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AGAO, “IN VITRO", DA VIOLETA DE GENCIANA SOBRE FORMAS EVOLUTIVAS DO
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RESUMO

Utilizando a técnica de RIECKMANN e col, os autores realizaram 20 microtestes
de sensibilidade, procurando verificar a capacidade da violeta de genciana em impe-
dir, na cultura “in vitro”, o desenvolvimento habitual do Plasmodium falciparum.
Os resultados mostraram que houve inibicao da evolucédo do protozodario nas concen-
tracoes de 1/1 000, 1/1 500, 1/2 000, 1/2 500, 1/3 000 e 1/4 000, significando que nas
condicoes da experiéncia ¢ corante atuou sobre as formas sangliineas assexuadas
do protozodrio. Estas verificag0es sugerem que a violeta de genciana poderia ser
usada na profilaxia da malaria transfusional.

UNITERMOS: Plasmodium falciparum; Violeta de genciana - a¢do ‘in vitro”;

Malaria transtusional-profilaxia.

INTRODUCAO

Entre as preocupacoes inerentes a hemote-
rapia, a possibilidade de transmissao de infec-
¢Oes pelo sangue e seus derivados tem merecido
consideragoes diversas. No ambito das doencas
parasitarias, a doenca de Chagas e a malaria
exigem cuidados especiais buscando impedir se-
jam elas veiculadas peio sangne a outra pessoa.

Quanto as condutas recomendadas com o
objetivo expostn, sao também cogitaveis aque
las em que se torna interessante o aproveita-
mento do sangue, mesmo cque suspeito de conter
agentes causadores de doenca, principalmente
em regides onde nao se dispoe de estrutura para
imunodiagnéstico. Assim, o emprego de drogas
que inativem elementns parasitarios constitue

tatica aceitavel afim de impedir a transmissao
transfusional da infeccao.

Em estudo anterior, AMATO NETO e col.!
mostram que a violeta de genciana, adicionada
ao sangue, opde-se efetivamente a acao do Plas-
modium berghei, em malaria experimental de
roedores. Diante dessa constatacao, pareceu-
nos pertinente verificar a capacidade desse co-
rante inibir o desenvolvimento de formas asse-
xuadas do P. falciparum através de técnicas “in
vitro” padronizadas por RIECKMANN e col’.

MATERIAL E METODOS

Realizamos 20 microtestes de sensibilidade
a violeta de genciana, “in vitro”, utilizando san-
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gue de 20 pacientes com diagnostico laboratorial
de malaria causada por P. falciparum e parasi-
temia minima de 5 000 formas assexuadas por
milimetro cubico. Na triagem dos dbentes, ex-
cluimos todos aqueles medicados pregressa-
mente, levando em conta a normatizagao da Or-
ganizacao Mundial da Saude, que exclui dos es-
tudos com drogas os tratados com 4-aminoqui-
noleinas ou sulfamidicos e suas associac¢des, em
periodos iguais ou inferiores a 14 ou 28 dias, res-
pectivamente®.

O método utilizado foi o preconizado por
RIECKMANN e col.®, com modificacoes (hema-
cias lavadas, meio de cultura com soro e hemato-
crito de 5%) que, em nossa experiéncia permite
melhor desenvolvimento de esquizontes. Dilui-
mos a violeta de genciana em solucao glicosada
no meio de cultura RPMI 1 640 (“Flow Laborato-
ries”), suplementada com “Hepes” (6 mg/ml), gli-
cose (2 mg/ml); gentamicina (40 ug/ml), bicarbo-
nato de s6dio (2 mg/ml), hipoxantina (50 ug/ml)
e soro humano de paciente com tipo A ou AB,
Rh positivo, adicionar a 10%. Assim, obtivemos
concentragoes que variaram de 1/1a 1/4 000, con-
forme esta especificado na Tabela I. Lavamos
o sangue infectado, colhido em seringa hepari-
nizada, duas vezes com RPMI 1 640 mais bicar-
bonato, para remocao do plasma e dos glébulos
brancos e, em seguida, diluimos para um hema-
tocrito de 10% em RPMI 1640 completo, com
as varias dilui¢cbées de violeta de genciana. Incu-
bamos o material em microplacas de fundo cha-
to, a 37°C e em atmosfera de 5% de CO,, de acordo
com técnica de cultivo, “in vitro” de P. falcipa-
rum. O periodo de incubag¢ao variou de 24 a 36
horas. Todos os testes incluiram controles sem
adroga em estudo. O parametro para verificagcao
da eficacia, em cada caso, correspondeu a com-
paracao entre os crescimentos da cepa, e do con-
trole, em diferentes diluicdes. Para a perfeita vi-
sualizacéo, identificacdo e contagem das formas

evolutivas preparamos gotas espessas, coradas
pelo método de Giemsa.

RESULTADOS

Os resultados dos 20 testes realizados, da
acao da violeta de genciana sobre esquizontes
sangiineos de P. faleiparum provenientes de 20
pacientes diferentes, estdo mostrados na tabela
I

18

TABELAI
Acao da violeta de genciana sobre formas evolutivas do Plas-
modium falciparum. Estudo "in vitro” (RIECKMANN e col.®)
em 20 amostras distintas

Numero de esquizontes em pre-
senca da violeta de genciana
(concentracoes de 1/t 000
até 1/4 000)

Numero de
esquiznntes
no controle*

Numero do
teste

53
50
80
128
109
121
52
113
75
79
55
79
42
26
78
35
123
24
35
102
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* A identificacdo morfologica de 200 parasitas, registro de
quantos ja haviam evoluido para esquizonte.

Como vemos, nao houve desenvolvimento
de esquizontes em qualquer diluicdo. A micros-
copia observou-se apenas ‘‘pontos’”, provavel-
mente nucleos de parasitas degenerados.

DISCUSSAO

A malaria é doenca autolimitada. Depois de
numero variavel de anos, estimado de um a um
e meio para o P. falciparum, dois a trés para
o P. vivax e trés ou quatro para o P. malariae,
extingue-se a atividade reprodutora do parasita
e, com ela, a infeccao.

Apesar disso, existem referéncias de trans-
missido do P. falciparum e P. vivax até 8 anos
apos a historia da infec¢cao ou de o doador ter
se afastado de regido endémica, e do P. malariae
até 47 anos apos a possivel infec¢cao?.

Estes dados tém causado preocupacao nos
varios Servicos de Hemoterapia, havendo dife-
rentes condutas no intuito de afastar o doador
com possibilidade infectiva para a malaria® *.
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NaFranca, BRUCE-CHWATT? apds andlise
sorologica de portarores potenciais de Plasmo-
dium, sugere a nac utilizacace de doadores com
histéria de infec¢cao nos ultimos 5 anos ou ter
provindo de regido malarigena neste mesmo pe-
riodo.

Nos Estados Unidos, objetivando utilizar a
maior quantidade de sangue infectado nao exis-
te tal rigidez na selecao, porém a maioria dos
Servicos, utiliza teste sorologico na triagern de
doadores*.

Em regiao endémica, no entanto, onde pela
precariedade de condi¢dées nao existe possibi-
lidade de triagem dos doadores, sugere-se que
sejam utilizados como doadores individuos afe-
bris com parasitologico direto negativo, poden-
do ainda o receptor ser medicado com anti-ma-
laricos’.

Obviamente que a possibilidade de adicao
no sangue de substancias com acao anti-plas-
modio e sem toxicidade seria de grande valia
para bloquear a transmissao da malaria através
do sangue, principalmente em regido endémica.

Convém ressaltar que a violeta de genciana
empregada neste trabalho como parasiticida na
diluicao de 1/4 000 € praticamente atoxica.

Partindo do fato de ser conhecida a acao
da violeta de genciana contra T. cruzi, testamos
sua acao contra Plasmodium falciparum.

A experimentacao em animais, com modelo
experimental P. berghei camundongo, mostrou
ser a violeta de genciana eficaz no clareamento
do parasita no sangue. E verdade, todavia, que
nem sempre pode-se transferir para o homem
osresultados obtidos em roedores, apesar destes
poderem sugerir o caminho a ser seguido.

Com o desenvolvimento de técnica de cultivo
do P. falciparum “in vitro’’, houve a possibili-
dade de averiguar a atividade da violeta de gen-
ciana contra tal plasmoédio, que é aquele que
pode causar doenc¢a de evolu¢ao mais tormen-
tosa.

Com o microteste de RIECKMANN e col®
admitimos ser factivel observar a atuag¢éo do co-
rante na evolucdo normal, “in vitro”, do proto-

zoario. Enquanto no controle o parasita evolui
com todas as suas formas morfolégicas, expres-
sas por trofozoito jovem, trofozoito maduro e es-
quizonte, no microteste com violeta de genciana,
se ela for eficiente, o desenvolvimento estara in-
terrompido.

Na experimentaciao que empreendemos,
com O matel;ial, método e pardmetro de controle
escolhidos, apuramos que a violeta de genciana
inibiu a evolucao do P. faleciparum, em todas
as diluicoes, de forma semelhante a que tem lu-
gar na prevencao da transmissao da doenca de
Chagas por transfusao de sangue. Podemos, até
mesmo, a partir dessas constatagoes, empregar
quantidades menores de violeta de genciana
procurando detectar a minima necessaria para
inibir o desenvolvimento do P. falciparum.

Julgamos que os resultados obtidos animam
no prosseguimento dos estudos, inclusive em hu-
manos, visando acrescentar novos subsidios ob-
jetivando a profilaxia da malaria induzida em
Servicos de Hemoterapia.

SUMMARY

“In vitro’ activity of gentian violet against ase-
xual Plasmodium falciparum parasites

In order to investigate whether gentian vio-
let exhibited ‘““in vitro” inhibitory activity
against Plasmodium falciparum, the Authors
have carried out 20 sensitivity tests according
to the microtechnique described by RIECK-
MANN et al.’. Results have shown inhibition of
schizonts’'maturation at the following concentra-
tion: 1/1 000; 1/1 500; 1/2 000; 1/2 500; 1/3 000 and
1/4 000, thus demonstrating inhibitory activity
of the tested dye against asexual blood para-
sites. The present data suggest gentain violet
may be possibly used in the prophylaxis of trans-
fusion-acquired malaria.
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