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INTRODUCAO



INTRODUCAO

A malaria representaum grande problema de salide publica mundial, apresentando
anualmente mais de 110 milhdes de novos casos, segundo dados da Organizacdo Mundia da
Saide™. Isto representa a morte de cerca de 1 a 3 milhdes de individuos por ano,
principamente devido a infeccdo pelo Plasmodiumfalciparum. Estudos realizados na Gambia,
mostraram que a infeccdo pelo P,falciparum é responsavel por cerca de ¥, de todas as mortes,
em criancas com a faixa etéria de 1 a 4 anos™. AvaliacBes epidemioldgicas apontam para
aumento no nuamero de casos de internagdes no Brasil devido a infeccdo pelo plasmodio, de
6.761 para 55.332 individuos entre os anos de 1984 & 1992*'. O nimero de casos de 6bitos
registrados pelo Ministério da Salde, também esta aumentando de 815 para 1.150, entre o
periodo de 1983 & 1987%.

A hiperparasitemia, assim como a presenca das formas maduras do parasito no

sangue circulante, tém sido descritos como sina de mau progndstico®®

. Os grupos mais
susceptiveis para desenvolver aforma grave sdo criancas, idosos e gestantes™, porque o sistema
imune dos individuos nesses trés grupos apresenta disfuncdo associada, respectivamente, a
maturacdo, senescéncia ou processo de adaptacdo ligado a gestagdo. Os individuos
primoinfectados, assim como agueles que estgjam fora da &rea endémica ha mais de um ano,
correm maior risco de apresentar complicacdes na maéia'®. Episodios repetidos de maléria
favorecem a indugdo de resposta imune capaz de controlar as manifestagdes clinicas da infeccdo
pelo P. falciparum, com diminui¢do da freqliéncia das formas graves. Em areas malarigenas
consideradas de baixa endemicidade, a imunidade da populacéo é baixa, podendo ocorrer as

formas graves em qualquer faixa etéria™.

Abreviaturas: FNT-o= fator de necrose tumoral-a; Rs-FNT-o0= receptor soltvel do fator de
necrose tumoral-a; Fvw= fator de von Willebrand;; IL-1a= interleucina-a; IFN-Y= interferon-
y, IL-2= interleucina-2; IL-6 = interleucina-6; IL-8= interleucina-8; GM-CSF= granulocyte-
macrophage-colony- stimulating factor.



O quadro clinico da forma grave da mdaia € bastante pleomdrfico,
dependendo das manifestagbes da sindrome de inflamacéo sstémica. Essa sindrome também
tem sSdo detectada nas mais diferentes condicBes clinicas de origem infecciosa e ndo infecciosa,
como Spse, paradtemias, fungemias, viremias, pancregtite, politraumatismo e choque
hemorragico’. A administracdo endovenosa de endotoxina bacteriana® ou fator de necrose
tumord (FNT-o)” também induz quadro semdhante. Uma complicacio freguiente dessa
sindrome é o desenvolvimento de disfungdes de 6rgaos ou sistemas, tais como lesdo pulmonar
aguda, choque, insuficiéncia rend e a sindrome de disfuncéo de multiplos érgéos, que representa
0 comprometimento de pelo menos dois 6rgdos’. Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento

dessa smdrome 2o mltiplos, mas pode ser destacado 0 aumento do FNT-a: e a disfuncéo
endotelial”

1.1. Sindrome de disfuncdo de multiplos 6rgaos na malaria grave:

A forma cerebral da madé&ia é uma das manifestagBes clinicas mais freglientes e
sia taxa de mortdidade pode acancar aé 50% dos casos® . Os pacientes com lesbes
neurol 6gicas podem apresentar seqiiddas como ataxia, afasia, hemiplegia ou cegueira cortical™
Y A aaxia tem sido corrdlacionada com o desenvolvimento de lesdes locdlizadas na regizo
cerebeiar que se expressa histopatologicamente pela dta prevaéncia de seqliestro de hemécias
parasitadas na microcirculaggo, asim como hemorragia perivascular'®. O aumento da pressio
intracraniana, aferida por puncdo lombar, foi identificada em criancas com mal&ia cerebral ™,
mas ndo foi confirmado na tomografia computadorizada de crénio em pacientes adultos™. Para
controlar as lesdes neurolOgicas era utilizado corticosterdides, que entretanto ndo reduzia a
mortaidade™ %, mas prolongava o periodo do coma, quando o seu efeito foi comparado com
o do placebo™®.

As lesbes pulmonares gpresentam uma freqiiéncia de 3 a 10% e gerdmente se
manifestam por ateractes hemodindmicas e radioldgicas semdhante ao quadro de sindrome de
angustia respiratéria do adulto (SARA)®. O edema pulmonar tem sido associado & administragio
excessva de liquidos e & diminicao da pressio oncética™, mas a reducio da resisténcia vascular
pulmonar acompanhou a maioria dos pacientes que desenvolveu essa sindrome™. O mais



provavel € que o edema pulmonar na maléaria esteja relacionado com a disfuncéo da unidade
avéolo-capilar®, devido a lesfo das células endoteliais ou do pneumacito 11%°. Seqiiestro de
hemacias parasitadas pode estar presente em 51% dos pacientes que foram a Obito por
insuficiéncia respiratéria’. De qualquer forma, a presenca de lesio pulmonar representa um mau
prognostico, visto que a sua mortalidade pode atingir até 70% dos casos’.

A freguéncia de insuficiéncia renal aguda na maléria pode alcancar até 94% dos
casos nas forma graves™™®. Essa complicacdo é geralmente diagnosticada entre 0 4° e T_ dia ap6s
0 inicio da febre, acompanhada de hipercatabolismo e aumento répido da creatinina™®. A lesio
fundamental € a necrose tubular aguda, mas pode ocorrer uma ampla gama de apresentactes
histopatoldgicas, que varia da glomerulopatia a outras formas de tubulopatias™®. A insuficiéncia
renal pode ampliar ou mesmo causar disfungdes em outros 6rgéos, o que explica a freqlente
associacdo entre a lesdo renal e a presenca de edema pulmonar ou lesdes no sistema nervoso
Central 29 5871.

Na infeccdo pelo P. falciparum tem sido encontrada trombocitopenia™ e alteracdes
relacionadas & hemostasia®®, o que sugere ter ocorrido um estado de hipercoagulacéo. De fato,
Hemmer e cols™ mostraram que na disfuncio de miltiplos 6rgdos na maléria havia diminuicéo
da atividade plasmética da proteina C e do inibidor-1 da proteina C, associado com elevacdo
da concentragdo do complexo trombina-anti-trombina I11. Todas essas alteragfes apresentam
forte correlagdo com o grau de parasitemia, tendo se normalizado apds a eliminagdo dos
parasitos. Fendbmenos hemorragicos, como epistaxe, hemorragia subconjuntival e hemorragia
gengival podem ocorrer em até 9% dos pacientes com maléria cerebral’® . Por outro lado, a
coagulago intravascular disseminada no tem sido relatada com muita freqgiiéncia na maléria.

Os mecanismos envolvidos na fisiopatogenia da sindrome de inflamag&o sistémica

na maléria ainda sdo pouco conhecidos. Os principais eventos relacionados com esse processo
tém sido avaliados através dos achados experimentais e clinicos.

1.2. Modelos experimentais na malaria grave:

Os modelos experimentais tentam simular o desenvolvimento da forma grave de
maléria humana. Na infeccéo produzida pelo P. berghei Anka em camundongos susceptivels do
tipo CBA, ocorre o aparecimento de lesdes neuroldgicas a partir do 6° dia de infeccdo. Estudo
empregando técnicas de microperfusdo mostrou que as lesdes mais caracteristicas foram o
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aumento da permeabilidade capilar, intensa congestdo vascular e presenca de numerosos
mondcitos ativados aderidos a0 endotélio®™®. Nesse modelo ndo foi possivel determinar se a
disfuncdo endotelial foi causada por ativacdo ou lesdo. Outros autores® ndo confirmaram essas
alteracdes na integridade da barreira hémato-encefdlica. De qualquer forma, as lesdes da forma
grave da maldria murina tem sido atribuida a0 aumento na producdo do FNT-a** % O
desenvolvimento da lesdo neurol dgica depende da cooperacdo de linfécito T#, assim como da
participacdo de outras citocinas como interferon-7, interleucina-3 e GM-CSF* *. Durante
a infeccdo pelo P. berghet em murinos tem sido detectado aumento de producdo pelos
macrofagos de FNT-o''* e radicais livres”. O uso de anticorpo anti-FNT-a nesses animais
bloqueia o desenvolvimento das lesdes neurolégicas™. A injecgo endovenosa de FNT-a reproduz
os achados de disfuncdo de multiplos 6rgos do paciente com a forma grave de malaria®®?. O
FNT-apode, também, estimular a producdo de 6xido nitrico nas células endoteliais®, que possui
apropriedade de se difundir pelo tecido nervoso e interferir com a transmissdo sinaptica normal.

Ainda n&o foi esclarecido porque ocorre aumento na producdo do FNT-a na
malaria murina, mas especula-se que sga através da estimulagdo pelos antigenos do parasito.
Tais antigenos, gque funcionam como exotoxinas, possuem propriedades semelhantes as das
endotoxinas bacterianas™, podendo estimular os macréfagos a aumentar a producéo e liberagéo
do FNT-a®®'". Um dos efeitos do FNT-a nos fagdcitos é a indugio da produciio de enzimas
proteoliticas e radicais livres do oxigénio®, assim como do aumento da expressio das moléculas
de aderéncia na superficie celular®®. O fagdcito ativado reconhece receptores na superficie do
endotélio, e nesse intimo contato intercelular pode ocorre disfuncdo da células endoteliais®. De
fato a deplecéo prévia dos fagoécitos produz uma reducdo significativa na frequiéncia da disfuncdo
de multiplos 6rgdos, quando foi feito injecdo endovenosa de TNF-a nos animais’.

Apesar da maéria cerebral murina apresentar varios pontos em comum com a
forma grave humana, existem pelo menos duas grandes diferencas. A elevada taxa de
mortalidade nos modelos murinos, acancando mais de 95% dos animais'® ** *2, em contrapartida
com a forma humana que € em torno de 20% dos casos. A outra diferenca fundamental € que
na maléria murina o monécito é a principa célula aderida & superficie do endotélio™®, enquanto
na forma humana sfo as hemécias parasitadas™. Deste modo, se faz necessario o
desenvolvimento de metodologia que possibilite estudar os mecanismos envolvidos na forma
grave da malaria no préprio paciente.



1.3. Imunopatogenia da forma grave de malaria:

Os principais achados histopatolégicos encontrados nos pacientes que foram a
6hbito por maléria, tem sdo a presenca de hemécias parasitadas na microcirculagi® . O
seqliestro dessas cdulas tem sdo considerado uma caracteristica obrigatoria na infeccéo pelo P.
falciparum, independente do tipo de evolucéo clinica do paciente. Esse processo fornece ao
paradto pelo menos duas vantagens tedricas. favorece 0 sau crescimento  condicOes
microaerdfilas'™, presentes na regido venular pés-capilar, assm como permite que o parasito
possa se evadir dos mecanismos de diminacdo esplénicos.

A capacidade do parasito de e ligar as cdulas endotdliais envolve a presenca de
estruturas na superficie das hemécias parasitadas'®. A citoaderéncia estd associada com a
presenca de protuberancias, que sfo deformagbes na superficie da membrana, induzidas pelo P.
falciparum durante o seu desenvolvimento intraeritrocitéric®. Entretanto, foi mostrado que
hemécias parasitadas sem protuberancias, também podem aderir & superficie de outras cdlulas™.
O fendmeno de formacdo de rosetas, que consste na aderéncia entre hemécias parasitadas e néo
parasitadas™®, ocorre de maneira mito intensa quando esta associado com a lentificacgo do fluxo
sanguineo™, como é observado na regido venular pos-capilar. Especula-se que o fendmeno de
aderéncia dessas células produza obstrucéo do fluxo sanguineo na microcirculagdo, gerando
andxia tissular que pode evoluir para disfuncdo de mlltiplos érgéos. De fato, a obstrucéo dos
vasos sanguineos pelas rosatas foi observado em moddo ex vivo™ e a gravidede das lesbes
neuroldgicas tem sido correlacionada com a intensidade do fendmeno de aderéncia asociada as
hemécias parasitadas'™.

Recentemente, tem Sdo detectado aumento na concentracéo plasméaticade FNT-a,
nos pacientes com madria por faciparum (Tabela 1). Uma grande variabilidade nos resultados
foi observada nos diversos estudos sobre 0 FNT-a e a maéia grave. Esse fao deve-se aos
diferentes critérios de inclusfo adotados e aos diferentes tipos de testes empregados. Apds a
negativacdo da parasitemia e da recuperaco clinica do paciente tem ocorrido a normaizacdo nos
nives dessa citocing™ ®1®, Além da deteccib no sangue periférico o FNT-o: tem sido
identificado no liquor de pacientes com a lesfo neurol6gica®, mas outros autores mostraram que
em criancas com maléria cerebra o nive liquérico estava norma™.
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Tabela 1. Concentracdo de fator de necrose tumoral-a (FNT-a)
na infeccdo pelo P. faiciparum no adulto

Forma FNT-a (pg/mL)
Ref. Clinica (técnica) Observacdes
-Adultos-
14 NE 5-495 A concentracdo de FNT-a no grupo
(IEE e RIE) faiciparum foi maior que no vivax
IFN-y e 1L-1 estavam normais
21 M 28,5% > 50
(IEE)
35 G 120 +65* IL-6=44 pg/mL(média)
(IEE) IL8= 216 pg/ml (média)
48 G 142%*
(RIE)
58 G 970** FNT-a mais elevado na forma grave
(RIE)
91 M 35 + 30* A concentracdo do Rs-IL2 e GM-CSF
(RIE) foi maior na forma grave
109 G NE O nivel do FNT-a, IL-6 e IL-2 estavam
(IEE) mais elevados na forma grave
-Criancas-
44 G 148 + 25* O nivel de FNT-a foi maior na forma grave
(RIE)
63 G NE O nivel de FNT-a foi maior na fase aguda
(IEE) normalizando no periodo de convalescéncia
64 G NE O risco relativo de 6bito foi de 4,1 para
(IEE) concentracdo de FNT-a maior que 500
83 NE 260*
(IEE)
105 G 110* O nivel de FNT-a foi maior no grupo grave
(IEE)

*QOs valores correspondem a média + desvio padrdo; ** corresponde a mediana
Abreviaturas: Ref.= referéncias; G= grave; M= moderada; NE= N&o especificicado;
(EE= Imunoensaio Enzimético; RIE= R&dio Imunoensaio; IFN--y= Interferon-y;

IL-1 -6 -8= Interieucina-1 -6 -8.



O FNT-atem sido correlacionado com a gravidade da lesfo neuroldgica e foi caculado um
risco relativo de 4,1 para concentragio de FNT-a maior que 500 pg/ml®. O aumento da
concentracdo plasmética do FNT-a tem sido correlacionada com outras varavels, como
hiperparasitemia™>®1®  trombocitopenia®, anemia® e hipoglicemia™®.

Outras citocinas, também, estéo envolvida na forma grave da mdé&ia. Foi
detectado aumento da concentragzo plasmética de IL-6* %, IL-8%, IL-1a*, receptor solive de
IL-2"! e GM-CSF™. Os mecanismos envolvidos na desregulacdo das citocinas na maéria grave
anda ndo foram esclarecidos, mas os macréfagos obtidos de pacientes com maaria por
fdciparum produzem dgnificativamente mais FNT-a do que as cdulas obtidas do
controle®. Esse aumento de producdo ocorre com a céula em repouso e de maneira significativa
quando ela é estimulada.com endotoxinabacteriana®. A eevacgo do FNT-o: no sangue periférico
dos pacientes com maléria antecede o desenvolvimento da febre® e pode ser controlada com a
administiraggo de anticorpo anti-FNT-a **. Além disso, citocina participa da respostaimune
anti-parasitéria, inibindo a proliferacdo do plasmédio de forma direta® ™ ou indireta através da
ativacio dos fagdcitos™.

Até o momento, ndo fo exclarecido se a difungdo endotdlid esta presente na
ma&iagrave. A deteccdo do aumento global da permesbilidade capilar®® ™ faz supor que tenha
ocorrido disfuncéo das cdulas endotdliais. De fato, tem Sdo detectado através da microscopia
eletronica edema endotelia, ou até céulas endoteiiais em processo de degeneracéo, em materia
obtido de pacientes que foram a 6bito® %™, No entanto, a maioria das cdulas gpresentavam
morfologia normal™. Recentemente, Hviid e cols® mostraram que pacientes com a forma
moderada de madaia apresentaram devacdo na concentracdo plasmética da molécula de
aderéncia intercelular-1 e da sdectinaE, também chamada de molécula de aderéncia dos
leucdcitos e endotélio-1. A deteccdo dessas moléculas de aderéncia serve para avaiar adisuncéo
endotelid e nesse estudo houve normdizagdo dos niveis gpds o0 controle da parasitemia No
entanto, esse estudo ndo avdiou a participacd do aumento do FNT-a ou do fendmeno de
aderéncia associado as hemécias parasitadas. Existe a necessdade de estudar a ocorréncia da
disfuncédo endotelid na maaria grave e suas relactes com o FNT-a.



2.1. Principais. -

2.2 Secundério: -

OBJETIVOS

Estudar a disfun¢do do endotélio na forma grave de malaria,
através da deteccdo de selectina-E e fator de von Willebrand

Correlacionar a disfuncéo do endotélio com o nivel de fator de
necrose tumoral-a e interleucina-la

Correlacionar a disfuncdo do endotélio e o nivel de FNT-a: com
parémetros clinicos e laboratoriais
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GRUPOS DE ESTUDO E METODOS

3.1. Tipo de estudo e formagdo dos grupos:

Estudo de série de casos realizado durante 0 1° semestre de 1990 até o 1° semestre de
1993. O principal critério de inclusdo foi a presenca da forma grave de maléria causada pelo
Plasmodium falciparum. Pacientes de ambos os sexos, com idade compreendida entre 15 e 65
anos, gue foram admitidos nas Unidades de Terapia Intensiva ou Pronto Socorros dos seguintes
Hospitais. Hospital Universitério de Brasilia (DF), Hospital de Base (DF), Hospital Regional de
Sobradinho (DF), Hospital Regional de Taguatinga (DF), Hospital Regional da Asa Norte (DF),
Hospital Santa Lucia (DF), Hospital de Doencas Tropicais (GO) e CEMETRON (RO).

A malaria foi definida pela presenca de formas assexuadas de P. falciparum no sangue
periférico. O quadro clinico foi considerado grave quando estivesse presente, pelo menos, um

dos seguintes critérios, de acordo com a proposta da OMS™:

|. Sindrome de Angustia Respiratéria do Adulto (SARAY):

# Critérios de Inclusdo: Pressdo parcia de O, arterial (PaO,) < 70 mm de Hg, para uma fracéo
ingpirada de O, (Fi02) > 40%; elou Rx simples de térax compativel com edema pulmonar
(infiltrado pulmonar bilateral).

# Critérios de exclusdo: pacientes portadores de doenca pulmonar crénica e/ou cardiopatia.

[I.Malaria cerebral:

# Critérios de inclusdo: coma que ndo possa ser atribuido a outras causas, inclusive hipoglicemia.
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# Critérios de exclusdo: Presenca de doencas neuroldgicas prévias.

[11. Anemia grave:
# Hematdcrito < 15% ou hemoglobina < 5 g/dL.

V. Insuficiéncia renal aguda:

# Débito urind&rio < 400 mL/24 h ou creatininemia > 3mg/dL.

V. Hipoglicemia:
# Glicemia < 40 mg/dL.

V1. Choque:

# Pressdo arterial sistélica < 70 mm de Hg, associada a ma perfusdo das extremidades.

VII. Hiperparasitemia:

# Parasitemia > 5% em individuos ndo imunes, ou > 10% ou >250.000 parasitos/xL nos

semi-imunes.

VIII. Aumento da bilirrubinemia

# Bilirrubinemia total > 3 mg/dL.

IX. Hemorragias:
# Sangramentos espontdneos em mucosas ou associado com a coagulacdo intravascular

disseminada (tempo de protrombina e tempo de sangramento acelerados, presenca de produtos

derivados da fibrina).

A sindrome de inflamagdo sistémica foi definida segundo os critérios da ACCP/SCCM*
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*

*1 nela presenca de pelo menos dois dos seguintes parametros: 1) temparaturaretal > 38°C ou
< 36 °C; 2) freguéncia cardiaca > 90 batimentos por minuto; 3) frequéncia respiratoria > 20
incursdes respiratdrias por minuto ou PaCO, < 32 mmHg; e 4) leucometria > 12.000 ou

<4.000/mm?®, ou > 10% de formas jovens (bastdes).

3.2. Grupo de estudo:

Foram estudados 19 pacientes com a forma grave de maaria por P. falciparum. As
principais caracteristicas dos pacientes com falciparum estédo descritas na Tabela 2 e Anexo Il.
A idade médiafoi de 29 anos, em ambos o0s grupos, sendo a grande maioria do sexo masculino.
O numero de episodio prévios de maléria apresentou ampla variagdo, de nenhum caso até mais
de 50. No entanto, ndo houve diferenca significativa da freguiencia entre os dois grupos.

O loca em que os pacientes contrairam a infeccdo foi bastante heterogéneo,
havendo predominéancia dos Estados de Rond6nia, Mato Grosso e Pard. O tempo decorrido entre
0 inicio dos sintomas e a data da colheita de sangue foi de 6,1 + 3,2 na forma grave e 5,7 +
6,5 dias. As pacientes graves #4 e #16 do grupo grave eram gestantes e se encontravam,
respectivamente na 32° e 16° semana de gestagdo. A profissdo que mais se destacou foi a de
garimpeiro que correspondeu, respectivamente, a21,1%e42,1% da forma grave e moderada
de malaria

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes da forma grave foram obtidos nas
primeiras 24 h de internagdo (Tabela 3, tabela 4 e anexo 11). Destacam-se a presenca de
hipotensdo arterial (70,7 +£12,6 rnmHg), taquipnéia (24,7 irpm), febre e hepato-esplenomegalia
em mais de 50% dos casos. Os achados laboratoriais mais significativos estdo expressos na
Tabela 3 e Anexo Il. Foi detectado anemia (28,9 = 8,5), retencéo nitrogenada (creatininemia
de 32 + 1,8 mg/dL), hipoxemia (PaO,= 76,33 + 25 mmHg) e acidose metabdlica.

'ACCP/ISCCM = American College of Chest Physicians/Society of Criticai Care

Medicine
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Tabela 2. Dados epidemioldgicos dos pacientes infectados
pelo Plasmodium falcioarum *
Forma clinica

Crave Moderada
N° (masculino/feminino) 15/4 21/2
Idade (anos) 29+13 29+8
N° de episodios anteriores
de malaria 0 5 4
1-4 7 5
> 4 2 7
indeterminado 4 5
Local da infecgao:
-Goias 3 2
-Maranhao 1 0
-Mato Grosso 6 4
-Para 1 7
-Rondonia 6 10
-Roraima 1 0
Tocantins 1 0
Demora para inicio do
tratamento (dias) 64 +3,3 62 + 6,6
Evolugcdo (Obito/sobrevida) 4/15 0/23

*Os valores + definem a média + desvio padrao
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Tabela 3. Achados laboratoriais em 19 pacientes
com malaria grave por Plasmodium falciparum

Variavel X + desvio padréo (N)

Hematdcrito 28,9 = 85 (19
Creatininemia (mg/dL) 32 + 18 (18)
Glicemia (mg/dL) 99,9 + 34,2 (15)
Bilirrubinemia (mg/dL) 10,3 + 10,5 (13)
PaO, (mmHQ) 76,3 = 25,7 (9)
PaCO, (mmHgQ) 26,9 + 7,2 (9
HCO; (mEg/L) 159 £ 6,9 (10)
pH 7,28 + 0,23 (10)
Na sérico (mEg/L) 132,8 = 8,7 (13)
K sérico (mEg/L) 4,1 = 0,9 (16)
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Tabela 4. Achados clinicos em 19 pacientes
com maléria grave por Plasmodium falciparum

Variavel Desvio padrao (N)
Frequéncia cardiaca(bpm) 101 +, 18 (19)
Frequéncia respiratoria (irpm) 24 + 8 (19)
Temperatura axilar (°C) 37,3 £ 11 (19

Presséo arterial (mmHg)

-Sistdlica 95,8 + 12,3 (19

-Diastdlica 58,1 + 12,8 (19

-Média 70,7 + 12,6 (19)
Hepatomegalia (%) 57,8 (19)
Esplenomegalia (%) 63,2 £ (19)
Escala de Glasgow 144 + 0,6 (19
APACHE Il 154 £ 7,4 (9)

bpm= batimento por minuto; irpm= incursdes respiratorias
por minuto.
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3.3. Grupo controle:

Estes grupos foram formados pelos casos de malaria por P. falciparum ndo grave (forma
moderada) e pelos casos de infeccdo pelo P. vivax. Os controles higidos foram definidos pela
auséncia de qualquer condi¢do patolégica ou uso de qualquer fé&rmaco duas semanas que
antecederam a colheita de sangue.

3.4 Consideracdes éticas:

Por se tratar de pesquisa clinica com "risco minimo" (Art. 7, Inciso Il; e Artigo 13.
Resolucdo N° 01/88, Conselho Nacional de Saude, Ministério da saide), foi solicitado apenas
0 consentimento pos-informacgdo, sem a formulacdo por escrito. Esse consentimento foi obtido
do proprio paciente, do seu Médico Assistente ou dos familiares.

O consentimento obtido permitiu colher amostra de sangue venoso e a consulta dos registros
no prontuario. Em nenhum momento houve interferéncia na conducdo dos casos, exceto quando

solicitado.

3.5. Critérios de gravidade:

O sistema de classificacdo de critério de gravidade "APACHE II" (Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation) e o indice de Glasgow foram aplicados nos pacientes com a forma
grave de malaria. Os parametros necessarios foram obtidos nas primeiras 24 h da admissdo
(Anexo 1), utilizando o programa APACHE 11, verséo 2,4.

A escala de coma de Glasgow varia de 3 a 15 pontos. A gravidade € inversamente
relacionada o nimero de pontos obtidos para as seguintes variaveis. 1) abertura dos olhos; 2)
performance da resposta motora; e 3) resposta aos comandos verbais.

O APACHE Il variade 11 a 59 pontos e a gravidade esta diretamente rel acionada com
com o numero de pontos obtidos. Os parametros necessarios para o sue preenchimento forma os
seguintes: 1) escalade Glasgow (15- o valor obtido); 2) temperaturaretal; 3) D(A-a)O,; 4) PaO,;
5) PaCO,; 6) pH arterial; 7) sodio sanguineo; 8) potassio sanguineo; 9) creatininemia; 10)
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hematdcrito; e 11) leucometria.

3.6. Colheita e processamento do sangue:
Cerca de 10 mL de sangue venoso foram colhidos em tubos com vacuo. O materia foi
centrifugado 750 x g, a4 °C, durante 10 minutos. O plasma ou o soro foram aliquotados em
tubos de Eppendorf e estocados a 70°C até o dia da realizagdo dos testes. Todos as amostras

foram processados simultaneamente em cada teste

3.7. Imunoensaio Enzimatico (IEE) para a determinagdo do fator de necrose
tumoral- (FNT-a):

A técnica utilizada foi a descrita no manual do Kit de |EE para detecgdo do FNT-a: (TNF-a
ELISA KIT, da Cistron Biotechnology, USA. Catalogo N0.04-0096, lote No. GPT 195). O seu
limite minimo de deteccdo é de 10 pg/mL. A variabilidade intra- e inter-observador €,
respectivamente, de 5,5 e 7,9%. N&o apresenta recOes cruzadas com FNT-, IL-1a IL-18, IL-2,
IL-3, IL-4 ou IL-6 As etapas técnicas foram as seguintes:

3.7.1. As escavacles ja haviam sido pré-tratadas com anticorpo monoclonal anti-FNT-a
3.7.2. Todas as lavagens foram feitas com PBS-TWEEN-20 0,02%

3.7.3. Adicdo das amostras de plasma ou padrbes (10 a 2.500 pg/mL), em duplicatas, por 2 h.
3.7.4. Lavagem

3.7.5. Anticorpo de coelho anti-FNT-a; por 2 h.

3.7.6. Lavagem

3.7.7. Anticorpo anti-IgG de coelho, marcado com peroxidase por 30 min.

3.7.8. Substrato (Ortofenilalanidiamine (OPD) + H20, 3%) por 15 min

3.7.9. Solucdo de interrupcéo: H,S04 4 N.

3.7.10. Leitura no espectrofotdbmetro utilizando filtro de 490 nm.

3.8. Imunoensaio Enzimético (IEE) para a deteccdo da interleucina-la (EL-1a):

A técnica empregada foi do manual contido no Kit de |EE para deteccdo de IL-1a: (Human

21



Interleukin-la: ELISA KIT, Lote OD74, Oncomembrane, Inc., Seattle, USA).

O limite minimo de deteccdo destatécnica é 0,5 pg/mL, ndo apresentando reacdo cruzada
com alL-1p. A variabilidade intra-observador é de 3,7 a 4,6%, enquanto a inter-observador &
de 3,8 a4,4% .

A segiiéncia utilizada, de maneira resumida, foi a sequinte:
3.8.1 . Anticorpo de camundongo anti-ILahumano
3.8.2. Todas as lavagens foram realizadas com PBS Dulbecco
3.8.3. Solucéo de bloqueio por 4 h
3.8.4. Lavagem
3.8.5. Adicionado plasmas e padrdes de IL-1a humano recombinante (7,8 a250 pg/mL) em
duplicatas, por 12 h.
3.8.6. Lavagem
3.8.7. Segundo Anticorpo de coelho, anti-IL-la por 2 h

3.8.8. Terceiro Anticorpo de cabra, anti-IgG de coelho, marcada com peroxidase. Incubar

durante 2 h.
3.8.9. Lavagem
3.8.10. Adicdo do substrato (OPD + Tamp&o Citrato-fosfato) por 20 min
3.8.11. Interrupcéo da reacdo com H,SO4 1 N

3.8.12. Leitura no espectrofotdmetro de microplaca utilizando filtro de referéncia de 492 nm.

3.9. Imunoensaio enzimético (IEE) para deteccdo de selectina-E:

Segundo o manual fornecido pelo fabricante(SELAM-I ELISA, Lote 01/0393, Bender
Medsystem, Viena, Austria) o limite minimo de deteccdo do teste € de 1,6 ng/mL, enquanto a
sua variabilidade intra-observador e inter-observador €, respectivamente, de 3,7% e 4%. Néo
€ descrito nenhuma reac&o cruzada com outras citocinas ou receptores soluveis. |L-8, sSICAM-1,
SFNT-R, FNT-B, CD,, IL-2R, 11-6 ¢ LECAM-1.

As etapas adotadas neste teste foram as seguintes:

3.9.1. Lavagem das escavagOes previamente sensibilizadas com anticorpo monoclonal murino
anti-selectina-E e blogueadas.
3.9.2. Adicéo do plasma (diluicdo 1.5) e dos padrbes de selectina-E (1,6 até 50 ng/mL)

22



3.9.3.

3.9.4.
3.9.5.
3.9.6.
3.9.7.

Adicdo de anticorpo monoclonal murino anti-selectina-E marcado com conjugado.
Incubacéo por 2 h.

Lavagem

Adicéo do substrato: Tetrametil-benzidina + perdxido de hidrogénio tamponado a 0,02%
Blogueio da reacdo com H,SO, 4 N.

Leitura no espectrofotdmetro de microplacas, utilizando filtro de leitura de 450nm e
filtro de referéncia de 620 nm.

3.10. Imunoensaio Enzimatico (BEE) para a deteccdo do fator de von Willebrand

(FVW):
Esse teste foi realizado segunda a técnica padronizada no Laboratério CIRESP (Séo

Paulo) As etapas foram as seguintes:

3.10.1

3.10.2.
3.10.3.

3.10.4.

3.10.5.

3.10.6.

Sensibilizacdo das placas: Foram utilizadas placas de microtitulagdo de poliestireno
descartaveis com 96 orificios (Hemobag-Produtos Cirurgicos Ltda.). Em todos os
orificios foram colocados anticorpo anti-FVW humano (Sigma, USA, Lote: 111H-4897)
diluido 1:1.000 em PBS pH 7,2. A incubacdo foi por 12 h a4°C, em camara Umida
Blogueio com solugéo de albumina 3% em PBS por 30 min.

Diluicdo do plasma: O plasma dos pacientes e dos controles foram colocados em tubos
de ensaio e diluidos em solugdo de abumina 1% em PBS, nas seguintes proporcgoes:
/50, 1/100, /500, 1/1.000, 1/2.000. O mesmo processo de dilui¢cdes sucessivas foi
utilizado com a solugdo padréo de crioprecipitado do fator VIII.

Adicdo do material a placaz Todas as lavagens foram feitas com solucOes de PBS-
TWEEN 20 0,05%. Em uma das colunas da placa foi colocado a solucéo padréo do
criprecipitado do fator VII1. Numa segunda coluna foi distribuido 100 uL de albumina
1% pura ("blank"). A Incubacdo durou 60 minutos, a 37 °C, em cémara Umida e
escura.

Conjugado anti-FVW: O conjugado anti-FVW (1:750), marcado com peroxidase
(Dakopatts, Lote 127, Dinamarca) foi diluido em albumina 1% em PBS e incubado
durante Ih a 37°C.

Sistema revelador: Adicéo do substrato (OPD + H,0,)
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3.10.7. Solugdo de Interrupcdo: HCL 1 N.

3.10.8. Leturado resultado: Comparacao das diluigdes com os controles positivos. O ponto de
corte estabelecido foi de 1.50.

3.11. Testes estatisticos:

Todos os dados foram apresentados pela média + desvio padrdo e quando possivel o
intervalo de confiangca de 95%. O vador do P menor que 0,05 fol consderado como
edatisticamente significativo. Todos os resultados foram bicaudais. As varidveis discontinuas
foram andisadas pelo teste Exato de Fisher™. As varidveis continuas, com distribuicio normal,
foi utilizado a andlise univariada associado com o teste de Duncan™.

O teste de regressdo linear mltiplo foi utilizado para estudar a relacéo entre a concentracéo
da sdectinaE e as varidvels pressio arterial, creatininemia, glicemia e nimero prévios de
maaria. O teste de corrdlacéo foi utilizado na comparacéo entre o sdectinaE, FVW, FNT-a e
IL-la.

O programa edtatigtico utilizado foi 0 SAS (SAS Indtitute, Cary, NC, USA).
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RESULTADOS

Dos 42 pacientes infectados pelo p. falciparum, 45,2% desenvolveram as formas graves
da maéria, segundo a definicito da OMS™. Ese pacientes gpresentasam a sindrome de
inflamacéo Sstémica, associada a disfuncéo de muliplos érgéos (Fig 1). A Insuficiéncia Rend
Aguda foi a complicacdo que gpresentou a maior frequéncia, comprometendo 63,2% dos
pacientes. Outras manifestagdes foram a hiperbilirrubinemia, acidose metabolica, SARA, lesbes
do dstema nervoso centra, hipoglicemia, hemorragia e anemia erave.

N de pacientes

Figura 1. Apresentacdo das manifestagbes clinicas dos 19 pacientes com a forma grave de mdé&ia. OpHea
glicemia s6 foram detectados em, respectivamente, 10 e 15 pacientes. Os critérios foram os seguintes. IRA=
Insuficiéncia Rend Aguda (creatininemia > 3 mg/dL €lou dligo-anaria); Hiperbilirrubinemia (bilirrubina > 3
mg/dL); Hiperparasitemia (> 5% ou >250.000 parasitog/plL); acidose (pH<7,25 ou HCO; plasmético< 15
mEQg/L); SARA= Sindrome de Angldtia Respiratdria do Adulto (hipoxemia refrataria a oxigenioterapia); SNC =
Disfungdes do SsemaNervoso Central (convulsio, coma, etc); hipoglicemia (glicemia <40mg/dL); e anemiagrave
(anemianormocitica e normocrémica, com hematéerito < 15% ou hemoglobina < 5 g/dL). Critérios de gravidade
de mal&ria grave da OMS™ .
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4.1. Deteccao do fator de necrose tumoral-o(FNT-o) por Imunoensaio
Enzimatico (IEE):

A. Determinacdo da curva padrdo:

A curvapadréo foi obtida utilizando os padrdes de FNT-a: recombinante fornecidos peic

fabricante. Os testes foram feitos em duplicata e apresentou uma correlacdo linear de 0,995152
(Fig 2).
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Figura2. Curva padréo da deteccdo do Fator de Necrose Tumoral-a
(FNT-0), aravés do Imunoensaio Enzimético.
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B. Reaultados do |EE:

A média geométrica da concentrac@o plasméaticade FNT-a na forma grave foi de 104
+ 279 pg/mL, enquanto os outros grupos n&o foram detectados producéo dessa citocing,
porque se encontravam abaixo do limite de deteccdo de 10 pg/mL. Além disso, as maiores
concentragdes de FNT-a foram detectadas em dois pacientes com a forma grave que evoluiram
para Obito: pacientes #3 e #10, respectivamente, com 1.115 e 522 pg/mL. Foi utilizado teste
edatigtico ndo paramétrico para avdiar a diferenca entre esses 2 grupos, comparando a
concentrac@o plasméticado FNT-a > ou < 10 pg/mL (Tabela 5). O aumento da concentracdo
plasmética do FNT-a foi maior no grupo grave, tendo sido detectado aumento em 26,3% a
concentracéo do FNT-a > 10 pg/mL, enquanto todos os pacintes com a forma moderada e vivax
foi < 10 pg/mL. Esta diferenca entre os grupos foi dtamente sgnificativa (P=0,01). No
entanto, ndo foi possivel demongrar relacéo entre os nivels de FNT-a e a evolugéo para 6hito
ou recuperacdo (P> 0,05) (Tabela 6).
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Tabela 6. Deteccdo do fator de necrose tumoral-a (FNT-a:) e do fator
de von Willbrand (FVW) em relacdo com a evolucdo da forma grave

Teste Sobrevida Obito P*
FNT-a(pg/mL)

< 10 12

> 10 2 0,3
VEW (Titulo)

< 100

> 100 0,2

*Teste Exato de Fisher

4.2 Deteccdo de interleucina-lac (IL-lo) por Imunoensaio Enzimético(l EE)

A. Determinacéo da curva padrao:

Com curva padréo de IL-1a foi obtido um coeficiente de

correlacéo de 0,9890 (Figura 3)

B. Resultado do |IEE da IL-la:

Na tabela 7 estdo expressos os resultados da deteccéo de IL-la A média
geométrica da concentragdo plasmatica de IL-al foi e 99 *+ 242 pg/mL na forma moderada
de malaria. Nos outros grupos a concentracdo foi menor do que o limite de deteccdo de 0,5
pag/mL. A freqiiéncia de deteccdo de IL-la foi de 28,6% na forma moderada e nenhum no

grupo grave. Essa diferenca ndo apresentou diferenca significativa (P>0,05) (Tabela 7).
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Figura 3. Curva padrdo da interleucina-lo, por imunoensaio enzimético

Tabela 7. Concentracao plasmatica de Interleucina-la (IL-1a),
em individuos com malaria

P. falciparum (forma clinica) (%) P. vivax (%)

(bg/mL) Grave (8) Moderada (7) (6)
< 0,5 100 1.4 100
>0.,05 0 28.6 0

Teste Exato de Fisher
a- Gae X Moderada P > 005
b- Gae X vivax P> 005
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4.3. Deteccdo do fator devon Willebrand (FVW) por Imunoensaio Enzimatico
(IEE)

Os maiorestitulos de FVW ocorreram naformagrave de malaria, quando comparado
com aformamoderada (P=0,02)(Tabela8)(Fig 4). Dois pacientes do grupo grave (#3 e #16)
tiveram os maiores titulos do FVW e foram a 6bito. No entanto, néo apresentou diferenca

dgnificativa quando foi comparado a fregiiéncia dos titulos e a evolugdo para Obito ou
sobrevida (P> 0,05)(Tabela 6).

Tabela 8. concentracdo plasmatica do fator de von Willebrand
em individuos com malaria

FPWV R falciparum (forma clinica)(%)  P. vivax (%)

(Titulo) Grave (19) Moderada (19) ®)

< 100 58,3 73,9 83,3
> 100 41,7 26J 16,7

Teste Exato de Fisher

a-Grave X Moderada P= 0,02

b-Grave X Vivax P= 0,07

c- Grave X Moderada + vivax P= 0,008
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4.4. Deteccao da sdlectina-E plasmética por Imunoensaio enzimatico (1EE):

A. Determinacdo da curva padrao:

A curva padréo de sdectinaE foi definida através da utilizacdo dos vaores de
referéncia fornecidos pelo fabricante. Os testes forma redizados em triplicata e foi obtido um
coeficiente de corrdacdo de 0,996 (Fig. 5)
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Figura 5. Curva padrdo da sdectinaE obtida aravés de Imunoensaio enzimético,
O codficiente de Pearson foi 0,9960.
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B. Resultados do | EE da selectina-E:

A média geométrica da concentragcdo plasmética da selectina-E na forma grave de
Malariafoi 52,1 + 34,9 ng/mL, enquanto na moderada 34,6 + 16,1 ng/mL. Essa diferenca
foi altamente significativa entre os 2 grupos (P<0,05). A concentragcdo da selectina-E no
grupo vivax e controle Normal foi, respectivamente, 26,9 + 6,8 e 22,1 + 3,8 ng/mL, mas
a diferenca ndo foi significativa (P>0,05) (Fig. 7) (Tabela 9). Por outro lado, nas dua
formas de infeccéo pelo falciparum a concentracdo de selectina-E foi maior do que no grupo
Normal (Fig 7)(Tabela9).

Tabela 9. Concentracéo plasmética de selectina-E nos
individuos com mal&ria

N média + desvio padrio IC 95%

(ng/ml)
P.falciparum
(forma clinica)
Grave 19 52,1 + 34,9 % 35,3 - 68.9
Moderada 23 346 + 16.0 * 27.6 -41,5
P. vivax 6 269 + 2.8 *7 19.8 - 34,1
Normal 13 221 + 38 *+% 19.8 - 24 4
Andlise Univariada e o teste de Duncan
* P<0,05
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Figura 6. Concentracdo plasmética de sdectinaE nos pacientes com mdaia por P. falciparum. A linha
horizontal representa a média e a regid superior e inferior do reténgulo o intervalo de confianca de 95 %.
Houve diferenca significativa entre a forma grave e moderada (P<0,05). As duas formas clinicas da infeccéo
pelo p. falciparum goresentaram  concentracdo de sdlectingE maior do que o controle normd (P<0,05)
(Andise univariadalTeste de Duncan)

N&o houve diferenca entre a concentracéo de sdectinaE nos pacientes com
maaria grave que foram a 6bito ou sobreviveram (P<0,05).
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4.5. Regressdo linear multipla.

A sdectinaE foi a Unica vardvel que se gustou a0 estudo da regresséo linear
multipla. A sua concentracdo plasmética foi comparada com a pressdo arteria média,
hematocrito, creatinemia, glicemia e o tempo decorrido para o inicio do tratamento. Nao
houve correlacéo entre as varidveis testadas.

4.6. Corrdacdo entre FNT-o, IL-1a, FVYW e selectina-E:

A Unica correlacdo com dsgnificancia edtatistica (P=0,047) ocorreu entre os niveis
de FNT-a ¢ os titulos do FVW (R?= 0,4736) no forma grave de maéria (Fig. 7).
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Figura7. Corrdacéo entre o titulo do faor de von Willebrand(VFW) e o fator de
necrose tumora-a (FNT-a). O coeficiente de Pearson foi 0,476 (P=0,047).
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Os resultados totalizado da deteccdo da concentragdo plasmatica do FNT-a:, FVW, IL-la;
e selectina-E estdo na Tabela 10. A selectinaE foi a Unica varidvel que apresentou

distribuicdo normal tendo sido avaliada pela andlise univariada (item 4.4.B).

TABELA 10. Concentracdo plasmatica do fator de necrose tumoral-a
(FNT-a ), interleucina-1-a (IL-1-a) e fator de von Willebrand (FW)
na malédria grave

- P. falciparum (forma) P. vivax
Teste Grave Moderada
FNT-o
< 10 14* 24% 6*
> 10 5 0 0
II-le
< 0,5 8 5 6
> 0,5 0 2 0
FvW
< 100 T 18 * 5%
> 100 12 6 i
Selectina-E
= 30 3 11 2
. >130 R 16 12 4
* Teste Exato de Fisher — P< 0,05~ —
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4.7.Estudo evolutivo dos niveis de FNT-a, FVW, sdectina-E e parastemia
10 pacientes com infeccéo pelo P. falciparum:

Foram seguidos 10 pacientes com infecgéo pelo P. falciparum, tendo sdo classficado 5
na forma grave e 5 na forma moderada, tendo sdo colhido 2 amostras num intervalo de
goroximadamente 7 diag(Tabela Il)(Fig. 8). O paciente grave # 3 (Fig. 9), as amodras
foram colhidas num intervalo de 12 h. O tamanho da amodra foi pequeno para se redizar
testes estatisticos.

Tabela 11. Evolucdo da concentragcdo plasmética de FNT-a, FVW, selectina-E
e parasitemia nos pacientes com malaria*

Dia 0 Dia 7
(Forma grave)

FNT-a 48,9 £ 62,0 25.8 £+ 9,2
FVvW 250 = 165 100 + 230
Selectina-E 51,4+ 9,3 38.9 = 3,8
Parasitemia 550.000 0

(Forma Moderada)

FNT-a NR NR
FVYW NR NR
Selectina-E 34,6 £20,4 29,2 + 18,3
Parasitemia 8.800 0

*Os resultados foram expressos pela média + desvio padrdo; NR= nao foi
realizado; FNT-a em pg/mL; FVW em titulo, selectina-E em ng/mL e a
parasitemia em parasitos/uL
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Figura 8. Concentracdo plasmética de sdlectinaE em pacientes com infeccéo por P. falciparum. Foram estudados
4 pacientes com a forma grave (trigngulos) e 5 com a forma moderada (circulos). A linha horizontal representa
média, enquanto os extremos do reténgulo o desvio padrdo. O intervao entre aprimeira e a segunda colheita foi

de carcade 7 dias.

A concentracao da selectina-E e a parasitemia foram mais elevadas na forma

grave. O tratamento especifico do plasmdédio produziu negativacdo da parasitemia e

reducdo dos niveis de selectina-E num periodo de 7 dias.
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A Figura 9 representa a evolucdo do paciente #3 que apresentou parasitemia de 9%
e evolucédo fatal em 24 h de internacdo. Foram colhidos duas amostras de sangue num
intervalo de 24 h. Foi detectado aumento da concentracdo plasmatica da selectina-E,
FNT-cr e FVW. Apés 12 h houve reducdo dos niveis de FNT-cr e FVW, mas sem

alcancar o valor da concentracdo do controle normal.
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Figura 9. O paciente #3 com parasitemia inicial de 9%, evoluiu para 6bito com 24 h de
internacgdo, tendo sido colhido duas amostras de sangue num intervalo de 12h. O quadrado
representa a concentracdo plasmatica de selectina-E, o losango o fator de von Willebrand
(FVW) e o circulo o fator de necrose tumoral-a (FNT-a).
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4.8. Paradtemia dos grupos de estudo:

A freqiiéncia de hiperparasitemia, definida pela presenca de parastemia > 5%
ou > 250.000 parastog/xL, foi de 42,1% naformagrave e 4,3% na moderada. Esa
diferenca foi dtamente ggnificativa, quando a parasitemia fol expressa em termos percentuas
(P=0,025)(Tabela 12). A fregiiéncia de apresentacdo de esquizontes no sangue periféico foi
de 10,5% (2/19) na forma grave e 4,3%(1/23) na moderada, n&o havendo sgnificancia
edtatistica entre edta diferenca (P>0,05).

Tabela 12. Frequéncia de hiperparasitemia nos pacientes com maléria
por P. falciparum

Parasitemia Forma grave Forma moderada P*
< 5% 3 7

>5% 5 0 0,025
";é'éé'.éé'd};[ ........... 615 ............................
>250.000/uL 3 1 01

....................................................................................................

Negativa 2 0
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4. DISCUSSAO

A infecgdo aguda peo Plasmodium fal ciparum , quando tratada precocemente,
goresenta evolugdo benigna.  Entretanto, aguns pacientes desenvolvemn um quadro clinico
denominado de sindrome de inflanacdo sstémica que, quando esta associado a disuncéo de
multiplos 6rgdos, pode aingir uma mortaidade de aé 50% dos casos™. Essa sindrome
representa a via find de vérios agentes etioldgicos, com mdltiplos fatores envolvidos na sua
génese, com destague especid para a participacdo do FNT-o: e a disfuncio endotdid*®. Na
ma&ia grave tem sido descrito aumento da producio do FNT-q ' ##* @ S8 10519 tmaq 5
participacio da disfunco do endotdlio ainda ndo foi estabdecida®’. Diferentemente de outras
condigdes patol bgicas que gpresentam a sindrome de inflamacéo Sstémica, a maéria grave cursa
com ateragBes vasculares devido ap sequestro das hemécias parasitadas na microcirculagao™.

Aumento da permesbilidade capilar globa tem sdo detectado em individuos com
e %™ 0 que sugere ter ocorrido disfuncio endotelial nesses pacientes. Na avaliagio
morfolégica das cdulas endoteliais, aravés de microscopia eetronica, foi condtatado que a
maioria das células se goresentam conservadas, mas podem ser encontrado edema ou mesmo
estado avancado de degeneracio cdlula® ™. A disfuncgo do endotdlio foi identificada em 9
individuos infectados peo P. falciparum, aravés da detecco do aumento da concentragéo
plasméticas de SdectinaE e molécula de aderéncia intercelular-1°. Contudo, todos esses
pacientes apresentaram evolucdo benigna e sam complicagBes clinicas.

ma&ia grav

Até o momento, ndo foi possivel definir se a ativacdo endotelial  contribui para
0 desenvolvimento da maé&ia grave, caracterizando um quadro de disfuncéo celular. Com o
objetivo de estudar a disfuncdo do endotélio na maéaria grave redizamos redizamos estudo
clinico envolvendo 42 pacientes infectados pelo P. falciparum. De acordo com a classficacdo
adotadapedla OMS™, 19 individuos preencheram os critérios de gravidade, enquanto os restantes
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ndo preencheram os critérios. Nao houve diferenca sgnificativa entre os dois grupos, com
relacdo aidade, sexo e o tempo decorrido aé o inicio do tratamento. Também néo foi detectada
diferenca entre os grupos em relacéo ao nimero prévio de maérias e o fato da infeccdo atud ser
prima ou reinfeccdo. No entanto, a hiperparasitemia, o nimero de 6bitos e a presenca de
disfuncdo de miltiplos 6rgéos foram dgnificativamente mais freqlientes na forma grave do que
na moderada. Alguns faores podem ter contribuido para o agravamento da infeccdo pelo
faciparum, como gestacdo (2/19), esplenectomia prévia (1/19) e miocardiopatia (1/19). Os dois
primeiros fatores podem estar associados com a hiperparasitemia

A avdiacdo do grau de disuncéo do endotdlio foi feita através da detecgdo, no
sangue periférico, da concentracdo da selectina-E e do fator de von Willebrand (FVW). A andise
dos resultados revelou que, durante a fase aguda da maléria, ocorreu devacdo da sdectinaE,
tanto na forma moderada quanto na grave, quando comparada com os individuos sem infecgéo
(P<0,05). Os pacientes com mdéaria grave gpresentaram maior elevacéo de sdlectinaE (52,1 +
34,9 ng/mL), do que agudes com a forma moderada (34,6 £ 16 ng/mL), tendo Sdo esta
diferenca dtamente dgnificativa (P<0,05). O aumento do FVW nos individuos com maaria
grave (P=0,02) reforca a possibilidade de ocorréncia de disfuncéo endotdid.

O aumento do FNT-a: foi identificado em 26,3% dos pacientes com a forma grave
de maaria e em nenhum da moderada (P=0,001). Em relacdo aos niveis de IL-1a ndo houve
diferenca ggnificativa entre os dois grupos. Deste modo, foi estabelecido neste estudo que a
disfuncdo endotdia esta associada com o0 aumento de producdo do FNT-a: nos pacientes com
maléria grave e os individuos que apresentaram as maores devagbes de FNT-a e VFW
evoluiram para 6bito. Nao houve diferenca significativa entre os niveis de sdectinaE e FVW,
nos individuos que evoluiram para ébito ou sobrevida. Entretanto, este resultado pode expressar
um erro do tipo B devido ao tamanho da amostra.

A pergunta que se faz € como a disfuncéo endotelid participa da fisopatogenia da
madria grave e quais S80 0S mecanismos basicos envolvidos neste processo? A interacéo
parasito-hospedeiro € complexa e dindmica, o que dificulta a compreensio da relacéo existente
entre a ativacdo do endotélio e 0 desenvolvimento da madé&ia grave. Para efeto didatico, esta
discussdo tratard dos principais eventos neste processo que serdo subdivididos em "efdtos gerais
do FNT-a", "expressio das moléculas de aderéncia’ e "apresentacdo da disfuncdo de multiplos
Orgdos".

43



As citocinas e particularmente o FNT-a possuem um papel fundamental na
infeccio pelo P. fal ciparum, tanto no controle da doenca® ™, como no desenvolvimento de suas
complicagdes™. O FNT-a pode participar da génese das manifestagBes clinicas da maéria como
a febre, hiporexia e astenia®™. Além do mais, esta citocina possui a capacidade de inibir o
crescimento do parasito tanto in vitro® como in vivo®°. Por outro lado, 0 aumento de producdo
do FNT-a tem sido associado com o0 desenvolvimento da maaria grave, tanto nos nos modelos
experimentais™ como nas formas clinicas™*# 448586263 16109

O FNT-a pode atuar diretamente sobre as células endotdliais produzindo aumento
da permesbilidade capilar® ®. Estudos in vitro, com monocamadas de cdulas endotdliais
monstraram que a adicdo de FNT-a, IL-1 e IFN-7 as culmras, mas ndo a IL-6, pode reduzir o
efeito de barreira dessas cdulas para macromoléculas™ ®M o que corresponde a0 @
processo de aumento de permesbilidade in vivo. Ainda néo foi esclarecido como as citocinas
interferem com o funcionamento das células endotdliais, mas existe a possibilidade de que esse
efeito decorra da produco loca de oxido nitrico™ ou prostaciclina®. O FNT-a isoladamente
ou em associacdo com a adrending, trombina, bombesing, bradicinina ou fator ativador de
plagueta gera aumento da prostaglandina E,, que interfere no funcionamento do endotélio®.
Outro mecanismo para explicar a agéo citotoxica do FNT-a esta na sua cgpacidade de interferir
com ofuncionamento das céulas endoteliais, através da inibicdo da sua sintese de ADN'Z.
Exigem evidéncias de que essa citocina possa amar sobre 0 transporte trangunciond, pela

modulac do citoesqueleto das cdulas endotdiais™ ® %, aravés da despolimerizacio dos
microfilamentos de actina F*.

O fato de ter Sdo detectado niveis normais de FNT-  em 73,7% dos hossos pacientes
com a forma grave de maaria ndo exclui a possibilidade da acdo dessa citocina na disfuncéo
endoteid. Fatores envolvidos na cinética e na dindmica de acdo do FNT-a podem influenciar
a andise desses resultados. A infusio endovenosa de 50 pg/m? de FNT-a, em voluntérios
higidos, produziu a concentracdo média méxima de 4.261 pg/mL, apds 5 min da injegéo,
sguido da reducdo gradud e negativacdo na 2° hora?. A variabilidede que ocorre na
concentracdo plasméaticado FNT-a pode ser decorrente ao padrdo do ciclo biol 6gico do parasito,

com aumento de producdo da citocing, de forma intermitente, logo apds a ruptura dos
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esquizontes™. Como o FNT-a possui uma meiavida de 6 min'® é possivel ocorrer disfuncio
endotdid navigéncia de niveis plasméticos normais e as manifestagdes da disfuncéo de mdiltiplos
0rgéos representem as conseqiencia dos efetos dessa citocina O paciente grave #3 pode
corroborar com esta hip6tese, visto que a reducdo do FNT-a esteve associada ao aumento da
selectina-E, que antecedeu o seu Obito num periodo de cerca de 12h. Outra possibilidade € que
o FNT-a néo dinja niveis periféricos detectaveis, porque a sua producdo ocorra exclusvamente
no loca das lesdes. Durante a fase aguda da maéria pode ocorrer modificaches didrias na
concentragio de FNT-a. De fato, Harpaz e cols” mostrou que a produgio de FNT-a, IFN-y e
ilL-6, em voluntarios infectados com esporozoitos de P. falciparum irradiados, mostrou ampla
vaiacdo diaria. O FNT-a participa na resposta ao estimulo da exotoxina parasitéria ou
endotoxina bacteriana através de uma rede de citocinas. O aumento do nivel do FNT-a antece
a elevacdo do | FN-y, mas é concomitante as modificacOes dos niveis de IL-4 e IL-6. Esses faos
explicam em noso estudo porque SO foi detectada correlacéo entre os nivels de FNT-a e FVYW
(coeficiente de Pearson R’= 0,4736; P=0,047). De qualquer modo, a éevagio do FNT-o. parece
ter um valor progndstico, ja que ocorre um  risco relativo de obito de 4,1 em individuos com
niveis plasméticos maiores que 500 pg/mL, enquanto que a hipoglicemia e a hiperparasitemia
apresentaram riscos, respectivamente, de 3,7 e 1,6%.

Uma das possibilidades para explicar os efeitos do FNT-a na disuncdo do endotdlio
seria pela sua aco citotoxica nas cdulas endoteliais. Esta disftuncdo pode ser evidenciada atraves
da deteccdo de substéncias normamente sintetizadas por essas céulas, como por exemplo a
sectinaE, MAIC-1 e 0 FVW. A sdectinaE detectada no sangue periférico pode ser liberada
durante a lesfo endotelia ®®, mas também durante o processo de ativacio endotelia ®®. Estudos
invitro utilizando monocamada de células endoteliais, mostraram que aadicdo de FNT-aou IL-1
as culturas aumentou a sintese e liberagdo de selectinaE. O seu pico de liberagdo ocorreu na
42 hora, havendo reducgo gradua e normdizacio apds 48-72h®. A determinacdo dos niveis
plasméticos de selectina-E tem sdo Gtil no estudo da disfuncéo endotdlia, porque esta molécula
é produzida exclusivamente pelas cdulas endoteliais®. A sdlectinaE, assm como as integrinas
(p.ex amolécula de adesdo intercelular-1), sfo moléculas de natureza glicoproteicas, locaizadas
na membrana celular. Essas moléculas possuem um papd fundamentd na interacdo cdula-cdula
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ou cdulamatrix extracelular, durante a resposta imune norma ou durante a respoda
inflamatéria & lesfo tissular®. A sdectina-E normalmente n&o é expressa no endotédio em repouso
ocorrendo normamente sintese de novo* . Essa molécula é encontrada na vénula pés-capilar e se
condtitui no receptor para os ligantes, de natureza glicoproteica, localizados na superficie celular
dos neutréfilos, mondcitos, basifilos, eosindfilos e uma subpopulacdo de linfécitos T de
memdria’. Sua funcgo principa é orientar o tréfego transendotelial dessas células. Durante a fase
aguda da maé&ria detectamos eevacdo trangtdria dos niveis plasméticos de sdectinaE. Estas
dteractes foram avdiadas em 9 pacientes com infeccdo pelo P. falciparum durante um periodo
de cercade 7 dias. O aumento mais intenso ocorreu No grupo grave e foi pouco expressvo na
forma moderada. Essa cinética foi semehante a obtida por Hviid e cols®. Ainda néo foi
eclarecido se 0 aumento da sdectina-E na ma&ria moderada representa gpenas um marcador de
disfuncdo endotelia ou essa molécula participe da resposta anti-parasitéria. Recentemente,
Staunton e cols™® mostraram que a molécula de aderénciaintercelular-1 participa do processo de
opsonizacdo das hemécias paraditadas, facilitando a fagocitose pelos macréfagos.

O FVW é dntetizado principdmente pelas culas endotdliais e menor proporcéo
pelos megacariocitos. Essa molécula € estocada em grénulos, corplsculos de Wibd-paade,
localizados no citoplasma das cdulas endotdiais. O FVW participa do processo de aderéncia das
plaguetas a supeficie exposta da regido subendotdlid, assm como € responsved pea
estabilizagzo do fator V111 da coagulaggo. A administracio endovenosa de 50 pg/m? de FNT-a,
em voluntario higidos, produziu €evacéo naconcentracdo plasmaticade FVW, cuja concentracéo
plasmédtica acancaeda foi 3,5 vezes maior do que a basd e voltou a0 normd gpos 12-24 h da
injlecd'®. A maior parte do FVW detectado no sangue periférico provem da liberacdo dos
materiad contido nos granulos nas cdulas endotdiais™. Portanto, a deteccdo da concentrago do
FVW constitui um parémetro na avadiacdo da difuncdo endotedlid e tem sido empregado na
avdiacdo dos pacientes com sepe ou grande queimado, sendo Util na deteccdo do
desenvolvimento das lesBes pulmonares™®® ou renais®.

Nenhum paciente em nosso estudo, com aformamoderadade maléria, gpresentou
aumento da concentracéo plasmética de FNT-a. No entanto, esta possibilidade pode ocorrer,

05

como foi mostrado por Shaffer e cols'” em duas criangcas com maéia que apresentaram
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concentragdes plasméticas de 1.600 e 9.400 pg/mL, mas com uma evolucéo clinica benigna. Os
fatores envolvidos nesses casos devem estar associado com 0 Sstema de protecdo das cdulas
endoteliais, responsavel pela neutrdizacéo dos efeitos citotdxicos do FNT-a. Esse sstema de
protecéo é dependente da sintese de diversas proteinas™, em particular a superdxido dismutase
(MnSOD)™. Estudo em moddo murino mostrou que a injecd prévia de FNT-q, antes da
administracéo de umadose letd de endotoxina bacteriana, produziu uma reducdo da mortalidade,
provavelmente dependente da expressio de MnSOD intracelular®. Ess reducdo da resposta a
endotoxina foi desenvolvida porque, tanto o FNT-a, quanto a IL-1, induzem aumento na
concentraco de ARN-mensageiro da MnSOD™. Esse aumento é dose-dependente’®, répido
(<1h)*, substancia (mais de 10 vezes o valor basd)*® e persistente (até 96h apds ainducdn)™™.
Como um dos mecanismos envolvidos na citotoxidade do TNF-a € sua capacidade de estimular
a producdo de anion superdxido (O,) *, perdxido de hidrogénio (H,0,)® e radicd hidroxila
(OH)™*, aiinducio da expressio de MnSOD aumentaria a protecdo das células endotdiais & acio
destes radicais livres. Essa enzima esta locdizada no interior da mitocondria, sendo responsavel
pela diminaco pela diminacio dos radicais livres de oxigénio™. Estudo in vitro mostrou que
a sensbilidade da c8ula a acéo do FNT- a edta inversamente relacionada com a sua capacidade
de diminar os radicais livres™. Outra forma de protecdo do endotdio consiste na neutraizacio
da acéo do FNT-a pelos receptores sollveis desta citocina (Rs-FNT-a). A infusfo endovenosa
de FNT-a em voluntérios higidos, produziu aumento na concentracio do Rs-FNTa*, que pode
inibir, por competitividade, a ligagio do FNT-a nos seus receptores na membrana celular'”. Por
outro lado, foi mostrado que o Rs-FNT-a pode prolongar a meia-vida do FNT-a, assim como
manter a sua atividade biol c')gical. Além da neutralizacdo causada pelo Rs-FNT-a, pode ser que
o FNT-a detectado no sangue periférico, ndo agpresente atividade biol gica, apesar da redizacéo
do Imunoensao Enzimético apresentar forte correlacio com os ensaios biol6gicos™. No entanto,
0 Rs-FNT-a pode interferir nos resultados dessa técnica™, o que faz supor que 0 seu aumento
no paciente com mdéria grave, determine a apresentacéo de resultados fa so-negativos do nivel
do FNT-a.

Um aspecto importante da malariagrave é o fendbmeno de citoaderéncia das heméacias
parasitadas. Enquanto que as hemécias normais ndo e ligam a superficie do endotélio, aquelas
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infectadas pelas formas maduras do P. falciparum apresentam a cgpacidade de aderir as cdulas
endotdliais da vénula pés-capila’®™. O seqiiestro das hemécias parasitadas nos capilares e vénulas
pos-capilar, assm como a formacéo de rosetas, agregados entre as hemécias parasitadas e néo
parasitadas'®, dependem da interacdo especifica dos ligantes com 0s seus respectivos receptores.
Varias moléculas estéo envolvidas no processo de citoaderéncia, dgumas expressas na superficie
da células endoteliais como as CD-36, MAIC-1 e Trombospondina'®. Enquanto outras estfo na
superficie das hemécias parasitadas: proteinas ricas em higtidina 1 e 2 e Pf 155RESA™,
Recentemente, foi identificado nas hemécias parasitadas, obtidas de pacientes com maéria
faciparum, a presenca de ligantes para sdectinaE e 0 VCAM-1%. O seqiiestro das hemécias
parasitadas parece ser 6rgao-especifico” * 0 que sugere a existéncia de diferentes populacdes de
cdulas endotdliais, mas ndo se pode descartar a possibilidade que hemécias parasitadas também
expressem diferente densdade ou tipo de ligantes. De fato, a variacdo antigénica clond do P.
falciparum pode ocorrer numa fregliencia de 2,4% por geracdo, compreendendo antigenos
relacionado com as moléculas de aderéncia”. O FNT-o.e o IFN-y aumentam a citoaderéncia das
hemécias parasitadas, através da inducdo da molécula de aderéncial e CD-36 nas cdulas
endotdliais damicrocirculagio™?. A autdpsiaredizadaem adultos que morreram devido amaéia
mostrou que o percentual de seqliestro na microcirculacéo cerebral foi de 94% e 51% no
pulmao?. A sdectinaE elou molécula de aderéncia intercelular-1 foram detectadas, através de
imunohistoquimica de tecido cerebral, em 77% dos casos de madaria grave e em nenhum dos
controles sem ma&ia®. Através de imunchistoquimica do tecido cerebral foi mostrado a
presenca de moléculas de aderénciana regido vascular, em 92% dos pacientes com aforma grave
de ma&iae em nenhum do controle®. Wong e cols™® mostraram que 0 FNT-a produz aumento
na expressdo da molécula de aderéncia intercelular-1 nas cdulas endoteliais de microcirculacdo
de cérebro, apartir da4° hora e persstiu por mais de 72h. O sau efeito méximo foi com a adicéo
de IFN-y, que por suavez estimulou a expressio do receptor de membrana do FNT-a'".
Quando a cultura foi tratada 12h previamente com FNT-o: ou I1L-1, a adicdo das hemécias
parasitadas produziu aumento significativo da citoaderéncia™, provavelmente devido a0 aumento
da expressio das moléculas de aderéncia.

Asdteragdes metabdlicas, hidrod etroliti cas e hemodinamicas podem contribuir para
0 desenvolvimento da disfuncdo de mditiplos érgéos na maéaria grave. Essas dteragbes podem
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ser induzidas e mantidas, pelo menos em parte, aravés do FNT-a e da disuncdo do endotélio.
A dteracdo metabdlica mais sgnificativa, detectada em aguns pacientes com maaria grave é a
hipoglicemia, que contribui de maneira significativa na geracéo das lesdes neuroldgicas. O FNT-
a pode induzir essa dteraci metabdlica® ¥/, através da inibicdo da gliconeogénese, pela
inibicio da sintese de fosfoenolpiruvato™. Os nives de FNT-o* © e IL-1° podem ser
correlacionados com a hipoglicamia das criancas com maaria grave.

As manifestagBes neurol dgicas estiveram presentes em 15,8% dos nossos pacientes
com a forma grave, tendo Sdo detectado hipoglicemia em gpenas um caso. A gravidade das
lesBes neurolOgicas estd diretamente relacionadas com o0 grau do seqlestro das hemécias
parasitadas na microcirculagio’ e a formagio das rosetas’®. Esses fendmenos podem ser
modulados pelo FNT-a., através dainducdo das moléculas de aderéncia. Por outro lado, o FNT-a
pode interferir diretamente na funcdo dos neurdnios, através da interferéncia sobre os canais de
calcio™ ou indiretamente pela a sua ag2o citotdxica sobre os oligodendrécitos™. Nos pacientes
com lesfo neurol Ggica os nives intra-raquianos de FNT-o. podem estar elevados', sugestivo de
aumento na producdo local, mas esse resultado néo foi confiramado por outros™. Outra
dternativa para explicar as dteragBes neuroldgicas seria pela acgo do 6xido nitrico®, através da
ua capacidade de se difundir pelos tecidos neurais, interferindo no tréfego sindptico normal.
Contudo, os resultados obtidos com a adicdo do FNT-a as culturas de cdulas endoteliais tem
sdo controversos, com aguns trabalhos mostrando aumento da producéo de oxido nitrico™ e
outros diminuicao™,

O choque fol identificado em 26,3% dos nossos pacientes com a forma grave de
maléria, segundo a classificagio da ACCP/SCCM* *!, Essa dassificacio define o choque como
a pressio arterial sstdlica < 90 mm de Hg, enquanto a da OMS < 70 mm de Hg'*. Essa
dteracéo hemodinamica foi decorrente da desidratacdo, mas também peda intensa reducéo da
resisténcia vascular periférica causada pelo FNT-0%. No estudo realizado por Newman e cols®
em pacientes com sgpse, houve aumento subgtancia da sdectinaE plasmética gpenas nos

*1 ACCPISCOM = American College of Chest Physician/ Society of Critical Care
Medicine
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individuos com hipotensdo arterial. Esse achado n&o corresponde aos obtidos com 0s Nnossos
pacientes com a forma grave de malaria, que ndo mostraram correlacéo entre a concentracéo de
selectina-E e a pressio arterial média. Apesar de Newman e cols™ n&o fornecerem detalhes sobre
0 seu grupo de estudo, uma hipotese para explicar esses resultados seria as diferentes efeitos das
endotoxinas bacteriana e da exotoxinas parasitarias, embora ambas possam estimular a sintese
de FNT-a pelos mondcitos. A endotoxina € capaz de estimular diretamente as células musculares
lisas dos vasos, causando reducdo da resisténcia vascular periférica™™. Além disso a endotoxemia
est4 associada com significativa reducdo da funcio sistélica em ambos os ventriculos ®, o que
contribui para a reducdo da presséo arterial.

A insuficiéncia renal aguda foi a disfuncéo organica mais encontrada no nosso grupo de
estudo (63,2%), semelhante ao observado em outros estudos™™®. O choque pode induzir, agravar
ou manter as lesdes renais, enquanto as ateracdes reoldgicas induzidas pela reducdo do fluxo
sanguineo na microcirculacdo, contribuem para aumentar a expressao das moléculas de
aderéncia®™, ampliando assim o fendmeno de citoaderéncia O FNT-a também é capaz de
aumentar a densidade dos receptores de selectina-E e da molécula de aderéncia intercelular-1 na
superficie das células endoteliais de glomérulo e dos vasos associados a0 tubulo renal humano™.
A associacdo da obstrucdo dos vasos, disfuncdo do endotélio e reducdo da perfusdo rena sdo
decisivos no desenvolvimento das lesdes renais.

A insuficiéncia renal aguda e o aumento da producdo do &cido I&tico concorrem
para o desenvolvimento da acidose metabdlica, que foi detectado em 30% dos pacientes do nosso
grupo, mas este nimero pode ter sido maior, porque a gasometria arterial sO foi realizada em
58,3% dos casos com lesdo renal. A concentracéo de &cido latico arterial, venosa e liquérica €
diretamente proporcional a gravidade damaléria, e se normaliza apés a recuperacgo clinica?’ *#'.
A acidose metabdlica e o aumento da PCO, na regido venular pOs-capilar produzem, por
mecanismos ainda ndo esclarecidos, incremento da aderéncia das hemécias parasitadas as células
endoteliais®.
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A lesdo pulmonar ocorreu em 26,3% dos nosso grupo de estudo, semelhante ao que
é descrito em outros estudos’. Apesar da intensa controversia sobre os mecanismos envolvidos
na génese do edema pulmonar, Charoenpan e cols® mostrou que a lesfo é decorrente de edema
pulmomar ndo cardiogénico, apesar da hiperhidratacdo e a hipoabuminemia podem agravar o
quadro. No nosso estudo ainsuficiénciarenal aguda (12/19) e ainsuficiéncia cardiaca congestiva
(paciente #10), foram fatores que contribuiram para o desenvolvimento das manifestagOes
pulmonares. Existem evidéncias de que o FNT-a possa desenvolver lesdes na unidade avéolo-
capilar®, através do aivacso dos fagécitos ou pela disfuncio das céulas endotdliais”.
Os fendmenos hemorrégicos podem estar presentes na forma grave de maaria, mas
80 foi detectado num Unico individuo no nosso estudo (paciente #16), que apresentou hemorragia
digestiva. Dois outros pacientes tiveram reducdo do tempo de atividade de pré-trombina, mes
nenhum outro teste foi realizado no restante do grupo para avaiar a coagulacdo ou a fibrindlise.
Na maléria grave tem sido descrito que o aumento do FNT-a esta associado com a diminuicéo
da atividade da proteina C e do inibidor-1 da proteina C, a0 mesmo tempo que 0s niveis
plasmético do complexo trombina-antitrombina |11 estio elevados®. As dteragdes de homeostasia
apresentaram forte correlacdo com a gravidade da doenca, e foram total mente revertidas gpds a
eliminacdo dos parasitos. Esses resultados gpontam para uma tendéncia pré-coagulante durante
ainfeccao de maléria, podendo estar associada aago do FNT-a sobre o endotélio””. A trombina
formada no intravascular, possui efeéito sinégico com o FNT-a na disfungdo das cdulas
endoteliais, através da estimulacio da producgo do fator ativador de plaguetas™.

A presenca de endotoxemia tem sido descrita nos pacientes com maéria grave®® 2,
contudo o teste empregado na sua detecgdo, lisado do amebdcito do Limulus, ndo permite a
diferenciagio entre a endotoxina bacteriana e as exotoxines parasitaria ™. As hemécias
parasitadas™ e antigenos do parasito Pf155/RESA® ou MSP-1 e RAP-1>* estimulam o mondcito,
seme hante a endotoxina bacteriana, aumentando significativamente a producdo de FNT-a. No

entanto, ainda ndo foi esclarecido se as exotoxinas parasitaria possuem as mesmas propriedades

86115123

da endotoxina , com relacdo a acdo citotdxica sobre o endotdio.
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O noso estudo mostrou, pela primeira vez, que durante a infeccdo pelo P. falciparum,
0s pacientes com a forma grave de mdé&ria goresentam disfuncdo endotelid e aumento da
producdo do FNT-a. Esses dois fatores associados contribuem para o desenvolvimento da
sindrome de inflamacéo sstémica. Na Figura 11, estéo resumidos 0s principais eventos que
ocorrem na microcirculagdo do paciente com aforma grave. O FNT-a atua de forma direta,
através da acdo citotdxica sobre as cdulas endotdiais, e de forma indireta por inducéo das
moléculas de aderéncia. O aumento dessas moléculas facilita o fendmeno de citoaderéncia, que
por sua vez aumenta a dfuncdo endotdiad pela obstrucdo vascular e andxia tissular. Por outro
lado, alterac6es hemodinamicas, hemostasicas e metabdlicas podem ampliar os efeitos
do FNT-a e a disfungdo do endotélio. Esses fatores associados determinam o
desenvolvimento da disfuncdo de multiplos 6rgéos do paciente com malédria grave. Esta
abordagem da fisiopatogenia da malaria grave permite especular sobre a possibilidade
de se utilizar novas abordagens terapéuticas e profiléticas na malaria™®.
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Figura 11. Hemécias paraditadas e@0 circulando na microcirculacdo. Exotoxina do p. falciparum egimula a
producéo de Fator de Necrose Tumoral-a (FNT-a)), que aumenta a expressio de diversos tipos de molécula de
aderéncia na superficie do endotélio. Essa modulagdo nas cdulas endotdliais induz o aumento da citoaderéncia das
hemécias na regido venular pés-capilar. As dteracles reol dgicas associadas com o efeito citotdxico direto do FNT-a
determinam uma diun¢go da cdulas endotdliais e, consequentemente, aumento da permesbilidade capilar com
hipdxia tissular. Esses eventos culminam com a disfuncgo de muiltiplos érgaos(Adaptado de Carlson'™®)



A perspectivaé que se possamodular os efeitosdo FNT-a e para tal, recentemente
foi empregado anticorpo anti-FNT-a. Este reduz a citotoxicidade das células endotdiaisin vitro
aaci do FNT-a™, mas o seu emprego clinico ainda é limitado. No (inico estudo dinico aberto,
redizado em criangas com maé&ia, a sua administragdo n& reduziu a mortalidade, mas
goresentou reducdo dgnificativa, de manera dose-dependente, da concentracdo do FNT-a e da
febre™. Outra abordagem no tratamento adjuvante da maléria, seria 0 emprego de substancias
com propriedade imunomoduladora, associado com 0 aumento de protecdo do endotélio. A
pentoxifilina € um farmaco que possui esse perfil, ja que € capaz de bloquear a transcricdo do
FNT-0o”, assim como aumentar a protecdo da céulas endoteliais & agio citotéxicado FNT-a'”.
O uso da pentoxifilina nos modelos de mal&riaexperimenta, produziu reducéo damortalidade™
% e menor desenvolvimento das formas cerebrais™. O sau emprego clinico aindano foi definido,
goesar de relatos de casos sugerirem agum beneficio no seu uso™.

Fatores nutricionais, também, podem interferir na interacdo do FNT-a com as
cdulas endotdiais. A lesdo citotdxica produzida pdo FNT-a nas cdulas endotdiais eta
associado com a diminuicgo intracelular de zinco™. Como na infeccéo pelo P. falciparum foi
detectado reducdo plasmética desse fon™ é possivel que a sua correcdo possa interferir na
disfuncdo do endotélio na maéria grave. Recentemente, foi mostrado que a adicdo de zinco a
cultura de céulas endoteliais pode prevenir a disfuncio causada peo FNT-a”.

Finalmente, o desenvolvimento de uma vacina anti-malé&rica eficaz deve levar em
consderacéo a perspectiva de que dguns antigenos do parasito possam estimular a producéo de
FNT-a e assim levar a disuncéo endotdlia, causando dteraches cgpazes de concorrer para o
desenvolvimento da sindrome de inflamacdo sSstémica na maaria
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5. CONCLUSOES

Os nossos resultados permitiram concluir que:

1. Os pacientes com a forma moderada de maaria por P. falciparum e P. vivax tiveram
elevacdo da concentragéo de sdectinaE, quando comparados com o grupo controle normal. No
entanto, somente o grupo grave apresentou aumento significativo dessa molécula.

2. Ege trabalho mostrou, pela primera vez, a presenca de disfuncdo endotdid nos
pacientes com madaria grave. Essa disfuncéo foi identificada através da deteccéo de selectinaE
e do fator de von Willebrand (FVW). A concentracéo plasmética da sdectinaE na forma grave
fo de 52,1 = 34,9, enquanto na forma moderada foi 34,6 + 16,0 ng/mL, sendo essa diferenca
dtamente ggnificativa Da mesma forma o aumento do FVW foi significativamente maior no
grupo grave.

3. Dados obtidos de 9 pacientes com mdé&ria por faciparum fazem supor que o processo
de difuncdo endotdlid sga temporario. Ap6s 7 dias da negativacdo da parastemia, houve
reducéo dos niveis de selectinaE, mas ainda assm néo tinha acancado os nive's obtidos nos

padrOes normais.
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4. A disfuncdo endotdid nos pacientes com aforma grave de maariafoi associado com
0 aumento da concentracdo do faor de necrosetumoral-a (FNT-a). Os nivels dessa citocina
apresentaram  correlacdo com os niveis do FVW (R?=0,476,P=0,047).

5. Nao foi identificado aumento de producéo dainterleucina-la nos pacientes com maéria
grave. Os pacientes com aforma moderada apresentaram eevacdo dos nivels dessa citocina, mas
0 aumento ndo foi sgnificativo.

6. A mortalidade por mdéia foi maior no grupo com a forma grave do que na forma
moderada. Contudo, n&o houve diferenca Sgnificativa entre aconcentragéo de sdectinaE, FVW
ou FNT-a nos que sobreviveram ou foram a Obito. Este resultado, provavelmente, ndo é
conclusivo devido ao tamanho da amodtra ser reduzido.

7. A hiperparasitemiafoi maior no grupo grave de maléria. No estudo de regressdo linear
multipla ndo houve corrdlacdo entre a concentracdo de sdectinaE e os nivels de glicemia,
cregtininemia, pressdo arterial média e o niUmero de episddios prévios de maéaria.

8. Os resultados obtidos neste estudo possibilitar&o compreender melhor os os fatores que
atuam na microcirculacdo, durante o desenvolvimento da mdé&ia grave. Particularmente, a
relacdo que parece exigtir entre os fendmenos de aderéncia associado as heméacias parasitadas na
génese da disfuncdo de multiplos érgaos.
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RESUMO

A mdaia representa atudmente um importante problema de salide publica. A
evolucdo clinica da infeccéo pelo P. falciparum € gerdmente benigna, mas a mortalidade pode
atingir até 50% dos casos. Citocinas como o fator de necrose tumoral-a (FNT-a) e o fendmeno
de aderéncia associado as hemécias parasitadas 20 0s principails mecanismos envolvidos na
fisopatogenia da forma grave de maaria. Contudo, ainda exigem muitos pontos na patogenia
desta infecgdo, particularmente a contribuicdo da disfuncdo endotelia no desenvolvimento da
sindrome de inflamacdo ssémica da forma grave da maaria

Com o objetivo de contribuir para o entedimento da disfuncdo do endotélio na
mdaia grave fo redizado um estudo envolvendo 42 pacientes infectados pelo Plasmodium
falciparum, 6 infectados por P. vivax e 13 individuos higidos. A funcdo endotdid foi avaiada,
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através da deteccdo da concentragdo plasmatica da selectina-E e do fator de von Willebrand
(FVW). Um total de 19 pacientes foram caracterizados como apresentando a forma grave e 23
a forma moderada, de acordo os critérios da OMS. Nos pacientes com malaria houve aumento
da concentracdo de selectinaE e do FVW, quando comparado com o grupo controle normal
(P<0,05). No entanto, os pacientes com a forma grave apresentaram uma maior ativagéo
endotelial do que os individuos do grupo moderado, respectivamente 52,1 + 34,9 e 34,6 + 16
ng/mL de selectina-E (P<0,05). Também os titulos do FVW estavam mais elevados na forma
grave (P<0,05).

Além da disfuncdo do endotélio, os pacientes com maléria grave apresentaram
maior elevacdo do nivel do FNT-a, do que na forma Moderada (P<0,05). Por outro lado, a
concentragcdo de interleucina-lo n&o apresentou diferenca entre os grupos grave, moderado e
controle (P>0,05).

A mortalidade da maéria foi maior no grupo grave (4/19) do que no
moderado (0/23) (P<0,05), e esta associada com a maior elevacdo do FNT-a e maior disfuncdo
endotelial. Contudo, ndo houve diferenca nos niveis de selectinaE e FVW entre os individuos
gue foram a Obito e os que sobreviveram. A correlacdo entre o FNT-a e o FVW foi de 0,4736
(P=0,047), o que sugere que a disfungdo endotelial possa estar estar associada a0 aumento dos
niveis plasméticos do FNT-a.

Os resultados do presente trabalho mostram, pela primeira vez, o
envolvimento do endotélio na maléria grave e suarelacdo com a elevagdo dos niveisdo FNT-a.
Tais dados permitem prever o desenvolvimento de novos métodos terapéuticos e profiléticos,
através do aumento da protecdo do endotélio, modulacdo na expressdo das moléculas de

aderéncia, ou na controle dos efeitos citotoxicos do FNT-a..
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ABSTRACT

Malaria remains a major public health problem throughout the world. Although the
clinicai manifestations of malaria are not usually severe, the mortality associated to Plasmodium
falciparum infection can reach 50% according with the care disposable. Cytokines such as tumor
necrosis factor-a (TNF-a) and the phenomena of adherence associated to parasited erythrocytes
are considered to play important role in the phatophysiology of severe malaria. However several
important questions about the pathology of malaria remain unsolved. This included the
contribution of endothelial dysfunction of systemic inflammatory response syndrome associated
to severe malaria.

Aiming at contributing to the understanding of endothelial dysfunction in severe malaria
we studied 42 individuais P. falciparum. The endothelial function was evaluated thought the
detection of plasma leveis of E-selectin and von Willbrand Factor (VWF). Nineteen individuais
were characterized as presenting severe malaria while in 23 individuais presented moderated
manifestations according to WHO. An increase in plasma concentrations of E-Selectin and the
titers of VWF was detected in individuais with P. falciparum infection, when compared to those
infected with P. vivax and normal controls (P<0,05). However, the cases of severe malaria
showed a more intense involvement of endothelial cells than those without malaria, as measured
by the plasma leveis of E-Selectin, respectively 52,1 * 34,9 and 34,6 + 16 ng/mL. Comparable
results were obtained with vWF.

Plasma leveis of TNF-a were higher in individuais with severe malaria as compared
with the moderate cases. On the other hand, plasma interleukin-lo showed comparable leveis in
all the studied groups.

Mortality was higher in the severe group (4/19) and was associated to higher
increases of plasma TNF-a and endothelial dysfunction. However, no difference was found in
the leveis of E-selectin and vVWF among those individuais who survived and who died. The
correlation between TNF-a and vWF was 0,4736 (P=0.047) suggesting that the endothelial

dysfunction could be associated to the increased leveis of TNF-a.
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Our results show for the first time the involvement of endothelium in severe
malaria and it relation with the increased plasma leveis of TNF-a These data open new avenues
for the development of novel methods of prophilatics and therapy by means of modulation of
expression of adherence molecules, the control of cytotoxic effects of TNF-a and the increasing

the protection of the endothelial cells.
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8.1. ANEXO I. Ficha utilizada na coleta dos dados:
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8. 2. ANEXO: Dados Clinicos e Epidemioldgicos dos pacientes com malaria

Tabela 12. Achados Eoidemioléqgicos dos pacientes com malaria grave

Paciente Idade Sexo NICPM Ultimo Inicio do Local Profisséo Etnia Evolucao
NI (Anos) Episddio quadro da
(meses) atual Infeccéc
(dias)
#1 40 M 0 2 4 MT Garimpeiro - S
#2 23 M 2 24 15 RR Garimpeiro - S
#3 23 M 1 3 6 MT ? 0
#4 15 F ? ? ? MT indo S
#5 52 M 0 ? 5 RO Comerciante - S
#6 57 M 5/9 36 6 RO - S
#7 20 M 2 13 4 MT Lavrador indio S
#8 24 M 0 - 2 GO ? S
#9 27 M 8 3 1 GO Garimpeiro - S
#10 61 M ? ? >7 GO ? 0
#11 32 M 0 5 11 MT Comerciante - 0
#12 54 F 1 ? 8 TO Do lar S
#13 17 M 0 - 8 PA Funcionario - S
Publico
#14 24 M 1/4 ? 6 RO  Médico S
#15 44 M 1/4 12 7 RO Funcionério S
Publico
#16 23 F 0 - 11 MA Do lar 0
#17 20 M 1/4 2 3 RO Motorista S
#18 25 M 0 - 5 RO Comerciante - S
#19 32 F ? ? 5 MT indio S

Abreviatura: N° CPM= Numero de casos prévio de malaria; M/F= Masculino ou Feminino; Estados da
Federagdo: MT=Mato Grosso, RR=Roraima, RO=Rondbnia, GO=Goias, TOTocantins, PA=Para,
MA=Maranh&o; S/0= Sobrevida/Obito
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