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CARAGTER¡ZACÃO DE CEPAS DE P. FALCIPARUM COTETADAS
br pncrrrurEs REcRUDEscENTES

Virgilio E. do ROSÁRIO (1) ("), Álvaro A. COUTO (1), Marco A. SANTOS (1) e José Maria de SOUZA (¿)

RESUMO

A caracíerizaçáo de cepas de P. falciparum coletadas de três pacientes inter-
nados no Centro de Provas Clínico-Farmacológicas do Hospital Barros Barreto
(Belém, PA), através da eletroforese em acetato de celulose para duas enzimas
(GPI e .A,DA), assim como através de testes de sensibilidade para duas drogas,
cloroquina e mefloquina, permitiram observações da variação dos tipos enzimá-
ticos em um dos pacientes e modificação no nível de sensibilidade à cloroquina
em outro, tanto em amostras obtidas da infecção original, como em cada uma
das recrudescências.

A existência de populações de parasitas, di-
ferehciadas através das usriais técnicas de ca-

racterizaçáo até hoje utilizadas 
- 

testes de re-
sistência à drogas, perfil isoenzimático, diver-
sidade antigênica, maior ou menor capacidade
adaptativa às condições de cultivo, entre outrás

- confirma que, ao se comparar amostras co-
letadas em regiões diferentes, ou até mesmo
numa mesma área, estas populações podem ser
distintas (THAITHONGS; ROSÁRIO2).

O programa de caracterwação de cepas es-
tabelecido na Unidade de Estudos da Malária
(Instituto Evandro Chagas - FSESP), até ago-
ra baseou seus estudos na análise das amostras
coletadas de pacientes oriundos de localidades
distintas da Região Amazônica. Estas amostras,
também denominadas cepas, referem-se a po-
pulações de parasitas de Plasmodium falcipa.
rum obtidas em uma única coleta, de um deter-
minado paciente 2. Nossos estudos também já
comprováram, utilizando-se a técnica de eletro-
forese em acetato de celulose. a ocorrência de
populações diferentes coexistentes em amostra

cDU 6t6.936

INTRODUçÃO

de um único paciente I. Tal observação, sugeriu
que uma nova linha de pesquisa fosse realizada;
obtendo amostras para cultivo contínuo e ca-
racterizaçáo antes e após tratamento (paciente
recrudescente) seria possível observar-se o grau
de identidade entre ambas as populações de
parasitas, coletados de um mesmo paciente.
Usualmente sempre se consÍderou que o pacien-
te portador de malária, resistente a uma dada
medicação, fosse portador de uma população
homogênea de parasitas.

Demonstrando-se que, em um paciente que
recrudesceu, a população de parasitas que so-
breviveu a uma determinada medicaçáo é dife-
rente da população originai, cremos que maior
atenção deverá ser atribuÍda a estes casos clí
nicos.

Acreditamos que este estudo possa auxiliar
a interpretaçáo clínica de alguns casos de re-
sistência a determinado tratamento, como bam-
bém oferecer informações relevantes a futu.
ros programas de controle, baseado em rnedi-
cação profilática.

(1) Unidade de Estudos da Malária, Instituto Evandto Chagas
(2) Centro de P¡ovas Clínico-Fatmacológicas, Hospital Barros
(*) Atualmente fixado na Univ. of North Carolina-pârasitology
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MATERIAIS E MÉTODOS

As amostras analisadas neste trabalho fo_
ram coletadas de três pacientes (FRL: ppS e
APJ), internados no Centro de provas Clínico-
Farmacológicas do Hospital Barros Barreto _
Projeto Mefloquina (Belém, PA)+, os quais apre-
sentaram recrudescência após um ou mais tra_
tamentos. Não foi registrada a ocorrência de
vômito nos dois primeiros pacientes (FRL e
PPS), o que só sucedeu no terceiro (ApJ), que
vomitou 25 minutos após o tratamento, voltan_
do a vomitar mais duas vezes dentro da pri_
meira hora (*). O material coletado foi cultiva-
do pela técnica de TRAGER, & JENSEN 6.

O paciente (FRL), internado a 06.0?.88. foi
tratado com o esquema sulfato de quinino 0,6
g de B,zB horas durante B dias, associad.o a piri_
rnetamina-sulfadoxina 3 comprimidos, dose úni_
ca, 4 horas após a primeira dose de sulfato de
quinino. Após negativar, veio recrudescer a 21
do mesmo mês, ainda hospitalizado, e foi medi-
cado com 3 comprimidos de pirimetamina-sulfa-
doxina, sem sucesso, obrigando-se a um novo
tratamento, desta vez com amodiaquina 10 mg,/
kg no primeiro dia, ?,5 mglkC no segundo e
7,5 mg/kg no terceiro dia, o que também não
produziu efeito curativo. Finalmente, em 16.09.88
foi tratado com sulfametrol 0,8 g + trimetro-
pim 0,16 g de L2/72 horas durante b dias, ne-
gativando em 20.08 e recebend.o alta em 25.08.98
ainda negativo, data do úItimo controle. As
amostras coletadas receberam os números: ?0,/
83, 8U83, 87/83 o 97/83.

O paciente (PPS) foi internado a 29.0?.BB
tratado com cloridrato de quinino O,bB g de g/g
horas durante 3 dias, associado a pirimetamina-
sulfadoxina 3 comprimidos, d.ose única, em 04.
08.83. Após negativar, recrudesceu em 11.0g.
BB e foi medicado, após coleta de amostra para
cultivo, em 15.08.83 com amodiaquina i.0 mg/kg
no primeiro dia, 7,5 mg/kg no segundo dia e
7,5 mg,zkg no terceiro dia, sem sucesso. Rece-
beu um terceiro tratamento em 25.OB.BB à ba-
se de sulfato de quinino 0,6 g de B,/B horas, as-
sociado à cloridrato de tetraciclina 0,25 g de 6/6
horas durante 10 dias, negativando e recebend.o
alta em 03.09.83. Fez controle ambulatorial até
22.09 permanecendo negativo. As amostras co-
letadas foram denominadas 86,z88 e 95,283.

O terceiro paciente estudado (APJ), foi in-
ternado em 22.02.84 e tratado com a combina-

ção mefloquina (0,?5 g) 1 sulfadoxina (1,5 g)
+ pirimetamina (0,?5 B) em 23.02, tendo vomi_
tado 25 minutos após a ingestão da medicação,
repetindo.se o vômito por mais duas vezes an_
tes de completada a primeira hora. Tendo re-
crudescido em 16.08, foilhe aplicado tratamen_
to único de rnefloquina (0,b g). Voltou a re-
crudescer em 07.04 sendo tratado em 09.04.84
com 1,0 g de mefloquina, curando definitivamen_
te. As amostras coletadas foram denominadas:
19/84 e 29,/84.

Durante este período os pacientes permane-
ceram hospitalizados não havendo, portanto,
quaisquer possibilidades de contatos com mos_
quitos infectados.

As amostras coletadas e cultivadas foram
caracterizadas através das seguintes técnicas:
testes de sensibilidade in vitro para cloroquina
e mefloquina: e tipificação enzimática para 2
enzimas: GPI - Glucose fosfato isomerase (EC.
5.3.1.9) e ADA - Adenosina deaminase (EC.
3.5.4.4) por eletroforese em acetato de celulo_
se.

Na Tabela I estão sumarizadas as condicões
da corrida, tampões e reagentes utilizados.

As amostras submetidas à eletroforese fo-
ram comparadas sempre com amostras contro-
les (cepa k 1 e cepa T 94) oriundas do Insti-
tute Animal Genetics, Edinburgh, Grã-Bretanha.
Os testes de sensibilidade a cloroquina e me-
floquina foram realizados em placas de g6 ori.
fícios de fundo chato (petécil, Sp) com duração
de 72 horas3. As diluições foram preparadas a
partir de soluções estoque provenientes de OMS
(Genebra, Suiça), tendo sido utilizadas as se-
guintes concentrações: 0; 1.0; 2.0; 4.0; 6.0;
8.0; 16.0 e 32.0 x 10-sM para cloroquina e 0.5;
1.0;2.0; 4.0; 6.0;8.0 e 16.0 x 10-aM þara me-
floquina.

Com o objetivo de facilitar a leitura dos re-
sultados observados na análise de cepas cole-
tadas de pacientes recrudescentes, incluimos a
Fig. 1 que corresponde a interpretaçáo eletrofo-
rética para dois tipos enzimáticos de GpI e

ADA.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Como se pode observar na Tabela II, o pa-
ciente FRL foi o que apresentou resultados
mais surpreendentes, uma vez que cada recru-
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CQNDIçÕES DE ELETR,OFOR,ESE
Componentes da reação de revelação

ENZ: GPI - Glucose-fosfato-isometase
Frutose-o-Phosphate (F-362?) 25 mg
Mg C 12 (M-0250) 20 mg
NAÐP (N-0505) 5mg
Glucose-6-Phosphate-Dehydrogenase (G-'53?8) 0,01 ml
MTT (M-2128) 5ms
P M S (P-9625) 2mg
Tampão "TRIS HCL pH 8.0" 2 ml

ENZ: ADA - Adenosina deaminase
Adenosine (A-9251) 10 mg
Xanthine Oxidase (X-1875) 0,01 ml
Nucleoside Phosphorilase (N-3003) 0,01 mt
MTT (M.2128) 5mg
PMS (P.9625) 2mg
Tampão "Phosphate pH ?.5,' 2 ml
( )-ReferênciasSIGMA
Obs: As condições descritas neste quadro são para placas

de acetato de celulose de ?6 x 60 m.

T¡.BELAI

CORRIDA PARA GPI

ELETR,OFORESE EM ACETATO DE CELULOSÉ

coNDtçÕEs DA CoRRTDA

Tempo: Voltagem: Miliamperagem:

20min 160 V 2 a 3 mA

TAMPÕES

Enzima: Tanque Revelação

c P I SUPRE HEME TRIS HCI pH 8.0

A Ð ¿, SUPRE HEME FOSFATO pH 7.5

Ir
-ï

I
I

RESULTADO E LEITURA

coNcLUsÃo: A omostro a é constituído por porositos idenlicos qu6nlo cos enzimos Gpl e aDA, ou sejo, lodos sendo do lipo
GPI-I' ADA-1. A omoslro B d constituído porumomisturo de porosilos,podendo ser misturâs de2ou mcrs
tipos, como: GPI-I,ADA-tì GpI-l,ADA-2; GpI_2,ADA_l e Þossivetmente tombém GpI _2, ADA_2.

Fig. 1 - Interpretação de resultados obtidos pela técnica de eletroforese

AMOSTRA

AIVlOSTRA

descência exibiu um tipo enzimático distinto ou
seja, uma nova populaçáo de P. falciparum. Da-
do que o paciente esteve sempre internado, nã6
houve qualquer possibilidAqg de reinfecção e,
portanto, podemos supor que a população de
P. falciparum do tipo GPL-?/ADA-? apenas reve-
Iada na 3' recrudescência (cepa 97,/83) estava
presente desde o início da infecçáo, inclusive na
cepa original 70/83. Lamentavelmente a detecçã,o
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A: P. folc¡porum

P. folciporum t¡po GPI - ¡ e

srr-¿ tHoput0çoo mtslo,

AMOSTRA A: P. folciporum t¡po ADA- ¡

ALOSTRA B: P. folciporum tipo ADA-I I

ADA-2 (Populoçõo m¡sto)

GPI - I

de uma determinada enzima pela técnica de
eletroforese, quer em acetato de celulose, quer
em gel de amÍdo, requer parasitemias elevadas
mesmo em cultivo; por esse motivo cremos não
ter sido possível detectar estes tipos enzimá.
ticos nas recrudescências anteriores.

O paciente (PPS) correspondente às cepas
86 e 95/83 não apresentou diferenças nos tipos
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ÞÞ t

Tipo enzimárico e nrver do ."l,tr,?rå."i*Tru, 
"* B pacienres analisados

P.P.S.

06.0?.83
21 .0?.8:Ì
02.08.83
16.08.83

.A.P.J.

29.0?.8Ít
15.08.83
25.08.8¡t

NR

10/83 Orig.
u/83
e1/83

97/83

Concentração mfnima
Amost¡a não coletada
Teste não ¡eâltzado

'MIC

enzimáticos analisados entre as cepas origlnale recrudescente. Entretanto, verificou_se uma
alteração no nfvel de sensibilidade para cloro_quina, onde na cepa original 

" "on."rrt""çãà minima inibÍdora (MIC) foi g x 10sM, e n" 
"_or-tra correspondente à 2." recrudescência toi aZ x

10+M, apesar do paciente não ter sido trataAo
em nenhuma ocasião com a mencionada droga.
Portanto, a medicação com sulfato de quinino,/
pirimetamina-sulfadoxina selecionou u-ã pop.r.
lação resistente à cloroquina. Isto sugere qu" rr"
população original já se encontravam parãsitos
com maior resistência, porém, em menor pro-
porção. Com a ação da associação sulfato de
quÍnino,/pirimetamina-sulfadoxina, houve a eli_
minação de grande parte dos parasitos, haven-
do, entretanto, o crescimento dos mais resisten_
tes, inclusive à cloroqulna.

O terceiro pacÍente recrudescente estudado
neste trabalho (ApJ) correspondente às cepas
L9/84 e 29/84, tambérn não apresentou altera-
ções em seus tipos enzimátiôos, assim como não
apresentou modificação no nfvel de sensiþili-
dade para os testes realizados.

Isto é um exemplo interessante de uma ¡e_
crudescência tardia motivada talvez pela sub_
dosagem de mefloquina (devido a vômito) dado
que a dose global única curou este paciente.
DaÍ se pode presumir que combinações tera-
pêuticas serão efetivas se ambos os medicamen-
tos tiverem ação sobre a população de para_
sitas.

22.02.84
t6.03.84
07.04.8{

86/83 Ortg.
ss/æ

t9/84 Orlg.

29/u

SQ/PS
PS

Âmoat.

ST

Inibidora (x t0.qu)
para a¡Éllse

SQÆS
.{mod.
SQ/CT

NR
2

I
2

cMlPS
CM
c1\4

2

2
NR

NR

2

pS 
- pirl¡netsmlnÊ + Sullsdoains

CM - Cloridrato de meftoquinaql 
- Clortd¡êto de tetm¡fcll¡B

. ST - Sultamet¡ol 0,8 C + Trimetroptm 0,16 IAmod - .{modf8qutna

A,pesar deste estudo ter sido feito tomando
como ponto de referência o perfil enzimático ea sensibÍlidade'à drogas, deve.se satieniãi quenão há qualquer relação comprovada 

"J"" ti_po enzimático e sensibitidade a drogas. àadoque of genes que regulam a resistência 
" 

ã. ,"r_ponsáveis pelas formas enzimáticas não de-monstraram até o momento prova de ligação
gênica s. Entretanto, estes métódos são efËazesna caracterização precisa dos vários tipos de
cepas de p. falciparum ocorrentes em um único
paciente.

Acreditamos que o estudo de um maÍor nú_
mero de cepas de pacientes recrudescentes se-ja necessário para proporcionar melhores con-
clusões sobre esta matéria e que se deva acen-
tuar a importância da pesquisa em casos clfni-
cos de pacientes rècrudescentes, que darão uma
melhor compreensão ao problema de resistên.
cia e dinâmica de subpopulaçöes em um mêsmo
paciente.

ST'MMARY

(haracterization of p. falciparum súraÍns obtaÍn.
ed from recrudescent patients

Chatactenzation of plasmodium falcipanrm
strains obtained from three patients interned
in the Clinico-pharmalogical Testing Centre of
the Barros Barreto Hospital, Belém, pará, Bra-
zil, was carried out using cellulose acetate elec.
trophoresis for the two enz¡rmes glucose phos-
phate isomerase EC.5.8.1.9 (cpl) and adenosi_
ne diaminase EC.8.5.4.4 (ADA) and sensibility

,t7

I
NR

t

Cloroq.

sQ - surfaro ¿ãìuirrinã

2
2

NR

3z
32

33

32

2
NII

2

Mefloq.

I
32

NR

0,5

0,5

0,5
0,5

32

NR
32

0,5
0,5
NR

2,0

ÑE
2,0
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tests for the two antimalarial drugs, chloro.
quin and mefloquine. Ttris characterization
shon¡ed an enzyme variant in one of the pa-

tients, and a modification in the chloroquine
ser,sibility level in another; not only in the
strains from the original infections, but also in
those from each of the relapses.
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