st Med. vop. Sdo Pavio
30 (3).147-152, maio-junhu, 1958

AVALIACAO DA RESPOSTA DO PLASMODIUM FALCIPARUM A
CLOROQUINA, QUININO E MEFLOQUINA (1)

S.M. DI SANTI (2), V.L.F. CAMARGO NEVES (2), M. BOULOS (2), A.P. DUTRA (2),
AM.S.V. RAMOS (2), M. SANTOS (2) & L.C.B. BARATA (2)

RESUMO

Nosso estudo envolveu a analise de cepas de Plasmodium falciparum prove-
nientes da Regido Amazdnica Brasileira, coletadas no Laboratorio de Malaria da
SUCEN. Os estudos *‘in vitro’” foram efetuados com a cloroquina (46 ensaios), qui-
nino (42 ensaios) e mefloquina (51 ensaios). Os resultados mostraram resisténcia de
100% em relagdo a cloroquina, 2,4% ao quinino e 31,4% a mefloquina, na analise
“‘in vitro”’. Sete pacientes foram tratados com quinino isolado ¢ nove com a associa-
¢ao mefloquina + pirimetamina-sulfadoxina, ndo mostrando correlagdo com os tes-

o

tes “‘in vitro’’.

UNITERMUOS: Terapéuuca da malaria; Microtestes de sensibilidade ao Plasmo-
dium falciparum.

INTRODUCAOQO

A resisténcia do Plasmodium falciparum a
diversos antimaldaricos, isto é, sua capacidade
de multiplicar-se ou sobreviver em presenga de
determinada concentracdo de uma droga que
normalmente é eficaz contra parasitas da mes-
ma espéciels, vem sendo descrita ha longo
tempo.

MOORE & LANIER* descreveram o apare-
cimento da resisténcia a cloroquina, em 1961, na
Colombia. Hoje, numerosas regides apresen-
tam o grave problema da resisténcia a esta 4-
aminogquinoleina, incluindo o Sudeste
Asiatico'+, Indochina, Malasia, Indonésia, Pa-
pua Nova Guiné!s, Kénia, Tanzénia, Sudao,
Zaire e mais recentemente Angolaée 10,

(1) Auxilio financeiro do CNPg-Polonoroeste 700349/ 85.

O primeiro relato de falha no tratamento
com o quinino data de 1910, no Brasils. Apesar
de ser o quinino, ainda hoje, a droga preconiza-
da pela OMS'" para o tratamento de malaria
falcipara grave, nao podemos ignorar que, ape-
sar de raros, outros relatos de resisténcia foram
descritos, como por exemplo na Taildndia”e 11,

A mefloquina (4-quinolinometanol) é con-
siderada atualmente uma alternativa terapéuti-
ca apropriada para o tratamento de P. falcipa-
rum resistente aos demais antimalaricos. Esta
droga apresenta certas vantagens, como o fato
de poder ser administrada em dose tnica, isola-
da ou em associagio com outros medicamentos
(sulfadoxina-pirimetamina), proporcionando

(2) Laboratério de Malaria da Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN), Secretaria de Estado da Saude do Esta-
do de Sdo Paulo. Rua Cardeal Arcoverde, 2878. CEP 05408 Sao Paulo, SP., Brasil.
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uma rapida diminuigdo e negativacao dos parasi-
tas. Mas ja existem relatos de resisténcia *“in vi-
vo' na Tailandia e Leste da Africa’«». No Brasil,
estudos recentes tém demonstrado casos de cepas
resistentes “*in vitro” e *‘in vivo™ a metloguina
isolada ou em tripla combinagdo= < \*. Porém,
por sua vida média ser bastante longa (21 dias),
constitui-se de fator importante na selecdo de
cepas resistentes, visto que individuos com bai-
xa dosagem da droga no sangue periférico, per-
manecendo em areas com possibilidade de
transmissao, estardo transferindo baixos nivels
de mefloquina ao mosquito, facilitando o de-
senvolvimento de resisténcia. Com base nestes
dados, torna-se imprescindivel a pesquisa de
outras alternativas terapéuticas para o trata-
mento da malaria causada por Plasmodium fal-
ciparum.

MATERIAL E METODOS

Qs estudos toram realizados no periodo de
novembro de 1984 a fevereiro de 1988. Apods o
diagnostico da espécie de plasmodio, realizado
pelo Laboratorio de Maléria da SUCEN, os pa-
cienies se submeteram a pun¢do venosa para re-
rirada da amostra de sangue, colhido em serin-
ga heparinizada.

A parasitemia variou de 5.000 a 100.000
formas assexuadas por milimetro cubico e fo-
ram triados para coleta, pacientes que nio
apresentassem relato de tratamento pregresso
com drogas antimalaricas.

Os testes foram baseados na técnica de
RIECKMANN ¢ cols., 197812,

O sangue parasitado foi lavado duas vezes
com RPMI 1640 (Flow). suplementado com bi-
carbonato de sédio (Merck, 2 mg/ml), Hepes
(Sigma, 6 mg/ml) e sulfato de gentamicina
(Schermg, 40 ug/ml). Desprezou-se a papa feu-
cocitaria. A seguir este sangue foi diluido para
uri hematocrito de 5% em RPMI completo, is-
1o ¢, complementado com bicarbonato de sé-
dio, Hepes, sulfato de gentamicina e soro hu-
mano AB  ou A",

As placas pre-doseadas contendo as varias
concentragoes da droga, em picomoles, foram
fornecidas pela O.M.S. As drogas utilizadas fo-
ram a cloroquina, quinino e mefloguina. (Qua-

P "
dro t

sangue parasitado diluido foi distrihuide
riacas de microtestes (50 ul7alvéolo)y e a se-
incubado em dessecador com atmosfera de

P49

59% de CO,, a 37°C. Em 1odos os testes toi feito
um controle (K) sern droga para verifica¢do da
maturagao dos anéis até esquizontes. O tempo
minimo de incubacdo foi de 24 horas e o maxi-
mo de 48 horas. Apoés este intervalo foram rea-
lizadas laminas-controle (gota espessa corada
por Giemsa a 2% em solu¢do tamponada pH
7,02), para constatar a presen¢a de esquizontes
(parasitas com 3 ou mais nucleos). Foram con-
siderados os testes contendo na lamina-controie
numero igual ou maior que 20% de esquizontes
em 200 formas assexuadas.

QUADRO 1

Concentracdo das drogas por alvéolo

Dose (pmol) A B C D E F G H
Droga

Cloroquina 0 I 2 4 57 8 16 32
Quinino 0 4 8 16 32 64 128 256
Metloquina 0 0,5 1} 2 4 5.7 8 16

Foram classificadas como resistentes aque-
las cepas que apresentaram esquizontes na pre-
senc¢a de 5,7 ou mais picomoles de cloroquina,
64 ou mais picomoles de quinino e 4 ou mais pi-
comoles de mefloquina, seguindo os critérios
estabelecidos pela O.M.S.

Quanto a procedéncia das cepas de Plas-
modium falciparum, 56,8% foram provenien-
tes de pacientes que adquiriram a infec¢do no
Estado de Rondénia, 16,9% no Estado de Ma-
to Grosso, 15,7% no Estado do Para, 3,9% no
Estado do Acre, 2% no Estado de Goias e 2%
de Estado indeterminado (Acre ou Rondénia).

RESULTADOS

Foram realizados 46 microtestes de sensibi-
lidade com a cloroquina. Os resuliados mostra-
ram 46 cepas com crescimento dos parasitas até
0 estagio de esquizontes, em concentragio igual
ou superior a 5,7 picomoles/orificio, havendo,
portanto, 100% de resisténcia ‘‘in vitro™’ a clo-
roquina.

Quanto ao quinino, dos 42 testes realiza-
dus, apenas 01 apresentou crescimento em 64
picomoles (2,4%3, sendo, portanto, censidera-
do resistente.

Os resultados com a mefloguina mostra-
ram 31,4% de resisténcia, 1sto ¢, dos 5! micro-



DI SANTL, S.M.; CAMARGO NEVES, V.L.F.; BOULOS, M.; DUTRA, A.P.; RAMOS, AM.S.V.; SANTOS, M. & BARATA, L.C.B. —

Avaliacao da resposta do Plasmodium falciparum a cloroquina, quinino e mefloquina. Rev. Inst. Med. trop. Sao Paulo, 30(3):147-152,

1988.

testes realizados, 16 apresentaram esquizontes
em concentragdo igual ou maior que 4
picomoles/orificio.

Estes dados estdo apresentados no Quadro
2.

Com base nos testes realizados, segundo a
procedéncia, ndo observamos areas com maior
incidéncia de resisténcia as drogas estudadas,
havendo uma distribuicdo uniforme de cepas
resistentes. Tabelas 1, 2 e 3.

QUADRO 2

Porcentagem de cepas sensiveis e resistentes a
cloroquina, quinino e mefloquina.

No periodo de 1984 a 1986, houve um au-
mento significativo do indice de resisténcia a
mefloquina. Nao foi possivel avaliar se este
quadro se mantém até hoje, devido ao pequeno
numero de testes realizados apos 1986. Na ta-
bela 4, observamos o padrao de resisténcia da
mefloquina segundo o periodo de realizagio do
teste.

DISCUSSAQO

O conhecimento do grau de sensibilidade
do P. falciparum aos diferentes medicamentos
¢ de muito anseio de todos aqueles que deparam
com as dificuldades de tratar um paciente aco-
metido por tal protozoose.

S R A despeito de existirem dados sobre os mi-
- ' crotestes de sensibilidade em nosso meio, estes
ﬁlirzg“m" 0 (0%) 46 (100%) sd0 esparsos, nao trazendo informacdes unifor-
mes ¢ ndo correlacionando tais dados com a
Quini susceptibilidade “‘in vivo™’.
u . N . . ;.
n :Hluzm 41 (97.6%) 01 (2,4%) Os pacientes atendidos no Laboratério de
Malaria da SUCEN, sdo oriundos de varias re-
. gides malarigenas do Brasil, sendo amostragem
Mefloquina :
n=51 35 (68,6%) 16 (31,4%) do que ocorre no pais. o
Os microtestes de sensibilidade, segundo a
TABELA 1
Resposta “in vitro” do P. falciparum a cloroquina, segundo a procedéncia
Cepas com ctrescimento até dada concentragdo em pmolesfalvéolo
Estado 1 2 4 5,7 8 16 32
Rondonia 26 26 26 26 22 18 08
n=26 (100%) (100%) (100%) (100%) (85%) (69%) (31%)
Mato Grosso 09 09 09 09 07 07 02
n =09 (100%) (100%) {100%) (100%) (78%) (78%) (22%)
Pard 08 08 08 08 07 06 04
n=08 (100%) (100%) (100%) (100%) (87%) (75%) (50%)
Acre 01 01 01 01 01 01 01 )
n=01 (100%) (100%) (100%) (100%) (160%) (100%) (100%)
Goias 01 01 01 01 01 01 01
n=01 (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (0%)
Indeterminado 01 01 01 01 01 01 01
n=01 (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (0%)
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técnica de Rieckmann, mostraram auséncia de
sensibilidade a cloroquina em todas as 46 amos-

tras testadas.

Apesar da reconhecida resisténcia do P.

Resposta “in vitro” do P. falciparum ao quinino, segundo a procedéncia

falciparum a cloroquina, esta droga continua a
ser empregada em varios locais, dentre os quais
o Brasil, mostrando ser ainda til, pelo menos

para evitar mortalidades+.

TABELA 2

Cepas com crescimento até dada concentragdo em pmoles/alvéolo

Estado 4 8 16 32 64 128 256
Rondo6nia 24 24 13 07 0 0 [\]
n=24 (100%) (100%) (54%) (29%) (0%) (0%) (0%)
Mato Grosso 08 08 06 03 0 0 0
n =108 (100%) (100%) (75%) (37%) (0%) (0%) (0%)
Parad 07 07 04 02 0 0 0
n=07 (100%) (100%) (57%) (29%) (0%) (0%) (0%)
Acre 01 01 0 0 0 0 0
n=01 (100%) (100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
Goias 01 01 01 01 01 0 0
n=201 (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (0%) (0%)
Indeterminado 0t 01 0 0 0 0 0
n=01 (100%) (100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
TABELA 3
Resposta “in vitro™ do P. falciparum a mefloquina, segundo a procedéncia
Cepas com crescimento até dada concentra¢do em pmoles/alvéolo
Estado 0,5 1 2 4 57 8 16
Rondonia 29 29 25 08 05 01 0
n=29 (100%) (100%) (86%) (27%) (17%) (03%) (0%)
Mato Grosso 10 10 08 03 0 0 0
n=10 (10%) (100%) (80%) (30%) (0%) (0%) (0%)
Para 08 08 07 03 0 0 0
n =08 (100%) (100%) (87%) (37%) (0%) (0%) (0%)
Acre 02 02 01 0 0 0 0
n=2 (100%) (100%) (50%) (0%) (0%) (0%) (0%)
Goias 01 01 01 0t 01 0 0
n=1 (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (0%) (0%)
Indeterminado 01 01 01 01 0 0
n=1 (100%) (100%) (100%) (100%) (0%) (0%) (0%)
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Nos testes realizados em 42 amostras para
0 quinino, observou-se apenas 1 resistente. Este
padrao de resposta confronta com os dados ob-
tidos por KNOWLES ¢ col, que encontraram
paralelismo de resposta entre a cloroquina ¢ o
quinino nos testes *fin vitro™™

No entanto, em 7 pacientes que tivemos a
oportunidade de utilizar o suifato de quinino na
dosagem de 25 mg/kg/dia durante 7 dias, e de
cujas amostras foram realizados microtestes de
sensibilidade, observamos auséncia de correla-
¢do. Enquanto todos os testes “‘in vitro’” mos-
traram sensibilidade de P. falciparum 2o quini-
no, 3 pacientes recrudesceram com tratamento
completo.

Tal fato demonstra a necessidade de se
reestudar o limite de resisténcia, para os testes
““In vitro”’, relativos ao quinino, na maléria
brasileira.

Com a mefloquina um fato surpreendente
chama a ateng¢ao. Apesar desta droga nao ter si-
do rotineiramente empregada durante a époia
do estudo, observou-se baixa sensibilidade **in
vitro®’ do P. falciparum a ela, sensibilidade ¢ssa
que foi decrescendo com o desenvolver do esiu-
do (tabela 4).

Um outro fato que merece destaque é que,
na mesma época, estudos em humanos, mos-
tram resisténcia bem menor da observada “‘in
vitro’’2.

A exemplo do quinino, aqui também se taz
necessario reavaliacdo do limiar de resisténcia
nos testes ‘‘in vitro’’, para a malaria adquirida
no Brasil.

A despeito da variada procedéncia dos ca-
sos estudados nesse trabalho, julgamos neces-
sario estudos mails abrangentes, procurando

TABELA 4

Distribuicdo por ano, dos niveis de resposta a mefloquina

Dose* 1984 1985 1986 1987 1988
0,5 0 0 0 0 £

1 01 06 0 01
2 04 18 01 - 04
4** 0 08 02 - 0
57 0 03 02 - {0

8 0 01 0 G
16 0 0 0 0
TOTAL 05 36 05 0 0s

*  picomoles
*# limiar de sensibilidade

comparar microtestes de sensibilidade com evo-
lucdo clinica dos pacientes, possibilitando as-
sim, que amostragem maior esclarega algumas
davidas aqui abordadas.

SUMMARY

Evalustion of Plasmodium falciparum
response to chloroquine, quinine
and mefloquine

The present study is concerned with the
analysis of Plasmodium falciparum strains
from the Brazilian Amazon Region, collected at
the Malaria Laboratory — SUCEN. ““In vitro”’
sensitivity tests were performed using
chloroquine (46 samples), quinine (42 samples)
and mefloguine (51 samples). Results have
shown “‘in vitro" resistance to chloroquine in
100% ot the tested samples, to quinine in 2.4%
and to meflogeine in 31.4%. Seven patients
were treated with guinine and nine with the
triple  combination (mefloquine plus
sulfadoxine plus pyrimethamine). No
correlation was shown between the therapeutic
response and the “‘in vitro’’ tests.
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