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Métodos para diagndstico de Malaria: Atualizacéo e desafios!
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Resumo

A maléria continua sendo um sério problema de saide pablica amplamente distribuida nas regides
tropicais e subtropicais no mundo. Uma das principais maneiras de controle desta enfermidade
esta ligada ao seu diagnostico correto logo nos estagios iniciais, 0 que 0 método diagndstico por
microscopia, ainda considerado “padrdo ouro”, muitas vezes nao é capaz de proporcionar. Com
isso, temos demonstrado a necessidade de aperfeicoamento das técnicas atualmente disponiveis,
além de uma adequacéo as necessidades dos paises mais afetados pela malaria. Sendo assim, a
presente revisdo teve como objetivo informar sobre os principais métodos de diagndsticos
disponiveis e sobre os desafios do desenvolvimento da metodologia ideal para detecgdo de
infecgBes maléricas.

Palavras-chave: Microscopia, LAMP, TDRs.

Methods for malaria diagnosis: Update and challenges. Malaria remains a serious public
health problem widely distributed in the tropical and subtropical regions of the world. One of the
main ways of controlling it’s the early diagnostic, which microscopic diagnostic method, still
considered a "gold standard", is often not able to provide. It demonstrates the need to improve
currently available techniques, as well as an adaptation to regional conditions of malaria endemic
countries. Therefore, the present review aimed to describe the main diagnostic methods available
and challenges in the developing an ideal assay for malaria detection.
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1. Introdugéo

A maléria é uma infeccdo aguda,
sisttmica, ndo contagiosa causada por
protozoarios do género Plasmodium sp.
Considera-se que tenha surgido na Africa ha
milhGes de anos e tenha se espalhado para
regides tropicais e subtropicais do mundo
atraves de migracBes, exploradores,
missionarios e escravos (COX, 2002), sendo
endémica para essas areas.

De todas as espécies de protozoarios do
género Plasmodium, apenas as espécies P.
vivax, P. falciparum P. malarie, P. ovale, P.
knowlesi sdo capazes de infectar humanos.
Esta ultima foi mais recentemente
descoberta em seres humanos, inicialmente
encontrada apenas em primatas (SINGH et
al., 2003), e ocorre somente em algumas
areas florestais do sudeste da Asia (SINGH;
DANESHVAR, 2013).

Os principais vetores responsaveis pela
transmissdo da doenca sdo fémeas do
mosquito do género Anopheles, através do
repasto sanguineo. Os humanos infectados,
mesmo 0s que ndo apresentam sintomas
clinicos (assintomaticos), sdo capazes de
abrigar formas sexuais dos parasitas, sendo
assim reservatorios para infeccdo de
mosquitos. A malaria também pode ser
transmitida  através de  transfusGes
sanguineas ou do compartilhamento de
seringas contaminadas, embora esses casos
ocorram com muito menos frequéncia
(KITCHEN; CHIODINI, 2006).

O sintoma mais caracteristico da malaria
é a febre de 40 °C ou mais, em intervalos
geralmente bem definidos de 48 horas ou 72
horas (variando de acordo com a espécie
infectante), podendo passar a ser
intermitente ap6s os primeiros eventos.

Outros sintomas comuns a infeccdo por
maldria  incluem: cefaleia, calafrios,
sudorese, nauseas, vOmitos e mialgia. A
gravidade das manifestacBes clinicas varia
de acordo com uma série de fatores como,
espécie do parasita causador da doenga,
niveis de parasitemia, imunidade da pessoa
infectada, incluso tratando-se de um
individuo susceptivel, como as gravidas,
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lactantes e criancgas e exposi¢Oes prévias da
pessoa infectada (WEISS et al., 2010).

O diagnostico precoce desta doenca é
uma das formas mais importantes de
controle, uma vez que possibilita do
tratamento antes de uma maior progressdo
de transmisséo. No entanto, os sintomas
causados pela maléria sdo muitas vezes
indistinguiveis de sintomas causados por
doencas como hepatite viral, dengue e
leptospirose, entre outras, o que dificulta seu
diagnostico (COSTA et al., 2010).

Para contornar essa problematica, varios
métodos de diagndstico foram
desenvolvidos para detectar o parasita da
maléria ou seus subprodutos, cada um
possuindo suas vantagens e desvantagens em
relacio ao seu uso, variando em
desempenho, custo e praticidade.

2. Metodologia

A revisdo da literatura sobre os
principais métodos de diagnostico e suas
atualizac@es foi feita por meio de busca de
publicacGes de pesquisas sobre diagndsticos
para Malaria disponiveis em banco de dados
eletrénicos: Periddicos CAPES, Lilacs,
Scopus e Science Direct. O periodo destas
publicacbes foi de 2002 a 2017, cujas
palavras-chave foram: Malaria diagnostic,
Malaria detection, malaria diagnosis, Rapid

Diagnostic Test for Malaria, Malaria
Molecular Diagnostic, Malaria
Parasitologial diagnostic e malaria

serological diagnostic.

3. Diagnéstico de Maléaria

Por mais de 100 anos, a microscopia se
mantém como o teste de diagndstico
considerado como padrdo ouro para
deteccdo de malaria (MURPHY etal., 2013).
No entanto, ha varios métodos que sdo
utilizados em estudos da infeccdo por
maléaria, como ELISA (Enzyme Linked

Immunosorbent Assay),
imunofluorescéncia, testes
imunocromatograficos  rapidos, PCR

(Reagdo em Cadeia da Polimerase), entre
outros.
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3.1 Diagnostico parasitolégico

O teste microscépico  possui
caracteristicas desejaveis ao diagndstico de
maléria, tais como custo  baixo,
especificidade e sensibilidade alta. Por esses
motivos, se mantém como padrdo-ouro para
detec¢do de maléria.

Este diagnostico é realizado através da
técnica do esfregaco delgado ou espesso
(gota espessa) (BRASIL, 2010). A Gota
espessa € mais utilizada, pois 0 sangue
concentrado facilita a visualizacdo de
parasitas (BRASIL, 2009). Esta técnica se
baseia na coleta de sangue periférico de
pacientes com suspeitas de infeccdo
maldrica para preparo de laminas coradas
com Giemsa (ou outros corantes especificos)
de 20 a 30 minutos e posterior visualizagéo
em microscopio Optico, possibilitando a
diferenciacdo de espécies de parasitas
encontrados e também uma contagem de
parasitas por campo, sendo assim,
qualitativo e quantitativo (BRASIL, 2009).

Este exame permite a deteccdo de até 5-
10 parasitas/ul, no entanto, esse limite é
dependente do nivel de experiéncia do
responsavel pela interpretacdo do teste. Em
campo, essa capacidade passa a ser de cerca
de 100 parasitas por pl de sangue. O tempo
de aplicacdo total deste exame é de cerca de
60 minutos (BRASIL, 2009).

Apesar das vantagens apresentadas, faz-
se necessario levar em consideracdo que
muitos  vieses estdo envolvidos na
interpretacdo dos resultados, tais como:
preparo inadequado das laminas, lise das
hemacias e consequentes mudancas na
morfologia dos parasitas e, com isso, erros
na identificagdo das espécies, 0 que poderia
levar a administracdo de antimalaricos
inadequados para as infeccdes
(HANSCHEID, 2003; PROUX et al., 2011).

Apesar das novas abordagens, como a
busca por corantes alternativos para diminuir
0 tempo de execucgdo da técnica (MULAY et
al.,, 2017) e da tentativa de melhorar o
desempenho da microscopia em campo com
0 auxilio de cameras e softwares
(BRESLAUER et al., 2009), este método de
diagnostico ainda exige uma infraestrutura
adequada,  profissionais muito  bem
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qualificados para execucdo e interpretacdo
dos exames (MANGOLD et al., 2005).

3.2 Diagnostico Soroldgico

Os diagndsticos sorolégicos se baseiam
na interacdo entre antigenos do parasita na
fase sanguinea assexuada presentes no soro
dos pacientes com malaria com anticorpos
produzidos contra estes, utilizando técnicas

como ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) ou
imunofluorescéncia (TANGPUKDEE et al.,
2009).

Em geral, os EIA (ensaios
imunoenzimaticos) possuem alta
sensibilidade e especificidade, por se

tratarem de testes baseados na ligacéo
antigeno-anticorpo, que sdo ligacOes
especificas (LIPMAN et al., 2005). Na
técnica ELISA indireto, microplacas que
possuem pogos, chamados “well”, onde sdo
aderidos antigenos. Os soros dos pacientes
sdo adicionados em cada pogo e, durante a
incubacédo, ocorre ligacdo entre o antigeno
aderido a placa e o anticorpo presente no
soro adicionado. Em seguida, adiciona-se
um segundo anticorpo que se ligard as
imunoglobulinas da espécie que estdo sendo
testadas, e este estd conjugado a enzima
peroxidase, a qual, em contato com a solugéo
cromatogénica adequada como, por
exemplo, o tetrametilbenzidina (TBM) com
0 substrato da enzima, o peroxido de
hidrogénio (H.O,) provoca uma reagédo
colorimétrica, possibilitando a mensuragao
da quantidade de anticorpos presentes no
soro dos pacientes. Este ensaio, pelo fato de
se basear na busca de anticorpos contra
antigenos, e ndo na busca de antigenos,
geralmente é mais empregado em estudos
para avaliar a resposta imune humoral de
pacientes (DRAME et al, 2010;
POINSIGNON et al., 2008).

O ELISA sanduiche se baseia, além das
etapas ja descritas, mais uma etapa inicial a
qual consiste na sensibilizacéo da placa com
anticorpos para captura de antigenos alvo
(GONCALES; GONCALES, JR, 2004), as
reacbes posteriores acontecem como 0
descrito acima.

Os biomarcadores de infeccdo mais
empregados sdo as Aldolases de
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Plasmodium, Proteina Rica em Histidina-2
(HRP-2) de Plasmodium falciparum e a
Lactato Desidrogenase de Plasmodium
(pLDH).

As aldolases sdo as principais enzimas
da via glicolitica do Plasmodium, liberadas
no sangue dos pacientes infectados e sdo
encontradas no citoplasma dos parasitas
(DZAKAH et al., 2013).

As proteinas HRP (Histidine-rich
proteins), sdo proteinas nas quais o0
aminoécido histidina representa mais de
70% da composicgao da cadeia polipeptidica.
A HRP-2 de Plasmodium é exclusiva do P.
falciparum, e se encontra presente no soro, e
em outros fluidos de individuos infectados
com este parasita (JAIN et al., 2014).

A proteina  PfHRP-2,  embora
amplamente utilizada em testes de
diagnostico rapido possui 0 Vviés de

permanecer no organismos por um periodo
de tempo mesmo apds a cura do paciente,
podendo levar a falsos positivos que
acarretam na administracéo desnecessaria de
antimalaricos (HOUZE et al., 2009; IQBAL
et al., 2004), além disso, estudos recentes
tém demonstrado que pode haver a delecéo
do gene de HRP2 em algumas cepas de P.
falciparum, acarretando em falsos negativos
para os testes de diagnostico que usam esse
antigeno como marcador (KOITA et al.,
2012; KUMAR et al., 2013).

A LDH de plasmodio (pLDH) faz parte
da via glicolitica do metabolismo do
parasita, é produzida tanto em todas as
etapas do ciclo de vida deste (MOODY,
2002). Como a via glicolitica é a principal
fonte de energia para o desenvolvimento do
parasita, 0 consumo de glicose das hemécias
infectadas pelo parasita € muito aumentado,
chegando a ser entre 50 a 100 vezes maior
do que as hemaécias saudaveis (PREUSS;
JORTZIK; BECKER, 2012; WALLQVIST
et al., 2016).

3.3 Testes de Diagnostico Rapido
(TDRs)

Os testes de diagnostico rapido (TDR)
para mal&ria consistem em anticorpos contra
antigenos  especificos do plasmddio
imobilizados em membranas de
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nitrocelulose e ligados a particulas de ouro,
nas quais migra a fase liquida de sangue de
pessoas com suspeita de infeccdo malérica.
Estes testes possuem uma fase fixa, na qual
hd& um anticorpo de captura aderido a
membrana de nitrocelulose e com isso, a
migracdo do antigeno presente na fase movel
resulta na ligagdo antigeno-anticorpo,
tornando possivel a visualizacdo de uma
linha colorida (MOODY, 2002). A
viabilidade do teste € verificada por meio de
um anticorpo anti-camundongo (MOODY,
2002).

A OMS estabeleceu uma série de
diretrizes para a produgdo de testes de
diagndstico rapido (TDR) para aplicacOes
point-of-care. Essas diretrizes basicamente
recomendam que os testes tenham facilidade
de acesso aqueles que necessitam, tenham
uma boa sensibilidade e especificidade, que

sejam  faceis de wusar, rapidos e
independentes de equipamentos (WHO,
2011).

Quanto a sensibilidade e especificidade
destes testes, a OMS determina devam ter
uma sensibilidade, pelo menos, equivalente
a da microscopia em condigdes de campo,
que € equivalente ao nivel de deteccdo de
aproximadamente 100 parasitas/ul. Para
essa parasitemia, os testes devem ser capazes
de detectar os antigenos em 100% das vezes,
com uma especificidade de 90%. Além
disso, os testes devem especificos para os
antigenos indicativos de parasitas vivos
circulantes, ndo podendo ser reativos a
produtos de parasitas inviaveis, como
resquicios de proteinas ou acidos nucléicos.
Idealmente, também devem oferecer a
verificacdo de eficicia de tratamentos ou
resisténcia as drogas antimalaricas (WHO,
2011).

Atualmente, existem vérios testes de
diagnostico rapido disponiveis no mercado.
Os testes existentes geralmente sdo para
deteccdo de P. falciparum, de P. falciparum
+ Pan reativo (que é capaz de detectar -
Plasmodium falciparum e outras espécies de
plasmodio que infectam humanos), para
Plasmodium falciparum e Plasmodium
vivax, P. vivax e Pan reativo, teste apenas
com anticorpo Pan reativo ou somente para
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deteccdo de Plasmodium vivax (WHO,
2011).

3.4. Diagnostico molecular

As técnicas moleculares vém sendo
amplamente empregadas para diagnostico de
doengas infecciosas (EMMADI et al., 2011).
A PCR como método de deteccdo de maléria
foi inicialmente descrita por Waters &
McCutchan, em 1989 e consistetm na
amplificagdo de sequéncias especificas da
regido codificadora da subunidade menor de
RNA ribossomal (18S rRNA) de plasmddio,
pela da utilizacdo de primers (sequéncias
iniciadoras), responsaveis por se anelar em
regides especificas do DNA, e da enzima
DNA polimerase (Tag DNA polimerase),
que realiza a sintese por meio de ciclagem de
temperaturas especificas para desnaturagao e
extensdo do DNA, resultando na aquisicéo
de milhares de coOpias da sequéncia alvo
(LORENZ, 2012).

Apesar de todas as vantagens
relacionadas a esta tecnologia, seu uso
continua sendo restrito ao ambiente
laboratorial, em decorréncia ao alto custo
dos reagentes e equipamentos utilizados,
necessidade de profissionais qualificados
para a execucdo e o cuidado para evitar
contaminagdes.

3.4.1 PCR em tempo real

A PCR em tempo real, permite uma
analise mais sensivel e especifica que as ja
apresentadas, (PERANDIN et al., 2004;
MANGOLD et al.,, 2005) sendo, até o
presente momento, o Unico método de
diagndstico para maléria, rotineiramente
empregado, capaz de detectar infeccOes
assintomaticas, além de ser capaz de
diferenciar entre as espécies de plasmddio
existentes (MURPHY etal., 2012). Por esses
motivos, é a mais indicada para screening
em bancos de sangue e para confirmacao de
casos suspeitos de malaria que apresentam
resultados negativos nas demais formas de
diagnostico (ALl et al., 2005)

342 LAMP (Loop Mediated
Isothermal Amplification)
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Um novo método de diagndstico
molecular vem sendo utilizado para deteccdo
de infeccBes malaricas, sendo este LAMP
(Loop Mediated Isothermal Amplification)
(HAN et al., 2007; SINGH et al., 2013;) este
método consiste na amplificagdo do DNA
sem a variacdo de temperatura necessaria
para 0s métodos convencionais de PCR. Por
ser mais simples, com sua anélise podendo
ser feita por meio de visualizacdo de turbidez
ou fluorescéncia e ndo necessitar de muitos
equipamentos, tem o potencial de ser
utilizado em condigdes de campo (POLLEY
etal., 2013), além de apresentar altos indices
de sensibilidade (PATEL et al., 2013), o que
é essencial para o diagnostico da malaria.

3.5 Biossensores

Os sensores eletroquimicos, 0s quais sao
dispositivos que detectam variagbes ao
receberem estimulos de natureza fisica ou
guimica, respondendo com um sinal elétrico
que pode ser canalizado, amplificado e
modificado através de  dispositivos
eletronicos (YOON, 2013) também se
apresentam como uma alternativa para o
aumento da capacidade de deteccdo da
malaria, uma vez que possivel ser aplicado
em campo.

Algumas  pesquisas  buscam o
desenvolvimento de biossensores para
detecgdo de maléria a partir de aptdmeros e
anticorpos como elementos de deteccéo. Lee
e colaboradores (2012) descreveu o
desenvolvimento de aptassensores para
malaria, baseados na detec¢do da proteina
pLDH empregando um sistema de
reconhecimento composto de um aptamero
modificado como ligagdes tiol sobre um
eletrodo de ouro, sendo a leitura do sinal
realizada em uma plataforma de
espectroscopia eletroquimica de impedéancia
(EIS). O limite de detecgdo reportado para 0s
aptasensores foi de 108.5fM e 120.1 fM para
LDH de P. vivax e LDH do P. falciparum,
respectivamente.

A capacidade de detectar baixas
concentracdes do antigeno possibilitaria
também utilizar amostras de coleta menos
invasiva, como as de saliva, visto que como
demonstrado por Gbotosho et al. (2010), os
antigenos maléricos estdo presentes deste
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tipo de fluido, em baixas

concentracdes

porém

4. Consideracgdes Finais

Considerando a distribuicdo geogréafica
da malaria, um método de diagnostico point-
of-care seria o ideal as necessidades da
populacdo mais acometida por esta doenca.

Levando-se em conta também que a
transmissdo da doenca também pode ser
continuada por meio de individuos que estdo
infectados, porém ndo apresentam sintomas
(assintomaticos), seria de suma importancia
que a sensibilidade do teste fosse alta, além
da sua confiabilidade em relag&o a distin¢éo
das espécies infectantes, para evitar a
administracdo errbnea de antimaléricos, e
para, também, evitar a resisténcia dos
parasitas a estes.

Portanto, mesmo com a grande
variedade de métodos de diagndstico, ainda
¢ um desafio obter um método que tenha
todas as caracteristicas desejaveis de
necessarias aos Orgdos de  salde
governamentais para distribuicdo para
populacdo em &reas de risco.

O grande desafio dos proximos anos sera
0 de encontrar uma maneira de combinar o
baixo custo da microscopia, a praticidade
dos TDRs e a alta sensibilidade e
especificidade do diagnostico molecular.
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