente que esta ligado. Para a
leitura destes resultados é necessario um microscépio de fluorescéncia, se for visivel
fluorescéncia na lamina € porque o resultado € positivo. Este & uma técnica morosa, de dificil
interpretacdo, exige técnicos experiente, é impossivel de automatizar e ndo ha padronizacdo

dos reagentes. Mas é uma técnica sensivel e especifica.*

Testes serologicos EIA (Enzyme Immunosorbent Assay) permitem a deteccdo de anticorpos
produzidos duas semanas apoés a infecgdo, do tipo 1gG, IgM e IgA contra estadios sanguineos
assexuados, persistem 3 a 6 meses apos a eliminacdo da parasitémia. Para a realizacdo €
necessario uma placa que tem os antigénios imobilizados por adsorcdo. E colocado a reagir o
sor 0 ou plasma do paciente com os antigénios da placa, se existir anticorpos contra esses
antigénios ocorre uma ligacdo que néo é visivel. Para permitir a visualizacdo da reacgéo tera
que ser adicionado um segundo anticorpo marcado com uma enzima, contra o anticorpo do
paciente e posteriormente adicionar um substrato ao complexo antigénio-anticorpo-enzima e
dai resultar um produto colorido, passivel de ser quantificado. Esta técnica permite testar um
grande numero de amostras a0 mesmo tempo, € mais reprodutivo e de facil automatizacéo, ha

reagentes padronizados e comercializac&o de kits. E uma técnica sensivel e especifica.3*>%%
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Técnicas de Biologia Molecular

O diagndstico de maléria baseado na deteccdo de acidos nucleicos, mostrou um grande
progresso em termos de eficacia com o desenvolvimento da tecnologia de amplificacdo do
DNA de Plasmodium spp usando a reac¢do em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase
Chain Reaction). A técnica consiste na amplificagdo de uma ou varias sequencias de DNA
parasitario, se existir uma quantidade muito pequena de parasita na amostra a ser estudada a
amplificacdo ocorre e é feita a detecgdo. Para a execucdo desta técnica € necessario material
dispendioso (como por exemplo primers, nucleétidos, termocicladores), requer técnicos

qualificados e com experiencia, é uma técnica complexa.>

Embora seja uma técnica mais sensivel que a microscopia optica, os resultados ndo estéo
disponiveis com rapidez suficiente para o estabelecimento de um diagnostico, em virtude do
custo elevado, reagentes necessarios e alta complexidade técnica, faz com qua o diagnostico
de malaria através de PCR seja restrito aos grandes laboratorios. Esta técnica de diagndstico €
atil para confirmar a espécie do parasita, mas também possibilita a quantificagdo da carga

parasitaria importante para a monitorizagdo da terapéutica.”

Quantitative Buffy Coat - QBC

Outra técnica que pode ser aplicada ao diagnostico QBC (Quantitative Buffy Coat) consiste na
coloracdo do DNA parasitario com um corante fluorescente (por exemplo laranja de acridina),
seguido de centrifugacdo das amostras em tubos de micro-hematocrito o que permite a
concentragdo dos parasitas. A deteccdo é feita por microscopia de fluorescéncia. E um método

que apresenta elevada sensibilidade para P. falciparum e é de execugdo simples, apresenta
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baixa especificidade (corante também se liga ao DNA dos leucdcitos), ndo identifica espécies
(baixa sensibilidade para outras espécies), ndo permite quantificacdo, existem microscopios
fluorescentes portateis e laminas pré-preparadas com fluoréforos disponiveis no mercado,

mas é mais dispendioso que a microscopia optica.’

Segundo Seed 2005, ** comparacdo da sensibilidade de diferentes métodos de diagnostico

directo de malaria em banco de sangue. (Figura 3)

Presumivel dose infectante

10 parasitas em 250 mL
de concentrado de eritricitos

10° (I 10 102 10! 10" 10’ 10° 10} 10? 10¢

Sensibilidade (parasitas por microlitro)

PCR

Microscopia dptica

1238 Microscopia de flourescéncia
Teste rapido de diagnistico

m Hemozoina

Figurga} 3: Sensibilidade dos testes directos de diagnostico de maléria. Adaptado de Seed
2005.
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I1. OBJECTIVOS

2.1. Objectivos do estudo

1-Determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Plasmodium em individuos que viajaram ou

regressaram de zonas endémicas.

2-Relacionar a presenca de anticorpos com variaveis sociodemograficas, varidveis de

caracterizagdo da viagem/estadia e histdria de malaria.

3-Caracterizar a diferenca de taxas de aprovacdo de dadores, entre a utilizacdo de um teste
imunoldgico e a triagem baseada em critérios clinicos, caso o grupo estudado pretendesse ser

dador de sangue.

4-Caracterizar conhecimentos, atitudes e praticas sobre a maléaria e sua prevencdo na

populacdo em estudo
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I1l. MATERIAL E METODOS

3.1. Tipo de estudo

Neste trabalho foi realizado um estudo qualitativo, descritivo, exploratério e transversal,
contendo também uma componente analitica a fim de testar associa¢fes/diferencas entre

variaveis.

3.2. Populacdo e amostra

A populacdo alvo deste estudo é constituida por individuos com estadia(s) em zona endémica

de maléaria (viajantes ou residentes).

Utilizou-se uma técnica de amostragem nao aleat6ria, amostragem por conveniéncia (ou

acidental) e amostragem por redes.

Para se obter esta amostra foi solicitada a colaboragdo da clinica médica MEDICIL e de

grupos de voluntariado/missionarios.

Na clinica médica MEDICIL eram abordados 0s utentes para saber se preenchiam os critérios
para colaborar no estudo e caso reunissem os critérios era-lhes solicitada a colaboragdo. Em
relacdo aos grupos de voluntarios/missionarios foi agendado previamente com 0s grupos uma
data para ser efectuada a colheita e preenchimento dos questionarios aos elementos que

reunissem os critérios.

Os critérios de inclusdo no estudo foram:

e Ter pelo menos uma estadia em zona endémica de malaria, independentemente do

motivo da estadia, da sua duracdo e da data em que decorreu essa estadia
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e Ter idade igual ou superior a 18 anos

e NA&o apresentar sintomas de maléria, individuo considerado saudavel

e Estar informado acerca do estudo e aceitar participar, preenchendo o consentimento

informado

e Fornecer o seu contacto e-mail e/ou telefonico para posterior contacto

Foram retirados do estudo individuos com estadias em paises com zonas endémicas e/ou
transmissdo sazonal quando ndo era explicito se o individuo tinha estado numa regido
endémica durante a época de possivel contagio ou fora dessa época, (por exemplo Cabo

Verde, Per(). O estudo decorreu entre Setembro de 2010 e Janeiro de 2011.

Inicialmente foram abordados os possiveis participantes no estudo para saber se preenchiam
os critérios para inclusdo. De seguida era explicado o objectivo deste estudo e o
procedimento, e era também informado que se o resultado do PCR fosse positivo seria

contactado e encaminhado para uma consulta no Instituto de Higiene e Medicina Tropical .

Aos individuos que aceitam participar no estudo é-lhes entregue um questionario, que Ié e
preenchem. O questionario é separado do consentimento informado para assim ser assegurada
a confidencialidade dos participantes. Por fim é-lhes retirada uma amostra de sangue para

posterior processamento.
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3.3. Instrumento de recolha de dados

A cada participante foi aplicado um questionario auto preenchido para colheita de dados
sociodemogréficos e de dados relacionados com as caracteristicas de viagens/estadias em

zonas endémicas de maléria e historia de maléria.

Na elaboracao do questionario foram tidos em consideracdo alguns aspectos:

- Foram utilizadas perguntas fechadas, de escolha Unica ou multiplas, e perguntas abertas.

- Algumas respostas foram dadas em escalas nominais, em escalas ordinais ou em escalas de
rcio.
- Na redaccéo das perguntas foi utilizada uma linguagem simples e adequada ao vocabulério

dos respondentes.

- As perguntas sensiveis, que permitem a caracterizacdo sociodemografica do respondente,

foram colocadas no final.

O questionario aplicado era anénimo.

Antes do inicio do estudo foi efectuado um pré-teste ao questionario, que consistiu na
aplicacdo de 30 questionarios a utentes da clinica médica MEDICIL que reuniam os critérios
para inclusdo no estudo. Posteriormente foram efectuadas algumas alteragcdes ao questionério

conforme os resultados do pré-teste

A aplicacdo do questiondrio e da colheita de amostras de sangue foram feitas pela
investigadora e por dois técnicos de Analises Clinicas da MEDICIL, cada técnico tinha uma

listas dos paises situados em zona endémica de malaria.
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3.4. Processamento e armazenamento das amostras

Foi feita uma puncdo venosa para a recolha de 3ml de sangue total para o tubo de EDTA e

uma gota de sangue total para o papel de filtro.

O papel de filtro com a gota de sangue total foi deixado a secar e posteriormente colocado

dentro de um saco de plastico para ser guardado & temperatura ambiente em local seco.

O tubo de EDTA com o sangue total foi centrifugado de imediato, o plasma sobrenadante
separado para um ependorf devidamente identificado e congelado a temperaturas inferiores a -

20°C.

3.5. Determinacédo de anticorpos totais anti-Plasmodium spp

Para discriminar os individuos com anticorpos anti-Plasmodium spp, dos que ndo tém
anticorpos ou sdo indeterminados utilizou-se um kit de ELISA comercial, teste EIA Malaria.
Este teste permite uma deteccdo qualitativa e semi-quatitativa de anticorpos de P. falciparum,
P. vivax, P. ovale e P. malariae. O kit utiliza quatro antigénios recombinantes, 0s antigénios
detectardo 1gG, IgM e IgA especifico de P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae ,
permitindo detectar anticorpos durante todas as fases da infec¢do. Todos os reagentes, excepto
0 conjugado e a solugéo de lavagem s&o fornecidos prontos a utilizar e codificados por cores,
e o procedimento utiliza amostras ndo diluidas e volumes normais para facilitar a utilizagdo

manual e automatica.>®

Adicionaram-se 50ul/pcgo das amostras de plasma ndo diluidas, bem como dos controlos
negativos e positivos. Incubou-se a placa durante 30 minutos a 37°C com agitacdo orbital. De
seguida, lavou-se a placa cinco vezes com 100 pl/pgo de tampdo de lavagem e incubou -se a

placa com o 50ul/pcgo de conjugado diluido 1:10 (v/v) em tampé&o de conjugado durante 30
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minutos a 37°C com agitacdo orbital. Apos os 30 minutos, lavou-se a placa cinco vezes com
100 pl/pgo de tampdo de lavagem. Adicionou -se 50 ul/pgo de substrato/cromogén io e
incubou-se & temperatura ambiente durante 30 minutos. Como o substrato é fotossensivel, a
placa € incubada, durante esses 30 minutos ao abrigo da luz. Apo6s a incubagdo com o
substrato, adicionaram-se 50 ul/pgo de solucdo de STOP (acido sulfarico 0,5M). A leitura

dos resultados foi feita num leitor de microplacas a 450 nm.
O valor de cut-off, de acordo com as instrucées do kit é calculado da seguinte forma:™
(Controlo negativol + CN 2+ CN 3)/3+ 0,100

O critério de validacdo do ensaio é 0 seguinte: a leitura da absorvancia a 450nm de cada
controlo negativo deve ser inferior ou igual a 0,080 e para o controlo positivo superior ou

igual a 1000.

Interpretagcdo: amostras com valor de absorvancia inferior ao valor de cut-off sdo
consideradas negativas MALARIA EIA TEST KIT. Amostras cujo valor de absorvancia é
10% abaixo do valor de cut-off, devem ser interpretadas com cuidado. Deve-se repetir o
procedimento em duplicado. Amostras co valor de absorvancia superior aos valores de cut-off

sdo consideradas positivas pelo MALARIA EIA TEST KIT.*

Relativamente a especificidade e sensibilidade do teste serologico utilizado neste estudo,
segundo as informacGes técnicas do kit (MALARIA EIA TEST KIT, Bio-Rad), este apresenta
uma especificidade de 96,21% (dados externos provenientes de 13608 amostras de dadores
considerados em risco de infeccdo de malaria), 92,5% de sensibilidade para P. falciparum,
100% de sensibilidade para P. vivax, 80% e 67% de sensibilidade para P. ovale e P. malariae

(pequeno numero de amostras estudadas).”®
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3.6. Polymerase Chair Reaction (PCR) para identificacio de Plasmodium spp e

Plasmodium falciparum

Amostras de sangue de cada paciente foram impregnadas em papel de filtro (Whatman™, GE
Healthcare — UK). DNA gendmico de cada amostra de sangue foi purificado através do kit
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen — EUA). De seguida, as amostras foram submetidas a um
ensaio de nested PCR (Polymerase Chain Reaction), de acordo com as condic¢Oes de reagédo
apresentadas na tabela6. Na primeira reacdo de amplificacdo o par de primers utilizados
apresentam especificidade para a sequéncia ribossomal especifica para o género Plasmodium
spp. Na segunda reacdo de PCR, a utilizar uma aliquota da reacdo anterior como template,
quatro pares de primers, especificos para uma das quatro espécies de Plasmodium spp, foram
utilizados. As sequéncias de cada primers e os produtos de amplificacdo de cada reacdo sao
apresentados na tabela?.

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

interesse foram analisadas em eletroforese em gel de agarose a 2% (v/v).
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Tabela 6: Condicdes de reacdo da nested PCR utilizada para amplificar sequéncias
especificas de Plasmodium spp em amostras de sangue.

Constituintes (Bioline — UK) Concentragdo | Volumes (ul)

Amostra de DNA gendmico - 3,0
NH, buffer 10x 50
Cloreto de Magnésio 50 mM 3,0
Mistura de dNTPs 100 mM 1,0

Primers (sense e anti-sense) 100 pmol/ul 1,0 cada
Enzima Taq polimerase 5u/ul 0,5
Agua q.b.p 50,0

Tabela 7: Sequéncias nucleotidicas (primers) utilizadas na nested PCR especificas para as
espécies de Plasmodium spp.

Sequéncias dos primers” Especificidade Produto
Amplificado
5-TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG-3’ Plasmodium spp 1.200 pb

5-CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3’

5’-TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT-3’ P. falciparum 205 pb

5’-ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC-3’

5-ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC-3’ P. malariae 144 pb

5-AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA-3’

5-CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC-3’ P. vivax 120 pb

5’-ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA-3’

5-ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA-3’ P. ovale 800 pb

5’-GGAAAAGGACACATTAATTGTATCCTAGTG-3’

49



3.7. Metodologia estatistica

O tratamento dos dado foi feito através do programa Predictive Analutics SoftWare (PASW

Statistics) versdol9.

Adoptou-se o nivel de significancia de 5% para a probabilidade maxima de erro na rejei¢do da
hipotese nula, quando esta hipdtese é verdadeira. Considerou-se a existéncia de diferencas

significativas sempre que p<0.05.

Na metodologia estatistica foram utilizadas as seguintes técnicas:

-Analise descritiva

-Testes de hipoteses estatisticas: Teste de Qui-Quadrado, Teste de Mann-Witney; Teste de

McNemar

O teste de Qui-Quadrado utilizou-se para averiguar se duas varidveis qualitativas estavam
associadas. Este teste em tabelas de 2x2 em que as frequéncias esperadas em cada célula eram
superiores cinco, e em tabelas com dimensdes superiores em que no maximo 25% das células

tinham frequéncia inferior a cinco.

O teste de Mann-Whitney utilizou-se como alternativa ao teste T-Student para duas amostras
independentes, quando ndo se verificavam 0s pressupostos tedricos de aplicabilidade. O teste

Mann-Whitney permite comparar medianas de variaveis em escala pelo menos ordinal.

O teste de McNemar é um teste equivalente ao teste do Qui-Quadrado para dados
emparelhados. Utiliza-se em estudos tipo “antes” vs “depois” em qua a escala de medida

apresentada é nominal.
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3.8. Consideracoes éticas

Para realizacéo deste estudo foi solicitada a apreciagio da Comissdo de Etica da Faculdade de

Medicina de Lishoa

Foi respeitado o principio da confidencialidade. Os dados constantes nos questionarios
necessarios ao estudo foram apenas transcritos para a base de dados criada pela investigadora.
A ligacdo entre o questionario, a base de dados e as amostras colhidas foi feita pelo nimero e
codigo de barras atribuido pelo técnico no momento da colheita (o técnico que esta a fazer a
colheita identifica com numero sequencial e cddigo de barras o questionario, 0 consentimento
informado, o papel de filtro e o tubo de EDTA).Os dados obtidos de cada participante
tornaram-se andnimos e foram tratados estatisticamente, ndo sendo fornecidos a qualquer

outra entidade.

Foi solicitado Consentimento Informado aos participantes no estudo. A participacao foi
voluntaria, podendo o participante recusar participar no estudo ou interromper a sua

participacdo a qualquer momento. Nao havendo riscos relevantes nesta participacao.

Os resultados do estudo serdo divulgados na Faculdade de Medicina da Universidade de

Lisboa e junto da comunidade cientifica, ndo havendo qualquer conflito de interesses.
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IV. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas sociodemograficas

Participaram neste estudo 312 individuos, 67.9% do género masculino e 32.1% do género

feminino.

Verificou-se que a idade média era de 40.59 anos (SD=12.71 anos, min=18 anos e max=80

anos, P»5=30.25 anos, Psp= 40.00 anos, P75=50.00 anos).

De um total de 302 individuos que responderam a questdo sobre as habilitacGes literarias,
67.2% tinham o grau de licenciado ou superior, 22.2% tinham o ensino secundario (10° ao 12°
ano de escolaridade), 7.0% tinham o 9° ano de escolaridade, 1.7% tinha estudado até ao 6° ano

de escolaridade, ou equivalente, e 2.0% tinham apenas o0 4° ano de escolaridade.

Verificou-se que 74.5% dos respondentes (228/306) eram naturais de Portugal, 12.7% eram
naturais de Angola, 6.9% de Mogambique, 2.0% da Guiné Bissau, 0.7% de S&8 Tomé e

Principe, 0.3% de Cabo Verde. Os restantes inquiridos ndo eram naturais de paises tropicais.

4.2. Estadias em paises endémicos

4.2.1. Estadias em paises endémicos e historia de malaria

Dois dos participantes no estudo ndo responderam & questdo sobre o ndmero de
viagens/estadias em paises endémicos de maléria. Dos restantes, oito (2.6%) residem
habitualmente em zona endémica de malaria, 20 (6.5%) tém um ndmero elevado e
indeterminado de viagens/estadias nestes paises e 0s restantes tém um nimero de viagens ou
estadias em paises endémicos de malaria que varia entre um e vinte (Gréafico 1), mais de

metade deles tendo referido apenas uma viagem.
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Gréfico 1: Numero de viagens/estadias em paises endémicos de malaria (n=310).

Relativamente ao intervalo de tempo entre a data de regresso a Portugal e a participacdo no
estudo, constata-se que quase metade do total de participantes (47.1%) se encontrava em
Portugal ha mais de 3 anos, havendo menos de dez por cento de participantes em cada uma
das restantes categorias desta varidvel, verificando-se, também, que 29% estava ha menos de

seis meses em Portugal (Gréfico 2).

Para 33.4% dos respondentes, 0 ano da Ultima estadia em paises endémicos de malaria foi
2010, e uma percentagem igual tinha estado nestes paises no ano de 2004 ou em anos

anteriores (Grafico 3).

53



48 26 52 31 35 a8 55 77 87

Percentagem de respostas

& & é@"’ é,e,"’ &£ e‘,e“’ < Ibo"’ ,bo"’ ,bo"’
ARV ANPAIPN N A AN M
£ PR A A

0% &

Intervalo de tempo entre o regresso e a participagdo no
estudo

Gréfico 2: Intervalo de tempo entre a ultima estadia nos tropicos e a participacdo no estudo
(total de participantes) (n=310).
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Grafico 3: Ano da ultima estadia em paises endémicos de malaria (n=311).

No total de participantes no estudo, 19.8% (62/312) referiram histéria de malaria e 2.5%
(8/312) referiram desconhecer se alguma vez tinham tido esta doenca. Para 0os que sabiam
apontar uma data (n=57), o altimo diagnoéstico de malaria tinha-lhes sido feito entre 1 més e
50 anos antes da participacdo no estudo (1 més — 1.8%, 4 meses — 1.8%, 5 meses — 1.8%, 10

meses — 1.8%, >1 ano-2 anos — 3.6%, >2 anos-3 anos — 5.4%, >3 anos-4 anos — 3.6%, > 4
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anos — 80.7%). Cinco participantes no estudo desconheciam a data em que tinham tido

maléria.

4.2.2. Viajantes com uma viagem/estadia em paises endémicos de malaria

Dos viajantes com uma viagem/estadia em paises endémicos de malaria (n=164), 43.3%
estiveram em Angola, 29.3% em Mocambique e 11.6% em Sdo Tome e Principe (Gréafico 4).
O principal motivo de estadia foi a residéncia (29.4%), seguido do trabalho
missionario/voluntariado (23.3%) (Gréafico 5). Cerca de um quarto dos respondentes (28.2%)
referiu uma estadia de 2 semanas a 1 més e cerca de um terco (33.1%) referiu uma estadia
superior a um ano (Grafico 6); mais de metade (58.5%) terminaram esta primeira

viagem/estadia mais de 3 anos antes da data de participacao neste trabalho (Grafico 7).
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Grafico 4: Paises tropicais visitados/estadias pelo grupo com uma estadia em paises
endémicos de malaria.
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Gréfico 5: Motivo da viagem/estadia (viajantes com uma viagem/estadia; n=163).
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Gréfico 6: Duracdo da estadia em paises endémicos de malaria (viajantes com uma
viagem/estadia).



=1 sem
1-2 sem
1-3 meses
3-4 meses
4-6 meses
1-2 anos
2-3 anos
>3 anos

Percentagem de respostas
<

2sem-1més

o
c
©
—
1
(%]
)
(%]
@
S
©

Intervalo de tempo entre o regresso e a participagao no estudo

Grafico 7: Intervalo de tempo entre o regresso da viagem/estadia e a participacdo no estudo
(viajantes com uma viagem/estadia).

Para os viajantes cujo motivo de estadia foi a residéncia, 83,3% esteve nos tropicos num
periodo superior a 1 ano; 67,7% dos que se deslocaram em trabalho e 94,0% dos que se
deslocaram por visita/férias, referiu ter tido estadias de duracdo até 1 més; 81,6% dos
missionarios/voluntarios tiveram estadias entre 2 semanas e 1 més e 75,0% dos que tinham

cumprido servico militar tiveram estadias superiores a 1 ano em paises endémicos de maléria.

O gréafico 8 mostra que em cada uma das categorias da variavel “motivo de viagem” uma

maior percentagem de individuos regressou a Portugal 2-3 anos ou mais antes de participar no

estudo.
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Gréfico 8: Intervalo de tempo entre o regresso da viagem/estadia e a participagdo no estudo
de acordo com o0 motivo da viagem (viajantes com uma viagem/estadia).

Relativamente a historia de malaria relacionada com esta viagem/estadia, 13.0% (21/161)
deste grupo de participantes no estudo referiram ter tido malaria, 95.2% deles durante a

estadia e 4.8% no periodo entre 3-6 meses apos o fim da viagem.

Quanto aos cuidados para evitar maléaria nesta viagem/estadia, 16.2% referiu ndo ter tido
qualquer cuidado, 51.3% utilizaram mosquiteiro, 71.7% fizeram quimioprofilaxia da maléaria
(destes, 58.5% com Mefloquina, 10.4% com Atovaquona/Proguanil, 1.9% com Doxiciclina,
2.8% com Cloroquina; 26.4% desconhecia a quimioprofilaxia feita), 7.4% utilizaram roupa

protectora evitar a picada dos mosquitos e 26.8% aplicou repelente.

4.2.3. Viajantes com mais de uma viagem/estadia em paises endémicos de malaria

Dos viajantes com mais de uma viagem/estadia em paises endémicos de maléria (n=138),
constata-se que a maioria fez a sua primeira viagem/estadia em paises africanos, sendo
Angola o pais da primeira viagem/estadia para 60.2% destes respondentes e o pais da Gltima
viagem/estadia para 65.0% deste grupo de respondentes. O grafico 9 mostra a distribuicéo
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percentual dos inquiridos com mais de uma viagem/estadia de acordo com o pais onde

estiveram na primeira e na Ultima viagem/estadia.
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Grafico 9: Paises tropicais visitados/estadias pelo grupo de viajantes com mais de uma

estadia.

O principal motivo para a primeira viagem/estadia foi a residéncia (31.8%) logo seguido do

trabalho (28,7%); na altima estadia destaca-se claramente o motivo trabalho (42,3% dos

inquiridos) (Gréfico 10).
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Grafico 10: Motivo da viagem/estadia (viajantes com mais de uma viagem/estadia).
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Quanto a duracdo da estadia, na primeira viagem/estadia cerca de dois quintos (42.4%) dos
respondentes tiveram uma estadia de duracdo até 1 més e outros dois quintos (44.0%) tiveram
uma estadia prolongada, superior a 1 ano. Na Ultima estadia a maioria dos participantes no
estudo (63.4%) teve uma estadia de duracdo até 1 més e apenas 17.9% tiveram uma estadia de

duracdo superior a 1 ano. (Gréfico 11)

Quanto ao intervalo de tempo entre o0 regresso e a participacdo no estudo, quer na primeira
qguer na ultima viagem/estadia verifica-se que uma maior percentagem de individuos

respondeu que tinha regressado ha mais de 3 anos (Gréafico 12).
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Grafico 11: Duracdo da estadia em paises endémicos de malaria (viajantes com mais de uma
viagem/estadia).

Em relacdo a primeira viagem/estadia, para os viajantes cujo motivo foi a residéncia, a
esmagadora maioria (95.1%) esteve nos tropicos num periodo de duracdo superior a 1 ano;
54.5%% dos que se deslocaram em trabalho e 90,0% dos que se deslocaram por visita/férias

referiram ter tido estadias de duracdo até 1 més; 59,3% dos missionarios/voluntarios tiveram
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estadias entre 2 semanas e 1 més; todos os que se deslocaram devido ao servico militar

tiveram estadias superiores a 1 ano em paises endémicos de malaria.
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Grafico 12: Intervalo de tempo entre o regresso da primeira e da Gltima viagem/estadia e a
participacdo no estudo (viajantes com mais de uma viagem/estadia).

Também em relacdo a ultima viagem/estadia, para os viajantes cujo motivo foi a residéncia, a
maioria (92.9%; 13/14)) esteve nos trépicos num periodo de duracdo superior a 1 ano;
58.9%% dos que se deslocaram em trabalho e 91.4% dos que se deslocaram por visita/férias
referiram ter tido estadias de duracdo até 1 més; 44.8% dos missionarios/voluntarios tiveram

estadias entre 2 semanas e 1 més; nesta ultima viagem ninguém se deslocou por motivos

militares.

Relativamente a primeira viagem/estadia, para cada uma das categorias da variavel “motivo
de viagem” uma maior percentagem de individuos teve a sua primeira viagem/estadia mais de

3 anos antes de participar no estudo (84.6% dos residentes, 58,6% dos que se deslocaram em
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trabalho, 84,2% dos que viajaram por motivo de visita/férias, 77.8% dos

missionarios/voluntarios e todos os que se deslocaram devido ao servi¢o militar.

O grafico 13 mostra que em cada uma das categorias da variavel “motivo de viagem” uma
maior percentagem de individuos teve a sua ultima viagem/estadia mais de 3 anos antes de
participar no estudo. 14.3% dos residentes e 10.5% dos que se deslocaram em trabalho
encontravam-se em Portugal uma semana ou menos antes de participar no estudo, e 21.4%
dos residentes, 15.8% dos que viajaram em trabalho e 2.9% dos que viajaram por férias,

estavam em Portugal entre 1 semana e 1 més antes de participarem no estudo.
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Gréfico 13: Intervalo de tempo entre o regresso da ultima viagem/estadia e a participagdo no
estudo de acordo com o motivo da viagem.

Relativamente a historia de malaria relacionada com estas viagens/estadias, 19.3% (23/119)
dos individuos com mais de uma viagem/estadia referiram ter tido malaria durante a primeira
viagem/estadia e 6.6% (9/137) referiram ter tido malaria durante a Gltima viagem/estadia.

Nenhum dos participantes no estudo teve malaria apds ter regressado a Portugal.
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Quanto aos cuidados para evitar malaria, constatou-se que um quarto dos individuos nédo teve
qualquer cuidado quer na primeira, quer na Ultima viagem/estadia. O quadro | mostra que o
cuidado mais utilizado por estes viajantes para evitarem a maldria é a toma de
quimioprofilacticos, sendo a Mefloquina aquele que aparentemente é mais prescrito. A
utilizacdo de roupa protectora contra a picada dos mosquitos é referida por menos de dez por

cento dos inquiridos e o uso de repelente é referido por cerca de um quarto.(Tabela 8)

Tabela 8: Cuidados para evitar a malaria (viajantes com mais de uma viagem/estadia).

Cuidados 12 viagem/estadia Ultima viagem/estadia

Sem cuidados 23.1% (27/117) 27.4% (37/135)

Mosquiteiro 40.0% (46/115) 34.8% (47/135)

Medicamentos 66.4% (77/116) 55.6% (75/135)
Mefloquina 49.3% (37/75) 56.2% (41/73)
Atovaquona/proguanil | 17.3% (13/75) 21.9% (16/73)
Cloroquina 10.7% (8/75) 2.7% (2/73)
Desconhece 22.7% (17/75) 19.2% (14/73)

Roupa protectora 8.9% (10/112) 5.9% (8/135)

Repelente 26.8% (30/112) 26.7% (36/135)

Encontrou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre os géneros relativamente ao
facto de terem tido ou ndo cuidados para prevenir a malaria na Gltima viagem/estadia (n=136,
X?=8.805, p = 0.003) — a maioria dos respondentes do género feminino tiveram pelo menos
um tipo de medidas de prevencdo nesta viagem/estadia enquanto apenas cerca de dois tercos

de respondentes masculinos teve algum cuidado (F: 91.7% vs. M: 66.0%). No grafico 14
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podemos observar que uma maior percentagem de respondentes femininos utilizou cada uma
das medidas preventivas, destacando-se entre elas a quimioprofilaxia, seguida pelo uso de

mosquiteiro e do repelente para cada um dos géneros.

100 ~

78,4

B G. masculino

H G. feminino

Percentagem de respostas

Mosquiteiro Quimioprofilaxia Roupa Repelente
protectora

Grafico 14: Cuidados para evitar a malaria nos respondentes dos generos masculino e
feminino (viajantes com mais de uma viagem/estadia).

N&o se encontrou uma diferenca estatisticamente significativa entre quem utilizou ou néo
alguma medida para prevenir a maléria relativamente ao motivo da ultima viagem/estadia (p=
0.143). Uma maior percentagem de residentes referiu ndo ter qualquer cuidado
comparativamente aos outos viajantes (residentes: 42.9%, trabalho: 32.1%, visita/férias:

25.0%, missionarios/voluntariado: 13.3%).

Também néo se encontraram diferencas estatisticamente significativas entre quem utilizou ou
ndo alguma medida para prevenir a malaria relativamente a duracao da ultima viagem/estadia

(p = 0.547) nem relativamente ao nimero de viagens realizadas (p = 0.250).

Comparando a primeira com a ultima viagem realizada a um pais endémico de malaria,
constatamos que a maioria dos respondentes mantém o seu com portamento — 15.5% (18/116)

ndo tém qualquer medida preventiva e 68.1% (79/116) mantém medidas preventivas. Apenas
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6.9% (8/116) passam a ter o cuidado de utilizar medidas preventivas, enquanto 9.5% (11/116)
deixaram de ter esses cuidados. N&o se encontrou uma diferenga estatisticamente significativa

quanto & mudanga de comportamento preventivo (p = 0.648).

4.2.4. Residentes em paises endémicos de malaria

Apenas oito participantes no estudo referiram o residir como motivo da viagem/estadia.
Todos residiam em Angola ha mais de um ano e tinham chegado a Portugal menos de um més
antes de participarem no estudo. Cinco referiram ter tido maléria durante o periodo de estadia.
Quanto aos cuidados para evitar a malaria, verifica-se que ndo sdo uniformes - cinco destes
respondentes ndo tinha qualquer cuidado para evitar a malaria, um usavam mosquiteiro e
repelente, um usava mosquiteiro e tomava Cloroquina , um outro usava mosquiteiro, repelente

e roupa protectora da picada dos mosquitos.

4.3. Conhecimentos sobre malaria

4.3.1. Transmissao da malaria

Relativamente a forma de transmissdo da malaria, constatou-se que a quase totalidade dos
respondentes (98.0%) sabia que a malaria se transmite por picada de mosquito. Contudo,
cerca de metade (51.6%) desconhece ou pensa que a transmissdo pode ser feita através do
consumo de aguas e alimentos contaminados, e cerca de um tergco (35.7%) desconhece ou

pensa que pode haver transmissdo sexual (Tabela 9).
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Tabela 9: Percentagem de respostas sobre a forma de transmissdo da malaria

Forma de transmisséo Resposta

Sim N&o Desconhece
Picada de mosquito 98.0% 0 2.0%
(n=301)
Aguas e alimentos 32.6% 48.4% 19.0%
contaminados
(n=279)
Transmissdo  sexual 3.7% 64.3% 32.0%
(n=272)

Para procurar diferencas/associacOes entre as variaveis estudadas, cada questdo sobre a
transmissdo de malaria (picada de mosquito, aguas e alimentos contaminados, transmissao
sexual) foi tratada como uma variavel com duas categorias de resposta, “resposta correcta” e

“resposta incorrecta/desconhece”.

N&o se encontraram diferencas estatisticamente significativas entre os géneros relativamente a
cada uma das op¢Oes colocadas como possivel forma de transmissdo da malaria. Como se
pode observar na Tabela 10, percentagens idénticas de individuos do género masculino e
feminino reconhecem a transmissdo da malaria por picada de mosquito. Quanto a transmissdo
por aguas e alimentos e a transmissdo sexual, percentagens inferiores de individuos do género

masculino respondem correctamente a estas questdes.

Dos que responderam ter tido ou ndo malaria, percentagens idénticas respondem
correctamente a questdo sobre transmissdo por mosquito. Apenas se encontrou uma diferenca
estatisticamente significativa entre quem teve ou ndo malaria relativamente ao conhecimento
sobre a transmissdo sexual (n= 269, X?=5.731, p=0.017). Percentagens superiores de

respondentes que tiveram malaria respondem correctamente as varias questdes sobre as
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hipdteses de transmissdo de malaria, comparativamente com o0s que nao tiveram esta doenca.

(Tabela 10)

Tabela 10: Comparacédo das proporg¢des das variaveis “Transmissao por picada de mosquito”,
“transmissdo por aguas e alimentos contaminados” e “transmissdo sexual” nas categorias das
variaveis “Género” e “Antecedentes de malaria” (a = 0.05).

Formas de transmisséo da malaria
Picada de mosquito Aguas e alimentos Transmissdo sexual
contaminados
Respostas correctas Respostas correctas | Respostas correctas

Género 97.5% | --- 45.2% p=0.288 | 61.2% p=0.148
masculino
Género feminino | 99.0% 54.9% 70.8%
Teve malaria 98.3% | --- 57.7% P=0.120 | 78.4% P =0.017
N&o teve malaria | 97.9% 45.7% 60.6%

--- Inexisténcia de condicdes de aplicabilidade do teste do X?

Relativamente a idade, encontrou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre quem
responde correctamente e quem responde incorrectamente/desconhece sobre a possibilidade
de transmissdo da maléria por aguas e alimentos e sobre a possibilidade de transmissao
sexual, (Tabela 11) — os participantes no estudo que respondem correctamente, tém,

tendencialmente, uma idade inferior. Esta relacéo é ilustrada nos gréficos 15 e 16.
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Gréfico 15: Variagdo da idade nas categorias da varidvel Transmissdo da malaria por aguas e
alimentos.
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Gréfico 16: Variagdo da idade nas categorias da varidvel Transmissdo da maléria por via
sexual.



Relativamente as habilitacbes literarias, encontrou-se uma diferenca estatisticamente
significativa entre quem responde correctamente e quem responde
incorrectamente/desconhece sobre a possibilidade de transmissdo por aguas e sobre a
possibilidade de transmiss@o sexual (Tabela 11) — os participantes no estudo que respondem

correctamente, tém, tendencialmente, um maior nivel de escolaridade.

Relativamente ao nimero de viagens/estadias em paises endémicos de malaria, também se
encontrou uma diferenca estatisticamente significativa entre quem responde correctamente e
guem responde incorrectamente/desconhece sobre a possibilidade de transmissdo por aguas e
sobre a possibilidade de transmissdo sexual (Tabela 11) — os participantes no estudo que

respondem correctamente, fizeram, tendencialmente, um maior nimero de viagens.

Tabela 11: Comparacao das variaveis “ldade”, “Nivel educacional” e “Numero de viagens”
nas categorias das variaveis “Transmissdo por picada de mosquito”, “transmissao por aguas e

alimentos contaminados” e “transmissao sexual” — resultados do teste de Mann-Whitney
(0=0.05).
Formas de transmissdo da maléaria
Idade Picada de mosquito p =0.096
Aguas e alimentos contaminados p <0.001
Transmissao sexual p = 0.005
Habilitacdes literarias Picada de mosquito p =0.051
Aguas e alimentos contaminados p <0.001
Transmissdo sexual p =0.019
N° de viagens/estadias (*) Picada de mosquito p =0.309
Aguas e alimentos contaminados p =0.001
Transmissao sexual p = 0.004

(*) excluidos os respondentes que residem em zona endémica de malaria
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4.3.2. Prevencdo da malaria

Quanto a forma de prevencdo da malaria, constatou-se que a maioria dos respondentes
conhecia a forma correcta de prevencdo — 83.2% referiu medicacdo adequada e 90.2% referiu
0 evitar a picada dos mosquitos; menos de metade considerava correctamente que a prevencgao
ndo podia ser feita evitando o consumo de aguas e alimentos ou atraves de vacinacao (45.2%

e 40.3% respectivamente) (Tabela 12).

Tabela 12: Percentagem de respostas sobre a forma de prevencéo da malaria.

Forma de prevencéo Resposta

Sim Nao Desconhece

Medicamentos 83.2% 9.3 7.6%
adequados (n=291)

Evitar a picada dos | 90.2% 2.7% 7.1%
mosquitos (n=296)

Evitar o consumo de | 35.3% 45.2% 19.5%
aguas e alimentos
contaminados
(n=272)

Vacinacao (n=278) 47.1% 40.3% 12.6%

Para procurar diferencas/associacOes entre as variaveis estudadas, cada questdo sobre a
prevencdo da malaria (medicamentos adequados, evitar a picada de insectos, evitar o consumo
de &guas e alimentos contaminados, vacinacao) foi tratada como uma varidvel com duas

categorias de resposta, “resposta correcta” e “resposta incorrecta/desconhece”.

N&o se encontraram diferengas estatisticamente significativas entre os géneros nem entre

guem teve ou ndo malaria, relativamente as formas de transmissdo colocadas nas diversas
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questdes (Tabela 13). Percentagens idénticas de respondentes masculinos e femininos sabem
qgue a toma de medicamentos e 0 evitar a picada de mosquitos sdo formas adequadas de
prevenir a malaria, e percentagens superiores de respondentes do género feminino sabem que
esta doenca ndo se evita pelo consumo de aguas e alimentos nem pela vacinacdo. No mesmo
quadro podemos observar que maiores percentagens de respondentes sem antecedentes de
malaria respondem correctamente as formas adequadas de prevencdo da doenca

(medicamentos e evitar a picada).

Tabela 13: Comparacdo das proporgdes das varidveis de relacionadas com a prevencdo
“Medicamentos adequados”, “Evitar a picada de mosquito”, “Evitar o consumo de aguas e
alimentos contaminados” e “Vacina¢do” nas categorias das variaveis “Género” e
“Antecedentes de malaria” (a.= 0.05).

Género Antecedentes de
maldria

Masculino | Feminino Sim Nao

Respostas correctas P Respostas correctas P
Medicamentos | 82.9% 83.7% 0.868 76.4% 85.3% 0.106
adequados
Evitar picada | 89.9% 90.8% 0.803 86.2% 91.0% 0.272
de mosquitos
Evitar 41.5% 52.8% 0.080 57.1% 42.0% 0.054
consumo  de
aguas e
alimentos
contaminados
Vacinagao 36.9% 47.3% 0.099 44.0% 39.7% 0.578

Relativamente a idade e as habilitacdes literérias, encontrou-se uma diferenca estatisticamente
significativa entre quem responde correctamente e quem responde
incorrectamente/desconhece sobre a prevencdo da maléria evitando a picada de mosquitos,

evitando o consumo de &guas e alimentos ou a vacinagdo (Tabela 14) — os participantes no
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estudo que respondem correctamente, tém, tendencialmente, uma idade inferior e um maior
nivel de escolaridade. Nos graficos 17, 18 e 19 pode ser observada a relacdo da variavel idade

com as variaveis correspondentes as questdes sobre prevencao da maléria.

Tabela 14: Comparacdo das variaveis “ldade”, “Nivel educacional” e “NUmero de
viagens/estadias” nas categorias das variaveis relacionadas com a prevencdo da malaria
“Medicamentos adequados”, “Evitar a picada de mosquito”, “Evitar o consumo de aguas e
alimentos contaminados” e “Vacinacdo” — resultados do teste de Mann-Whitney (a=0.05).

Formas de prevencdo da malaria
Idade Medicamentos adequados p=0.315
Evitar picada de mosquitos p =0.049
Evitar consumo &guas e alimente. p < 0.001
Vacinacao p < 0.001
Habilitagdes literarias Medicamentos adequados p =0.285
Evitar picada de mosquitos p <0.001
Evitar consumo aguas e alimente. p < 0.001
Vacinagao p < 0.001
N° de viagens/estadias (*) Medicamentos adequados p =0.854
Evitar picada de mosquitos p=0.147
Evitar consumo aguas e alimente. p <0.001
Vacinagdo p = 0.005

(*) excluidos os respondentes que residem em zona endémica de malaria
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Gréfico 17: Variagdo da variavel idade nas categorias da variavel Prevencdo da malaria
evitando a picada dos mosquitos.
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Grafico 18: Variacdo da variavel idade nas categorias da variavel Prevencao da malaria
evitando o consumo de aguas e alimentos.
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Gréfico 19: Variagdo da idade nas categorias da variavel Prevencdo da malaria por
vacinacao.

Relativamente ao numero de viagens/estadias em paises endémicos de malaria, encontrou-se
uma diferenca estatisticamente significativa entre quem responde correctamente e quem
responde incorrectamente/desconhece sobre a possibilidade de prevencéo evitando o consumo
de aguas e alimentos contaminados e sobre a vacinacdo (Tabela 14) — os participantes no
estudo que respondem correctamente, fizeram, tendencialmente, um maior nimero de

viagens.

4.3.3. Periodo de incubacéo e quadro clinico inicial

Questionados sobre o periodo de incubacdo e o quadro clinico da maléaria, verifica-se que
apenas dois quintos (39.6%) dos respondentes considerava que 0s sintomas da malaria podem

comecar apos uma semana de estadia em zona endémica, enquanto a maioria (cerca de quatro
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quintos — 78.1%) considerava que os sintomas iniciais da malaria se confundem com uma
gripe (tabela 15). A percentagem de respondentes que referiu desconhecer o periodo de

incubacdo da malaria é elevada como se pode ver no quadro seguinte.

Tabela 15: Percentagem de respostas sobre o periodo de incubagédo e o quadro clinico inicial
da maléria

Resposta

Sim Nao Desconhece

Os sintomas da 39.6% 14.4% 46.0%
malaria podem
comegar a partir de 1
semana de ter estado
em zona endémica
(n=298)

Na maioria dos casos, 78.1% 4.0% 17.9%
0s sintomas iniciais
da malaria
confundem-se  com
uma gripe (n=301)

A andlise subsequente considerou uma recodificacdo das variaveis “periodo de incubacdo” e
“quadro clinico inicial” nas duas categorias de respostas “resposta correcta” e “resposta

incorrecta/desconhece”.

N&o se encontrou uma diferenca estatisticamente significativa entre os géneros relativamente
ao conhecimento sobre o quadro clinico inicial de malaria (p = 0.054) nem relativamente ao
conhecimento sobre o periodo de incubacdo (p = 0.875). Uma percentagem superior de

respondentes do sexo feminino responde correctamente a questdo sobre o quadro clinico
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inicial (F: 84.7%, M: 74.9%), ndo se verificando esta diferenca percentual quanto ao

conhecimento sobre o periodo de incubacéo (F: 38.9%, M: 39.9%).

Também ndo se encontrou uma diferenca estatisticamente significativa entre os respondentes
que tiveram ou ndo maléria relativamente ao conhecimento sobre o quadro clinico inicial
desta doenca (p = 0.169), mas verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa
relativamente ao conhecimento sobre o periodo de incubagdo (n=294, X?=4.151, p = 0.042) —
uma percentagem superior de respondentes com antecedentes de malaria responderam

correctamente (51.8% vs. 37.0%).

N&o se encontrou diferenca estatisticamente significativa entre quem conhece ou ndo o quadro
clinico inicial da maléria relativamente a idade (p = 0.151), nem relativamente ao nivel de
escolaridade (p = 0.137), mas verificou-se esta diferenca relativamente ao numero de viagens
realizadas (M-W teste, p < 0.001) — os participantes no estudo que responderam
correctamente fizeram, tendencialmente, mais viagens do que 0s que responderam

incorrectamente a esta questéo.

Também ndo se encontrou diferenca estatisticamente significativa entre quem responde
correctamente ou ndo sobre o periodo de incubacdo da maléria relativamente a idade (p =
0.971), mas encontrou-se esta diferenca relativamente ao nivel de escolaridade (M-W teste, p

= 0.048) e ao numero de viagens/estadias em paises com malaria (M-W teste, p = 0.004).
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4.4. Ensaios laboratoriais para a determinacdo de anticorpos totais anti-Plasmodium spp

por ELISA e para a pesquisa de Plasmodium falciparum por PCR

Amostras de plasmas dos individuos estudados foram avaliados quanto a presenca de
anticorpos totais anti-Plasmodium spp, determinados por um ELISA comercial (Bio-Rad). O
grafico 20 apresenta a distribuicdo da frequéncia da reactividade seroldgica de todos os
individuos estudados (n=312). Os dados obtidos de cada individuo sdo apresentados em
funcdo da relacdo da densidade dptica obtida da reaccdo (DO) e o valor de Cut-off,
determinado por ensaio. A populagdo serologicamente negativa apresenta o valor da relagéo
DO/Cut-off igual ou inferior a uma unidade. Por outro lado, a populacdo serologicamente
positiva apresenta o valor da relagio DO/Cut-off superior a uma unidade. Do total de
participantes no estudo, 31 individuos apresentaram resultados seroldgicos positivos para

Plasmodium spp.
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Gréfico 20: Distribuicdo da frequéncia de anticorpos totais anti-Plasmodium spp nas
amostras de plasma dos individuos estudados. A linha descontinua apresenta o ponto de
referéncia de uma unidade da relagdo DO/Cut-off. DO: densidade dptica da reaccdo a 450 nm;
Cut-off: valor de referéncia determinado em cada reaccao de ELISA.
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Todos os individuos com serologia positiva apresentaram resultados negativos na pesquisa de

infeccdo por PCR.

A

9 10 11 12 13 14 15 16 JG& C-

9 10 11 12 13 14 15 16 C+ C-

Figura 4: Pesquisa de Plasmodium falciparum por PCR nas amostras de sangue dos
individuos serologicamente positivo para Plasmodium spp. A: amplificacdo da sequéncia
especifica para Plasmodium spp; B: amplificagdo da sequéncia especifica para Plasmodium
falciparum. C+ (controlo positivo); C- (controlo negativo).

A tabela 16 caracteriza o0s participantes com serologia positiva, nos aspectos
sociodemogréficos, estadia em paises endémicos de maléria e histéria de doenga. Como se

pode observar neste quadro:

- Doze respondentes sdo naturais de Portugal e os restantes dezanove sdo naturais de paises
tropicais africanos (Angola, na sua maioria, e Guiné Bissau, Mocambique e Sdo Tomé e
Principe);
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- Cinco sdo residentes em zona endémica, quatro j& realizaram um numero elevado e

indeterminado de viagens, e 0s restantes realizaram entre 1 e 8 viagens/estadias;

- A maioria destes individuos (80.0%, 24/30) refere que a primeira viagem/estadia teve uma
duracdo superior a 1 ano; para mais de metade (17/30) a Gltima viagem/estadia também durou
mais de 1 ano, dois quintos (12/30) estiveram até 6 meses em zona endémica, 0s restantes

tiveram uma estadia entre 6 meses a 1 ano em zona endémica na sua Ultima viagem/estadia;

- Cerca de metade dos respondentes (16/29) regressaram dos tropicos mais de 3 anos antes do
inicio do estudo (dos quais seis ha mais de 30 anos e trés ha cerca de 10 anos), um terco
(9/29) regressou menos de 4 meses antes do inicio do estudo, os restantes regressaram entre 4

meses e 3 anos antes do inicio do estudo;

- Um tergo (10/29) referiu ndo ter tido maléaria; dos que tiveram malaria e referiram a data da
ultima crise, um respondente tinha tido malaria cerca de 4 meses antes do inicio do estudo,
um tinha tido cerca de 2 anos antes, um outro cerca de 4 anos antes e os restantes tinham tido

malaria mais de cinco anos antes do inicio do estudo;

- Cerca de um terco ndo utilizou qualquer medida de prevencdo da malaria na sua ultima

viagem/estadia.

- Os valores da densidade Optica observados para o teste Elisa anti-Plasmodium variam entre
0.164 e 3.472, ndo parecendo haver uma relacdo deste valor com o tempo que decorreu desde
a Ultima crise de malaria nem com o tempo desde que regressaram a uUltima vez de area

endémica (gréaficos 21 e 22).

- Quatro participantes no estudo mostraram resultados negativos para anticorpos anti-

Plasmodium falciparum.
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Gréfico 21: Relagdo entre o numero de anos ap6s o diagnostico de maléria e os valores de
densidade o6ptica (DO) obtidas na reaccdo para a pesquisa de anticorpos totais anti-

Plasmodium spp.
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Gréfico 22: Relagdo entre o numero de anos apds a ultima viagem/estadia e os valores de

densidade dptica (DO) obtidas na reaccao para a pesquisa de anticorpos totais anti-

Plasmodium spp.
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Tabela 16: Caracteristicas sociodemograficas, estadias em paises endémicos, historia de malaria e resultados laboratoriais nos participantes
no estudo com serologia positiva para Plasmodium spp.

N° de Género, Natura- N° de Ano da Motivo | Tempo entre | Duragdo | Duracdo | Histori | Ultima Medidas | DO ELISA

ordem idade, lidade viagens/ altima | da dltima Galtima da 12 da altima ade crise de de anti-
habilitacGes estadias viagem/ | viagem/ viagem/ viagem/e | viagem/ | maléria | malaria | prevencdo | Plasmodiu

estadia estadia estadia e stadia estadia da maléria m
participagdo na dltima
no estudo estadia

1 F , 41 anos, | Angola | Muitas 2010 Trab. 1-2 sem - - Sim 4 Medica. 0.221
12°ano meses

2 M, 42 anos, | Angola | 2 2010 Trab. 1,5 més >1ano 2sem-1| - - Medica. 3.472
12° ano més

3 M, 42 anos, | Port. 1 1974 Militar 36 anos >1ano >1ano Sim 36 anos | Medica. 0.191
9° ano Mosquit.

4 M, 57 anos, | Angola | 2 2010 Trab. - - 2sem-1| - - Né&o 0.350
9% ano més

5 F, 22 anos, | Angola | - - - - >1ano - sim - - 1.544
licenc.

6 M, 61 anos, | Angola | Muitas 2010 Resid. <1sem >1ano >1ano Sim 20 anos | - 2.090
licenc.

7 F, 48 anos, | Guiné 1 1998 Resid. 12 anos >1ano >1ano Sim 15 anos | Medica. 1.206
12° ano Bissau

8 M, 56 anos, | Port. 1 2006 Visita/ 4,5 anos 1-2 sem 1-2sem | Néo - Mosquit. 0.176
12° ano férias Repelent.
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N° de Género, Natural N° de Ano da Motivo | Tempo entre | Duragdo | Duracdo | Histori | Ultima Medidas | DO ELISA
ordem idade, idade viagens/ Gltima | da dltima Gltima da 12 da altima ade crise de de anti-
habilitacbes estadias viagem/ | viagem/ viagem/ viagem/e | viagem/ | maléria | malaria | prevencdo | Plasmodiu
estadia estadia estadia e stadia estadia da maléria m
participacdo na ultima
no estudo estadia
9 F, 52 anos, | Port. Reside 2010 Resid. 1 més >1ano >1ano Néo - Né&o 0.172
12°ano
10 F, 41 anos, | Angola | Reside 2010 Resid. 2sem >1ano >1ano Né&o - Mosquit. 2.223
licenc. Repelent.
11 M, 77 anos, | Port. 8 2000 Visita/ 10 anos >1ano <lsem Sim 12 anos | Néo 1.718
licen. férias
12 M, 25 anos, | Guiné 1 2005 Resid. 4 anos >1ano > 1 ano Sim 6 anos | Néo 0.442
licenc. Bissau
13 F, 44 anos, | Angola | 1 1975 Resid. 35 anos >1ano >1ano Néo - Néao 0.337
12°ano
14 H, 55 anos, | Mogam | Muitas 2010 Resid. <1sem 2-6 meses | 2-6 Sim 10 anos | Nao 0.199
12°ano meses
15 H, 43 anos, | Angola | Reside 2010 Resid. <1lsem >1ano >1ano Sim 30 anos | Ndo 1.539
licen.
16 H, 59 anos, | Angola | Reside 2010 Resid. <1lsem >1ano >1ano Sim 13 anos | Nao 0.244
9°ano
17 F, 50 anos, | Port. 2 2007 Trab. 3,5 anos >1ano >1ano Sim 17 anos | Néo 0.183
licenc.
18 M, 59 anos, | Port. 3 2009 Visita/ 1 ano >1ano 2sem—1 | Sim 35anos | Mosquit. 0.457
12°ano férias més Repelent.
19 M, 49 anos, | Mogam | 3 2006 Visita/ 4 anos e 2 | >1ano 1-2sem | Néo - Medic. 0.165
12° ano férias meses Mosquit,
20 M, 28 anos, | Port. 3 2008 Trab. 2 anos e 3| - 2-6 Sim 2 anos | Néo 0.164
licenc. meses meses e 4
meses
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N° de Género, Natura- N° de Ano da Motivo | Tempo entre | Duragdo | Duracdo | Histori | Ultima Medidas | DO ELISA

ordem idade, lidade viagens/ Gltima | da dltima Gltima da 12 da altima ade crise de de anti-
habilitacbes estadias viagem/ | viagem/ viagem/ viagem/e | viagem/ | maléria | malaria | prevencdo | Plasmodiu

estadia estadia estadia e stadia estadia da maléria m
participacdo na ultima
no estudo estadia

21 F, 53 anos, | Angola | 2 2007 Visita/ 4,5 anos >1ano 1-2sem | Néo - Mosquit. 0.730
licenc. férias

22 M, 45 anos, | Port. 1 2009 Trab. 3 anos e 9 | 1-2 sem 1-2 sem Néo - - 0.623
licenc. meses

23 F, 50 anos, | Angola | 1 2000 Resid. 10 anos € 8 | >1ano > 1ano Néo - - 0.397
9% ano meses

24 M, 59 anos, | Port. 1 1975 Militar 35 anos >1ano > 1 ano Sim 35anos | Néo 0.230
12°ano

25 H, 50 anos, | Angola | Reside 2010 Resid. 1sem >1ano > 1 ano Sim 10 anos | Mosqui. 0.197
4° ano Repelent.

Roupa

26 M, 62 anos, | Port. 1 1972 Militar 39 anos >1ano >1ano Sim 38 anos | Mosquit. 0.958
9% ano

27 M, 47 anos, | Guiné Muitas 2010 Visita/ 1ano >1ano 1-2sem | Sim 10 anos | Mosquit. 0.201
- Bissau férias

28 M, 57 anos, | Port. 1 1975 Militar 36 anos 2-6 meses | 2-6 Sim 36 anos | - 0.354
4° ano meses

29 M, 44 anos, | Séo 1 1981 Resid. 30 anos >1ano >1ano N&o - Né&o 2.148
licenc. Tomé

30 M, 45 anos, | Angola | 7 2004 Trab. 6 anos e 4 | >1ano 6 meses | Nao - Repelent. 0.378
licenc. meses —1ano

31 F, 37 anos, | Port. 3 2010 Trab. 8 meses >1ano >1ano Sim 4 anos | - 1.277
licent. e 4

meses

- Inexisténcia de dados

DO: densidade éptica
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A tabela 17 mostra que a maioria dos participantes no estudo (76.6%) ndo tem historia
de malaria e a sua serologia para Plasmodium €é negativa; uma pequena percentagem
(6.2%) refere ter tido maléria e apresenta serologia positiva, apresentando 0s restantes
uma histdria de malaria com serologia negativa (14.0%), ou uma serologia positiva com
histéria negativa (3.2%). Dois respondentes com serologia positiva desconheciam se

tinham tido maléria e ndo foram contabilizados neste quadro.

Verifica-se uma associacdo estatisticamente significativa entre a varidvel Serologia
positiva ou negativa para Plasmodium e a varidvel Historia de malaria (n = 308,

X?=41.019, p < 0.001).

Tabela 17: Distribuicdo dos participantes no estudo consoante a sua histéria de malaria
e os resultados serologicos para Plasmodium spp.

Serologia Serologia Total
negativa positiva
Historia de | Néo 236 10 246
malaria
76.6% 3,2% 79.9%
Sim 43 19 62
14.0% 6.2% 20.1%
Total 279 29 308
90.6% 9.4% 100.0%

A tabela 18 mostra a distribuicdo percentual dos participantes no estudo “com histéria

de maléria e serologia positiva”, “com historia de malaria e serologia negativa” e “sem

histéria de malaria e serologia positiva”, de acordo com variaveis de caracterizacdo
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socio-demografica, estadias em paises endémicos e serologia para Plasmodium.

Observa-se que:

- Nos grupos | e Il percentagens idénticas sdo naturais de Portugal e de paises

endémicos para malaria, mas no grupo |11 a maioria nasceu em paises endémicos;

- E no grupo Il (histéria de malaria e serologia negativa) que se observa uma
percentagem mais baixa de residentes (7.0%); cerca de um terco dos elementos dos

grupos | e Il realizou apenas uma viagem/ estadia em zona endémica de malaria;

- Cerca de metade ou mais de metade dos individuos dos trés grupos fizeram a sua
ultima viagem/estadia mais de 3 anos antes do inicio do estudo, mas nos grupos | e Il,

dez a vinte por cento participaram no estudo na primeira semana de estadia em Portugal,

- Um terco (grupos I e Il) a metade (grupo 1) destes individuos refere a residéncia
como motivo para a Ultima viagem/estadia, um quarto tem como motivo o trabalho e um

sexto (grupos | e 1) a um terco (grupo I11) viajaram por visita/férias;

- Quer na primeira quer na ultima viagem/estadia, o tempo de permanéncia foi superior

a um ano para mais de metade dos individuos;

- Para os que tiveram malaria, a data da Gltima crise varia entre 4 meses e 38 anos no
grupo I, e entre 1 més e 50 anos no grupo I, verificando-se que metade dos individuos

teve malaria menos de 14-15 anos antes de participar no estudo

- Nos grupos com serologia positiva para anticorpos anti-Plasmodium, a maioria dos

individuos (cerca de oitenta por cento) apresenta uma serologia positiva P. falciparum.

85



Tabela 18: Caracteristica sociodemografica, estadias em paises endémicos, historia de
maldria, "historia de malaria e serologia positiva” “historia de malaria e serologia
negativa” e “sem historia de malaria e serologia positiva” para Plasmodium spp.

| - Histéria de Il - Histériade | Il - Sem histéria
malaria e maldria e de malaria e
serologia positiva serologia serologia positiva
(%) negativa (%)
(%)
Naturalidade (n=19) (n=142) (n=10)
Portugal 474 52.4 30.0
Pais com malaria endémica 52.6 47.6 70.0
N° de viagens/estadias em paises endémicos (n=18) (n= 43) (n=10)
1 33.3 34.9 50.0
>1 27.9 44.2 30.0
n° indeterminado 22.2 14.0 -
residente 16.7 7.0 20.0
Tempo entre dltima viagem/estadia e a (n=18) (n=43) (n=10)
participacdo no estudo
<1 sem 22.2 9.3 -
1 sem — 4 meses 5.6 18.6 20.0
4 — 6 meses - 4.7 -
6 meses — 1 ano 5.6 4.7 -
1-3 anos 16.7 16.3 -
> 3 anos 50.0 46.5 80.0
Motivo da Gltima viagem/estadia em pais com (n=18) (n=42) (n=10)
malaria endémica
residéncia 38.9 35.7 50.0
trabalho 22.2 26.2 20.0
visita/férias 16.7 11.9 30.0
missionario/voluntariado - 19 -
servico militar 22.2 7.1 -
Duracdo da 1% viagem/estadia em pais com (n=18) (n=42) (n=10)
malaria endémica
<1 més - 11.9 20.0
1 -6 meses 115 4.8 -
6 meses — 1 ano - 7.1 -
>1ano 88.9 76.2 80.0
Duracdo da ultima viagem/estadia em pais com (n=18) (n=42) (n=10)
maldria endémica
<1 més 16.7 38.1 40.0
1 -6 meses 16.7 11.9 -
6 meses — 1 ano - 4.8 10.0
>1ano 66.7 45.2 50.0
Tempo entre Ultima crise de malaria e a (n=19) (n=43)
participacdo no estudo n.a.
min 4 meses 1 més
max 38 anos 50 anos
Pos 9 anos 4,5 anos
Pso 14 anos 15 anos
Ps 35 anos 36 anos
- Sem dados

n.a. : ndo aplicavel
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Considerando todos os participantes no estudo, testou-se a relacdo estatistica entre a
varidvel Serologia positiva ou negativa para Plasmodium spp e as variaveis Pais de
nascimento, NUumero de viagens/estadias (excluidos os naturais de pais endémico de
malaria que ai sdo residentes), Tempo desde a Ultima viagem/estadia, Tempo desde a
ultima malaria, Motivo da primeira viagem/estadia, Motivo da Gltima viagem/estadia,

Duragdo da primeira viagem/estadia, Duracéo da Gltima viagem/estadia.

Verificou-se que ndo existe diferenca estatisticamente significativa entre quem tinha
serologia positiva e quem tinha serologia negativa relativamente ao numero de viagens

(p = 0.350), nem relativamente ao tempo desde a Gltima viagem/estadia (p = 0.911).

Também nédo se encontrou diferenca estatisticamente significativa entre quem tinha
serologia positiva e quem tinha serologia negativa relativamente ao tempo decorrido
desde a ultima crise de malaria (Teste de Mann-Whitney, p = 0.884). A variacdo do
tempo desde a ultima crise de malaria nas categorias da variavel Serologia para

Plasmodium spp pode ser observada no grafico 23.

50,00

40,007

30,00

20,00

J 7 i

T T
negativa positiva

Tempo desde a Ultima crise de malaria

Serologia

Grafico 23: Variacao do tempo desde a ultima crise de malaria nas categorias da
varidvel Serologia para Plasmodium spp.
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Verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre quem tinha serologia

positiva e quem tinha serologia negativa relativamente:

- a0 pafs de nascimento (n = 306, X?=29.087, p < 0.001) — o grupo com serologia
positiva apresenta uma percentagem superior de individuos que nasceram em paises

com malaria endémica (P: 61.3%, N: 18.5%);

- a duracdo da primeira viagem/estadia (Teste de Mann-Whitney; p < 0.001) e
relativamente a duracdo da ultima viagem/estadia (Teste de Mann-Whitney; p = 0.001)

— quem tem serologia positiva tem, tendencialmente, estadias de duragéo superior;

- a0 motivo da primeira viagem/estadia (n = 302, X?=30.863, p < 0.001), constatando-se
que no grupo de individuos com serologia positiva existe uma percentagem maior de
residentes (P: 64.5%, N: 28.8%) e de individuos que cumpriram o servico militar (P:
16.1%, N: 4.1%); verifica-se 0 mesmo relativamente ao motivo da Ultima
viagem/estadia (n = 309, X?=20.031, p < 0.001; residentes P: 40.0%, N: 20.1%; servico

militar P: 13.3%, N: 2.9%);

4.5. Aplicacdo dos critérios de seleccao de dadores de sangue na amostra estudada

Considerando os critérios de seleccdo de dadores de sangue relativamente a malaria,
preconizados no DL 267/2007 de 24 de Julho e na Circular Normativa N° 001/CN-
IPST, IP/12 de 05.07.2012 do Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacdo, IP, e
considerando que a data de colheita de dados corresponderia a uma triagem de dadores

de sangue, verifica-se 0 seguinte na amostra estudada:
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a) Individuos que viveram numa zona com malaria durante os cinco primeiros

anos de vida:

- Dos 59 participantes no estudo com idade igual ou inferior a 65 anos, que nasceram
em paises endémicos para maléria e ndo residem actualmente nestes paises, 71.2%
(42/59) tiveram a sua ultima visita a zona endémica mais de trés anos antes de
participarem no estudo; desta forma, 14.8% (42/284) do total de potenciais dadores de

sangue seriam aprovados segundo este critério;

- Dos 49 individuos com idade igual ou inferior a 65 anos, que nasceram em zona
endémica, ndo residem actualmente nestes paises e regressaram da sua ultima estadia
em zona endémica ha mais de quatro meses, 79.6% (39/49) tém serologia negativa para
Plasmodium; assim, 13.7% (39/284) do total de potenciais dadores de sangue seriam

aprovados por este critério.

b) Individuos com antecedentes de malaria:

- Dos 41 elementos do estudo com idade igual ou inferir a 65 anos, que tiveram malaria,
ndo residem actualmente em zona endémica de malaria e regressaram ha mais de trés
anos, 70.7% (29/41) tém serologia negativa para Plasmodium, correspondendo a 9.6%

(29/301 com idade <65 anos) de potenciais dadores de sangue aprovados.

c) Visitantes assintomaticos de zonas endémicas:

Dos participantes no estudo com idade igual ou inferior a 65 anos e que ndo nasceram
nem residem actualmente em zona endémica (n=225), consideraram-se 0 grupo de
visitantes com estadias até seis meses, e 0 grupo de visitantes com estadias até um ano

na sua ultima viagem.

89



Considerando “visitante” quem tem estadias até seis meses:

- 56.0% (126/225) dos individuos tinham uma ultima estadia curta e inferior a 6
meses e tinham regressado mais de 6 meses antes do inicio do estudo,
correspondendo a uma aprovacdo de 41.9% de potenciais dadores de sangue
(126/301 inscritos com idade<65 anos); tinham regressado menos de 6 meses
antes do inicio do estudo e seriam suspensos da dadiva 31.9% de potenciais

dadores de sangue (96/301 inscritos com idade <65 anos);

- 51.1% (115/225) dos individuos tinham uma Gltima estadia inferior a 6 meses e
tinham regressado mais de um ano antes do inicio do estudo, correspondendo a
uma aprovacao de 38.2% de potenciais dadores de sangue (115/301 inscritos
com idade <65 anos); tinham regressado menos de um ano antes do inicio do
estudo e seriam suspensos da dadiva 35.2% de potenciais dadores de sangue

(106/301 inscritos com idade <65 anos);

- 76.0% (171/225) dos individuos tinham uma Gltima estadia inferior a 6 meses e
tinham serologia negativa para Plasmodium, correspondendo a uma aprovacgéo
de 56.8% de potenciais dadores de sangue (171/301 inscritos com idgdé

anos); os que tinham uma ultima estadia inferior a 6 meses e apresentavam
serologia positiva seriam suspensos da dadiva de sangue (correspondem a 1.6%,

5/301, de inscritos com idade <65 anos);

- 59.5% (134/225) dos individuos tinham uma ultima estadia inferior a 6 meses,
tinham regressado mais de 4 meses antes do inicio do estudo, e tinham serologia
negativa para Plasmodium, correspondendo a uma aprovacdo de 44,5% de

potenciais dadores de sangue (134/301 inscritos conx6itadaos);
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individuos que regressaram menos de 4 meses antes do inicio do estudo ou
regressaram ha mais de 4 meses mas tém serologia positiva seriam suspensos da
dadiva de sangue (correspondem a 28.9%, 87/301, de inscritos com idag®5

anos);

Considerando “visitante” quem tem estadias até um ano:

- 55.1% (124/225) dos individuos tinham uma ultima estadia de duracgéo inferior
a um ano e tinham regressado mais de 6 meses antes do inicio do estudo,
correspondendo a uma aprovacdo de 41.2% de potenciais dadores de sangue
(124/301 inscritos com idade<65 anos); tinham regressado menos de 6 meses
antes do inicio do estudo e seriam suspensos da dadiva 32.5% de potenciais

dadores de sangue (98/301 inscritos com idade <65 anos);

- 52.4% (118/225) dos individuos tinham uma ultima estadia inferior a um ano e
tinham regressado mais de um ano antes do inicio do estudo, correspondendo a
uma aprovacao de 39.2% de potenciais dadores de sangue (118/301 inscritos
com idade<65 anos); tinham regressado menos de um ano antes do inicio do
estudo e seriam suspensos da dadiva 35.8% de potenciais dadores de sangue

(108/301 inscritos com idade <65 anos);

- 78.2% (176/225) dos individuos tinham uma Gltima estadia inferior a um ano e
tinham serologia negativa para Plasmodium, correspondendo a uma aprovacéo
de 58.5% de potenciais dadores de sangue (176/301 inscritos com idade<65

anos); os que tinham uma ultima estadia inferior a um ano e apresentavam
serologia positiva seriam suspensos da dadiva de sangue (correspondem a 1.6%,

5/301, de inscritos com idade <65 anos);
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- 59.1% (133/225) dos individuos tinham uma ultima estadia inferior a um ano,
tinham regressado mais de 4 meses antes do inicio do estudo, e tinham serologia
negativa para Plasmodium, correspondendo a uma aprovacdo de 44.2% de
potenciais dadores de sangue (133/301 inscritos conx6itadaos);
individuos que regressaram menos de 4 meses antes do inicio do estudo ou
regressaram ha mais de 4 meses mas tém serologia positiva seriam suspensos da
dadiva de sangue (correspondem a 29.6%, 89/301, de inscritos com idade<65

anos);

d) Residentes:

Considerando como residéncia a permanéncia num pais por um periodo superior a 6
meses, dos participantes no estudo com idade igual ou inferior a 65 anos, 60.9% (53/87)
tiveram a sua Gltima estadia mais de trés anos antes do inicio do estudo, pelo que
poderiam ser aprovados para a dadiva de sangue, sendo suspensos para a dadiva 39.1%
(34/87). Reduzindo o periodo pés estadia para quatro meses, tendo serologia negativa,
56.2% (49/87) poderiam ser aceites como dadores, 43.8% (38/87) seriam suspensos

para a dadiva de sangue.

Considerando como residéncia a permanéncia num pais por um periodo superior a um
ano, dos participantes no estudo com idade igual ou inferior a 65 anos, 60.0% (48/80)
tiveram a sua Ultima estadia mais de trés anos antes do inicio do estudo, pelo que
poderiam ser aprovados para a dadiva de sangue, sendo suspensos para a dadiva 40.0%
(32/80). Reduzindo o periodo pés estadia para quatro meses, tendo serologia negativa,
56.4% (45/80) poderiam ser aceites como dadores, 43.6% (35/80) seriam suspensos

para a dadiva de sangue.
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V. DISCUSSAO

Neste estudo utilizou-se uma amostragem nédo aleatoria pois ndo seria possivel estudar
toda a populacdo de residentes ou viajantes para zonas endémicas de malaria. Tal facto
ndo permite generalizar os resultados para o0 universo da populacdo de
residentes/viajantes a zonas endémicas mas aponta para uma tendéncia que podera ser
corroborada se o estudo for alargado.

O estudo cumpre os preceitos éticos de investigacdo, considerando que foi pedido
consentimento a Comissdo de Etica da Faculdade de Medicina de Lisboa, os
participantes foram devidamente esclarecidos, podiam desistir em qualquer momento,
assinaram Consentimento Informado e os dados foram anonimizados.

Neste estudo optou-se pela aplicacdo de um questionario auto-preenchido — a aplicagéo
de um inquérito por entrevista ndo era exequivel tendo em conta que muitos dos
participantes foram requisitados num posto de colheita de analises e os técnicos que
colaboraram no estudo tinham de continuar as suas tarefas. Apds a selecdo dos
individuos para participar no estudo era-lhes entregue o consentimento informado e o
questionario, sendo que os questionarios preenchidos sem qualquer interferéncia por
parte de quem estava a colher as amostras.

A formulacao das questdes e os temas abordados foram condicionadas pelos temas que
se pretendiam abordar neste estudo. Foram utilizadas respostas fechadas, de escolha
Unica ou multipla e perguntas abertas. Na redac¢do das perguntas foi utilizada uma
linguagem simples e adequada ao vocabulario dos potenciais, o questionario foi testado
antes do inicio do estudo.

O questionario é facil e de resposta rapida de acordo com o ambiente onde foi aplicado.
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E importante ressalvar que neste tipo de estudo podera existir um viés introduzido pelos
lapsos memoria (as questdes implicavam recordar viagens, historia de malaria e
prevencéo realizada ao longo de toda a vida dos participantes).

A metodologia laboratorial utilizada foi a determinacdo de anticorpos totais anti-
Plasmodium spp a todas as amostras colhidas aos participantes no estudo, através do kit
comercial Malaria EIA KIT TEST KIT. Foi este o teste escolhido visto ser o teste
utilizado no IPST,IP e um dos objectivos deste trabalho era obter uma taxa de
aprovacdo dos dadores de sangue consoante fossem utilizados critérios clinicos ou
laboratoriais de selecdo de dadores de sangue, considerando que os participantes no
estudo eram potenciais dadores.

Seed 2010, testou o0 Newmarket malaria EIA que utiliza antigénios recombinantes de P.
falciparum e P. vivax (teste da mesma casa comercial do utilizado neste estudo) e
obteve sensibilidade>98% para P. falciparum e 85% para P. vivax e estimou uma
especificidade de 100%,” concluindo que em banco de sangue faz sentido aguardar 4
meses ap0s a exposicdo para superar o periodo janela e assim eliminar os possiveis
falsos negativos. No entanto, quer o DL 267/2007 quer a circular normativa n°® 001/CN-
IPST,IP/12 ndo se referem a este periodo no que respeita aos visitantes assintomaticos.
Seed 2005, afirma que estudos anteriores mostram que individuos semi-imunes tém
baixas parasitémia (por vezes indetectaveis) mas elevados titulos de anticorpos, por este
motivo um teste de pesquisa de anticorpos seria uma boa escolha para um banco de
sangue.®

Num estudo apresentado por Elghouzzi 2008, que compara especificidades e
sensibilidades de dois testes de ELISA versos IFA, presentou os seguintes resultados:
DiaMed ELISA sensibilidade 93,1% e especificidade 96,7%; Newmarket malaria EIA

sensibilidade 82,6%.%°
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Todas as amostras que apresentaram serologia positiva para anticorpos totais anti-
Plasmodium spp foram também testadas para PCR para identificacdo de Plasmodium
spp e Plasmodium falciparum. O PCR, segundo Seed 2005, é a técnica mais sensivel
dos métodos de diagndstico directo de malaria.”

Segundo Hassanpour 2011, o melhor método para minimizar o risco de transmissédo de
malaria por meio de transfusdo de sangue é associar os critérios de selec¢do de dadores
com técnicas de PCR e outros métodos laboratoriais.>

Participaram no estudo 312 individuos, apresentavam uma média de idades de 40.59
anos, apenas um ter¢o é do género feminino, 75% dos inquiridos tem menos de 50 anos,
(o que corresponde a uma populacdo tendencialmente na idade activa), a maioria tem
grau de escolaridade licenciado ou superior e trés quartos nasceram em Portugal. Este
seria 0 tipo populagdo que se esperaria encontrar visto que a maior parte dos
participantes eram individuos que estavam a fazer analises no ambito da medicina do
trabalho ou jovens que participaram em missdes de voluntariado.

Os principais motivos das viagens/estadias em zonas endémicas sdo: residéncia,
voluntariado, férias e trabalho; e os principais destinos sdo: Angola, Mogambique e Séo
Tomé e Principe. Tal deve-se, provavelmente, devido ao facto de haver muitas empresas
em Portugal que se estdo a expandir para paises africanos, e pela comunidade de origem

africana a residir em Portugal.
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Consta-se que em relacdo aos conhecimentos sobre maléria, a quase totalidade dos
respondentes sabe que a maldria se transmite por picada de mosquito, mas metade pensa
que a transmissdo pode ser feita por meio de dguas e alimentos contaminados (tabela 9).
Os individuos que tiveram historia de malaria apresentam percentagens superiores de
respostas correctas as questdes relacionadas com as formas de transmissdo da maléria
(tabela 10), 0 mesmo acontece com os individuos com mais habilitacdes literarias e com
mais viagens (tabela 11). Estes aspectos sugerem que os individuos mais informados
sobre a doenca sdo 0s mais viajados, 0s que ja tiveram malaria e os que tém mais
escolaridade, mas tendo em conta que metade dos inquiridos pensa que a maléria se
pode transmitir por meio de agua e alimentos contaminados é importante apostar num
maior esclarecimento destes viajantes.

No que respeita a forma de prevengdo da maléaria a quase totalidade dos respondentes
respondeu correctamente a estas questdes (medicacdo adequada e evitar a picada do
mosquito), apenas metade dos respondentes afirmam que a prevencgdo ndo pode ser feita
evitando o consumo de aguas e alimentos contaminados e em relacdo a vacinagdo como
forma de prevengdo ha um numero igual de respondentes que responde sim e nao
(tabela 12), o que demostra que ha alguma confusdo em relacdo as vacinas e outros tipos
de cuidados que devem ter quando viajam. De forma semelhante ao descrito em relagéo
aos conhecimentos sobre transmissdo, tem maior conhecimento sobre prevencao quem,
tendencialmente, tem menos idade, tem mais habilitacGes literarias e mais do que uma
viagem (tabela 14), pois, certamente, sdo individuos com mais facilidade de acesso a

informacao.

96



Sobre o periodo de incubagdo e quadro clinico inicial da malaria, penas dois quintos
sabem que os sintomas podem comecar ap6s uma semana de estadia na zona endémica,
metade dos participantes desconhece o periodo de incubacdo da doenca enquanto que a
maioria (quatro quintos) sabe que os sintomas se podem confundir com sintomas de
gripe (tabela 15). N&o foi encontrada relagdo estatisticamente significativa entre os
conhecimentos citados e a idade, sexo, habilitacdes literarias e facto de ter tido historia
de maléria. Apenas apresentam respostas tendencialmente mais correctas quem fez mais
viagens — o estudo de uma amostra diferente de viajantes poderia levar a obtencdo de
outras relacBes entre variaveis com significancia estatistica.

Em resumo tem, tendencialmente, mais conhecimentos sobre as formas de transmisséo,
prevencao, periodo de incubagdo e quadro clinico da malaria quem: ja teve historia de
mal&ria, tem mais habilitacGes literarias, faz mais viagens e tem menos idade.

Nenhum dos participantes no estudo apresentava sintomas sugestivos de maléria ou
estava doente, sdo individuos considerados saudaveis que estavam a fazer analises de
rotina para fins de medicina no trabalho ou tinham sido voluntarios/missionarios em
zona endémica de malaria.

As amostras colhidas de todos os participantes no estudo foram sujeitas & determinacéao
de anticorpos totais anti-Plasmodium spp. pela técnica de ELISA (MALARIA EIA KIT
TESTE), destes apenas 31 apresentaram serologia positiva. Estas 31 amostras foram
submetidas a uma técnica de PCR para identificacdo de Plasmodium spp e Plasmodium
falciparum — todas foram negativas, provavelmente devido a ndo existéncia de parasitas
circulantes.

Em relagdo aos individuos com serologia positiva:
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» Os individuos que nasceram e viveram durante alguns anos em zonas endémicas,
dizem ndo ter tido histéria de maléria, regressaram a Portugal ha mais de quatro
anos e apresentavam serologia positiva para  Plasmodium spp, quando
determinado por ELISA (MALARIA EIA KIT TEST), e PCR negativo, podem
ter tido contacto com o parasita Sem apresentarem sintomatologia grave (podem
ser portadores de algum polimorfismo genético que lhes confere alguma
resisténcia a doenca)®, devido ao viés causado pela memoéria (terem esquecido
de mencionar esse facto por ja ter passado muito tempo).

» Dois individuos portugueses que fizeram apenas uma viagem ha
aproximadamente quatro anos, afirmam ndo ter tido malaria, um ndo fez
qualquer prevencdo e o outro utilizou mosquiteiro e repelente, mas apresentam
serologia positiva para Plasmodium spp, quando determinado por ELISA
(MALARIA EIA KIT TEST), e PCR negativo. Estes individuos podem ter feito
quimioprofilaxia e ndo se recordarem no momento do questionario. Segundo um
estudo realizado por Jelinek (1998) a viajantes alemaes assintomaticos que
cumpriam quimioprofilaxia prescrita, verificou-se que 4,9% dos viajantes
apresentavam um titulo positivo de anticorpos anti-circumesporozoito.*®
Um destes individuos apresenta a reactividade serolégica proxima do valor de

cut-off o que podera corresponder a um falso positivo.
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» Um individuo natural de Angola, desconhece se teve doenca, regressou um més
e meio antes do estudo, faz medicacdo como medida preventiva e apresenta
serologia positiva para Plasmodium spp, quando determinado por ELISA
(MALARIA EIA KIT TEST), e PCR negativo. Este individuo podera ter sido
infectado em algum momento da vida mas ndo valorizou os sintomas, a
medicacdo profilatica que faz ndo impede que seja infectado havendo
desenvolvimento de anticorpos. No momento do estudo ja ndo havia parasitas
em circulacdo, quando verificados por PCR, mas existiam anticorpos que lhe,
provavelmente, conferem imunidade (DO elevada).

» Dos individuos que sdo residentes em paises endémicos de maléria, todos tinham
regressado ha menos de um més antes do estudo, a maioria referiu ndo fazer
qualquer medida de prevencdo da malaria, mas apresentam serologia positiva
para Plasmodium spp, quando determinado por ELISA (MALARIA EIA KIT
TEST), e PCR negativo. Estes individuos sdo 0s provaveis semi-imunes:
individuos que estdo em constante contacto com o parasita existindo um
equilibrio entre o parasita e o sistema imunitario®, mas que no momento do
estudo ndo apresentavam parasitas em circulagdo ou poderiam estar em téo
baixo nivel que ndo fossem detectados pelo PCR. Esta evidéncia parece ser
corroborada pelo que afirma Olesen 2010, a imunidade natural contra a malaria
é¢ mais forte em individuos adultos residentes em areas endémicas, foi
desenvolvida durante um longo periodo e por sucessivas exposi¢@es, confere
imunidade.”® Sdo estes individuos que podem causar maior rico de transmissdo

de maldria por via transfusional, segundo Seed 2010.%
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» Dos individuos que mencionam ter tido histéria de maléria no passado (a
maioria ha cerca de trinta anos), regressaram de zonas endémicas ha mais de trés
anos, e interessantemente apresentam serologia positiva para Plasmodium spp,
quando determinado por ELISA (MALARIA EIA KIT TEST), e PCR negativo.
Estes dados mostram que mesmo muitos anos apds uma crise de malaria ou a
saida de zona endémica ainda podem ser detectado um titulo de anticorpos
elevado, ou eventualmente podem haver limitacbes do teste utilizado para
individuos com estas caracteristicas.

» Os individuos que regressaram ha menos dois anos e todos com historia de
maldria, apresentam serologia positiva para Plasmodium spp, quando
determinado por ELISA (MALARIA EIA KIT TEST), e PCR negativo, tiveram
contacto com o parasita, desenvolveram doenca e neste momento apresentam

anticorpos que provavelmente lhes conferem imunidade.

Ha individuos que apesar de afirmarem que tiveram antecedentes de malaria, quando
sujeites a técnica de ELISA (MALARIA EIA KIT TEST) apresentam serologia
negativa, isto pode dever-se a viés de memoria, doenca mal diagnosticada ou devido a
problemas inerentes ao ensaio utilizado (antigénios recombinantes utilizados no kit ndo
reconhecerem 0s anticorpos presentes no plasma), outra possivel explicagdo é porque ao
longo hd uma tendéncia para descer o titulo de anticorpos se ndo houver mais

exposicoes, podendo tornar-se indetectaveis.
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Ao cruzar as varidveis historia de malaria e serologia positiva para anticorpos totais
anti-Plasmodium spp, com variaveis caracteristicas das viagens/estadias, constata-se que
os individuos sem histéria de malaria mas com serologia positiva sdo, tendencialmente,
os individuos naturais de zonas endémicas, regressados a Portugal h&a mais de trés anos
e com duracdo da viagem/estadia superior a um ano, podendo especular-se que estes
casos sdo situacdes em que o individuo ndo se recorda da doenca.

Quando se cruzaram as seguintes variaveis: pais de nascimento, duracdo de
viagem/estadia em zona endémica e motivo da viagem/estadia com a variavel serologia
positiva ou negativa para anticorpos totais anti-Plasmodium spp, verifica-se que quem
apresenta serologia positiva sdo principalmente os nascidos em zona endémica, com
estadias com maior duragdo e os residentes — estes dados parecem vir ao encontro do
que é dito por Rogier 2003.%*

Tendo em conta os critérios de seleccdo de dadores de sangue relativamente a malaria,
preconizados no DL 267/2007 de 24 de Julho e na Circular Normativa N° 001/CN-
IPST, IP/12 de 05.07.2012 do Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacdo, IP, e
considerando que a data de colheita de dados corresponderia a uma triagem de dadores
de sangue, podemos constatar o seguinte:

a) Individuos que viveram em zona endémica de malaria durante os cinco
primeiros anos de vida: quando aplicados apenas os critérios clinicos, nesta
amostragem, sdo aprovados 14,8% dos individuos, mas quando € feito o teste
seroldgico e ha a reducdo do tempo de suspensdo sdo aprovados apenas 13,7%
dos individuos.

b) Individuos com antecedentes de malaria: independentemente da aplicacdo do

teste seroldgico seriam aprovados 9,6% individuos, desta amostragem.

101



c) Visitantes assintomaticos de zonas endémicas de malaria: independentemente

de ser considerar visitante com estadia de duragéo de seis meses ou um ano,
- regresso ha mais de seis meses: 41% aprovados, 32% suspensos
-regresso ha mais de um ano: 38% aprovados, 35% suspensos
-regresso ha mais de quatro meses e serologia negativa: aprovados 44% aprovados, 29%
suspensos
-s0 efectuada serologia: 58,5% aprovados, 1,6% suspensos
Os critérios que permitem uma maior taxa de aprovagdo sao 0s que aceitam dadores de
sangue que regressaram de zonas endémicas de malaria, fazendo apenas um teste
seroldgicos independentemente da data de regresso, quando a literatura recomenda pelo
menos quatro meses de suspensdo.”

d) Individuos com antecedentes de afeccao febril, ndo diagnosticada, durante
uma visita a uma zona endémica ou durante seis meses ap0s essa visita: este
grupo de individuos ndo foi estudado, porque um dos critério para participar
neste estudo é ser saudavel no momento em que participa no estudo.

e) Residentes: independentemente de ser considerado como residéncia estadia por
um periodo igual ou superior a seis meses ou por um periodo igual ou superior a
um ano; quando sdo aplicados apenas 0s critérios clinicos obtém-se uma taxa de
aprovacdo de 60% e de suspensdo de 40%, mas quando é feito o teste
seroldgico e hé a reducdo do tempo de suspensdo sdo aprovados apenas 56% e

suspensos 44%.
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De uma forma geral, quando se conjuga a aplicagdo de um teste seroldgico negativo
com uma reducdo do tempo se suspensdo ha um aumento da taxa de suspensdo de
dadores de sangue, se esta amostragem fosse considerada como possiveis dadores de
sangue. Quatro meses apds o regresso de zona endémica, os individuos ainda tém titulo

de anticorpos detectavel.
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VI. CONCLUSOES

Para a realizacdo deste estudo foi utilizada uma amostragem néo aleatdria, porque nédo
seria possivel estudar toda a populacdo de residentes ou viajantes para zona endémicas
de malaria. Devido a esse facto ndo é possivel generalizar os resultados, mas o estudo
aponta para uma tendéncia que pode ser corroborada se o estudo for alargado.

E importante referir que neste tipo de estudos pode haver um viés introduzido pelos
lapsos de memoria.

Os principais motivos das viagens/estadias em zonas endémicas sdo: residéncia,
voluntariado, férias e trabalho; e os principais destinos sdo: Angola, Mogambique e Séo
Tomé e Principe. Tal deve-se, provavelmente, devido ao facto de haver muitas empresas
em Portugal que se estdo a expandir para paises africanos, e pela comunidade de origem
africana a residir em Portugal.

Os individuos mais informados sobre a doenca sdo 0s mais viajados, 0s que ja tiveram
maldria e 0s que tém mais escolaridade, mas tendo em conta que metade dos inquiridos
pensa que a maléria se pode transmitir por meio de agua e alimentos contaminados €
importante apostar num maior esclarecimento destes viajantes.

Tem maior conhecimento sobre prevencdo os individuos que, tendencialmente, tém
menos idade, tém mais habilitagdes literarias e mais do que uma viagem, pois,
certamente, sdo individuos com mais facilidade de acesso a informacéo.

Tém, tendencialmente, mais conhecimentos sobre as formas de transmissao, prevencao,
periodo de incubacdo e quadro clinico da malaria quem: ja teve histéria de malaria, tem

mais habilitacOes literarias, faz mais viagens e tem menos idade.
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A metodologia laboratorial utilizada foi a determinacdo de anticorpos totais anti-
Plasmodium spp, a todas as amostras colhidas aos participantes no estudo, através do kit
comercial Malaria EIA KIT TEST. Este foi o teste escolhido visto ser o aplicado no
IPST,IP e um dos objectivos do estudo é avaliar a taxa de aprovagdo de dadores de
sangue em Portugal, comparando critérios clinicos e critérios seroldgicos.

Participaram no estudo 312 individuos, apenas 31 apresentaram resultados positivos
para serologia para Plasmodium spp, e todas estas amostras quando sujeitas a PCR para
identificacdo de Plasmodium spp e P. falciparum deram resultado negativo.

Ao cruzar as varidveis historia de malaria e serologia positiva para anticorpos totais
anti-Plasmodium spp, com varidveis caracteristicas das viagens/estadias, constata-se que
os individuos sem histdria de malaria mas com serologia positiva sdo, tendencialmente,
os individuos naturais de zonas endémicas, regressados a Portugal ha mais de trés anos
e com duracdo da viagem/estadia superior a um ano, podendo especular-se que estes
casos sdo situacGes em que o individuo néo se recorda da doenca.

Quando se cruzaram as seguintes variaveis: pais de nascimento, duracdo de
viagem/estadia em zona endémica e motivo da viagem/estadia com a variavel serologia
positiva ou negativa para anticorpos totais anti-Plasmodium spp, verifica-se que quem
apresenta serologia positiva sdo principalmente os nascidos em zona endémica, com

estadias com maior duragéo e os residentes.
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Tendo em conta os critérios de seleccdo de dadores de sangue relativamente a malaria,
preconizados no DL 267/2007 de 24 de Julho e na Circular Normativa N° 001/CN-
IPST, IP/12 de 05.07.2012 do Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacdo, IP, e
considerando que a data de colheita de dados corresponderia a uma triagem de dadores
de sangue, podemos concluir que, contrariamente ao esperado a reducdo do tempo de
suspensdo dos dadores conjugado com um resultado seroldgico negativo ndo aumenta a

taxa de aprovacao de dadores de sangue.
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ESTUDO DE MALARIA

CONSENTIMENTO INFORMADO

Etiqueta de identificacdo da colheita

Declaro que fui informado e autorizei a utilizacdo de uma amostra do meu sangue, para
a pesquisa de anticorpos anti — Plasmodium.

Fui informado que é um estudo piloto a realizar a quem permaneceu em zonas
endémicas de Malaria e que ndo se trata de um estudo obrigatorio.

Fui informado que quem realiza o estudo desconhece a identificagéo do dador.

Fui, ainda informado que, em caso de positividade, serei contactado e enviado a uma
consulta para tratamento da doenca.

AN 1100 = W [0 B L= 1o (o] G

ASSINATUIA A0 TOCNICO: ... e e ettt e e e e e e e e e
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ANEXO 2
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INQUERITO A PESSOAS COM ESTADIAS PREVIAS
EM ZONAS TROPICAIS

Etiquata da identificagio da colbeita

" DATA i

Pretendemos conhecer melhor as pessoas que estiveram em paises tropicais de Africa, América ou

Asia. Por isso, pedimos-lhe que participe no questionirio. Por favor, devolva-o ao Técnico de Saide depois de
preenchido.

FEste questionario € anonimo.

1.Quantas viagens ou estadias fez/teve em paises com Paludismo ou Malaria?

2.Quando ¢ que fez a ultima viagem para um desses paises?

3. Alguma vez teve paludismo (maliria)? Sim  Nio

4.Em que paises esteve? (viagens ou residéncia)

Preencha UM quadro por pais ou viagem

Quadro 1:
a) Pais b) Motivo ¢)Quanto tempo la esteve? | d) Em que data
Estado Residéncia regressou?
Trabalho _ i
Regiio Visita' Ferias Dias/ Meses’ Anos (dia’ més/ ano)
Outro. Qual” (assinale o que interessa)

e) Teve Paludismo (Malaria) relacionado com esta estadia?

Nio
Sim - Ha quanto tempo? DiasMeses’ Anos
(assinale o que interessa)

f) Nesta estadia teve alguns cuidados para evitar contrair Paludismo (Malaria)? (Assinale quais)

Nenhuns cuidados

Mosquiteiro

Medicamentos: Meflogquina Malarone Doxiciclina ~ Resochina Desconhece
Outros. Quais? (especifique)

Observagdes que queira acrescentar:
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NOTA: se esteve s6 NUM pais ou fez apenas UMA viagem passe para a pagina seguinte (guestio 5)

Quadro 2:
a) Pais h) Motivo ¢)Quanto tempo la esteve? | d) Em que data
Estado Residéncia regressou?
i s Trabalho _ N A
Regido Visita' Férias Dias/ Mesas’ Anos (dia/ més/ ano)
Outro. Qual? (assinale o que interessa)

e) Teve Paludismo (Maliria) relacionado com esta estadia?

Nio
Sim - Ha quanto tempo? Dias/Meses’ Anos
(assinale o que interessa)

f) Nesta estadia teve alguns cuidados para evitar contrair Paludismo (Maliria)? (Assinale quais)

Nenhuns cuidados
Mosquiteiro

Medicamentos: Mefloquina Malarone Doxiciclina ~ Resochina Desconhece
Outros. Quais? (especifique)

Quadro 3:
a) Pais h) Motivo ¢)Quanto tempo la esteve? | d) Em que data
Fstado Residéncia regressou’?
T Trabalho _ N
Regiio Visita' Ferias RN (dia’ més’ ana)
Outro. Qual? (assinale o que interessa)

¢) Teve Paludismo (Malaria) relacionado com esta estadia?

Nio
Sim - Ha quanto tempo? DiasMeses’ Anos
(assinale 0 que interessa)

f) Nesta estadia teve alguns cuidados para evitar contrair Paludismo (Malaria)? (Assinale quais

Nenhuns cuidados
Mosquiteiro

Medicamentos: Mefloquina Malarone Doxiciclina ~ Resochina Desconhece
Outros. Quais? (especifiquel

Se fez mais viagens, por favor, peca outro inquérito e complete.
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Assinale Ndo / Sim ou Néio Sabe em cada uma das opcoes.

5.Como é que se pode apanhar Paludismo (Malaria)?

Picada de mosquito Nio Sim Nio sabe
Consumo de doua ou alimentos contaminados Nio Sim Nio sabe
Contacto sexual Nio Sim Nio sabe
Outra forma, indique qual:

6.Como ¢ que se pode evitar o Paludismo (Malaria)?

Medicamentos adequados Nio Sim Nio sabe
Vacinacio Nio Sim Nio sabe
Evitar picada de mosquito Nio Sim Nio sahe
Cuidados com consumo de agua ou alimentos Nio Sim Nio sabe

Outra forma, indique qual:

7.Na maioria dos casos, no inicip do Paludismo (Malaria) os sintomas sio idénticos a uma gripe?

Nio Sim Nio sabe

8.0s sintomas do Paludismo (Malaria) 50 podem comecar a partir de uma semana apos ter estado em

zona de Paludismo?

0.Caracterizacio do respondente:

Nio Sim Nio sabe

9° ano (5° ano licen)
127 ano (secundario)

licenciatura’ mestrado/ doutoramento

Sexo Idade Habilitacdes literarias Pais em que nasceu?
M _ anos até 4° ano (4" classe)
F 6° ano (ciclo)

Observages que pode acrescentar:

Muito obrigada pela sua participacéo.
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