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Resumo

O presente trabalho de estagio foi realizado no Laboratério de Biologia Parasitaria do
Departamento de Parasitologia de Sangue do Instituto Nacional de Saude. teve como principais
objectivos: adquirir habilidades, conhecimentos tedricos e praticos das técnicas de cultuius in
vitro de Plasmodium falciparum realizadas no Laboratério de Biologia Parasitaria e waber
interpretar os resultados obtidos das culturas.

O estagio decorreu em duas fases: a primeira decorreu de Junho a Agosto de 1007
caracterizada pela adaptagio do estudante a4 unidade de estagio e elaboragio do protocolo;
havendo a segunda decorrida entre os meses de Agosto e Novembro que consistiu essencialinente
na colheita de amostras positivas para o Plasmodium falciparum e posterior estabelecimento em
cultivo.

Efectuou-se uma amostragem de 10 amostras positivas no laboratério do Banco de
Socorros e de Pediatria do Hospital Central de Maputo, e de Urgéncias do Hospital Geral de
Mavalane, dais quais 7 foram inoculadas, visto que as restantes ndo apresentavam condigdes
apropriadas. Obteve-se uma parasitémia maxima de 5.4%, abaixo do esperado {15%).

Foram alcangados os objectivos predefinidos.
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Cuttura in vitro de Plasmodium falciparum no Laboratério de Biologia Parasitiria do INS

1. Apresentagiio e caracterizacdo do local de estagio

O trabalho de estdgio foi realizado no Laboratério de Biologia Parasitaria (LBP) do
Departamento de Parasitologia de Sangue (DPS) do Instituto Nacional de Satde (INS),
localizado no edificio do Ministério da Saude (MISAU), avenida Eduardo Mondlane n°
1008, CP 264 na cidade de Maputo.

O INS encontra-se estruturado da seguinte maneira: Conselho de Administragdo; Direcgio-
Geral; Departamentos centrais; Centros de investigagdo; Unidades de pesquisa e
Laboratérios especializados.

O INS contém 4 departamentos, nomeadamente: Imunologia, Medicina Tradicional e
Estudo de Plantas Medicinais, de Parasitologia Intestinal e Visceral, e de Parasitologia de
Sangue. Para uma boa coordenagdo nas suas actividades o DPS encontra-se organizado em
4 laboratérios: LBP, Biologia Molecular, Microscopia e Entomologia (vide o esquema a

baixo).

Instituto Nacional de Saude

Departamentos centrais Conselho de Administragio; Direcgdo-Geral; Centros de
investigacdo; Unidades de pesquisa e Laboratérios especializados

Imunologia Parasitologia Parasitologia Intestinal Estudo de Plantas Medicinais
de sangue e Vesical e Medicina Tradicional

Laboratérios

Biologia Parasitaria Biologia molecular Microscopia Entomologia :I

Esquema 1. Organograma da unidade de estagio.
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Cultura in vitro de Plasmodium falciparum no Laboratorio de Biologia Parasitaria do INS

Nos quatro laboratdrios do DPS sdo desenvolvidas varias actividades como:

1. Biologia molecular — pesquisas moleculares (extraccio de DNA) usando técnica
de PCR.

2. Entomologia — subdividido em duas secgdes: Insectario — onde se estabelece o
cultivo continuo do vector da maldria Anopheles arabiensis, com finalidade de
desenvolver pesquisa como, papel vectorial, aspectos morfolégicos, resisténcia a

insecticidas; € o “verdadeiro” laboratorio de entomologia - onde se efectuam

dissecagbes de mosquitos para bioensaios, e testes de resisténcia a insecticidas.
3. Microscopia — ¢ o laboratdrio de referéncia do controlo de qualidade.
4. Biologia parasitaria — realiza-se o cultivo continuo in vitro de P.falciparum e

testes de sensibilidade do parasita a antimalaricos in vitro.

1.1. Breve historial do local de estagio

Face as transformagdes em curso no pais decorrentes das reformas do sector publico
e havendo necessidades de imprnimir uma nova dindmica no sector de saide, existiu a
necessidade eminente de se formar o INS (diploma ministerial n° 89/2004 citado no
Boletim da Republica 2004).

O INS € uma instituigéo de pesquisa técnico-cientifica subordinada ac MISAU com
missdo de promover ¢ efectuar a investigagdo em saude com base nas prioridades definidas
pela agenda nacional de pesquisa; incentivar a investigag3o em sistemas de saitde como
instrumento para a definigio da politica de sainde; garantir a investigagdo cientifica
multisectonal e disciplinar, através das instituigdes de investigagéo afins e outros drgdos de
conhecida competéncia técnica (Boletim da Republica 2004).

O LBP foi criado entre 1986 ¢ 1987 com objectivos de investigar o problema da

resisténcia do P.falciparum a drogas antimalaricas (Evelina, comunicagio pessoal).
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2. Programa do estagio
O programa de estigio preestabelecido, dividiu-se em duas fases:

» Junho a Agosto de 2007 — consistiu na adaptagiio aos processos de trabalho da
unidade de estagio, pesquisa bibliografica e a elaborag@o do protocolo de estagio.
Agosto a Novembro — no qual foram realizadas vérias actividades tais como,
preparagdio de meios de cultura; colheita de amostras de sangue positivas a
P falciparum no laboratério de Banco de Socorros e Pediatria do Hospital Central
de Maputo (HCM); e de urgéncias do Hospital Geral de Mavalane; preparagio de
esfregago e entendimento, leitura de laminas e o posterior estabelecimento do
P falcipaum em cultivo in vitro.
No total, o estigio teve a duragdo de 650 horas iteis, este tempo foi suficiente para o

alcance dos objectivos tragados.

3. O apoio concedido ao estudante por parte da unidade de estagio
Para a realizagdo deste trabalho, o estudante contou com a disponibilidade imediata do

corpo técnico da unidade de estigio, disponibilidade de material (manuais e artigos)

especializados para a compreensdo e realizagio do trabalho.

4. Revisiio bibliogriafica

A malaria ¢ uma doenga infecciosa causada por protozoarios do género Plasmodium, da
familia Plasmodiidae, ordem Apicomplexa (Sio et al. 2006). E transmitida a0 homem, pela
picada,' de fémea de mosquito do género Anopheles infectado e acidentalmente por
transfusfio sanguinea, via transplacentaria ou transplante de 6rgios (W.H.O, 2007).

Existem cerca de 156 espécies do género Plasmodium (Bruce-Chwatt, 1985 citado por
Leoratt, 2004), das quais quatro provocam maldria a0 homem, nomeadamente: P.malariae
descrito por Laveran em 1881, P. vivax por Grassi e Feletti em 1890, P falciparum por
Welch em 1897 e P.ovale por Stephen em 1922 (Enosse, 2004). O P.falciparum ¢ a

principal causa da morbilidade e mortalidade por malana a nivel mundial (Enosse, 2004).
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4.1 Ciclo de vida de Plasmodium sp

O ciclo de vida do Plasmodium sp é complexo e compreende duas fases: uma sexual
(esporogonia) que ocorre no mosquito ¢ outra assexual (esquizogonia) nos humanos (vide
figura 1)

Nos humanos o ciclo comega quando um mosquito infectado pica o homem para sugar o
sangue, € injecta esporozoitos (cerca de 10 esporozéitos para causar infecgdo) contidos na
sua saliva. Em cerca de meia hora os esporozoitos alcangam o figado e invadem as suas
células (células hepaticas), onde se desenvolvem e se transformam em esquizontes
hepaticos, produzindo milhares de merozoitos. Os merozoitos quando maduros sdo libertos
na corrente sanguinea e em menos de 5 minutos invadem os eritrécitos, transformando-se
em trofozoitoé. No caso de P.vivax e P.ovale alguns esporozoitos nio se desenvolvem
podendo formar um estigio dormente, chamado hipnozoito, que pode permanecer no
figado por semanas a anos, € quando reativado provoca recidivas da doenga (Leoratt, 2004).
No interior dos eritrocitos os trofozoitos alimentam-se de hemoglobina, permitindo assim o
desenvolvimento dos trofozoitos em virias formas (anel, trofozoitos jovens, trofozoitos
maduros) para formar esquizontes que quando maduros rompem-se ¢ libertam de 8 — 16
merozoitos; estes por sua vez invadem novos eritrdcitos dando inicio a um novo ciclo. O
ciclo esquizogbnico leva cerca de 48 horas para o P. falciparum. Se a parasitémia alcangar
uma densidade elevada seguir-se-30 numerosos ciclos eritréciticos que podem causar
sintomas inespecificos como: febre, dores de cabega, fadiga, desconforto abdominal e
muscular, dores nas articulagdes, calafrios, transpiragiio, anorexia, mal-estar dependendo
do grau de imunidade adquirida do hospedeiro (Rey, 1983; Enosse, 2004; WHO, 2006,
Happi et al., 2004). O intervalo de tempo entre a infecgdo e o aparecimento dos sinais
clinicos estima-se ser de 8 — 15 dias para o P.falciparum (Warrel, 2002 citado por Enosse,
2004).

Depois de varios ciclos da esquizogonia eritrdcitica uma pequena propor¢io de merozoitos
diferencia-se nos eritrocitos em gametdcitos masculinos e femininos. Estes ao serem
ingeridos por fémeas de mosquitos Anopheles se transformam em gametas que apds a
fertilizag@o resultam em zigoto (em menos de uma hora), que por sua vez se desenvolvem
num estagio mével chamado oocinete. O oocinete atravessa duas barreiras, a matriz

peritrépica ¢ o epitélio do estomago para a formagdo de oocisto, que passam por um
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processo complexo de desenvolvimento € quando maduros, cerca de 9 — 14 dias apds a
infecgdo do mosquito, rebentam e libertam esporozoitos (esporogénia) (Sinden e Gilles
citado por Enosse, 2004). Estes se deslocam para as glandulas salivares do mosquito e
podem ser transmitidos durante a sua alimentagio hematofagica (Muatinte, 2006). A
duragdio do ciclo de vida do Plasmodium no mosquito depende da espécie do parasita ¢

condigGes ambientais (Enosse, 2004).

No mosquito
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Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium sp (retirado do www.dpd.cdc.gov).

4.2. Distribuicfio da malaria

A malaria encontra-se distribuida nas regides tropicais e subtropicais do planeta,
sendo endémica em mais de 107 paises (Soares, 2005; WHO, 2005). Estima-se que
ocorram 300 a 500 milhdes de casos clinicos por ano. O maior foco de transmissiio é a

Africa subsaariana com mais de 90% (W.H.0, 2007; Mzilahowa et al., 2007).
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Anualmente a malana mata mais de 1 milhdo da populagdo, sendo na sua maioria
criangas com idade inferior a 5 anos e mulheres gravidas (Wongsrichanalai et al., 2002
citado por Cravo & Rosério, 2002).

A maléria é endémica em todo territério mogambicano, nas areas onde o clima
favorece a sua transmiss3o ao longo de todo o ano, atingindo o seu ponto mais alto apés a
época chuvosa (Dezembro a Abril) (Roll Back Malaria, 2005; PNCM, 2006).

Em Mocambique, a malaria ¢ a principal causa de problemas de saude, sendo
responsavel por 40% de todas as consultas externas. Até 60% de doentes internados nas
enfermarias de pediatria sio admitidos como resultado da malaria severa. A malaria ¢
também a principal causa de mortalidade nos hospitais em Mogambique, ou seja de quase
30% de todos os oObitos registados. A estimativa de prevaléncia no grupo etario de 2 a 9
anos de idade varia de 40 a 80%, com 90% de criangas menores de 5 anos de idade
infectadas por parasitas da malaria em algumas areas (Saute et al., 2003; PNCM, 2006).

O P. falciparum ¢ o parasita mais fréquente em mogambique, sendo responsavel por
cerca de 90% de todas infecgdes maléricas, enquanto que o P. malariae € P. ovale é
responsavel por 9.1 e 0,9% respectivamente {Tiago e Saute, 2005, Roll Back Malaria, 2005;
PNCM, 2006).

A elevada patogenicidade do P.falciparum esta relacionada com varios factores
como: curto periodo de incubagdo (6 a 10 dias), a capacidade de infectar eritrdcitos jovens
e maturas, diversidade genética e a ocorréncia de esquizogonia nos vasos capilares
profundos de alguns 6rgdos como: cérebro, bago, intestinos, coragiio, figado, pulmdes,
placenta (Glenister et al., 2002).

Em muitos paises de Africa onde a malaria é endémica, incluindo Mogambique, o
esfor¢o para o controle da malaria tem sido principalmente ao uso de insecticidas ¢
tratamento de pacientes sintomaticos com antimalaricos. Mas, nos ultimos anos a situa¢io
da maldria tem sido bastante alarmante por causa de: ineficacia do sistema de controlo
vectorial e resisténcia do vector a insecticidas e a resisténcia do parasita aos antimalaricos
disponiveis no pais () (Hastings e D’ Alessandro, 2000 citado por Enosse, 2004).

Para o tratamento da nl1aléria, Mogambique tem usado trés linhas de tratamento
nomeadamente: a combinagio de Sulfodoxina-pirimetamina + Artesunato, Artemeter +

Lumefantrina e Quinino como primeira, segunda e terceira linha respectivamente (Tiago e
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Saute, 2005). Mas, com o surgimento de estirpes de P.falciparum resistente a algumas
destas drogas (exemplo Sulfodoxina-pirimetamina) faz com que se efectuam estudos in
vivo e vitro {Hastings e D’ Alessandro, 2000 citado por Enosse, 2004, Basco, 2004).

Entdo o LBP dedica-se ao cultivo in vitro de P falciparum para a realizagio de
estudos de sensibilidade deste parasita aos antimalaricos disponiveis no pais. |

As culturas in vitro de Plasmodium também tém sido aplicadas na quimioterapia,
imunologia, genética, gametocitogeneses, biologia celular ¢ molecular ¢ a bioquimica dos

parasitas em relagéio aos eritrécitos do hospedeiro (Trager e Jensen, 1997).
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5. Objectivos
5.1 Objectivo Geral:

> Adquirir habilidades, conhecimentos tedricos e praticos das técnicas de

culturas in vitro de P.falciparum desenvolvidas no LBP do DPS do INS.
5.2 Objectivos especificos:
> Conhecer e saber executar as técnicas de cultura in vitro de P.falciparum;

» Saber Determinar a parasitémia e caracterizar os diferentes estagios de

desenvolvimento de P.falciparum nas culturas;

> Compreender e saber interpretar os resultados obtidos na cuitura in vitro de

P falciparum.

6. Actividades desenvolvidas durante o periodo do estagio
Durante o periodo de estigio foram desenvolvidas as seguintes actividades:

preparacio de material laboratorial; preparagdo de volumes de meios de cultura (RPMI
1640) e sua conservag3o; colheita de amostras positivas de P.falciparum e sua posterior
inoculagdo. Cada amostra era previamente avaliada, antes da sua inoculagdo, quanto a:

espécie e parasitémia.
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7. Material e Métodos

7.1. Material

7.1.1 Equipamento
¢ Fluxo laminar

s Centrifugadora

e Estufa (37 °C)
Banho-Maria
Geleira

Excicador de vidro (Candle jar)

7.1.2 Reagentes
» Sangue humano parasitado

e Eritrécitos do grupo O"
e Soro humano do grupo AB, A,Be ORh+
Meio RPMI 1640
AlbumaxIl
HEPES
Gentamicina
Sorbitol
Hipoxantina
NaHCO;
Hipoclorito de sédio
Agua bidestilada
Alcool (70%)
HCI
NaOH
Metanol
Giemsa

Oleo de imersio
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7.1.3 Material acessério
e Pipetas de Pasteur

¢ Micropipetas
¢ Ponta de pipetas
Tubos de Falcom (15 ¢ 50 ml)
Placas de Petri estéreis
Baldes volumétricode 1 L
Copos de 200 ml
Provetas
Tubos vacuntiner
Filtros milipores de 0,22pum
Microscopio dptico
Laminas
pHmetro
Luvas
Gaze cinirgico
Lamparina
Algodido
Péra de Borracha
Velas
Fésforo
Bandejas
Papel de filtro
Agitador magneto
Espatulas
Tesoura
Marcador
Colman
Balanga eléctrica

Agitador
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7.2 Metodologia

7.2.1 Preparaciio de meio de cultura
7.2.1.1 Meio de Cultura Incompleto (MCI)
e Mede-se cerca de 900 ml de agua bidestilada num baldo volumétrico de | L;
o Pesa-se 10.43 g de RPMI 1640; 6 g ou 25 m! a 1 de HEPES; e 50 mg de Hipoxantina;
¢ Adiciona-se 0.5 ml de gentamicina (50 mg/ ml);
Perfaz-se o volume até 1L com agua bidistilada;
Dissolve-se o soluto usando agitador magneto;
Esteriliza-se a solugio por filtragdo usando filtros milipores de 0.22 pm;
Distribui-se 0 meio em frascos com tampa de rosca de 100 ml de capacidade ou tubos
de falcon estéreis de 50 ml;
Conservar na geleira a 4 °C até a0 momento do uso. Este meio podera ser usado até 4

-5 semanas,

7.2.1.2 Meio de Cultura Completo (MCC)
e Adiciona-se ao MCI, 4.2 ml de bicarbonato de sédio (NaHCOs) a 5 % por cada

frasco de 100 ml. Desta forma obtém-se 0 MCC sem soro. Este meio podera ser
usado dentro de 10 dias.
Se 0 NaHCQO; for fresco, contera uma quantidade consideravel de CO,, o que fara

com que ap6s a adigio deste meio, haja mudanga de cor: de amarelo para laranja.

7.2.1.3 MCC alternativo
i) MCC + Soro

e Pesa-se 10.43 g de RPMI 1640;

¢ Pesa-se 6 g ou 25 ml de HEPES;

e Pesa-se 2 g de NaHCO3;
Adicionar 0.5 ml de gentamicina (50 mg/ ml);
Adiciona-se dgua bidestilada até perfazer 1L conserva-se em aliquotas de 45 ml;
Suplementa-se 5 ml soro humano do grupo AB ou A, B, O inactivado em banho-

maria a 56 °C por 60 minutos a cada tubo. O soro AB" é 0 mais preferindo;
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Estabiliza-se o pH para 7,2 — 7,4. Adicionam-se umas gotas de solugéo de HCI ou
NaCl de modo a se obter este intervalo;

Filtra-se 0 MCC + soro com filtros milipores de 0.22 pm;

O meio de cultura completo com soro ser usado por uma semana se conservado a 4 °C.

ii) MCC + Albumax
Pesa-se 10 g de Albumax e adiciona-se aos reagentes usados na preparagio de MCl e

MCC. Neste meio ndo se adiciona soro humano.

7.2.2 Colheita de amostras (P.falciparum)
¢ Informa-se ao paciente que sera necessario uma amostra de sangue para cultura in

vitro de P falciparum e colhe-se duas gotas de sangue por pungio capilar;

Prepara-se ldmina por esfregaco (gota estendida e espessa), cora-se com Giemsa
(vide 6.2.3.1 iii) e observa-se ao microscopio optico com auxilio de éleo de imersdo.
Se o resultado microscopico for positivo a malaria e apresentar uma parasitémia
superior ou igual a trés cruzes (vide tabela | em anexo), entdo consente-se para
colher cerca de 3 ml por pungiio venosa; também lhe é pedida urina para teste de
detecgdo de antimalaricos {Saker-Solomons) (ver 7.2.2.1);

Pede-se ao paciente para estar numa posi¢io comoda, deitado ou sentado, nunca em
pe;

Coloca-se a garrote alguns centimetros acima do cotovelo e pede-se para abrir €
fechar a mio varia vezes para favorecer a dilatagio das veias;

Palpa-se as veias e identifica-se o lugar da pun¢io;

Desinfecta-se a 4rea com algoddo embebido no alcool etilico a 70% e deixa-se secar;
Testa-se a seringa e a agulha por método de aspira¢iio e expira¢io, de modo a
comprovar se o €mbolo ndo fica aderido;

Coloca-se a agulha sobre a veia, um pouco de lado, com o bisel orientado para cima
e introduz-se a agulha sem receios seguindo a direcgio da prépria veia;

Puxa-se o émbolo para tras lentamente, a seringa comega a se encher de sangue até

a quantidade necessaria (3 - Sml);
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* Pede-se ao paciente para abrir a mio, relaxar e tira-se a garrote;
Pde-se um pedago de algodao limpo e seco no lugar da pungio, e retira-se a agulha;
Pede-se ao paciente para manter o algoddo alguns minutos até parar de sangrar;
Tira-se a agulha e deita-se num recipiente contendo hipoclorito de sodio;
Deita-se o sangue num tubo vacuntiner contendo anticoagulante (CPD), deixando-o
escorregar lentamente pelas paredes para ndio provocar hemolise;
Identifica-se a amdstra com um marcador € mexe-se 0 conteudo vérias vezes para
evitar a coagulagio;
Introduz-se num colmam sem gelo e transporta-se imediatamente ao laboratério
(tempo ndo superior a duas horas);
Regista-se a amostra e outros dados relevantes no livro de entrada de amostras (vide

em anexo).

7.2.2.1 Teste de urina para a detec¢fio de antimalarico (Saker-Solmons)
» Explica-se ao paciente como usar o frasco;

¢ Rotula-se o frasco;
Pede-se que o paciente introduza dentro do frasco (5 a 10 ml);
Recolhe-se a amostra para o teste;
Pipeta-se | ml de tampao fosfato a pH 8,0 para um tubo de falcom de 15 ml;
Adiciona-se 0,2 ml de TBPEE;
Dilui-se na solugdo 2 ml de urina a ser testada;
Tapa-se o tubo e agita-se vigorosamente cerca de 15 segundos;
e Deixa-se repousar durante 15 minutos até a formagfo de duas fases;
o Procede-se a leitura dos resultados.
Resultados esperados:
E positivo - se tiver uma cor vermelha pirpura;

E negativo - se tiver uma cor amarela esverdeada.

Nota: o teste ¢ valido para as seguintes drogas: Cloroquina, Quinina, Mefloquina

Pirimetamina e Proguanil.
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7.2.3 Principio da cultura in vitro de P. falciparum

O cultivo in vitro do P.falciparum segundo a técnica descrita por Trager & Jensen (1976)

consiste no estabelecimento ¢ manutengfio do parasita em condigdes favordveis a sua

sobrevivéncia: meio de cultura RPMI 1640, suspensio de eritrécitos 07 a 37°C, em

condi¢des de esterilidade, a uma atmosfera optima.

7.2.3.1 Procedimento

i) Inoculagio

v

v

Abrem-se placas de Petri estéreis de 50 ml de volume, no fluxo laminar, e com um
marcador de ponta fina marca-se a cada placa segundo o tipo de soro suplementado
no MCC,;

Pipeta-se, com pipetas de vidro de Pasteur estéreis, 10 ml de MCC + soro ou
Albumax as respectivas placas. O meio deve ser previamente aquecido durante 10 —
15 minutos;

Pipeta-se eritrocitos do grupo O numa proporgio de 5%, previamente lavados
(duas vezes) com MCI;

Adiciona-se parasitas na densidade apropriada (ndo superior a 1%, preferivelmente
0,1 — 0.5% se pretender obter dois ciclos até a realizagio da subcultura seguinte, ou
entre 0,5 — 1% para um ciclo).

Agita-se lenta e cuidadosamente, de modo a espalhar os parasitas.

Leva-se as placas ao excicador (candle jar) com velas acesas, tapa-se € espera-se
que as velas se apaguem, de modo a que a atmosfera interior seja cerca de 2-3% de
O3 e 3-6% de CO;, e restante para Nitrogénio,

Transfere-se o excicador para a estufa a 37 °C.

Passado 24 horas faz-se a mudan¢a dos respectivos meios de cultura e a leitura de

laminas.

Amilcar Artur Nacima Departamento de Ciéncias Biologicas -UEM 14




Cultura in vitro de Plasmodium falciparum no Laboratério de Biologia Parasitaria do INS

ii) Mudanca de meio
v" Introduz-se 10 mi de MCC + soro ou Albumax em tubos de falcom de 15 ml ¢

aquece-se em banho-maria a 37 °C durante aproximadamente 15 minutos;
Retira-se as placas ao fluxo laminar;
Com uma pipeta de Pasteur de vidro estéril, aspira-se 0 meio de cultura antigo sem
remover os eritrécitos para um recipiente contendo hipoclorito de sodio;
Pipeta-se o0 meio cultura novo para as respectivas placas e agita-se suavemente;
Deita-se duas gotas de sangue na lamina para a observagdo microscopica ¢ devolve-
se ao excicador com velas acesas e posteriormente a estufa a 37 0C.
Faz-se o esfregago (gota espesso e estendido), fixa-se e cora-se com Giemsa (vide
em 7.2.3.1 u1);
Faz-se a caracterizagio das culturas (identificagdo dos estagios presentes,
caracteriza¢do biol6gica, densidade) com objectiva de 100x e éleo de imersio;

Regista-se o0s resultados no livro de controle de amostras inoculadas,

iii) Preparacfio de liminas

» Deita-se duas gotas de sangue (uma para a gota espessa ¢ outra para a estendida);

e Espalha-se 0 sangue com o canto de uma outra ldmina limpa, dando o formato de
um rectingulo ou circulo de, aproximadamente, 1 ¢m;
Para a gota estendida coloca-se o bordo de uma outra lamina um pouco a frente da
gota de sangue, recua-se a lamina até tocar na gota de sangue, deixa-se o sangue
correr ao longo de todo o bordo da lamina e desloca-se para a frente de modo a
espalhar o sangue ao longo de toda a lamina, num movimento firme mais nio
rapido demais. Depois do uso, deita-se (a lamina usada para espalhar) no
hipoclorito de sédio;
Marca-se com um marcador de ponta fina, o nome do laboratério, instituic;ﬁoz n® da
amostra ¢ a data, na extremidade préxima a gota espessa;

Deixa-se secar 20 ar ou na estufa a 37 °C durante 15 minutos;
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Fixa-se mergulhando rapida e cuidadosamente a parte da lamina que tem 0
esfregago com alcool (etilico ou metilico) absoluto (98 — 100%) evitando tocar a
gota espessa;
Coloca-se na prancha de drenagem com a gota espessa para cima de modo que o
alcool ndo possa escorregar sobre ela e deixa-se secar;
Mete-se, as laminas secas, uma a uma numa caixa de coloragio. Coloca-se todas
com sangue no mesmo lado;
Enche-se a caixa com solugdo de Giemsa e deixa-se ficar durante aproximadamente
20 minutos. O enchimento da caixa ¢ feito lenta e cutdadosamente de modo a cobrir
completamente as laminas e evita-se o deslizamento da gota espessa;
Retira-se o Giemsa a um copo e deita-se num frasco e posteriormente € conservado
a2-80C;
Deita-se na caixa agua limpa muito lentamente de modo a retirar a camada
superficial, que contém um precipitado, que podera impedir a observagio das
laminas;
Despeja-se lentamente a 4gua de lavagem,;
Retira-se as laminas, uma a uma, e ¢oloca-se na prancha de secagem,;
¢ Apos a secagem colocam-se as ldminas numa “bandeja” e deita-se 6leo de emerséo;
o Coloca-se a0 microscOpio dptico e faz-se a contagem e caracterizag@o dos parasitas;
Para a determinag@o da parasitémia (em percentagem), calculou-se usando a seguinte

formula:

P (%) =E¢ E * 100

Onde: P - parasitémia
Eo—~ n® de eritrécitos infectados

E —total de eritrécitos
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8. Resultados e discussio
Durante o periodo de estigio foram colhidas 10 amostras, das quais 7 foram inoculadas

porque apresentaram uma parasitémia adequada e as restantes foram descartadas. Cada
uma das 7 amostras era inoculada em condigbes de cultura completamente: MCC
suplementado a Albumax, os outros 4 com tipo de soro (AB, A, B e Q).

Os resultados verificados por cada amostra nas diferentes condigdes sdo apresentados a

seguir, em forma de tabelas.

Tabela 1. Parasitémia de P.falciparum em MCC com soro AB e Albumax

Tipo de Soro Parasitémia (%)

(032)

Dial

Dia 2

Dia3

Dia 4

Dia s

AB

0.5

NSE

NSE

NSE

NSE

Albumax

1.5

1.3

NSE

NSE

NSE

No MCC com soro do tipo AB a parasitémia alcangada foi de 0.5% tendo sobrevivido
cerca de 24 horas, enquanto que, no MCC suplementado com Albumax teve 1.5% ¢ 1.5 %

por cerca de 24 e 48 horas respectivamente, ndo tendo se encontrado nos restantes dias.

Tabela 2. Parasitémia de P falciparum no MCC com soro AB, A, B e O, e Albumax.

Tipo de Soro
(034)

Parasitémia (%)

Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia 5

0.5

NSE

NSE

NSE

NSE

0.1

0.06

NSE

NSE

NSE

0.25

NSE

NSE

NSE

NSE

0.05

0.03

0.01

NSE

NSE

Albumax

0,1

0.08

0.02

0.01

NSE

Os soros AB ¢ B ofereceram uma parasitémia de 0.5% e 0.25% respectivamente num
periodo de 24 horas. O Albumax ofereceu uma de parasitémia decrescente; 0.1%, 0.08%,

0.02, 0.01%.
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Tabela 3. Parasitémia de P falciparum nos soros A, B e O e, em Albumax recente (I) e antigo {II)

Tipo de Soro Parasitémia (%)

(037) Dial | Dia2 {Dia3 |Dia4 Dia § Dia 6
A 0.3 0.1 0.04 0.8 NSE NSE
B 0.28 0.16 0.04 NSE NSE NSE
0 03 0.61 0.075 | NSE NSE NSE
Albumax nove | 0.7 1.1 0.3 0.14 0.04 0.15

Albumax antige | 0.82 0.4 0.08 0.06 0.05 NSE

Nesta experiéncia em consistiu em comparar 0 MCC suplementado a Albumax
recentemente preparado e Albumax antigo obteve-se parasitémia maxima de 1.1 % e 0.82

Y% respectivamente.

Tabela 4. Parasitémia de P.falciparum no MCC adicionado a Albumax.
Amostra Parasitémia (%)

Dia1 Dia3 | Dia4 Dia 5 Dia 6
1.8 . 2.3 1.95 1.18 0.26

1.04 . 2.9 3.21 NSE

1.12 . 0.74 0.43 . 0.16 0.2

22 54 2.73 1.3 0.5 0.06 0.15

Amostras diferentes de P.falciparum foram submetidas a iguais condigdes de
cultura, tendo se verificado parasitémia maxima de 2.3%, 3.21%, 1.12% e 5.4% para

amostra 038, 039, 040 e 041 respectivamente.
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O presente trabalho constatou que as amostras de P falciparum inoculadas em MCC
com soro AB ofereceram uma baixa parasitémia (0.5%) e menor tempo de sobrevivéncia
do P.falciparum.

O menor tempo de sobrevivéncia e baixa parasitémia do P.falciparum no meio de
cultura com soro AB, provavelmente estar relacionado a presenga de factores imunologicos
no soro. Uma vez que, este grupo sanguineo encontra-se em menor frequéncia no pais,
aumentando a probabilidade de se ter usado soro AB altamente imune a malaria.

A baixa parasitémia ¢ a nio sobrevivéncia dos parasitas nos A, B ¢ O podera estar
relacionado a factores como: incompatibilidade dos eritrécitos e presenga de anticorpos no
soro (basco, 2004; Hurd et al., 2003)

Os baixos resultados obtidos das culturas poderdo estar relacionada também a factores
como: a demora das amostras desde a colheita até a inoculagio, a ndo realizagdo de teste de
urina para a detecgiio de antimaldricos nalgumas amostras, a técnica de preparagio das

laminas e ma leitura das ldminas.

9. Perspectiva critica sobre os processos de trabalho da unidade de estagio
No que concerne aos processos de trabalho do LBP, a que referir o néo total cumprimento

normas internacionais. Uma vez que, constatou-se algumas irregularidades como o uso de
amostras colhidas acima do tempo aceitavel, inoculagdo de algumas amostras sem a
realizagdio previa do teste de detecgio de antimaldricos ¢ n3io realizagio de testes de
confirmagdo da ndo imunidade dos soros.

Em relagdo a biosseguranga, constatou-se que 0 LBP ndo dispbe de algum matenal
e equipamentos que garante a seguranga do seu pessoal, como por exemplo tocas e
extintores de gas respectivamente o que periga a saide dos técnicos.

Durante o periodo de estagio, verificou-se falta de meio RPMI durante um més
devido a demora na compra do mesmo, o que causa retardamento nas investigagdes do
P falciparum. A demora deve-se, em muitos casos, ao facto das instituigdes que onde se

efectua a compra demorarem em fazer chegar ao destinatario.
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10. Conclusdes
A variante estagio como trabalho de culminagdo de curso de ciéncias biolégicas, é

de grande relevancia uma vez que este incute no estudante uma nova dindmica no processo
de aprendizagem, permitindo que o mesmo consolide e alie os conhecimentos tedricos
adquiridos durante a formacfio aos conhecimentos praticos. Desta forma, o estudante pode
analisar as diferentes circunstincias negativas da sociedade e através do sinergismo
(teérico-pratica) desenvolver estratégias no sentido de resolvé-las. O mesmo abre uma
visdo critica no estudante, oferecendo conhecimentos sobre a deontologia profissional,
capacidade de trabalhar em equipa e individualmente, criatividade, responsabilidade e
maturidade profissional.

Concluiu-se que os resultados insatisfatérios constatados deveram-se a factores
como: a demora das amostra (desde a colheita até a inoculagdo), a ndo realizagdo de testes
para confirmagio da ndo imunidade do soro, € nalgumas vezes a inoculagdo de amostras de
P.falciparum de pacientes que nio cederam urina para o teste de detecg¢fio de antimalaricos
e a técnica de preparagéo e leitura das laminas.

Os objectivos tracados para o estigio foram alcangados, uma vez que, no fim do
periodo de estagio o estudante adquiriu conhecimentos praticos ¢ desenvolveu habilidades

na técnica de cultivo in vitro de P falciparum aplicadas no LBP.

11. Recomendacdes
No que concemne aos reagentes, recomenda-se aos responsaveis do LBP que faga uma

melhor gestdo dos reagentes de modo a evitar que haja rotura de stock, o que faz com que
as investigagdes retardem.

Pelo facto dos resultados das culturas serem influenciados por varios factores,
recomenda-se que se melhore o procedimento tanto de colheita de amostra de sangue
positivo a P.falciparum, para que ndo se inocule amostras de pacientes que primeiro se
tenha realizado o teste de detecgdio de antimalaricos e que se fagam testes para a
confirmagdo da nfio imunidade do soro, para permitir que haja uma melhor discussdo em

caso de insucesso das culturas.
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Recomenda-se ao laboratorio que melhore o nivel de biosseguranga dos seus funciondrios,

fornecendo tocas, extintor de gas e material de primeiros socorros.

Recomenda-se a direcgdo do INS para aumentar o pessoal técnico especializado, de modo
que, se possa trabalhar em turnos, por que o processo de trabalho € longo e cansativo, isto
faz com que os técnicos trabalhem a correrias o que pode influenciar negativamente nos

resultados, exemplo a ma leitura das laminas.
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Tabela 1. Resultado do diagndstico de maléria
Simbolo Significado

NSE 0 Parasitas em 100 campos

1+ ou+ 1-10 Parasitas em 100 campos

2+ ou++ 10-100 Parasitas em 100 campos

3+ ou +++ 1-10 Parasitas por campo

4+ ou +++ 10-100 Parasitas por campo

5+ ou +H++ 100 Parasitas por campo

Folha de registos de dados de amostra
1. Participanten’;
Data: _ / [/
Local de Colheita:
Residéncia:
Ultima vez em que esteve de malaria: Data: __ / / ;semana ___ ;meses

Tratamento (medicamento que tomou):

Teste de urina: Saker-Solmons __ Lignina___ urina ndo colhida ___

Aceitar amostra rejeitar

e T AT L e o

Espécie de Plasmodium identificada
10. Densidade parasitaria : (%)

11. Hora de inoculagio
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