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RESUMO

Silva, NRM. Associacao dos niveis seéricos de sFlt-1, proteina C reativa (PCR) e leptina
com a histopatologia da maléaria placentaria por Plasmodium vivax. [Dissertacao
(Mestrado em Parasitologia)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2018.

A maléria associada a gravidez representa um grande problema de saude publica.
Atualmente, estima-se que 125 milhdes de gestantes no mundo estejam expostas ao
risco de contrair essa doenca. A malaria associada a gravidez € definida pela presenca
de Plasmodium spp. no sangue periférico e/ou na placenta, capaz de acarretar anemia
materna, restricdo do crescimento intrauterino, baixo peso ao nascer e diminuicdo da
viabilidade fetal. No Brasil, observa-se um predominio das infeccées causadas por
Plasmodium (P.) vivax, onde 95% dos casos ocorrem na Amazonia Legal. Por se tratar
de uma doenca de magnitude e de efeitos adversos para a méae e o feto, é necessario
a identificacdo de biomarcadores preditivos para um rapido diagnéstico da
enfermidade. Foi realizado um estudo transversal com gestantes residentes na regiao
do Alto Jurud (Acre). As consequéncias e a extensdo dos efeitos da malaria
gestacional foram avaliadas através da coleta de dados biolégicos e epidemiolégicos
de gestantes com ou sem infeccdo por P. vivax. Neste trabalho, parametros
histoldgicos placentarios como, agregados nucleares sinciciais, espessamento da
barreira placentéria e infiltrado inflamatério foram analisados quantitativamente. Para
a quantificacdo dos biomarcadores em plasma periférico foi utilizada a técnica ELISA.
Entre as alteracfes histoldgicas placentéarias, se observou um aumento no nimero de
agregados nucleares sinciciais (16,12+7,68 vs 13,93+5,96 - p<0,05) e do infiltrado
inflamatério (9,4+6,0 vs 6,3+4,0 - p<0.001) em gestantes com malaria. Além disso,
identificou-se o0 espessamento da barreira placentaria nessas gestantes (2,73+0,68 vs
2,53%0,51 - p<0,05). Em relacdo aos biomarcadores, verificou-se um aumento sérico
nos niveis de sFIt-1(8796,9 vs 6414,21 pg/mL - p<0,05) e proteina C reativa (1327,13
vs 1046,12 pg/mL - p<0,05) e uma reducgédo significativa nos niveis plasméticos de
leptina (1014,88 vs 1152,97 pg/mL - p<0,05) entre as gestantes que apresentaram
infecgdo por P. vivax quando comparadas as gestantes nao infectadas. Estes
resultados indicam que as alteracbes geradas no ambiente placentario podem ser
decorrentes de distUrbios locais e sistémicos e que, em conjunto, contribuem para um
desfecho desfavoravel durante a maléria gestacional e, portanto, merecem especial
atencdo para a implantacdo de estratégias preventivas e curativas no controle da
maléria durante a gravidez.

Palavras-chave: Plasmodium vivax. Malaria. Malaria Gestacional. Biomarcadores.



ABSTRACT

Silva, NRM. Association of serum levels of sFlt-1, leptin and C-reactive protein (CRP)
associated with placental malaria histopathology by Plasmodium vivax. [Dissertation
(Master in Parasitology)]. Sdo Paulo: Institute of Biomedical Sciences, University of
Séo Paulo; 2018.

Malaria in pregnancy is a serious public health. Currently is estimated approximately
125 million of pregnancies in the world are exposed to the risk of malaria infection.
Malaria in pregnancy is characterized by the presence of Plasmodium spp. in the
peripheral blood and/or the placenta, consequently maternal anaemia, intrauterine
growth retardation, low birth weight and decreased foetal viability. In Brazil, it is
observed a prevalence of infections caused by Plasmodium (P.) vivax, where about
95% of cases occur in the Amazon Legal. Because it is a disease of great magnitude
and adverse effects to the mother and the child, it is necessary to identify biomarkers
predictive for a rapid diagnosis of the disease. A cross-sectional study was carried out
with pregnant women living in the Alto Jurua region (Acre). The consequences of
gestational infection were evaluated through the collection of biological and
epidemiological data from pregnant women with or without P. vivax infection. The work
had as main histological parameters, as nuclear aggregates, placental barrier
thickness and inflammatory infiltrate were increasing quantitatively. Quantification of
the biomarkers in peripheral plasma was done using the ELISA technique. Histological
changes were observed in a number of nuclear aggregates (16.12+7.68 vs 13.93+5.96
- p<0.05) and inflammatory infiltrate (9.4+6.0 vs 6.3+4.0 - p<0.001) in pregnant women
than the last malaria. In addition, the placental barrier thickening was identified in these
pregnant women (2.73£0.68 vs 2.53+0.51 - p<0.05). In relation to the biomarkers,
serum levels of sFlt-1 (8796.9 vs 6414.21 pg/mL - p<0.05) and C-reactive protein
(1327.13 vs 1046.12 pg/mL - p <0.05) and a significant reduction in plasma levels of
leptin (1014.88 vs 1152.97 pg/mL - p<0.05) among those with P. vivax infection when
compared to uninfected pregnant women. This is an indication that germ changes in
the environment may be erroneous, local and systemic, and that together contribute to
an unfavorable outcome during gestational malaria and that deserve special attention
for the implementation of preventive and curative strategies in the control of malaria
during pregnancy.

Keywords: Plasmodium vivax. Malaria. Gestational Malaria. Biomarkers.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e distribuicdo da malaria no mundo

A malaria € uma doenca causada por protozoarios do género Plasmodium,
sendo uma das protozooses de maior impacto no mundo. De acordo com o relatorio
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), somente no ano de 2016 houve
aproximadamente 216 milhdes de casos (1). Desta maneira, a malaria é considerada
uma das principais doencas transmissiveis causadoras de morte (2,3). Atualmente,
seis espécies infectam o homem: Plasmodium (P.) falciparum, P. vivax, P. malariae,
P. ovale, P. knowlesi e P. cynomolgi, porém as infec¢des por P. falciparum e P. vivax
Sao as mais prevalentes e apresentam as mais altas taxas de morbidade e mortalidade
(4-6).

Segundo a OMS, as areas de risco para a transmissdo da doenca se
concentram nas regides tropicais e subtropicais, especialmente no continente
africano, subcontinente indiano, sudeste asiatico, Oriente Médio e Regido Amazonica
(Figura 1) (1). O relatorio de malaria de 2017 afirma que houve cerca de 429.000
mortes decorrentes da infec¢éo por Plasmodium em 2016 (1). Estima-se ainda que a
cada 40 segundos uma crianga morra em decorréncia da doenca, resultando em uma

perda diaria de aproximadamente 2.000 pessoas ao redor do mundo (7).

Figura 1 - Mapa de distribuicdo das areas de risco para malaria no mundo em 2016

I Paises endémicos para a malana, 2016 Bl Paises endémicos em 2000, ndo mais endémicos em 2016
Paises n3o endémicos para a malaria, 2016 I Nao apiicado

Fonte: modificado de OMS (2016) (8).
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O P. falciparum é responsavel por 90% dos casos em nivel mundial, sendo a
espécie que detém maior prevaléncia no continente africano com aproximadamente
99% das infec¢cdes notificadas, as quais sdo responsaveis também pela maior
gravidade e letalidade da doenca nas regides onde € predominante (9). Por sua vez,
o P. vivax é a principal espécie causadora de maléria fora do continente africano, com
aproximadamente 4% dos casos mundialmente notificados. Tem alta prevaléncia no
sudoeste asiatico, onde cerca de 58% das infec¢cdes nessa regido sdo decorrentes
desta espécie (9). No caso das Américas, 0S quatro paises que concentram 0S
maiores numeros sédo Venezuela (30%), Brasil (24%), Peru (19%) e Colémbia (10%)
(9-11).

Apesar de se observar uma reducédo na incidéncia dos casos da doenca e da
mortalidade, a maléria representa um grande problema de salude publica. Somente no
ano de 2015, aproximadamente 70% das mortes decorrentes da infeccéo por P. vivax
foram de criancas menores de 5 anos (9). Além disso, encontram-se no grupo de risco
as gestantes, os portadores de imunodeficiéncia e os viajantes, sendo 0s principais

grupos a apresentarem os desfechos mais graves da doenca (12).

1.2 Contexto epidemioldgico da malaria na Amazdnia

No Brasil, aproximadamente 98% dos casos estdo concentrados na Amazénia
Legal, composta pelos Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhao, Mato Grosso,
Para, Rondb6nia, Roraima e Tocantins (13,14). Vale salientar que, nessas regides,
prevalecem as infecdes por P. vivax (13,15). Os fatores que favorecem os altos indices
de permanéncia dos plasmédios nas referidas regides sdo os diferentes
determinantes ambientais, como a variabilidade climatica, cuja temperatura e areas
de desmatamento (16,17) favorecem de forma significativa a presenca de criadouros
naturais do vetor. Quanto aos fatores sociais pode-se destacar tanto os habitos de
vida dessa populacéo tais como: o processo de migracdo, uso de medidas de protecéo
e nivel educacional, bem como as condi¢cbes precarias de moradias, as quais se
constituem de madeira com auséncia parcial ou completa de paredes, tornando o
contato com o vetor mais proximo. Além disso, uma particularidade nessa regido sao
as colecdes hidricas e tanques de piscicultura préximos as residéncias, o que torna

um ambiente propicio para a multiplicacdo do vetor (18).
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Sabe-se que o risco de contrair a doenca ainda é bastante heterogéneo na
regido Amazonica, o qual pode ser mensurado pelo indice Parasitario Anual (IPA)
(17). A classificacdo das areas endémicas esta relacionada ao grau de risco de
transmissao (Figura 2), expresso em valores do IPA: baixo risco (0,1 a 9,9), médio
risco (10,0 a 49,9) e alto risco (maior ou igual a 50,0) (13). No ano de 2017, dentre os
municipios classificados como alto risco para transmissdo, sobressaem com o0s
maiores valores do IPA as cidades de Cruzeiro do Sul, Mancio Lima e Rodrigues

Alves, todas localizadas no Estado do Acre (19).

Figura 2 - Mapa de distribuicdo das &reas de risco de transmissao da maléria no Brasil em
2017
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Fonte: Sinan/SVS/MS e Sivep-Malaria/SVS/MS (2017) (20).
1.3 Ciclo do parasito
A doenca € transmitida ao homem por fémeas de mosquitos do género

Anopheles. Assim, a biologia do Plasmodium inclui um ciclo de vida em um hospedeiro

intermediario vertebrado e em um hospedeiro definitivo invertebrado (Figura 3) (21).
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O ciclo biolégico do parasito no homem resume-se a duas fases: o ciclo hepatico (pré-
eritrocitico) e o ciclo sanguineo (ciclo eritrocitico). O primeiro tem inicio quando a
fémea do anofelino, ao fazer seu repasto sanguineo, inocula 0s esporozoitos, 0s
quais, ap0s entrarem na circulacdo sanguinea, dirigem-se até o figado, onde
penetram nos hepatdécitos e produzem esquizontes, que vao dar origem a milhares de
merozoitos (22). Estes uma vez liberados pelos hepatoécitos, provavelmente na forma
de pequenas vesiculas conhecidas como merossomos, invadirdo as hemacias (dando
inicio ao ciclo eritrocitico), desenvolvendo-se em trofozoitos que, através de divisao
nuclear, formam os esquizontes sanguineos (23). Os esquizontes, ao se
fragmentarem, rompem as hemacias e liberam novos merozoitos na circulagédo
sanguinea. Alguns desses merozoitos provenientes da esquizogonia sanguinea
resultardo em gametocitos, formas sexuadas responsaveis pela infeccdo do vetor que

dar&o continuidade ao ciclo no seu hospedeiro definitivo (22).

Figura 3 - Ciclo de vida do plasmdédio
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Fonte: Cho et al. (2012) (24).

O ciclo biologico do P. vivax difere das outras espécies, logo ap0s 0s esporozoitos
penetrarem nos hepatocitos, alguns deles néo irdo se desenvolver em esquizontes,

porém irdo permanecer como formas dormentes intra-hepaticas, denominado
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hipnozoitos. Salientando que essas formas podem permanecer dormentes por
periodos inespecificos, durante meses ou anos (25,26). Os mecanismos envolvidos
na ativacdo das formas dormentes presentes nos hepatdcitos ainda ndo estdo bem
elucidados. Além disso, a reativacao dessas formas parasitarias leva a novos sinais e
sintomas da doenca e tornam o homem um reservatoério, possibilitando a transmisséo
dos gametdcitos para o vetor e, por consequéncia, dando origem novamente ao ciclo

do Plasmodium no homem (26).

1.4 Patogénese da maléria

A malaria é caracterizada como uma doenca de aspectos multifatoriais. As
manifestacdes clinicas dependem de fatores diversos, tanto do hospedeiro quanto do
parasito. No caso do hospedeiro, pode-se destacar a idade, as condi¢des nutricionais,
geograficas e socioecondmicas, bem como fatores relacionados a exposi¢cdes prévias
a doenca (27). Enquanto no parasito, pode-se ressaltar tanto a sua diversidade
genética, o que lhe possibilita adaptar-se aos hospedeiros e ter resisténcias as drogas,
como a sua capacidade de viruléncia (28,29).

Os casos de malaria assintomatica sdo caracterizados pela auséncia de
sintomas, entretanto com a presenca dos parasitos na corrente sanguinea
(frequentemente associados a baixa parasitemia) (30). Geralmente, as populacfes
gue residem em areas endémicas apresentam uma imunidade parcialmente adquirida,
com caracteristicas clinicas mais brandas da doenca (31). Além disso, podem tornar-
se um potencial reservatdrio do parasita, dificultando o diagndstico e tratamento
desses individuos (32).

Durante a malaria ndo complicada sintomatica, 0s sinais e sintomas ocorrem
na fase eritrocitica, quando os parasitos invadem os eritrécitos e com a sua ruptura
inicia-se a sintomatologia da doenca, ocorrendo entre o 7° a 15° dia pds-infecdo(27).
Associada a isso ocorre a liberacdo de altos niveis de citocinas pré-inflamatorias, tais
como: TNF-a e INF-y na corrente sanguinea do hospedeiro (33). Em virtude da
ativacdo do sistema imune e da inflamacdo decorrente desse processo, surgem as
manifestacdes clinicas inespecificas cujo curso é gradativo ou repentino, as quais, por
sua vez, podem ser caracterizadas por febre, cefaleia e calafrio (triade malarica), e,
em alguns casos, o individuo pode apresentar artralgia, tremores, dores abdominais,

diarreia, nauseas, vomitos, fragueza e mal-estar (34,35).
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Durante os casos da maléaria grave, o individuo pode apresentar: maléaria
cerebral, edema pulmonar, insuficiéncia renal aguda, anemia — proveniente da
hiperparasitemia que leva a destruicdo exacerbada de hemacias. Além disso,
observam-se complicacbes metabdlicas como acidose, hipoglicemia e malaria
placentaria ocasionando insuficiéncia placentaria, prematuridade, baixo peso ao
nascer (BPN) e até aborto (34,36,37). Vale lembrar que os casos graves da doenca
sdo comumente observados em crian¢as menores de cinco anos de idade, gestantes,
viajantes que retornam de regides endémicas ou pessoas que nunca tiveram o contato
com o parasito, pois essas consequéncias devem-se a auséncia ou a baixa imunidade
ao parasita (38,39).

Interessantemente, apesar de existir uma alta proporcdo de casos de malaria
grave por P. falciparum, estudos recentes também tem associado a infe¢do pelo P.
vivax a graves complicacdes, tais como: anemia grave, hiperbilirubinemia, disfuncdes
renais, sindromes respiratérias e convulsées (40,41). Recentemente, estudos
conduzidos na América Latina com gestantes infectadas por P. vivax, reportaram néo
s6 alguns desfechos adversos, assim como risco de anemia materna, malaria

placentaria e, consequentemente, prematuridade e BPN (42-45).

1.5 Maléria durante a gestacéao

1.5.1 Epidemiologia da Maléaria Gestacional

A malaria gestacional € caracterizada pela presenca do Plasmodium no sangue
periférico e/ou na placenta, pode apresentar sintomas clinicos (46). De acordo com
dados da OMS, a infeccdo pelo Plasmodium durante o periodo gestacional ocasiona
aproximadamente 10.000 6bitos maternos, um numero nao estimado de abortos e
cerca de 20.000 6bitos de criancas no primeiro ano de vida, decorrentes do BPN e de
morte perinatal (47).

Aproximadamente, 92,9 milhdes de mulheres residem em areas endémicas
para o P. vivax (Figura 4), estando sob o risco de contrairem a doenca e, pr

conseguinte, suas complicacdes (48,49).
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Figura 4 - Mapa com &reas de risco para malaria em gestantes
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Fonte: Dellicour et al. (2010) (49).

1.5.2 Maléria gestacional

Os desfechos da malaria gestacional podem diferir de regido para regido a
depender do grau de transmissdo da doenca. No caso de regifes de alta transmissdo
(estavel), as gestantes usalmente apresentam efeitos menos graves da malaria, ou
seja, podem apresentar pouco ou nenhum sintoma clinico da doenca, apesar de
apresentarem altos niveis de parasitemia (50). Nessas regides os efeitos mais graves
sdo observados durante as primeiras gestacdes, o que indica a existéncia de um forte
mecanismo de protecdo associado a imunidade especifica em face das formas
placentarias do plasmddio nas gestantes dessas regides.

Por outro lado, em areas de baixa transmissdo ou transmisséo instavel, as
gestantes podem apresentar sintomas e complicacbes mais graves, fator que esta
relacionado ao nivel de imunidade adquirido contra a infeccdo (51). De forma geral,
para as gestantes que residem nessas regides, a malaria durante a gravidez
apresenta-se de forma sintomatica e, se ndo diagnosticada e tratada precocemente,
pode trazer as seguintes complicacdes: maléria cerebral, edema pulmonar, anemia
grave, hipoglicemia, abortamento, natimortos, prematuridade, BPN, malaria congénita

e Obito materno (52).
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1.5.3 Malaria placentaria

Os mecanismos biologicos que envolvem a susceptibilidade a malaria durante
a gestacdo, embora ndo estejam bem elucidados tém sido amplamente discutidos.
Atualmente esta bem estabelecido o mecanismo de adeséo para o P. falciparum. Uma
caracteristica importante dos eritrocitos parasitados por P. falciparum é a capacidade
de se juntar ao endotélio vascular e, posteriormente, ser sequestrado em diferentes
orgaos, tais como: o cérebro, o pulméo e a placenta (53). No caso desta, 0 acumulo
do material parasitario ocorre no espaco interviloso placentario, mais especificamente
na superficie do sinciciotrofoblasto, que possui uma grande quantidade de Sulfato de
Condroitina A e Acido Hialurénico, permitindo, desta forma, a ades&o dos eritrocitos

parasitados a essas moléculas (Figura 5) (54,55).

Figura 5 - Representacéo da patogénese da maléria placentéaria
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Representagéo diagramatica da malaria placentéria. A infeccdo por P. falciparum, resulta na
infiltracdo de eritrocitos parasitados no espaco interviloso placentario, ocasionando um
processo inflamatério exacerbado. Fonte: adaptado de Sharma e Shukla (2017) (56).



24

Esse mecanismo de adesdo ocorre devido a expressdo de uma proteina
denominada PfEMP1 (Proteina de membrana eritrocitaria-1 do P. falciparum)
transcrita aleatoriamente pela familia de genes var. Essa proteina € translocada para
a superficie do eritrocito parasitado, os quais sdo sequestrados e se acumulam no
ambiente placentario (53,55,57). Contudo, pouco se sabe a respeito dos mecanismos
envolvendo o P. vivax. Estudos recentes tém associado um mecanismo de
citoadesao, no entanto, a relacdo entre este processo e a patogénese relacionado a
espécie ainda permanece incerta (58,59).

Por fim, como resultado do sequestro dos eritrécitos parasitados por P.
falciparum na placenta, ocorre um acumulo de células mononucleares,
preponderantemente de mondcitos e macrofagos. Desse modo, ha uma producéo
exacerbada de citocinas proé-inflamatérias e quimiocinas, tais como: proteina
inflamatéria de macrofagos 1 alfa (MIP-1 a), proteina quimiotatica de mondcitos 1
(MCP-1), interleucina 8 (IL-8), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama
(IFN-y) e interleucina 1 beta (IL-1B); que, por sua vez, leva ao recrutamento de
mondcitos adicionais e, como resultado desse intenso processo inflamatério no
ambiente placentario, acontece a formacao de depdsitos de fibrina, prejudicando as
trocas materno-fetais e, desta forma, resulta em efeitos adversos tanto para a méae

guanto para o feto (60,61).
1.5.4 Classificacdo da malaria placentéaria
Para Bulmer (1993), a malaria placentaria pode ser classificada

histologicamente em quatro categorias, refletindo o tempo cronoldgico da infecgéo
(62).

N&o infectada: auséncia do parasito ou de hemozoina no ambiente placentario;

e Infeccédo ativa aguda: caracteriza-se pela presenca de eritrocitos infectados no
espaco interviloso placentario e monadcitos;

e Infeccéo ativa cronica: ocorre a presenca de eritrocitos infectados, hemozoina
e mondcitos no espaco interviloso placentario ou livre nos depdésitos de fibrina;

e Infeccdo cronico-passada: caracterizada pela auséncia de parasitos no

ambiente placentario, apenas contendo hemozoina no espaco interviloso

placentario e em material fibrindide.
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Entretanto, outros autores tém adaptado o sistema de quantificacdo e
qualificacdo da MP, como, por exemplo, Muehlenbachs e colaboradores, que
desenvolveram parametros semiquantitativos baseados no grau de inflamacéao e na

deposicao dos pigmentos malaricos em fibrina intervilosa durante a MP (Figura 6) (63).

Figura 6 - Representacdo esquematica da classificacdo de maléria placentaria
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Fonte: Adaptado de Muehlenbachs (2010) (63).

1.6 Placenta

1.6.1 Desenvolvimento placentario humano

A placenta humana € um 0Orgdo transitério, com uma estrutura altamente
invasiva, proliferativa e do tipo hemocorial, mensurando entre 15 a 25 cm de diametro,
com cerca de 3 cm de espessura e um peso meédio de 600 g. O adequado
desenvolvimento placentario exerce um papel importante durante a gestagao, pois é
responsavel pelo transporte de nutrientes e metabolitos, funcdes enddcrinas,
imunoldgicas, secrecdo de moléculas reguladoras e atua na protecdo do feto contra
algumas doencas maternas (Figura 7) (64,65).

A placenta comeca a se desenvolver por volta do sexto dia apds a concepgao,
no momento em que o blastocisto adere a parede do endométrio, comecando a invadi-
lo, ocorrendo a expansao de células trofoblasticas, as quais se diferenciam em
citotrofoblasto e, posteriormente, formam o sinciciotrofoblasto (64,66). Este érgéo

altamente complexo e especializado é formado por duas unidades estruturais: a placa
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coribnica, constituida por vilosidades derivadas do feto, que possuem estruturas
fisicas separando o compartimento fetal das estruturas que contém sangue materno;
e a placa basal, constituida pela parede uterina, a qual separa o ambiente placentéario
da decidua materna e do miométrio (64).

Durante a segunda semana de gestacédo, comecam a se formar as vilosidades
coribnicas, que s&o recobertas por uma camada de célula citotrofoblastica e
sinciciotrofoblastica (67). O citotrofoblasto possui um formato mais globoso e séo bem
menos NnumMerosos, em contrapartida, o sinciciotrofoblasto € caracterizado por uma
camada de célula multinucleada, que possui uma organizacao variada e camadas de
espessuras variaveis e fica em contato direto com o sangue materno (64).

No interior das vilosidades coribnicas passam 0s vasos fetais, que realizam as
trocas com o sangue materno que circula no espaco interviloso. Com a progressao da
gestacdo, aumenta o nimero de vasos no interior dos vilos e ocorre uma reducéo do
tecido mesenquimal, facilitando, assim, as trocas materno-fetais. Adicionalmente,
podemos observar do lado oposto da placa coridnica a presenca do corddao umbilical,
um anexo que possui duas veias e uma artéria, permitindo por meio desse a

comunicacao entre a mée e o feto (64,67).



27

Figura 7 - Representagcdo esquemética da placenta humana

A placa coriénica (PC) e a placa basal (PB) envolvem o espaco interviloso (EIV) nas partes
superior e inferior, respectivamente. As arvores vilosas vascularizadas (*) projetam-se a partir
da placa coriénica para o espaco interviloso e séo diretamente rodeadas pelo sangue materno
gue chega pelas artérias espiraladas (AE). Também podem ser observados o leito placentario
(P), o miométrio (M), o @mnio (A), um septo placentério (S), o corddo umbilical (CU), as veias
uterinas (VU) e a zona marginal (ZM) entre as membranas placentéria e fetal. Fonte: adaptada
de Kaufmann e Scheffen (1992) (68).

Portanto, quaisquer alteragcbes durante o processo de desenvolvimento
placentario acarretam em uma inadequada funcao da placenta, que pode conduzir a
complicagBes durante a gestacdo, causando impacto no desenvolvimento fetal, como

restricdo do crescimento intrauterino, maior morbidade e mortalidade perinatal (69,70).

1.6.2 Caracteristicas das vilosidades coridnicas

As arvores vilosas sdo as principais estruturas da placenta, que podem ser
subdivididas a partir de cinco caracteristicas diferentes, como a estrutura do vilo,
estagio do seu desenvolvimento, ramificacdo dos vasos, carateristicas histolégicas e
componentes celulares. Existem assim, pelo menos, cinco tipos de vilosidades

coridnicas (Figura 8) (66).
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Vilosidades-tronco ou de ancoragem - conectam-se a placa coribnica e séo
caracterizadas por um estroma fibroso com vasos espessos e microvasos.
Essas vilosidades sdo compostas de musculo liso e fibrose no estroma central.
De formal geral, a funcdo das vilosidades-tronco é apoiar as estruturas das
arvores vilosas (71);

Vilosidades intermediarias - s&do continuagbes das vilosidades-tronco,
caracterizadas por tecido conjuntivo, estroma reticular, células Hofbauer
(macrofagos fetais) e vasos mais proeminentes. Além disso, contam com uma
camada descontinua de citotrofoblasto e, por fim, uma camada de
sinciciotrofoblasto que permanece continua. Essas por¢des intermediarias sdo
consideradas o centro da arvore vilosa e sdo 0s principais centros de trocas

gasosas durante o primeiro e o segundo trimestre gestacional (66);

Vilosidades intermediérias maduras - sdo ramificacdes mais longas e delgadas,
com a presencga de vasos fetais, como os capilares, as arteriolas e as vénulas
juntamente com os feixes de fibra de colageno em seu estroma e a partir das

guais derivam as vilosidades terminais (68);

Vilosidades terminais - ocorre uma grande capilarizacdo e os sinusoides fetais
sdo amplamente dilatados. Os vilos terminais, os capilares fetais e o
sinciciotrofoblasto séo separados por apenas uma fina camada de membrana
com aproximadamente 4-6 um e, desta forma, facilitam as trocas materno-fetais
(66);

Vilosidades mesénquimais — sdo estruturas presentes nos primeiros estagios
da gravidez, caracterizadas por terem um estroma solto, capilares discretos e
duas camadas completas de trofoblasto circundante, uma camada de
citotrofoblasto externo na arvore vilosa, cuja estrutura € responsavel por quase

toda a atividade enddcrina (71).
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Figura 8 - Representacdo simplificada da parte periférica de um vilo placentario
maduro e secgdes transversais tipicas dos varios tipos de vilos coridbnicos
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Fonte: adaptada de Baergen e colaboradores (2011) (72).

1.7 Alteracdes histologicas durante a malaria placentaria

A maléria placentaria pode causar alteracdes na estrutura placentaria, o que ja
foi demonstrado por alguns estudos (73,74). Essas mudancas morfolégicas incluem
presenca de eritrécitos infectados no espaco interviloso, acumulo de células
leucocitarias e mononucleares, depésitos de fibrina, espessamento da membrana
basal e aumento de agregados nucleares sinciciais (75). Essas alteracbes podem
comprometer as trocas materno-fetais, propiciando desfechos adversos neonatais e
morte perinatal (74-76).

A maioria dos estudos que analisou essas alteracdes foi conduzida em regides

da Africa-subsaariana, consideradas de alta transmiss&o, onde ocorre 0 maior nimero
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de infecBes por P. falciparum e apresentam os desfechos mais graves da malaria
placentéria (77,78). Além disso, os impactos da maléria placentaria podem diferir em
gestantes que moram em areas de baixa transmissao (79).

Contudo, em uma pesquisa conduzida em gestantes infectadas por P. vivax em
uma regido de baixa transmisséo, foram observadas durante as analises alteragcbes
histologicas placentarias, como o aumento de agregados nucleares sinciciais,
acumulo de células mononucleares e espessamento da barreira placentaria (80).
Desta maneira, indicando que a infeccao pelo P. vivax também pode causar desfechos
adversos durante a gestacao.

Sabe-se que algumas patologias placentarias estdo associadas as alteracdes
macroscopicas na placenta, podendo apresentar areas de infarto, fibrose e
calcificacdo; e em nivel microscopico, dentre outras muitas alteracdes, também é
possivel observar o aumento exacerbado da presenca dos agregados nucleares
sinciciais (68,81). Estes agregados nucleares sinciciais ou nds sinciciais sdo
caracterizados por aglomerados de nucleos do sinciciotrofoblasto (Figura 9), os quais
estdo presentes em mais de 40% dos vilos terminais, sendo encontrados na placenta
a termo, gestacoes em locais com altas altitudes. No entanto, o seu aumento pode
estar relacionado a gravidade de algumas doencas como pré-eclampsia, sindrome
antifofosfolipide e malaria placentéria (81-83).

Estas estruturas presentes no vilos terminais podem ser classificadas em noés
verdadeiros, brotos ou pontes (84). Os nés verdadeiros possuem nucleos em
degeneracdo, que se projetam para a superficie dos vilos; os nés do tipo broto séo os
mesmo ndcleos em degeneracao, porém se projetam para o interior do espaco viloso
aparecendo com maior frequéncia ao final da gestacéo; e, por fim, os nés do tipo ponte
sdo provenientes da fusdo dos nds do tipo broto com as vilosidades adjacentes,

fortalecendo a estrutura da arvore vilosa (66,85,86).
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Figura 9 - Representacdo simplificada de uma vilosidade terminal e suas estruturas
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Fonte: adaptada de Baergen e colaboradores (2011) (72).

O aumento dessas estruturas tem sido associado aos casos de hipoxia,
hiperdxia e espécies reativas de oxigénio (81). Assim, a andlise dessas estruturas tem
sido utilizada como parametro histopatoldgico para avaliar a intensidade das lesbes
placentarias em gestantes infectadas por Plasmodium sp. Outro parametro avaliado
nas placentas infectadas por Plasmodium reside no acumulo de células
mononucleares e leucocitérias. As placentas infectadas por P. falciparum mostram
uma significativa propor¢cdo de células inflamatérias no espacgo interviloso e estédo
intimamente relacionadas aos niveis de parasitemia local, mais especificamente, no
espaco viloso placentario (87,88). Esse infiltrado inflamatério tem sido caracterizado
por ser predominantemente formado por mondcitos e macrofagos e, em menor
quantidade, constituido por algumas populagfes celulares, as quais sdo compostas
por granulocitos e linfécitos (62,75,87).

Neste caso, 0s mondécitos e macréfagos encontram-se presentes em
aproximadamente 30% das placentas infectadas por Plasmodium e podem
desempenhar importantes papéis durante a infeccdo. Sugere-se que o acumulo

dessas células no espaco viloso placentario na maior parte das vezes pode estar
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associado a uma parasitemia local, além de atuar na depuracdo dos eritrécitos
infectados (75).

Diante disso, o aumento dessas células inflamatérias no espaco interviloso
placentario pode causar danos a morfologia placentaria, mais precisamente nos vilos
e, assim, prejudicar as trocas materno-fetais (76). Vale salientar que alguns estudos
com gestantes infectadas por P. vivax ja demostraram a presenca dessas alteracdes
morfologicas na placenta, no entanto, ficaram limitados a numeros reduzidos de
amostras placentarias (76,80,89).

Outra alteracao histolégica placentaria encontrada nas gestantes infectadas é
0 aumento do espessamento da barreira placentaria. Alguns estudos tém observado
gue as gestantes infectadas pelo Plasmodium demostraram ter um maior
espessamento dessa estrutura, quando comparadas com as nao infectadas (90-92).
Contudo, mais estudos se fazem necessérios a fim de avaliar 0 espessamento da

barreira placentaria, principalmente, nas gestantes infectadas pelo P. vivax.

1.8 Biomarcadores

Os biomarcadores sao indicadores bioldgicos que podem ser mensurados
guantitativamente no sangue periférico. Durante os processos patologicos algumas
alteracdes bioquimicas e celulares podem ocorrer, € a mensuracdo por meio de
amostras bioldgicas possibilita identificar o risco de se desenvolver determinada
doenca ou realizar um diagnéstico precoce (93). Neste sentido, a utilizacdo de
marcadores biolégicos também pode ser realizada em conjunto, conferindo uma
melhor sensibilidade e especificidade para a deteccdo de patologias, de forma nao
invasiva, rapida e de baixo custo (94).

De forma geral, os biomarcadores representam importantes ferramentas,
sendo determinantes para a avaliacdo na area médica ou em pesquisas cientificas
(95). Algumas alteragbes que ocorrem no corpo humano podem ser avaliadas
sericamente, indicando respostas contra microrganismos invasores, patégenos ou
resposta a terapias profilaticas (96). Em outros casos podem ser utilizados como
indicadores de processos bioldgicos naturais do organismo, direcionamento de uma
conduta terapéutica personalizada ou prevencdo de doencas — através da
estratificacdo de risco — como, por exemplo, a utilizacéo do risco de Famingham, que

avalia o risco de se desenvolver doencas cardiovasculares em dez anos (97).
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Algumas doencgas assintomaticas como artrite reumatoide e lupus eritematoso
sistémico podem ser mensuradas através de biomarcadores clinicos e a deteccgao
pode fornecer ao paciente um diagndstico precoce, possibilitando uma rapida
intervencao farmacologica capaz de prevenir sequelas da doenca (98).

Neste viés, a utilizacdo de biomarcadores confere uma sensibilidade e acuracia
para investigar possiveis processos patologicos (99). A possibilidade de se detectar e
avaliar biomarcadores na patogénese da maléaria gestacional € de grande relevancia,
sobretudo em zonas endémicas, caracterizadas pelas altas incidéncias de infecdo nas
gestantes e, consequentemente, em significativos casos assintomaticos (100). Sendo
assim, a deteccdo de potenciais marcadores biolégicos auxilia ndo somente na
classificacéo de risco, formulacdo de novas estratégias, assim como no inicio precoce
da profilaxia (99).

As citocinas, as quimiocinas e os mediadores inflamatérios ndo especificos
podem ser potenciais biomarcadores na patogénese da malaria grave. A maléria
cerebral € uma importante e complexa condicao clinica, que pode ocorrer durante a
infecgao por Plasmodium. Em um estudo realizado com criangas, avaliou-se os fatores
relacionados a apoptose, tais como: IP-10, IlI-1r, STNFR1, STNFR2, sFas e a redugéo
de fatores neurogénicos protetores (PDGFbb) no soro e liquido cerebrospinal dessas
criancas, além de verificar uma estreita associacdo com o quadro clinico da doenca,
podendo estes serem utilizados como potenciais biomarcadores (101).

Nesse mesmo contexto, recentemente no Malawi, foram mensurados
marcadores de inflamacdo, angiogénese, coagulacdo e fatores nutricionais em
gestantes infectadas por P. falciparum. Foi demonstrado que o fator soltvel com a
tirosina-kinase 1 (sFltl), a proteina C reativa e a leptina seriam bons biomarcadores
para identificarem a malaria placentaria (102). Por outro lado, quando se trata de
infecdes pelo P. vivax os estudos sdo escassos, hdo havendo nada descrito na

literatura que associe biomarcadores a malaria placentaria por este parasito.

1.8.1 Fatores angiogénicos e antiangiogénicos

Durante a gestacao, uma ampla gama de fatores angiogénicos € produzida na
placenta, sendo responsavel pela angiogénese e vasculogénse placentaria, a qual se
pode destacar as moléculas da familia do fator de crescimento vascular endotelial

(VEGF), fator de crescimento de fibroblastos e angiopoetinas/Tie. No caso da familia
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do VEGF pode-se ainda incluir as seguintes moléculas: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D e o fator de crescimento placentério (PIGF) (103). Essas moléculas possuem
receptores especificos que consistem em trés proteinas-tirosinas-quinases: VEGF
(VEGFR-1, FIlt-1), receptor-2 de VEGF (VEGFR-2, Flk-1 / KDR), VEGFR-3 e
correceptores de proteina-quinase: neuropilina-1 e neuropilina-2 (104).

Como dito anteriormente, os fatores angiogénicos, tais como: o VEGF estao
envolvidos nos mecanismos de angiogénese e vasculogénese atuando como um
importante promotor de proliferacdo e sobrevivéncia de células endoteliais, e
desenvolvendo um papel fundamental na permeabilidade vascular (105). O fator de
crescimento placentario (PIGF) pertence a familia do VEGF, o qual possui um
atividade pro-angiogénica e sendo bastante expresso na placenta. Esta molécula
possui tropismo ao receptor Flt-1, aumentando a capacidade de acdo do VEGF-A, o
qual é responsavel pelo crescimento vascular placentario, proliferacdo de células
endoteliais, permeabilidade vascular e sobrevivéncia de células endoteliais (106).
Contudo, quando submetido a condi¢cfes de hipdxia, um splicing alternativo do gene
da molécula Flt-1 na forma de sFlt-1 mRNA é gerado, e essa isoforma molecular é
produzida e secretada a partir da placenta, sendo liberada na corrente sanguinea
materna (106).

Desse modo, o sFlt-1 quando se encontra na forma livre age como antagonista
da angiogénese, ou seja, € uma proteina antiangiogénica; e quando se liga ao fator
de VEGF e ao fator de crescimento placentario PIGF blogueia suas atividades
bioldgicas (107). Um estudo in vitro demonstrou que a adi¢&o de sFlt-1 inibiu a invasao
trofoblastica induzida pela acdo do VEGF-A (108). A concentracao sérica do sFlt-1
encontra-se relativamente baixa no inicio da gravidez, aumentando na segunda
metade, com pico de liberacdo maximo no terceiro trimestre. Esse comportamento
parece ser fisioldgico e essencial no controle da angiogénese placentéaria (109).

Os niveis séricos de PIGF comecam a aumentar progressivamente a partir do
primeiro trimestre chegando ao seu &pice no terceiro trimestre e, posteriormente
declinando. Em contrapartida, os niveis de sFlt-1 encontram-se relativamente
estaveis, porém aumentando substancialmente no terceiro trimestre e, ao final do
parto de modo a contrabalancear os niveis séricos de PIGF. Em algumas alteracdes
placentarias é possivel mensurar os niveis de sFlt-1, antes mesmo que aparegam 0s

sintomas clinicos (110). No caso da pré-eclampsia, ja foi demostrado que durante a
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patologia ocorre um aumento exacerbado de sFLT-1 e, a relag@o dos niveis sérico de
PIGF e sFlt-1 sdo bons biomarcadores para a diagnosticar a pré-eclampsia (111).
Portanto, mensurar o nivel sérico de fatores angiogénicos placentarios como o
sFlt-1, nos permite identificar previamente algumas disfuncdes placentarias que
possam estar ocorrendo durante a gestacéo, e desta forma, evitar desfechos adversos
tanto para mae quanto para o feto (112). Vale ressaltar, que ainda s&o limitados os

estudos que envolvem a quantificacédo sérica deste biomarcador na malaria.

1.8.2 Proteina C reativa

A proteina C reativa (PCR) é um mediador inflamatoério ndo especifico, que
promove a interacao entre imunidades humoral e celular. Essa substancia é produzida
no figado e é classificada como pentraxina. Trata-se de um pentamero com uma fenda
ligadora de fosfatidilcolina dependente de ions célcio e outras fendas na face oposta
gue se ligam ao componente do sistema complemento Clqg e a porcdo Fc de
imunoglobulinas (Fcy) (113).

Sua funcdo é se ligar a patdégenos e células lesadas e/ou apoptoticas, a partir
destas iniciar sua eliminagdo por meio da ativacdo do sistema complemento ou de
fagocitose. Seu mecanismo de acdo permite considera-la como uma opsonina, que
sdo moléculas presentes no plasma que se ligam aos microrganismos estranhos ao
organismo, tornando-os mais suscetiveis a fagocitose e a lise (113,114). A PCR
também atua regulando a intensidade da reacao inflamat6ria, por se tratar de ser uma
proteina de fase aguda positiva, que se eleva significativamente quando ocorrem
diversos tipos de lesdes sistémicas (114).

De forma geral, a PCR aumenta gradualmente, elevando-se dentro de 2 horas,
posteriormente, atinge limites basais dentro de 6 horas aproximadamente, e, por fim,
chega ao seu pico dentro de 48 horas (115). Durante os processos inflamatdrios
agudos, a PCR pode atingir até 50.000 vezes o0s seus valores basais, sendo utilizada
ha bastante tempo na area médica como um biomarcador inflamatoério para detectar
algumas patologias ou realizar uma triagem clinica (115).

A sua aplicabilidade pode ser utilizada para detectar o risco e/ou diagnosticar
doencgas cardiovasculares, infecciosas, pancreatite, sepse, colecistite, doencas
inflamatorias pélvicas, bem como outras condi¢des, tais como: obesidade, estresse e

depressdo (116,117). Alguns estudos associam o0s altos niveis de PCR a
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complicacBes gestacionais, mais especificamente, corioamnionite, pré-eclampsia,
ruptura das membranas fetais, parto prematuro, restricdo do crescimento e perda fetal
(118-120).

Entretanto, os estudos que avaliam as proteinas de fase aguda na malaria,
como a PCR, ainda sao limitados, principalmente, quando envolvem um grupo
bastante especifico: as gestantes infectadas por P. vivax. Entretanto, algumas
pesquisas ja publicadas tém utilizado a PCR e outros marcadores em associacgao,
como importantes biomarcadores para 0os casos de malaria grave, como nas infeccdes

por P. falciparum (121).

1.8.3 Leptina

A leptina € um polipeptideo com 167 aminoé&cidos que foi originalmente descrito
como horménio das células adiposas, sendo liberado na corrente sanguinea tanto na
sua forma protéica livre, quanto na isoforma solivel do seu receptor (Ob-Re)
(122,123). Esta proteina € liberada pelos adipdcitos, porém sua expressao pode ser
regulada por outros tecidos e possuir diferentes funcionalidades (122,124). Além
disso, essa molécula atualmente vem sendo estudada e considerada uma citocina
pro-inflamatoria, pertencendo a classe das citocinas do tipo | e com uma estrutura
similar a interleucina-6 (125).

Outra caracteristica desta molécula estd relacionada a seus efeitos
pleiotropicos, ou seja, os multiplos efeitos que o gene tem de controlar, caracteristicas
que néo estao relacionadas entre si. Neste caso, a leptina exerce um papel no controle
da ingesta alimentar, regulacdo neuroenddécrina por meio do eixo hipotalamico, gasto
energético e, por fim, da funcéo reprodutora (126). Esta molécula € secretada em
niveis mais altos pelos adip6citos e, em concentracfes mais baixas, pelo musculo
esquelético, estbmago e placenta (127,128).

No caso da placenta, as células responsaveis por sua secrecdo Sao
sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto, que, posteriormente, séo liberadas na circulagéo
materna e fetal (129,130). Durante o primeiro e segundo trimestres, a placenta libera
altos niveis séricos de leptina, sendo aproximadamente 98% liberados na circulagéao
materna e 2% na circulagao fetal (129,131).

A producédo desse polipeptidio durante a gestagdo atua como um importante

mediador ndo apenas na proliferacdo celular, na angiogénese placentaria, no
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crescimento fetal e placentario, assim como na maturagdo do sistema imune fetal
(124,126,132,133). Os niveis reduzidos dessa proteina na placenta durante a
gestacdo podem ocasionar efeitos adversos, como a restricdo do crescimento
intrauterino (RCIU) (130).

Ha estudos que tém demostrado aumento nos niveis de leptina em algumas
desordens, tanto gestacionais quanto reprodutoras, dentre elas sindrome dos ovarios
policisticos, diabetes gestacional e pré-eclampsia (128,134,135). Por outro lado, em
estudos conduzidos com gestantes infectadas por P. falciparum foi observada uma
reducdo desta molécula no sangue periférico associada a uma reducdo no peso ao
nascer (102,136,137). Neste sentido, alguns autores tém levantado a hipétese do uso
desta molécula como biomarcador para algumas patologias placentérias.

Desse modo, os biomarcadores sao importantes ferramentas que podem ser
utilizadas para a deteccédo precoce e avaliacdo de risco de determinadas doencas, e
guando utilizados em conjunto conferem uma maior acuracia preditiva (138). Até o
momento, ndo foram descritos biomarcadores para malaria placentaria causada por
P. vivax. Portanto, seria de grande relevancia correlacionar e analisar
concomitantemente biomarcadores, em gestantes infectadas por esta espécie,
supondo que a associacao desses biomarcadores que circulam no sangue periférico
possa fornecer, de maneira mais especifica e precoce, o rapido diagnéstico para a

malaria placentaria.
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2 HIPOTESE CENTRAL DE INVESTIGACAO

As gestantes que residem em locais endémicos para malaria compdem uma
populacdo mais suscetivel a desenvolver a malaria placentaria e suas complicacdes.
A maléria placentéria pode provocar sérias consequéncias para a mée e para o feto
incluindo anemia materna grave, aborto espontaneo, BPN e morte fetal, sendo,
portanto, de grande relevancia a sua deteccéo precoce (139). Um estudo realizado no
Malawi entre os anos de 2001 a 2006, avaliando gestantes nao infectadas e infectadas
por P. falciparum e que desenvolveram malaria placentaria, demonstrou que a relagcéao
de trés biomarcadores (PCR, sFlt-1 e leptina) foi significativamente associada com a
presenca do parasita na placenta. Isto foi observado principalmente nos casos em que
a infecdo ndo podde ser detectada através do método de diagnostico tradicional
(identificacdo de parasitas por meio da gota espessa de sangue periférico). Nao
existem dados até o presente momento que permitam tirar conclusdes sobre a relacédo
desses biomarcadores nas infec¢bes durante a gestacdo causada por P. vivax.
Portanto, a hipdtese central deste trabalho é de que a associacdo desses trés
biomarcadores no plasma sanguineo periférico também possa ser utilizada como um

indicativo da malaria placentaria causada por P. vivax.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Correlacionar a alteracdo dos niveis séricos de sFlt-1, PCR e leptina e a

ocorréncia de maléria placentaria por P. vivax.

3.2 Objetivos especificos

1) ldentificar quantitativamente a intensidade das seguintes alteracdes
histopatolégicas: aumento dos agregados nucleares sinciciais, infiltrado de
células mononucleares (CD68+), infiltrado leucocitario (CD45+) no espaco
viloso placentario e espessamento da barreira placentéria;

2) Verificar a possivel associacao de fatores epidemiolégicos como paridade e
frequéncia da infec¢cdo com o surgimento de alteracdes histopatolégicas na
placenta;

3) Avaliar o nivel sérico dos biomarcadores sFlt-1,PCR, leptina e no plasma
periférico;

4) Verificar a associacdo entre as alteracdes histopatoldgicas placentarias e

as concentracdes periféricas dos biomarcadores avaliados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres
Humanos (CEPSH) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sé&o
Paulo, sob o nimero de Certificado de Apresentacio para Apreciacio Etica (CAAE)
64769416.8.0000.5467, recebendo aprovacéao através do parecer n® 1.931.186 em 17
de fevereiro de 2017. Esta pesquisa seguiu as normas da Resolucdo 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude.

Para este trabalho foram respeitados os principios éticos de sigilo e anonimato
as participantes, conforme preconizado em estudos com seres humanos. Além disso,
as amostras bioldgicas utilizadas foram coletadas durante o periodo de um ano e dez
meses, e 0s materiais coletados foram armazenados em um biorrepositério (Of.
CEPSH.028.11) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo
ICB/USP sob a responsabilidade do Prof. Dr. Claudio Marinho.

4.2 Descri¢cfes da area estudada

A regido do Vale do Alto Jurua esta localizada no Estado do Acre no extremo
sudoeste da Regido Norte. O referido estado ocupa uma area de 152.581 km? e limita-
se ao norte com o Estado do Amazonas, ao leste com o Estado de Rondbnia, ao
sudoeste com a Bolivia e o Peru (Figura 10). O Vale do Alto Jurua esta localizado no
extremo noroeste do estado e no extremo oeste do Brasil. A regido esta situada a uma
distancia aproximada de 648 km da capital Rio Branco. Tem uma extensao territorial
de 74.965,417 e esta a uma altitude de 182 metros a nivel do mar. A populacao total
dessa regido € de aproximadamente 206.084 habitantes, com uma densidade
demogréafica de 2,75 habitantes/km? (140)
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Figura 10 - Mapa do Estado do Acre mostrando a localizacdo geografica da regido do Vale
do Alto do Jurua
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Fonte: Dombrowski et al. (2018) (141)

4.3 Tipo de estudo e populacao alvo

Foi realizado um estudo transversal e, para isto, foram utilizadas amostras de
sangue periférico do momento do parto. O processo de recrutamento foi realizado por
meio de demanda espontanea de todas as gravidas com ou sem malaria que
aceitaram participar do estudo na regido do Vale do Alto Jurua durante janeiro de 2013
a outubro de 2014.

4.3.1 Critério de exclusao

Para este estudo foram excluidas as gestantes diagnosticadas com infecbes
por P. falciparum ou infeccdo mista (P. falciparum e P. vivax), usuarias de drogas
licitas (alcool e tabaco) e ilicitas, bem como aquelas que apresentaram diagnostico

positivo para infec¢cdes ativas por bactérias, virus ou outros protozoarios (sifilis,
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hepatites virais, HIV e toxoplasmose) e/ou que apresentaram alguma morbidade, tais
como: hipertensdo, pré-eclampsia, eclampsia e diabetes. Aquelas que tiveram

gestacao multipla ou bebés com ma-formacéo congénita também foram excluidas.

4.4 Coleta e processamento das amostras biologicas

As amostras bioldgicas utilizadas neste trabalho sdo provenientes de um
estudo realizado com gestantes da regido do Vale do Alto do Jurua. Houve coleta de
sangue periférico no momento do parto, utilizando um sistema a vacuo com tubo
heparinizado (Becton Dickinson, New Jersey, EUA) e, posteriormente, o material
bioldgico foi processado, sendo separado o plasma e o concentrado de células totais
utilizando uma centrifuga (Thermo Fisher Scientific, EUA) em uma velocidade de
1.562 r.c.f por 10 minutos. Por dltimo, as amostras biolégicas processadas foram
transferidas para um tubo criogénico e armazenadas a -80°C, em um biorrepositério
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP - ICB/USP.

4.5 Diagnostico parasitario

Primeiramente foi efetuado o diagndstico parasitario por meio da gota espessa,
sendo este considerado o “padrao ouro”. A avaliacdo das laminas foi realizada pela
equipe de endemias local e, posteriormente, era revisada por uma microscopista
externa para a confirmacdo do resultado. Em seguida, realizou-se o diagndstico
molecular de todas as amostras coletadas utilizando a técnica RT-PCR, conhecida
como PET-PCR (PCR baseado em transferéncia de elétrons fotoinduzida). Esta
técnica se baseia na utilizacdo de primers com auto-quenchings e marcados com
fluoréforos para a deteccdo de Plasmodium spp., P. falciparum e P. vivax por meio da
reagdo multiplex (142).

Ressalta-se que as gravidas com diagnostico positivo por microscopia foram
encaminhadas para tratamento segundo 0s esquemas terapéuticos preconizados pelo

Ministério da Saude.
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4.6 Classificacdo da malaria placentéria

A malaria placentaria relaciona-se com dois componentes principais: eritrocitos
infectados e a presenca de hemozoina. Sua classificacdo esta baseada na localizacéao
espaco-temporal destes elementos. Utilizando os cortes histoldégicos corados com
hematoxilina-eosina (H&E) e microscopia de luz transmitida e polarizada, a malaria
placentaria foi avaliada de acordo com as quatro categorias propostas por Bulmer:
nao infectada, infeccdo ativa, crbnica e passada (143). Para a classificacao
histoldgica, dois profissionais treinados, de forma independente e as cegas, avaliaram
os cortes histologicos placentérios. Quando detectada a incompatibilidade entre os

resultados, os casos foram reavaliados pelos mesmos profissionais.

4.7 AvaliacOes histopatologicas

Primeiramente, uma equipe de pesquisadores devidamente treinados realizou
uma analise macroscopica (anatbmica e patologica) placentaria, com o objetivo de
avaliar quaisquer possiveis lesbes (traumas, isquemia, malformacdes ou
sangramentos), avaliando face apical (fetal), face basal (materna) e cordao umbilical.

Na sequéncia, foram realizadas 2 secc¢fes de aproximadamente de 2 cm?3 de
amostras do tecido placentario. Posteriormente, as amostras foram armazenadas em
formalina tamponada a 10% e mantidas a 4°C em um periodo de 24 horas. Em
seguida, os fragmentos foram transferidos para um tubo de 50 ml contendo a mesma
solucéo limpa para serem enviados ao laboratorio para o processamento histolégico
e, assim, finalmente serem emblocados em parafina para a confec¢do das laminas

histoldgicas.

4.7.1 Agregados nucleares sinciciais

Para a andlise deste parametro foi realizada a contagem do numero de
agregados nucleares sinciciais (Figura 11) em cem vilosidades corionicas. Para tal,
de cada lamina foram geradas cinco imagens dos cortes histologicos placentéarios, os
guais foram corados com H&E, utilizando um aumento de 20 vezes. Para a
quantificacdo dos agregados nucleares sinciciais foi utilizada a ferramenta Cell

Counter do software de andlise de imagens ImageJ (80).
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Figura 11 - Fotomicrografia dos agregados nucleares sinciciais no espaco interviloso
placentério

.
Espaco mterwloso placentarlo com a presen(;a de agregados nucleares SInCICIaIS H&E. Aumento de
20 vezes. Foto: Natércia Mendes.

4.7.2 Infiltrado inflamatoério

Para a avaliacdo do infiltrado inflamatorio foi utilizada a técnica de imuno-
histoquimica. Para a determinacdo do numero de leucdcitos totais empregou-se a
marcacdo com anticorpos anti-CD45 (Figura 12), e para células mononucleares
(macrofagos/mondcitos) a marcagdo por anti-CD68 (Figura 13) em tecidos
placentarios preparados em Tissue Micro Array. Os fragmentos placentarios possuiam
2 mm de diametro, todos dispostos em uma Unica lamina e, desta maneira, garantiu-
se que todas as amostras estivessem sob as mesmas condicdes e coloragdes.
Posteriormente, foi realizada a avaliacdo do niumero de células no espaco interviloso
em dez imagens obtidas utilizando microscopia de luz transmitida com um aumento
de 40 vezes (89).



45

Figura 12 - Fotomicrografia mostrando as marcagdes para leucocitos totais no espago
interviloso placentario (CD45+)

de Harris. Aumento de 40 vezes. Foto: Natércia Mendes.
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Figura 13 - Fotomicrografia mostrando as marcagfes para células mononucleares no
espaco interviloso placentario (CD68+)
g i > 7

#

Células mononucleares (macréfagos/mondcitos) no espaco interviloso placentario. Imuno-histoquimica
contracorada com hematoxilina de Harris. Aumento de 40 vezes. Foto: Natércia Mendes.

4.7.3 Espessamento da barreira placentéaria

Para a avaliagcdo do espessamento da barreira placentaria foi mensurada a
distancia média da parede do vaso fetal e da membrana externa das vilosidades. Para
tal, foi utilizada uma medida ortogonal, seguindo um angulo de 90° a partir de pontos
determinados por uma grid de linhas horizontais e verticais sendo sobrepostas a uma
distancia linear (reta) (Figura 14). Foram geradas cinco imagens de forma aleatoria
dos cortes histoldgicos placentéarios, corados com H&E, em um aumento de 63 vezes.
Posteriormente, para a mensuracao do parametro histoldgico foi utilizado software de

analise de imagens ImageJ.
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Figura 14 - Fotomicrografia da placenta a termo mostrando a distancia entre a parede do vaso
fetal e a membrana externa das vilosidades
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Distancia média entre a parede do vaso fetal e a membrana externa das vilosidades

placentarias. H&E. Aumento de 63 vezes. Foto: Natércia Mendes.

4.8 Quantificagbes dos mediadores bioquimicos

As concentracfes plasmaticas dos biomarcadores sFlt-1, leptina e PCR no
plasma periférico foram mensuradas pela técnica de ELISA de captura, seguindo o
protocolo estabelecido pelo fabricante (DuoSets, R & Amp; D Systems, Minneapolis,
MN). Para as dosagens dos marcadores sFlt-1 foram utilizadas diluicdes de 1:10,
leptina 1:25 e proteina C reativa 1:10.000. De acordo com as recomendacdes do
fabricante, as placas de 96 pocos (High Binding, da empresa Corning) foram
incubadas com anticorpo de captura por um periodo de 16-18 horas, em temperatura
ambiente. ApGs este procedimento, foram lavadas com PBS (Phosphate-buffered
saline) contendo 0,05% de Tween 20, posteriormente as placas foram bloqueadas
com PBS com 1% de BSA (Bovine serum albumin), por 2 horas em temperatura

ambiente e, em seguida, incubada por 2 horas com as amostras de plasma periférico
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das gestantes. Apos lavagem, as placas foram incubadas com anticorpo de detecc¢éao,
seguido de streptavidin - HRP evitando deixa-las em luz direta e, finalmente, de
substrato. A reacdo foi parada com solucdo éacida e a placa lida em um
espectrofotometro de microplacas (Epoch BioTek, EUA) utilizando o software Gen5®
versédo 1.10, com um comprimento de onda de 450 nm conforme estabelecido pelo
fabricante.

4.9 Andlises estatisticas

Para a analise estatistica foram utilizados os programas GraphPad Prism V6
(GraphPad Software, La Jolla, EUA) e Stata 14 (StataCorp, College Station, EUA).
Para a analise das comparac0fes de variaveis continuas foram realizados os testes de
Mann-Whitney e o coeficiente de correlagdo de Spearman. Usou-se também o teste-
qui-qguadrado de Pearson ou exato de Fisher para avaliar a comparagcdo de
proporcdes e todas as representacfes graficas foram feitas a partir do GraphPad
Prism V6.

Para a andlise estatistica dos biomarcadores placentarios foi utilizado o
software Medcalc®, versdo 8.2.1.0, utilizando a curva ROC (Receiver Operating
Characteristic). Trata-se de uma ferramenta importante para medir e especificar
problemas no desempenho de diagndstico clinico. Esta analise é feita por meio de um
método grafico simples e robusto, o qual permite estudar a variacao da sensibilidade

e especificidade, para diferentes valores de corte.

5 RESULTADOS

5.1 Gestantes excluidas

Para a realizacdo do presente estudo foram selecionadas 392 gestantes néo
infectadas e infectadas por P. vivax, que tiveram o diagnostico confirmatoério da
infecc@o realizada pela técnica de PET-PCR (142). Foram excluidas 64 mulheres,
devido a presenca de outras comorbidades, doencas infecciosas ou pela auséncia de
histdrico clinico completo, totalizando 328 participantes em condi¢des eletivas para
analise. As gestantes foram agrupadas em: 1) Gestantes nao infectadas — NI; 2)
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Gestantes que apresentaram infec¢cdo por P. vivax; e, posteriormente, ambos os

grupos foram subdivididos em primigestas e multigestas (Figura 15).

Figura 15 - Diagrama de fluxo de selecdo das gestantes participantes do estudo

392 Gestantes

18 Tabagista
17 Historico de malaria incompleto

28 Doengas Infecciosas (Sifilis, HIV,

328 Gestantes toxoplasmose e hepatites virais)
170 Mo infectadas 158 P. vivax
79 Primigestas 91 Multigestas E9 Primigestas 89 Multigestas

5.2 Caracterizacdo das gestantes e dos grupos estudados

Neste estudo, as gestantes infectadas, em geral, eram mais jovens,
apresentando uma média de idade de 22 anos quando comparadas com o grupo de
nao infectadas, que possuiam uma média de 24 anos de idade. Além disso, cerca de
52% das mulheres infectadas por P. vivax possuiam no maximo oito anos de estudo,
guando comparadas com as nao infectadas, em que 77% das gestantes desse grupo
possuiam, no minimo, o ensino médio. Observou-se também grande diferenca no
local de residéncia dessas mulheres, onde quase 30% das gestantes infectadas pelo

P. vivax eram residentes da zona rural (Tabela 1).



50

Tabela 1 - Caracteristicas socioecondmicas da populacdo estudada.

N&o infectada P. vivax p-value
(n=170) (n=158)
Idade (anos), média (DP)! 24 £ 6,2 22 +6,6 0,003*
Estado civil
Solteira 37 (21,8) 32 (20,1)
Casada/Unido estavel 131 (77,0) 123 (77,9) 0,138*
Divorciada/Viuva 2(1,2) 3(2)
Raca/Cor
Branca 21 (12,5) 22 (14,0)
Negra 14 (8,0) 18 (11,0) 0,499*
Parda/Amarela 135 (79,5) 117 (74,0)
Indigena 0 1(0,6)
Educacéao, n (%)
Sem escolaridade 0 3(1,9)
1-4 anos 7(4,1) 17 (10,7) <0,001*
4-8 anos 32 (18,8) 63 (39,8)
>8 anos 131 (77,1) 75 (47,6)
Ocupacéao
Empregada 57 (33,5) 33 (20,9) 0,010*
Desempregada 113 (66,5) 125 (79,1)
Renda mensal familiar?
Até 1 salario minimo 58 (34,0) 75 (47,0)
1 a 3 salarios minimos 82 (48,0) 64 (41,0) 0,085*
3 a 5 salarios minimos 25 (15,0) 14 (9,0)
5 ou mais salarios minimos 5(3,0) 4 (3,0)
Residéncia
Urbana 162 (95,0) 114 (72,0) <0,001*
Rural 8 (5,0) 44 (28,0)

As variaveis estdo representadas em média + desvio padrdo ou em numero absoluto
(percentual). Idade materna no momento do parto. 2Salario minimo no periodo de dez/2012
a out/2014 variou de R$ 622,00 a R$ 724,00. “Teste x* para a comparagdo de proporcgoes.
*Teste T ndo pareado para comparacao de medias.

Na Tabela 2 estdo sumarizadas as caracteristicas clinicas das gestantes e seus
antecedentes obstétricos. Nota-se que, em ambos 0s grupos, a maioria das mulheres
que participou do estudo era multigesta. Aléem disso, pode-se observar que a maior
parte do grupo de gestantes nédo infectadas (71%) possuia mais de sete consultas
pré-natais, quando comparadas com o grupo de gestantes infectadas por P. vivax,
onde 56% tinham realizado no maximo seis consultas pré-natais. Outro achado
interessante residiu na reducédo do indice de massa corporea (IMC) entre as gestantes

infectadas, demostrando que a malaria tem debilitado essas mulheres (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracteristicas clinicas e antecedentes obstétricos das gestantes.

N&o infectada P. vivax |

(n=170) (n=158) p-value
Quantidades de gestagdes
Primigestas 79 (46,0) 69 (44,0) 0,553*
Multigestas 91 (54,0) 89 (56,0)
Consultas pré-natal
<3 8 (5,0) 18 (14,0) 0,002%
4-6 39 (24,0) 57 (41,0)
>7 116 (71,0) 62 (45,0)
indice de massa corporea (IMC) 29,0+ 4,7 275+45 0,002*
Idade gestacional (semanas) 389+15 38,10+ 1,5 0,376"
Hematocrito (%) 36,1 +35 35,1+ 3,9 0,065"
Peso ao nascer (g) 3233,22 £ 509,9 3148,02 £ 505,3 0,086
Nascimento pré-termo? 6 (3,5) 16 (10,3) 0,017*
Natirmorto? 2(1,1) 1 (0,6) 0,528
Aborto3 1 (0,6) 6 (3,7) 0,059%

As variaveis estdo representadas em média + desvio padrdo ou em numero absoluto (percentual).
INascimento pré-termo: nascimento antes da 372 semana de gestacdo. 2 Natimorto: quando o feto
nasce com auséncia de sinais vitais. ® Aborto: é a expulsdo espontanea do embrido ou feto antes da
222 semana de gestagdo. #Teste x2 para a comparacdo de proporcoes. *Teste T ndo pareado para a
comparacao de médias.

Quanto a distribuicdo dos casos de malaria por trimestre gestacional, nota-se
ter havido um aumento de aproximadamente 30% dos casos de malaria no terceiro
trimestre, quando se compara com 0s casos do segundo ou primeiro trimestres. De
forma interessante, pode-se verificar também que o numero de casos de maléaria
aumentou proporcionalmente de acordo com periodo gestacional, apresentando

maior incidéncia no terceiro trimestre (Figura 16).
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Figura 16 - Distribuicdo de casos de maléaria causada por P. vivax segregados por trimestre
gestacional.
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Os numeros absolutos estdo expressos acima de cada barra. O primeiro trimestre compreende o
periodo abaixo da 142 semana de gestacdo, o segundo trimestre compreende o periodo da 142 até a
282 semana de gestacdo e o terceiro trimestre compreende o periodo acima da 28% semana de

gestacéo.

Posteriormente, foram analisados os fatores de exposi¢cdo a malaria. Conforme
os dados apresentados na Tabela 3, quase 90% das gestantes infectadas relataram
terem tido, pelo menos, uma infeccao prévia na vida, um valor bem superior quando
comparado com as gestantes néo infectadas, onde somente 54% apresentavam esse
histérico. Em relacdo as medidas de prevencéo, e de forma bastante interessante,
observou-se que 90% das gestantes infectadas possuiam cortinado, onde cerca de
70% destes eram impregnados com inseticida e a maior parte das gestantes
confirmou ter feito uso na noite anterior. Foi verificado também que a maioria das

gestantes infectadas por P. vivax ndo possuia banheiro dentro da residéncia.
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Tabela 3 - Fatores de exposicao a malaria e prevenc¢ao

N&o infectada P. vivax |

(N=170) (N=158) p-vaiue
Infecdo prévia de malaria na vida! 92 (54,1) 139 (88,0) <0,0001*
Episddios prévios de maléaria na
gestacdo?!
Sim 7 (4,0) 26 (16,5) <0,0001%
Nao 163 (96,0) 132 (83,5)
Possui cortinado
Sim 117 (69,0) 143 (89,9) <0,0001%
Nao 53 (31,0) 16 (10,1)
Uso do cortinado/mosquiteiro
Sim 93 (79,5) 98 (68,0) 0,029%
Nao 24 (20,5) 45 (32,0)
Cortinado/Mosquiteiro impregnado
Sim 40 (34,0) 85 (60,0) <0,0001%
Nao 77 (66,0) 57 (40,0)
Borrifacdo intradomiciliar
Sim 21 (12,0) 38 (24,0) 0,006
Nao 149 (88,07) 120 (76,0)
Prevencdo individual®
Sim 44 (26,0) 33(21,0) 0,286"
Nao 126 (74,0) 125 (79,0)
Banheiro
Dentro de casa 109 (64,0) 62 (39,0) <0,0001%
Fora de casa 61 (36,0) 96 (61,0)

As variaveis estdo representadas em numero absoluto (percentual). ! Malaria anterior a
gestacdo atual, conforme informado pela gestante. 2 Métodos de protecéo individual contra o
mosquito: roupas de mangas compridas, inseticida em spray e repelente. “Teste x> para a
comparacao de proporcoes.

5.3 Caracterizacao placentaria e alteracdes histopatoldgicas

Inicialmente, decidiu-se avaliar o peso placentario das gestantes ndo infectadas
e as infectadas por P. vivax. Foi observado que o grupo infectado apresentou uma
média de peso significantemente menor quando comparado com 0 grupo hao
infectado, com uma reducédo de 26 gramas do peso placentario (Figura 17 e Tabela
4).
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Figura 17 - Avaliacao do peso placentario por grupo de gestantes néo infectadas e infectadas
por P. vivax
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Peso placentario (gramas, g) foi aferido em gestantes nédo infectadas (n=102, box cinza) e em
gestantes infectadas por P. vivax (n=101, box vermelho) utilizando balanga padronizada.
Todas as placentas foram pesadas com membranas, corddo umbilical, sangue materno e
fetal. Para analise estatistica foi utilizado o teste Mann Whitney ndo pareado. *p-value <0,05.

Tabela 4 - Peso placentéario por grupo de gestantes

N&o infectada Infectada p-value
N=102 N=101
Peso placentario
Média 588,0[110,1] 562,4 [135,9] <0,05
Mediana 578,6 [513-658] 541,7 [482-612]

As variaveis estdo representadas em média [desvio padrdo] e em mediana [intervalo interquartil].

Para a andlise das alteracdes histopatoldgicas, as amostras de placenta foram
avaliadas em funcao de quatro parametros: agregado nuclear sincicial, infiltrado de
célula mononuclear (CD68"), infiltrado de leucécito total (CD45*) e espessamento da
barreira placentaria (Tabela 5). Todos estes achados histolégicos estdo presentes na
placenta, independente da maléria, porém durante a infec¢do esses achados tendem

a estar modificados como ja demostrado anteriormente pelo nosso grupo (144).
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Tabela 5 - Distribuicdo das lesbes placentarias por grupo.

Caracteristicas N&o infectada Infectada p-value
histopatolégicas

Agregados nucleares (n=148) (n=125)

sinciciais

Média 13,9 [5,96] 16,1 [7,68] 0,024

Mediana 13,0 [10-17] 15,0 [10-21]

Infiltrado leucocitério (n=148) (n=125)

Média 9,4 [7,5] 11,7 [8,7] <0,001
Mediana 8,0 [5-12] 10,0 [5-15]

Infiltrado mononuclear (n=148) (n=125)

Média 6,3 [4,0] 9,4 [6,0] <0,001
Mediana 6,0 [3-9] 9,0 [6-12]

Espessamento barreira (n=147) (n=110)

placentéaria

Média 2,5[0,5] 2,7 [0,6] <0,001
Mediana 2,5[2-2] 2,6 [2-3]

As variaveis estao representadas em média [desvio padrdao] e em mediana [intervalo interquartil].

Para a caracterizacdo das lesGes placentarias (Tabela 5), inicia-se pela
avaliacdo dos agregados nucleares sinciciais entre os grupos (Figura 18). Tendo sido
um total de 273 placentas, 148 néo infectadas e 125 do grupo P. vivax. Apos a analise
guantitativa, foi observada uma diferenca estatisticamente significativa no grupo das
gestantes infectadas por P. vivax, que apresentou um maior nimero de agregados

nucleares sinciciais quando comparado ao grupo de nao infectadas.
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Figura 18 - Avaliacdo da quantidade de agregados nucleares sinciciais placentarios em
gestantes nao infectadas e infectadas por P. vivax
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Quantificacdo dos agregados nucleares sinciciais (B, seta) em fotomicrografias do espaco interviloso
de placentas (A) ndo infectadas e (B) placentas infectadas por P. vivax. Os agregados nucleares
sinciciais foram avaliados em |aminas coradas em H&E com aumento de 10x. (C) Representacéo
gréfica da quantidade de agregados nucleares sinciciais encontrada no grupo de placentas nao
infectadas (n=148, box cinza) e infectadas por P. vivax (n=125, box vermelho). Para a andlise estatistica
foi utilizado o teste Mann Whitney ndo pareado. *p-value<0,05.

Para a quantificacéo do infiltrado leucocitario, foram analisadas 278 placentas,
sendo 153 ndo infectadas e 125 do grupo P. vivax. Apos a quantificacao, foi observado
um aumento deste parametro histopatoldgico no espaco interviloso placentario das
gestantes infectadas por P. vivax, neste caso, as gestantes infectadas apresentaram
1,5 vezes mais infiltrado leucocitario quando comparadas com as gestantes nao
infectadas (Figura 19 e Tabela 5).
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Figura 19 - Avaliacdo da quantidade de células leucocitarias no espaco interviloso placentario em
gestantes nao infectadas e infectadas por P. vivax
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Quantificagcdo de células leucocitarias (B, seta) em fotomicrografia do espaco interviloso de placentas
(A) ndo infectadas e (B) infectadas por P. vivax. Os leucdcitos totais (CD45+) foram avaliados por
imuno-histoquimica e contracorados com hematoxilina de Harris com um aumento de 20x. (C)
Representacdo grafica da quantidade de células leucocitérias no grupo de placentas nao infectadas
(n=153, box cinza) e infectadas por P. vivax (=125, box vermelho). Para a andlise estatistica foi
utilizado o teste Mann Whitney ndo pareado; ***p-value<0,001.

0

Ja em relacdo ao numero de células mononucleares presentes no espaco
interviloso placentério, foi possivel verificar uma diferenca estatistica significativa entre
os grupos (Figura 20 e Tabela 5), indicando que a infeccdo por P. vivax induz um
aumento da migracdo de mondcitos/macrofagos para o espaco interviloso placentério.
Neste caso, as placentas provenientes de mulheres infectadas apresentavam 1,5
vezes mais mondcitos do que as nao infectadas (9,4+6,0 vs 6,3+4,0).
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Figura 20 - Avaliacdo da quantidade de células mononucleares no espago interviloso
placentario em gestantes néo infectadas e infectadas por P. vivax
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Quantificagdo de células mononucleares (macréfagos/mondcitos) (B, seta) em fotomicrografia do
espaco interviloso de placentas (A) ndo infectadas (n=148, box cinza) e (B) placentas infectadas
(n=125, box vermelho) por P. vivax. As células mononucleares (CD68+) foram avaliadas utilizando a
técnica de imuno-histoquimica e contracoradas com hematoxilina de Harris com um aumento de 40x.
(C) Representacdo gréfica da quantidade de células mononucleares. Para a andlise estatistica foi
utilizado o teste Mann Whitney ndo pareado; ***p-value<0,001.



59

Posteriormente, mensurou-se 0 espessamento da barreira placentaria, sendo
analisadas um total de 269 placentas, 153 placentas de gestantes n&o infectadas e
116 placentas de gestantes infectadas por P. vivax (Figura 21). Apds analise, foi
observado que o grupo das gestantes infectadas por P. vivax possuia a barreira
placentaria mais espessa, apresentando uma diferenca estaticamente significativa

guando comparado com o grupo nao infectado (2,73+0,68 vs 2,53+0,51).

Figura 21 - Avaliacdo do espessamento da barreira placentaria em gestantes nao infectadas
e infectadas por P. vivax
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Quantificacdo do espessamento da barreira placentaria (B, seta) em fotomicrografias do espaco
interviloso de placentas (A) néo infectadas e (B) placentas infectadas por P. vivax. O espessamento da
barreira placentaria foi avaliado em laminas coradas em H&E com aumento de 63 vezes. (C)
Representacéo gréafica do espessamento da barreira placentaria encontrado no grupo de placentas nao
infectadas (n=153, box cinza) e infectadas por P. vivax (n=116, box vermelho). Para a analise estatistica
foi utilizado o teste Mann Whitney ndo pareado, considerando *p-value < 0,05.

Nao infectada P. vivax
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Apbs analisar cada parametro histoldgico placentario nos dois grupos distintos,
sendo de gestantes nao infectadas e gestantes infectadas por P. vivax, decidiu-se,
entdo, na etapa seguinte, procurar entender se as multiplas gestacdes poderiam
interferir na intensidade das lesdes placentarias. Na Figura 22 pode-se observar a
intensidade das lesBes placentarias por paridade. Os grupos foram segregados em
primigestas e multigestas, e cada parametro histologico placentario foi analisado
separadamente (agregados nucleares sinciciais, infiltrado leucocitario, células
mononucleares e 0 espessamento da barreira placentaria). Ao realizar a analise
estatistica para a comparacdo dos grupos, foi observada uma diferenca
estatisticamente significativa somente para a presenca de infiltrado de células

mononucleares no grupo de primigestas e multigestas infectadas por P. vivax.

Figura 22 - Quantificacdo da caracterizacdo histolégica placentaria de gestantes nédo
infectadas e infectadas por P. vivax segregadas por paridade

A

2 304

-
o
1

=
o
1

n
L

Infiltrado leucocitario (CD45+)

o
F

-
]
Il

Células mononucleares (CD68+) ()
=
i

Espessamento barreira placentaria U
w

(=]
I

t
1

n
h

-
I

_ _
A N Ea PN oo
& N
o &
&

& K > .
Q-‘\C“ Q‘.‘\‘{\‘ \X~§ \&9

Z
oy
e

~,
%
%,
2

Ky )
K: &

Qi‘&‘ \!9\"\ \5"

%
%,

Quantificagdo dos parametros histologicos placentarios (A) agregados nucleares sinciciais, (B)
leucacitos totais (CD45+) e (C) células mononucleares (CD68+) no espaco interviloso placentario e (D)
espessamento da barreira placentaria. Primi-NI (Primigestas néo infectadas); Primi-Pv (Primigestas
infectadas por P. vivax; Multi-NI (Multigestas ndo infectadas); Multi-Pv (Multigestas infectadas por P.
vivax). Os valores estéo expressos em média e desvio padrdo. Para a andlise estatistica foi utilizado o
teste Mann Whitney ndo pareado. (*** p-value<0,001 e *p<0,05).
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5.4 Avaliagao sérica dos marcadores placentéarios

Inicialmente decidiu-se avaliar o perfil sérico do sFlt-1 e para a quantificacédo
deste biomarcador foram incluidas, na analise, 156 amostras do plasma periférico de
gestantes nao infectadas e 126 amostras de gestantes infectadas por P. vivax. Na
Figura 23, foram observadas diferencas estatisticas significativas nas gestantes
infectadas por P. vivax, ocorrendo um aumento nos niveis plasmaticos periféricos de
sFlt-1 dessas gestantes infectadas quando comparado com o das nao infectadas

(8231,22 vs 7821,33 pg/mL).

Figura 23 - Avaliacdo do nivel sérico de sFlt-1 em plasma periférico de gestantes ndo
infectadas e infectadas por P. vivax
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Quantificacdo sérica dos niveis de sFlt-1 em plasma periférico de gestantes ndo infectadas (n=156, box
cinza) e infectadas por P. vivax (n=126, box vermelho). Para a analise estatistica foi utilizado o teste
Mann Whitney néo pareado; *p-value<0,05.
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Posteriormente, decidiu-se segregar por paridade, primigesta e multigesta, e,
apos andlise (Figura 24), ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas
entre 0S grupos.

Figura 24 - Avaliacdo dos niveis séricos de sFlt-lem plasma periférico segregados por
paridade
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Primi-NI (Primigestas ndo infectadas); Primi-Pv (Primigestas infectadas por P. vivax; Multi-NI
(Multigestas néo infectadas); Multi-Pv (Multigestas infectada por P. vivax). Para a comparacao entre 0s
grupos foi realizado o teste Mann Whitney nao pareado. Ndo foram encontradas diferencas estatisticas
significativas entre os grupos.

Quanto ao segundo biomarcador analisado, sabe-se que a PCR é um
importante mediador inflamatério de fase aguda, que € sintetizado no figado e liberado
na circulagdo e, sob determinadas condi¢des inflamatorias, encontra-se bastante
elevado (145). Desta forma, foram mensurados os niveis plasmaticos da PCR em 156
amostras de plasma periférico de gestantes ndo infectadas e em 126 amostras de
plasma periférico de gestantes infectadas por P. vivax. De acordo com as andlises
realizadas, pode-se constatar que as gestantes que haviam sido infectadas pelo P.
vivax (Figura 25) tiveram um aumento sérico deste marcador quando comparadas
com as gestantes nao infectadas (1295,53 vs 1115,52 pg/mL).
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Figura 25 - Avaliacdo do nivel sérico de PCR em plasma periférico de gestantes ndo infectadas e
infectadas por P. vivax

5000+

PCR pg/mi

Nao infectada P. vivax
Quantificacéo sérica dos niveis de PCR em plasma periférico de gestantes nado infectadas (n=156, box

cinza) e infectadas por P. vivax (n=126, box vermelho). Para a analise estatistica foi utilizado o teste
Mann Whitney ndo pareado; *p-value < 0,05.

Além disso, ao realizar a analise segregando ambos 0s grupos por paridade,
nao foi observada uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos

apresentados (Figura 26).

Figura 26 - Avaliacdo do nivel sérico de PCR em plasma periférico segregados por paridade
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Primi-NI (Primigestas néo infectadas); Primi-Pv (Primigestas infectadas por P. vivax; Multi-NI
(Multigestas néo infectadas); Multi-Pv (Multigestas infectada por P. vivax). Para a comparacao entre os
grupos foi realizado o teste Mann Whitney ndo pareado. Nao foram encontradas diferencas estatisticas
significativas entre os grupos.
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Na sequéncia, foram realizadas compara¢@es do Ultimo biomarcador entre os
grupos de gestantes nado infectadas e de gestantes infectadas por P. vivax. Ao
quantificar o perfil sérico da leptina, foi observado que houve uma diferenca estatistica
significativa entre os grupos, onde as gestantes que apresentaram infeccdo por P.
vivax obtiveram um menor nivel de leptina no plasma periférico, quando comparadas

com as gestantes nao infectadas (1014,88 vs 1152,97 pg/mL) (Figura 27).

Figura 27 - Avaliacdo do nivel sérico de leptina em plasma periférico de gestantes nao
infectadas e infectadas por P. vivax
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Quantificacdo sérica dos niveis de leptina em plasma periférico de gestantes nao infectadas (n=156,
box cinza) e infectadas por P. vivax (n=126, box vermelho). Para a analise estatistica foi utilizado o
teste Mann Whitney ndo pareado; *p-value < 0,05.

Por fim, foram segregados também por paridade, conforme se observa na
figura 28. Quando foram analisados todos os grupos, nao foi evidenciada nenhuma

diferenca estatistica significativa nos grupos apresentados.
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Figura 28 - Avaliacdo do nivel sérico de leptina em plasma periférico segregados por paridade
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Primi-NI (Primigestas néo infectadas); Primi-Pv (Primigestas infectadas por P. vivax; Multi-NI
(Multigestas ndo infectadas); Multi-Pv (Multigestas infectadas por P. vivax). Para a comparacao entre
0s grupos foi realizado o teste Mann Whitney né&o pareado. Foram encontradas diferencas estatisticas
significativas entre os grupos Primi-NI e Primi-Pv; *p-value < 0,05.

5.5 Anédlise de sensibilidade e especificidade

A utilizacdo de biomarcadores, de acordo com a National Institutes of Health é
uma importante ferramenta diagnéstica para mensurar e avaliar alteracdes bioldgicas,
patolégicas ou resposta a uma intervencéo farmacologica (146). Para a analise das
areas sob a curva (AUC) ROC foi utilizado o método DelLong et al. (147). A AUC
(Tabela 6) corresponde a um dos indices de precisédo, 0s quais sao Uteis para avaliar
a qualidade da curva e o seu desempenho como teste diagnostico. Para os pontos de
corte dos biomarcadores, estes foram determinados usando o indice de Youden (J=

max [sensibilidade + especificidade -1]).

Tabela 6 - Andlise do poder discriminativo da AUC da curva ROC

AUC =0,5 Sem discriminagao diagndstica
0,7<AUC<0,8 Discriminagdo diagnostica aceitavel
AUC 20,9 Excelente discriminacdo diagndéstica

Para a analise do sFlt-1 como biomarcador da malaria placentaria foram

analisadas 283 amostras de plasma periférico, 126 amostras (44,5%) do grupo
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positivo e 157 (55,5%) amostras foram do grupo negativo. Ao se analisar os resultados
obtidos por meio da curva ROC, conseguiu-se observar a seguinte curva na figura 29.
Nesta situacéo, a area sob a curva ROC (AUC) corresponde a 0,52, apresentando
uma sensibilidade de 32% e especificidade 79% (IC-95% - 0,46 a 0,58), nao
ultrapassando a linha média, ou seja, ndo demonstra neste caso ter uma boa

perfomance diagnadstica.

Figura 29 - Curva ROC representando habilidade diagnoéstica dos niveis de sFlt-1 periféricos
como marcador biolégico para malaria placentaria
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No caso da PCR, também foram analisadas 283 amostras de plasma periférico,
sendo destas 126 amostras (44,5%) foram grupo positivo e 157 amostras (55,5%)
foram do grupo negativo. Conforme se pode ver no grafico (Figura 30), a area sob a
curva ROC (AUC) que correspondeu apenas a 0,55 de area e apresentou uma
sensibilidade 43% e especificidade 71% (IC-95% - 0,491 a 0,610), ou seja, néo
apresentou neste caso um bom desempenho para diagndstico clinico para detectar

as gestantes infectadas pelo P. vivax.
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Figura 30 - Curva ROC representando habilidade diagnéstica dos niveis de PCR periféricos
como marcador bioldgico para malaria placentaria
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Por fim, para a andlise da leptina como biomarcador clinico, também foram
analisadas 283 amostras, sendo destas 126 amostras do grupo positivo (44,0%) e 157
amostras do grupo infectado (56,0%). Na figura 31, é possivel observar a curva no
grafico, a area sob a curva ROC (AUC) corresponde a 0,58, apresentando
sensibilidade 38% e especificidade 82% (IC-95% - 0,518 — 0,636). De acordo com 0s
valores preditivos da analise da curva ROC, os valores de AUC ndo séo capazes de

predizer de forma precisa a patologia.
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Figura 31 - Curva ROC representando habilidade diagnéstica dos niveis de leptina periféricos
como marcador biolégico para malaria placentaria
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Depois de estabelecidas as andlises dos biomarcadores de forma individual,
estes foram comparados entre si utilizando a area sob a curva ROC (Figura 32 e tabela
7). Para saber se houve diferenca estatistica significativa, foi utilizado o método
DelLong (147). Vale salientar que, apesar da leptina apresentar um p-value de 0,002,
ou seja, apresentar relevancia estatistica, o valor de p ndo determina a acuracia do
teste, mas, sim, a AUC (146). Neste caso, ao sobrepor todos os resultados estes néo

apresentaram uma boa performance diagndstica para os biomarcadores analisados.
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Figura 32 - Curva ROC representando habilidade diagnéstica dos biomarcadores em conjunto

como marcador para malaria placentaria
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Tabela 7 - Desempenho diagnéstico da curva ROC
Caracteristica Area Valor p Intervalo de Confianga
IC 95%
min — max
sFlt-1 0,528 0,416 0,468 - 0,528
PCR 0,551 0,144 0,491 - 0,610

Leptina 0,578 0,002 0,518 - 0,636
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo das gestantes e dos grupos estudados

Sabe-se que a malaria durante a gestagdo representa um importante fator de
risco para o baixo peso ao nascer, nascimento pré-termo, aborto, natimorto e outras
complicacBes materno-fetais (148). A maior parte dos estudos envolvendo a malaria
gestacional demostrou as consequéncias e mecanismos fisiopatologicos da infeccao
por P. falciparum, a qual possui alta prevaléncia e incidéncia nos paises do continente
africano (55,149).

Neste sentido, o numero de estudos com P. vivax é relativamente inferior
gquando comparado com o P. falciparum. Isso provavelmente deve-se ao fato da
infeccéo por este parasito ocorrer em propor¢des mais baixas e suas manifestacoes
clinicas serem consideradas menos graves quando comparado com as infec¢des por
P. falciparum, predominante na regifo da Africa subsaariana (150).

No Brasil, tem-se observado uma diminui¢céo de casos de P. vivax, no entanto,
a espécie continua sendo responsavel por mais que 87% dos casos de maléaria
diagnosticados na populagdo, 0 que torna relevante pesquisas referentes aos
mecanismos associados a infeccdo por essa espécie (151,152).

A regido do Alto Jurua, mais especificamente o municipio de Cruzeiro do Sul,
possui grande incidéncia de casos de malaria por P. vivax. De acordo com o IPA, no
ano de 2013, esta regiao foi classificada como alto risco de transmisséo para doenca
(IPA=262,4), fato que chama a atencdo para as areas de saude publica e
pesquisadores (152-154). Em face disso, realizou-se uma avaliacdo do perfil
epidemioldgico das gestantes dessa area endémica para maléria e, através dos
nossos resultados, delinearam-se alguns dos fatores epidemiologicos para a
caracterizacao da populacéo estudada.

Neste sentido, foram avaliados dados socioecondémicos que permitiram tracar
alguns aspectos dessa populacéo, os quais também, correlacionam-se com achados
de outros estudos em regides da América Latina, onde nivel de escolaridade reduzido,
alto nivel de desemprego, baixa renda familiar mensal, moradias precéarias

representam fatores de risco para contrair a infecado (7). Portanto, quanto menor o
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acesso as condi¢des basicas de saude e moradia, maior o indice de pobreza de uma
regido e mais elevado o risco de desenvolver determinadas doencgas, dentre as quais,
a malaria (155).

A regido Norte possui a mais elevada taxa de gravidez precoce do pais, e sabe-
se que mulheres jovens estdo sob maior risco de contrairem a malaria (156). Isso
também foi observado em nossos resultados, mostrando que as gestantes infectadas
por P. vivax apresentaram uma média de idade menor que as gravidas ndo infectadas.
Corroborando com os resultados de outros estudos, 0s quais evidenciam quanto mais
jovem for a mulher, maior o risco de contrair a infecdo pelo Plasmodium. Sp (157—
159).

Além disso, verificou-se que 44% das gestantes infectadas por P. vivax
compuseram-se por primigestas. E sabido que os efeitos mais severos da malaria
podem ser vistos durante a primeira gestacéo (160). Nossos resultados corroboram
com dados de alguns estudos conduzidos na Tailandia, india e Indonésia, onde se
comprovou 0 maior risco de gestantes primigestas serem infectadas por P. vivax,
guando comparadas as multigestas, sendo mais severos os desfechos adversos da
doenca nesse grupo (161-163).

Como se pode observar em nossos resultados, houve um aumento do nimero
de casos no terceiro trimestre gestacional. Idéntica observagao foi realizada por outros
autores, quando o pico da infeccédo nas gestantes obteve alta prevaléncia no terceiro
trimestre (160,164,165). Este fato poderia estar relacionado a fatores como:
mudancas fisiol6gicas durante a gestacao e, possivelmente, estariam associadas ao
fato das gravidas no terceiro trimestre atrairem mais vetores. Assim, como no final da
gravidez, ocorre 0 aumento da frequéncia respiratoria e, no momento da expiracao,
exala diferentes componentes que poderiam ser atrativos para o0 mosquito; sugere-se
ainda, que isso esteja relacionado a liberacao de substancias volateis pela superficie
da pele, as quais tornariam essa mulher mais propensa a picada do mosquito e, por
extensdo, aumentar o risco de infeccdo (161,166).

Em relacdo aos fatores de exposicao, foi observado que a maioria das
gestantes infectadas nao possuia banheiro dentro de casa. Uma caracteristica a ser
levada em consideracdo é que durante a gestacdo ocorrem mudancas fisioldgicas,
como o aumento da frequéncia urinaria, 0 que as tornam mais susceptiveis, pois, ao
sairem de casa, expdem-se ao mosquito (167,168). Outro aspecto bastante particular

consiste na condi¢cdo de moradia precaria da regido (em sua maioria, as casas sao de
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madeiras e possuem frestas), 0 que torna maior a exposicado destas gestantes ao
vetor, sendo estas uma fonte de reservatério e facilitacdo de transmissédo a outros
individuos (169).

6.2 Caracterizacdo das alteracdes histopatolégicas

Sabe-se que a placenta € um 6rgao altamente vascularizado e especializado,
e quaisquer alteracdes no ambiente placentario podem interferir na sua fisiologia
(170). Deste modo, alteracdes na placenta podem ocasionar alteragfes patoldgicas,
tais como: a reducgéo da area de superficie do sinciciotrofoblasto, aumento da barreira
placentaria e aumento da apoptose placentaria, consequentemente, alterando o
desenvolvimento e crescimento fetal (69).

Atualmente existem poucos estudos demonstrando as alteragdes
histopatoldgicas placentarias relacionadas as infec¢des por P. vivax. Acredita-se que
essa quantidade reduzida de estudos para a espécie, provavelmente, seja devida a
sua baixa taxa de letalidade (80,89,90). Em um estudo recente desenvolvido pelo
nosso grupo, envolvendo gestantes infectadas por P. vivax, foram observadas
algumas alteracBes placentarias, como aumento de agregados nucleares sinciciais,
espessamento da barreira placentaria, acimulo de leucdécitos e mondcitos nos espacgo
interviloso. No entanto, havia limitacdes nesse trabalho em relacdo ao tamanho
amostral reduzido e ao histérico incompleto das gestantes (80). No presente estudo,
conseguiu-se superar essas limitacdes ndo sé por aumentar o tamanho amostral da
populacdo, bem como pela obtencéo do histérico clinico completo dessas mulheres.
Dessa forma, tornou-se possivel averiguar mais precisamente 0s impactos reais que
o P. vivax pode ocasionar nas gestantes.

Durante a nossa analise, foi observado o aumento dos agregados nucleares
sinciciais nas gestantes infectadas P. vivax, 0s quais estéo relacionados a estrutura
do sinciciotrofoblasto. Esses nucleos de células apoptoticas ajudam a determinar a
idade da placenta, além de estarem correlacionados com casos de hipOxia e estresse
oxidativo (81). Estudos recentes tém demonstrado uma possivel associagdo da
malaria placentaria e 0 aumento dos nos sinciciais em casos de hipdxia, o que
alterariam as trocas materno-fetais, causando consequéncias ao feto, tais como

restricdo do crescimento intrauterino e baixo peso ao nascer (81,171).
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Verificou-se, ainda, o aumento do espessamento da barreira placentaria nas
gestantes infectadas, sugerindo assim que a infeccéo pelo P. vivax pode influenciar
nessa estrutura especifica da placenta. Nossos resultados sobre o aumento do
espessamento da barreira placentaria foram concordantes com outros estudos
descritos na literatura (80,91). Além disso, 0 aumento do espessamento da barreira
placentaria afeta diretamente o transporte de gases e nutrientes ao feto, pois quando
as trocas ocorrem por difusédo passiva, a espessura da barreira e a sua area de troca
sao importantes nesse processo (172).

Outro achado bastante relevante em nossos resultados foi a presenca de
células leucocitarias (CD45+) e células mononucleares (CD68+) no espaco interviloso
placentario no grupo de gestantes infectadas. Esses achados poderiam estar
relacionados com a presenca do parasito no ambiente placentario, isto levaria ao
aumento da resposta inflamatoria local (173). Além disso, ao segregar por paridade,
verificou-se que, no grupo de primigestas infectadas por P. vivax, houve um grande
aumento do numero de células mononucleares (CD68+) no espaco interviloso,
conforme ja demonstrado em estudo anterior (174).

Como mencionado, alteracbes na placenta podem comprometer as suas
estruturas e funcdes fisioldgicas, causando desfechos adversos ao feto (175). De
acordo com os nossos resultados, foi observada uma diminuigdo no peso placentario
das gestantes infectadas por P. vivax. Portanto, a diminuicdo da massa funcional
deste 6rgdo afeta o transporte e o metabolismo de nutrientes imprescindiveis ao
desenvolvimento fetal.

Por fim, a maléaria gestacional causada por P. vivax continua gerando lesées ha
placenta. Sabe-se também que essas alteragcbes no ambiente placentario podem
contribuir para desfechos desfavoraveis tanto para mae quanto para o feto (176).
Desta forma, a malaria por P. vivax durante a gestacao requer uma atencao especial
dos servicos de saude publica, por meio da intensificacdo de estratégias preventivas
e curativistas para o controle da doenca.

6.3 Avaliacdo sérica dos marcadores placentarios
Atualmente, diversos estudos tém associado alguns marcadores a patologias

placentarias, bem como a desfechos adversos tanto para mae quanto para o feto.

Como ja demonstrado anteriormente por alguns autores, fatores angiogénicos, tais
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como VEGF/PIGF desempenham papéis relevantes na ramificacdo e alongamento
dos vasos sanguineos placentarios, atuando diretamente na vasculogénese e
angiogénese (177,178). Além disso, qualquer desequilibrio nessa homeostase pode
causar alteracbes na placenta, tais como: insuficiéncia vascular placentaria e, por
consequéncia, pode levar a uma isquemia e, desta maneira, afetar as trocas materno-
fetais (177,178).

Cada vez mais pesquisadores tém encontrado utilidade para o sFlt-1, como
marcador biologico, tanto para diagnéstico quanto para prognostico clinico,
independente de combinacdo com outros fatores, tais como: o VEGF ou PIGF, por
exemplo (179). Em trabalhos publicados com gestantes que apresentaram quadros
clinicos de pré-eclampsia, foi observado o aumento nos niveis séricos de sFlt-1
(antagonista do VEGF/PIGF) e, provavelmente, contribuem para uma disfuncdo
endotelial nessas gestantes, este aumento do sFltl também esteve associado a
outros distarbios placentarios, por exemplo, gestante com mola hidatiforme (180,181).

No contexto da malaria placentaria, em um estudo conduzido no Malawi, onde
as gestantes estavam infectadas por P. falciparum, foram analisados varios
marcadores inflamatérios, angiogénicos e antiangiogénicos, dentre eles o sFlt-1; e se
detectou niveis aumentados desta molécula no plasma periférico das gestantes
infectadas (102). Nossos resultados sobre o comportamento do sFlt-1 foram similares
aos encontrados na literatura para outras desordens placentarias (182,183).
Adicionalmente, quando se buscou estudos avaliando o perfil sérico de sFlt-1 durante
a malaria, foram encontrados dados escassos e voltados apenas para as infeccbes
por P. falciparum, ou seja, este € o primeiro estudo envolvendo as infec¢ces por P.
vivax, no qual se encontra também valores aumentados de sFlt-1 nas gestantes
infectadas.

De acordo com alguns autores, a hipbtese levantada para o aumento
consideravel de sFlt-1 sérico nas gestantes com alguma desordem placentaria pode
estar relacionado com casos de hipoxia (109,184). O mecanismo real pelo qual o sFlt-
1 exerce um papel inibitorio na sinalizacdo do VEGF ainda n&o esté claro, no entanto,
supde-se que, durante os casos de hipdxia, ocorra tanto a transcricdo de varias
moléculas no tecido placentério, dentre elas o VEGF, Flt-1 e sFlt-1, como a diminuicao
da transcricdo de moléculas como o PIGF, favorecendo a expresséo de sFlt-1 (185—
187).
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De forma complementar, j& foi reportado que, apesar do sFlt-1 estar
intimamente associado aos processos de angiogénese, ele pode ser expresso
também por outras populacdes celulares, como os macrofagos e as células do sistema
imunologico, pode estar associado a resposta inflamatéria local e, neste caso, no
ambiente placentério (188).

Além disso, quando se segregou por paridade, ndo foram verificadas diferencas
estatisticamente significativa entre os grupos. Contudo, foi observada graficamente
uma tendéncia de aumento nas gestantes primigestas infectadas. Como ja dito
anteriormente, os efeitos mais graves da malaria placentaria sdo notados durante as
primeiras gestacgdes, fator que difere das multigestas, indicando a existéncia de um
forte mecanismo de protecéo associado a imunidade especifica nas gestantes, o que,
desta maneira, protege-as dos efeitos adversos da doenca. Sendo assim, supde-se
que este resultado deva-se ao fator relacionado a imunidade associado a paridade,
de tal maneira, pois, ndo se observou o mesmo perfil nas multigestas.

Em seguida, analisaram-se os niveis de PCR em nosso grupo de gestantes.
Sabe-se que a PCR é um marcador bioguimico ultrassensivel, sendo amplamente
utilizado para identificar ou estratificar o risco de varias doencas. Diversos autores ja
associaram ndo apenas a niveis elevados de PCR a pré-eclampsia, a lesdo endotelial
e a uma resposta inflamatoria sistémica, assim como a um fator de predicao para pré-
eclampsia (189-191).

A PCR também tem sido estudada em varios pacientes que contrairam malaria
ao redor do mundo, sendo sugerido como um potencial marcador de gravidade da
doenca (192—-194). Em uma pesquisa realizada na Africa com gestantes infectada por
P. falciparum foram coletadas amostras de plasma periférico no momento do parto e,
posteriormente, quantificadas as concentracfes séricas de PCR. Durante as analises
desse estudo foi observado um aumento desta proteina, além deste ter demostrado
ser um bom biomarcador para a malaria placentaria (102).

Buscou-se, entdo, analisar o0 mesmo perfil sérico nas amostras de plasma
periférico das gestantes neste estudo. De acordo com 0s nossos resultados, foi
possivel observar o mesmo comportamento, em que as gestantes infectadas P. vivax
apresentaram niveis mais elevados de PCR no plasma periférico em relacdo as néo
infectadas, o que corrobora com outros estudos realizados na Africa (102,121,195).

Vale ressaltar que diversos fatores extrinsecos podem alterar os valores da

PCR, desta maneira, tentou-se ser bem criterioso ao empregar os fatores de excluséo,
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0s quais incluiram gestantes tabagistas, com diabetes mellitus ou qualquer quadro de
doenca infecciosa, para que nao interferisse em nossas andlises. Assim, como dito
anteriormente, as gestantes infectadas pelo P. vivax apresentaram niveis plasmaticos
mais elevados de PCR. Infere-se que os niveis elevados da PCR nesse grupo estejam
relacionada a exacerbada cascata inflamatéria desencadeada pela maléria.

A leptina tem sido considerada atualmente um hormonio multifatorial atuando
na regulacdo do peso corpéreo, regulacdo térmica, hematopoiese, funcdes
imunologicas, neuroenddcrinas, angiogénese e regulando também o eixo reprodutor,
atuando na implantagéo, desenvolvimento e crescimento do embrido (196). Sabe-se
gue a leptina em humanos tem a fungéo de auxiliar no desenvolvimento e crescimento
fetal. Atua, portanto, como um sinal em resposta ao ambiente placentario, indicando
informacdes tanto a viabilidade fetal quanto a placentaria e as reservas energéticas
fetais (197). Algumas pesquisas sugerem que, em condicdes fisioldgicas, grande parte
de leptina produzida pela placenta € liberada na circulacdo materna, restando apenas
uma pequena fragéo para o feto (198,199). Convém lembrar que os receptores dessa
molécula estdo presentes no sinciciotrofoblasto, sendo transcritos em abundancia
(200).

As maiorias dos estudos voltados para a avaliacdo dos niveis séricos de leptina
estdo correlacionados a outras doencas gestacionais. Ao revisar a literatura, nota-se
gue as pesquisas associando a leptina a infeccdo pelo Plasmodium ainda sé&o
limitados. No entanto, em um dos poucos estudos publicados, o qual foi realizado na
Tanzéania avaliando as concentracdes séricas de varias citocinas e fatores solaveis
em plasma periférico, foi observada a diminuicéo dos niveis de leptina em primigestas
durante a malaria placentaria (136). Nossas analises demonstraram o mesmo perfil,
porém para uma espécie diferente, tendo sido observada uma baixa leptinemia nas
gravidas infectadas por P. vivax, sugerindo que esta alteracao sérica seja influenciada
pela infeccao.

Conroy e colaboradores sugerem ainda que a leptina possa ser um potencial
biomarcador para a malaria placentaria, pois durante a sua pesquisa, realizada no
Malawi com gestantes infectadas por P. falciparum, foi observada uma reducgéo nos
valores de leptina periférica, e este marcador demonstrou ter uma boa performance
diagnéstica nesse grupo de gestantes (102). Além disso, outro estudo realizado na
Africa investigou os niveis de leptina no sangue materno e no cordéo umbilical, apesar

de né&o ter observado diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, foi
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vista uma reducdo da leptina nas gestantes as quais estavam infectadas pelo
Plasmodium (201).

Neste sentido, a leptina pode exercer um papel importante na fisiopatogenia da
malaria placentaria, sustentando a hipétese de que a infec¢éo pelo P. vivax esteja de
forma indireta alterando sua producgéo pela placenta, contudo, mais estudos precisam
ser elaborados para avaliar a associagdo real desta molécula a infecgéo pela malaria.

6.4 Anélise de sensibilidade e especificidade dos biomarcadores placentarios

Posteriormente, as andlises estatisticas dos marcadores, decidiu-se avaliar
nossos resultados utilizando outros métodos estatisticos, os quais sdo aplicados a
medicina diagnéstica. Buscou-se, entdo, aplicar a curva ROC com o objetivo de
investigar o desempenho diagnéstico dos nossos marcadores estudados (sFlt-1, PCR
e leptina). Destaca-se que 0 NOSSO grupo € o primeiro a investigar a concentracao
sérica dos marcadores: sFlt-1, PCR e leptina em gestantes infectadas por P. vivax.
Ressalta-se ainda a inegavel importancia deste trabalho no contexto da maléaria
placentéria.

Embora ndo se encontre um bom desempenho diagnéstico clinico e laboratorial
para os biomarcadores, quando utilizado o método estatistico da curva ROC, foram
encontradas diferencas entre os niveis séricos dos marcadores pesquisados. Dessa
forma, isso propicia ndo sé uma melhor compreensdo em relacdo aos mecanismos
fisiopatologicos envolvidos na malaria gestacional, como também realizar estudos
adicionais com o0 objetivo de investigar o comportamento dos biomarcadores em
diferentes pontos durante a gravidez e, assim, verificar com maior robustez seu
potencial efeito diagndstico na malaria placentaria.

Vale ressaltar que o nosso estudo foi conduzido em gestantes infectadas por
P. vivax, e como ja € sabido existem diferencas entre o P. vivax e o P. falciparum,
sendo esta Ultima espécie mais grave por causar desfechos mais severos tanto para
mae quanto para o feto. Conroy e colaboradores, em seu trabalho com gestantes
infectadas por P. falciparum, observaram uma diferengca expressiva das
concentracdes séricas dos biomarcadores sFlt-1, PCR e leptina, inferiram que estes
possuem uma boa performance diagndstica quando aplicados utilizando a analise
estatistica da curva ROC (102). Apesar das nossas analises usando a curva ROC néo

terem apontado isso, pois a avaliacdo sérica apresentou resultados intermediarios,
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sugerindo que as alteragbes dos marcadores podem ser decorrentes de distarbios
locais e sistémicos, e se estes marcadores forem avaliados em diferentes pontos do
trimestre gestacional podem ter a acuracia diagnostica para predizerem a malaria
placentéria por P. vivax.
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7 CONCLUSAO

1. Alguns parametros socioecondmicos, tais como: idade materna reduzida, nivel
de escolaridade reduzidos, a auséncia de banheiro dentro da residéncia estéo
associados com uma maior incidéncia de malaria.

2. As primigestas compreendeu 0 grupo que apresentou a maior frequéncia de
infeccdes por P. vivax.

3. A incidéncia de maléria gestacional ocorre em maior intensidade no terceiro
trimestre gestacional.

4. As gestantes infectadas por P. vivax tiveram um menor peso placentério,
guando comparadas com as nao infectadas.

5. As alteracdes histopatolégicas mais relevantes observadas nas gestantes
infectadas por P. vivax foram o0 aumento de agregados nucleares sinciciais, de
infiltrado leucocitario e de células mononucleares e o0 espessamento da barreira
placentéria.

6. Em relacdo aos biomarcadores, verificou-se um aumento sérico nos niveis de
sFlt-1 e proteina C reativa e uma reducédo significativa nos niveis plasmaticos
de leptina entre as gestantes que apresentaram infec¢do por P. vivax.

7. As alteracBes geradas no ambiente placentario podem ser decorrentes de
distarbios locais e sistémicos e que, em conjunto, contribuem para um desfecho

desfavoravel durante a maléria gestacional.
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