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EPIGRAFE
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RESUMO

A maléaria € uma doenca infecciosa, causada pelo parasita do género Plasmodium
e que acomete milhares de pessoas em todo o mundo. Uma das complicagdes
clinicas encontradas pela doenca é a queda nos niveis de hemoglobina, podendo
provocar e agravar o quadro de anemia nos pacientes. Sua gravidade esta
associada, ndo somente a espécie P. falciparum, mas também a P. vivax. O objetivo
desta pesquisa foi avaliar a dindmica da hemoglobina em pacientes com P. vivax
na Amazobnia Ocidental Brasileira. Trata-se de uma coorte prospectiva. Os
resultados mostraram que a maioria dos individuos era do sexo masculino com
56%, a faixa etaria mais frequente foi acima de 15 anos 49%. A prevaléncia total de
maléria (P.vivax e P.falciparum) foi de 9,9% com predominio de malaria por P.vivax
83%, enquanto a prevaléncia de anemia em malaria (P. vivax + P.falciparum) foi de
3,6%. Foram observadas diferencas entre os casos de maldria com e sem
recorréncia, principalmente nos niveis de hemoglobina abaixo de 12 g/dL (p=
0,0194). Foi demonstrado que existe uma correlacdo negativa entre o nimero de
episodios de malaria e hemoglobina (p= 0,0050). Entre os fatores clinicos, a
associacdo da maléaria causada por P.vivax [-0,271 (IC 95%: -0,518; -0,024), p =
0,032] e a parasitemia P.vivax [-0,00004 (IC 95%: - 0,00007; -0,00000169), p =
0,038] apresentaram correlacdo negativa a hemoglobina, enquanto a idade
correlacdo positiva [0,021 (IC de 95%: 0,017; 0,026), p = 0,000]. A concentracao
média de hemoglobina no episédio de maléria foi de 12,0 (2.1,1.7) g/dL do que nos
momentos antes e depois do evento. O estudo permitiu identificar relagdes
significativas entre os casos de malaria e os niveis de hemoglobina. Em geral,
observou-se associacdo entre as menores taxas de hemoglobina e 0s casos
positivos de malaria e a recorréncia da malaria foi decisiva para a reducdo da
hemoglobina

Palavras-chave: Malaria; Hemoglobina; Plasmodium vivax; Anemia; Prevaléncia.



ABSTRACT

Malaria is an infectious disease, caused by the parasite of the genus Plasmodium
and which affects thousands of people worldwide. One of the clinical complications
found by the disease is the drop in hemoglobin levels, which can cause and
aggravate anemia in patients. Its severity is associated not only with the species P.
falciparum, but also with P. vivax. The objective of this research was to evaluate
hemoglobin dynamics in patients with P. vivax in the Western Brazilian Amazon. This
is a prospective cohort. The results showed that the majority of individuals were male
56%, the most frequent age group was over 15 years old 49%. The total prevalence
of malaria (P. vivax and P.falciparum) was 9,9% with a prevalence of malaria by
P.vivax 83%, while the prevalence of anemia in malaria (P. vivax + P.falciparum)
was 3,6%. Differences were observed between malaria cases with and without
recurrence, especially in hemoglobin levels below 12 g / dL (p = 0.0194). It has been
shown that there is a negative correlation between the number of episodes of malaria
and hemoglobin (p = 0.0050). Among the clinical factors, the association of malaria
caused by P.vivax [-0.271 (95% CI: -0.518; -0.024), p = 0.032] and the P.vivax
parasitemia [-0.00004 (95% CI: - 0.00007; -0.00000169), p = 0.038] showed a
negative correlation to hemoglobin, while age a positive correlation [0.021 (95% CI:
0.017; 0.026), p = 0.000]. The mean hemoglobin concentration in the malaria
episode was 12.0 (2.1,1.7) g / dL than in the moments before and after the event.
The study made it possible to identify significant relationships between malaria cases
and hemoglobin levels. In general, an association was observed between lower
hemoglobin rates and positive cases of malaria and the recurrence of malaria was
decisive in reducing hemoglobin

Keywords: Malaria; Hemoglobin; Plasmodium vivax; Anemia; Prevalence.
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RESUMO LEIGO

A maléaria € uma doenca que prejudica milhares de pessoas em todo mundo, além
de causar varias complicacbes a malaria pode diminuir a quantidade de
hemoglobina no sangue ajudando a causar também anemia. Este trabalho foi
realizado para verificar o quanto a malaria pode ser responsavel pela aumento da
anemia em pessoas que tiveram malaria durante os anos de 2008 e 2009 no
municipio de Careiro, Estado do Amazonas, Brasil. Foram escolhidas 1087 pessoas
gue moravam nessa regido do Careiro, 44 dessas pessoas tinham maléaria. Alguns
calculos foram feitos e descobriu que existiam pessoas com maléria e também com
anemia. Descobriu entdo que a maioria das pessoas desse estudo tinham mais que
15 anos e eram homens. Com o estudo foi possivel identificar que quando a
hemoglobina era mais baixa 0os casos eram positivos para malaria e a quantidade
de vezes que a pessoa teve a maléria foi decisiva para a reducédo da hemoglobina.



xii

LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Epidemiologia da malaria no mundo entre os anos de 2000 e 2017 (Adaptado de

World Malaria Report, WHO, Geneva;2018). .......ooouiiiiiiiiieeeiiieiieae e e e e e e eeeeees 02

Figura 2. Epidemiologia da maléria nas Américas. Em destaque os paises da Venezuela,
Brasil, Peru e Nicardgua, que apresentaram aumento de casos entre 2010 e 2017

(Adaptado de World Malaria Report, WHO, Geneva;2018) ..........ccovvvviieiieeeeiiiiiiiiiieee e, 03

Figura 3. llustrag&o do ciclo biolégico do plasmodium (Adaptado de Anatomy e Physiology,



Xiii

LISTA DE TABELAS

Tabela 01. Niveis de hemoglobina para diagndstico e classificacdo da anemia (g/dL). ... 09



Xiv

LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Mecanismos patogénicos da anemia a malaria por P.vivax e por P.falciparum.
CD35 (receptor de complemento 1); CD55 (fator de aceleracdo de decaimento); DHL (lacto
desidrogenase); a-HBDH (alfa — hidroxibutirato desidrogenase); RSP-2 (proteina 2 de

superficies do anel); RAP-2 (Proteina 2 associada a Roptria). (Adaptado de Douglas, 2012)



LISTA DE BREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES DE MEDIDA

. Vivax

. falciparum
. malariae

. ovale

. knowlesi

T U U U U T

. Simium
LPA

LRA
WHO

Hb

g/dL

Plasmodium vivax
Plasmodium falciparum
Plasmodium malariae
Plasmodium ovale
Plasmodium knowlesi
Plasmodium simium
Lesdo Pulmonar Aguda
Lesdo Renal Aguda
World Health Organization
Hemoglobina

Grama por decilitro

XV



1.

XVi

SUMARIO
INTRODUGAOD ...ttt sttt st sttt st et e e ae e 1
1.1 MALARIA ..o e et ere e 1
1.2  EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA .......coiieeeeeeeeeeeee e, 2
1.3 VETORES E AGENTES ETIOLOGICOS.......cceceeeeieeeeieeeeeeeeeee e, 4
1.4 PATOGENESE, DIAGNOSTICOS E AGRAVOS.......cccceeveeeeeeeeeeeiennn, 7
L5 ANEMIA ..ottt ettt ettt 8
1.6 ANEMIA NA MALARIA ......ooiiiieieee ettt 9
1.6.1 FISIOPATOGENIA DA ANEMIA DA MALARIA. .....cooooiiiieceeeeeee 11
1.6.2 EPIDEMIOLOGIA DA ANEMIA DA MALARIA .....c.coveeieiececeeeee e 13
0= | = 11V 1T 15
2.1 ODbBJetiVO geral.......ccooviiiiiiiiiiiiiiii 15
2.2 ODbjetivOs eSPECITICOS ......uuuiiiiiieeiiiiiiieeeeee e 15
3 PRODUTO DA DISSERTACAO .....coiieeeeeeeeceeeeeeeeee e 16
4  LIMITACOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS.....cccoeevecieeeeeeeee e, 48
B CONCLUSAO . .....co ettt 48
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooovieeeteeeeeeeeeeeeeeeee e 49

7 ANEXOS E APENDICES ..o 53



1. INTRODUCAO

1.1 MALARIA

A malaria é uma doenca infecciosa aguda de grande importancia no mundo,
é classificada como uma das maiores endemias e que afeta cerca de meio milhdo
de vidas humanas a cada ano; dificulta assim o avanco de comunidades em paises
subdesenvolvidos (1). Acredita-se que a doenca tenha surgido ha milhées de anos
na regidio da Africa e se espalhado pelas demais regides tropicais e subtropicais do
mundo, tornando-se uma endemia global (2).

A doenca pode evoluir rapidamente para um quadro grave, pois 0s parasitas
chegam ao figado onde se multiplicam. J& na corrente sanguinea, invadem as
hemacias e iniciam o processo de destruicdo delas. A partir desse momento,
ocorrem 0s primeiros sintomas (3).

A malaria pode se agravar por diversos fatores entre eles alteracbes nos
niveis de hemoglobina que pode evoluir & quadros de anemia. A anemia é
considerada um problema de saude publica de abrangéncia mundial e ocorre devido
a reducao nos niveis de hemoglobina, desencadeado pela caréncia de nutrientes,
perda de sangue, diferentes doencas ou condi¢cBes adquiridas ou hereditarias,
acometendo individuos de todos os grupos etarios e socioecondmicos (4,5).
Resumidamente, a relacdo entre malaria e anemia ocorre pelo fato de que os

parasitas da malaria destroem as hemacias, conduzindo a quadros evolutivos de

anemia (6).



1.2 EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

Em 2019, ocorreram 229 milhdes de casos e 409 mil mortes pela malaria em
todo o mundo, com a maioria dos casos se concentraram na regido africana (93%)
(7). Os paises da Europa, América do Norte, Norte da Asia e Oceania nio
apresentaram casos de maléaria entre os anos 2000 e 2017, corroborando com o
fato de que a pobreza é um dos principais agravantes para proliferacdo da malaria

(Figura 1) (5).

od=zusénciz de malars desde 2000

Um ou mais casos em 2017
Zero casos em 2017

Zero casos (=3 znoz| em 2017 NZo zplicave

Figura 1 Epidemiologia da malaria no mundo entre os anos de 2000 e 2017
(Adaptado de World Malaria Report, WHO, Geneva;2018) (5)

Na América do Sul, a Venezuela apresentou a maior carga da doenca e com
maior contribuicdo para o aumento de casos nos demais paises americanos no ano
de 2017, em decorréncia da migragdo da populacdo (Figura 2). O Brasil apresenta
o segundo lugar de ocorréncia de casos de maléaria, cerca de 300 mil por ano,

seguido do Peru e Nicaragua (5).



A%
‘ Buropa

Figura 2. Epidemiologia da malaria has Américas. Em destaque os paises da
Venezuela, Brasil, Peru e Nicaragua, que apresentaram aumento de casos entre
2010 e 2017 (Adaptado de World Malaria Report, WHO, Geneva;2018) (5).

Em 2019, no Brasil, foram notificados 157.454 casos de malaria, 99,9 %
ocorreram na regido amazbnica, que engloba os estados do Amazonas, Acre,
Amapa, Maranhédo, Mato Grosso, Para, Ronddnia, Roraima e Tocantins. A maioria
dos casos sdo caudados pelo P.vivax 89,3% e o restante pelo P.falciparum 10,7%.
A regido amazoénica possui condi¢cdes propicias para a sobrevivéncia do vetor e
condi¢cBes socioecondmicas e ambientais que favorecem a transmissao da malaria.
Dos casos corridos nessa regido, cerca de 80% se concentraram em 41 municipios,
sendo 16 municipios pertencentes ao Amazonas. Manaus ocupou o terceiro lugar
entre 0s municipios prioritarios para malaria, com cera de 6.532 casos autéctones,
ficando atras apenas de Barcelos (8.794) e Sao Gabriel da Cachoeira (8,605) casos.

(Boletim Epidemiologico-Ministerio da saude NOV 2020) (8).



1.3 VETORES E AGENTES ETIOLOGICOS

A transmissado da maléaria ocorre através da picada de mosquitos fémeas do
género Anopheles, infectadas com o protozoario Plasmodium (9). No entanto, em
menor ocorréncia pode acontecer atraves de transfusdes sanguineas ou material
perfuro cortante (10).

Atualmente ha seis espécies de protozoarios da malaria que parasitam o ser
humano: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, P. knowlesi e P.simium (11),
e somente o P.falciparum, P.vivax, P.malariae sdo detectados no Brasil, sendo o
P.vivax com maior ocorréncia na regidao. Apoés infectar o hospedeiro, a maior parte
dos Plasmddios passam pelo processo de reproducdo assexuada, enquanto a outra
proporcao se diferencia em gametdcitos maduros; constituindo estagios sexuados
da maléaria. Atenta-se para o fato de que apenas nesse estagio 0s gametocitos
tornam-se infecciosos ao mosquito e, também, que o transporte de gametécitos
depende tanto de fatores individuais do hospedeiro e do parasita como do local e/ou
da regido da transmisséo (12,13,14).

As formas mais graves da doenca geralmente ocorre pela infec¢do do P.
falciparum, uma vez que estes parasitas adentram as hemacias independente da
fase evolutiva. Como apresenta o maior grau de viruléncia, € o causador da maior
parte dos casos de morbidade e mortalidade ao redor do mundo, totalizando cerca
de 91% dos casos de malaria. Outra caracteristica € o curto periodo de incubacao
(~ 6 dias) e a ocorréncia de malaria grave, com paroxismo de 24 horas,
acompanhada de crises diarias (5,15). Acreditava-se que as formas menos graves

da malaria estavam associadas aos P.vivax, P.ovale e P.malariae, por nao



apresentarem as formas agudas da doenca e também por ndo ultrapassarem 10%
dos casos no mundo. O P.vivax e o P.ovale invadem apenas hemacias imaturas e
o periodo de incubacéo é entre 8 a 15 dias, com crises de paroxismo em média a
cada 48 horas (5,15).

Atualmente, constatou-se que a malaria relacionada ao P.vivax também pode
estar associada a casos graves da doenca, como anemia grave, lesdo pulmonar
aguda (LPA), dificuldade respiratéria, lesdo renal aguda (LRA), disfuncdo em
multiplos 6rgéos, coinfeccéo bacteriana e bacteremia, complicacées neuroldgicas,
ruptura esplénica e infarto entre outras complica¢cdes (16,17). Um relato de caso
demonstrou que um jovem infectado por P.vivax, internado com doenca febril
aguda, diminuicdo da producdo de urina, anemia, trombocitopenia, ictericia e
aumento da lactato desidrogenase sérica, apresentou apenas resposta parcial aos
medicamentos antimalaricos, sendo readmitido com pioras dos parametros renais,
resultando em didlise e, posteriormente, a transplante renal (18). Em outro caso, um
paciente de 30 anos coinfectado por P.falciparum e P.vivax apresentou laceracéo
esplénica com hemoperitonio moderado (19).

Recentemente, um estudo observacional de base populacional realizado em
Cruzeiro do Sul, Brasil, entre 2006 e 2014, verificou o impacto da maléaria na
gravidez, e se observou que 63,9% das gestantes infectadas por P.vivax
apresentaram recém-nascidos a termo com baixo peso ao nascer (20). Ja um
estudo com 219 criangas entre 2 e 7 anos no municipio de Manaus, Brasil, verificou
que 46% das criancas apresentaram pelo menos um episodio de malaria, dessas
89% demonstraram baixo nivel de desenvolvimento cognitivo, mostrando que a

malaria por P.vivax foi determinante para este diagnostico (21).



A eliminacéo do P. vivax representa um desafio comparado ao P.falciparum,
pela presenca de hipnozoitos (forma dormente encontrada no figado),
permanecendo portadores e transmissores da malaria (22,23). Isto ocorre durante
0 repasto sanguineo quando 0s mosquitos ingerem gametécitos do Plasmodium, e
assim adquirem a forma infecciosa (esporozoito) dentro de suas glandulas
salivares, permanecendo infecciosos por aproximadamente 1 a 2 meses. Atraves
da picada do mosquito infectado ocorre a inoculacdo do parasita no sangue do
hospedeiro vertebrado e inicia-se a fase esquizogbnica, onde em um curto periodo
de tempo os esporozoitos invadem as células do figado, ocasionando um ciclo
complexo. Este ciclo se divide em duas fases, sendo a primeira a hepatica
(esquizogonia pré-eritrocitica) e a segunda a eritrocitica (esquizogonia eritrocitica).
Ja no interior dos hepatocitos, os trofozoitos iniciam sua divisdo intracelular
assexuada, onde ao final desta fase milhares de merozoitos séo liberados pelo
hepatdcito infectado (Figura 3). Apos esta liberacdo, no caso do P.vivax, alguns
esporozoitos podem apresentar estagio de dorméncia, quando entdo passam a ser
chamados de hipnozoitos; podendo permanecer latentes por meses ou anos e

guando reativados podem levar a recaidas da doenca (24,25).
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Figura 3. llustracdo do ciclo biolégico do plasmédio. (Adaptado de Mueller, 2009)

(26).

1.4 SINTOMAS E AGRAVOS

O quadro clinico da maléaria pode ser caracterizado por febre, sudorese,
calafrios, cefaleia, tremores, vOmitos, cansago e complicagbes respiratorias. O
paciente pode apresentar anemia e astenia, tornando-se apatico e indisposto,
podendo ocorrer esplenomegalia e muitas vezes hepatomegalia (3,27).

Diversos fatores podem influenciar na forma clinica da doenga como
endemicidade, imunidade, carga parasitaria, taxa de multiplicacdo, variacdo
antigénica e polimorfismo, tanto do hospedeiro (humano) quanto do parasita (28).

Portanto em hospedeiros mais vulneraveis, como gestantes e criancas



pequenas, as formas graves da doenca sdo mais frequentes, assim como nos
primoinfectados (29). Aspectos clinicos e as alteracfes laboratoriais sofrem grandes
variacfes em casos de malaria grave, com impactos negativos da doenca, assim
como maior frequéncia do acometimento do sistema nervoso central, anemia com
maior gravidade, insuficiéncia renal, disfuncdo pulmonar, choque, coagulacao
intravascular disseminada, hipoglicemia, acidose metabdlica e disfuncao hepatica
(30,31). Dentre as alteracGes ocasionadas pela malaria, os niveis de hemoglobina
despertam interesse pois podem apontar aos quadros de anemia apresentados

pelos individuos acometidos pela doenca.

1.5 ANEMIA

A anemia € um dos importantes indicadores da salude e esta associada aos
distirbios nutricionais do individuo. E definida pela reducdo do numero de
hemacias, ou seja, quando o nimero de hemacias ou sua capacidade de transportar
oxigénio se tornam insuficientes para suprir as necessidades fisioldgicas do ser
humano (9).

Embora a causa mais comum de anemia em todo o mundo esteja relacionada
a deficiéncia nutricional, existem outros mecanismos que provocam a anemia e que
sao relevantes para a interpretacdo da mesma, assim como o aumento da perda de
hemacias, a reducédo da producdo de glébulos vermelhos normais, o aumento da
destruicdo de glébulos vermelhos (hemolise) e 0 aumento fisioldégico da demanda
de globulos vermelhos e ferro. Estes mecanismos ocorrem por deficiéncias

nutricionais agudas e crénicas relacionadas ao ferro, folato, vitamina B12 e vitamina



A, por inflamacéao, infec¢cbes parasitarias como a malaria, doencas hereditarias ou
adquiridas que comprometam a sintese de hemoglobina e a producdo e/ou
sobrevida de hemacias (5).

De acordo com a World Health Organization (WHO) o diagnéstico da anemia
se baseia nos niveis de hemoglobina, variando conforme a idade, sexo e periodo
gestacional (32,33) (Tabela 1). Exames laboratoriais associado a diagnostico clinico
podem melhorar a interpretacéo do quadro anémico. O hemograma é o exame mais

comum e pode determinar as dosagens de hemoglobina (Hb).

Tabela 01. Niveis de hemoglobina para diagndéstico e classificagcdo da anemia

(g/dL).
Auséncia Grau da anemia
Populacao anemia Leve Moderada Grave

6 a 59 meses de idade 11,0 ou > 10,0 a 10,9 7,0a9,9 <que7,0
5a 11 anos de idade 11,5 ou > 11,0a11,4 8,0a10,9 < que 8,0
12 a 14 anos de idade 12,0 ou > 11,0a 11,9 8,0a10,9 < que 8,0
Mulheres (=15 anos) 12,0 ou > 11,0a 11,9 8,0a10,9 < que 8,0
Gestantes 11,0 ou > 10,0a 10,9 7,0a9,9 <que?7,0
Homens (=15 anos) 13,0 ou > 11,0a12,9 8,0a10,9 < que 8,0

Fonte: Adaptado de WHO,2018 (34).

1.6 ANEMIA NA MALARIA
A anemia esta entre as principais alteracdes clinico-patologicas encontradas

na malaria e ocorre em decorréncia da destruicdo ou captacdo dos eritrOcitos,
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deseritropoiese e perda sanguinea relacionada a coagulopatia (35,36,37). Em
estudo realizado com amostras de 16 paises africanos durante os anos de 2015 e
2017 identificou que em criancas menores de 5 anos a prevaléncia de anemia
associada a malaria, foi de 79%, sendo 21 % para a anemia leve, 50% para
moderada e 8% para grave (5).

A invasdo do P.vivax ocorre apenas em hemacias jovens, enquanto o
P.falciparum nao ha preferéncia pelo tipo de hemacias. Esta € uma das razdes para
gque o maior numero de casos graves de malaria estejam associados ao
P.falciparum, porém vem se tornando frequente o niumero de relatos de casos de

malaria grave associado ao P.vivax (38,39).

O diagnostico de anemia da maldria se baseia na concentracdo de
hemoglobina independentemente da quantidade de parasitemia. A parasitemia
pode ser considerada como um indicador fraco da gravidade da doenca, no entanto,
guando a sua quantidade esta em niveis elevados, pode causar lise macica e
eliminacao de eritrocitos, acarretando em anemia profunda (40,41).

Um estudo comparando individuos com maior e menor exposicdo a malaria
verificou que a recuperacdo da hemoglobina foi relacionada a Hb basal. Os
individuos imunes a malaria infectados com P. vivax tinham concentracdes de Hb
persistentemente mais baixas em comparacdo com individuos com menor

exposicéo a malaria (42).
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1.6.1 FISIOPATOGENIA DA ANEMIA DA MALARIA.

O desenvolvimento da anemia na malaria possui mecanismos néao totalmente
esclarecidos, em decorréncia da complexidade e multifatoriedade desses eventos.
No entanto, sabe-se que em relacdo a reducédo dos niveis de hemoglobina no
individuo acometido pelo P.vivax e P.falciparum, alguns fatores como idade,
esplenomegalia, infeccdo cronica, recrudescéncia e novos episodios da doenca
estdo sendo considerados como risco para agravamento da anemia (43).

Sabe-se que em relacdo a anemia por malaria, é possivel que ocorra perda
de heméacias e/ou que a producdo destas seja comprometida. Para infeccdo por
P.vivax ocorre a perda de maior numero de hemacias nao infectadas, sendo 34
hemacias perdidas para cada heméacia infectada (43). Em casos de malaria por
P.vivax ocorre reducao dos reticuldcitos nos primeiros 10 dias apés infeccéo, assim
como ruptura de hemacias néo infectadas, o que demonstra maior fragilidade no
processo de hemdlise intravascular. Quanto a hemolise extra vascular, na infeccéo
por P.vivax, ocorre fagocitose de hemacias infectadas e ndo-infectadas no baco e
medula 6ssea (44). Os processos de fagocitose dos eritroblastos, utilizacdo
prejudicada de ferro e efeito toxico dos produtos do parasita em progenitores, entre
eles eritroblastos, ocorrem em ambas as infec¢des, por P.vivax e por P.falciparum.
Ainda para o P.vivax observa-se que entre 8 de 9 adultos com infeccdo aguda a
proporcado de eritroblastos se mantem normal ou aumentada, em mecanismos
celulares relacionados a insuficiéncia da medula 6ssea. Ja para o P.falciparum

ocorre 0 processo inverso (Quadro 1).
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Quadro 1. Mecanismos patogénicos da anemia associada a malaria por P. vivax
e por P. falciparum. CD35 (receptor de complemento 1); CD55 (fator de
aceleracdo de decaimento); DHL (lactato desidrogenase); a-HBDH (alfa-
hidroxibutirato desidrogenase); RSP-2 (proteina 2 de superficie do anel); RAP-2
(Proteina 2 associada a Roptria) (Adaptado de Douglas, 2012) (43).

FATORES DE RISCO PARA ANEMIA OU REDUGAO DA CONCENTRAGAO DE HEMOGLOBINA
Plasmodium vivax Plasmodium falciparum

ldade jovem, esplenomegalia, mfec;éo Cl'ﬁnICEI‘ novo eplséd\o Idade jovem, esplenomegalia, |nfec;§0 crﬁmca, recrudescéncial
DADOS CHAVE SOBRE OS PROCESSOS PRINCIPAIS
Perda de hemacia

34 hemaceas ndo-infectadas perdidas para 8 hemaceas ndo-infectadas perdidas para cada 1
cada 1 hemacia infectada no sangue periférico heméceas infectada no sangue periférico

Produgdo comprometida de hemacia

Reticulacito baixo durante os primeiros 10 dias, Reticulécito baixo mas ndo suficiente
depois aumento adequado durante 3-6 semanas para o nivel de anemia

MARCADORES E MECANISMOS CELULARES IDENTIFICADOS OU SUSPEITOS
Hemolise intravascular - Ruptura da hemacia no sangue antes de ser fagocitada

Ruptura de esquizontes circulantes incluindo METir e 2 e irhes DL e
parasitas ancorados em reticuldcitos. Hemdlise ptog p
a-HBDH altas

ntravascular devido a ruptura de menaor esquizontes
em Pv que em Pf pois a parasitemia & menor em Pv|

Ruptura de esquizontes sequestrados

Ruptura de hemacias ndo infectadas
Hemolise extravascular — Hemacia fagocitada como célula

. P Anexina V teri ltas CD35 e CD55 bai
Fagocitose de hemacias infectadas e fenm Y srmm ok b aos

néo-infectadas no bago e medula Fagocitose in vitro das hemacias ndo-infectadas
Ossea

Acimulo e fagocitose de hemacias infectadas e
nao-infectadas no bago e medula dssea

Retencdo mecanica de hemacias ndo-infectadas no

Estresse oxidativo na hemacia néo- : -
bago devido reducdo da capacidade de deformacéo

infectada e infectada

Retencdo mecénica de anéis no baco devido reducdo da
capacidade de deformacdo. Fagocitose e opsonizacdo de
o ars hemacias nfo-infectadas coberta com RSP-2/RAP-2,
Aumento da fragilidade osmdtica e complemento, imunoglobulinas ou baixos niveis de CD55
formagéo do corpo de Heinz de

hemacias néo-infectadas

Estresse oxidativo na hemacia nao-infectada e
infectada

Diseritropoiese - Progenitoras proliferam, mas nédo saem da medula Ossea

Anormalidades nucleares dos eritroblastos
L o, T ot
0,23-15,1% dos eritroblastos com mais frequentes em criancas com infeccéo
anormalidades nucleares acentuadas
em 6 de 9 adultos com infeccdo aguda

Fagocitose dos eritroblastos

Ativacdo do macrdfago por citocinas ou produtos do
parasita aumentam a fagocitose dos progenitores
Fagocitose dos eritroblastos (incluindo os eritroblastos) apesar dos niveis de citocinas
estarem geralmente menores na anemia grave da malaria
que na malaria cerebral ou ndo-complicados.

Efeito téxico dos produtos do parasita
(ex_hemozoina) em progenitores
(incluindo eritroblastos)

Efeito toxico dos produtos do parasita (ex.
hemozoina) em progenitores (incluindo eritroblastos),

RAP-2 na superficie dos eritroblastos e fagocitose in vitro

Utilizagéo de ferro prejudicada Utilizaco de ferro prejudicada

Insuficiéncia da medula 6ssea — Progenitores n&o proliferam suficientemente

Celularidade diminuida no estagio

d 311 adult
e acufios Resposta inapropriada da medula

0ssea a nivelis apropriados de
eritropoietina em criangas, embora
Sem dados em criancas ou anemia grave. possivelmente n&o em aduitos

Proporgéo de eritroblastos normal ou aumentada
em & de 9 adultos com infecgdo aguda

Observactes raras de eritroblastos parasitados
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1.6.2 EPIDEMIOLOGIA DA ANEMIA DA MALARIA

As relacbes entre a anemia e a malaria vem sendo observadas em grupos
diversificados, principalmente em locais de alta endemicidade para malaria, como
continente africano, sul asiatico e americano (7). Um estudo realizado no Gana,
identificou que o risco para apresentar anemia foi de 16,5% para P.falciparum e que
0 risco € maior em individuos mais jovens e do sexo masculino (45). Outro estudo
em Papua, Indonésia, verificou a doenca estava intimamente relacionada aos casos
de anemia (46). No Paquistdo, verificou que a anemia foi frequente em pacientes
do sexo feminino alterac6es mais frequentes foram a anemia e trombocitopenia
47).

No Brasil, em uma revisao sistematica, foi concluido que a anemia esteve
presente em todas as faixas etarias, sendo as criangas e gestantes 0s grupos mais
vulneraveis (48). No municipio de Mancio Lima, Acre, a prevaléncia de anemia foi
maior para faixa etaria de individuos com 6 meses até 5 anos (49). Em Belém, Par4,
observaram gque fatores que contribuiram para o agravamento da anemia, foram o
parasitismo por ancilostomideos e o intervalo de tempo entre o inicio dos sintomas
e o diagnostico da maléaria (50). Em Manaus, um estudo identificou que pacientes
infectados com P. falciparum apresentaram concentracdes de Hb (10,5 g/dL) do que
infectados por P.vivax (12,4 g/dL) (51). Em estudo realizado em Manaus, com
criangas, a anemia esteve associada com parasitemia (52).

Dentre as complicagdes da doenca, a anemia vem despertando interesse
entre pesquisadores devido sua complexidade em relacdo aos agentes
etiopatogénicos. No Brasil, ainda ha escassez de estudos que abordem a relagéo

entre anemia e malaria, isso pode ser porque a regido apresenta maior prevaléncia
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do P.vivax. Ja em regides onde o P.falciparum predomina, ocorre maior numero de
casos graves, com maior frequéncia de mortes e, consequentemente, maior numero
de estudos deste tipo. Baseado nesses motivos, julga-se oportuno estudar aspectos
relacionados a alteracbes nos niveis de hemoglobina assim como presenca de
anemia em populacbes com malaria por P.vivax, procedentes de regides
endémicas, considerando que a compreensao da correlacdo entre malaria e os
niveis de hemoglobina colaboram para estratégias de tratamentos efetivos, assim
como medidas de controle da doenca, de forma que seja possivel evitar
complicacBes que resultem em quadros de anemia e/ou agravos da malaria

resultando em maior niumero de mortes relacionadas a doenca.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a dindmica da hemoglobina em pacientes com P. vivax na Amazonia
Ocidental Brasileira.

2.2 Objetivos especificos

Estimar a prevaléncia de anemia em cada tempo e em todo periodo;

Estudar a associacdo entre a malaria por P.vivax e os fatores demogréficos e
clinicos a variacdo dos niveis de hemoglobina;

Avaliar a associacdo entre as variacdes da hemoglobina e as recorréncias de

malaria.
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Abstract

Background: Currently, malaria remains a disease that occurs in various regions of
the world and can cause several problems. Anemia is among the clinical
complications of malaria, with hemoglobin levels often being affected. In this study,
hemoglobin dynamics was evaluated in a population in the Western Brazilian
Amazon region, where Plasmodium. vivax is predominant. Methods: A prospective
cohort was established in a settlement area in Brazilian Amazon region for 18
months. During this period both active (four cross-sectional surveys each 6 months)
and passive case detection (in-between periods) were carried out. Hemoglobin
levels were checked and recorded. Hemoglobin variations were performed using
Cumulative Frequency Distribution (CDF) and hemoglobin level were assessed
before, during and after the malaria episode. Recurrence was assessed using
frequency distributions and association between the number of malaria episodes
and hemoglobin levels. The analysis of the time until the event was performed using
the Kaplan-Meier with Log-rank to compare the accumulated proportion of
recurrence between groups with and without malaria. The association between
demographic and clinical factors with mean hemoglobin, univariate and multivariate
linear regression was used. The data were analyzed using Stata 13 software.
Results: The results showed that the majority of individuals were male 56%, the
most frequent age group comprised between 15 and 35 years old 28.4%. The total
prevalence of malaria (P.vivax and P.falciparum) was 9.9% with a predominance of
malaria by P.vivax 83% while the prevalence of anemia in malaria (P. vivax +

P.falciparum) was 3.6%. Differences were observed between malaria cases with and
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without recurrence, mainly in hemoglobin levels below 12 g / dL (p = 0.0194). The
number of recurrence episodes proved to be decisive for the reduction of hemoglobin
levels. It has been shown that there is a negative association between the number
of episodes of malaria and hemoglobin (p = 0.0050). Among the clinical factors, the
most related association resulting from malaria caused by P.vivax [-0.398 (95% CI:
-0.622; -0.173), p <0.001], P.vivax parasitemia [-0.00006 (95% CI. - 0.00008; -
0.00002), p <0.001] were negatively related to hemoglobin, while age was positively
related [0.022 (95% CI. 0.018; 0.027), p = 0.000]. The mean hemoglobin
concentration in the malaria episode was lower (12.0 g/dL) than the times before
and after the event. Conclusion: The study made it possible to identify significant
relationships between malaria cases and hemoglobin levels. In general, an
association was observed between the lowest hemoglobin rates and positive cases
of malaria and the recurrence of malaria was relevant for the reduction of

hemoglobin.
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Introduction

Malaria remains a major public health problem in many countries. In 2018,
there were 228 million cases of malaria worldwide, especially in the African Region
(93%) with an estimated 405,000 deaths, with children under 5 being the most
vulnerable group [1].

In relation to Plasmodium species, P. vivax has a greater geographical
distribution. About 53% of cases are concentrated in Southeast Asia, with
aproximately 47% of these occurring in India. In the Americas, P. vivax represents
75% of malaria cases and in Brazil 70% [1].

The clinical manifestations of malaria have been associated with several
factors: demographic characteristics [2], malaria endemicity [3], nutritional status
and immunity to malaria [4]. Previously, P. vivax malaria was considered a non-fatal
infection. This perception, however, has changed because recent studies have
shown that P. vivax is associated with severe manifestations similar to those found
in P. falciparum infection [2,5,6].

However, anemia is a common and often severe consequence of vivax
malaria. Among the main factors for the occurrence of anemia in malaria, the splenic
removal of red blood cells, acute hemolytic anemia (AHA), bone marrow suppression
and dyseritropoiesis have been studied [7-9]. Studies showed that the use of an
early antimalarial treatment causes the hemoglobin drop process to be interrupted,
favoring the individual's hematological recovery [10-13].

Data on hemoglobin dynamics and cases of anemia related to P. vivax

malaria in Latin America are still poorly explored, especially in the Amazon region
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[14]. In this context, this research aims to assess the dynamics of hemoglobin in

patients with P. vivax in the Western Brazilian Amazon.

Methods

Study Site

The site study was Municipality of Careiro, Amazonas State. (Western
Brazilian Amazon) (03°06" S; 60°01" W). The municipality is connected with the
capital of the state, Manaus, through a federal road (112 km of distance) (Figure 1).
According Brazilian Institute of Geography and Statistics the population is
approximately 37.869 inhabitants and demographic density of 5.37 inhabitants/km?
[15]. Two rural communities were chosen, the Community of Paneldo and Castanho
Sitio with a total population of 702 persons (census performed immediately before
the beginning of the study), where are considered co-endemic by P. vivax malaria
[16]. The major economic activities are family farming, hunting and fishing. Drinking

water comes from rainwater reservoirs or creeks.

Study design

A prospective cohort study was conducted for 18 months. Before the start of the
study, a preliminary census was carried out (2 months earlier) and, at this point, this
community was informed about the study and invited to participate. The study
participants were monitored by means of cross-sectional surveys (every 6 months)
and passive case detection at health posts throughout the study period. Because it

is a region where the climate interferes with the population's survival activities, there
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is a significant movement of the population, during the period of flooding of the rivers,

they migrate to other areas, returning to the community in the periods of low river.

Active follow-up

Four cross-sections were performed at an interval of 6 months. In each visit,
there included clinical history, physical exams and blood sample collection (thick
blood smear) was used for Plasmodium infection detection. All information was
recorded in the standardized forms. A second blood sample was sent for further
analysis in Manaus. Blood slides were read at the health post within 24 h and
patients with a positive thick blood smear detected were treated by the study team

and/or referred to the local hospital.

Passive case detection

Blood was collected to prepare two slides from all patients presenting
symptoms compatible with malaria, for individuals assisted at the diagnosis and
treatment units or at the home visits. One smear was read immediately used to
identify the presence of Plasmodium. If the slide was positive anti-malarial treatment
was provided by the health worker to the patient. The second slide was reviewed by
two microscopists to confirm diagnosis and determine the density of parasites. The
standardized forms were included demographic data, clinical characteristics of the

patient and parasitemia results.

Malaria diagnosis and definitions
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For all thick blood smears were prepared by Walker technique [17] and
analyzed by a local microscopist and reviewed by an experienced microscopist, who
confirmed diagnosis. Parasitological results were confirmed by RT-PCR [17-19].
Anemia was defined as classified by, Haemoglobin concentrations for the diagnosis

of anaemia and assessment of severity, WHO [20].

Hemoglobin Concentration
Hemoglobin concentration was measured in venous blood obtained by
digital puncture, using a laptop (HemoCue® photometer, Anglhol m, Sweden) at the

beginning, during and at the end of the follow-up.

Statistical Analysis

The analysis was performed using the Stata 13 (Statistics Software, version
SE13). To understand the dynamics of hemoglobin, samples with P. vivax malaria
were selected during active monitoring and passive detection of cases. To assess
association between area, sex, age range and temperature with hemoglobin
variations Cumulative Frequency Distributions (CDF) was used. Hemoglobin
dynamics were assessed by repeated measures ANOVA, where the hemoglobin
was observed before, during and after malaria episodes. The analysis of time until
the event was performed using the Kapplan-Meier with Log-rank to compare the
accumulated proportion of recurrence between groups with and without anemia.
CDF’s were also used to assess the distribution of groups with and without
recurrence of malaria. The analysis of association of demographic and clinical

factors with mean hemoglobin was performed by univariate and multivariate linear
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regression only for those patients that had a complete follow-up from the first cross-

section.

Ethics approval

Human surveys were approved by the National Ethics Review Committee
(protocol number 15197/2008. Informed consent was obtained from each
participant. Patients diagnosed with malaria were treated according to the Brazilian

Ministry of Health guidelines.

Results

Study population

The census showed 702 people living in the study area. Considering the four
cross sections, 1,087 individuals were tested for malaria by optical microscopy and
evaluated for the presence of anemia. The distribution of patients among the cross-
sections was as follows: the first included (August 2008; T0) 635 people, the second
(February 2009; T6) 588 people, the third (August 2009; T12) 611 people, and the
fourth (February 2010; T18) 649 people. Between the first (TO) and the second (T6)
cross section, 133 people were included in the study and 175 left because they were
not at the time of the visit or because they moved or died. From the second (third) to
the third (fourth) cross section 140 (127) people entered the study and 117 (89) left

(Figure 2). Only 214 subjects were present in the records of the four cross-sections.
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Most of the participants included in the study, were people who lived in the
community of Paneldao (57%), men (56%); and the most frequent age group were

people aged 15 or over (61%) (Table 1).

Malaria and anemia prevalence

The total prevalence of malaria (P. vivax + P. falciparum) was 10,33% in all
cross sections (TO, T6, T12, and T18) and P. vivax was predominant with 86%. For
TO, the prevalence of malaria (P. vivax + P. falciparum) was 6.9% (46/635), while for
P. vivax was 5.8% (37/635). In T6, for P. vivax the prevalence was 1.4% (9/588), in
T12 was 0.3% (2/611) and in T18 was 1.4% (5/649). No P. falciparum cases were
identified in T12 and T18.

The prevalence of anemia in malaria (P. vivax + P. falciparum) was 3.6%
(TO+ T6 + T12 + T18). For individuals with P. vivax the prevalence of anemia at TO
was 1.6% (13/635), at T6 was 0.6% (5/588), 0.1% (1/611) at T12 and 0.6% (5/649)
at T18 (Figure 3B). For P. falciparum the prevalence of anemia occurred in TO with

0.5% (4/635) and in T6 with 0.1% (1/588).

Association Analysis

In univariate regression, malaria caused by P. vivax [Coef.: -0.398 (95% CI:
-0.622; -0.173), p <0.001], P.vivax parasitemia [Coef.: -0.00006 (95% CI: - 0.00008;
-0.00002), p <0.001] were negatively related to hemoglobin, while age was positively
related [Coef.: 0.022 (95% CI: 0.018; 0.027), p = 0.000]. However, the recurrence

was not significantly (p = 0.525).
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For multivariate regression, presence of P. vivax malaria [Coef.: -0.271 (95%
Cl: -0.518; -0.024), p = 0.032] and parasitemia [Coef.: -0.00004 (95% CI: - 0.00007;
-0.00000196), p = 0.038]; were negatively related to hemoglobin while the age was

positively related [Coef.: 0.021 (95% CI: 0.017; 0.026), p = 0.000].

Hemoglobin dynamics

Hemoglobin concentrations in the groups with and without malaria were not
significant (Figure 4).

Hemoglobin dynamics was assessed from the hemoglobin levels observed
before the malaria episode (T-1, T-2 and T-3), during (TM) and after (T + 1, T + 2
and T + 3) in 216 patients (active + passive detection). A significant difference was
observed between the groups (p <0.0001) (Figure 5). The average hemoglobin
concentration in the TM was 12.0 (2.1, 1.7) g/dL. The lowest hemoglobin levels
occurred in TM (5.7 g/dL), followed by T-1 (6.0 g/dL), T+1 (6.6 g/dL), T+3 (7.1 g/dL),
T+2 (7.7 g/dL), T-3 (8.3 g/dL), T-2 (8.4 g/dL) while the highest hemoglobin level
occurred in T-1 (17.9 g/dL), followed by T-2 (17.6 g/dL), TM (16.8 g/dL), T+2 (16.5

g/dL), T-3 (15.3 g/dL) and T+3 (14.9 g/dL) .

A significant difference between recurrence and hemoglobin levels below to
12 g/dL was observed (p=0. 0194) (Figure 6). A negative association between the
number of malaria episodes and hemoglobin (p=0.0050) was also detected (Figure
7). No significant difference was observed between groups with or without anemia

and time until recurrence (Log-rank=0.0; p=0.9503) (Figure 8).
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Discussion

Malaria vivax is one of the public health problems in the Amazon [21,22],
and anemia is among the complications [23,24]. Recent studies have shown that
there is a strong relationship between malaria events and hemoglobin levels [25,26].
However, the majority refer to P. falciparum malaria infections [27-29], and few in an
endemic region in the Brazilian Amazon [24,26,30].

In this study, a low prevalence of malaria-related anemia and the influence
of the parasite species in this limited number of cases could not be determined. The
frequency of malaria-related anemia was less than previously found [14,31,32].
Nevertheless, due to immediate diagnosis and treatment, there was insufficient
opportunity to observe more patients with malaria anemia. This study was able to
understand the dynamic of hemoglobin in an endemic region in the Brazilian
Amazon. The results showed that in the rural region of the Amazon there was a
greater number of malaria caused by P. vivax and the majority of the population
composed of male adults. In addition, vivax malaria has been shown to be
associated with lower hemoglobin levels. Other studies have found that malaria of
any species is associated with the risk of anemia [24,28,31,33-35].

Furthermore, this research observed that hemoglobin levels were lower in
positive cases of malaria and are associated with parasitemia. For P. falciparum,
several studies have observed an association between parasitemia and lower
hemoglobin [27,29,35], but for P. vivax, studies are less frequent [34,36]. A study in
the same endemic area with individuals between 18 and 45 years old, found that

hemoglobin levels were related to parasitemia [34]. In addition, was observed
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significant association between administration of antimalarial drugs and hemoglobin
levels. Studies have shown that administration of antimalarials at the onset of the
disease reduces hemoglobin levels [12,29,37].

An association between age and hemoglobin was observed. Other study
found that P. vivax contributed to reductions of the hemoglobin concentrations and
risk of anemia [28]. A cross-sectional study in Acrelandia, Western Brazilian
Amazon, demonstrated that child age < 24 months was positively associated with
anemia [38].

In general, area, sex, and age distributions were not significantly related with
hemoglobin levels. However, hemoglobin rates may also vary according to gender
and temperature [1,39,40].

This study showed that hemoglobin decreased in malaria episodes followed
consistent with previous studies of vivax malaria [10,41]. During the malaria episode,
hemoglobin was lower than at other follow-up times, as malaria can contribute to
lowering these levels [10-13]. Besides, it was observed that a hemoglobin <12 g/dL
was more frequent in the group of individuals with malaria recurrence. Other studies
demonstrated that repeated malarial infections affect the blood profiles to a very
great extent and recurrent P. vivax patients are prone to develop anemia in due
course of the infection [26]. In Brazil, day 3 and day 7, hemoglobin levels were
significantly lower in patients presenting chloroquine resistance [42].

However, important limitations to our study need to be mentioned. Other
potential causes of anemia were not evaluated, such as iron deficiency which could

have some influence on the study outcome and doses of antimalarials were not
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recorded. Additionally, no data were available on some important confounders,
especially helminthic infections, nutritional status and haemoglobinopathies.

To conclude, vivax malaria, parasitemia, age and recurrence were
associated with hemoglobin average. Findings showed here represent an important
contribution to the knowledge of the malaria epidemiology and anemia by P. vivax
and could be useful to assist on the development and implementation of strategies
to control and eliminate this infection in the region. However, further studies are
needed to assess whether antimalarials can impact hemoglobin levels and how long
it takes for hemoglobin to recover with comprise pragmatic intervention trials and

investigation of other diseases that may influence hemoglobin.
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TABLES

Table 1. Epidemiological characteristics of the people who participated in the cross
sections in Careiro municipality, Amazonas State.

Area of occurrence Results (%)
Panelédo 710 (57.6)
Castanho Sitio 522 (42.4)

Sexo
Male 700 (56.8)
Female 532 (43.2)

Age (years)
n<5 168 (13.6)
5-12 213 (17.3)
12-15 107 (8.7)
15-35 350 (28.4)
35-55 254 (20.6)

Table 2- Univariable and multivariable analyses of hemoglobin mean according to
malaria status.

Univariable Multivariable
Variables Coefficient P [IC 95%] Coefficient P [IC 95%]
Parasitemia of P.vivax -0.00006 0.001 -0.00008 -0.00002 -0.00004 0.038 -0.00007 -0.00000195
Malaria for P. vivax -0.398 0.001 -0.622 -0.173 -0.271 0.032 -0.518 -0.024

Age, Mean (DP) 0.022 0.000 0.018 0.027 0.021 0.000 0.017 0.026
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4 LIMITACOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

N&o foram avaliadas outras causas de anemia, como deficiéncia de ferro, de
acido folico que poderia influenciar no resultado do estudo. Além disso, as doses de
antimaléricos nédo foram registradas e nao haviam dados disponiveis sobre alguns
fatores de confusdo importantes, especialmente infecgcBes helminticas, estado

nutricional e hemoglobinopatias.

5 CONCLUSAO

Houve baixa prevaléncia de anemia relacionada a maléria.

¢ A malaria vivax esteve associada a niveis mais baixos de hemoglobina.

e Os niveis de hemoglobina foram menores nos casos positivos de malaria e
estdo associados a parasitemia.

e Houve associacgao significativa entre a administracao de antimalaricos e os
niveis de hemoglobina.

¢ A hemoglobina diminuiu em episédios recorrentes de malaria.

e Observou-se que hemoglobina <12 g / dL foi mais frequente no grupo de

individuos com recidiva da malaria.

Os resultados aqui apresentados representam uma importante contribuicéo
para o conhecimento da epidemiologia da malaria e anemia P.vivax. No entanto,
mais estudos sdo necessarios para avaliar se 0s antimalaricos podem impactar os
niveis de hemoglobina e quanto tempo leva para a hemoglobina se recuperar com
ensaios pragmaticos de intervencao e investigacao de outras doencas que podem

influenciar a hemoglobina.
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Sumario geral do protocolo

Conforme consta no projeto, na América Latina, como na maior pane da Asia, P
vivax 6 a principal espécie responsavel pela infecc@o da malaria. No Brasil, ha mais de
uma década, P. vivax é a espécie predominante e apesar do elevado numero de casos
desta doenca no pals, alguns estudos foram realizados o, a maioria deles dedicados a
resisténcia do parasito aos antimaléricos e somente alguns desses estudos concentraram-
se em aspectos epidemiologicos. Outro aspecto considerado diz respeito ao controle da
doenga que tem servido para reduzir o nimero de mortes, mas o nimero total de casos
ainda estd aumentando, apesar dos programas de controle desenvolvidos pelo governo
federal. Uma das razdes para isso é provavelmente o fato do controle de uma espécie
como P. vivax ser muito mais complicado do que o controle de P falciparum, por causa do
rapido desenvolvimento dos gametdcitos na infecgao do P vivax e os dilemas da falta de
outros medicamentos para tratar hipnozoitos. A presenca de casos assintomaticos na
populagho, também, foi descrito como um possivel co-fator para a manutenclo da doenca

Em 2006, trés municipios (Manaus, Porto Velho e Cruzeiro do Sul) foram
responsaveis pelo registro de 30% dos casos de malaria no Brasil. o que aponta para uma
distribuicao heterogénea da doenga. Em Manaus, 63 656 casos de maléria (48.842 de P
vivax), foram notificados em 2005, caracterizando um grande surto de maléna jamais visto
na cidade. O problema estd relacionado com a intensa migracao de trabalhadores ¢ suas
familias de municipios vizinhos, que sao altamente endémicos para malana, atraidos pela
economia desta cidade e pelo distrito industrial (zona franca). Portanto, descrever as
caracteristicas das comunidades, incluindo os padroes de idade, a incidéncia e a
sazonalidade, é necessario ndo s6 para uma melhor compreensio do problema e das
possibilidades de controle, mas também para estabelecer uma base de dados para futuras
Intervencoes, tais como ensalos com candidatos vacinais

Conoidmndomoonhxto.opmhﬁodop“quuunbhhmpotobjwvom
descrever a epidemiologia da maldria em uma area endémica nos arredores de Manaus,
Incluindo a Incidéncia nas idades especificas e a sazonalidade Dentre os objetivos
especificos destacam-se. Estimar a prevaldncia total e especifica por idade de infecgho
por Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum e Plasmodium malariae o malana clinica
nas localidades do P.A. Panelao e Castanho Sitio; Estimar as prevaléncias de deficiéncia
defalorouﬂyedeanmneesplenomogaliaentreasduaspopuhqbucﬂmdase
estimar a Incidéncia de malaria clinica (lotal e especifica por dade). descrever a
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apresentagao clinica da infecgao por Plasmodium vivax e P. falciparum no P.A. Panelao e
Castanho Sitio; a sazonalidade nas localidades de estudo; o uso de drogas antimalaricas e
as medidas de controle utilizadas pela populag¢do das localidades de estudo e finalmente,
descrever a apresentagao clinica de pacientes com gota espessa negativa e PCR positiva
e os principais vetores locais relacionados a transmissdo de malaria e as taxas de
inoculagao.

Trata-se de um estudo descritivo prospectivo, envolvendo toda a populagdo das
areas selecionadas em um censo preliminar. Neste momento, as comunidades serao
sensibilizadas, informadas sobre o estudo e convidadas a participar. Se aceitarem, de
cada individuo da comunidade sera solicitado assinatura do TCLE.

O acompanhamento dos sujeitos de pesquisa sera feito por meio de corte
transversal, através da busca passiva e detecgdo de casos pelos postos de salude durante
todo o estudo. Para a busca ativa os cortes transversais serdo realizados a cada 06
meses (2 na época de maior pluviosidade e 2 na época de menor pluviosidade). Nas
visitas serdo realizadas a histéria clinica, o exame fisico e a coleta de sangue. Uma
amostra de sangue periférico do dedo (500 pL) sera colhida para detecgao da infecgdo
pelo Plasmodium sp., dosagem de hemoglobina para realizagao da PCR e genotipagem
de fator Duffy na FMT-AM. As PCR's serao também realizadas na FMT/AM. Uma amostra
sangliinea sera colhida em papel fitro denso sempre que uma lamina for coletada.
Posteriormente, o DNA sera extraido a partir deste papel filtro, utilizando kits
comercialmente disponiveis. A genotipagem das espécies e do fator Duffy sera executada
por PCR, de acordo com procedimentos operacionais padronizados. As informagdes
serao registradas em formularios padronizados. No total, a equipe irda conduzir uma visita
de recenseamento e de sensibilizagao, e 04 cortes transversais. O médico participante do
estudo, também, vai realizar visitas mensais durante os 3 meses seguintes aos cortes
transversais, a fim de detectar ativamente a ocorréncia de sintomas possivelmente
relacionados com a infecgd@o malarica detectada apenas por PCR.

Durante os cortes transversais, sera realizada coleta de anofelinos por uma
equipe entomologica em pontos distintos das localidades estudadas. Taxas de inoculagéo
serao calculadas com base no numero de capturas realizadas em toda a noite. As
amostras serao identificadas morfologicamente e os mosquitos serao testados por ELISA
para detectar antigenos esporozoiticos, utilizando anticorpos monoclonais especificos para
P. falciparum e P. vivax.

Local de realizagao

A pesquisa sera desenvolvida, no municipio do Careiro, mais precisamente nas
localidades P.A. Panelao e Castanho Sitio, que contam com uma populagao estimada em
1.200 habitantes, as quais escolhidas com base na baixa migra¢ao dos seus habitantes e
no perfil semelhante de transmissao da malaria rural. O municipio tem uma média de 75%
de maléaria causada por P. vivax relatados nos altimos 5 anos, o que é muito semelhante a
percentagem de infecgdes por P. vivax relatadas em outras areas da Amazodnia Brasileira.

Apresentacgao do protocolo

O projeto encontra-se estruturado e fundamentado adequadamente aos fins
propostos.

O desenho do estudo esta bem delineado e detalhado.

A folha de rosto encontra-se preenchida e assinada.

O cronograma de execugao prevé uma duracgao de trés anos, mas nao especifica a
data de inicio.

O orgamento financeiro apresentado informa despesas no valor de € 85668
(otenta e cinco mil, seiscentos e sessenta e oito euros), a serem financiadas pela



55

Cont, Parecer CONEP 109/09

Fundaci6 Privada CELLEX, através do Programa de Pesquisa em malaria por Plasmodium
vivax, coordenado pelo Centre de Recerca de Salut Internacional de Barcelona (CRESIB).

O curriculo do pesquisador demonstra experiéncia profissional e produgao
cientifica na area da pesquisa proposta.

Encontram-se anexados ao projeto os seguintes documentos: carta de aprovacao
do projeto pelo Comité de Etica da Investigacé@o Cientifica da Clinic Barcelona; Cépia do
termo de acordo celebrado entre CRESB e a FMT/AM para realizagdo da pesquisa;
fotocépia do Termo de Cooperagao firmado entre a Prefeitura de Careiro e a FMT/AM para
realizagdo da pesquisa; copia do Termo de Compromisso quanto ao cumprimento da
Resolugao CNS 196/96 assinado pelo Diretor do CRESIB e copia do parecer do CEP de
aprovagao do projeto de pesquisa.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE esta redigido em forma de
convite a participagao, com linguagem clara e objetiva e contém as informagdes essenciais
sobre a pesquisa, garantindo uma decisao consciente dos sujeitos de pesquisa, conforme
estabelece o item IV.1 da Resolugao CNS 196/96

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, de
acordo com as atribuicdes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela
aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo: Protocolo aprovado.

Brasilia, 08 de margo de 2009.

Sdddi Tannous
Coordenadora da CONEP/CNS/MS



