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EVOLUÇÃO DA RESISTENCIA IN VITRO DO PLASMODIUM 
FALCIPARUM A ANTIMALÁRICOS EM ÁREA DE 

PROSPECÇÃO DE OURO NO ESTADO DO AMAPÁ, ENTRE
1983 E 1990.

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

Este estudo avalia a evolução da sensibilidade in vitro do  Plasmodium falciparum em uma 
área de prospecção de ouro no Estado do Amapá no período de 1983 a 1990. Foram efetuados 
75 testes para cloroquina e quinino, 74para amodiaquina e 76para mefloquina. Os resultados 
revelaram 81% de resistência à cloroquina e 27% para a amodiaquina, enquanto que para  
quinino e mefloquina não foram  evidenciadas cepas resistentes. Contudo, para estas duas 
últimas drogas identificou-se uma crescente perda da sensibilidade ao longo do tempo. 
Aparentemente observa-se uma associação entre resistência à cloroquina e a diminuição da 
sensibilidade ao quinino.

Palavras-chaves: Plasmodium falciparum.

A resistência do Plasmodium falciparum às 
drogas antimaláricas representa um dos maiores 
obstáculos para o êxito de combate e controle da 
malária em muitas áreas onde a doença ocorre.

N oBrasilJáem  1910, registrava-se o primeiro 
insucesso no tratamento da malária como quinino13.

Para a cloroquina o primeiro registro de 
resistência na América do Sul ocorreu no final dos 
anos 50, na Colômbia28 e no Brasil18 21. Atualmente 
a resistência às drogas é um fenômeno muito 
comum em diversas áreas da região amazônica 
brasileira, não só para as 4-aminoquinoleínas como 
para quinolinosmetanóis1 6 9 16 19. Além disso, 
mais recentemente no Brasil, especialmente na 
região amazônica brasileira, tem sido demonstrada 
a ocorrência de cepas multi-resistentes4. No caso 
específico da Amazônia Brasileira cepas de P. 

falciparum  isoladas em várias áreas mostraram 
83 % de resistência à cloroquina, 56 % e 51 % ao 
quinino e amodiaquina, respectivamente e 2,3% 
de resistência à mefloquina19. No Estado do Acre, 
em área de colonização, essa resistência à cloroquina
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e amodiaquina foi 84% e 73%, respectivamente e 
para o quinino foi de 2,3 %; para mefloquina todos 
os testes indicaram sensibilidade9.

A migração na Amazônia tem sido considerada 
como fator determinante do aumento e disseminação 
da malária na região10, sobretudo a movimentação 
intra e extra-amazônica, particularmente relacionada 
aos núcleos de colonização e áreas de mineração.

O presente estudo avalia a evolução da resposta 
in vitro do P. falciparum para quatro drogas de uso 
comum no tratamento da malária em uma área do 
Estado do Amapá - Brasil, no período de 1983 a 
1990.

MATERIAL E MÉTODOS

Área de estudo: O estudo foi desnvolvido no 
garimpo do Lourenço, município de Calçoene, Estado 
do Amapá. Essa região caracteriza-se pela intensa e 
exclusiva atividade de prospecção de ouro a céu 
aberto com uma população instável, variando entre 
6.000a 10.000 habitantes, vivendo de forma precária. 
Devido as condições habitacionais o contato vetor 
homem é muito facilitado, o que pode ser um dos 
fatores epidemiológicos mais importantes e o principal 
responsável pelo alto nível de transmissão da malária 
nesta região. Segundo Sawyer20, aregião se enquadra 
na classificação “Área rural extrativista garimpo 
aberto - tipo2” .
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Amostras: As amostras (cepas) do parasito 
foram isoladas de 76 indivíduos apresentando idades 
entre 13 e 48 anos, de ambos os sexos, porém com 
absoluta predominância de adultos do sexo masculino 
correspondendo a 92 % e 88 %, respectivamente, o 
que caracteriza o perfil das populações de áreas de 
garimpagemde ouro na região amazônica brasileira. 
Os participantes declararam o não uso de drogas 
antimaláricas nas últimas quatro semanas, além de 
darem consentimento oral para sua inclusão no 
estudo. Todos os indivíduos eram portadores 
exclusivamente de P. falciparum, com parasitemia 
superior a 500 parasitos por milímetro cúbico de 
sangue, e, não apresentando quadro de malária 
grave. Quando a parasitemia era igual ou superior 
a 1 % a amostra de sangue era diluída ajustando-se 
para o intervalo de 0,5 a 0,7% , conforme 
metodologia preconizada.

De cada indivíduo foram obtidos lOml de 
sangue, por punção venosa, utilizando-se ampolas 
de VACU TA INER (Becton D ickinson) 
heparinizadas. Com este material realizaram-se, 
além dos microtestes, o isolamento de cepas para 
cultivo in vitro e criopreservação.

Microtestes: Foram realizados com base no 
método descrito por Rieckmann e cols17. Na primeira 
fase do estudo (1983 a 1986) as drogas foram 
diluídas no momento da realização dos testes, 
partindo-se de uma solução “estoque” fornecida 
pela Organização Mundial de Saúde (OMS), como 
descrito em estudos anteriores do nosso grupo sobre 
a resistência in vitro do P. falciparum em várias 
localidades da região Amazônica19. Utilizaram-se 
as seguintes concentrações 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 10-8Me quinino (sulfato) 3 ,9a250,0x 10- 
8M. Já 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 concentrações 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

orifício da placa.
Após a coleta, em ambas as fases, a amostra 

sanguínea foi lavada três vezes em meio de cultivo 
RPM I1640 (Gibco) incompleto. Durante a primeira 
fase uma alíquota do sangue infectado foi incorporada 
ao meio de cultivo o qual foi preparado acrescido 
das várias concentrações das drogas, enquanto que 
na segunda fase a suspensão de hemácias parasitadas 
foi aplicada diretamente nos orifícios de cada placa 
pré-doseada frente as diversas concentrações dessas 
drogas. Em seguida as placas foram incubadas 
conforme metodologia do cultivo contínuo in vitro23 
durante 24 a 48 horas. Ao final deste período foram 
preparadas gotas-espessas de sangue de cada orifício 
e coradas pelo método de Giemsa. Para cada 
concentração das drogas testadas contou-se o número 
de pré-esquizontes e esquizontes encontrados em 
um total de 200 formas assexuadas comparando-se 
cada orifício contendo droga com um orifício 
controle sem presença de droga.

Avaliação da suscetibilidade: Foi realizada 
com base nas instruções da OMS14 15 26 27. Foram 
consideradas como cepas resistentes àquelas que 
apresentaram maturação de esquizontes em 
concentrações iguais ou superiores a: cloroquina 
8,0pmol; amodiaquina 4, Opmol; quinino 128,0pmol 
e mefloquina 64,Opmol.

Os resultados foram analisados estatisticamente 
através do teste qui-quadrado (X2) sendo 
considerado o nível de significância para p = 0 ,0 1 .

RESULTADOS

Dos 76 testes efetuados para as drogas em 
estudo, 75 apresentaram boas condições para 
avaliação para cloroquina e quinino, 74 para 
amodiaquina e 76 para mefloquina. Observou-se 
81% de resitência à cloroquina, 27% para 
amodiaquina, enquanto que para as drogas quinino 
e mefloquina os testes não revelaram cepas resistentes 
(Tabela 1). Noentanto, entre as amostras estudadas, 
10,6% e 1,3% respectivamente, para quinino e 
mefloquina, tiveram seu crescimento inibido na 
concentração limite da sensibilidade (Tabela 1).
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Tabela 1 - Sensibilidade in vitro de isolados de  Plasmodium falciparum à cloroquina, amodiaquina, quinino 
e mefloquina na região do Lourenço-AP no período de 1983 à 1990, medida pela completa 
inibição da maturação (C1M) de esquizontes na presença de diferentes concentrações das drogas.

Concentrações 
das drogas 

(pmo l/orifício)

Isolados testados

cloroqu

n°

ina

%

amodiaquina 

n° %

quinino

n° %

mefloqu

n°

ina

%

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 5,3 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 O o *

128,00 nr nr 8 10,6 0 0,0
256,00 nr nr 0 0,0 nr

* Limite da sensibilidade; nr Teste não realizado

Quando as cepas resitentes à cloroquina foram 
ordenadas em níveis crescentes de inibição de 16,0, 
32,0 e 64,Opmol e comparadas quanto a resposta às 
demais drogas analisadas, observou-se uma 
associação positiva entre a resistência das cepas à 
cloroquina e a redução da sua sensibilidade ao 
quinino (P=0,01). Por outro lado, a comparação da 
resposta entre as drogas cloroquina com amodiaquina 
e cloroquina com mefloquina não demonstrou uma 
relação positiva estatisticamente significativa 
(Tabela 2).

Tabela 2 - Respostas de cepas resistentes à cloroquina 
a outros antimaláricos expressas em média 
da concentração mínima inibitória (CMI) 
capaz de determinar a completa inibição da 
maturação 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

* M édia das C M I's
cloroquina x quinino (x2 =  12,15)
cloroquina x amodiaquina (x2=  1,54)
cloroquina x mefloquina (x2=  0,3)
Qui-quadrado para g l= 2 ; P =  0,01

O estudo da evolução da resistência in vitro do 
P. falciparum em cepas isoladas na região de 
Lourenço, ao longo do período estudado, evidenciou 
uma relativa estabilidade da resposta dos parasitos 
à cloroquina e ao quinino. Entretanto, a prevalência 
de resistência à cloroquina é  evidente em todos os 
anos, exceto em 1986. Já para o quinino constata- 
se uma gradual perda de sensibilidade (Figura 1).

Para a amodiaquina destacam-se dois períodos 
onde houve prevalência de cepas resistentes, 
notadamente em 1983/85 e 1988/90, enquanto que 
no biênio 1986/87 as cepas apresentaram 100% de 
sensibilidade. A sensibilidade à mefloquina foi 
total ao longo de todo o período de observação. 
Contudo, evidenciou-se uma aparente perda de 
sensibilidade a essa droga no período de 1988/90. 
Identificaram-se em 1990 cepas apresentando 
inibição de maturação na concentração limite da 
sensibilidade, ou seja, 32,Opmol, o que sugere a 
possibilidade da emergência de cepas resistentes à 
mefloquina na região do Lourenço no Estado do 
Amapá.

DISCUSSÃO

A intensidade da garimpagem de ouro no Estado 
do Amapá, particularmente na região do Lourenço, 
tem evoluído de tal forma que hoje é  muito 
significativo o número de pessoas que vivem direta
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Figura 1 - Evolução da resistência in vitro de cepas de P. falciparum a diferentes antimaláricos na região de 
Lourenço, AP de 1983 a 1990.

ou indiretamente dessa atividade. É freqüente a 
presença de trabalhadores antigos com experiência 
de vários episódios de malária que apresentam 
quadro de infecção subclínica. Os recém-chegados 
em geral apresentam alta suscetibilidade e elevadas 
parasitemias sendo que algumas vezes desenvolvem 
malária grave. Provavelmente, como conseqüência 
da intensa migração, a incidência da malária no 
Estado do Amapá elevou-se de 2.812 casos em 19 81 
para 11.156 em 1989, o que coincide com a 
intensificação da exploração de ouro na região de 
Lourenço1112.

Vários fatores estão associados à emergência e 
à disseminação da resistência às drogas utilizadas 
para o tratamento da doença mas provavelmente o 
mais importante entre eles é a pressão de drogas. 
Muitos e diferentes antimaláricos são geralmente 
utilizados nos garimpos em dosagem subcurativas. 
A possível vantagem biológica dos parasitos 
resistentes sobre os sensíveis, além de outros fatores 
ligados ao hospedeiro como a resposta imunológica 
que é aparentemente essencial a uma terapêutica 
eficaz22, podem contribuir com o aumento da 
resistência.

A automedicação é muito freqüente na região 
do Lourenço, inclusive a utilização da mefloquina 
detectada desde 1986 e mais recentemente os 
derivados da artemisinina, conforme nossas 
observações realizadas no local. Possivelmente estes 
sejam os principais responsáveis pela perda da 
eficácia destas drogas, inclusive a mefloquina, 
detectada nos últimos anos relativos ao presente 
estudo.

Nossos resultados mostram a evolução da 
resistência na região do Lourenço. Aí evidenciou- 
se um elevado grau de resitência in vitro à cloroquina 
(81%) similar àquela ja  descrita por nosso grupo em 
estudos anteriores em outras áreas da Amazônia 
Oriental41924eOcidental6, bem como, nesta última, 
por outros autores1 9 16. Esta similaridade sugere 
que a resitência à cloroquina, na região amazônics? 
brasileira, tem ampla dispersão e está uniformement 
distribuída nas áreas de elevada transmissão •'i 
malária.

A resistência à amodiaquina foi da ordem de 
27% das cepas analisadas neste estudo, indicando 
que este 'roga apesar de ser uma 4-aminoquinoleína 
parece mais eficaz que a cloroquina. Estudos in
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vitro realizados por nosso grupo demonstram 
expressiva eficácia da amodiaquina, no tratamento 
de malária falciparum, principalmente quando 
associada à tetraciclina. Tal associação induziu 
100 % de resposta S/RI em 18 pacientes oriundos de 
áreas endêmicas da Amazônia Brasileira, inclusive 
da região do Lourenço-AP, onde são freqüentes 
cepas cloroquino-resistentes3.

Não se registraram cepas resistentes ao quinino 
sugerindo ser esta uma droga bastante efetiva no 
tratamento da malária causada pelo P. falciparum, 
apesar dos seus marcantes efeitos colaterais 
freqüentemente presentes25. Também não foi 
constatada resistência à mefloquina, havendo no 
entanto redução da sensibilidade em 1,3% das 
amostras analisadas, que foram inibidas em presença 
da concentração limite da sensibilidade. Este fato 
sugere uma tendência ao aparecimento da resistência 
a esta droga, fato este já  relatado, in vitro e in vivo 
apenas em cepas isoladas em áreas ja  Amazônia 
Ocidental2 5. A perda acentuada da sensibilidade à 
mefloquina detectada em cepas isoladas no Lourenço 
sugere uma tendência ao surgimento de resistência 
nesta área.

Knowles e cols8, classificaram os parasitos 
conforme a resposta para cada droga e demonstraram 
que cepas resistentes à cloroquina possuem reduzida 
sua sensibilidade ao quinino. Não observaram, 
contudo, correlação com a atividade daquela e a da 
mefloquina. Nossos resultados mostram também 
associação entre cepas resistentes à cloroquina e a 
diminuição da sensibilidade ao quinino (P=0,01), 
mas, ausência de uma relação com a perda da 
sensibilidade à amodiaquina, que também é uma 4- 
aminoquinoleína, bem como à mefloquina.

Considerando esse fenômeno em que a perda da 
sensibilidade ao quinino está relacionada com o 
aumento da resistência à cloroquina, é possível que 
uma população de parasitos que exiba este perfil 
esteja, eventualmente, colocando em risco a eficácia 
da mefloquina, uma vez que esta é estruturalmente 
semelhante ao quinino7.

M aiores estudos são necessários para 
efetivamente se elucidar o mecanismo pelo qual 
emergem cepas de P. falciparum  expressando esta 
característica de resitência cruzada para cloroquina 
e quinino e determinar o grau de risco de 
com prom eter drogas antim aláricas como a 
mefloquina.

SUMMARY

This study evaluates the sensitivity o f  P. 
falciparum in vitro to antimalarial drugs in an area 
ofgold mining exploration in Amapa State during 
theperiod o f l 983 to 1990. Thefollowing tests were 
done, 75 in vitro studies with chloroquine and 
quinine, 74 with amodiaquine and 76 with 
mefloquine. The results showed 81 % ofresistance 
to chloroquine and 27% to amodiaquine while 
resistant strains to quinine and mefloquine were 
found. Alsofor these two quinolinomethanols a loss 
o f sensitivity was noticed in the period o f study. An 
association between resistance to chloroquine and 
decrease o f sensitivity to quinine was also evident 
with the same strains.

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