SENSIBILIDADE DAS FORMAS ERITROCITICAS DO PLASMODIUM
FALCIPARUM A CLOROQUINA, DETECTADA PELO METORO IN VITRO
EM DIVERSAS LOCALIDADES DA AMAZONIA BRASILEIRA ( *)

Summary

The prevalence of chlioroquine-resistant
Plasmodium falciparum malaria isolated from
39 individuals living in 16 localities in the Bra-
zilian Armazon was determined. Dafibrinated
blood samples from each patient were placed
in vials containing a 0.5% solution of glucose
with or without chloroguine and incubatad in
a constant temperature chamber at 39-400C.
After a 24 h incubation period, P, faleiparum
1rophozoites developed to schizonts in contro!
vials {without chloroquine} and in 100%;
87.1%; 28.2%, 15.3% and 7.6% of cultre
samples coataiming G0 1.0; 2.0; 3.0 and 4.0
nanomols of chloroquine/ml of blood, respec-
tively. Resistant P, falesparum strains were
found in all iocations studied indicating a broad
distribution of chloroquine resistant falciparum
malaria in the Amazon basin.

Resumo

Determinou-se a prevaléncia de cepas de
Plasmodium falciparum resistentas a cloroguina
em 39 amostras de individuos vivendo em 16
localidades da amazbnia brasileira, A amostra de
sangue abtida de cada paciente foi defibrinada,
colocada em pequenos vidros contendo uma so-
lucdo de glicose a 0,5% com ou sem cioroguing
e incubada durante 24 horas em estufa a tempe-
ratura constante de 39-400C sem agitagdo. A
sensibilidade do parasita in vitro para cinco di-
farentes concentracdes de cloroquina fai deter-
minada. Apds 24 horas de incubacdo os trofo-
20itos de P. falciparum evoluiram para esqui-
zontes em praticamente todas as culturas con-
troles {sem presenca de drogal assim como em
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100%; 87,1%; 28.2%; 15,3% e 7,6%., respscti-
vamanTe, nas culturas cantendo .0,5:1,0,2,0.308
4,0 panumoles de cloroguina/mi de sangue. Ce-
pas de P. falciparum resistentes foram encontra-
das em todas as 16 localidades estudadas, indi-
cando que a resisténcia a cloroquina pelo P.
faleiparum asta largamente distribuida na bacia
amazdnica,

INFRODUCAQ

Na auséncia de uma vacina satisfa-
toria para malaria humana, a quimioprofi-
laxia e quimioterapia sdo os Unicos meios
efetivos no combate a infecgdo por plas-
modios. Conseguentemente, o desenvolvi-
mento de Tormas resistentes dos parasitas
da malaria aos quimioterapicos vern ofere-
cendo um sério obstaculo ao combate e
controle desta protozoose.

A resisténcia do Plasmodium falci-
parum as cloroguinas foi mencionada pela
primeira vez em 1960 na Venezuela (Ma-
berti, 1960). Todavia foram Moore & La-
nier, no ano seguinte, gue descreveram o
primeiro insucesso do tratamento de um
caso de malaria falciparum do Vale da
Magdalena na Coldmbia (Moore & Lanier,
1961). Posteriormente, cepas resistentes
de P. falciparum foram descritas em prati-
camente todas as areas malarigenas do
globo, principalmente na América do Sui
(Box et al., 1963, Rieckmann et al.,1971;
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Ferraroni et al.,, 1977; Ferraroni & Hayes,
1979a); b) na Asia (Contaces et al., 1963;
Clyde et al., 1971) e recentemente na
Africa (Simpson & Williams, 1978; Wolfe
& Hudlerton, 1979; Nguyen-Dinh & Tra-
ger, 1980).

Resisténcia do P. falciparum 2z ou-
tras drogas também foi assinafada, e mes-
mo resisténcia a combinagdes de drogas
tém sido descritas {Rumans et al., 1979;
Darlow et al., 1980; Markwaldes & Meyer
1982). Recentemente, foi descrita uma
cepa de P. falciparum que ndo respondeu
ao tratamento com cinco drogas antima-
laricas simultaneamente [(Ferraroni et
al., 1983). Mesmo as novas drogas anti-
maldricas sintetizadas mais recentemen-
te, como a mefloquina {Trenholme et al.,
1975), tém evidenciado que o fendomenao
da resisténcia ird ocorrer da mesma ma-
neira que nas drogas anteriormente cita-
das, mesmo porque, ja foi descrita resis-
téncia do Plasmodium berghei a mefloqui-
na {Richie & Peters, 1980).

Em estudos preliminares tivemos a
oportunidade de verificar que a prevalén-
cia de cepas de P. falciparum resistentes
a cloroquina € relativamente alta no Esta-
do do Amazonas, em torno de 80% (Fer-
raroni et al., 1977).

MATERIAL E METCDOS

O estudo foi realizado na cidade de
Manaus, Amazonas, nos anos de 1977-78.
O sangue infectado foi cbtido de pacien-
tes portadores de P, falciparum, atendidos
no ambulatorio do Hospital de Moléstias
Tropicais de Manaus. As 48 amostras fo-
ram escothidas ao acaso, e somente paci-
entes com alta parasitemia e gue nos in-
formavam ndo baver ingerido nenhuma
medicagdo nos prévios 15 dias, fizeram
parte do estudo.

0 método usado para a detecgdo
de sensibilidade do parasita a cloroguina
in vitro, foi baseado naquele descrito por
Rieckmann et al. (1968}, o qual envolve
o seguinte: (1} Uma amostra de sangue

814 —

venoso (aproximadamente 12 ml) era
obtido por pungdo venosa do paciente
infectado com P. falciparum. Um esfre-
gaco de sangue em !amina era realizado
neste momento, para verificar a parasi-
temia e esta lamina servia de controle;
(2}, O sangue era transferido imediata-
mente para um frasce de Erienmeyer de
25,0 ml de capacidade contendo no inte-
rior esferas de vidro de 4 mm de diame-
tro; (3) Procedia-se a defiblinagdo do san-
gue executando movimentos de rotagdo
do frasco por um periodo de 5—10 minu-
tos; (4) Aliquotas de sangue de 1,0 ml
eram colocadas em frascos de vidro de
5 ml de capacidade, com tampa de bhor-
racha, Estes frascos eram previamente
preparados e continham 5 mg de glicose
lglicose hipertonica a 50%, laboratorio
de Braun, R.J.) e diclaridrato de cloro-
quina, {aralen, Laboratério Winthrop,
R.J.}, nas seguintes concentragGes, 05
1.0 -. 20 — 3,0 e 4,0 nanomoles da
droga (1,0 nmol =0,320 j4g de cloroguina
base); (S) os frascos eram agitados com
maovimentos brandos para homogeneiza-
¢do da droga com os constituintes sangui-
neos e colocados em estufa por um
perfodo de 24 horas a 39-400C.; {6)
Apbs a incubagdo os frascos eram agita-
dos levermente, para ressuspender as he-
maceas no plasma. Esfregaco e gota espes-
sa de sangue eram preparados do controle
e de cada diluicdo da droga, os quais eram
corados pelo método de Giemsa, de acor-
do com o$ padrdes da Organizagdo Mun-
dial de Sadde (1975}, e observados a luz
de microscopio comum com aumento de
1000 X.

A maturagdo do parasita in vitro é
inibida pela a¢do da cloroquina. A exten-
sdo dessa inibigdo podeser comparadacom
o grau de maturacdo nas amostras contro-
les @ nas amostras contendo as diferentes
concentracfes da droga.

Rieckmann et al. (1968) mostraram
que a percentagem de trofozoitos que
evoluiram para esquizontes contendo
mais de dois nucleos fornecem um ponto
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basico para verificagdo da manutengio do
parasita, ¢ gual pode ser usado para dife-
renciar as cepas sensiveis das resistentes.
Os resultados sdo baseados na percenta-
gem de parasitas que passam {evoluem) de
trofozoitos para esquizontes, quando veri-
ficadas em preparacdes coradas e observa-
das ao microscopro comum. O numero de
esquizontes € contadec nas laminas
contendo as diversas diliuicGes da droga, e
comparado com o namero obtido nos
controles, sendo ¢ resultado final expres-
SO em porcentagem ou numero de parasi-
tas em cada amostra. E usual contar-se o
numero de esquizontes desenvolvidos em
200 parasitas por 1amina.

As amostras foram obtidas das se-
guintes-localidades segundo a informacéio
dos pacientes: BR-174 (Km 300, 400 e
700), Altamira, Barcelos, Boa Vista, Boca
do Acre, Coari, Cruzeiro do Sul, Humaita,
|l abrea, Manacapurd, Maraba, Maués, Por-
ta Velho e Rio Branco (Tabela 2).

RESULTADOS

Com raras excegoes, todas os parasi-
tas na forma assexuada, antes da incuba-
¢do, apresentavam-se na forma de trofo-
zoitos. Durante a incubacdo das amostras
de sangue controles, o nimero total de
parasitas ndo scfreu diferengas significati-
vas, tendo, as formas assexuadas, apds a
incubacdo se desenvolvide em esquizon-
1es, de aparéncia normal.

A percentagem dos parasitas asse-
xuados que sofreram maturacdo para es-
quizontes, contendo mais de dois nucleos,
foi haseada come ponto de sgparacdo e
indicac§o para a contagemn guantitativa e
maturidade dos parasitas. Quando trofo-
Zoitos jovens apresentavam-se em grande
namero, antes da incubacio, eles geral-
mente s¢  desenvolviam para trofezoi-
10s madures nas amostras controles. G
aparecimento de esquizontes estava usual-
rmente cortelacionado com a nresenca ini-
cial de trefozaitos maduros.

)

A figura 1 mostra as localidades de
origem das amostras e/ou o local onde
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supostamente o pasiente foi infectado. &
tabela 1 enfoca, em detalhe, o compare:
mento das 39 amostras resistentes 3scic
roqguinas, com & nUmerc total e narce ia:
gens de parasitas na forma assexuada .
nas diterentes concentragdes da droga. A
tahela 2 mostra o nimero ¢ percentagem
por sexo dos pacientes portadures de e
pas de P. falciparum resistentes e as res
pectivas tocalidades na amazonia brasiie
ra. O nimerc de parasitas na forma asse
xuara, antes da incubagdo variou de
1,900 a 37.100 por mi de serque. Das 48
amostras de P. falciparum examinadas pa
ra resisténcia a clotoquina 39 mastra-
ram-se resistentes e Y sensiveis a agac da
droga, de acordo com a definicdo estabe
lecida por Rieckmann {1980).

Verificou-se gque uma grande per
centagem dos pacientes apresentaram in-
fecgbes resistentes ds concentragdes iguals
ou superiores a 0,5 nmol (87,1%) ¢
apenas /0% foram resistentes as concen
tracoes de 4,0 nmaol de cloroguina/m! de
sangue. As localidades proximas as estra-
das BR-319 apresentaram uma maiat por-
centagem de infeccoes por cepas resisten
tes (Fig. 1 e Tabela 2). O fato de que o
maior numero de infec¢des tenha ocarri-
do em pacientes do sexo masculino, em-
bora a escolha tenha sido ao acaso, é dis-
cutido com detalhe em Ferrargni &
Haves, {1979).

Todas as amostras obtidas da BR
174, Km 300 e 700, Altamira, Boa Vista,
Coari, Cruzeiro do Sul, Maués e Porto Ve-
iho foram resistentes {Tabela 2).

DISCUSSAQ

A resisténcia a drogas pelos parasi-
tas da maldaria pode ser determinada expe-
rimentalmente por métodos in vivo e in
vitro. Os testes in vitro, provavelments
sac mals seguros na detecgdo de cepas de
pargsitas resistentes, uma vez gue nao
apresentam certas dificuldades encontra-
das nas testes in vivo.

Estas dificuldades podem ser ex-
pressadas por: problemas de absorgdo da
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droga, infecgdes concomitantes com dife-
rentes espécies ou mesmo cepas de plas-
médios, variabilidade das respostas imu-
nes do paciente frente ao protozoario,
concentracdo critica da drega no plasma.
Recentemente a macrotécnica foi substi-
tuida por uma microtécnica implementa-
da por Rieckmann {1978).

A maioria dos estudos scbre resis-
téncia de P. falciparum as cloroguinas na

Amazonia tem sido descritos utilizando o
teste in vivo. Trés estudos com pacientes

do Estado do Amazonas, Mato Grosso e
Territdrio Federal de Raraima (Ferraroni
et al., 1977, Rieckmann & Lopez-Antu-
nano, 1871; Lopez-Antunano & Werns-
dorfer, 1979} foram realizados com o tes-
te in vitro.

Os estudos realizados em Mato
Grosso {Rieckmann & Lopez-Antunano,
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Fig. 1 — Localidades aproximadas onde cepas de Plasmoduim falciparum
resistentes as cloroguinas, tém sido identificadas na Amazonia, antes e
depois de 1978
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1971} mostraram que 93% dos pacientes
eram portagores de cepas de p. falcipa-
rum que exibia algum grau de resisténcia
a cloroquina, uma ves que ndo responde-
ram satisfatariamente as doses padrédo de
cloroquina administradas oralmente (26
my/Kg pesol. Com relagdo ao teste in
vitrg estes autores encontraram 23% de
cepas de P. falciparum resistentes a con-
centracdo de 2,5 nanomoles de cloroqui-
na/mi de sangue. Nossos resultados foram
similares aos dos autores acima menciona-
dos.

Fig. 2 — Sensibilidade in vitro s vd-
rias concentragfes de clorogquina nas
48 amostras estudadas

Segundc Rieckmann, a presenca de
esquizontes na coneentracic de 1,0 nano-
mol de cloroguina por mi de sangue € a
melhor indicacdo da resisténcia da cepa
de P. falciparum, pois aproxima-se das do-
ses padroes usadas normalmente nos es-
quemas de tratamento  (Rieckmann,
1980).

Neste estudo, apesar da diversidade
de origem dos pacientes, a porcentagem
das amostras resistentes a droga permane-
ceram similar a anteriormente obtida
81,8% (Ferraroni et al.,, 1977} Com esses
dados poede-se afirmar com certa seguran-
ca, quie a percentagem de cepas de P, fal-
ciparum resistentes a cloroquina na Ama-

Sensibilidade das formas. ..

zOnia @ relativamente alta. Este fato deve
ser levado em serio, por todo profissionat
de salde, atuando na area, frente a3 um
paciente portador de infeccdo malarica
por P. faleiparum, sobretudo naqueles
casos de alta parasitemia, onde o fator
tempeo sera critico havendo necessidade
da utifizacdo de uma medicacdo alternats-
va.

Os autores gostariam de chamar aten
cdo das autoridades em Sadde Publica, pa
ra a cautela no uso indiscriminado dos de-
rivados das 4-amincquinoleinas e a necesst-
dade urgente da criagdo de um laborato-
rio para testar in vitro, as cepas de P. fal-
ciparum, antes de iniciar a terapeutica,
dado que o fendmeno da resisténcia pode
ocorrer também com as outras drogas an-
timaléricas.

O tuturo desenvolvimento econeG-
mico da amazonia brasileira esta na de-
pendéncia de um controle efetivo da in-
feccdo malarica humana. Uma ves gue 2
resisténcia a cloroquina- pelos plasmadios
parece resultar de selegdo de mutante re
sistente de uma cepa soh pressdo da dro-
ga {Peters, 1969); a administracdo de anti
malaricos em grandes quantidades sem
uma cuidadosa supervisio nao deve ser
considerado um metodo efetivo para o
controle da maléaria humana.
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TABELA 1. FEfeitos das diferentes concentracOes de Cloroguina na matu-
racio das formas assexuadas do Plasmodium falciparum in
vitro em todas amostras que continham cepas resistentes

Mimeros de csquirontes nas dife.

No do Idade Porasitas por mm3i Numere de es- rentes  concentragées da  droga,
Amostra e de sangue, antes da zuntes apes a nmuls/’S/mI de sangue *
Sexo incubagde incuboagag

(Controles)
0,5 1.0 2,0 30 4,0

01 33 M 3.400 60 49 11 7 - =
02 26 M 5.200 63 35 18 S —
03 27 M 8.100 66 45 30 19 a 3
04 29 M 1.900 48 24 § = — —
05 03 F 8.700 83 64 17 - -
06 17 F 3.800 23 w - - - =
o7 20 M 2.100 47 31 18 0 6 —
08 19 M 3.700 53 372 15 13 9
09 10 M 4 200 52 38 13 - — =
10 23 M 2.400 24 13 1 S —
11 29 M 15.400 59 26 15 3 —

12 20 M 5.000 21 7 1 _ = =
13 21 M 7.200 46 31 20 4 - —
14 27 P 4.100 T4 51 33 10 - —
15 23 M 4000 47 23 P - - -
16 14 F 37.100 41 o8 - - _
17 26 M 7 600 k] KA : S
18 35 M 2.300 27 23 nw - - =
19 28 F 9 100 67 4 18 = - =
20 21 M 7.100 28 19 12 - = —
21 18 F 11400 13 15 5 0 — = —
22 17T M 31,000 28 20 — —
23 18 F 7.200 23 a0 17 9 - -
24 25 M 5 000 a1 4 - - - -
25 20 M 18,000 19 18 S —
26 21 M 1.900 51 39 6 - - —
27 17T M 10.500 60 33 7 - = =
28 19 M 4.000 41 25 2 - = -
29 2 F 6.000 13 14 5 — —
30 13 F 32.200 28 25 18 13 5 11
31 23 F 7.500 75 47 16 —

32 17T M 2700 39 16 7 - -
33 52 M 6.300 18 15 1 —

34 30 M 5.100 30 2218 12 1 —
35 31 M 4,400 46 a0 22 g —
36 43 M 8.300 35 17 e e ——
R 56 M 13.200 37 22 :
38 53 M 8 800 13 10 4 o e
39 20 M 6.700 24 12 10 _ _ _

(o — 10 omen 0,320 49 de C.oroguirg ase
(ﬁ) — 20
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