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RESUMO

A maléaria € uma das principais doencas infecciosas do mundo e é causada por protozoarios do
género Plasmodium e transmitida pela picada do mosquito fémea do género Anopheles
(FORATTINI et al., 1986). O género Plasmodium esta dividido em cinco espécies que podem
parasitar o homem, o Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi.
sendo esta Gltima espécie, originalmente de primatas, tem infectado cada vez mais humanos
no continente Asiatico, causando doenca grave e letal (GLOBAL MALARIA PROGRAME,
2012; MINISTERIO DA SAUDE, 2013; WHITE, 2008). A estimacio da densidade
parasitaria por microscopia € pratica rotineira no diagnostico da maléria, ela auxilia na
definicdo da gravidade da doenca e na avaliacdo da resposta terapéutica dos pacientes. Além
disso, ela ainda representa ferramenta de muita importancia no monitoramento da eficécia de
velhas e novas drogas antimalaricas, seja em ensaios in vivo, ex vivo e in vitro (FONTES,
2008; GILLES, 1993; MINISTERIO DA SAUDE, 2009; ROSS E THOMSON, 1910). A
microscopia € a metodologia mais utilizada para diagnostico da malaria em todo o mundo, por
ser rapida, barata e sensivel, porém, a precisdo dessa estimativa de parasitemia varia com o
método microscopico empregado (WHO, 2013). O proposito deste estudo é avaliar a
concordancia das metodologias de determinacdo da parasitemia por microscopia 6tica, tendo
por referencia a determinacdo obtida pela microscopia de fluorescéncia utilizando um
reagente fluorescente em camara de Neubauer (bis — benzimida da Hoechs); Essa
padronizacdo tem como objetivo principal mostrar um diagnostico mais confiavel para
quantificar o Plasmodium sp. Os valores das médias de parasito na metodologia por campo foi
de 11781/uL, metodologia por leucécitos foram 20.749/uL; e metodologia por hemécias
31.490 parasitos/pL, metodologia padronizada por fluorescéncia 19.000 parasitos/pL. O
método padronizado de quantificacdo da parasitemia em camara de Neubauer mostrou maior
semelhanca com o método de quantificagdo por leucdcitos. Apds aumento do nimero de
amostras, poderemos inferir com analise estatistica sobre a concordéncia entre as
metodologias preconizadas pelo Ministério da Saude e pela Organizagdo Mundial de Salde.
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1. INTRODUCAO

A maléaria é uma das principais doencas infecciosas do mundo e é causada por
protozoarios do género Plasmodium e transmitida pela picada do mosquito fémea do género
Anopheles (FORATTINI et al., 1986). O género Plasmodium esta dividido em cinco espécies
que podem parasitar 0 homem, o Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale e P.
knowlesi. Essa ultima espécie, originalmente de primatas, tem infectado cada vez mais
humanos no continente Asiatico, causando doenca grave e letal (GLOBAL MALARIA
PROGRAME, 2012; MINISTERIO DA SAUDE, 2013; WHITE, 2008).

Aproximadamente 40% da populacdo mundial estd sobre o risco de contrair malaria,
em 2010 foram registrados 216 milhdes de casos em todo o mundo, com 660.000 mil Gbitos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013). No Brasil, apesar da evidente reducdo de obitos por
maldria, ao longo dos ultimos 12 anos foram registrados uma média de 422.858 casos da
doenca (GLOBAL MALARIA PROGRAME, 2012). O P. vivax é responsavel por mais de
85% dos casos notificados e a regido Amazonica concentra 99,7% dos casos ocorridos no pais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

A estimacdo da densidade parasitaria por microscopia € pratica rotineira no
diagnostico da malaria, ela auxilia na definicdo da gravidade da doenca e na avalia¢do da
resposta terapéutica dos pacientes. Além disso, ela ainda representa ferramenta de muita
importancia no monitoramento da eficacia de velhas e novas drogas antimalaricas, seja em
ensaios in vivo, ex vivo e in vitro (FONTES, 2008; GILLES, 1993; MINISTERIO DA
SAUDE, 2009; ROSS; THOMSON, 1910).

A microscopia é a metodologia mais utilizada para diagnoéstico da malaria em todo o
mundo, por ser rapida, barata e sensivel, porém, a precisdo dessa estimativa de parasitemia
varia com o método microscopico empregado (WHO, 2005; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013).

A densidade parasitaria pode ser estimada por trés metodologias principais que
utilizam esfregagos sanguineos em lamina de acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude.
Duas destas trés metodologias sdo realizadas por meio do esfregaco espesso de sangue
chamado popularmente de gota espessa a outra metodologia é realizada por meio do esfregaco
fino de sangue conhecido como distendido delgado (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2010).



Para as metodologias de estimacdo da parasitemia que utilizam o esfregago espesso,
uma se baseia no volume de sangue contado por meio do nimero de campos observados, este
método € chamado método de estimacdo da parasitemia por campo microscopico. O outro
método que utiliza o esfregaco espesso para estimacdo da densidade parasitaria se baseia na
relacdo entre a contagem de parasitos e leucdcitos, chamado método de estimagdo da

parasitemia em relacdo a contagem de leucdcitos.

A terceira metodologia que utiliza o esfregaco fino para estimacdo da parasitemia se
baseia na contagem de hemacias infectadas, esta metodologia é chamada de estimacdo da
parasitemia pela propor¢éo de hemécias infectadas. (F LOPEZ-ANTUNANO; SCHIMUNIS,
1988; MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Relatos de variabilidade e falta de concordancia entre os resultados obtidos por estas
técnicas microscépicas sao relatadas ja a muitos anos (ALGER, 1999; ALVES-JUNIOR et
al., 2014a, 2014b; FONTES, 2008; GILLES, 1993; JEREMIAH; UKO, 2007; MCKENZIE et
al., 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2006; O’'MEARA et al., 2005; OLLIARO et al., 2011;
PRUDHOMME O’MEARA et al., 2006).

Existem outras técnicas para diagnostico e estimacdo da densidade parasitaria como a
reacdo em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real (QPCR), ensaio imunoenzimatico
(ELISA) para detec¢do de proteinas produzidas pelo Plasmodium como a proteina 2 rica em
histidina (HRPII) e a lactado desidrogenase (pLDH), todos as técnicas citadas sdo caras e
exigem profissional e local especializado para execucdo, além de serem demoradas, 0 que ndo
contribui para o atendimento do paciente, portanto sdo utilizados apenas para fins de pesquisa
(CHOTIVANICH; SILAMUT; DAY, 2007; GILLES, 1993; KAMAU et al., 2013;
TANGPUKDEE et al., 2009; VERMA et al., 2013).

Recentemente foi padronizada uma metodologia de identificagdo de maléria por
fluoréforos para fluorescéncia fixa e celular viva onde faz com que o nucleo celular brilhe
tendo uma otima resolucdo do Plasmodium sp. Essa técnica necessita de um microscopio de
fluorescéncia onde o fluoroforo se liga ao DNA. Além de ser muito sensivel essa técnica

elimina muitos interferentes sendo sensivel e especifica ao mesmo tempo.

A técnica microscopica é a técnica de escolha para diagndstico da maléaria em todo o
mundo. A microscopia possui trés metodologias principais, a metodologia de estimacdo da
parasitemia por campo microscopico, de estimacdo da parasitemia em relacdo a contagem de

leucocitos e de estimacdo da parasitemia pela propor¢do de hemécias infectadas. (Todos



esses processos sdo derivados do método Romanowky que envolve coloragdo de Giemsa,
Leishman, May — Grunwald — Giemsa etc.).

Inimeros estudos demonstram que ndo ha concordancia entre as parasitemias de um
mesmo paciente quando estimado por estes métodos microscopicos.

Diante deste problema, sabendo que a estimacdo da parasitemia € de fundamental
importancia para o tratamento, identificacdo da gravidade da doenca e monitoramento de
eficacia de drogas é importante estabelecer uma metodologia confidvel para que os
profissionais da salde possam orientar melhor os seus pacientes com malaria.

N&o ha nenhum estudo com a mesma proposta publicado nas revistas indexadas ao
PUBMED e CAPES de forma que possuimos um estudo inédito e pioneiro.

Com o objetivo de padronizar um método diagnostico quantitativo da parasitemia do
Pasmodium sp. por meio da técnica de fluorescéncia utilizando uma metodologia para a
contagem em valores absoluto mm?®. O objetivo especifico desse trabalho tem como
padronizar uma técnica de contagem absoluta para o Plasmodium sp. dando uma eficécia

maior no diagnostico dos pacientes com malaria aguda.

2. METODOLOGIA DA PESQUISA

O estudo foi realizado com parceria entre a UNIVAG e o Hospital Universitario Jalio
Miller/UFMT, onde funciona o atendimento de referéncia da regido metropolitana de Cuiaba

para diagnostico e tratamento da malaria.

Este é um estudo descritivo de caracteristicas laboratoriais da padronizacdo de um
método de quantificacdo da parasitemia por Plasmodium sp. por fluorescéncia e comparacéo
com os métodos preconizados pelo Ministério da Salde e Organizacdo Mundial de Saude. Foi
utilizada uma amostra de paciente que teve o diagnostico de malaria confirmado por exame
parasitologico microscopico e do qual foi realizada a avaliagcdo hematologica pelo hemograma

para contagem de hemaécias e leucocitos/pL
2.1. Coleta de sangue

De um paciente foi colhido dois tubos de sangue contendo o anticoagulante &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para realizagdo do hemograma completo e outro para
confeccdo dos esfregagos espesso (gota espessa) e fino e contagem em cadmara de Neubauer
em microscopio de fluorescéncia. Com exce¢do da contagem no microscopio de

fluorescéncia que € o método da padronizacao do trabalho, a confecgdo das outras laminas ja



acontecem rotineiramente no atendimento de todos os pacientes com suspeita de maléria que

demandam o fluxo de pacientes do hospital.
2.2 Pesquisa de Plasmodium sp. pela microscopia de distendido espesso de sangue

O distendido espesso foi preparado com uma gota de aproximadamente 10 pL de
sangue, a qual é uniformemente distribuida numa area de 1,5 cm?, com auxilio de um gabarito

ou uma Unica ponteira.

Para o esfregaco fino, a quantidade de sangue colocado também € de 10 pL, aplicados
no canto inferior apds a etiqueta, feito isso se apoia a extremidade que contém a gota uma
segunda lamina, com uma inclinacdo de cerca de 45° aguarda-se que O sangue por
capilaridade se espalhe. Entdo foi distendido o sangue sobre a primeira lamina empurrando a
segunda lamina com movimento uniforme mantendo as laminas em contato de modo que
forme uma &rea franjada na parte final do esfregago. As ldminas entdo foram secadas com um
secador e, em seguida, coradas com Giemsa de acordo com a técnica descrita por Walker
(FONTES, 2008; GILLES, 1993).

A pesquisa dos parasitos foi realizada pelo exame microscépico da lamina, com
aumento de 1000 X, em dleo de imersdo, a preparacdo da lamina acontece imediatamente

apos a coleta do sangue.
2.3 Hemograma completo

O hemograma foi realizado pelo laboratério de analises clinicas do UNIVAG no
contador automatico de células (Sysmex XP300, Kobe/Japan), seguindo as normas de

controle interno e externo de qualidade, de acordo com o protocolo do fabricante.
2.4 Metodologia de estimacdo da parasitemia por campo microscopico

A estimacdo da parasitemia por este método levou em consideracdo o volume de
sangue observado. Considerando que em 200 campos observados com aumento de 1000 vezes
hd aproximadamente 0,4 pL de sangue, a parasitemia por pL de sangue é obtida
multiplicando por 2,2 a quantidade de parasitos encontrados em 200 campos microscopicos
observados (Dowling, M.A. & Shute).

2.5 Metodologia de estimacao da parasitemia em relacédo a contagem de leucdécitos

A estimacdo da parasitemia por este método foi feita pela relacdo entre o nimero de
parasitos contados em 200 leucécitos (World Health Organization, 2010).



Este nimero é relacionado com a quantidade de leucdcitos/pL obtido automaticamente
pelo hemograma. Neste método a formula para estimar a parasitemia / pL foi:

(Leucometria automatizada do pacitente x numero de parasitos contados por 200

leucécitos)/(200 leucdcitos)
2.6 Metodologia de estimacdo da parasitemia pela proporcao de hemécias infectadas

A estimacdo da parasitemia por este método foi feita encontrando a proporcéo de
hemacias infectadas em um total de 20000 hemacias contadas (MINISTERIO DA SAUDE,
2009).

Esta proporgdo € relacionada com a quantidade de hemacias/pLL obtida
automaticamente pelo hemograma. Neste método a formula para estimar a parasitemia/pL foi:

(Quantidade de hemdcias do paciente x nimero de parasitos contados por 20000 hemacias)
(20000 Hemacias)

2.7 Metodologia de estimacdo da parasitemia por microscopio de fluorescéncia em

Camara de Neubauer

O método apresentado € inédito, ndo sendo encontrado na literatura nacional nem

internacional.

O procedimento parte do principio que hemécias infectadas quando “coradas” com o
fluor6foro Hoeschst-33342 emitem fluorescéncia em microscépio de fluorescéncia, pois este
fluordforo tem afinidade com o DNA (adenina — timina).

Poderiam ser utilizados outros fluor6foros como laranja de acridina, brometo de
etideo, sybr-green, entre varios, porém as vantagens do Hoechst sobre os outros foi que ele
apresenta um baixo custo, apresenta boa permeabilidade na membrana plasmatica das
hemaécias, o que simplifica o protocolo, é excitado quando exposto a luz ultravioleta com
comprimento de onda de 350 a 461 (emisséo entre 510 a 540 nm) que é comumente presente

em microscaépios de fluorescéncia e pode ser diluido em PBS.

O procedimento consistiu em estabelecer uma diluicdo em PBS salino (Phosphate —
Buffered Saline) de fluor6foro Hoechst-33342. O Hoechst utilizado no projeto foi da marca
Thermofisher. A preparacdo da solugdo foi testada nas seguintes diluigdes: 1/500, 1/1000,
1/2000 e 1/4000 em PBS salino obtendo boa visualizagdo em todas as concentragdes, porem
permanecendo por mais tempo a fluorescéncia quando utilizado a diluigdo 1/500. Este

reagente foi mantido fora do alcance da luz para evitar a degradagéo.



Desta forma preparamos o seguinte protocolo que foi utilizado:
1- Pipetar 100 microlitros da solugdo Hoechst 1/500 em um tubo de 1,5mL,;
2- Adicionar 10 pL de sangue total em EDTA e homogeneizar;
3- Incubar protegido da luz por 10 minutos conforme recomendagéo do fabricante;

4- Ap6s incubagdo foi realizada a lavagem 3X com solucdo PBS salino, deixando na
ultima lavem apenas as células sanguineas, retirando ao maximo o PBS sem encostar a

ponteira nas células;

5- Foi adicionado entdo 990 uL de PBS para preparar uma dilui¢cdo 1/100 com as células

que ficaram no fundo do tubo;

6- Ap0Os, homogeneizou-se e inoculou-se em uma Cémara de Neubauer esta solucéo

diluida e a contagem foi realizada em microscépio de fluorescéncia;

Realizamos a leitura dos quatro quadrantes em cadmara de Neubauer contando o0s
parasitos. O fator de conversao de cada quadrante da cdmara de Neubauer para puL é de 0,01, a
diluicdo da nossa amostra foi de 1/100, neste caso temos a seguinte formula para conversédo da

quantidade de parasitos nos quatro quadrantes:

Parasitos/pL = (n° de parasitos / n° de quadrantes) x fator de diluigdo x 0,01

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificacdo da densidade do parasito € um componente importante no diagnostico
da infecdo da maléria aguda. Com o intuido de avaliar essa estimativa foram feitas
comparacdo das metodologias: por campo, por leucdcitos, por hemacias (trés diferentes
métodos classicos de estimagdo preconizados pelo Ministério da Saude e Organizagdo
Mundial de Saude) e por fluorescéncia em Camera de Neubauer como foi ja descrito
anteriormente. O estudo foi feito com um paciente do HUJM infectado com malaria aguda,
que estava exatamente no estagio de reproducdo do parasito, pois no ato da coleta o paciente
se encontrava com febre de 41°C e na microscopia haviam muitos esquizontes, a parasitemia
semiquantitativa foi de +++ (trés cruzes) e a espécie foi Plasmodium vivax ) (F Lopez-

Antufiano, Schimunis G).

Em decorréncia de menor probabilidade de erro associado a mensuragéo, a estimagéo

pela cdmara de Neubauer foi considerada referéncia, isto é, como sendo o real parametro da



parasitemia na populacdo de pacientes com maléria. Destaca-se que a enumeragdo dos
parasitos nos distendidos sanguineos foi feita por dois microscopistas, 0 que minimizou a
possibilidade de erro sistematico na contagem.

Erros na determinacdo da parasitemia por Plasmodium s&o decorrentes da densidade
dos parasitos no sangue e, em geral, sdo motivados pela técnica de mensuracdo, pela
qualidade do distendido de sangue microscopicamente examinado e pela distribuicédo
estatistica da contagem. Assim, considerando os métodos de quantificacdo utilizados neste
estudo, as seguintes fontes de erros sistematicos devem ser destacadas como explicacdo para
as discrepancias nos resultados observados: i) perda de parasitos e leucécitos durante o
processo de coloragdo dos distendidos sanguineos; ii) degradacdo de parasitos e leucdcitos
durante o tempo de armazenamento das laminas; iii) baixa acuracia dos recursos de
enumeracdo microscépica dos parasitos e; iv) distribuicdo aleatéria dos parasitos no
distendido sanguineo (O’Meara, W. P. et al).

Na analise em camara de Neubauer encontramos parasitos nas formas trofozoitas,
esquizontes e gametdcitos nos quatro quadrantes da camera, assim como nos outros métodos.
A distingdo de parasitas e leucocitos é simples, sendo possivel observar com clareza os

nucleos dos leucocitos.

O resultado da quantidade de leucdcitos e hemaécias obtidos pelo hemograma foram de
5.500 leucocitos/pL e 3.760.000 hemacias/pL.

As técnicas de leitura das laminas foram realizadas por dois microscopistas de modo
cego, ndo houve discrepancia maior que 20% na comparacdo dos dados. Por isso ndo foi
necessario a leitura de um terceiro microscopista.

Os trés metodos classicos demonstraram baixa concordancia entre eles, o que ja foi
descrito por outros autores (ALVES-JUNIOR, E. R. et al.).

Os valores das médias de parasitemia na metodologia por campo foram de 11781
parasito /uL, da metodologia por leucometria foram 20.749 parasitos/uL, da metodologia por
hemécias foram 31.490 parasitos/uL, todos métodos preconizados pelo Ministério da Saude e
Organizacdo Mundial de Saude para quantificacdo no diagnostico (Lawrence R. Ash et

al.,Ministerio da Saude,2009). Para a metodologia padronizada por fluorescéncia a



parasitemia na contagem dos quadrantes laterais em camara de Neubauer foi de 19.000
parasitos/pL.

A literatura traz que a contagem por leucocitos € mais acurada do que a contagem por
campo e por hemadcias (Jeremiah, Z. A. &amp; Uko, E. K, O’Meara, W. P. et al, Olliaro, P. et
al; ALVES-JUNIOR, E. R. et al.), e o resultado da contagem por Camara de Neubauer foi
semelhante a esta contagem, o que de certa forma valida a padronizagdo da contagem por
Camara de Neubauer.

Sempre houve muita divergéncia entre qual método é o melhor para quantificacdo,
com o aumento do nimero de pacientes neste estudo podemos mostrar com maior certeza que
0 método de contagem por leucécitos, € 0 método mais acurado.

Como ha muita divergéncia entre as contagens preconizadas pelo Ministério da Saude
e Organizacdo Mundial de Saude, optamos por considerar o método por Camara de Neubauer
como a referéncia na comparagdo por ser um método classico de contagem e utilizado para
contagem de células sanguineas e liquidos corporais.

Quando comparamos as contagens com o metodo fluorescéncia, obtivemos um
resultado mais proximo que foi o da quantificacdo por leucocitos, um resultado mais baixo
que foi o da quantificagdo por campo e um resultado mais alto que foi o da quantificacdo por
hemacias.

Para evidenciar isto, realizamos a razdo (divisdo simples) entre os métodos com a
referéncia para obter a inclinacdo em porcentagem a partir da seguinte formula:

(Razéo - 1) x 100

Podemos perceber no presente estudo que o resultado da quantificagdo por campo
subestimou em 39% a parasitemia quando comparado ao método por fluorescéncia, o
resultado da quantificacdo por leucocitos apesar de proximo ficou 9% acima e o resultado da
quantificacdo por hemécias superestimou em 66% a parasitemia quando comparado ao

método de fluorescéncia (tabela 1, figura 1).

Tabela 1 — Descri¢do da parasitemia entre 0os métodos, da razdo entre os métodos e a

referéncia e a inclinacdo das médias comparadas.

Método de quantificacdo da parasitemia

] ] ] Microscopia de
Resultados Microscopia convencional .
fluorescéncia

Campo Leucacitos Hemacias Quadrantes




Parasitemia/pL 11.781 20.749 31.490 19.000

Razéo 0,61 1,09 1,66 1,00
Inclinacéo -39 % 09% 66% 00
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Figura 1.1 — Gréfico de barras com a comparagéo das contagens entre os métodos com a referéncia.

No presente estudo, verificou-se subestimacdo da parasitemia pelo método por
campo. Isto ja foi observado em outros estudos e tem sido explicado por problemas técnicos
relacionados ao exame, tais como a perda sistematica de parasitos durante o procedimento de
preparo e coloracdo do distendido sanguineo (Dowling, M. a & Shute, Limaye, C. S.,
Londhey, V. A. & Nabar). Ainda assim, é pouco provavel que tal falha esteja contribuindo em
grande escala para a subestimacdo observada neste estudo, haja vista a experiéncia e
qualificacdo dos profissionais envolvidos com a técnica. Assim por haver variabilidade entre
as espessuras de cada distendido sanguineo, implica em diferentes volumes de sangue
parasitado a ser examinado numa mesma area microscopica (Gonzalez, B. et al).

Uma importante fonte de erro no método que utiliza a quantificacdo da parasitemia

por campos examinados é a espessura do distendido espesso de sangue, obviamente



relacionada a quantidade de parasitos presentes. J& foi observado que o volume entre 5 e
10/uL de sangue resulta em distendido espesso adequado para a determinacdo da parasitemia
(Greenwood, B. M. & Armstrong, J. R. M). A variacdo na espessura dos distendidos
examinados neste estudo principalmente se predominou aqueles com menor volume de
sangue, pode também ser uma explicacdo para a discrepancia registrada com esse método.

A contagem por hemdcias superestimou a parasitemia, porém ndo ha na literatura
resultados de comparacdo com esta técnica que apesar de preconizada pelo Ministério da
Saude e Organizacdo Mundial de Saude é pouco utilizada na pratica para quantificacdo e
diagnostico, pois é realizada em esfregaco fino, e padrdo ouro devido ao aumento da
sensibilidade € a gota espessa. Por isso apesar de superestimar, precisamos aumentar o

namero de pacientes para inferir com confianca sobre este método.

4. CONCLUSAO

O método padronizado de quantificacdo da parasitemia em camara de Neubauer
mostrou maior semelhanca com o método de quantificacdo por leucécitos. Apds aumento do
namero de amostras, poderemos inferir com anélise estatistica sobre a concordancia entre as

metodologias preconizadas pelo Ministério da Saude e pela Organizacdo Mundial de Sadde.
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