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RESUMO

A malaria é conhecida pela sua elevada morbilidade e mortalidade. Estima-se
gue em 2006, tenha havido 247 milhGes de casos de malaria e um milhdo de mortes.
O numero de casos esta a aumentar, associado a um aumento da resisténcia aos
farmacos antimalaricos. Por causa disso, é de extrema importdncia que se

desenvolvam métodos rapidos para o estudo da sensibilidade do P. falciparum.

Com o presente estudo pretendeu-se desenvolver uma nova metodologia para a
deteccdo do pigmento maldrico, baseado na citometria de fluxo. A ideia é desenvolver
um teste de sensibilidade do Plasmodium spp aos anti-maldricos que funciona sem

adicdo de reagentes.

Foi utilizada a espécie P.berghei ANKA, transfectados com a proteina GFP, uma
espécie que infecta ratinhos. Nos eritrécitos parasitados estudou-se o efeito da
cloroquina, para o estabelecimento de curvas dose — resposta ao farmaco. O sangue
de ratinho foi colhido e incubado com diferentes concentracdes de farmaco. As células
foram analisadas apds incubagao de uma, duas, trés horas e overnight. O efeito
inibitério da cloroquina foi detectado por determinagao de eritrécitos que

expressaram uma despolarizacdo elevada, e por analise do grau da expressdo da GFP.

Com base na deteccdo da despolarizacdo, verifica-se um efeito inibitdrio logo apods a
primeira hora de incubacdo, por analise das curvas dose-resposta da cloroquina. Este
efeito aumenta até as 3 horas de incubacdo. Ao contréario disso, nenhum efeito é

visivel na analise do GFP.



Este trabalho mostra que é possivel observar o efeito inibitério da cloroquina em
células infectadas com P. berghei ANKA, com base na detecgao de hemozoina. Este
método por ser rdpido e robusto, pode ser a base de um novo teste de

susceptibilidade in vitro de Plasmodium spp a anti-malaricos.

ABSTRACT

Malaria is well known for its high morbidity and mortality rates. In 2006, an
estimated 246 Million cases occurred, causing around 1 million deaths. Yet, the
number of cases is still rising, associated to an increasing problem of resistance to
antimalarial drugs. Because of this, the development of rapid methods to detect drug

resistance is of paramount importance.

The present study had has objective the redevelopments of a novel method to detect
the malarial pigment, based on flow cytometric principles. The idea was to develop a
new sensitivity test for antimalarial drugs for Plasmodium spp. , that would work

without additional reagents.

The murine P. berghei ANKA strain, a strain that has been transfected with green
fluorescent protein (GFP) was used. The parasitized erythrocytes were studied to
establish a dose-response curve of the drug. The blood of infected mice was incubated
with different concentrations of the drug. The cells were analysed after 1, 2, 3 and
overnight incubation. The inhibitory effect of choloroquine was detected measuring
the expression of depolarization in infected erythrocytes, as well as the GFP

expression.



Based on the depolarization an inhibitory effect was noted after only one hour, and
the effect was more pronounced at three hours. Contrary to this, no effect was

observed when the GFP expression was analysed.

This study shows that it is possible to observe the inhibitory effect of choloroquine on
P. berghei ANKA infected erythrocytes, based on the detection of hemozoin. This
method may be a rapid and robust way to develop a novel in-vitro sensitivity test for

Plasmodium spp.

Palavras-chave: Hemozoina; anti-malaricos; teste de susceptibilidade in vitro;

citometria de fluxo.

Key words: Haemozoin; antimalarial drugs; in vitro drug sensitivity assay, flow

citometry.
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I. INTRODUCAO

I.INTRODUCAO

1. MALARIA

1.1. Consideragdes gerais

A malaria é uma doenca infecciosa, sendo uma das principais causas de morte,
a nivel mundial. Considerada um grave problema de salde publica, devido ao modo
de transmissdo (mosquito-Homem), a maldria estda sempre associada a uma
mortalidade e morbilidade elevadas. Segundo o relatdrio da Organizacdo Mundial de
Saude, calcula-se que em 2006, tenha havido 247 milhdes casos de malaria,

originando um milhdo de mortes (WHO, 2008).

A maldria é causada por quatro espécies de protozodrios pertencentes ao
género Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae, uma quinta
espécie, P. knowlesi que inicialmente era zoonética, confinada aos macacos,
comecou a estar associada a doenca humana (Singh et al, 2004). A maioria das
infecgdes é causada por P. falciparum e P. vivax, apresentando um maior nimero de
mortes associadas a P. falciparum, podendo ocorrer, embora numa pequena

percentagem, infeccGes mistas (Greenwood et al, 2005).

A transmissdo da malaria é feita basicamente através da picada de um
mosquito fémea da espécie Anopheles sp.. Embora possa ocorrer transmissao
congénita (Weatherall et al, 2002), esta é a forma mais comum do parasita

completar o seu ciclo de vida.

Os parasitas tém um ciclo de vida complexo (Figura 1) tanto no vector

(mosquito) como no hospedeiro. Os esporozoitos injectados pelo mosquito aguando




I. INTRODUCAO

da picada, migram para os hepatdcitos, onde apds multiplicacdo, transformam-se em
esquizontes, estes por reproducdo assexuada originam milhares de merozoitos. Os
merozoitos sdo libertados para a corrente sanguinea, onde se inicia o estadio
eritrocitario (infecgdo dos eritrdcitos, crescimento intracelular e multiplicagao). Este
processo é reiniciado com a ruptura dos eritrécitos e uma reinvasao das células
adjacentes. E nesta fase que surge a primeira sintomatologia da doenca (Mackintosh

et al, 2004; Stevenson et al, 2004; Hyde, 2007)
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Figura 1. Ciclo de vida do Plasmodium spp. Adaptado de Stevenson, 2004

1.2. Epidemiologia da Malaria

Em 2006, os casos de malaria estavam avaliados em 247 milhGes, entre 3,3
bilides de pessoas em risco, causando quase um milhdo de mortes, na sua maioria
criancas menores de 5 anos (WHO, 2008), em paises subdesenvolvidos das zonas

tropicais. Em 2008, havia 109 paises endémicos para a malaria (WHO, 2008). O risco
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de transmissdo aumenta nas dreas rurais e varia sazonalmente em diversas regioes

(Greenwood et al, 2005).

A escala global, as regies com maior intensidade de transmissdo da maldaria
s3o Africa Sub-Sahariana e Sudoeste Asiatico (Hay et al, 2004) (Guerra et al, 2008),

como mostra a Figura 2.

Figura 2. Distribuicdo geografica da malaria no mundo. (Adaptado de Guerra, 2008)

1.3. Manifestag¢oes Clinicas

Durante varios anos, a malaria, nas formas mais graves, era caracterizada por
duas situagdes clinicas principais: anemia grave e a malaria cerebral, devida a forma
como o parasita modifica o eritrécito, em que as formas mais maduras aderem a
superficie endotelial e progressivamente bloqueiam os microcapilares de érgaos

principais, como o cérebro (Hyde, 2007). A grande alteracdo ao longo destes ultimos
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anos, é que a forma mais grave de maldria é uma doenga sistémica complexa

(Mackintosh et al, 2004).

Os sintomas da maldria desenvolvem-se durante o estadio eritrocitario do ciclo
de vida do parasita. Assim, o individuo permanece assintomatico desde a picada do
mosquito até a libertagdo dos merozoitos, devida a lise dos eritrocitos infectados
(Schuster, 2002), o que pode compreender um periodo de 1-4 semanas (Weatherall,

2002).

1.4. Prevencgao e Tratamento da Malaria

O esforco renovado para o controlo da maldria de uma forma global,
orientando—se no sentido da sua erradicacdo, s6 é possivel actuando em duas
frentes: a prevencdo e o tratamento (WHO, 2008). Com vista a acelerar o processo
de controlo da malaria, foram fornecidas redes tratadas com insecticida para
individuos em risco, pulverizagao residual intradomiciliaria com insecticida para
familias em risco; medicamentos anti-maldricos adequados para individuos doentes

ou com suspeita e o tratamento preventivo na gravidez (WHO, 2008).

Os farmacos anti-maldricos sdo utilizados para a prevengdo e tratamento da
maldria. A maioria, tem como alvo o estadio eritrocitdrio do ciclo de vida do parasita,

a que corresponde o periodo sintomatico.

No Quadro 1 sdo apresentadas as principais caracteristicas dos farmacos anti-

malaricos, nomeadamente, a sua utilizacdo, alvo e frequéncia da resisténcia.
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Quadro 1. Compostos anti-malaricos e suas principais caracteristicas. (Adaptado de Witkowski B. et

al,, 2009)
Classe Molécula Uso Alvo Resisténcia
Cloroquina +++ +H++
Quinino +++ ++
Mefloquina +++ +++
Formacdo de
Quinolinas
Hz
Amodiaquina +++ +++
Halofantrina ++ ++
Lumefantrina +++ ++
Artemisina + Hemo e proteinas -/+
Endoperdxidos e do vacuolo
. P . Artesunato ++ -/+
derivados sintéticos
Artemether ++ -/+
Antifolatos Pirimetamina +++ DHFR ++++
Outros Atovaquona ++ Cytb +

DHFR- dihidrofolato reductase; Cyt b- citocromo b; Hz- hemozoina.

Apesar da implementagdo dos diversos programas de controlo da infecgdo, a
transmissao do parasita é elevada, o que se traduz num aumento de casos nestes

ultimos anos (White, 2008). Esta situacdo é devida a uma combinacgdo de factores:

- Aumento da resisténcia dos parasitas aos anti-malaricos;

- Aumento da resisténcia do vector ao insecticida;

- Alteracgdes climaticas;

- Aumento das viagens para areas endémicas.

1.5. Resisténcia aos anti-malaricos - dimensao do problema

Em varias regides endémicas de malaria, o espectro de anti-malaricos resume-
se a utilizacdo de cloroquina e sulfadoxina-pirimetamina, devido a acessibilidade e
sustentabilidade destes farmacos, embora estejam implicados nos mecanismos de

resisténcia (May & Meyer, 2003). Muitos factores contribuem para o

5
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desenvolvimento e aumento das resisténcias, como o excesso de uso dos anti-

malaricos como profilaxia; protocolos terapéuticos inadequados ou incompletos;

uma variabilidade genética e metabdlica que confere adaptabilidade ao parasita e

uma transmissdao suficientemente elevada para permitir que as populacbes

resistentes possam proliferar (Hyde, 2009, Wongsrichanalai, 2002). As caracteristicas

do farmaco e a imunidade do hospedeiro também sdo factores a ter conta no

contexto das resisténcias, como a seguir se sumariza (Quadro 2).

Quadro 2. Factores determinantes na resisténcia aos farmacos anti-malaricos. (Adaptado de

Wongsrichanalai, C., et al, 2002).

FACTOR CARACTERISTICAS CONTEXTO
Tempo de semi-vida Resisténcia a farmacos que tém um tempo de semi-
vida mais curto

8 Dose Uso de farmacos em quantidades sub terapéuticas

(5] o . ~

£ e administragdo em massa.

S

~m ~ rre . 7 . 7 .

u N3o especifico Uso presuntivo de farmacos sem diagndstico

laboratorial ou com outras indicagGes terapéuticas
Farmacocinética Férmulas com baixa biodisponibilidade
Resisténcia cruzada Farmacos anti-malaricos com antibacterianos
Imunidade do hospedeiro Quando existe uma certa imunidade a malaria,

o -

< pode existir cura apesar do facto de haver

£ resisténcia. Um grave problema com os refugiados

=} . . ~ s . .

I que permitem a introdugdo da malaria resistente
Manutencdo de parasitémias | Faléncia do protocolo terapéutico ndo detectada
residuais
Mutagbes genéticas Mecanismos moleculares de resisténcia aos anti-

© 7.

= maldricos.

@

o , - Risco aumentado de desenvolvimento de

a Nivel de transmissdo A .

resisténcias tanto ocorrem em zonas de baixa como
elevada transmissdo

5 Afinidade vector-parasita

s Proliferacdo de parasitas resitentes

< Condi¢Ges ambientais

Na auséncia de uma vacina clinicamente comprovada, a prevengdao e o

tratamento da malaria dependem muito dos farmacos profilaticos e terapéuticos.
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Desde a sintese do primeiro anti-malarico na década de 30, apenas um pequeno
numero de compostos conseguiu a licenca para utilizacdo em humanos, e alguns
estdo comprometidos com as resisténcias que se vao desenvolvendo, incluido as
férmulas de baixo custo que sdo essenciais a Africa, nomeadamente a cloroquina e a

pirimetamina (Hyde, 2007, Wellems, 2001).

A perda de eficacia clinica da cloroquina e sulfadoxina-pirimetamina,
considerados os farmacos de primeira linha pertencentes a classes diferentes estdo
na base da multipla resisténcia aos antimaldricos, o que se estd a tornar um
problema emergente. Na Figura 3 estdo indicadas as areas em que a sensibilidade do

P. falciparum é reduzida e resistente, de acordo com a OMS.

[ Malaria transmission areas
© Chloroquine resistance
#+ Sulfadoxing/pyrimethamine reistance
W Multidrug resistance
& Malariafree islands

Figura 3. Areas de multi-resisténcia do P.falciparum a cloroquina e pirimetamina - sulfadoxina.
Adaptado de (Wongsrichanalai et al, 2002).
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1.6. Avaliacdo da resisténcia aos anti-malaricos

De uma forma geral, existem trés métodos para avaliar a resisténcia aos anti-
malaricos: in vivo, in vitro e os métodos moleculares. Muito se tem debatido sobre
gual o método ideal. Dadas as caracteristicas de cada teste, pode-se inferir que sdo
complementares na informacdo que fornecem sobre a faléncia terapéutica que

poderd implicar ou ndo a resisténcia aos anti-malaricos.

A avaliacdo da susceptibilidade aos anti-malaricos é feita, de uma forma geral,
por teste de eficacia terapéutica (testes in vivo) (Wongsrichanalai et al, 2002),
considerado o gold standard actual (Basco, 2007). A resposta in vivo foi definida pela
OMS em termos de estirpe sensivel, e trés niveis de resisténcia [RI, RIl, RIlI]
(WHO, 2001). Esta classificacdo mantém-se vdlida em areas de baixa transmissdo de
maldria, mas dificil de aplicar em dreas com uma elevada transmissdao, em que novas
infecgdes podem ser confundidas com infecgdes recrudescentes. Este teste consiste
na avaliacdo terapéutica de um individuo sintomatico, com parasitémia conhecida,
apos exposicdo a doses pré-estabelecidas de fdrmaco e consequente monitorizagao

da resposta clinica (Bloland, 2001).

Os testes in vitro medem a sensibilidade intrinseca do parasita, sem que haja
factores bioldgicos a influenciar, através da inibicdo do crescimento ou da maturacgao

do parasita (Bloland, 2001; Wongsrichanalai et al 2002; Laufer, 2007).

Os testes com base em métodos moleculares, como a técnica de PCR
(polimerase chain reaction) em tempo real, permitem estudar a associacdo entre

marcadores moleculres e a resisténcia a determinado farmaco. No entanto, estes
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testes estando em vias de desenvolvimento necessitam de serem validados

(Bloland, 2001; Noedl et al, 2003; Laufer et al, 2007).

O Quadro 3 estabelece uma comparacao entre os trés métodos em termos de

vantagens e limitagoes.

Quadro 3. Avaliacdo global dos métodos para avaliar a susceptibilidade do Plasmodium sp.

aos anti-malaricos.

Métodos Vantagens LimitagOes Refs
in vivo Melhor informacdo sobre eficacia terapéutica. Influencia de factores externos. Bloland,
~ . . e - . , 2001
Melhor compreensao da situacao clinica e N3o reflecte o verdadeiro nivel de
epidemioldgica. resisténcia aos farmacos.
Longo periodo de follow-up (28
dias)
in vitro Screening in vitro de interac¢des de fdrmacos | Dificuldade de adaptagdo as | Noedl,
combinados. condi¢cdes da rotina., devido a | 2003
. - oucos recursos e técnicos pouco
Teste complementar para avaliar a faléncia ZS ccializados P Basco,
terapéutica devido a resisténcias aos anti- P ’ 2007
maldricos. Equipamentos dispendioso.
quip P Laufer,
Validag¢do de marcadores moleculares. Experiéncias com turn around | 2007
e ~ . time de 48-96h.
Medida indirecta da concentracdo de farmaco Bloland,
no plasma. Pouca correlacado entre a resposta | 2001
. A . - in vitro e a resposta clinica.
Monitorizag¢do da resisténcia aos anti-maldricos
Moleculares | Pequena quantidade de amostra. Limitado a determinados | Bloland,
farmacos 2001
Independente de factores externos.
. , Um resultado negativo ndo exclui | Laufer,
Capacidade de processar um grande numero de VRN ..
a resisténcia a malaria. Tal como | 2007

amostras num curto periodo de tempo.

Permite distinguir uma infec¢cdo recrudescente
de uma reinfeccao

Deteccdo precoce de resisténcia aos anti-

malaricos

um resultado positivo ndo indica
uma infecgdo activa, podendo ser
uma contaminacao.

Equipamento  sopfisticado e
técnicas muito especializadas

2. TESTES DE SUSCEPTIBILDADE IN VITRO

Os testes de susceptibilidade in vitro medem o efeito do farmaco

crescimento e maturacdo dos parasitas. De uma forma geral, os parasitas sao

no
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colocados em meio de cultura e expostos a concentracdes seriadas de farmacos e o
efeito é medido em relagdo a um controlo sem anti-malarico. Varios testes tém sido
desenvolvidos e estudados (Basco, 2007). Basicamente, desenvolveram-se 4 tipos de
testes: morfoldgicos, testes com incorporacdo de radioisétopos, testes nado
radioactivos como o imunoensaio enzimatico (ELISA) e os fluorimétricos (uso de
corantes fluorescentes de DNA) (Figura 4). Como cada método tem a sua forma de
deteccdo e medida indirecta do crescimento do parasita, dando informacdo
especifica sobre o metabolismo e maturacdo, os resultados obtidos nem sempre sdo

comparaveis.

e Malana cuiture

nl OH

3EE3yE

drug trial ongs

_=.:b'_
L

Figura 4. Diferentes testes de sensibilidade in vitro (Adaptado de Noedl, 2003) .
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2.1. Métodos com base na morfologia

A maturagdo in vitro de trofozoitos de P. falciparum em esquizontes, foi
observada num estudo desenvolvido por Rieckmann et al, em sangue desfibrinado
parasitado que foi incubado em meio com glucose, durante 24h, com concentragoes
crescentes de cloroquina e quinino. Foi observado o efeito inibitdrio dos anti-
malaricos. Esta técnica designada de “macroteste” permitiu distinguir estirpes
sensiveis de estirpes resistentes a cloroquina através da observacdo das alteracgdes
na maturacdo do parasita devido ao efeito do farmaco. Dez anos mais tarde este
teste foi ligeiramente modificado utilizando microculturas para medir o efeito
inibitério na maturacdo dos esquizontes, em 24horas (Rieckmann, 1978). Embora
tecnicamente simples, a contagem dos esquizontes é subjectiva e morosa, sendo

feita em relacdo ao numero total de parasitas (Noedl et al, 2003).

O microteste sofreu algumas modificagdes e foi adoptado pela OMS que
concebeu um kit adaptado aos laboratérios de campo. Considerado o método
padrdo entre 1981 e 2000 teve trés séries: Mark I, Mark Il e Mark Il (Basco, 2007).
No entanto, devido a sua fraca performance, ser um método de avaliacdo subjectiva

e trabalhoso, este acabou por ser suspenso.

Praticamente em paralelo, foi desenvolvido um teste que se baseou na
determinacdo da parasitémia (48h test) (Nguyen et al, 1980). O parasita é colocado
em cultura continua durante um periodo de 48-96h, com mudanca de meio a cada
24h. A parasitémia é determinada por observacdo microscopica de esfregacos antes
e depois da exposicdo ao farmaco (Basco, 2007; Noedl| et al, 2003). Este teste

também foi modificado, principalmente, porque necessitava de grandes quantidades
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de reagentes e parasitas, para testar as cinco concentragdes de farmaco. No entanto,
dado possuir um longo tempo de incubagao, e ndo ser tao sensivel como os métodos
com e sem radioisétopo, é um teste que sé se realiza em determinadas condig¢des

(Basco, 2007).

2.2. Métodos com incorporagao de radioisétpos

Existem diversos precursores marcados com radioisotopos para estudar a
maturacdo dos parasitas. Neste grupo incluem-se os precursores dos Jacidos
nucleicos (purinas e pirimidinas), proteinas e fosfolipidos (Noedl et al, 2003). Em
culturas com parasitas, os eritrocitos e as plaguetas ndo sintetizam DNA, RNA,
proteinas ou membranas; os leucécitos ndo se multiplicam e tendem a desintegrar-
se ao fim de alguns dias, portanto as Unicas células activas sdo os parasitas. Embora
haja um ligeiro background nos eritrécitos nao infectados, a incorporagdao de
radioisétopos em precursores é uma medida indirecta da actividade metabdlica dos
parasitas, nomeadamente, na utilizacdo destes compostos marcados que ndao sao

sintetizados pelo parasita (WHO, 2001; Basco 2007).

A hipoxantina marcada com tritio, [3H], é a base purica mais utilizada nos
microtestes radioactivos, para marcagao do DNA e RNA. A incorporagao desta purina
radioactiva é directamente proporcional ao numero de eritrécitos parasitados,
dentro das condicGes estabelecidas para o ensaio de sensibilidade in vitro (Basco

2007).
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Este método permite um elevado grau de automatizagdao, o que traz uma
enorme vantagem face aos outros métodos. A leitura automatica dos resultados

permite reduzir a subjectividade dos métodos morfoldgicos (Noedl et al 2003).

Desjardins et al em 1979, desenvolveu o primeiro ensaio com radioisétopos
semi-automatico, inicialmente utilizado para screening dos farmacos. Este método é
hoje considerado o “gold standard” dos testes de sensibilidade in vitro (Desjardin et

al, 1979, Basco 2007).

Embora o método radioactivo seja considerado o método de referéncia nos
paises desenvolvidos, ndo pode ser utilizado na maioria dos paises onde a malaria é
endémica, dadas as suas especificacGes técnicas e equipamento de elevado custo.
Assim o investimento serd no sentido do desenvolvimento de métodos nao

radioactivos, que possuam uma sensibilidade e especificidade semelhantes.

2.3. Métodos nao radioactivos

Existem diversos testes que estdo a ser desenvolvidos e implementados, como
a citometria de fluxo, métodos de imunoensaio por ELISA e os métodos

fluorimétricos.

A citometria de fluxo é utilizada para detectar e fazer a contagem dos
eritrocitos, na presenca de corantes de DNA, diferenciando assim o estadio
maturativo pela quantidade de DNA: eritrocitos ndo infectados ndo tém DNA
portanto ndo exibem fluorescéncia. O aumento da emissdo de fluorescéncia é
directamente proporcional a passagem de trofozoitos (estadio mais jovem) para

esquizontes (estadio mais maduro) e consequente aumento do contelido em DNA.
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Uma amostra que contenha os varios estadios eritrocitarios exibe trés picos: um
largo, sem fluorescéncia, que corresponde a eritrécitos nao infectados um menos
intenso (trofozoitos jovens) e um segundo pico mais intenso, que representa os
eritrécitos infectados com esquizontes (Basco, 2007). Com base neste ensaio a
citometria de fluxo tem sido utilizada para testes de sensibilidade in vitro (Franklin

et al, 1986, van Vianen et al, 1990, Saito-Ito et al, 2001).

Os ensaios fluorimétricos constituem um método alternativo a citometria de
fluxo (Corbett e tal, 2004; Mark 2009). Findo o periodo de incubacdo dependendo do
corante a utilizar, os eritrdcitos podem ser lisados e o DNA é extraido para eliminar a
hemozoina. Por exemplo o SYBR Green | ndo necessita deste procedimento,
podendo ser aplicado directamente (Bennett et al, 2004, Corbett et al, 2004). A
fluorescéncia é medida num fluorimetro e a intensidade é directamente

proporcional a quantidade de DNA.

Este método é radpido e simples e o equipamento é menos dispendioso que um
citémetro de fluxo ou um contador de radiagdao. No entanto, a sensibilidade, que é
um ponto fulcral nestes métodos, continua a ndo ser elevada, Corbett et al, (2004)
realizou os ensaios com uma parasitémia de 2%, o que constitui uma desvantagem

para os métodos fluorimétricos.

Os métodos colorimétricos sao testes onde tem havido um grande
investimento, principalmente nos que sdao baseados na técnica de ELISA. Os ensaios
enzimaticos sdo menos sensiveis que os ensaios por ELISA. A determinacdo da
actividade enzimatica do enzima LDH (Lactato Desidrogenase) do parasita necessita

de uma parasitémia acima de 1% (Makler, 1993) o que torna o ensaio pouco sensivel
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para ser aplicado na rotina. A primeira geragao destes testes foi abandonada e uma
segunda geracao utiliza anticorpos monoclonais para realizagdo do ensaio por ELISA,
para melhorar a sensibilidade. Esta técnica quando aplicada aos ensaios de
sensibilidade in vitro denomina-se de DELI “double-site enzyme-linked lactate

desidrogenase imunodetection” (Druille, 2001).

Outro ensaio por ELISA serve para detectar e quantificar uma proteina
especifica do P. falciparum, HRP |l (Histidine rich protein). Esta proteina é secretada
sobretudo na forma tardia do parasita em anel e trofozoitos (Noedl| et al, 2002),
sendo um indicador da multiplicacdo do parasita in vitro. Foi desenvolvido um
protocolo simples com pouco manuseamento da amostra antes da cultura
(Noedl et al 2004). No entanto, é necessario validar, estabelecendo para tal uma

comparagdao com outros métodos.

2.4. Avaliagao global dos métodos

Como anteriormente foi apresentado, nao existe um teste de susceptibilidade
in vitro “ideal”, existem varios métodos e outros estao ser desenvolvidos. De facto,
todos tém limitagGes importantes, como seja o periodo de incubagdo (48-96h) e
outras particularidades de cada técnica, que por vezes podem ser condicionantes. A
baixa sensibilidade é um ponto comum a todos, a excepc¢do, dos métodos por
imunoensaio (ELISA). Esta situacdo dificulta a validacdo dos testes se se pretender
extrapolar o método para a rotina. Nas regides endémicas, principalmente em zonas
de elevada transmissdo em que ha muitas infec¢Oes recrudescentes ou reinfeccgdes,
o nivel de parasitémia pode ser muito baixo, necessitando assim de um teste com

elevada sensibilidade.
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Quadro 4. Avaliacao global dos testes de susceptibilidade in vitro. Adaptado de Basco 2007.

Método

Caracteristicas

Situagdo actual

Refs

Testes morfolégicos

Macroteste Culturas suboptimizads sem tampdo, | Suspenso Rieckmann, 1971
ndo baseadas na cultura continua de
Trager e Jensen.

Microteste Culturas continuas de Trager e | Adoptados pela OMS. Suspenso. Rieckmann, 1978
Jensen. Adaptado a rotina.

48 h test Determinagdo da parasitémia antes e | Util em laboratérios com poucos | Nguyen -Dinn e

depois da exposicdo ao farmaco. Para
estirpes isoladas e de cultura.

recursos.

Tragger, 1978, 1980

Métodos radioactivos

[*H] Hipoxantina

Para parasitas isolados e em estirpes
de cultura. Pode ser automatizado par
determinagdes em grande numero.

Gold standard

Desjardins, 1979

Métodos ndo radioactivos

Colorimétricos

Actividade enzimatica LDH. Baixa
sensibilidade, ndo adaptado a estirpes
isoladas.

Devido ao baixo custo é utilizado
nalguns laboratério para screening
inicial.

Makler, 1993

ELISA

Elevada especificidade e sensibilidade.

Fase avancada de desenvolvimento.
existéncia de duas versdes:

Druille, 2001 e
Noedl 2002

Alternativa aos ensaios com
Srnativ ! deteccdo da LDH e HRP II.
radioisétopos.
Citometria de fluxo Equipamento dispendioso, ndo | Em desenvolvimento Franklin, 1986,

adaptado as condigBes nas regides
endémicas.

Simples, rapido e preciso.

van Vianen, 1990,
Saito-Ito, 2001

Fluorimétricos

Equipamento dispendioso. Menos
sofisticado que o citémetro de fluxo

Em desenvolvimento

Corbett, 2004,
Jonhson, 2007

3. HEmozoiNA

O pigmento malarico, conhecido por hemozoina, é produzido pelo Plasmodium

sp., durante o seu breve estadio intraeritrocitario, a partir da digestdo da

hemoglobina,

para a obtencdo de

aminoacidos

e ferro

(Weissbuch &

Leiserowitz, 2008). O parasita pode digerir até 60-80% do conteudo do eritrécito

num processo que ocorre no vacuolo digestivo do parasita, um organelo com pH
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acido, onde existem uma série de proteases (Krugliak et al, 2002). Neste
compartimento, os enzimas catalizam todo o processo de hidrélise da hemoglobina
em pequeno péptidos, produzindo o grupo hémico livre [Fe2+—protoporfirinaIX (Fe**-
PIX)], que é tdxico para o parasita (Weissbuch & Leiserowitz, 2008). Este bioproduto
por sua vez sofre um processo de oxidagdo, originado a ferriprotoporfirina, Fe*-
PPIX, que precipita no vacuolo digestivo, sob a forma de cristais, conhecidos por
hemozoina, processo conhecido como biomineralizacdo (Ziegler, e tal, 1999;Egan et
al, 2001) embora do ponto de vista fisioldogico o termo mais apropriado seja
biocristalizacdo (Hempelmann & Hempelmann, 2002). Os cristais de hemozoina
libertam-se quando ocorre a lise do eritrdcito e rapidamente sdo fagocitados por

mondcitos e fagodcitos circulantes.

O primeiro ensaio de sensibilidade com base na detec¢do de hemozoina foi
desenvolvido por Rieckmann, 1982, conhecido ser um teste com base na
precipitacdo de um pigmento escuro, apds adicdo de uma solucdao de NaOH-NaCl 1N,
que é o resultado da agregacao dos cristais de hemozoina. A precipita¢do era visivel,
indicadora da maturagdo do parasita, ndao necessitando de microscépio, o que
poderia constituir uma vantagem. No entanto, para além de ndo constituir um
ensaio preciso, devido ao tipo de resultados, os leucécitos aglutinam em solugdes
alcalinas, o que desta forma interfere com a formacdo do precipitado. E um teste

que ndo é utilizado (Basco, 2007).

Os cristais de hemozoina sdo birrefrigentes e paramagnéticos, caracteristicas
gue os tornam detectdveis por luz polarizada (Lawrence, 2002) ou de campo escuro

(Jamjoom, 1983, 1988, 1991), por citometria de fluxo (Hanscheid, 2000) e por
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espectroscopia de massa de desadsorcdo por laser ou de espectroscopia de
Ressonancia de Raman, em que é possivel tracar um espectro da hemozoina em

eritrocitos em cultura (Webster et al, 2008).

A Luz visivel Luz polarizada

Figura 5. Hemozoina presente num mondcito.
A- Observagdo da hemozoina em microscépio éptico.

B- Observagdo da hemozoina em microscépio 6ptimo com luz polarizada (notar a birrefrigéncia dos
cristais de hemozoina)

Quadro 5. Métodos de detec¢do da hemozoina

Método de Vantagens LimitagGes
deteccao

Luz polarizada e | Deteccao rapida da | Equipamento com elevado custo.
de campo escuro | hemozoina (birrefrigéncia) | Técnicos especializados.

Ndo distingue a hemozoina presente
nos trofozoitos jovens.

Citometria de | Boa especificidade. Equipamento com elevado custo.

fluxo Deteccdo de hemozoina | Baixa sensibilidade para individuos nao
em eritrécitos intactos. imunes.
Grande potencial no

diagndstico da malaria.

Método rapido.

Espectroscopia Muito especifico. Equipamento de elevado custo.
de massa de
desadsorcdo por
laser

Boa sensibilidade. N3do é possivel diferenciar as espécies
de Plasmodium spp.
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4. HEMOZOINA E DETECGCAO POR CITOMETRIA DE FLUXO

4.1. Principios basicos da citometria de fluxo

A citometria de fluxo é um método analitico permite a deteccdo de
caracteristicas fisicas multiparamétricas de uma Unica célula ou de outras particulas
bioldgicas, a informacdo obtida pode ser qualitativa ou quantitativa (Brown et al,

2000) .

Em termos gerais, a citometria de fluxo traduz-se na passagem de particulas
em suspensdo, uma a uma, num fluxo continuo, em frente a um laser que emite luz.
A unidade base de um citdmetro de fluxo compreende: o sistema de fluidos
(Sheath); sistema Optico e sistema electronico. Geralmente, a fonte de excitacdo é

um laser de argon que emite luz num comprimento de onda de 488nm.

No sistema dptico quando uma célula atravessa o feixe de luz, provoca um
processo de dispersdo da luz e/ou emissdo de fluorescéncia, cuja intensidade estd
dependente das caracteristicas fisicas da células. Fendmenos fisicos como a
dispersao, extingdo e refrac¢ao sdo avaliados por diferentes sensores, bem como a
fluorescéncia emitida pela célula quando atravessa o laser. A dispersdo frontal
(Forward scatter ou FSC) é proporcional ao tamanho relativo da célula e a dispersao
ortogonal ou lateral — 0-909 (Side Scatter ou SSC) informa sobre a estrutura interna
da células (granularidade, relacdo nucleo-citoplasma) e a sua forma (Orfio &

Gonzalez, 1995).

O sistema electronico é constituido por sinais luminosos, amplificados e

convertidos em pulsos electrénicos pelos fotomultiplicadores, sdo medidos e sofrem
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uma conversao analdgica-digital. Conforme a intensidade do sinal digitalizado, estes
sdo processados em varios canais, acumulando-se em tempo real para uma posterior
analise computorizada. Estes dados geralmente sdo apresentados sob a forma de
histogramas, que combinam um parametro com o nimero de eventos analisados ou
de diagramas dot-plot, que combinam os dois parametros. Neste diagrama cada

ponto corresponde a um evento analisado. (Orfdo, 1995, Shapiro, 2003)

Single Cell (57575
Suspension —— le
. Sheath

Q

o]

Dichroic
Mirrors

Forward
Argon- Ton \ __I Light
Laser 7H Scatter Electronic Computer
Detector |[—— i\rrlphl'..‘llu;ln — Analysis
Ao D and
Conversion Drisplay

Figura6. Esquema de um citémetro de fluxo. Uma suspensao de células é focada
hidrodinamicamente pelo Sheath até intersectar um feixe de luz. Os sinais sdo
recolhidos por um detector de FSC, um detector de SSC (1), e detectores de
fluorescéncia (2-4). Os sinais sdo amplificados, convertidos a forma digital e
representados num software informatico (adaptado de Brown,2000).

A par do FSC e do SSC caracteristicos de uma dada populacdo de células, os
corantes fluorescentes constituem uma ferramenta adicional para o estudo dessa
populacdo. Estes corantes podem actuar de diversas maneiras, como por exemplo
intercalados ou ligados a diferentes componentes celulares (DNA, RNA, proteinas),
ou conjugados a anticorpos especificos para ligacdo a proteinas nas membranas ou

no interior das células, entre outras.
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4.2. Detecg¢ao da hemozoina por citometria de fluxo

A hemozoina é birrefrigente e pode ser detectada por métodos épticos como a
citometria de fluxo (Hanscheid et al, 2000). Varios estudos tém demonstrado que
este método de deteccdo de hemozdina detectada em leucdcitos pode constituir um
método de diagndstico de malaria em regides endémicas (Hanscheid, 2008) e nao

endémicas (Hanscheid et al, 2000).

Estes estudos foram realizados numa nova geragcao de contadores (CeII-Dyn®,
Abbott Diagnostics) que se baseiam na tecnologia MAPSS® (Multi-Angle Polarized
Scatter Separation). Trata-se de uma metodologia baseada na citometria de fluxo em
gue os eosindfilos sdo diferenciados dos restantes granulécitos através de uma
caracteristica Unica dos granulos eosinofilicos: a capacidade de despolarizar a luz
(Hanscheid et al, 2000). A utilizagdo deste equipamento possibilitou a identificagdo
de mondcitos que também despolarizam a luz devido a presenga do pigmento da
malaria (Hanscheid et al, 2000). A investiga¢do desta ocorréncia permitiu identificar
doentes com mondcitos contendo hemozoina e estabelecer o diagnéstico indirecto
de malaria. Num estudo efectuado no Servico de Urgéncia do Hospital de Santa
Maria, este método permitiu diagnosticar casos de malaria, mesmo quando nao

houve suspeita clinica, durante a realizacdo do hemograma de rotina

Através de estudos realizados por microscopia tem sido possivel estabelecer
uma correlacdo entre a presenca de hemozoina em monocitos e neutréfilos e a
mortalidade nas formas graves de malaria em adultos. O contador hematoldgico
automatizado (CeII-Dyn®) pode permitir estabelecer esta correlacgdo com maior

precisdo que a microscopia Optica, uma vez que analisa 10.000 células em tempo
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inferior a um minuto. No entanto, ndo é possivel adequar o software do
equipamento de forma a incluir algoritmos que permitam a detecgao e quantificagdo
automatizada de leucocitos contendo hemozoina. Esta analise limita-se actualmente
a contagem manual das populagdes caracteristicas constantes no grafico 902
depolarized light scatter (granularity)(depol SSC) vs. 90° light scatter (lobularity), que
o0 equipamento produz como parte do hemograma. O laboratério dispde, no
entanto, de um citometro de fluxo que foi especificamente desenhado e detecta a
luz despolarizada de modo similiar ao MAPSS® utilizado pelo CeII-Dyn®. Este
equipamento analisa um elevado numero de leucécitos (100.000 em 1-2 minutos) e
assim deverda permitir a detec¢do e quantificacdo precisa de mondécitos e neutroéfilos

contendo hemozoina.

Embora com o Cell Dyn® ndo seja possivel detectar os eritrocitos infectados
devido a lise diferencial, para contagem dos leucdcitos, foi possivel detectar
hemozoina intraeritrocitdaria num individuo com elevada resisténcia a lise dos
eritrécitos (Hanscheid et al, 2000a), ilustrando desta forma a potencialidade do

equipamento.

5. ESTUDOS PRELIMINARES

Em experiéncias preliminares observou-se, em cultura de células sanguineas de
ratinho exposta a concentracbes seriadas de cloroquina, que a deteccdo de
hemozoina intra-eritrocitaria permitiu observar o efeito inibitério do farmaco, em

poucas horas de incubagao.
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E importante que esta detec¢do de hemozoina em parasitas intraeritrocitarios

seja verificada e validada para determinar o efeito dos farmacos anti-malaricos.

6. BREVES CONSIDERACOES

Como a maioria dos citdmetros sdo dispendiosos, ndo sendo possivel a sua
aquisicdo em zonas endémicas, é emergente a concep¢ao de um citédmetro de fluxo
barato para detectar e quantificar plasmddios (Shapiro, 2008), abrindo assim a
possibilidade de adaptar o método de deteccao de hemozoina ao diagndstico e

avaliagdo da susceptibilidade aos anti-malaricos.
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Il. OBJECTIVOS

O principal objectivo deste estudo consiste no desenvolvimento de um método

rapido e robusto para o estudo da resisténcia aos anti-malaricos.

O método a desenvolver baseia-se:

- Na detecgdao de hemozoina em parasitas intraeritrocitarios, por citometria de

fluxo;

- E, no estabelecimento de curvas dose-resposta apds incubacdo dos parasitas

com os anti-malaricos.

Pretende-se portanto, optimizar um protocolo com vista a obter resultados
clinicamente relevantes de uma forma simples (sem adicdo de reagentes) e rapida

(resultados em 24h).

24



IIl. MATERIAIS E METODOS

IIl. MATERIAIS E METODOS

1. MATERIAL CORRENTE DE LABORATORIO

No decorrer deste trabalho, foi utilizado na sua maioria material descartavel
gue consistiu em tubos de polipropileno de 15 mL e 50 mL (Orange Scientific), , tubos
eppendorf de polipropileno de 1,5 mL, pontas azuis, amarelas e brancas, tubos
adequados para o citdmetro Cyflow de 3,5 mL, com as dimensdes exactas para o

calculo correcto do niumero total de células.

Os materiais de vidro utilizados foram frascos de pirex SCHOTT de 500 mL e

1000 mL e provetas graduadas de 20 mL e 100 mL.

Foram utilizadas pipetas de Pasteur graduadas esterilizadas de 3 mlL,
micropipetas (Gilson e BioPippette)) com gamas entre 100-1000 pL, 50-200 pL, 10-

100 pL e 0,5-10 pL

Para os ensaios de sensibilidade aos anti-malaricos utilizaram-se placas de
cultura, de 24 pocgos, feitas em poliestireno, préprias para este tipo de ensaios
(existem certos tipos de materiais que ndo podem ser utilizados, pois ha absor¢do do

farmaco).

2. SOLUCOES E MEIOS DE CULTURA

Consoante o fim a que se destinava, foram utilizados dois tipos de agua: agua
de qualidade do tipo |, colhida através do sistema Milli-Q UF-Plus (Millipore,
Billerica), com uma resistividade de 18,2 MOhm.cm e com um filtro de 0,22 um, e

agua bidestilada estéril para a preparacao das solugdes.
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O meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 é constituido por uma
mistura de sais enriquecidos com aminodcidos e vitaminas e outros componentes
considerados essenciais para o crescimento celular. Dado se tratar de um meio
altamente nutritivo para cultura de células, é necessario que o manuseamento seja
feito em condicbes de esterilidade. Ao meio é adicionado um indicador de pH, o
vermelho de fenol, que permite por alteragdo da cor normal (laranja) do meio inferir
sobre o seu pH. Ao longo do tempo o meio vai ficando vermelho devido a diminuicao

do pH, nestas condi¢des ndo é utilizado.

Embora o meio de cultura RPMI 1640 seja muito nutritivo, é necessario

adicionar determinados suplementos, que sdo essenciais para a cultura de parasitas.

Quadro 6. Composi¢cdo do meio RPMI 1640 completo*

Férmula [Composto]final/
% (m/v)
RPMI 1640 (1x concentrado) -

Tampao HEPES 1
Penicilina/Estreptomicina 1
100000UP/mL

Aminoacidos ndo essenciais 1
Glutamina’ 1
Soro bovino fetal 10 (v/v)

* Todos os reagentes possuem um elevado grau de pureza e sdo comercializados pela Gibco, Invitrogen.

®Existe meio RPMI 1640 gue na sua composi¢do tem glutamina.

3. FARMACOS ANTI-MALARICOS

Os anti-malaricos utilizados neste trabalho foram a cloroquina (Sigma-Aldrich)
As solugdes stock (1280 uM) e de trabalho (12,8 uM) da cloroquina foram preparadas

com 4agua bidestilada estéril, em condicdes de esterilidade. A filtracdo destas
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solugbes ndo é recomendada, pois as concentragdes sad muito baixas, alguma
quantidade de cloroquina poderia ficar retida na membrana do filtro. As diluigdes
foram feitas em meio de cultura RPMI completo, a partir da solugao de trabalho,

numa gama de concentragdes de 5, 10, 25, 50, 100 e 200 nM.

As solucdes stock e de trabalho foram conservadas a 42C, o que aumenta o seu
periodo de estabilidade. As diluigdes também foram conservadas a 42C, no entanto
guando havia uma mudanca de pH, que era registada pela alteracdo da cor do meio

RPMI (laranja para vermelho), estas eram preparadas de novo.

4. IMODELO ANIMAL E COLHEITA DE SANGUE

O modelo murinico utilizado para estudar os estadios eritrocitarios do parasita
P. berghei é da estirpe C57BL/6. Os murganhos foram infectados com P. berghei
ANKA transfectado com a proteina GFP (green fluorescent protein) e P. berghei

ANKA.

Estes animais foram criados no biotério do Instituto Gulbenkian de Ciéncia e
mantidos no biotério do Instituto de Medicina Molecular. Toda a conduta e
protocolos foram aprovados pelo regulamento da protecgao dos animais, instruido

pela Direccao Geral de Veterinaria.

A colheita de sangue foi realizada no laboratério de Imunologia, onde foram
feitas varias aliquotas para diversos fins, nomeadamente congelamento para

posterior infeccdo de murganhos sdos.

O sangue foi colhido apds sacrificio do murganho, por asfixia com CO,, por

puncdo cardiaca.
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Todo o material foi desinfectado com etanol a 70% e a colheita era feita com

uma seringa contendo anti-coagulante, heparina (1:50 em PBS).

O tubo com sangue foi mantido em gelo até ser feita a suspensdo em meio

RPMI 1640.

A parasitémia dos ratinhos, utilizados neste estudo, foi de 1-10%.

5. CITOMETRO DE FLUXO

5.1. Consideragoes gerais

Os ensaios de citometria de fluxo foram realizados num citometro CyFlow SL
(Partec GmbH, Miinster, Germany), que foi instalado de acordo com as instrucdes do
fabricante. O equipamento possui um laser sélido de 488 nm, e filtros de 520 (FL1 —

verde) e 630 nm (FL3 — vermelho), conforme se indica na Figura 7.

Sistema Electrdnico Sistema dptico

Andlise computorizada - FloMax® @

Figura 7. Citometro CyFlow® e seus componentes.
(http://www.partec.com/preview/cms/upload/CyFlowSL_Microbiology.pdf)
1 — Laser de 488 nm; 2- Cuvette de fluxo; 3- Focagem da luz laser; 4- Camara CCD, 5 — FSC, 6 - SSC 1; 7- SSC 2;

8- Detector de fluorescéncia verde — FL1; 9 - Detector de fluorescéncia vermelha — FL3, 10 - Amostra.
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Ao lado do equipamento, estavam colocados os recipientes do Sheath (sistema
de fluidos), possui um filtro de 30um (Partec) na extremidade do tubo que
transporta o Sheath, e do esgoto liquido (Waste) (Figura 8). Neste recipiente era
colocada lixivia a 10%, para inactivar o material bioldgico analisado que poderia
constituir um risco. Os eléctrodos presentes nos recipientes, permitiam que o
equipamento alertasse para o reabastecimento do Sheath ou o esvaziamento do

recipiente do esgoto liquido.

Figura 8. Recipientes do sistema hidrodinamico (Sheath) e do esgoto liquido (Waste).

1 - Eléctrodos; 2- Filtro de 30 um.

A recolha do Sheath foi realizada de uma forma lenta e escorrendo pela parede
do recipiente, para que ndo se formasse nenhuma bolha, minimizando assim o

background.

O parametro gain adoptado foi seleccionado de acordo com as células
analisadas, de modo a centrar a distribuicdo celular no histograma FSC/SSC. Em
todos os casos, o gain dos detectores oOpticos era logaritmico, e a velocidade de
amostragem utilizada (em uL/seg) era tal que permitisse a analise de cerca de 1000 a

2000 eventos por segundo. O citometro de fluxo é controlado por um computador e
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através de software préprio é possivel fazer a aquisi¢ao e tratamento de dados em

ambiente Windows (Partec FloMax 2.4d)

A calibragdo inicial do equipamento foi efectuada mediante o alinhamento do
sistema dptico e do sistema fluidico com esferas de calibragdo de 3 um, com settings
proprios para este procedimento. A verificacdo da calibracdo era feita
periodicamente durante o estudo, de forma a verificar o bom alinhamento do

sistema optico, bem como o bom funcionamento dos tubos fotomultiplicadores.

5.2. Reagentes

As esferas de calibracdo do citémetro CyFlow, de 3 pum (Partec) foram

armazenadas entre 2 e 8 2C, ao abrigo da luz.

Para efectuar as medi¢des no citometro de fluxo foi necessario diluir a
suspensdo em tampdo FACS, composto por PBS (1x concentrado, da GIBCO,
Invitrogen) e soro bovino fetal (SBF) (Gibco, Invitrogen) numa concentracao final de
2% (v/v). Este tampdo foi armazenado a 42C, permanecendo estavel durante varios

meses.

O SYBR® Green | Nucleic Acid Gel Stain (Molecular Probes™, Invitrogen),
fornecido 10000x concentrado em DMSO (dimetilsulfoxido), foi diluido a uma
concentracdo final de 10x (solucdo de trabalho) e armazenado a -20°C, protegido

contra a luz.
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5.3. Contagem absoluta de células

O equipamento possui dois sensores (eléctrodos) que medem um volume de
amostra de 200 uL, e que permitem a determinagdo da contagem de células por

unidade de volume (Figura 9)

'\ Pump Start Laser bearn

Start Count Stop

Figura 9. Contagem absoluta de células.
(http://www.partec.com/preview/cms/upload/CyFlowSL_Microbiology.pdf)

A amostra é aspirada (1) até atingir o eléctrodo mais curto (2). Inicia-se a contagem que so6 termina quando se
deixa de detectar a amostra (3). O volume de amostra aspirado para contagem de células é de 200uL. A —Tubo
de amostra colocado no equipamento; B — esquema de contagem absoluta de células.

A contagem absoluta de células foi efectuada por analise de um volume de
cerca de 1000 pL de amostra (em que a amostra é diluida 1:10 em FACS buffer), apds
uma breve homogeneizacdo da suspensdo no vortex (MS1 Minishaker IKA), sem
formacao de espuma. Os tubos para este efeito tém que ter um didmetro conhecido,
uma vez que esse parametro entra nos cdlculos efectuados pelo equipamento para a

contagem absoluta.
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6. ENSAIOS DE SUSCEPTIBILIDADE DE P.BERGHEI AOS ANTIMALARICOS

6.1. Preparacao das suspensoes com cloroquina

O sangue apos colhido foi diluido em meio RPMI 1640 numa concentracgao final
de 2% (v/v). Um volume de 500 uL de suspensdo a 2%, foi distribuido pelos pogos da
placa de cultura conforme um esquema pré-estabelecido, onde os ensaios eram

feitos em triplicado (Figura 10).

Figura 10. Esquema da incubagao das células e dos farmacos anti-malaricos.

Os controlos sdo colocados nos primeiros pogos (C1-C3) e nos seguintes sdo colocadas as
diluigdes seriadas crescentes do farmaco (A1-A3; B1-B3;...).

Depois de distribuida a suspensdo, foi retirada uma aliquota de 5 ou 10uL
(conforme o tipo de contagem que se fosse realizar, 50 000 eventos ou contagem
absoluta de células), para posterior analise no citémetro. Um volume de 500uL de
farmaco diluido, com concentracGes estabelecidas, foi adicionado ao poco
correspondente. Nos controlos (ensaio sem farmaco) adicionaram-se 500uL de meio
RPMI. Notar que o volume aumenta para o dobro (1000 pL) o que origina uma

diluicdo de 1:2 da concentragdo inicial da suspensado de células e de farmaco.
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As placas de cultura foram incubadas numa estufa (Heraeus) a 379C, com

atmosfera de 5% de CO,.

Foram analisadas amostras em intervalos de 1h, até seis horas de incubacao,

depois ap6s 18, 24 e 48h.

6.2. Andlise das suspensodes apds tratamento com cloroquina

Como se pretendia estabelecer uma curva de dose-resposta, no tempo
respectivo, foi retirada uma aliquota de cada poco para ser analisada no citometro

CyFlow. Esta aliquota foi diluida 1:10 em tampao FACS, num volume final de 1000 pLL.

A analise constou da aquisicdo de 50 000 eventos ou contagem absoluta de
células. Para o tratamento dos dados, foi desenhado um gate poligonal (R1), que
abrangesse cerca 80-90% da populacdo principal representada no histograma
FSC/SSC, excluindo as plaquetas e os debris. Este gate é criado de uma forma
arbitraria, contudo tem detectar os eventos mais despolarizados, eliminando aqueles
que ndo se pretendam analisar. Definindo sempre o mesmo gate é possivel
estabelecer comparacdes intra ensaio. Para analise dos eventos mais despolarizados
o histograma depol SSC/ SSC é dividido em 4 quadrantes para que nos primeiros
guadrantes Q1 e Q2, fiqguem os eventos mais despolarizados, correspondendo as
formas mais maduras dos parasitas que tém maior quantidade de hemozoina

(também aqui a escolha é arbitraria mas é aplicada a todos os ensaios).

Um segundo gate R2 foi desenhado de forma a detectar a fluorescéncia, devida

a0 parasita expressar uma proteina fluorescente verde (GFP) (FL1). O gate R2
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abrange o pico de fluorescéncia do grafico FL1. A analise dos dados foi realizada no

programa FloMax.
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IV.RESULTADOS

1. - ENSAIO PARA O ESTABELECIMENTO DOS PARAMETROS

Alguns parametros do equipamento (settings) devem ser ajustados no sentido
de optimizar a aquisicdo das particulas a analisar. Este ajuste é necessario quando se
desenvolve um ensaio para um determinado tipo de células/particulas, que
apresentam um comportamento proprio de dispersao de luz. Assim, um dos
parametros a optimizar foi o gain dos detectores dpticos, através do qual o sinal de

amplificacdo pode ser ajustado separadamente para cada parametro (FSC ou SCC).

Relativamente, ao gain este baseou-se nas caracteristicas da populagao de
células em estudo. Assim, os valores foram estabelecidos para que permitissem a
andlise dos eventos muito aglomerados em que o FSC tem um valor baixo (excepto

na zona dos debris celulares) e eventos mais isolados com valor de SSC mais elevado.

2. ANALISE DOS RESULTADOS OBTIDOS NO CITOMETRO DE FLUXO

A andlise de resultados conforme descrito em Ill — 6.2, é baseada na estratégia

de tragar um gate em torno da populagdo que se pretende analisar (Figura 12):

- Gate R1 no histograma FSC/SSC (eritrécitos), é aplicado a todos os graficos;

- Gate R2 no histograma FL1/FL3, detecta as células com fluorescéncia devida a

GFP.

- Q1+Q2 no histograma depol SSC/SSC, detecta as células mais despolarizadas

na populacdo do gate R1.
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Figura 12. Analise dos resultados — estratégia de tragado dos gates em torno das populagées a
estudar. Em A temos a populagdo de eritrdcitos que ao ser aplicada em B, permite
determinar o nimero de células mais despolarizadas (Q1+Q2). Em C o gate R2 permite
determinar o nimero de células com fluorescéncia devida a proteina GFP.

Quando se pretende analisar o efeito inibitério da cloroquina numa mesma
populacdo, para que seja possivel comparar os dois métodos (deteccdo de
hemozoina e da fluorescéncia GFP), é necessdrio que o gate R2 seja aplicado no
histograma da despolarizacdo, de modo a que consigamos analisar os eritrocitos

infectados com maior despolarizagao.

3. ESTUDO DO BACKGROUND DO MEIO RPMI E DO TAMPAO FACS

De forma a verificar se as particulas em suspensdao no meio de cultura RPMI
1640 e no tampdo FACS (utilizado para diluir as suspensdes a analisar) poderiam
interferir nos ensaios, procedeu-se a analise destas solu¢des como amostras. Em

simultdneo, foi analisada uma amostra de agua de qualidade tipo |, como controlo.
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Figura 13. Analise do background do meio RPMI 1640 e tampao FACS (contagens absolutas).
A- Agua de qualidade tipo I; B- Meio RPMI 1640; C-Tamp3ao FACS.

Os resultados obtidos permitem concluir que ndo ha interferéncia do meio

RPMI ou do tampao FACS, na andlise dos resultados dos ensaios.

4. IMPORTANCIA DAS CONDICOES DE ESTERILIDADE

Em Microbiologia, trabalhar em esterilidade é uma condicdo exigida para

garantir a qualidade dos resultados.

A contaminacdo pode surgir em qualquer fase do ensaio ou pré-ensaio. Nas
primeiras duas experiéncias houve contaminag¢dao da cultura com Pseudomonas
aeroginosa (isolada em gelose de sangue). Esta contaminacgdo foi visivel ao fim de
24h (Figura 14). A origem da contaminagao foi investigada através de sementeira em
gelose de sangue dos varios produtos que sdo utilizados em cada experiéncia,
nomeadamente as solucdes de cloroquina, o meio de cultura, o tampao PBS,
inclusivé o proprio sangue do ratinho. De facto, este ultimo era fonte de
contaminagdo, mais especificamente a heparina que lhe foi adicionada como

anticoagulante.
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Figura 14. Contaminacgdo das culturas com Pseudomonas aeroginosa.

A- [CQ]= 5uM (tempo 0); B- [CQ]= 5uM (tempo 120); C-[CQ]= 5uM ( tempo 24h). Em C observa-
se um populacdo aumentada de células (gate) relativamente ao ensaio inicial (A) e um nimero
aumentado de células lisadas, observavel fora do gate (assinalado com uma seta). Estas
observagoes sugerem uma possivel contaminagao.

5. AVALIACAO DE UMA SUSPENSAO DE SANGUE DE RATINHO NAO INFECTADO E
INFECTADO COM P. bERGHEI ANKA

Foram analisadas duas amostras de sangue de ratinho, uma sem infeccdo e

outra infectada com P. berghei ANKA.
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Figura 15. Andlise do sangue de ratinho nao infectado. A- Contagem absoluta do niimero de células
(populagdo total de células presentes na amostra); B- Contagem de células
despolarizadas (como o ratinho ndo esta infectado ndo se observa despolarizagdao das
células).
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Figura 16. Contagem absoluta do nimero de células de uma suspensdo de sangue de ratinho
infectado com Plasmodium berghei. A- Contagem absoluta do niimero de células
(populagdo total de células presentes na amostra); B- Em Q1+Q2 estdo presentes as
células mais despolarizadas (eritrdcitos parasitados).

Como se pode observar nas Figura 15 e Figura 16, apds uma contagem absoluta
de células, observa-se que sé existem células despolarizadas, na amostra de sangue
infectado com o parasita. Os eventos mais despolarizados correspondem a

eritrocitos parasitados contendo hemozoina.

6. IMPORTANCIA DA ESCOLHA DAS CONCENTRAGCOES DO FARMACO

Foram realizadas varias experiéncias no sentido de analisar quais as
concentracdes a serem utilizadas nos ensaios de susceptibilidade in vitro. O sangue
utilizado foi de ratinho infectado com P. berghei ANKA. Inicialmente, utilizou-se um
intervalo alargado de concentragdes de cloroquina: 5, 25, 50, 100, 200 nM. A escolha
desta gama de concentracbes foi baseada em varios estudos revistos por Basco,

2007.
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Figura 17. Efeito da cloroquina (CQ) nos eritrdcitos parasitados por P. berghei ANKA , ao longo de
3 horas. Observa-se uma diminuicdo das células despolarizadas um efeito inibitério
apos a primeira hora de incubagdo para as concentragées de 25, 50, 100 e 200 nM. A
concentragao de cloroquina de 5 nM teve um efeito semelhante ao controlo. Q1+Q2-
representam as células com maior despolarizagio.

No total foram analisados 50 000 eventos dos quais, a soma de Q1 e Q2 ,
representa os eventos mais despolarizados (Figura 12). Nestes 2 quadrantes temos
as formas mais maduras do parasita que tém maior quantidade em hemozoina,
constituindo assim um bom “marcador” para analisar o efeito da cloroquina no

parasita.

Mediante a analise do grafico (Figura 17 )Erro! A origem da referéncia ndo foi

encontrada. as concentracoes escolhidas foram de 5 nM, 25 nM e 50 nM.

7. AVALIACAO DO EFEITO INIBITORIO DA CLOROQUINA NUMA SUSPENSAO DE
SANGUE DE RATINHO INFECTADA COM P.berghei ANKA

Neste ensaio utilizou-se sangue de ratinho infectado com P. berghei ANKA.

Como esta estirpe ndo esta transfectada com a proteina GFP, o efeito inibitério é
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seguido pela deteccdo de hemozoina, feita pela analise da percentagem das células

despolarizadas, em 50 000 eventos.
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Figura 18. Estratégia de analise das células mais despolarizadas (Q1+Q2) com base no gate R1. No
grafico FL1, confirma-se que a estirpe de P. berghei, ndo é transfectada com a proteina
GFP, pois ndo ha emissao de fluorescéncia.

Com base no gate R1 tracado, e aplicado ao histograma da despolarizacdo, é
possivel saber a percentagem das células despolarizadas e tracar a curva dose-

resposta para avaliacdo do efeito inibitério da cloroquina (Figura 19).
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Figura 19. Efeito da cloroquina (CQ) em eritrdcitos infectados P. berghei ANKA, ao longo de 24h.
Observa-se uma diminuicdo das células despolarizadas um efeito inibitério apds as
primeiras duas horas de incubagdo para as concentragoes de 25, 50, 100 e 200 nM. A
concentragdo de cloroquina de 5 nM teve um efeito semelhante ao controlo. Q1+Q2-
representam as células com maior despolarizagdo.
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8. AVALIAGCAO DE UMA SUSPENSAO DE SANGUE DE RATINHO INFECTADA COM
P.bERGHEI TRANSFECTADO cOM GFP

A utilizacdo de sangue de ratinho infectado com P. berghei ANKA GFP permite
analisar o efeito inibitorio através da analise da fluorescéncia especifica do parasita,
devido a ser transfectado com uma proteina fluorescente GFP, cujo sinal é possivel

visualizar no grafico FL1 (Figura 20)

A andlise do efeito inibitério da cloroquina foi seguida durante 24h, através da

contagem de 50 000 eventos.

FL3

FL1

Figura 20. Andlise das células com fluorescéncia em FL1. O tragado do gate R1 da a percentagem
de células com fluorescéncia devida a GFP.

Com base nos resultados obtidos é possivel tracar a curva dose-resposta, em

funcdo da fluorescéncia emitida.
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Figura 21. Efeito da cloroquina (CQ) em eritrdcitos infectados P. berghei ANKA GFP, ao longo de
24h. Observa-se que o nimero de células mantém-se constante nao se observando
qualquer efeito inibitério da cloroquina, mesmo na concentragdo mais elevada.

A analise do grafico ndo permitiu concluir acerca do efeito inibitério com base
na emissao de fluorescéncia. Ndo ha uma alteracdo no nimero de células GFP ,nas
primeiras duas horas, havendo um ligeiro aumento para algumas concentragdes, a

excepc¢do da concentracdo de cloroquina de 50 nM, que se manteve constante.

Para comparagao dos métodos realizou-se entdo a mesma experiéncia, mas

fazendo uma contagem absoluta das células e uma estratégia de gate diferente.

9. AVALIAGAO DE UMA SUSPENSAO DE SANGUE DE RATINHO INFECTADA COM
P.bERGHEI TRANSFECTADO COM GFP — CONTAGENS ABSOLUTAS

Utilizou-se uma suspensao sangue de ratinho infectado com P. berghei ANKA
transfectado com GFP, o efeito inibitério da cloroquina, foi seguido durante um

periodo de 3 horas, através de contagens absolutas de células.
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Figura 22. Anélise das células mais despolarizadas (Q1+Q2) e células GFP positivas. E tragado o
gate R1 para definir a populagdo em estudo, este gate é aplicado aos restantes
histogramas. Os quadrantes Q1+Q2 representam as células mais despolarizadas e para
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Figura 23. Contagem absoluta do niimero de células (n2 total de células/mL), numa suspensio de
sangue de ratinho infectado com P.berghei ANKA GFP.

Observa-se uma diminuicdo precoce do numero de células, em cerca de 50%.

Este facto, possivelmente é devido a uma adaptacdo ao meio de cultura RPMI, em

gue houve uma eventual lise das células.

Como a estirpe de parasita utilizada era GFP positiva foi possivel tracar a curva

dose-resposta em funcdo da fluorescéncia emitida, em termos de numero total de

células GFP positivas (Gate R2).
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Figura 24. Andlise do efeito da cloroquina numa suspensdao de sangue de ratinho infectado com
P.berghei ANKA GFP, através de contagens absolutas do numero e células com
fluorescéncia GFP.

Como apenas o parasita emite fluorescéncia, as células GFP positivas sdo

eritrocitos infectados, observando-se também um decréscimo entre 60-120 minutos

(Figura 24), semelhante ao observado na curva tragcada com o numero total de

células (Figura 23).

Em termos de depolarizacdo das células, o efeito inibitério é visivel ao fim de
60-120 minutos (Figura 25 e Figura 26).
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Figura 25. Analise do efeito da cloroquina (CQ) numa suspensdo de sangue de ratinho infectado
com P.berghei ANKA GFP, através de contagens absolutas do nimero de células muito

despolarizadas.

45




IV. RESULTADOS

Em relacdo as concentracdes de 25 nM e 50 nM é evidente o efeito inibitério
da cloroquina, diminuindo o nimero de células despolarizadas. Este efeito por
comparacdo, com experiéncias anteriores, também é evidenciado em termos

percentuais (Figura 26).
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Figura 26. Andlise do efeito da cloroquina (CQ) em eritrdcitos de ratinho infectados com P.berghei
ANKA GFP, através da percentagem de células muito despolarizadas (Q1+Q2)

Para que os dois métodos sejam comparadveis é necessario que a mesma
populagdo seja analisada, assim foi tragado um gate R2 (a limitar as células com
fluorescéncia devida a GFP) e aplicado ao histograma depol SSC/SSC. Com esta
estratégia de tragar o gate obtemos uma populagao de eritrocitos infectados muito
despolarizados. Com os dados obtidos construiu-se um quadro que evidencia as

diferengas, em termos de factor de redugdo, relativamente ao controlo.
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Quadro 7. Comparagdo entre os dois métodos com base no factor de redugao do nimero células

com fluorescéncia GFP e células muito despolarizadas.

Eventos Analisados Tempo 0 |Tempo 120 |Factor de Reducdo
Células GFP +/ml

Controlo| 12765 8320 1,5x

S0nM CQ| 15250 6145 2,4x

01+02 Celulas muitos
despalorizadas (n2 Total/ml)
Controlo| 3325 2415 1,4x
S50nM COQ| 4060 025 4,4x%
01+02 Celulas muitos
despalorizadas (%)

Controlo| 25,5 29,0 0,8x
sonM CQ| 26,4 13,8 1,0%
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Um dos problemas da maldria a escala global e a rapida disseminacdo da
resisténcia aos farmacos anti-maldricos, mais utilizados, como a cloroquina, torna
urgente a investigacdo e o fabrico de novos farmacos para o combate a doenca. Para
tal é necessario investigar as resisténcias estabelecidas, relativamente, aos farmacos

existentes.

O efeito in vitro do farmaco no parasita, tem sido quantificado pelo
metabolismo de um substrato marcado com radiois6topo, que permite seguir a
maturagdo e a viabilidade do parasita quando exposto a varias concentragdes de
farmaco (Desjardins, 1979). A hipoxantina marcada com titrio é o radioisétopo mais
utilizado no ensaio referido. Embora, seja considerado o método de referéncia, dada
a sua sensibilidade e reprodutibilidade, o uso de radioisétopos, para além de ser de
elevado custo, exige laboratérios com um determinado nivel de seguranga, com vista
a eliminagdao de material radioactivo. Sendo um método que envolve multiplos
passos no seu procedimento torna-se impraticdvel a sua adaptagdo a um numero

crescente de testes.

Torna-se assim necessario desenvolver um teste que seja objectivo, simples,
sensivel, rapido e independente da utilizacdo de radioisétopos. A citometria de fluxo
é um dos métodos com maior potencial para o estabelecimento de um sistema ideal.
Varios ensaios de citometria de fluxo tém sido desenvolvidos no sentido de
desenvolver um teste de susceptibilidade aos anti-malaricos (Franklin et al, 1986,

Saito-Ito et al, 2001, Contreras, 2004, Izumiyama, 2009).
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Este citdmetro possui um sistema 6ptico que permite a andlise de células com
elevada precisao. A substituicdo do fotodetector, habitualmente utilizado para a
detecgdo de FSC, por um tubo fotomultiplicador (aplicado no CyFlow) permite

aumentar a sensibilidade da aquisicdo em 5 vezes (Shapiro, 2003).

O inicio deste trabalho consistiu no ajuste dos parametros do equipamento de

forma a optimizar as condigOes de aquisicdo das células.

A optimizacdo dos parametros, foi feita de acordo com a populacdo de células
gue se pretendia analisar, para que os eventos mais isolados e mais aglomerados

pudessem ser analisados.

Um componente muito importante que importa analisar é o sistema de fluidos
hidrodinamico (Sheath), devido a eventuais interferéncias. Para minimizar estas
interferéncias utilizou-se sempre 4dgua de qualidade tipo |, tirada do sistema Milli-Q.
Esta dgua é ultra-pura com uma resistividade de 18,2 MOhm.cm e submetida a um
filtro de 0,22 um. A recolha desta agua foi feita, de modo a ndo produzir bolhas para
gue ndo houvesse introducdo das mesmas no sistema, o que poderia originar

problemas no processo de aquisi¢ao das células.

Foram avaliadas as possiveis interferéncias da agua do Sheath, o meio de
cultura RPMI 1640 completo e o tampao FACS, tendo sido analisadas contagens
absolutas de amostras destes materiais. Os resultados obtidos mostraram que as

interferéncias eram minimas.

O estabelecimento das condigdes de cultura foi um procedimento, igualmente
importante, pois existem diversos factores que podem influenciar a cultura de

células.
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Importa referir que nos primeiros ensaios houve uma contaminagdo das
culturas, com Pseudomonas aeroginosa, o que veio reforgar um aspecto muito

importante que é o de assegurar as condi¢des de esterilidade.

Assim, com base nos estudos revistos por Basco 2007 e em protocolos
especificos para a cultura de Plasmodium berghei (Janse, 2004), foram estabelecidas
as condi¢gdes de cultura de sangue de ratinho, infectado com a estirpe de
Plasmodium berghei ANKA, que é um modelo experimental muito utilizado no
estudo da malaria cerebral. Quando esta estirpe esta transfectada com a proteina
GFP, PbGFP, permite a visualizacdo e a investigacdo da viabilidade do parasita, em

culturas ndo sincronizadas.

O meio de cultura utilizado foi o meio RPMI 1640, suplementado com soro
bovino fetal, aminoacidos ndo essenciais, glutamina, tamp3do HEPES (impede grandes
alteragdes no pH) e antibidticos (penicilina e estreptomicina). Contém um indicador
de pH, que permite avaliar a estabilidade do meio, através da mudanca de cor. Este
meio de cultura é o mais indicado para ensaio de susceptibilidade in vitro. Outro
factor importante foi a preparacao das solugbes de cloroquina, realizada em
condicdes de esterilidade (em cdmara de fluxo laminar). O solvente utilizado foi a
agua, pois segundo o que esta descrito em Basco, 2007, a cloroquina é muito soltvel

em agua e apresenta uma estabilidade de varios anos, quando armazenada a 42C.

A escolha da cloroquina ndo foi arbitraria e esta relacionada com dois aspectos
importantes: é dos farmacos com mais resisténcias descritas de P. falciparum e o seu

mecanismo de acg¢do esta envolvido na sintese de hemozoina, que foi o parametro
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utilizado neste trabalho para analisar o efeito inibitério da cloroquina, na estirpe

sensivel de Plasmodium berghei ANKA.

As primeiras experiéncias (Figura 17 e Figura 19) permitiram a escolha das
concentragdes de cloroquina, a utilizar, com base na curva dose-resposta do
farmaco. A concentragao mais baixa de 5 nM, foi escolhida por ndo apresentar
efeito, constituindo assim mais um controlo. A concentracdo de 25 nM e 50 nm tém

um efeito inibitério visivel razdo pela qual foram escolhidas.

A anadlise do efeito inibitdrio da cloroquina na estirpe sensivel de Plasmodium
berghei ANKA, foi feita com base na fluorescéncia especifica do parasita, devida a
proteina GFP e na despolarizacdo caracteristica da hemozoina, presente em maior
guantidade nas formas mais maduras. Por esta razdao foram escolhidos os eventos

mais despolarizados (Q1+Q2), no grafico depol/ SSC.

A analise dos resultados, foi feita com base na aquisicdo de 50.000 eventos,
essencialmente para optimizar os parametros do citdmetro de fluxo, e em contagens
absolutas das células, que permitiu fazer uma avaliagao do efeito inibitério da

cloroquina no parasita.

Um aspecto observavel, aos 120 minutos é uma reducdo de cerca de 50% do
numero total de células. O facto desta diminuicao ser tdao precoce levanta algumas
guestdes, nomeadamente em relacdo ao metabolismo do parasita que parece ser
mais acelerado (Mons et al, 1983), relativamente a estirpes de P.falciparum, pois
possui um ciclo de vida mais curto Este aspecto pode conduzir a uma rapida
deplecdo dos nutrientes provenientes do meio de cultura e a acumulagdo dos

produtos do metabolismo, que sendo toxicos para as células, podem originar a sua
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lise. Assim em culturas estaticas em RPMI, as condigdes podem determinar a inibigdo
do crescimento do parasita e consequentemente o seu desenvolvimento (Mons et

al, 1983, Shuster, 2002).

No entanto, embora houvesse uma reducdo do numero total de células, o
efeito inibitério da cloroquina é visivel ao fim de 1 hora. Por comparagdao com o
controlo, foi possivel calcular um factor de redugdao que pode ser uma forma de
comparar os métodos. Embora as populacdes estudadas ndo sejam as mesmas, pois
as células com fluorescéncia (GFP) sdo os eritrécitos infectados com o parasita e as
células mais despolarizadas (Q1+Q2) correspondem apenas a uma fraccdo dessas
células, se for feito um gate em R2, que corresponde as células GFP positivas, que
sdo os eritrocitos infectados e se for aplicado ao histograma depol/SSC, estdo a ser

analisadas as mesmas células.

Analisando os resultados do controlo e da concentracdo de cloroquina de
50 nM (Quadro 7), observou-se uma reducdo de 2,4x, no numero de células GFP
positivas e uma redugao de 4,4x nas células despolarizadas, tendo em conta que o
controlo também sofreu uma reducdo (devido a uma possivel lise dos eritrécitos
infectados) de 1,5x (nas células GFP) e 1,4x (nas células despolarizadas), a diferenca
(0,9x e 3x) sugere que o efeito inibitério da cloroquina é possivel de ser detectado
mais precocemente com base, na andlise das células despolarizadas e que nao é
possivel detectar esse mesmo efeito por fluoresccéncia (pelo menos no intervalo de

tempo estudado).

Este efeito rapido, observavel nas curvas dose-resposta € caracteristico do

modo de ac¢do da cloroquina, na estirpe de Plasmodium berghei. Isto pode dever-se
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a uma agregacao (cumpling) dos vacuolos contendo hemozoina ou a uma
acumulacdo do grupo hémico por interacgdes com a cloroquina, conduzindo a morte

do parasita, pela nao formagdo de hemozoina.

Estudos in vivo e in vitro, realizados nas décadas de 60 e 70, desenvolvidos por
Warhurst et al , 1967, 1972, sugerem que o tratamento com a cloroquina, fragiliza as
membranas dos vacuolos digestivos originando um clumping do pigmento malarico,

o que de certa forma, justifica o rapido efeito inibitorio do farmaco.

No entanto, isto pode ser um efeito primario ou secundario. Primario se a
cloroquina actuar de uma forma directa na hemozoina, promovendo o clumping ou a
sua desintegracdo, por interaccdo entre os cristais de hemozoina e o farmaco
(Weissbuch & Leiserowitz, 2008). Secundario, se a cloroquina actuar a nivel do grupo
hémico, impedindo a formagdo de hemozoina, conduzindo assim a uma acumulagao
nos eritrocitos parasitados, o que resulta na morte do parasita. Esta hipdtese foi

defendida por Fitch, 1998, em estudos feitos em Plasmodium berghei.

Estes trabalhos mostram que a detecg¢do da hemozoina parece ser um bom
instrumento de estudo do parasita no seu estadio intraeritrocitario e embora
apresente a limitagdo de ndao haver um modelo animal que represente todos os

estadios do ciclo de vida do parasita.

A detecgdo da hemozoina por citometria de fluxo, foi demonstrada em varios
estudos (Hanscheid, 2000a, 2000b) e como existem muitos farmacos anti-malaricos
(cloroquina, mefloquina, quinino entre outros, ver Quadro 1) que interferem com a
formacdo de hemozoina (Hanscheid, 2007) e este pode ser um método rapido e

fidvel.
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A utilizagdo do Cyflow torna possivel, de uma forma simples e rdapida,
contagens do numero de células por unidade de volume. Com base nos resultados
obtidos e com o tragado das curvas dose-resposta foi possivel analisar o efeito
inibitério da cloroquina ao fim de poucas horas de incubagdo. No entanto, sdo
necessarios estudos adicionais nalguns aspectos considerados importantes. Como
seja, a razao pela qual o numero de células decresce em cerca de 50%, logo nas
primeiras horas. Relativamente a este aspecto, o meio podera ser suplementado
com componentes mais nutritivos bem como atmosfera de incubacdo podera ser

alterada.

O modelo animal também pode ser considerada uma limitagdo, pois embora
permita estudar uma parte do estadio do ciclo de vida do parasita, sendo um modelo
vivo é influenciado por diversos factores que podem originar falsos resultados. As
culturas continuas de P. falciparum constituem uma boa alternativa ao modelo
animal e uma vez implementadas e optimizadas as condigdes de cultura, permitem
fazer mais estudos, com a vantagem de se estar a estudar a resisténcia no

P. falciparum, com a desvantagem de ser um sistema fechado, ndao dinamico.

O rapido efeito inibitdrio da cloroquina também importa ser esclarecido, e para
confirmar o clumping, as culturas poderdao ser incubadas numa mistura de

cloroquina e quinino, que a confirmar retarda o efeito inibitério da cloroquina.

A citometria de fluxo constitui assim uma alternativa aos varios métodos
fenotipicos. Importa, porém, desenvolver citometros de fluxo de dimensdes mais
reduzidas, como o CyFlow, utilizado neste trabalho, que é transportavel e ocupa

pouco espaco (ideal para laboratdrios pequenos). No entanto, o custo destes
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equipamentos ainda é elevado o que constitui uma dificuldade na sua

implementagao.

Em resumo, embora haja aspectos a confirmar e a desenvolver, este trabalho
mostrou que a citometria de fluxo pode trazer vantagens importantes para os testes

de susceptibilidade in vitro.
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VI. CONCLUSAO

Este trabalho permitiu observar o efeito inibitério da cloroquina numa estripe
sensivel de Plasmodium berghei ANKA, com base na detec¢ao de hemozoina, por

citometria de fluxo.

Por constituir um método rapido, simples e sem adicdo e reagentes pode ser a

base de um novo teste de susceptibilidade in vitro.

No futuro, seria interessante alargar o estudo a estirpes resistentes de
Plasmodium berghei, num estudo paralelo ao realizado e a outros farmacos anti-
malaricos. Faz parte também deste projecto a implementacdo de culturas continuas
de Plasmodium falciparum sensiveis e resistentes, de forma a se poder aplicar o

método desenvolvido neste trabalho.
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