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Resumo

A malaria assintomatica (infecgéo silenciosa por Plasmodium) ainda apresenta muitos desafios diagndsticos.
Diante desse problema, este artigo de revisdo possui os objetivos de explicar como portadores assintomaticos
da infecgdo servem como reservatorio da doenga colaborando para a manutengéo de seu ciclo, a atuagéo do
sistema imunoldgico e os testes diagnosticos existentes, bem como suas limitagdes. Foi realizada uma analise
de informagdes obtidas nos ultimos 20 anos, tendo como ferramentas de busca: Biblioteca Virtual em Saude,
U.S. National Library of Medicine, PubMed Central (PMC) e Scientific Electronic Library Online. Ap6s essa
analise foi possivel compreender como a malaria assintomatica ocorre e contribui para a persisténcia do
Plasmodium em areas endémicas, um dos maiores desafios na erradicagdo da doenga no Brasil € nos demais
paises com casos autoctones, além de identificar as limitagdes existentes em todos os métodos atualmente
utilizados para o diagndstico e controle de infectados.
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Introdugao
A malaria € uma infecgéo parasitaria causada por protozoarios do género Plasmodium, e a principal

forma de transmissdo para o ser humano ocorre por meio da picada da fémea de mosquitos do género
Anopheles infectados (OMS, 2023). O quadro clinico tende a surgir de 7 a 15 dias apds a infecgdo e é
caracterizado principalmente por febre alta, cefaleia, calafrios, e em casos mais graves, hematuria, aumento
do bago, taquicardia, convulsdes e até 6bito (Brasil, 2013).

Apesar de ser uma doenga que dispde de tratamento, a malaria continua sendo um grande problema
de saude publica. Isso porque, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2023), em 2022 foram
registrados 249 milhdes de casos de malaria no mundo, especialmente no continente africano e nos paises
da América do Sul. No mesmo ano, o Brasil registrou 131.224 casos de malaria, sendo que aproximadamente
84% deles ocorreram no norte do pais, especificamente nas areas rurais e terras indigenas dos estados
pertencentes a regido amazonica (Brasil, 2024). Essa alta taxa de casos pode ser justificada devido as
condigcdes demograficas da area endémica, e pelas mudancas climaticas e ambientais que levam a criagao
de um ambiente adequado para o desenvolvimento dos transmissores e agentes causais da malaria,
propiciando a multiplicagdo do mosquito e favorecendo a manuteng¢édo do ciclo de transmissdo da doenga
(Brasil, 2009).

Existem cinco espécies que sdo capazes de causar malaria em humanos: P. vivax, P. ovale, P.
malariae, P. falciparum e recentemente o P. knowlesi (parasita de primatas que tem sido registrado em casos
humanos no Sudeste Asiatico) (Talapko et al., 2019). No Brasil, apenas trés dessas espécies apresentam
importancia clinica e epidemioldgica, que sao: P. falciparum, P. vivax e P. malariae, sendo a P. vivax a espécie
predominante no Brasil, e a P. falciparum a que representa maior ameaga clinica. Isso ocorre devido a rapida
multiplicagédo do parasita na corrente sanguinea, destruindo grandes quantidades de hemacias e provocando
um quadro de anemia grave, além de quadros de insuficiéncia renal aguda, embolias e, em situa¢des mais
graves a malaria cerebral, responsavel por cerca de 80% dos casos letais da doenga (Brasil, 2013).

O inicio do ciclo biolégico do parasito no ser humano ocorre de forma semelhante entre os tipos de
Plasmodium, porém, existem algumas varia¢cdes nas apresentacdes clinicas da doenca a depender da
espécie envolvida, podendo levar a graves complicacées. No entanto, algumas pessoas infectadas néo
apresentam sintomatologia, sendo um grande desafio para o diagndstico e o controle da maléria. Pessoas
assintomaticas apresentam baixa parasitemia, € os exames convencionais, por possuirem alto limiar de
detecgdo, ndo sao suficientes para o diagndstico, exigindo testes especificos como PCR para a identificagdo
(Cheaveau et al., 2019). Além disso, individuos com malaria assintomatica servem como reservatério para
propagacao da doenga, uma vez que, por ndo apresentarem sintomas, nao buscam atendimento médico,
permanecendo infectados e favorecendo a transmissao do agente (Mendonga; Barral-Netto, 2015).

Devido ao carater importante que os individuos assintomaticos assumem no ciclo de transmissao, é
de extrema importancia a realizacdo do diagnéstico precoce e do tratamento eficaz, visando interromper o
ciclo do parasito no ser humano e evitar que a infecgao evolua para possiveis 6bitos. Dessa forma, este
estudo busca revisar quais sdo as maiores dificuldades encontradas no diagnéstico da malaria, sobretudo em
pessoas assintomaticas, e esclarecer como as infecgdes assintomaticas servem de reservatoério para a

manutenc¢édo do ciclo da doenca.
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Métodos

Neste estudo foi realizada uma revisao da literatura do tipo integrativa para reunir, sintetizar e analisar
informagdes a partir da integracéo de diferentes pesquisas sobre o diagnéstico da malaria. As bases de dados
utilizadas para seleg¢éo dos artigos cientificos foram a Biblioteca Virtual em Saude, U.S. National Library of
Medicine (PubMed), PubMed Central e Scientific Electronic Library Online, delimitada a um periodo de buscas
de 20 anos (2004 a 2024).

Para fazer o levantamento dos artigos cientificos foram utilizados operadores booleanos com as
respectivas palavras chaves ((Malaria) AND (diagnostic)) AND asymptomatic, além de descritores em ciéncias
da saude como o MeSH (Medical Subject Headings) usados para indexagdo de documentos nas principais
bases de dados bibliograficos como o Pubmed. Foram selecionados artigos da lingua inglesa e portuguesa
para compor a revisao da literatura.

Assim, foram selecionados 41 artigos que tiveram como critérios de inclusédo estudos que abordassem
os métodos de diagndstico disponiveis da malaria, bem como as principais dificuldades encontradas, além de
detalhar a relagdo entre os pacientes portadores da malaria assintomatica e como atuam de reservatério para
propagagao da doenga. A exclusao por sua vez se baseou nos artigos que ndo se enquadraram dentro do

periodo de buscas estabelecido e que ndo possuiam ligagdo com o tema proposto.

Resultados
Malaria assintomatica

A Malaria assintomatica é caracterizada pela presenga do Plasmodium no organismo de individuos
sem a presenga de sintomas clinicos, e representa um papel importante na manutengao do ciclo da doenga
pois atua como reservatorio para a transmissao do parasito. Tendo em vista que existem diferentes formas
de expressao da doenga, os estudos sobre a malaria assintomatica sdo de grande valia pois atuam na busca
de solugdes para garantir o controle e a erradicagdo da malaria no mundo (Hamaiza et al., 2014).

Em zonas com altas taxas de transmisséo, individuos podem adquirir imunidade parcial contra a
malaria, resultando em baixa parasitemia, porém, pacientes frequentemente expostos aos parasitas tendem
a desenvolver uma memdaria imunoldgica que apesar da quantidade circulante, suprime os sintomas clinicos
da doenca. Desta maneira, nestas regides, pessoas idosas sdo mais susceptiveis a malaria assintomatica,
devido as chances de terem maior tempo de exposi¢cdo ao Plasmodium e ao vetor (Andrade et al., 2009).

O diagndstico em pessoas assintomaticas tende a ser mais dificil em decorréncia da resposta imune
que suprime o aumento exacerbado de parasitas, ocasionando uma baixa carga parasitaria, ou até infecgao
submicroscopica onde os gametdcitos presentes no individuo nao podem ser detectados em microscopia
optica comum, o que inviabiliza o acesso ao tratamento antiparasitario, tornando o individuo um importante
reservatorio de parasitas por um tempo longo e indefinido (Lin; Saunders; Meshnick, 2014).

Deste modo o vetor pode se infectar ao decorrer do tempo, mesmo que a taxa de individuos infectados
conhecidos esteja sendo monitorada e os pacientes sintomaticos sejam tratados, fazendo com que as curvas
de transmissao estejam sempre em desenvolvimento, acometendo a populagédo ao longo dos meses,
acontecendo assim a manutencgao da malaria (Bousema et al., 2004)

Estudos revelam que a infectividade de mosquitos esta diretamente ligada a quantidade de

gametodcitos presentes no hospedeiro humano, em contrapartida, niveis submicroscopicos de infecgao em
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portadores assintomaticos também se mostraram infecciosos, transmitindo o gametécito para o mosquito
(Schneider et al., 2007), demonstrando que a qualidade do gametdcito tende a ser mais importante que a
quantidade no quesito infecciosidade (Paul et al., 2007). Seguindo essa linha de pesquisa um grupo consultivo
da Agenda de Pesquisa para a Erradicacdo da Malaria evidenciou que por menor que seja a densidade
parasitaria do individuo, ele continua pondo em risco agdes que visam erradicar a malaria no mundo, pois

segue sendo um potencial transmissor (Maiera, 2011).

Aspectos imunoldgicos dos pacientes assintomaticos

Durante a infeccao pelo Plasmodium, a resposta imune inata desempenha papel importante através
da acéo de macréfagos que fagocitam os parasitos e células infectadas, bem como liberam TNF-q, IL-1 e IL-
6, citocinas proé-inflamatérias que ajudam a modular a resposta imune adaptativa e controlar a replicagao
parasitaria (Gowda; Wu, 2018). Os neutrdfilos também participam, pois matam os parasitos por fagocitose e
pela liberacdo de espécies reativas de oxigénio (Graham; Allen; Read, 2005). Ja a ativacdo do sistema
complemento, resulta na opsonizacdo do Plasmodium facilitando a fagocitose, e na formacgédo do complexo
de ataque a membrana, que pode lisar células infectadas (Kurtovic et al., 2020). Além disso, proteinas como
a hemopexina e a haptoglobina se ligam ao heme e a hemoglobina livre, respectivamente, limitando os danos
causados pela hemdlise induzida pelo parasito (Cunnington et al., 2012).

A imunidade adaptativa é especifica e se desenvolve apds a exposigao inicial ao antigeno. Os
linfécitos T CD4+ reconhecem o Plasmodium apresentado pelas células apresentadoras de antigeno através
do complexo principal de histocompatibilidade classe Il e secretam citocinas que auxiliam na ativagao e
proliferagédo de outras células do sistema imune. Ja as células T CD8+ reconhecem antigenos associados ao
MHC | e sdo capazes de destruir diretamente as células infectadas pelo parasito (Kurup; Butler; Harty, 2019).

Os linfocitos B sao responsaveis pela produgao de anticorpos especificos que podem neutralizar os
parasitos, impedindo a invasdo em células hospedeiras e promovendo a opsonizacao (Fowkes et al., 2010).
A producdo destes anticorpos & essencial para a imunidade a longo prazo e para a protegdo contra
reinfec¢gdes, mas anticorpos contra a proteina do circunsporozoito, por exemplo, sdo particularmente
importantes na prevencao da infecgdo hepatica inicial (Ngulube, 2023). Ademais, células B de memodria e
células T de memoéria sdo mantidas apos a infecgao inicial e respondem mais rapidamente e eficazmente em
exposi¢coes subsequentes ao Plasmodium, tornando a memoria imunoldgica uma caracteristica crucial da
imunidade adquirida.

A resposta imune nos casos assintomaticos pode ser dividida em trés principais categorias, sendo
elas a imunidade anti doenga, imunidade antiparasitaria e pré-munigdo (Doolan; Dobafo; Baird, 2009). A
imunidade anti doenga, mesmo quando a densidade parasitaria é significativa, confere prote¢do contra os
sintomas clinicos da malaria. Este tipo de imunidade afeta o risco e a extensdo da morbidade associada a
uma determinada carga parasitaria no sangue. Individuos que desenvolvem essa imunidade podem tolerar
altos niveis de parasitas sem manifestar os sintomas tipicos da malaria, como febre, anemia e mal-estar
(Ademolue et al., 2017). Esta resposta imune é mediada por uma combinagdo de mecanismos inatos e
adaptativos, incluindo a producéo de citocinas anti-inflamatérias e a regulagcédo da resposta inflamatéria para
minimizar danos teciduais (Frimpong et al., 2020).

A imunidade antiparasitaria tende a reduzir o nivel de parasitos circulantes, desenvolvendo protegao
contra a parasitemia. Neste tipo de imunidade a agédo de células T citotoxicas (CD8+) destroem células

hepaticas infectadas (KURUP; BUTLER; HARTY, 2019), a produgao de anticorpos especificos neutraliza os
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antigenos e promove a fagocitose, e ativa o sistema complemento, limitando a replicagdo do Plasmodium e
impedindo a progressao da infecgao (Rathnayake; Aitken; Rogerson, 2021). Como resultado, observa-se uma
resposta imune mais robusta e eficiente, a eficacia da imunidade antiparasitaria normalmente ¢ modulada
pela exposicao repetida ao parasito.

Ja a pré-municao € um estado de equilibrio imunolégico alcangado quando o sistema imune controla
a multiplicacdo dos parasitos sem elimina-los completamente, evitando desta maneira a manifestagdo de
sintomas clinicos. Sendo entdo uma manutencao de parasitemia de baixo grau e geralmente assintomatica,
ela proporciona prote¢ao contra novas infecgdes. Este tipo de imunidade se da apds repetidas infecgdes por
Plasmodium, permitindo que o sistema imunolégico reconhega e responda rapidamente contra novas
exposi¢oes. A pré-municdo € mediada por uma combinagédo de células T e B de memdria e anticorpos
especificos contra diferentes estagios do ciclo de vida do parasito (Lauvau; Soudja, 2015). Portanto
desempenha um papel importantissimo na epidemiologia da malaria em areas endémicas, onde a exposi¢cao
frequente ao Plasmodium é comum, levando ao desenvolvimento de uma imunidade parcial que protege os

individuos contra formas graves da doenca, mas permite a persisténcia de infecgbes de baixo nivel.

Estratégias diagnosticas

O diagnéstico precoce da malaria é de extrema importancia, pois possibilita o tratamento adequado,
evitando a progressdo da doencga. Devido as caracteristicas clinicas serem inespecificas e semelhantes a
outras patologias, a OMS recomenda que todos os pacientes realizem testes laboratoriais especificos para
confirmacao da doenga (Mathison; Pritt, 2017). No cenario atual, os métodos mais utilizados para diagnosticar
infecgbes pelo Plasmodium sao a microscopia optica, os testes de diagndstico rapido (RDTs), e os testes
moleculares que incluem a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), e mais recentemente, a amplificagdo
isotérmica mediada por loop (Lamp). A escolha do método de diagnéstico da malaria leva em consideragao
fatores como, o cenario geogréfico, a disponibilidade de recursos, a infraestrutura laboratorial, o nivel de
experiéncia e capacitagdo dos profissionais, a epidemiologia da doenca na regido, o quadro clinico do
paciente, e os custos da realizacao de cada teste (Oyegoke et al., 2022).

A microscopia optica quando realizada de forma correta, € considerada o padrdo ouro para
diagnosticar individuos infectados pelo Plasmodium, por apresentar vantagens como baixo custo, praticidade
na realizagdo do exame, alta sensibilidade e especificidade, capacidade de quantificar a intensidade do
parasitismo, além de informar precisamente qual a espécie de Plasmodium envolvido (Murphy et al., 2013).
A confirmacao parasitoldgica é recomendada em todos os ambientes clinicos pela Organizagao Mundial da
Saude (OMS) desde 2010 (Fitri ef al., 2022) em casos suspeitos de malaria com o objetivo de diminuir o
excesso de tratamentos que ocorre devido aos sintomas inespecificos da doencga (Maltha et al., 2013).

O exame microscopico pode ser feito através do esfregaco delgado ou espesso, utilizando a coloragao
de Giemsa ou a técnica de Walker (mistura de azul de metileno e Giemsa) para corar as ldminas. A coloragao
tinge os componentes do sangue e os parasitas de diferentes cores permitindo a diferenciagédo precisa entre
eles (Tangpukdee et al., 2009). No esfregago espesso é possivel detectar de 10 a 50 parasitas/ul, porém isso
depende do nivel de experiéncia e capacitacdo do microscopista responsavel pela realizagéo e leitura das
l&minas. Normalmente a capacidade de detecg¢do dos esfregacos é limitada a 100 parasitas/ul de sangue em
ambientes de campo adequado, dificultando a detec¢ao de baixas cargas parasitarias, especialmente em
pacientes assintomaticos (Mathison; Pritt, 2017). O procedimento completo para realizagcdo do exame leva
em torno de 60 minutos e permite processar uma grande quantidade de amostras (Murphy et al., 2013).
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A técnica do esfregaco espesso para ser considerada adequada deve conter de uma 1 a 2 gotas de
sangue espalhados em uma lamina formando um retangulo de tamanho e espessura que correspondam
aproximadamente 1,2 cm? (Mathison; Pritt, 2017). No momento da coloragédo da lamina os eritrécitos serdo
lisados quando entrarem em contato com uma solugéo corante hipotdnica de azul de metileno passando pelo
processo conhecido como desemoglobinizagao, liberando os estagios intraeritrocitarios do protozoario que
permaneciam dentro das hemacias e deixando os leucécitos e os parasitas, se presentes, em grande parte
intactos. Isso aumenta a probabilidade de detecta-los e permite a anadlise de uma grande quantidade de
sangue em apenas uma lamina. Por outro lado, a Iamina do esfregago delgado é preparada com um volume
menor de sangue, aproximadamente 1uL que sera espalhado de forma rapida e uniforme em uma unica
camada de modo que a espessura diminua gradualmente em direcdo a borda. Apés ser fixada em metanol
absoluto e secar, os eritrocitos permanecem intactos e inalterados, o que permite uma analise mais precisa
da estrutura parasitaria (Mathison; Pritt, 2017). Essa analise adequada revela: Forma (a identificagdo da forma
do parasita é crucial para determinar a espécie de Plasmodium e o estagio da infecgdo), tamanho (parasitas
maiores geralmente indicam infec¢gdes mais avangadas) e quantidade (a quantidade por campo microscopico
permite avaliar o grau da infecgéo, fator essencial para acompanhamento da resposta ao tratamento) (Fitri et
al., 2022). Por conta disso € indicado que tanto as lAminas de sangue espesso quanto as finas sejam
preparadas, uma vez que cada uma delas oferece finalidades diferentes.

Os meétodos de esfregagco sanguineo também sao usados para avaliar e determinar a densidade
parasitaria. No esfregago delgado é possivel avaliar a parasitemia contando-se o0 nimero de parasitos em
relacdo ao numero de leucdcitos que encontram-se distribuidos por toda amostra (Fitri et al., 2022). Ja no
esfregaco delgado a contagem da parasitemia é expressa através da porcentagem de eritrocitos parasitados
sobre o total de heméacias x 100 (Mathison; Pritt, 2017). A avaliagdo do parasitismo é importante pois através
dela é possivel ter uma estimativa que servira como um indicador para determinar a gravidade e o progndstico
da doenga uma vez que, densidades parasitarias acima de 5% sao classificadas como malaria grave
especialmente no P. falciparum. Além disso, avaliar a parasitemia & crucial para monitorar a eficacia do
tratamento e precisa ser realizada de forma continua até a completa eliminagcéo dos parasitas (Fitri et al.,
2022).

Apesar das vantagens da microscopia muitos lugares enfrentam dificuldades em realizar o diagnéstico
especifico da maléria através desse método, seja pela escassez dos servigos de saude, falta de estrutura ou
profissionais qualificados. Diante disso, houve a necessidade de desenvolver métodos mais rapidos, praticos,
econdmicos e precisos que pudessem substituir a microscopia em areas endémicas onde seu uso € inviavel.
Com isso, os testes rapidos (RDTs) surgiram como uma alternativa promissora para o diagnéstico da malaria,
fornecendo resultados qualitativos e sendo adequados para a detecgéo de infecgbes atuais ou recentes em
populagdes endémicas (Osman et al., 2010)

Os RDTs sao testes imunocromatograficos de fluxo lateral que detectam antigenos especificos da
malaria presentes em amostras de sangue por meio de anticorpos monoclonais fixos em membranas de
nitrocelulose. O diagndstico é feito quando uma gota de sangue é colocada na tira do teste levando a uma
interagdo do anticorpo marcado por corante com o antigeno alvo, dando origem a uma faixa colorida (Fitri et
al., 2022) Seu resultado dependera da auséncia ou presenga dessa linha visivel e estara disponivel em até
20 minutos, dependendo do produto obtido (Maltha; Gillet; Jacobs, 2013).

Atualmente estao disponiveis diversos formatos de RDTs que servem para detectar antigenos de
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Plasmodium. Alguns se destinam a identificar alvos especificos, permitindo a diferenciagao entre as espécies,
enquanto outros baseiam-se na detec¢do de todos os tipos de Plasmodium. Os antigenos especificos
utilizados sao, proteina 2 rica em histidina (PfHPR2) expressa exclusivamente pelo P. falciparum, a lactato
desidrogenase plasmodial para P. falciparum (Pf-pLDH), e o antigeno pLDH especifico para P. vivax. Ja os
antigenos pan-pLDH e aldolase sdo comuns a todas as espécies de Plasmodium humano (Maltha; Gillet;
Jacobs, 2013).

Os RDTs responsaveis por detectar o antigeno PfHPR2 apresentam uma sensibilidade maior em
identificar espécies de P. falciparum do que o RDT de deteccédo de Pf-pLDH (95,0% vs. 93,2%). Por outro
lado, uma menor especificidade de PFHPR2 em comparagao ao Pf-pLDH é relatada (95,2% vs. 98,5%). Essa
baixa especificidade pode ser explicada devido a persisténcia do antigeno PfHPR2 por semanas na circulagao
sanguinea mesmo apo6s o tratamento da doencga, levando ao excesso de resultados falsos positivos. Ja os
RDTs disponiveis para o diagnéstico de P. vivax ndo apresentaram diferencas significativas na sensibilidade,
exceto a aldolase que se mostrou ser um pouco menos sensivel que os outros antigenos (80,0-81,4%)
(Maltha; Gillet; Jacobs, 2013).

Embora a sensibilidade e especificidade dos testes rapidos possa mudar em diferentes cenarios
epidemiolégicos, os RDTs apresentam um bom desempenho em diagnosticar infecgdes por malaria,
detectando de forma eficaz 100 parasitas por pl de sangue (Fitri et al., 2022), e mantendo uma preciséo de
aproximadamente 98,2% em comparagao com o esfregaco espesso (Faye et al., 2013). Além disso, sua
especificidade e sensibilidade, no geral, sdo consideradas excelentes, correspondendo a 95% e 94,8%
respectivamente. Dessa forma, os RDTs sao considerados fundamentais no diagndstico da maléria pois
fornecem resultados rapidos, precisos, sensiveis e especificos, sendo extremamente Uteis em areas
endémicas, onde o uso da microscopia nao é viavel (Fitri et al., 2022).

Os métodos de diagnésticos moleculares de amplificagdo de acidos nucleicos (NAATS), incluem a
reagdo em cadeia da Polimerase (PCR) e a Amplificag&o isotérmica mediada por loop (LAMP), e se destacam
por proporcionarem elevada sensibilidade e especificidade no diagndstico da malaria principalmente em
locais de baixa transmissao, devido a capacidade de detectar infecgdes de baixas cargas parasitarias ao
amplificar amostras extremamente pequenas de DNA que normalmente passam despercebidas pelos RDTs
e pela microscopia éptica (Sema et al., 2015). O limite de deteccdo dos NAATS é considerado o mais baixo
dentre todos os métodos de diagndsticos da malaria disponiveis, sendo capaz de detectar 1-5 parasitas/pl,
sendo altamente eficiente em diagnosticar infec¢cées do tipo assintomaticas (Opoku Afriyie et al., 2023). Além
disso, eles tém a capacidade de identificar e quantificar os parasitos e possuem a vantagem de processar as
amostras de forma rapida (Ocker et al., 2016).

A amplificagdo isotérmica mediada por loop (LAMP) é uma técnica que se baseia na amplificagdo do
DNA. Nela utiliza-se o DNA polimerase de Bacillus Stearothermophilus e quatro Primers especificos que
reconhecem seis sequéncias genéticas distintas do DNA alvo (Oyegoke et al., 2022). Essa técnica foi criada
com o objetivo de ser mais rapida, simples, barata e adaptavel ao campo, superando as limitagbes da PCR e
mantendo um alto nivel de sensibilidade, especificidade e precisdo ao detectar cargas parasitarias abaixo do
limite de detecc¢ado dos principais métodos de diagndstico da malaria, como a microscopia 6ptica e os RDTSs,
detectando cerca de 5 parasitas/ul de sangue (Sema et al., 2015).

O LAMP é capaz de amplificar o DNA cerca de 10 ® —10 "© vezes em um periodo inferior a uma hora,

e a uma temperatura isotérmica que se encontra normalmente em torno de 62- 65°C, dispensando o uso do
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termociclador. Além disso, é possivel monitorar a amplificacdo do DNA através da visualizagdo a olho nu
mediada pelo corante SYBR Green | ou através da utilizacdo de um medidor de turbidez que fornece deteccao
automatizada permitindo o monitoramento dos resultados em tempo real (Fitri et al., 2022). Por ser um método
simples, com alta precisdo e que permite o diagnéstico de baixas cargas parasitarias como no caso de
pessoas assintomaticas, a utilizagdo do LAMP em areas endémicas com poucos recursos financeiros, tem se

mostrado ser uma ferramenta de diagnéstico promissora e superior a PCR.

Desafios do diagnostico em pacientes assintomaticos e limitagdes das técnicas disponiveis

Atualmente, a microscopia Optica e os testes de diagnéstico rapido (RDTs) sdo os métodos
laboratoriais mais utilizados a nivel mundial para detectar e diagnosticar infec¢des por Plasmodium. No
entanto, as infecgbes assintomaticas ainda representam um grande desafio no que se refere ao diagndéstico,
uma vez que os métodos tradicionais ndo possuem sensibilidade suficiente para detectar infecgdes de baixa
densidade parasitaria, e os métodos moleculares baseados em PCR que sdo até 8,6 vezes mais sensiveis
que a microscopia convencional, ndo sado utilizados em grande escala devido ao seu custo elevado e
complexidade na sua realizagdo, o que o torna inviavel em regides subdesenvolvidas (Silva-nunes et al.,
2012).

Pesquisas recentes tém demonstrado que o limite de detecgédo (LOD) para um esfregago de sangue
espesso em condi¢cdes de campo varia entre 100 a 500 parasitas/pl de sangue, podendo atingir um limite de
detecgdo mais baixo (10 a 50 parasitos/pL) quando o exame é feito por profissionais experientes (Mathison;
Pritt, 2017). Porém, estudos relataram que infecgdes de cargas parasitarias abaixo do limiar de detecgéo de
50 parasitas/ul na maioria dos casos se tornavam indetectaveis na microscopia (Fitri et al., 2022). Por esse
motivo, sua utilizacdo ndo é recomendada para o diagndstico de pacientes assintomaticos, pacientes que
possuem infec¢ao por mais de uma espécie de Plasmodium, e individuos com infec¢gbes subpatentes, ou seja,
aqueles com infec¢bes sintomaticas ou assintomaticas, mas que testam negativo nos exames de microscopia
e nos testes rapidos por ndo possuirem sensibilidade suficiente para detectar baixas cargas parasitarias
(Cheaveau et al., 2019).

Para além dessas questdes, a microscopia € um exame bastante trabalhoso que necessita de
habilidade técnica no preparo da lamina e de profissionais capacitados para identificar, quantificar e
diferenciar as espécies de Plasmodium com precisdo (Opoku Afriyie et al., 2023), uma vez que a morfologia
do parasita pode mudar devido a lise dos eritrocitos, levando a uma forma diferente do esperado. Para garantir
a sensibilidade do teste, um dos critérios mais importantes a serem seguidos é a preparacéo e coloragao das
l&minas de forma correta, pois o preparo inadequado ira interferir na leitura e consequentemente no resultado
do exame (Brasil, 2009).

Um dos principais erros referentes ao manuseio das l&minas que pode afetar os indicadores
quantitativos e qualitativos, fazendo com que parasitas em densidades mais baixas ndo sejam identificados,
€ a perda de material durante o processo (Murphy et al., 2013). De acordo com o Manual de Diagndstico
Laboratorial da Malaria (2009), uma gota espessa para ser considerada adequada deve conter de 1 cm?a 1,5
cm? de superficie, o que equivale aproximadamente 500 a 800 campos microscopicos, trabalhando com
aumento de 700 a 800 vezes. Para isso, 0 sangue na ldmina precisa estar distribuido de forma correta, € o
mais homogéneo possivel, de modo que os parasitas estejam dispostos de maneira uniforme em toda amostra
sendo possivel sua visualizagdo. Além disso, € necessario que o0 sangue esteja totalmente seco antes de

iniciar o processo de coloragao, caso contrario no momento que entrar em contato com o reagente pode haver
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perda de material (Brasil, 2009).

Outra dificuldade no diagnéstico de pessoas assintomaticas € a leitura das laminas no esfregacgo
delgado. Por ter uma quantidade menor de sangue distribuida em uma Unica camada, € importante que todas
as partes da lamina sejam examinadas, isso porque, 0s parasitas em estagios mais avangados ficam
distribuidos nas bordas e parte final do esfregago, sendo mais dificil de serem encontrados (Brasil, 2009).
Além dessas questbes, a microscopia exige um trabalho intensivo de mao de obra, uma fonte de energia
elétrica estavel e manutengdo recorrente dos microscopios, o que pode ser dificli em regides
subdesenvolvidas (Maltha; Gillet; Jacobs, 2013).

Levando em consideragao as limitagdes que a microscopia oferece, uma boa alternativa para areas
endémicas com recursos limitados e auséncia de profissionais qualificados sao os testes rapidos (Opoku
Afriyie et al., 2023). Os RDTs s&o bastante utilizados e se tornaram uma opgéao viavel, uma vez que fornecem
resultados mais rapidos em cerca de 20 minutos, sédo faceis de executar, nao precisam de eletricidade nem
profissionais capacitados (Nijhuis et al., 2018), e possuem sensibilidade para diagnosticar infecgdes por P.
falciparum maior que 90% para densidades maiores que 100 parasitos por pl quando comparado a gota
espessa (Brasil, 2010).

Em geral, os RDTs sdo conhecidos por possuirem um bom desempenho em diagnosticar infecgdes
por P. falciparum e diferencia-lo das demais espécies (Maltha; Gillet; Jacobs, 2013). No entanto, os testes
rapidos que se baseiam na proteina 2 rica em histidina (HRP2), sintetizada exclusivamente por P. falciparum
pode ter a precisdo comprometida levando a resultados falsos negativos por fatores como, dele¢des do gene
HRP2, e auséncia desse mesmo gene em algumas cepas de P. falciparum (Opoku Afriyie et al., 2023), além
de situagdes de hiperparasitemia que levam ao efeito prozona (Gillet et al., 2009). Por outro lado, a circulagao
persistente do antigeno (HRP-2) no sangue por semanas, mesmo apds a eliminacdo do parasita por
antimalaricos e a auséncia de sintomas clinicos, pode causar um alto numero de falsos positivos (Opoku
Afriyie et al., 2023). Além disso, as ligagbes cruzadas entre espécies de Plasmodium e antigenos alvo, vistas
em P. falciparum e P.vivax, sao outras causas para resultados incorretos. Isso ocorre porque os RDTs nao
incluem etapas de lavagem, ficando susceptiveis a falsos positivos devido a formagédo de ligagbes nao
especificas (Maltha; Gillet; Jacobs, 2013).

Outra limitacdo presente nos RDTs & quanto a deteccdo dos parasitas em cargas parasitarias muito
baixas, como no caso de pessoas assintomaticas. Estudos relataram que a sua sensibilidade é reduzida
quando ha cargas inferiores a 50 parasitas/uL, o que significa que individuos com cargas abaixo desse limiar
de deteccéo dificilmente serdo identificados, tornando o diagnéstico para essas pessoas um desafio (Tambo;
Mwinga; Mumbengegwi, 2018)

Além dessas questdes, muitos RDTs conseguem identificar uma diferenca entre uma infecgéo por P.
falciparum é uma infecgao por outra espécie, mas nao consegue detectar qual delas esta presente uma vez
que, o antigeno pan-pLDH e aldolase sao comuns a todas as espécies humanas de Plasmodium. Além disso,
o desempenho dos testes rapidos depende de fatores como temperatura, onde alguns kits de RDTs séo
considerados efetivos até 30°C, o que é facilmente ultrapassado em ambientes tropicais (Maltha; Gillet;
Jacobs, 2013). Por fim os RDTs sdo testes qualitativos, sendo considerados incapazes de fornecer
quantificacdo da intensidade parasitaria (Osman et al., 2010). Por esses motivos, os testes rapidos em regides
ndo endémicas sdo recomendados apenas para o diagnostico preliminar da malaria, atuando como uma
ferramenta de triagem clinica e sendo necessario o exame complementar de microscopia (Mathison; Pritt,
2017).
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Por outro lado, os testes de amplificacdo de &acidos nucleicos (NAATs) que incluem métodos
moleculares como, a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a Amplificagao Isotérmica Mediada por Loop
(LAMP) (Opoku Afriyie et al., 2023), tem se mostrado bastante promissores no diagndstico da malaria,
sobretudo em pessoas assintomaticas, onde provaram ser altamente sensiveis e especificos em
detectar infecgbes de baixa densidade parasitaria que podem passar despercebidas pelos RDTs (Tambo;
Mwinga; Mumbengegwi, 2018).

Apesar das inumeras vantagens no que diz respeito ao diagndstico de pessoas assintomaticas, a
utilidade da PCR nos laboratérios ainda é bastante limitada, devido ao custo elevado, tempo de resposta
longo, necessidade de infraestrutura e méo de obra especializada, além do controle de qualidade e
manutengao do equipamento (Mens et al., 2008). Por essas questdes, a PCR ainda ndo é implementada na
rotina do diagnéstico da malaria em paises subdesenvolvidos, com escassez de recursos e complexidade em
realizar os testes.

A Amplificagao Isotérmica Mediada por Loop (LAMP), por sua vez, busca resolver os problemas da
PCR mantendo uma alta sensibilidade e especificidade. Para isso, essa técnica utiliza equipamentos mais
simples, o que a torna consequentemente mais barata, além de ser facil de executar, menos demorada e
adaptavel a lugares subdesenvolvidos (Sattabongkot et al., 2014). No entanto, os reagentes utilizados
precisam estar em armazenamento refrigerado, além de ser necessario mais estudos e ensaios clinicos para

validar a precisao e utilidade (Erdman; Kain, 2008).

Consideracgodes finais

Entender as caracteristicas imunolégicas dos pacientes assintomaticos € essencial para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de controle e erradicagdo da malaria, uma vez que esses individuos
podem apresentar protecdo contra formas graves da doenga, mas contribui para a persisténcia do parasito
em areas endémicas. Esses individuos representam um desafio significativo para o diagnéstico e tratamento,
pois apresentam cargas parasitarias abaixo do limite de detecg¢éo e continuam perpetuando a transmisséo do
Plasmodium sem serem detectados. Os métodos de diagnésticos disponiveis como a microscopia 6ptica, os
testes rapidos e os moleculares apresentam limitagdes que os impedem sua plena efetividade e impactam
diretamente na detecg¢ao dos casos assintomaticos.

Diante disso, algumas melhorias podem se propostas a fim de gerar solugdes para as possiveis
limitagdes apresentadas como a capacitagdo de técnicos, a manutencdo de equipamentos, o uso de fontes
alternativas de energia e adaptacao dos testes as condi¢cdes locais. Também é necessario desenvolver
reagentes mais estaveis e validar métodos como o LAMP, que pode substituir a PCR em regides com poucos
recursos. Dessa forma, fica evidente que, mediante revisbes e atualizagbes constantes, as técnicas de

diagnéstico disponiveis poderéo se tornar mais eficazes no controle e na erradicagdo da malaria.
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