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Summary 

The prevalence of chloroquine-resistant 
Plasmodium falciparum malaria isolated f rom 
39 individuals living in 16 localities in the Bra­
zilian Amazon was determined. Defibrinated 
blood samples f rom each patient were placed 
in vials containing a 0.5% solution of glucose 
with or wi thout chloroquine and incubated in 
a constant temperature chamber at 39-40°C. 
After a 24 h incubation period, P. falciparum 
trophozoites developed to schizonts in control 
vials (without chloroquine) and in 100%; 
87.1%; 28.2%; 15.3% and 7.6% of culture 
samples containing 0.5; 1.0; 2.0; 3.0 and 4.0 
nanomols of chloroquine/ml of blood, respec­
tively. Resistant P. falciparum strains were 
found in all locations studied indicating a broad 
distribution of chloroquine resistant falciparum 
malaria in the Amazon basin. 

Resumo 

Determinou-se a prevalência de cepas de 
Plasmodium falciparum resistentes à cloroquina 
em 39 amostras de indivíduos vivendo em 16 
localidades da amazónia brasileira. A amostra de 
sangue obtida de cada paciente foi defibrinada, 
colocada em pequenos vidros contendo uma so­
lução de glicose a 0,5% com ou sem cloroquina 
e incubada durante 24 horas em estufa a tempe­
ratura constante de 39-40°C sem agitação. A 
sensibilidade do parasita in vi tro para cinco di ­
ferentes concentrações de cloroquina foi deter­
minada. Após 24 horas de incubação os trofo-
zoitos de P. falciparum evoluíram para esqui-
zontes em praticamente todas as culturas con­
troles (sem presença de droga) assim como em 

100%; 87 ,1%; 28,2%; 15,3%e 7,6%, respecti­
vamente, nas culturas contendo .0,5,1,0;2,0;3,0e 
4,0 nancmoles de cloroquina/ml de sangue. Ce­
pas de P. falciparum resistentes foram encontra­
das em todas as 16 localidades estudadas, indi­
cando que a resistência a cloroquina pelo P. 
falciparum está largamente distribuída na bacia 
amazônica 

I N T R O D U Ç Ã O 

Na ausência de u m a vac ina satisfa­

t ó r i a para malár ia h u m a n a , a q u i m i o p r o f i -

lax ia e q u i m i o t e r a p i a são os ún icos meios 

e fe t i vos n o c o m b a t e à in fecção p o r plas-

m ó d i o s . Consequen temen te , o desenvolv i ­

m e n t o de f o r m a s resistentes dos parasitas 

da ma lá r ia aos q u i m i o t e r á p i c o s vem ofere­

c e n d o u m sér io obs tácu lo ao c o m b a t e e 

c o n t r o l e desta p ro tozoose . 

A resistência do P l a s m o d i u m fa lc i ­

p a r u m às c l o roqu inas f o i m e n c i o n a d a pela 

p r i m e i r a vez em 1 9 6 0 na Venezue la (Ma-

b e r t i , 1 9 6 0 ) . T o d a v i a f o r a m Moore & La-

nier , no ano seguin te , que descreveram o 

p r i m e i r o insucesso d o t r a t a m e n t o de u m 

caso de ma lá r ia f a l c i p a r u m d o Vale da 

Magdalena na C o l ô m b i a ( M o o r e & Lanier , 

1 9 6 1 ) . P o s t e r i o r m e n t e , cepas resistentes 

de P. f a l c i p a r u m f o r a m descri tas em p r a t i ­

camen te todas as áreas malar ígenas do 

g l o b o , p r i n c i p a l m e n t e na A m é r i c a d o Sul 

( B o x e t a l . , 1 9 6 3 ; R i e c k m a n n e t a l . , 1 9 7 1 ; 
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F e r r a r o n i e t a l . , 1 9 7 7 ; Fe r ra ron i & Hayes, 

1 9 7 9 a ) ; b) na Ás ia (Con tacos e t a l . , 1 9 6 3 ; 

C l yde e t a l . , 1 9 7 1 ) e r ecen temen te na 

Á f r i c a ( S i m p s o n & W i l l i ams , 1 9 7 8 ; W o l f e 

& H u d l e r t o n , 1 9 7 9 ; N g u y e n - D i n h & T ra -

ger, 1 9 8 0 ) . 

Resistência d o P. f a l c i p a r u m a o u ­

tras drogas t a m b é m f o i assinalada, e mes­

m o res is tênc ia à c o m b i n a ç õ e s de drogas 

t ê m s i d o descr i tas ( R u m a n s e t a l . , 1 9 7 9 ; 

D a r l o w e t a l . , 1 9 8 0 ; Ma rkwa ldes & Meye r 

1 9 8 2 ) . R e c e n t e m e n t e , f o i descr i ta u m a 

cepa de P. f a l c i p a r u m que não respondeu 

ao t r a t a m e n t o c o m c i n c o drogas a n t i m a -

láricas s i m u l t a n e a m e n t e ( F e r r a r o n i e t 

a l . , 1 9 8 3 ) . M e s m o as novas drogas an t i -

malár icas s in te t izadas mais recen temen­

t e , c o m o a m e f l o q u i n a ( T r e n h o l m e e t a l . , 

1 9 7 5 ) , t ê m ev idenc iado que o f e n ô m e n o 

da resistência i rá o c o r r e r da mesma ma­

nei ra q u e nas drogas a n t e r i o r m e n t e c i t a ­

das, m e s m o p o r q u e , já f o i descr i ta resis­

tênc ia d o P l a s m o d i u m berghei à m e f l o q u i ­

na (R i ch le & Peters, 1 9 8 0 ) . 

E m estudos p re l im ina res t i v e m o s a 

o p o r t u n i d a d e de ve r i f i ca r que a preva lên­

cia de cepas de P. f a l c i p a r u m resistentes 

à c l o r o q u i n a é re la t i vamen te a l ta no Esta­

d o d o A m a z o n a s , em t o r n o de 8 0 % (Fer­

ra ron i e t a l . , 1 9 7 7 ) . 

M A T E R I A L E M É T O D O S 

O es tudo f o i rea l i zado na c i dade de 

Manaus, A m a z o n a s , nos anos de 1 9 7 7 - 7 8 . 

O sangue i n f e c t a d o f o i o b t i d o de pac ien ­

tes p o r t a d o r e s de P. f a l c i p a r u m , a t end idos 

no a m b u l a t ó r i o d o Hosp i ta l de Molést ias 

T r o p i c a i s de Manaus. As 4 8 amost ras f o ­

r a m escolh idas ao acaso, e s o m e n t e pac i ­

entes c o m a l ta paras i temia e que nos in ­

f o r m a v a m não haver i nge r i do n e n h u m a 

med i cação nos p rév ios 15 d ias, f i z e r a m 

par te d o es tudo . 

O m é t o d o usado para a detecção 

de sens ib i l idade d o paras i ta à c l o r o q u i n a 

in v i t r o , f o i baseado naque le desc r i to p o r 

R i e c k m a n n e t a l . ( 1 9 6 8 ) , o qua l envo lve 

o segu in te : (1) U m a amos t ra de sangue 

venoso ( a p r o x i m a d a m e n t e 12 m l ) era 

o b t i d o p o r p u n ç ã o venosa d o paciente 

i n f e c t a d o c o m P. f a l c i p a r u m . U m esfre­

gaço de sangue em l â m i n a era realizado 

neste m o m e n t o , para ve r i f i ca r a parasi­

t e m i a e esta l âm ina servia de contro le ; 

(2 ) . O sangue era t r a n s f e r i d o imediata­

m e n t e para u m f rasco de E r l enmeyer de 

25 ,0 m l de capac idade c o n t e n d o no inte­

r i o r esferas de v i d r o de 4 m m de diâme­

t r o ; (3) Procedia-se a de f i b l i nação d o san­

gue e x e c u t a n d o m o v i m e n t o s de rotação 

d o f rasco p o r u m p e r í o d o de 5—10 minu­

t o s ; (4) A l í q u o t a s de sangue de 1,0 ml 

e ram co locadas e m frascos de v i d r o de 

5 m l de capac idade , c o m t a m p a de bor­

racha. Estes f rascos e ram previamente 

p reparados e c o n t i n h a m 5 m g de glicose 

(gl icose h i p e r t ó n i c a a 50%, laboratór io 

de B r a u n , R J . ) e d i c l o r i d r a t o de cloro­

q u i n a , (a ra len . L a b o r a t ó r i o W in th rop , 

R.J.) , nas seguintes concen t rações , 0,5 

1,0 - . 2 ,0 - 3 ,0 e 4 , 0 nanomo les da 

d roga (1 ,0 n m o l = 0 , 3 2 0 ¡JQ de c lo roqu ina 

base); (5) os f rascos e r a m agi tados com 

m o v i m e n t o s b randos para homogeneiza­

ção da d roga c o m os c o n s t i t u i n t e s sanguí­

neos e co l ocados em es tu fa p o r um 

p e r í o d o de 2 4 horas a 3 9 - 4 0 O C . ; (6) 

A p ó s a i ncubação os f rascos e ram agita­

dos l evemen te , para ressuspender as he-

máceas n o p lasma. Esfregaço e go ta espes­

sa de sangue e ram p reparados d o con t ro le 

e de cada d i l u i ç ã o da d roga , os quais eram 

co rados pe lo m é t o d o de G iemsa, de acor­

d o c o m os padrões da Organ ização Mun­

dia l de Saúde ( 1 9 7 5 ) , e observados a luz 

de m i c r o s c ó p i o c o m u m c o m a u m e n t o de 

1 0 0 0 X . 

A m a t u r a ç ã o d o paras i ta in v i t r o é 

i n i b i da pela ação da c l o r o q u i n a . A ex ten­

são dessa i n i b i ção podeser c o m p a r a d a c o m 

o grau de m a t u r a ç ã o nas amost ras c o n t r o ­

les e nas amost ras c o n t e n d o as d i ferentes 

concen t rações da d roga . 

R i e c k m a n n e t al . ( 1 9 6 8 ) m o s t r a r a m 

que a pe rcen tagem de t r o f o z o i t o s que 

e v o l u í r a m para esqu izontes c o n t e n d o 

mais de dois núc leos f o r n e c e m u m p o n t o 



básico para ver i f i cação da m a n u t e n ç ã o d o 

parasita, o qua l p o d e ser usado para d i fe ­

renciar as cepas sensíveis das resistentes. 

Os resul tados são baseados na percen ta ­

gem de parasitas que passam (evo luem) de 

t ro fozo i tos para esqu izontes , q u a n d o ver i ­

ficadas em preparações coradas e observa­

das ao m i c r o s c ó p i o c o m u m . O n ú m e r o de 

esquizontes é c o n t a d o nas lâminas 

contendo as diversas d i l iu ições da d roga , e 

comparado c o m o n ú m e r o o b t i d o nos 

controles, sendo o resu l tado f i na l expres­

so em porcen tagem ou n ú m e r o de parasi­

tas em cada amos t ra . É usual contar-se o 

número de esquizontes desenvo lv idos em 

200 parasitas p o r l âm ina . 

As amostras f o r a m ob t i das das se­

guintes* local idades segundo a i n f o r m a ç ã o 

dos pac ientes : B R - 1 7 4 ( K m 3 0 0 , 4 0 0 e 

700), A l t a m i r a , Barcelos, Boa V i s t a , Boca 

do Acre , C o a r i , Cruze i ro d o S u l , H u m a i t á , 

Lábrea, M a n a c a p u r ú , Marabá , Maués, Por­

to Ve lho e R io Branco (Tabe la 2 ) . 

R E S U L T A D O S 

Com raras exceções, todas os parasi­

tas na f o r m a assexuada, antes da incuba­

ção, apresentavam-se na f o r m a de t r o f o ­

zoitos. D u r a n t e a incubação das amostras 

de sangue c o n t r o l e s , o n ú m e r o t o t a l de 

parasitas não sof reu d i ferenças s ign i f i ca t i ­

vas, t e n d o , as f o rmas assexuadas, após a 

incubação se desenvo lv ido em esqu izon­

tes, de aparênc ia n o r m a l . 

A percentagem dos parasitas asse­

xuados que so f re ram ma tu ração para es­

quizontes, c o n t e n d o mais de dois núc leos , 

foi baseada c o m o p o n t o de separação e 

ind icarão para a c o n t a g e m q u a n t i t a t i v a e 

matur idade dos parasitas. Q u a n d o t r o f o ­

zoitos jovens apresentavam-se e m grande 

número , antes da i ncubação , eles geral­

mente se desenvolv iam para t r o f o z o i ­

tos madu ros nas amostras con t ro les . O 

aparec imento de esqu izontes estava usual ­

mente co r re lac ionado c o m a presença in i ­

cial de t r o f o z o i t o s maduros . 

A f i gu ra 1 m o s t r a as local idades de 

or igem das amostras e /ou o local o n d e 

supos tamen te o paoiente f o i i n fec tado . A 

tabe la 1 e n f o c a , em de ta lhe , o c o m p o r t a ­

m e n t o das 3 9 amostras resistentes às clo-

roqu inas , c o m o n ú m e r o t o ta l e percenta­

gens de parasitas na f o r m a assexuada e 

nas d i fe ren tes concent rações da droga. A 

tabe la 2 mos t ra o n ú m e r o e percentagem 

p o r sexo dos pacientes por tadores de ce­

pas de P. f a l c i p a r u m resistentes e as res­

pect ivas local idades na amazón ia brasi lei­

ra. O n ú m e r o de parasitas na f o r m a asse­

x u a d a , antes da incubação var iou de 

1.900 a 3 7 . 1 0 0 p o r ml de sangue. Das 4 8 

amostras de P. f a l c i p a r u m examinadas pa­

ra resistência a c l o r o q u i n a 3 9 mos t ra ­

ram-se resistentes e 9 sensíveis a ação da 

d roga , de aco rdo c o m a de f i n i ção estabe­

lecida p o r R i e c k m a n n ( 1 9 8 0 ) . 

Ver i f i cou-se que u m a grande per­

cen tagem dos pacientes apresentaram in ­

fecções resistentes às concent rações iguais 

o u super iores a 0 ,5 n m o l (87,1%) e 

apenas 7 ,6% f o r a m resistentes as concen­

t rações de 4 , 0 n m o l de c l o r o q u i n a / m l de 

sangue. As local idades p róx imas as estra­

das B R - 3 1 9 apresentaram u m a ma io r por­

cen tagem de in fecções p o r cepas resisten­

tes (F ig . 1 e Tabe la 2 ) . O f a t o de que o 

m a i o r n ú m e r o de in fecções tenha oco r r i ­

do em pacientes d o sexo mascu l ino , em­

bo ra a escolha t e n h a s ido ao acaso, é dis­

c u t i d o c o m deta lhe em Fer raron i & 

Hayes, ( 1 9 7 9 ) . 

Todas as amostras ob t idas da BR — 

1 7 4 , K m 3 0 0 e 7 0 0 , A l t a m i r a , Boa V is ta , 

Coa r i , C ruze i ro d o S u l , Maués e Por to Ve­

l ho f o r a m resistentes (Tabela 2 ) . 

D I S C U S S Ã O 

A resistência a drogas pelos parasi­

tas da malár ia p o d e ser de te rm inada expe­

r i m e n t a l m e n t e p o r m é t o d o s in v ivo e in 
v i t r o . Os testes in v i t r o , p rovave lmente 

são mais seguros na de tecção de cepas de 

parasi tas resistentes, u m a vez que não 

apresen tam certas d i f i cu ldades encon t ra ­

das nos testes in v i v o . 

Estas d i f i cu ldades p o d e m ser ex­

pressadas p o r : p rob lemas de absorção da 



d roga , in fecções c o n c o m i t a n t e s c o m d i fe ­

rentes espécies o u m e s m o cepas de plas-

m ó d i o s , va r iab i l i dade das respostas i m u ­

nes d o pac ien te f r e n t e ao p r o t o z o á r i o , 

concen t ração c r í t i c a da droga no p lasma. 

Recen temente a mac ro técn i ca f o i subst i ­

t u í d a p o r u m a m i c r o t é c n i c a i m p l e m e n t a ­

da p o r R i e c k m a n n ( 1 9 7 8 ) . 

A ma io r i a dos estudos sobre resis­

tênc ia de P. f a l c i p a r u m às c lo roqu inas na 

A m a z ô n i a t e m s ido descr i tos u t i l i zando o 

teste in v i vo . Três estudos c o m pacientes 

d o Es tado d o A m a z o n a s , M a t o Grosso e 

T e r r i t ó r i o Federal de R o r a i m a (Ferraroni 

et a l . , 1 9 7 7 ; R i e c k m a n n & Lopez-Antu-

nano , 1 9 7 1 ; L o p e z - A n t u n a n o & Werns­

d o r f e r , 1 9 7 9 ) f o r a m real izados c o m o tes­

te in v i t r o . 

Os estudos real izados em Mato 

Grosso ( R i e c k m a n n & Lopez -An tunano , 

I.C9ENP* 

• Antes de I 9 7 8 

O ' APÓS ' 978 

E s c o l o 
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• • '"I,*,, 
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numero de casos resistentes em cada localidade 

Fig. 1 — Localidades aproximadas onde cepas de Plasmoduim falciparum 

resistentes às cloroquinas, têm sido identificadas na Amazônia, antes e 

depois de 1978 



1971) m o s t r a r a m que 9 3 % dos pacientes 

eram po r tado res de cepas de p. f a l c i p a ­

rum que ex ib i a a l g u m grau de resistência 

a c l o r o q u i n a , u m a vez que não responde­

ram sa t i s fa to r i amen te as doses padrão de 

c lo roqu ina admin is t radas o r a l m e n t e ( 25 

m g / K g peso) . C o m relação ao teste in 

v i t r o estes autores e n c o n t r a r a m 2 3 % de 

cepas de P. f a l c i p a r u m resistentes a c o n ­

centração de 2,5 nanomo les de c l o r o q u i -

na/ml de sangue. Nossos resu l tados , fo ram 

similares aos dos autores ac ima m e n c i o n a ­

dos. 

Concentração ae cloroquina ( nanomois í por ml de 

culturo de sangue 

Fig. 2 — Sensibilidade in vitro às vá­
rias concentrações de cloroquina nas 

48 amostras estudadas 

Segundo R i e c k m a n n , a presença de 

esquizontes na c o n c e n t r a ç ã o de 1,0 nano-

mol de c l o r o q u i n a p o r m l de sangue é a 

me lho r ind icação da resistência da cepa 

de P. f a l c i p a r u m , po is ap rox ima-se das do­

ses padrões usadas n o r m a l m e n t e nos es­

quemas de t r a t a m e n t o ( R i e c k m a n n , 

1980 ) . 

Neste es tudo , apesar da d ivers idade 

de o r i g e m dos pac ientes, a p o r c e n t a g e m 

das amost ras resistentes a droga permane­

ceram s im i la r a a n t e r i o r m e n t e o b t i d a 

81 ,8% ( F e r r a r o n i et a l . , 1 9 7 7 ) . C o m esses 

dados pode-se a f i r m a r c o m cer ta seguran­

ça, que a percen tagem de cepas de P. f a l ­

c i p a r u m resistentes à c l o r o q u i n a na A m a ­

zôn ia é re la t i vamen te a l ta . Este f a t o deve 

ser levado em ser io , p o r t o d o pro f iss iona l 

de saúde, a t u a n d o na área, f ren te a u m 

pac iente p o r t a d o r de in fecção malár ica 

p o r P. í a l c i p a r u m , s o b r e t u d o naqueles 

casos de alta pa ras i tem ia , onde o f a t o r 

t e m p o será c r í t i c o havendo necessidade 

da u t i l i zação de u m a medicação a l te rna t i ­

va. 

Os au to res gostar iam de chamar aten­

ção das au to r idades em Saúde Públ ica , pa­

ra a caute la no uso i n d i s c r i m i n a d o dos de­

r ivados das 4 - a m i n o q u i n o l e i n a s e a necessi­

dade urgente da cr iação de u m labora tó­

r i o para tes tar in v i t r o , as cepas de P. fa l -

c i p a r u m , antes de in ic ia r a te rapêu t i ca , 

dado que o f e n ô m e n o da resistência pode 

oco r re r t a m b é m c o m as ou t ras drogas an-

t ima lár icas . 

O f u t u r o desenvo lv imen to econô­

m i c o da a m a z ó n i a brasi le i ra está na de­

pendênc ia de u m c o n t r o l e e fe t i vo da in­

fecção ma lár ica h u m a n a . Uma vez que a 

resistência à c l o r o q u i n a - pelos p lasmódios 

parece resul tar de seleção de m u t a n t e re­

sistente de u m a cepa sob pressão da dro ­

ga (Peters, 1 9 6 9 ) ; a admin i s t ração de an t i -

ma lár icos em grandes quant idades sem 

u m a cu idadosa superv isão não deve ser 

cons ide rado u m m é t o d o e fe t i vo para o 

c o n t r o l e da ma lá r ia h u m a n a . 
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T A B E L A 1. Efeitos das diferentes concentrações de Cloroquina na matu­

ração das formas assexuadas do Plasmodium falciparum in 

vitro em todas amostras que continham cepas resistentes 

N o do 
Amostra 

Idade 
e 

Sexo 

Parasitas por mm3 
de sangue, antes da 

incubagão 

Número de es-
zontes após a 

incubaçã 0 

Números de esquizontes nas dife. 
rentes concentrações da drogo, 

nmo ls /s /m l de sangue 

(Controles) 

0,5 1,0 2,0 3,0 4,0 

01 33 M 3.400 60 49 11 7 
02 26 M 5.200 63 35 18 
03 27 M 8.100 66 45 30 19 8 3 
04 29 M 1.900 48 24 6 
05 03 F 8.700 83 64 17 
06 17 F 3.800 23 10 
07 22 M 2.100 47 31 18 9 6 
08 19 M 3.700 53 37 20 15 13 9 
09 10 M 4.200 52 38 13 
10 23 M 2.400 24 13 1 
11 29 M 15.400 59 26 15 3 m 

12 20 M 5.000 21 7 1 
13 21 M 7.200 46 31 20 4 i 

14 22 F 4.100 74 51 33 10 , 

15 23 M 4.000 47 23 9 
16 14 F 37.100 41 28 — 
17 26 M 7.600 79 37 13 
18 35 M 2.300 27 23 10 
19 28 F 9.100 67 44 18 
20 21 M 7.100 28 19 12 
21 18 F 11.400 13 15 5 
22 17 M 31.000 28 20 
23 18 F 7.200 23 20 17 9 i. 

24 25 M 5.000 81 44 
25 20 M 18.000 19 lfi 4 
26 21 M 1.900 51 39 6 1, . . . 

27 17 M 10.500 60 38 7 
28 19 M 4.000 41 25 2 
29 22 F 6.000 13 14 5 
30 13 F 32.200 28 25 18 13 5 11 
31 23 F 7.500 75 47 16 
32 17 M 2.700 39 16 7 
33 52 M 6.300 18 15 1 
34 30 M 5.100 30 23 18 12 10 
35 31 M 4.400 46 40 22 11 8 
36 43 M 8.300 35 17 
37 56 M 13.200 37 22 3 , mmm 

38 53 M 8.800 13 10 4 
39 29 M 6.700 24 12 10 

( * ) — i o nmol = 0,320 M g de Cloroquina base 

( — ) = z e r 0 



TABELA 2. Total e percentagem por sexo, cios pacientes infectados com cepas de Plasmodium falci­
parum nas diversas localidades da Amazónia brasileira 

19 de Masculinos Femininos 
Total 

Total 
Positivos + rdem 

Localidades 
Exami­
nados 

Resis­
tentes 

Exami­
nados 

Resis­
tentes 

Exami­
nados 

Total 
Positivos + 

01 BR-174 - KM 300 4 4 2 2 6 6 100 
02 BR-174 - KM 700 1 1 0 0 1 1 100 
03 BR-319 - KM 400 5 4 1 0 6 4 67 
04 Altamira 2 2 1 1 3 3 100 
05 Barcelos 2 1 1 1 3 2 67 
06 Boa Vista 2 2 0 0 2 2 100 
07 Boca do Acre 1 0 1 1 2 1 50 
08 Coari 1 1 0 0 1 1 100 
09 Cruzeiro do Sul 0 0 1 1 1 1 100 
10 Humaitá 2 1 1 1 3 2 67 
11 Lábrea 3 2 0 0 3 2 67 
12 Manacapuru 4 3 2 2 6 5 83 
13 Marabá 0 0 2 1 2 1 50 
14 Maués 1 1 0 0 1 1 100 
15 Porto Velho 4 4 0 0 4 4 100 
16 Rio Branco 4 3 0 0 4 3 75 

T O T A I S 36 29 12 10 48 39 
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