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CARACTERIZACAO DE CEPAS DE PLASMODIUM FALCIPARUM DO ESTADO DE
RONDGNIA, BRASIL, UTILIZANDO MICROTESTES DE SENSIBILIDADE AOQS
ANTIMALARICOS, TIPIFICAGAO ENZIMATICA E ANTICORPOS MONQGLONAIS

8. M. DI SANTI (1}, M. BOULOS (1), M. A. VASCONCELOS (2), S. OLIVEIRA (2),
A. COUTO (2) & V. E. ROSARIO (3)

RESUMO

Nove amostras de Plasmodium faleiparum foram coletadas de migrantes in-
fectados no Estado de Ronddnia. Estas amostras foram mantidas em cultivo para
caracterizacho por tipificacfio enzimdtica em acetato de celulose, sensibilidade &
cloroguina, amodiaquina, meflogquina e quinino e andlise da diversidade antigé-
nica através de anticorpes monoclonais especificos.

Os resultados obtidos mostraram variacio entre todas as amostiras estuda-
das: encontrou-se resisténcia crescente a cloroquina, resisténcia intermedidria
amodiaquina e quinino e sensibilidade a baixos niveis de mefloquina; apenas dois
isolados mostraram sensibilidade a todas as drogas. A tipificacio enzimdtica mos-
trou presenca de parasitas GPI 1 e 2 e ADA 1 e 2, enqguanto gue para PEP e LDH
todas as amostras foram do tipo 1. Sorotipagem com anticorpos monoclonais PSA
mostrou presenca de trés sorotipos diferentes (II, III e IV). Estes resultados mos--
fraram: a) variacio enfre as amostras para os marcadores analisados; b) nesta
regidio, para 0 pequeno mimero de amostras analisadas, nio foram observadas di-

ferencas significativas ou nnvos tipos de parasitas.

UNITERMOS: Mal4aria; Caracterizacio de cepas; P. falciparum.

INTRODUCAO

A incidéncia da maldria vem aumentando
de forma alarmante no pais, sobretudo nos 1il-
timos anos. Em 1985 foram notificados 400.000
casos no Brasil, sendo 98% destes da Regiio
Amazodnica e mais de 40% do Estado de Ron-
donia. Foi em Ronddnia que, em 1963 1, apés
Colémbia ¥, observou-se resisténcia a cloroqui-
na pela primeira vez no Brasil, e por esta razio
esta regifio € de grande importancia. Desconhe-
ce-se se esta resisténcia foi importada de ou-
tro pais ou se foi originada no préprio local

Hoje considera-se controverso o processo des-
crito por PINQTTT (1954) !, que utilizou o sal
cloroquinado pars uso profildtico na regido. Tal
medida pode ter sido o agente seletivo sobre
0s parasitas resistentes, gue na presenca de uma.
pressio permanente desfavordvel aos parasitas
sensiveis, teriam predomindncia na transmisséo,
com consequente persisténcia na drea. A descri-
cdo historica da resisténciaz & cloroquina € re-
vista por PETERS ' e pela Organizacio Mun.
dial de Satide 2,
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O estudo das caracteristicas dos parasitas
em diferentes regies constitui-se de meta fun.
damental para a adogio de medidas eficazes
conira o generalizado fendmeno da resisténcia
a0os medicamentos. Trabalhos anteriores 413.2
descreveram um grande niimero de amostras de
Plasmodium falciparum da Regific Amazénica
Brasileira, mas nfo incluiram uma amostragsm
mais significativa de Rondénia.

MATERIAL E METODOS

A nomenclatura, origem e histéria das
amostras ¢ apresentada a seguir:

8-60/85, N.S.Z., masculino, 41 anos, infectado
em Guajard-Mirim; sangue coletado em setem-
bro de 1985, com parasitemia de 46.850/mms3.
Descongelada em novembro de 1985 para culti.
vo e caracterizacio.

5-84/85, J.A.P.V., masculino, 33 anos, infecta-
do junto & fronteira com o Acre. Amostra com
135.000/mm?, coletada em outubro de 1985 e
criopreservada. Desecngelada em novembro de
1985 para cultivo e earacterizagio.

5-87/85, O.F. 8., masculino, 53 anos, infectado
em Costa Marques; anteriormente tratado com
cloroquina e sulfapirimetamina; arnostra de
sangue coletada e eriopreservada em novembro
de 1985, com parasitemia de 61.440/mms3; des.
congelada em novembro de 1985, para cultive
e caracterizacao.

S-91/85, J.P.8., masculino, 23 anos, infectado
em Costa Marques; anteriormente tratado com
cloroquina; amostra coletada em novembro de
1985, com parasitemis de 10.500/mm3,

5-92/85, V.G.F., masculino, 49 anos, infectado
em Ouro Preto d’'Oeste; tratado anteriormente
com quinino, sulfa-pirimetaming e clindamicina;
amostra coletada em novembro de 1985, com
parasifemia de 34.320/mm3.

S5-93/85, V.G P., masculino, 35 anos, infectado
em GuajardMirim: tratado anteriormente com
sulfa-pirimetamina; amostra coletada em no-
vernbro de 1985, com parasitemia de 32.040/mm3.

$5-94/85, R.S.B., masculino, 17 anos, infectado
em Porto Velho; parasitemia de 8.400/mm3.

895/85, J.A.P., masculino, 30 anos, infectado
em Guajarad-Mirim; parasitemia de 13.200/mm>.

597/85, S.B.S., masculino, 26 anos, infectado
emn Guajara-Mirim; tratado anteriormente com
quinine e cloroquina; amostra com parasitemia
de 12.040/mm?3.

Todas as amostras foram mantidas em cul-
tivo até a caracterizacdo. O cultivo continuo, a
criopréservagiio e 0 descongelamento das amos-
tras foram realizados de acordo com trabalhos
anteriormente descritos 6.8,

MICROTESTES DE SENSIBILIDADE: es-
tes testes, baseados nos trabalhos de RIECK-
MANN e colaboradores 2 ¢ LOPEZ-ANTUNANO
¢ WERNSDORFER/, foram efetuados para cloro-
quina, mefloguina, amodiaquina e quinino. De-
vido ao fato de os testes terem sido realizados
com parasitas ohbtidos a partir de cultivo conti-
nuo, as amostras foram diluidas para reducdo
da parasitemia a 1%.

Foram utilizadas placas de fundo chato, co-
locando-se 100 microlitros de cada diluicio da
droga (duplicado) e 10 microlitros de sangue
parasitado, a um hematdcrito de 50%, em cada
um dos orificios. As diluigBes utilizadas foram
as seguintes:

a) cloroguina: 1; 2; 4; 6; B; 16 e 32x10SM

b) mefloguina: 05; 1; 2;: 4; 6: 8 e 16%10°M

¢) amodiaguina: 0.25; 0.5; 1; 2; 4; 8 e 16x10M

a) quinino: 3.9; 7.8; 158; 3125; 625: 125 e
250x10-SM

ANALISE ENZIMATICA: utilizou.se o sis-
tema de eletroforese em placas de acetato de
celulose para tipagem dos parasitas, obtidos por
lise em saponina, de acordo com a técnica de
CARTER e VOLLER 2, Foram estudadas as en-
zimas glicose fosfato isomerase (GPI), adenosi-
na deaminase (ADA), lactato desidrogenase
(LDH) e peptidase E (PEP). A descrigio dos
tampdes e as condigbes da eletroforese estiio
presentes no trabalho de COUTO e colaborado-
res? e trabalhos para referéncia comparativa
sdo descritos por CARTER & VOLLER 2, THAI-
THONG 16, THAITHONG e colaboradores! e
‘WALLIKER 2.

ANALISE, DA DIVERSIDADE ANTIGENI-
CA: para estes estudos, utilizaram-se 15 anticor-
bos monoclonais cedides por Jana McBride
{Universidade de Edimburgo, Departamento de
Zoologia). Estes anticorpos foram produzidos
em camundongos, utilizando-se duas amostras
de Plasmeodium falciparum (X1 e PB1). Hibri
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domas com producido de anticorpes foram clo-
nados e 0s sobrenadantes utilizados para tipar
os parasitasé®. Todos os anticorpos reagem
com antipenos expressos por esquizonies ou
merozoitas. Cultivos com presenca de parasitas
em suas diversas fases de evolugio (exceto ga-
metdeitos), foram lavados com meio de cultura
RPMI 1640 e golas espessas foram realizadas
em laminas para imunoflorescéncia, sendo en-
tdo estocadas a -20°C. No momento da utilizacio
dos anticorpos monoclonais, segundo diluicbes
padronizadas ‘por McBRIDE e colaboradores 3,
as laminas foram descongeladas e desemoglobi-
nizadas com PBS pH 7.3, Colocaram-se 10 mi-
crolitros de cada anticorpo monoclonal sobre

o antigeno, incubando-se em cémara dmida por
30 minutos, seguindo-se de 2 lavagens de 5 mi-
nutos com PBS. Adicionaram-se 10 microlitros
de imunoglobulina anti-camundongo conjugada.
com isotiocianato de filuoresceina diluido em
PBS e Azul de Evans a 0.01%, com nova incuba-
cio. ApGs lavagem final as laminas foram mon-
tadas em glicerol a 50% em PBS e observadas
em microscopio de fluorescéncia.

RESULTADOS

Os resultados obtidos estfio apresentados
nas tabelas I, II, 111 e IV.

TABELA I

<Caracterizagio de cepas de Plasmodium falciparum do Estado de Rond6nia, Brasil. Microtestes de sensibilidade aos
anti-maldricos
‘Wimero da Parasitemia Cloroguina Mefloguina Amodiaguina Quinino-
cepa inicial (%)* MIC Y MIC ** MIC** MIC**
S-60/85 0,3 6,0 0,5 T 20 31,25
5-87/85 0,5 16,0 1.0 10 31,25
5-91/85 0.8 18,0 1,0 1,0 31,25
S5-92/85 1,0 16,0 1,0 10 15,6
8-93/85 048 16,0 0,5 0,25 . -31,25
S-94/85 0.3 6.0 05 02 ) .8
5.95/85 05 4,0 0.5 "0z Y
S-97/85 0.8 6,0 05 05 ' 31,25
Controle :
Clone IEC-
132/83 C 2,9 8,0 1,0 1,0 3,25

* Parasitemia inicial de material de cultivo continuo.

** Concentragio minima inibitdria, expressa em x10- Molar.

TABELAII
Caracterizagiio de cepas de Plasmodium falciparum do
Estado de Rondfnia, Brasil
Caracterizacio enzimndtica

Nimero da cepa Enzimas
GPI ADA LDH PEP

5-60/85 1 1 1 i
5-84/85 2 2 1 —_
8-87/85 1 - 1 1
5-91/85 2 — 1 1
5-92/85 1 1 1 —
5-93/85 2 —_— 1 1
5-94/85 1 2 1 1
5-85/85 1 2 1 1
&-97/85 2 2 1 1
Controle

Clone 1EC

132/83 € 2 2 — 1
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MICROTESTES DE SENSIBILIDADE (Ta-.
bela I): estes resulfados confirmam dados an-
teriores de generalizada resisténcia & cloroqui-
na, sensibilidade a meflogquinga e média resis
téncia ao quinino e amodiaquina. Apenas as.
amostras S-94/85 e 5-95/85 apresentaram no seu
conjunto uma maior sensibilidade a todas as
drogas.

TIPAGEM ENZIMATICA (Tabela II): esta.
anidlise mostrou uma grande variacio entre as
amostras estudadas, sobretudo para GPI e ADA.
Todas as amosiras sio do tipo LDH 1 e PEP 1

DIVERSIDADE ANTIGENICA (Tabelas IIT
e IV): os estudos mostraram surpreendente va-
riacdo para a pequena amostragem estudada. De
acordo com WALLIKER, D, (comunicacic pes-
soal) estes anticorpos podem ser distribuidos
em serotipog para o denominado “polymorphic
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TABELA III

Caracterizagio de cepas de Plasmodium falciparum do Estado de Rondfnia, Brasil.

Anticorpos monockonais

Cepa

Antic, 5-60/85 5-87/85

monoclonal

5-91/85

5-92/85 5-93/85 5-94/85 5.97/85

9,8-4-4-1
12,4.3-3
6,1-1-3
7.3-7
7,6-2
9,2-6-2
10,3-2
9,5-1-5
12,1.5-4
12,2-1-1
13,2-3
12,3-2-2
12,5.1-2
12,7-1-2-4
9.4-3-5
Cantrole
negativo — —_ —

[ ++
[ ++

!
H

[+
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[++++ |
[+ i 44+ ++
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TABELA IV .
Caracterizagio de cepas de Plasmodinm falciparum do Estado de Rond6nia, Brasil. Diversidade antigénica

Cepa
Antic.
moneclenal

5.60/85 S-87/85

5-01/85

5-92/85 5-93/85 5-94/85 5-97/85

Grupo PSa
6,1/1,3/7.6
8,2/10,3

8,5

12,2

12,1
Serotipo
13,2

PH+ | +4
HE (++ |
gl 41+1

!

9.8
12,4

++
++

12,3/12,5/12,7
9,4

[+ 4+

+ [

| ++ 1
+ | ++ 1
I ++ 1

|
++ | B
++ 1H

I
!

|
|
LR A AR T

I+ ++

schizont antigen” (PSA). Segundo McBRIDE e
cold existem sete combinagées distintas (seroti-
pos 1 a VII) de especificidades do parasita reco-
nhecidas por nove anticorpos monoclonais. O se-
rotipo 1 apresenta reagio positiva com os anti-
corpos 6.1, 7.3 e 7.6 e negativa com 9.2, 9.7, 10.3,
95, 122 e 121. Os serotipos II a VII n#o
apresentam as especificidades do tipo I, mas
compartilham os determinantes definidos pelos
anticorpos 9.2, 9.7 ¢ 10.3. Os serotipos IT e TII
reagem com o anticorpo 9.5, mas nio com o
12.2, e podem ser diferenciados, respectivamen-
te, por reacio negativa e positiva com o anti-
corpo monoclonal 12,1, Os serotipos IV e V

sho positivos para o anticorpo 12.1 e negativos
para 9.5 e podem ser diferenciados um do ou-
tro pela reatividade com o 12.1. Serotipos VI
e VII s&o negativos ou positivos, respectivamen.
te, com o anticorpo 12.1 e negafivos com o
9.5, Além disso, reagem fracamente com o
12.2. No Brasil, neste presente estudo, foram
encontrados os serotipos II, IIY e IV (Tabela

Iv).
DISCUSSAO E CONCLUSOES

Este estudo, embora com pegueno mimero
de amostras, confirma a grande variedade de
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fendtipos encontrados para os marcadores estu-
dados e este tipo de resultado tem sido obser-

vado em todos os estudos anteriores ji publi- .

cados.,

Apesar de hoje ser esta regido uma drea de
elevado movimento migratério, eom possivel in-
trodugio de cepas de Plasmodium falciparnm
de estados vizinhos, € importante o conhecimen-
- to das caracteristicas dos parasitas. Um dado
de interesse para a andlise deste estudo é o fa-
cil acesso dos doenies a drogas para auto-me-
dicagio, com excecdo da primaquina, controla-
da por autoridades sanitdrias; por esta razdo
deve existir nesta e em outras regides, uma per-
manente pressio seletiva de medicamentos an-
timaldricos, cuja dosagem efetiva & colocada
em duvida.

A dosagem mais elevada para cloroquina
nos testes de sensibilidade € de 16x108M e sur-
Ppreendeu-nos ndo encontrar amostras resisten-
tes a dosagens mais elevadas, bem como encon-
trarmos amostras sensiveis. Os testes de sen-
sibilidade mostram a perspectiva do nivel de
Tesisténcia in vitro e talvez in vivo, visto que se-
gundo WEBSTER e colaboradores 2, é possivel
a2 correlagiio entre os dois niveis.

Os resultados de tipagem enzimdtica nso
mostraram presenga de novos tipes enzimati-
€05 ¢ a andlise da diversidade antigénica com-
Pprovou elevada variacdo enire as amostras.

Nesta fase, em gue mais de trés centenas
de amostras foram analisadas por diveisos £TU.
Ppos em vdarios paises, torna-se importante ini-
ciarem-se novos estudos para melhor analisar
e avaliar uma determinada regifio no que diz
respeito & caracterizacio de Plasmodium falei.
Pparum: estudos de fragmentacfio eromossémi-
ca por elefroforese de pulso 3™, utilizacio de
“probes” para andlise de decidos nucleicos’ e ans-
lise proteiea pela eletroforese e “screening” hi-
dimensional 15, dirfio mais sobre a variacio en-
tre o3 mesmos. Ainda, a producio de gameid-
citos para completar a cadeia de transmissio e
‘permitir o estudo da relacdo da resisténcia as
drogas e a capacidade de transmissiéo pelo ve-
tor, sdo estudos importantes a serem realiza-
dos por grupos de pesquisa.
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SUMMARY

Characterization of Plasmodium falciparum iso-
lates from Ronddnia State, Brazil, by drug sus-
ceplibility, enzyme typing and meonoeclonal

antibodies.

Nine samples of Plasmodium falciparum
were collected from migrant workers who were
infected in the State of Rondénia, Brazil. These
samples were maintained in culture for charae-
terization by enzyme typing using acetate cellu-
lose electrophoresis, drug susceptibility to chlo-
roquine, amodiaquine, meflogquine and quinine
and antigenic diversity analysis using strain
specific monoclonal antibodies. The results ob-
tained have confirmed major variation among
all samples studied: it was found consistent re-
sistance to chioroquine moderated resistance to
amodidquine and quinine and susceptibility to
low levels of mefloquine; only two isolates have
shown susceptibility to all drugs in the in vitre
assays. Enzyme typing showed presence of both
GPI 1 and 2 and ADA 1 and 2 parasites, while
for PEP and LDH all samples were type 1. Se-
rotyping with PSA monoclonal antibodies show-
ed presence of three different serotypes (II, ITI
and IV). These results confirm: a) wvariation
among samples for markers analysed: b) in.
this area and for the small number of samples
studied, no significant differences or new types.
of parasites were seen. )
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