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ESTUDOS “IN VITRO” DOS NiVEIS DE RESISTENCIA DO PLASMODIUM
FALCIPARUM A DROGAS, DE 1983 A 1986

M. A. V. SANTOS (1), A. A. COUTO (1), S. G. OLIVEIRA (1) & V. E. ROSARIO (2)

RESUMO

Foram realizados 171 testes de sensibilidade (microtécnica) com. cepas de
Plasmodium falciparum da Regido Amazodnica brasileira para cloroquina, meflo-

quina, amodiaquina e quinino.

Os testes tiveram duracio de 24 horas com as

drogas preparadas na hora da realizacio de cada teste. Os resultados mostraram
elevada resisténcia a cloroquina (83%) e sensibilidade em quase a totalidade das

amostras testadas para mefloquina (97,7%).

Para amodiaquina e quinino obser-

vou-se sensibilidade em 51,0% e 56,5% das cepas, respectivamente.
Este estudo demonstra a emergéncia de um possivel foco de resisténcia do
Plasmodium falciparum a mefloquina, em Tucurui.
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INTRODUCGCAO

Os problemas de satde existentes na Ama-
zOnia, apresentam a maldria como lider de
uma lista de doencas infecciosas parasitdrias
que atinge o homem da regidio em todo seu
potencial produtivo. A epidemiologia desta
doenca € influenciada pelo grande nimero de
pessoas que circulam na regifo, decorrentes
da implantacio de Pprojetos agropecudrios,
agroindustriais e de mineracio 1101319,

O grave problema da expansio da maldria,
associada ao aumento de casos de resisténcia
dos plasmddios aos quimioterdpicos utilizados
nos esquemas cldssicos de tratamento, tem si-
do fregiientemente referido em virios traba-
1hos 9,10,13,16,19,22,

Diante deste quadro, vdrios grupos de pes-
quisadores, com. o objetivo de uma- avaliacio
da sensibilidade e resisténcia do Plasmodium
falciparum, desenvolveram estudos “in vivo”
e “in vitro”, comprovando a existéncia de ce-
pas de Plasmodium falciparum resistentes a

(1) Instituto Evandro Chagas (FSESP) — Programa Maldria,

alguns antimaldricos como amodiaquina, qui-
nino, pirimetamina + sulfadoxina. ou associa-

cdo destes, e, principalmente, a. cloroquina
1,3,4,6,18,23,24,

A existéncia de cepas resistentes as drogas
tsuais, em muitas partes do mundo, vem esti-
mulando a pesquisa para a obtencio de novas
drogas antimaldricas mais eficazes contra as
cepas resistentes 281226, Por outro lado, es
tudos s8o também desenvolvidos no sentido
da utilizacdo de combinacOes de drogas alter-
nativas para a prevencio e tratamento da ma-
ldria 14,15,

O Programa Maldria do Instituto Evandro
Chagas — FSESP, desenvolvendo estudos de
caracterizacdo do Plasmodium falciparum, rea-
lizou no periodo de 1983 a 1986, microtestes de
sensibilidade a drogas em cepas coletadas em
diversas localidades da Regifiio Amazonica bra-
sileira, com base na técnica descrita por
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RIECKMANN et al. 17, teve como objetivo ini-
cial uma avaliacio global da regifo.

O presente trabalho descreve o estiudo de
171 cepas de Plasmodium falciparum, incluin-
do 65 testes, os quais foram publicados ante-
riormente 27,

MATERIAL E METODOS

As amostras sangiiineas infectadas com
Plasmodium falciparam (cepas), foram cole-
tadas de pacientes em diversas localidades da
Regiio Amazbnica (Fig. 1) registrandose a

histéria clinica de cada um. FEstas informa-
¢cOes foram obtidas pela entrevista com os pa-
cientes no momento da coleta, ou a partir dos
dados do prontudrio hospitalar,

As amostras (5 ml de sangue infectado)
foram transportados & temperatura ambiente,
em seringas heparinizadas, ou, se ‘provenien.
tes de localidades distantes do laboratoério, em
tubos de 15 ml com igual volume de meio de
cultivo RPMI 1640 (GIBCO), adicionado de
bicarbonato de sédio e s6ro humano tipo “A”
a 10%. As amostras nessas condicGes mantém
0s parasitas vivos até 72 horas. Nas localidades

AMAZONAS
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K;

Fig. 1 — Localizacio das dreas de coleta das cepas

01 — ITAITUBA (PA) — 36

02 — MACAPA (AP) — 26

03 — PARAGOMINAS (PA) — 22
04 — TUCURUL (PA) — 21

05 — ACARA (PA) — 15

06 —~ ARIQUEMES (RO) — 13
07 — MARABA (PA) — 12

08 — MOJUG (PA) — 05

09 — MARAJO (PA) — 02
10 — IMPERATRIZ (MA) — {1
11 — PINHEIROS (MA) — 01

12 — HUMAITA (AM) — 02

13 — CONC. DO ARAGUAIA (PA) — 02
14 — SANTAREM (PA) — 01

15 — JUMAS (AM) — 01

16 — TAILANDIA (PA) — 01

17 — CAMETA (PA) — 01

18 — TOME-AGU (PA) — 01

19 — IGARAPE-MIRI (PA) — 01
20.— ALTAMIRA (PA) — 01

21 — RIO JACUNDA (PA) — 01 :

¢ — ORIGEM DESCONHECIDA (PA) — 05
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de dificil acesso e distantes do laboratério em
- Belém (PA), as mostras apds colhidas, foram

criopreservadas em Dimetilsuféxido (DMSO) a

20%, para posterior processamento (desconge-
lamento e cultivo continuo) para a realizagio
dos microtestes.

Para a realizagho do microteste, a parasi-
temia adequada é de 0,1 a 1,0%. Em presenca
de parasitemias elevadas, procedeu-se & dilui-
cdo utilizando-se hemaicias lavadas (tipo “0™),
enquanto que para parasitemias mais baixas,
realizou-se o cultivo continuo “in vitro”, de

acordo com a técnica de TRAGER & JENSEN, .

até obtencido da parasitemia ideafl 25,

Das 171 cepas testadas, 145 foram mantidas
em cultivo por periodos que variaram entre
3.15 dias, e as 26 restantes foram testadas logo
apés a coleta e chegada do sangue dos pa-
cientes ao laboratério, sendo a origem da in-
feccdo e historia clinica por vezes descritas
de acordo com a informagio verbal do pacien:
te. O cultivo continuo nfio apresentou ‘mar-
cante multiplicidade morfolégica das formas
eritrocitdrias, ou seja, a presenca simultinea
de anéis, trofozoitos e esquizontes, pelo que os
microtestes foram realizados com as amostras
contendo predominancia de anéis.

Todas as amostras de sangue foram lava-
das em meio RPMI-1640 (GIBCO), adicionado
de bicarbonato de s6dio a 10%, Apés 2 lava-
gens (3.000 r.p.m./5 min), o sangue foi diluido
em igual volume de meio de cultive completo:
88 ml de RPMI-1640 (GIBCO) + 2 ml de bicar-
bonato de sédio e soro humano “A” a 10%,
-utilizou-se microplacas de titulacio de polieti-
leno (Petécil), de fundo raso, colocando-se 0,01
ml da suspensiio de sangue nos orificios da
placa, aos quais adicionouse 0,1 m! do meio
completo RPMI com diversas eoncentracbes da
droga, tal como se segue:

1) 0 — 10 — 20 — 40 — 60 — 80 — 160
— 32x10M (Difosfato de Cloroquina)

2 0—05— 10— 20— 40 — 60 — 80
— 16,0x104M (Mefloquina)

3 0— 025 — 05— 1,0 — 20 — 40 — 80
— 16,0x10%M (Amodiaquina)

4) 0—39—178—157—3125 — 62,5 — 125
— 250x10°M (Sulfato de Quinino)
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As amostras foram preparadas a partir de:
solucdes “stock” (OMS-Geneve) € as dosagens
foram preparadas no momento em gue se iri-
ciou o teste, Em trabalho anterior27, foram
utilizadas cepas controle testadas pelo mesmo
método no Instituto Animal Genetics, Edin-
burgh, Gra-Bretanha. Para os restantes testes
foram usadas cepas controles padronizadas pe-
lo Programa Maldria do Instituto Evandro
Chagas, como IEC-50/83 ¢ IEC-132/83.

Nem todas as amostras foram submetidas
a testes com todas as drogas porque, inicial-
mente, este trabalho consistiu na anslise de
testes realizados apenas com cloroguina e me-
floquina.

RESULTADOS

Na tabela I apresentamos o niimero total
de amostras testadas por localidade e ano da
coleta. Nas tabelas II e III os resultados dos
microtestes estdo distribuidos na forma de
MIC (Concentracido Minima Inibidora) por ano
e nas diferentes dosagens testadas para cada
drogarn:

TABELATI1I
Niimero  de microtestes. realizados por ano e por localidade
de origem das cepas

Localidade 1983 1984 1985 1986 ‘Total

Itaituba (PA)
Macapi (AP)
Paragominas (PA)
Tucuruf (PA)
Acard (PA)
Ariquemes (RO)
Marabd (PA)
Moji (PA)
Marajé (PA)
Imperatriz (MA)
Pinheiros (MA)
Humaitd (AM)
Conc. do Araguaia (PA)
Santarém (PA)
Jumas (AM)
Tailandia (PA)
Cametd (PA)
Tomé-Agli (PA)
Igarapé-Miri (PA)
Altamira (PA)
Rio Jacundd (PA)
L]

16 36
26
22
21
15
13
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8

57 a4 21 m

* Cepas cujos pacientes nfio. souberam informar o local
de infecclio, mas afirmam que néo sairam do Estado
do Pard.
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TABELAII
Caracterizaqao de cepas de P. falciparum através de testes
de sensibilidade
Distribuicio dos resultados de margo/83 a junho/86.

Drogas MIC* 1983 1984 1985 1986 Total de amos-
tras inibidas
Cloroquina 1 0 0 0 ] 0
x 10-8M 2 0 0 0 0 0
4 1 0 1 0 2
6 11 8 5 3 27
8 6 12 8 3 29
6 12 16 15 10 53
32 19 21 15 5 60
Total de Cepas 49 5T 4 21 171
Metloguina 0,5 30 6 9 2 47
—
x 10-8M 1 11 26 2 6 6
2 8 14 4 10 36
4 0 7 4 3 14
6 0 1 2 0 3
8 0 1 3 0 4
8B 0 0 0 0 1}
Total de Cepas 49 55" 44 21 169
Amodiaquina 0,25 1 0 3 0 4
x 10°M 05 0 4 5 2 1
1 3 8 12 4 21
2 1 14 8 4 27
4 4 2 6 7 37
8 17 6 8 3 24
16 2 5 A | 10
Total de Cepas 18 57 42 21 " 140
Quinino 39 0 0 0 1} 0
x 10-M 78 0 0 2 0 2
156 1 11 9 2 23
3,2 9 24 16 5 54
625 6 17 10 9 42
125 2 1 6 5 14
250 0 4 1 0 5
Total de Cepas 18 57 4 21 140

* Concentraggo Minima Inibidora da droga, capaz de ini-
bir o crescimento do parasito.

** Dois testes de Mefloquina foram perdidos por deficién-
cia da coloracio das laminas,

a) - Cloroguina: Das 171 amostras testadas 142
foram inibidas acima de 8x104M, sendo que
apénas 2 foram inibidas a 4x10°M (1 de Ma-
caps e 1 de Ariquemes-RO) e 27 foram inibidas
a 6x10°M (7 de Paragominas-PA, 4 de Itaitu-
ba-PA, 3 de Tucurui-PA, 3 de Ariquemes-RO,
2 de Acard-PA, 2 de Macaps-AP, 1 de Mojui-PA,
1 de Santarém-PA, 1 de Tailandia-PA, 1 de Ma-

rab4-PA, 1 de ImperatrizMA e 1 de Pinheiros

MA.).

Portanto, para cloroquina, detectou-se 83%
de resisténcia “in. vitro”.

b) Mefloquina: Das 169 amostras testadas, e
no mesmo periodo de 1983-1986, 142 foram ini-
bidas a doses até 4x104M. Acima desta dosa-
gem 3 amostras (Tucurui, Marajé e Acari-PA)
foram inibidas a 6x104M e 4 amostras (todas
de Tucurui-PA) foram inibidas a 8x10-8M, num
total de 7 exibindo resisténcia “in vitro” a

esta droga.

¢) Amodiaquina e Quinine: Grande variacio
na resposta aos testes foi observada para am-
bas as drogas. Das 10 amostras inibidas. 3
mais elevada dose (16x108M) de amodiaquina,
4 eram provenientes de Itaituba, 4 de Tucu-
rui-PA e 2 de Macapd-AP. Para quinino 5
amostras (3 de Tucurui, 1 de ItaitubaPA e 1
de Ariquemes-RO) foram inibidas apenas na
dose mais elevada (250x104M), mas também
de Itaituba e Tucurui-PA encontram-se amos-
tras sensiveis & doses baixas (7,8x10-M).

DISCUSSAO E CONCLUSGES

Estes estudos efetuados no periodo de
1983-1986 cobriram 20 localidades, sendo a
maijoria no Estado do Pard e as restantes em
Macapd (Territério Federal do Amapd), Hu-
maitd (Estado do Amazonas) e Ariquemes (Es-
tado de Rondodnia). O ntimero de amostras
coletadas foi variado e irregular. Por exem-
plo: de apenas 3 localidades, Itaituba, Macapé
e Marabd foi coletado material continuamen--
te, num total, respectivamente, de 36, 26 e 12
amostras.

Em grande niimero de localidades apenas
um: reduzido nimero de amostras foi analisa-
do, mas nenhuma apresentou elevada resistén.
cia a qualquer das drogas testadas. Apesar
do mimero de amostras ter sido reduzido, se-
ria sempre de interesse a observacio de- uma
unica amostra, com: elevada resisténcia, que
pudesse indicar ser aquela localidade possivel
foco de parasitas nio susceptiveis a dada dro-
ga.

Sobre todas as cepas testadas, observamos
que sempre que uma oépa apresentou resis-
téncia ao quinino ou apresentou resisténcia a
amodiaquina, esta mesma cepa apresentou tam-
bém resisténcia a cloroquina. Porém, nem

- 349



SANTOS, .M. A. V.; COUTO, A. A,; OLIVEIRA, S. G. & ROSARIO, V. E. - likamdos“mvltro"dosniveisdereﬂsﬂn-
cla do: sPlasmodinm !alclpamm a drogas, de 1983 a- 1986 Rev. Inst. Med. trop. Sao Paulo, 29:346-353, 1986.

TABELA NI o
*Distribuifiio grafica de 171 microtestes realizados nos anos de 1983, 1984, 1985 e 1986, para quatro drogas

'53 60
27 29
0 0 2
—
CLOROQUINA 1 . 2 4 6 8 16 32
X 10_8M '
47 65
36
14
3 4 0
HEFLOQUINA 05 1 2 4 6 8 16
x 1075
37
27 27
24
4 1 10
_ [ | _
AMODIAQUINA 0,25 05 1 2 4 8 16
X IO_BM
54
42
23
14
. 5
lf_'ﬂ "
QUININO 3.9 7.8 156 3125 625 125 250

-8
x 10 M
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Sempre para ambos 0s casos o inverso foi
verdedeiro.

Em Itaituba e Tucurui-PA, encontrou-se o
maior nlimero de amostras mais resistentes
as drogas testadas, isto €, apenas inibidas por
doses mais elevadas utilizadas nos testes. A
existéncia de focos de resisténcia & mefloquina
em Tucurui-PA, numa regiio de elevado mo-
vimento migratério, e onde existe apenas um
vetor de transmissio (ARRUDA et al 1986), é
causa de preocupacdo, sobretudo porque esta
droga nio é ainda de uso generalizado no pais;
neste caso atuaria como agente seletivo de
disseminacio de resisténcia, com dramsticas
conseqiiéncias.

Em relacio a mefloquina, outros autores
indicaram respostas distintas “in vivo”, como
SOUZA (1983), cujos pacientes responderam
com sucesso ao tratamento, BOULOS et al.
(1985) e DI SANTI et al. (1986) que mencionam
fracasso no uso desta droga. O intervalo de
tempo na obtenciio de uns e outros resulta-
dos, bem como a distinta origem dos pacien-
tes pode justificar esta variacio. Grande par-
te dos pacientes envolvidos no Projeto Meflo-
quina (SOUZA, 1983), eram provenientes de
Paragominas-PA, enquanto que os trabalhos
realizados por BOULOS et al. ¢ DI SANTT et
al, eram de Rond6nia e Amazonas, respecti-
vamente 7,821,

Em testes “in vitro” com a mefloquina e
outras drogas, elevados niveis de resisténcia
tém sido observados (ALECRIM et al., 1986)

1384,

Os microtestes devem ser utilizados para
estudos longitudinais que permitam, para uma
major amostragem, detectar se nos periodos
de menor transmisdio existe, por exemplo, re-
lagdio com presenca de parasitas de maior ou
menor resisténcia a alguma droga, ou se, no
caso de Capanema, onde Plasmodium falcipa-
rum pode ser transmitido por. A. osvaldoi,
(ARRUDA et al, 1986), existe um padrio de
resisténcia e mesmo caracterizagio dos para-
sitas, sendo estes, diferentes do: resto da Re-
gido Amazbnica. A longo prazo, e caso a clo-
roquina deixe de ser utilizada na regifio, estes
microtestes permitirio avaliar uma diminuicio
do nivel de resisténcia a esta droga como foi
descrito para o Sudoeste Asifitico 11,20,

O elevado movimento migratério identifi.
cado nas dreas de desenvolvimento do pais;
sobretudo na regiic acima citada, apenas fa
vorece a expansio da resisténcia as drogas
na presenca do vetor.

Tornase importante estudos mais regula-
res e periédicos em um niimero mais reduzi-
do de localidades distintas bara se compreen-
der melhor o problema de instalaciio e expan-
sdo de resisténcia na regido amazénica.

SUMMARY

“In vitro” studies on the levels of Plasmodium
falciparum drug resistanes from 1983 to 1986.

Drug resistance tests were performed with
171 strains of P. falciparum obtained from the
Amazon Region, using chloroquine, mefloqui-
ne, amodiaquine and quinine. Tests lasted
about 24 hours and the drug solutions were
prepared just before use. Results show high
percentage of resistance to chloroquine (83%)
whereas nearly all strains ‘were shown to be
sensitive to mefloquine (977%). For both
amodiaquine and quinine sensitivities were
of 51.0% and 56.5% respectively,

The present study demonstrates that re-

sistance to mefloquine may be starting in Tu-

curui, Parg.
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