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EVOLUCAO DA RESISTENCIA IN VITRO DO PLASMODIUM
FALCIPARUM A ANTIMALARICOS EM AREA DE
PROSPECCAO DE OURO NO ESTADO DO AMAPA, ENTRE
1983 E 1990.

A.A. Couto, V.S. Calvosa, J.E. Lima e J.M. Souza

Este estudo avalia a evolugdo da sensibilidade in vitro do Plasmodium falciparum em uma
dreade prospec¢do de ouro no Estado do Amapa no periodo de 1983 a 1990. Foram efetuados
75 testes para cloroquina e quinino, 74 para amodiaquina e 76 para mefloquina. Os resultados
revelaram 81% de resisténcia a cloroquina e 27% para a amodiaquina, enquanto que para
quinino e mefloquina ndo foram evidenciadas cepas resistentes. Contudo, para estas duas
tltimas drogas identificou-se uma crescente perda da sensibilidade ao longo do tempo.
Aparentemente observa-se uma associagdo entre resisténcia a cloroquina e a diminui¢do da

sensibilidade ao quinino.
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A resisténcia do Plasmodium falciparum as
drogas antimaldricas representa um dos maiores
obstdculos para o &xito de combate e controle da
maldria em muitas dreas onde a doenga ocorre.

NoBrasil, jdem 1910, registrava-se o primeiro
insucesso no tratamento da maldria com o quinino!3.

Para a cloroquina o primeiro registro de
resisténcia na América do Sul ocorreu no final dos
anos 50, na Col6mbia?® e no Brasil!® 2!, Atualmente
a resisténcia as drogas € um fen6meno muito
comum em diversas dreas da regido amazonica
brasileira, nao sé para as 4-aminoquinoleinas como
para quinolinosmetanéis! 6 ® 16 19, Além disso,
mais recentemente no Brasil, especialmente na
regido amazonica brasileira, temsido demonstrada
a ocorréncia de cepas multi-resistentes*. No caso
especifico da Amazdnia Brasileira cepas de P.
falciparum isoladas em vdrias dreas mostraram
83 % de resisténcia a cloroquina, 56% e 51% ao
quinino e amodiaquina, respectivamente e 2,3 %
de resisténcia 2 mefloquinal®. No Estado do Acre,
emdrea de colonizagio, essa resisténciaa cloroquina
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e amodiaquina foi 84 % e 73 %, respectivamente e
para o quinino foi de 2,3 %; para mefloquina todos

' 0s testes indicaram sensibilidade®.

A migrac¢do na Amazénia tem sido considerada
como fator determinante do aumento e disseminagao
da maldria na regido!?, sobretudo a movimentagio
intra e extra-amazonica, particularmente relacionada
aos niicleos de colonizagéo e dreas de mineragéo.

O presente estudo avalia a evolugao da resposta
in vitro do P. falciparum para quatro drogas de uso
comum no tratamento da maldria em uma drea do
Estado do Amapd - Brasil, no periodo de 1983 a
1990.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo: O estudo foi desnvolvido no
garimpo do Lourengo, municipio de Calgoene, Estado
do Amapd. Essa regido caracteriza-se pela intensa e
exclusiva atividade de prospecgdo de ouro a céu
aberto com uma populagéo instdvel, variando entre
6.000 a 10.000 habitantes, vivendo de forma precdria.
Devido as condigdes habitacionais o contato vetor
homem € muito facilitado, o que pode ser um dos
fatores epidemioldgicos mais importantes e o principal
responsdvel pelo alto nivel de transmissio da maldria
nestaregido. Segundo Sawyer?’, aregido se enquadra
na classificagio “Area rural extrativista garimpo
aberto - tipo2”.
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Amostras: As amostras (cepas) do parasito
foramisoladas de 76 individuos apresentando idades
entre 13 e 48 anos, de ambos os sexos, porém com

absoluta predominéncia deadultos do sexo masculino -

correspondendo a 92 % e 88 %, respectivamente, o
que caracteriza o perfil das populagdes de dreas de
garimpagem de ouro naregido amazdnica brasileira.
Os participantes declararam o nio uso de drogas
antimaldricas nas ultimas quatro semanas, além de
darem consentimento oral para sua inclusdo no
estudo. Todos os individuos eram portadores
exclusivamente de P. falciparum, com parasitemia
superior a 500 parasitos por milimetro ciibico de
sangue, e, nio apresentando quadro de maldria
grave. Quando a parasitemia era igual ou superior
a 1% a amostra de sangue era diluida ajustando-se
para o intervalo de 0,5 a 0,7%, conforme
metodologia preconizada.

De cada individuo foram obtidos 10ml de
sangue, por pungio venosa, utilizando-se ampolas
de VACUTAINER (Becton Dickinson)
heparinizadas. Com este material realizaram-se,
além dos microtestes, o isolamento de cepas para
cultivo in vitro e criopreservagio.

Microtestes: Foram realizados com base no
método descrito por Rieckmann e cols!”. Naprimeira
fase do estudo (1983 a 1986) as drogas foram
diluidas no momento da realizagdo dos testes,
partindo-se de uma solugio “estoque” fornecida
pela Organizagao Mundial de Saide (OMS), como
descrito em estudos anteriores do nosso grupo sobre
a resisténcia in vitro do P. falciparum em virias
localidades da regido Amazo6nica!®. Utilizaram-se
as seguintes concentrag0es para cada droga:
cloroquina (difosfato) 1,0 a 32,0 x 10-8M;
mefloquina 0,5 a 16,0 x 10-8M; amodiaquina 0,25
a 16,0 x 10-8M e quinino (sulfato) 3,92250,0x 10-
8M. J4 na segunda fase, de 1987 a 1990, os testes
foram processados em placas pré-doseadas com as
diferentes drogas também fornecidas pela OMS.
Foram usadas as seguintes concentragdes para cada
uma das drogas: cloroquina 1,0 a 64,0pmol;
amodiaquina 0,25 a 16,0pmol; quinino 4,0 a
256,0pmol e mefloquina 2,0 a 128,0pmol por
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orificio da placa.

Apds a coleta, em ambas as fases, a amostra
sanguinea foi lavada trés vezes em meio de cultivo
RPMI 1640 (Gibco) incompleto. Durante a primeira
fase uma aliquota do sangue infectado foi incorporada
ao meio de cultivo o qual foi preparado acrescido
das vdrias concentragdes das drogas, enquanto que
na segunda fase a suspens@o de hemadcias parasitadas
foi aplicada diretamente nos orificios de cada placa
pré-doseada frente as diversas concentrages dessas
drogas. Em seguida as placas foram incubadas
conforme metodologia do cultivo continuo in vitro?
durante 24 a 48 horas. Ao final deste periodo foram
preparadas gotas-espessas de sangue de cada orificio
e coradas pelo método de Giemsa. Para cada
concentragio das drogas testadas contou-se o niimero
de pré-esquizontes e esquizontes encontrados em
um total de 200 formas assexuadas comparando-se
cada orificio contendo droga com um orificio
controle sem presenga de droga.

Avalia¢io da suscetibilidade: Foi realizada
com base nas instrucdes da OMS'4 152627 Foram
consideradas como cepas resistentes aquelas que
apresentaram maturagdo de esquizontes em
concentragdes iguais ou superiores a: cloroquina
8,0pmol; amodiaquina4,0pmol; quinino 128,0pmol
e mefloquina 64,0pmol.

Os resultados foram analisados estatisticamente
através do teste qui-quadrado (X2) sendo
considerado o nivel de significancia para p=0,01.

RESULTADOS

Dos 76 testes efetuados para as drogas em
estudo, 75 apresentaram boas condi¢Oes para
avaliagdo para cloroquina e quinino, 74 para
amodiaquina e 76 para mefloquina. Observou-se
81% de resiténcia a cloroquina, 27% para
amodiaquina, enquanto que para as drogas quinino
e mefloquina os testes nio revelaram cepas resistentes
(Tabela 1). No entanto, entre as amostras estudadas,
10,6% e 1,3% respectivamente, para quinino e
mefloquina, tiveram seu crescimento inibido na
concentragio limite da sensibilidade (Tabela 1).
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Tabela 1 - Sensibilidade in vitro de isolados de Plasmodium falciparum a cloroquina, amodiaquina, quinino
e mefloquina na regido do Lourengo-AP no periodo de 1983 a 1990, medida pela completa
inibi¢do da maturagdo (CIM) de esquizontes napresenga dediferentes concentragdes das drogas.

Concentragdes Isolados testados
das drogas :
(pmol/orificio) cloroquina amodiaquina quinino mefloquina
n° % n° % n° % n® %
0,25 nr 2 2,7 nr nr
0,50 nr 4 5,4 nr nr
1,00 0 0,0 7 9,5 nr nr
2,00 0 0,0 16 21,6 nr 48 63,2
4,00 4 53 25 33,7% 1 1,3 24 31,6
8,00 10 13,3* 9 12,2 1 1,3 2 2,6
16,00 26 34,6 11 14,9 12 16,0 1 1,3
32,00 28 37,5 nr 32 42,8 1 1,3
64,00 7 9,3 nr 21 28,0 0 0,0%*
128,00 nr nr 8 10,6 0 0,0
256,00 nr nr 0 0,0 nr

* Limite da sensibilidade; nr Teste ndo realizado

Quando as cepas resitentes & cloroquina foram
ordenadas em niveis crescentes de inibigdo de 16,0,
32,0 e 64,0pmol e comparadas quanto a resposta as
demais drogas analisadas, observou-se uma
associagdo positiva entre a resisténcia das cepas a
cloroquina e a redugdo da sua sensibilidade ao
quinino (P=0,01). Por outro lado, acomparagao da
resposta entre as drogas cloroquina comamodiaquina
e cloroquina com mefloquina ndo demonstrou uma
relagdo positiva estatisticamente significativa
(Tabela 2).

Tabela 2 - Respostas de cepas resistentes a cloroquina
a outros antimaldricos expressas em média
da concentragdo minima inibitéria (CMI)
capaz de determinar a completa inibi¢do da
maturagdo de esquizontes.

Drogas
cloroquina  quinino amodiaquina  mefloquina
(pmol) (pmol)* (pmol)* (pmol)*

16,0 38,8 4,6 2,7
32,0 65,2 6,5 3,6
64,0 58,6 8,6 7,3

* Média das CMI's

cloroquina x quinino (x2=12,15)

cloroquina x amodiaquina (x2= 1,54)
cloroquina x mefloquina (x2= 0,3)
Qui-quadrado para gl=2; P=0,01

O estudo da evolugao da resisténcia in vitro do
P. falciparum em cepas isoladas na regido de
Lourengo, ao longo do periodo estudado, evidenciou
uma relativa estabilidade da resposta dos parasitos
acloroquinae ao quinino. Entretanto, a prevaléncia
de resisténcia a cloroquina € evidente em todos os
anos, exceto em 1986. J4 para o quinino constata-
se uma gradual perda de sensibilidade (Figura 1).

Para a amodiaquina destacam-se dois periodos
onde houve prevaléncia de cepas resistentes,
notadamente em 1983/85 e 1988/90, enquanto que
no biénio 1986/87 as cepas apresentaram 100 % de
sensibilidade. A sensibilidade a2 mefloquina foi
total ao longo de todo o periodo de observagio.
Contudo, evidenciou-se uma aparente perda de
sensibilidade a essa droga no perfodo de 1988/90.
Identificaram-se em 1990 cepas apresentando
inibi¢do de matura¢do na concentragdo limite da
sensibilidade, ou seja, 32,0pmol, o que sugere a
possibilidade da emergéncia de cepas resistentes a
mefloquina na regidao do Lourengo no Estado do
Amapd.

DISCUSSAO

A intensidade da garimpagem de ouro no Estado
do Amap4, particularmente na regido do Lourengo,
tem evoluido de tal forma que hoje é muito
significativo o niimero de pessoas que vivem direta
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Figura 1 - Evolugcdo da resisténcia in vitro de cepas de P. falciparum a diferentes antimaldricos na regido de

Lourengo, AP de 1983 a 1990.

ou indiretamente dessa atividade. E freqiiente a
presenga de trabalhadores antigos com experiéncia
de vdrios episédios de maldria que apresentam
quadro de infecgdo subclinica. Os recém-chegados
em geral apresentam alta suscetibilidade e elevadas
parasitemias sendo que algumas vezes desenvolvem
maldria grave. Provavelmente, como conseqiiéncia
da intensa migragdo, a incidéncia da maldria no
Estadodo Amapid elevou-se de2.812 casos em 1981
para 11.156 em 1989, o que coincide com a
intensificagdo da exploragao de ouro na regido de
Lourengo!! 12,

Virios fatores estao associados 2 emergéncia e
a disseminagdo da resisténcia as drogas utilizadas
para o tratamento da doen¢a mas provavelmente o
mais importante entre eles é a pressdo de drogas.
Muitos e diferentes antimaldricos s3o geralmente
utilizados nos garimpos em dosagem subcurativas.
A possivel vantagem biolégica dos parasitos
resistentes sobre os sensiveis, além de outros fatores
ligados ao hospedeiro como a resposta imunolégica
que é aparentemente essencial a uma terapéutica
eficaz?2, podem contribuir com o aumento da
resisténcia.
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A automedicagdo é muito freqliente na regido
do Lourenco, inclusive a utilizagdo da mefloquina
detectada desde 1986 e mais recentemente os
derivados da artemisinina, conforme nossas
observages realizadas no local. Possivelmente estes
sejam os principais responsdveis pela perda da
eficdcia destas drogas, inclusive a mefloquina,
detectada nos ultimos anos relativos ao presente
estudo.

Nossos resultados mostram a evolugdo da
resisténcia na regido do Lourengo. Af evidenciou-
seumelevado grau de resiténcia in vitro Acloroquina
(81 %) similar aquela ja descrita por nosso grupo em
estudos anteriores em outras dreas da Amaz6nia
Oriental? 1924 ¢ Ocidental®, bem como, nestailtima,
por outros autores! ° 16, Esta similaridade sugere
que a resiténcia a cloroquina, na regido amazdnicz
brasileira, temampla dispersao e estd uniformement
distribuida nas dreas de elevada transmissdao ¢ :
maldria.

A resisténcia 2 amodiaquina foi da ordem de
27% das cepas analisadas neste estudo, indicando
queesta 'roga apesar de ser uma 4-aminoquinoleina
parece mais eficaz que a cloroquina. Estudos in
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vitro realizados por nosso grupo demonstram
expressiva eficdcia da amodiaquina, no tratamento
de maldria falciparum, principalmente quando
associada a tetraciclina. Tal associagdo induziu
100 % de resposta S/RI em 18 pacientes oriundos de
dreas endémicas da Amazdnia Brasileira, inclusive
da regido do Lourengo-AP, onde sdo freqiientes
cepas cloroquino-resistentes>.

Naio se registraram cepas resistentes ao quinino
sugerindo ser esta uma droga bastante efetiva no
tratamento da maldria causada pelo P. falciparum,
apesar dos seus marcantes efeitos colaterais
freqiientemente presentes?>. Também ndo foi
constatada resisténcia a mefloquina, havendo no
entanto redugdo da sensibilidade em 1,3% das
amostras analisadas, que foram inibidas em presenga
da concentragdo limite da sensibilidade. Este fato
sugere uma tendénciaao aparecimento da resisténcia
a esta droga, fato este jd relatado, in vitro e in vivo
apenas em cepas isoladas em dreas ja Amaznia
Ocidental? 3, A perda acentuada da sensibilidade a
mefloquina detectada em cepasisoladasno Lourengo
sugere uma tendéncia ao surgimento de resisténcia
nesta drea.

Knowles e cols®, classificaram os parasitos
conforme a resposta paracadadroga e demonstraram
que cepas resistentes a cloroquina possuem reduzida
sua sensibilidade ao quinino. Nao observaram,
contudo, correlagdo com a atividade daquelae ada
mefloquina. Nossos resultados mostram também
associagio entre cepas resistentes a cloroquina e a
diminuigio da sensibilidade ao quinino (P=0,01),
mas, auséncia de uma relagdo com a perda da
sensibilidade a amodiaquina, que também € uma 4-
aminoquinoleina, bem como a mefloquina.

Considerando esse fendmeno em que a perda da
sensibilidade a0 quinino estd relacionada com o
aumento da resisténcia a cloroquina, € possivel que
uma populagido de parasitos que exiba este perfil
esteja, eventualmente, colocando emrisco aeficdcia
da mefloquina, uma vez que esta € estruturalmente
semelhante ao quinino’.

Maiores estudos sdo necessdrios para
efetivamente se elucidar o mecanismo pelo qual
emergem cepas de P. falciparum expressando esta
caracteristica de resiténcia cruzada para cloroquina
e quinino e determinar o grau de risco de
comprometer drogas antimaldricas como a
mefloquina.

SUMMARY

This study evaluates the sensitivity of P.
falciparum in vitro to antimalarial drugs in an area
of gold mining exploration in Amapa State during
the period of 1983 to 1990. The following tests were
done, 75 in vitro studies with chloroquine and
quinine, 74 with amodiaquine and 76 with
mefloquine. The results showed 81 % of resistance
to chloroquine and 27% to amodiaquine while
resistant strains to quinine and mefloquine were
Sound. Also for these two quinolinomethanols a loss
of sensitivity was noticed in the period of study. An
association between resistance to chloroquine and
decrease of sensitivity to quinine was also evident
with the same strains.

Key-words: Malaria. Plasmodium falciparum.
In vitro resistance. Gold prospectors.
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