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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia in vitro das drogas
utilizadas para o tratamento do P. falciparum no Brasil e do antibiético tigeciclina,
com vistas a sugerir esse antibidtico injetavel como alternativa para o tratamento
da malaria grave em nosso meio. Pela analise da producdo da proteina 2 rica em
histidina (HRP2) do P. falciparum em ELISA, foi possivel definir a suscetibilidade in
vitro de trés isolados clinicos regionais de P. falciparum e das cepas de referéncia
DW2 (cloroquina-resistente) e 3D7 (cloroquina-sensivel) dessa espécie de
parasito. A eficacia in vitro de cada droga foi avaliada pela determinacao de sua
EC50%, que foi comparada aos pontos de corte previamente padronizados. Além
disso, foi feita andlise de correcao entre as EC50% calculadas para cada droga, com
vistas a avaliar o potencial de resisténcia cruzada entre elas. A cloroquina foi o
unico antimaldrico que ndo apresentou eficacia in vitro para todos os isolados de P.
falciparum avaliados. Dois isolados clinicos regionais apresentaram suscetibilidade
in vitro a cloroquina, sugerindo resgate da eficicia dessa droga contra essa espécie
de parasito. A quinina, a mefloquina, a lumefantrina, a artemisinina e o artesunato
foram eficazes contra todos os isolados clinicos regionais e de referéncia do P.
falciparum avaliados. O antibiotico tigeciclina também se mostrou eficaz contra
isolados clinicos regionais e de referéncia do P. falciparum em avaliagdo in vitro. A
lumefantrina apresentou potencial de desenvolver resisténcia cruzada com a
artemisinina. Os resultados do estudo mostraram que as drogas componentes dos
esquemas convencionais de antimalaricos preconizados no Brasil para tratamento
do P. falciparum apresentam boa atividade antimaldarica in vitro. A tigeciclina, por
ser droga exclusivamente injetadvel, pode representar alternativa para o
tratamento da malaria grave causada por essa espécie de parasito. Preocupa, no
entanto, a observacao de potencial resisténcia cruzada entre a lumefantrina e
artemisinina, uma vez que sao drogas componentes do esquema de primeira linha

para o tratamento da malaria causada pelo P. falciparum no Brasil.

Palavras-Chave:

Malaria, Plasmodium falciparum, Tratamento, Resisténcia, Suscetibilidade in vitro.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the in vitro efficacy of drugs used for the
treatment of P. falciparum in Brazil and of the antibiotic tigecycline, in order to
suggest this as an alternative for the treatment of severe and complicated malaria.
ELISA quantification of histidine-rich protein 2 of P. falciparum in culture with and
without the presence of drugs were performed to determine the in vitro
susceptibility of clinical isolates and reference parasite strains (DW2 -
chloroquine-resistant and 3D7 - chloroquine-sensitive) for each drug tested. The in
vitro efficacy of each drug was evaluated by determining its EC50% which was
compared to previously standardized cut-offs. Furthermore, analysis of correlation
was made between the EC50% calculated for each drug, in order to evaluate the
potential for cross-resistance between them. Chloroquine did not show in vitro
activity for all isolates of P. falciparum evaluated. However, two regional clinical
isolates showed evidence of in vitro susceptibility to P. falciparum, suggesting
rescue of the efficacy of chloroquine against this parasite species. The quinine,
mefloquine, lumefantrine, artemisinin and artesunate showed satisfactory
antimalarial in vitro activity against clinical and reference strains of P. falciparum.
Tigecycline was shown to be effective against all P. falciparum isolates.
Lumefantrine has potential to develop cross-resistance to artemisinin. Our findings
showed that the drug components of conventional antimalarial regimens
recommended in Brazil for the treatment of P. falciparum exhibit good in vitro
antimalarial activity. Since tigecycline is an exclusively injectable drug, it may
represent an alternative for the treatment of severe and complicated P. falciparum
malaria. Is of concern, however, the observation of potential cross-resistance
between artemisinin and lumefantrine, since these drugs are components of the

first-line schedule for the treatment of P. falciparum in Brazil.

Key-words:

Malaria, Plasmodium falciparum, Treatment, Resistance, In vitro susceptibility.



1. INTRODUCAO



1.1- ASPECTOS GERAIS DA DOENCA

A malaria é uma doenca infecciosa causada por um protozodrio do género
Plasmodium e transmitida pela picada da fémea do mosquito Anopheles. Quatro
espécies de Plasmodium sao infectantes para o homem: Plasmodium falciparum, P.
vivax, P. malariae e P. ovale. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
aproximadamente 216 milhdes de pessoas se infectam anualmente pelo parasito,
resultando em cerca de 650.000 mortes no ano (WHO, 2012).

No Brasil, a doenga atingiu 263.323 pessoas no ano de 2011, sendo 98% deles
residentes na chamada Amazonia Legal, formada pelos estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Para, Rondénia, Roraima, Maranhdo, Mato Grosso e Tocantins. (Ministério
da Saude, 2012).

No Estado de Mato Grosso, a transmissdo da malaria vem apresentando
reducdo progressiva desde o ano de 1992, provavelmente como resultado da
suspensdo das atividades garimpeiras da regido Norte do Estado, muito intensas nas
décadas de 1970 e 1980 (Duarte & Fontes, 2002). No ano de 2010, 2165 casos foram
notificados em Mato Grosso pelo Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM),
0s quais ocorreram predominantemente no municipio de Colniza, localizado no

extremo noroeste do Estado (Ministério da Saude, 2011).

1.2- ASPECTOS GERAIS SOBRE A MALARIA

A infeccdo por Plasmodium se inicia quando a fémea do mosquito vetor

inocula, no homem, as formas infectantes, chamadas esporozoitos, presentes em sua



glandula salivar. O numero de esporozoitos que sdao depositados sob a pele do
hospedeiro varia, mas ha uma estimativa aproximada de 15 a 200 esporozoitos
(Vanderbeg, 1977). A partir da derme, os esporozoitos alcancam um vaso sanguineo e
migram para o figado, onde atravessam a camada celular sinusoidal que separa o
sangue e o parénquima hepatico, resultando em infeccdo dos hepatocitos (Mota &
Rodrigues, 2004).

Os esporozoitos intracelulares se diferenciam e, por esquizogonia, geram
novas formas invasivas e médveis do parasito, os merozoitos teciduais, que irdo
posteriormente invadir os eritrdcitos. Para alcancar os eritrécitos, os merozoitos
devem atingir o limen sinusoidal hepatico, através dos espagos de Disse (Sturm et.al,
2006). Apds a invasao do eritrdcito, o merozoito se diferencia em trofozoito ameboide
uninuclear, que comeca a ingerir o citoplasma da célula hospedeira, e da ingestdo da
hemoglobina forma-se a hemozoina (pigmento malarico). O trofozoito cresce em
tamanho e aumenta o seu nucleo, transformando-se em esquizonte, que origina a
formacao de um numero substancial de novos merozoitos. Esses irdo invadir outros
eritrdcitos, repetindo o ciclo esquizogdnico assexuado ou entao se diferenciando em
estagios sexuados, os gametdcitos, que irdo infectar a fémea do mosquito vetor, por

ocasiao de um novo repasto sanguineo (Figura 1).

1.3- MANIFESTACOES CLINICAS E TRATAMENTO DA MALARIA

O periodo de incubacdo da maldria varia de acordo com a espécie de
plasmoédio, sendo de 9 a 14 dias para P. falciparum, 12 a 17 dias para P. vivax e 18 a 40

dias para P. malariae. Esse periodo é influenciado pela imunidade, por uso de



quimioprofilaxia ou por uso prévio de droga com sabida a¢do antimalarica. O ataque
paroxistico agudo, coincidente com a ruptura das hemacias ao final da esquizogonia
sanguinea, é geralmente acompanhado de calafrio, sudorese, palidez e cianose labial.
Apébs um periodo de 2 a 6 horas, ocorre defervecéncia da febre e o paciente apresenta
sudorese profusa e fraqueza. Esse ataque paroxistico classico é mais comum na
malaria causada pelo P. vivax e P. ovale, do que pelo P. falciparum e P. malariae. Ap0s
a fase inicial, a febre assume um carater intermitente relacionado ao tempo de
ruptura de uma quantidade suficiente de hemacias contendo esquizontes maduros. A
periodicidade dos sintomas estd na dependéncia do tempo de duragdo dos ciclos

eritrociticos de cada espécie de plasmddio: 48 horas para P. falciparum, P. vivax e P.

ovale e 72 horas para P. malariae ( Parasitologia Rey, 42 ed., 2008).
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Fonte: Miller et al. (2002)

Figura 1 - Representacdo esquematica do ciclo biologico do Plasmodium sp.
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Adultos que ja ainda ndo possuem imunidade contra a malaria, bem como
criancas e gestantes quando infectados pelo P. falciparum, podem apresentar
manifesta¢des mais graves da infeccdo, que pode ser letal em cerca de 1% dos casos.
Infecgdes por P. vivax tém sido cada vez mais relatadas como causadora de morte,
evoluindo com as mesmas complicagdes observadas para o P. falciparum. O
aparecimento de convulsdes, anemia intensa, dispneia, vomitos repetidos, hipotensao
arterial, oliguria, ictericia e distirbio da consciéncia constituem os sinais clinicos de
alerta para a gravidade, que surge em consequéncia de uma ou mais das seguintes
complicacbes da maldaria: insuficiéncia renal aguda, edema agudo de pulmao,
insuficiéncia hepatica, insuficiéncia cerebral, coagulacdo intravascular disseminada
ou insuficiéncia circulatéria (WHO, 2010b).

O tratamento da malaria tem como objetivo: i) interromper a esquizogonia
sanguinea, responsavel pelas manifestacdes clinicas da infec¢do; ii) destruir as formas
latentes (hipnozoitos) do parasito, quando a espécie causadora é o P. vivax ou o P.
ovale; iii) interromper a transmissao da doenca, pelo uso de gametocitocidas. Para
atingir esses objetivos, diversas drogas sdo utilizadas, cada uma delas agindo de
forma especifica, tentando impedir o desenvolvimento do parasito no hospedeiro
(WHO, 2010b).

O Programa Nacional de Controle da Malaria estabelece a politica de
tratamento da infeccdo no Brasil, recomendando os esquemas de antimalaricos a
serem utilizados pelos servigos de saude. Seguindo orientacao da OMS, o tratamento
do P. falciparum é feito com esquemas de combina¢do de drogas, incluindo um
derivado da artemisinina (ACT). Sdo preconizados, como esquemas de primeira linha,
o artemeter associado a lumefantrina ou o artesunato associado a mefloquina. E,

como esquema de segunda linha, a quinina associada a doxiciclina (WHO, 2010b).



1.3.1- Drogas recomendadas para o tratamento da malaria no Brasil.

Os farmacos hoje disponiveis para o tratamento da malaria no Brasil sdo
classificados de acordo com seu grupo quimico em arilaminoalcoois (quinina,
mefloquina, halofantrina e lumefantrina), 4-aminoquinolinas (cloroquina e
amodiaquina), 8-aminoquinolinas (primaquina), peréxido de lactona sesquiterpénica
(derivados de artemisinina), naftoquinonas (atovaquona), biguanidas (proguanil) e
antibidticos (tetraciclina, doxiciclina, clindamicina). Essas drogas agem por diferentes
mecanismos, muitos deles ainda ndo completamente esclarecidos. Sdo destacadas a
inibicdo do metabolismo heme e sua ligacdo a ferriprotoporfirina IX, inibindo a sua
polimerizacdo; a inibicdo do transporte de elétrons, interrompendo o metabolismo
das mitocondrias e inibicdo da tradugdo, ou seja, da sintese de proteinas (Golan,
2009).

Apés a Il Guerra Mundial, a cloroquina (Figura 2), originalmente sintetizada
na Alemanha em 1930, foi a principal droga recomendada para o tratamento e para a
profilaxia de todas as espécies de Plasmodium até os anos 80, quando surgiu a
resisténcia do P. falciparum, e hoje disseminada por varias partes do mundo, inclusive
no Brasil (Wellems & Plowe, 2001). Por ser uma base fraca, acumula-se no vactolo
digestivo acido, na fase intra-eritrocitica do parasito, aumentando seu pH (Yayon et
al, 1985). Ao acumular-se ela se liga a ferriprotoporfirina IX e inibe a sua
metabolizacdo, que normalmente ¢é realizada pela heme-polimerase. A
ferriprotoporfirina nao polimerizada leva a lesdo oxidativa da membrana, sendo

toxica para o parasito (Fitch, 1998).



Estudos sobre a eficacia da cloroquina foram realizados em 30 paises, entre
2000 e 2009, e mostraram falha de tratamento em proporg¢des extremamente altas
(19,8 a 100%) em todos os paises, exceto Honduras, Malawi e Nicaragua (0-1,3%).
Segundo a OMS, a droga permanece eficaz somente na América Central, onde estudos

clinicos confirmam 100% de sua eficacia em Honduras e Nicaragua (WHO, 2010a).
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Figura 2: Estrutura molecular da cloroquina e da mefloquina

A mefloquina (Figura 2) é um esquizonticida sanguineo de a¢do prolongada,
com acdo parasitdria associada a inibicio da enzima hemepolimerase. Foi
desenvolvida como alternativa para o tratamento da malaria, quando do surgimento
de cepas de P. falciparum cloroquino-resistentes. Alguns estudos sugerem que a
mefloquina inibe a endocitose da hemoglobina para o vacuolo, causando assim a
morte do parasito (Hoppe et al, 2004). Relatos de resisténcia do P. falciparum a
mefloquina no Brasil tém sido publicados logo apds o inicio de seu uso no pais, seja em
avaliagédo in vitro (Cerutti et al., 1999; Calvosa et al., 2001) ou in vivo (Alecrim et al.,

1999; Noronha et al., 2000).



A quinina (Figura 3) é um alcaléide natural extraido da casca da Cinchona,
planta originaria da América do Sul. Assim como a cloroquina, seu mecanismo de agdao
estd associado a inibicdo da enzima hemepolimerase do parasito e a capacidade de se
ligar ao DNA do parasito, com consequente separagdo das suas fitas, pelo rompimento
das pontes de hidrogénio e impedimento da transcricdo e traducao desse DNA (Tilley
et al., 1998). A resisténcia do P. falciparum a quinina foi originalmente descrita no
Brasil no inicio do século XX (Neiva, 1910). No entanto, somente no final do mesmo
século é que o fenomeno da resisténcia in vivo a essa droga volta a ser reportado no
Brasil (Boulos et al., 1986), na Asia (Bjéorkman & Phillips-Howard, 1990) e em Senegal

(Pradines et al.,, 2010).

Fonte: S3, 2011.

Figura 3: Estrutura molecular da quinina

Também durante a segunda guerra mundial, a primaquina (Figura 4),
principal representante do grupo das 8-aminoquinolinas, tornou-se disponivel para o
tratamento da maldria (Peters et al, 1984). Tem efeito hipnozoiticida, atuando
também contra os estagios assexuados sanguineos, embora somente em doses

7

elevadas. Por ser gametocitocida é indicada no tratamento das infec¢des por P.



falciparum, objetivando o bloqueio da transmissdo do parasito ao vetor (Baird et al.,

2004).
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Fonte: S3, 2011.

Figura 4: Estrutura molecular da primaquina.

A lumefantrina (Figura 5), sintetizada em 1970 na Academia Militar de
Ciéncias Médica de Beijing, China, tem atividade esquizonticida sanguinea contra
todos as espécies de Plasmodium. Combinada com o (-artemether, um derivado
sintético da artemisinina, resulta em efeito antimalarico sinérgico e representa hoje a
principal combinag¢do ACT para tratamento do P. falciparum em nosso meio (Hassan
et al., 1999). Varios estudos mostram que a lumefantrina e o artemeter combinados
ainda podem ser utilizados como droga de primeira linha no tratamento da malaria,
pois ndo houve diminuicdo da suscetibilidade nestas andlises (Kinfu et al., 2012;

Mayxay et al., 2012).
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Fonte: Basco et al, 1998.

Figura 5: Estrutura molecular da lumefantrina.

A artemisinina (Figura 6) e seus derivados artemeter e artesunato sdao uma
lactona sesquiterpénica extraida da planta Artemisia annua L., usada pelos chineses
ha mais de 2000 anos. Possui em sua estrutura quimica um grupo perdéxido como
ponte de ligacdo. Apresentam ac¢ao antimaldrica muito rapida, tanto para matar os
parasitos como para inibir o seu principal processo metabdlico (ter Kuile et al., 1993).
Estudos clinicos sugeriram altera¢cdes na susceptibilidade do P. falciparum a classe
das artemisininas. Em Dezembro de 2008, Noedl e colaboradores apresentaram
evidéncia de P. falciparum genuinamente resistente as artemisininas (Noedl et al,

2008).

Fonte: Olliaro & Trigg, 1995.

Figura 6: Estrutura molecular da artemisinina.
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As tetraciclinas sao antimicrobianos de amplo espectro e com agdo potente,
porém lenta, contra as fases sanguineas assexuadas dos plasmddios. As combinagdes
de quinina com tetraciclina e, mais recentemente, com a doxiciclina, administrada
durante 5-7 dias, ainda sdo altamente eficazes para tratamento desta espécie no
Brasil, onde ja existe resisténcia a multiplos medicamentos. O Unico inconveniente
dessas associacoes é o tempo prolongado de tratamento, dificultando a adesdo
(Ministério da Saude, 2001). A tigeciclina, o inico membro do grupo das glicilciclinas,
uma classe de antibioticos derivada da tetraciclina, tem conhecida atividade
antimicrobiana através inibicdo da tradu¢do proteica, ligando-se a subunidade
ribossomica 30S e bloqueando a entrada de moléculas aminoacil-tRNA no sitio A do
ribossomo. Consegue atuar nos dois principais mecanismos de resisténcia as
tetraciclinas, isto é, a protecdo ribossomal e o efluxo (Olson et al., 2006). Uma das
propriedades a mais da tigecilina é bem tolerada e tem uma meia-vida relativamente
longa de 37 a 67 horas (Muralidharan et al, 2005), mais que a tetraciclina (6 a 10
horas) e a doxiciclina (12 a 25 horas) (Agwuh et al, 2006). Starzengruber et al
(2009) avaliaram a atividade antimalarica in vitro da tigeciclina contra o P. falciparum
e concluiram que ela é uma candidata a ser melhor explorada quanto a sua eficacia
clinica. Por ser antibidtico de uso exclusivamente injetavel, a sua indicacao no
tratamento da maldaria sera reservada a pacientes graves e sempre em combinacao
com antimaldricos de acdo rapida, haja vista a sua moderada e lenta acdo

esquizonticida sanguinea do P. falciparum (Held et al., 2010a).
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1.4- RESISTENCIA IN VITRO DO P. falciparum AOS ANTIMALARICOS

Em 1967, a OMS definiu “resisténcia” como a capacidade de uma cepa
parasitaria de sobreviver ou multiplicar, apesar da administracdo e absorcao de uma
droga administrada em doses iguais ou maiores que aquelas normalmente
recomendadas. Esta definicdao foi posteriormente modificada para incluir a frase: “A
droga deve ser capaz de obter acesso ao parasito ou ao eritrécito infectado, com
duracdo de tempo necessario para sua acdo normal” (WHO, 2010a). Ha varios fatores
que influenciam o surgimento e dissemina¢do de parasitos resistentes as drogas, a
saber: i) a frequéncia intrinseca com que as alteracdes genéticas ocorrem; ii) o grau
de resisténcia atribuida pela mudanca genética; iii) a porcentagem de todos os
agentes infecciosos transmissiveis expostos ao farmaco (pressdo seletiva); iv) o
numero de parasitos expostos a droga; v) a concentracao da droga a qual o parasito é
exposto; vi) a farmacocinética e a farmacodinamica do antimalédrico (dosagem,
duracdo, aderéncia); vii) a qualidade, disponibilidade e distribuicao droga usada; viii)
o perfil da imunidade da populacdo e do individuo; ix) a presenga simultdnea de
outros farmacos ou substancias no sangue ao qual o parasito ndo é resistente; x) a
intensidade da transmissao (White et al., 2003). Como consequéncia de um ou varios
desses fatores, surge a resisténcia do parasito a droga, que pode ser constatada por
marcadores moleculares, em avaliacao in vitro, ex vivo e in vivo.

Como exemplos de marcadores moleculares de resisténcia, ja foram
identificadas mutagdes em varios genes do P. falciparum, tais como o gene pfimdr 1
(resisténcia a cloroquina) (Peel, 2001; Von Seidlein et al. 1997, Duraisingh et al,

2000) o gene pfcrt (resisténcia a cloroquina), (Fidock et al, 2000) o gene dhfr
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(resisténcia a pirimetamina) (Basco et al, 1995) e no gene dhps, que conferem
resisténcia a sulfadoxina (Triglia et al., 1997; Triglia et al., 1998).

Desde o surgimento da resisténcia do P. falciparum a cloroquina na década de
60 e sua subsequente disseminacdo para diversas areas endémicas do mundo, varias
estratégias tém sido propostas para monitorar a eficacia das drogas antimalaricas e
para monitorar o desenvolvimento da resisténcia do P. falciparum ao tratamento.
Esse monitoramento justifica-se e é relevante, pois proporciona informacgao precoce
do surgimento da resisténcia e, consequentemente, orienta as autoridades de satde
para a adequacao da politica de controle da doenga (Basco, 2007).

Estudos clinicos, com avaliacdo in vivo da resposta ao tratamento antimalarico
representam a melhor forma de se fazer esse monitoramento. Porém, na pratica, tais
estudos sdo dificeis de serem conduzidos, haja vista o seu custo, duracdo e
dificuldades operacionais. Além disso, a andlise da resposta terapéutica no paciente
infectado é complexa, uma vez que varios fatores contribuem simultaneamente para o
desfecho do tratamento, tais como a interacdo com outra droga associada, a resposta
imune do paciente e a farmacocinética da droga sob analise (WHO, 2003; Page et al.,
1999).

Os desafios associados com o estudo da resisténcia dos parasitos aos
antimaldricos sao significativos e, se ndo forem enfrentados, eles continuardao a
impedir a frequéncia e a qualidade do monitoramento da eficacia do tratamento da
malaria na area endémica. Assim, o acompanhamento regular da eficacia terapéutica
deve ser considerado uma prioridade nos paises endémicos (WHO, 2010a). Um
aumento no nivel da EC50% de uma droga é considerado indicador importante para a
identificacdo da tendéncia da suscetibilidade através do tempo e para a comparagao

da situacdo entre regioes. Por outro lado, a constatagdo de correlacdo positiva entre
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os valores de EC50% de duas drogas tem sido considerada indicador de potencial
resisténcia cruzada entre elas (Ringwald et al, 1998). Por essa razao, metodologias
padronizadas de avaliagdo devem ser aplicadas periodicamente, como recurso de
vigilancia sentinela do desenvolvimento da resisténcia do Plasmodium as drogas

(Wongsrichanalai et al.,, 2002).

1.5 - TESTES PARA AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE IN VITRO DO

P. falciparum AOS ANTIMALARICOS

Existem trés abordagens essenciais para a avaliacdo da suscetibilidade do
parasito ao tratamento antimaldrico: ensaios in vivo, ensaios in vitro e ensaios ex vivo.
Embora os testes in vitro oferecam vantagens inquestionaveis, os ensaios in vivo sdao
indispensaveis, uma vez que permitem a avaliacdo da resposta clinica, juntamente
com a resposta bioldgica do parasito a presenca da droga. Assim sendo, a avaliacdo
conjunta da resisténcia, por meio de ensaios in vitro e in vivo em paralelo, seria a ideal
(Noedl et al., 2003).

Existem varios testes in vitro padronizados atualmente para avaliar a
suscetibilidade do P. falciparum aos antimalaricos. Eles podem ser agrupados de
acordo com a técnica empregada para quantificar o crescimento do parasito em
relacdo a concentracdo da droga: i) Contagem dos estagios do parasito por
microscopia; ii) Incorporacdo de radiois6topos em precursores metabdlicos do
parasito; iii) Deteccdo de antigenos produzidos pelo parasito em cultura por

anticorpos especificos; iv) Contagem automatizada de células infectadas.
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1.5.1- Contagem dos estagios do parasito por microscopia

Uma das primeiras tentativas de avaliar a suscetibilidade in vitro do P.
falciparum as drogas foi feita por Nguyen-Dinh & Trager (1978), no chamado “teste
48 horas”, também conhecido como “teste de re-invasao in vitro em 48 horas”, no qual
uma cepa do parasito adaptada em cultura é exposta, em placas de Petri, a varias
concentracdes de droga e mantidas em dessecador com chama de vela por 48 horas.
Apébs 24 horas de incubacdo o meio de cultura é renovado. A andlise da
suscetibilidade é feita pela comparag¢do do crescimento do parasito nas culturas com
e sem drogas (Rieckmann & Lopes-Antufiano, 1971). Com o passar dos anos,
surgiram variantes desse método, tal como o “teste 48 horas-Modificado”, no qual ndo
se renova o meio apds 24 horas de incubagdo (Nguyen-Dinh & Trager, 1980). Assim,
Rieckmann et al. (1978) inseriram nova modificagdo, passando a cultura a ser
realizada em placas de 96 pocos. Esse novo método ganhou aceitagdo, por ser mais
simples de realizacdo, utilizar menor volume dos reagentes e da cultura e,
consequentemente, menor custo. Apresenta a Unica desvantagem de ser mais
laborioso, pela confeccdo dos esfregacos a partir dos pequenos pogos da placa, para a

analise final de seus resultados (Rieckmann et al., 1978).

1.5.2 - Incorporaciao de radiois6topos em precursores metabdlicos

do parasito

Desjardins et al. (1979) aperfeicoaram o microteste de Rieckmann, tornando

desnecessario o uso do microscopio. Obtiveram resultados rapidos e de alta
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sensibilidade com um método semi-automatizado que se baseia na inibigdo da
incorporacao da hipoxantina tritiada pelo parasito, em consequéncia ao efeito da
droga. (Desjardins et al., 1979). A inibicdo do desenvolvimento do parasito em
contato com a droga é atestada pela contagem de radiacdo gama, em contador
apropriado de radioatividade. Por envolver radioisétopo, requer alta densidade
parasitaria e a disponibilidade de equipamentos especificos, impossibilitando o seu
uso em campo e em locais onde a infraestrutura laboratorial é precaria (Noedl et al,

2003).

1.5.3- Deteccdo de antigenos produzidos pelo parasito em cultura

Durante mais de 20 anos, os testes tradicionais de microscopia 48 horas
(Rieckmann et al, 1978) e o ensaio isotépico de incorporacdo da hipoxantina
(Desjardins et al, 1979) foram utilizados como referéncia para a avaliacdo da
suscetibilidade in vitro do P. falciparum as drogas (Noedl et al., 2003). Suas citadas
limitagbes motivaram a implementagdo, na ultima década, dos ensaios
imunoenzimaticos (ELISA). Este método tem a vantagem de fornecer medidas
sensiveis do crescimento parasitario (Desakorn V et al, 1997), uma vez que
possibilitam a quantificagio da producdo de biomoléculas produzidas durante o
desenvolvimento do parasito in vitro (Noedl et al., 2002a; Martin et al., 2009).

A proteina 2 rica em histidina (HRP2) do P. falciparum é secretada dentro das
hemacias e dos compartimentos extracelulares onde o desenvolvimento do parasito
se processa, isto €, no plasma ou meio de cultura (Rock et al, 1987). Acredita-se que

essa proteina seja secretada mais ativamente entre os estagios de anel e trofozoitos
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(Desakorn V et al.,, 2005). Sua quantificacao pode ser feita pelo ELISA-HRP2, que
permite avaliar a inibicdo do crescimento do parasito na presenca de droga
antimaldrica e, consequente, sua eficacia. 0 método baseia-se na captura da HRP2 por
anticorpos monoclonais especificos (Noedl et al, 2005) e é considerado muito
sensivel, rapido, altamente reprodutivel e de facil realizagcao (Noedl H et al., 2002b).

A atividade enzimatica da desidrogenase lactica do Plasmodium sp (pLDH)
reflete a atividade metabdlica geral dos parasitos viaveis (Basco, 2007). Assim, o
aumento do nivel de pLDH no plasma ou no meio de cultura é uma fun¢ao do niimero
de parasitos sobreviventes naquele ambiente. Quanto mais expostos a concentragdes
cada vez maiores de droga antimalarica, maior serd o niimero de parasitos mortos e,
consequentemente, a quantidade de pLDH diminui (Basco, 2007). Desta forma, a
quantificacao do nivel de pLDH em ELISA passou também a ser utilizada na avaliacao
da sensibilidade do P. falciparum as drogas antimalaricas. O método é baseado na
captura da Pf-LDH, usando dois anticorpos monoclonais que reconhecem dois
diferentes sitios da enzima (Druilhe et al., 2001). Pela sua praticidade e possibilidade
de realizacao em campo, o ELISA-HRP2 e o ELISA-pLDH tém sido recomendados pela
OMS para a monitorizacdo do desenvolvimento da resisténcia do P. falciparum as
drogas, em substituicao ao ensaio microscépico (Basco, 2007).

Durante o crescimento do P. falciparum, niveis cada vez maiores de pigmento
malarico (hemozoina) sdo produzidos e estdo presente no sobrenadante da cultura. A
quantificacdo dessa substancia por técnica colorimétrica foi recentemente
padronizada como método de avalicdo da suscetibilidade do P. falciparum aos
antimalaricos (Men et al., 2012). Contudo, sua utilizagdo como modelo de avaliacdo da

suscetibilidade in vitro do parasitoas drogas ainda nao esta difundido.
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1.5.4. Contagem automatizada de células infectadas

Com o avango da tecnologia da citometria de fluxo, tornou-se possivel detectar
e contar hemacias infectadas por Plasmodium sp por meio de anticorpos monoclonais,
desde que marcadas com uma substancia que se liga ao DNA e é fluorescente. Com
esse método é possivel diferenciar os estagios de desenvolvimento assexuado do
parasito, ou seja, a intensidade de fluorescéncia aumenta em proporcao direta
quando os trofozoitos se desenvolvem em esquizontes. O teste é rapido, preciso,
altamente sensivel, automatizado e nado-radioativo. No entanto, requer um técnico
altamente especializado para a manutencao e operacdo do equipamento, sendo muito
sofisticado para a aplicacdo de rotina no campo. Além disso, o equipamento ndo esta
adaptado para ser instalado num clima tropical, a menos que o laboratério seja bem
equipado com ar condicionado, o que nao é a realidade dos paises endémicos (Basco,
2007).

Recentemente, um isolado transgénico do P. falciparum foi desenvolvido com
a capacidade de expressar uma proteina recombinante marcada com fluoresceina
verde (GFP) em todos os estagios do parasito. Por meio da citometria de fluxo, esses
estagios marcados do parasito podem ser quantificados a partir de amostras de
pacientes (ensaio ex vivo) ou cultura (ensaio in vitro), apés contato com diferentes
concentrac¢des de drogas antimalaricas (Sanchez et al., 2004).

A contagem de células infectadas pode ser feita também pelo ensaio
fluorométrico com contador de células ativadas por fluorescéncia - FACS
(fluorescence activated cell sorting). Nesse caso, 0 DNA é marcado por substancias

fluorocrémicas, tal como o brometo de etidio ou SYBR-Green® I. Assim como a citometria
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de fluxo, esse método requer equipamentos caros e profissionais altamente qualificados
para a sua realizacao (Basco, 2007).

Evidéncias obtidas com os Programas de Controle a Malaria ao redor do
mundo tém mostrado que testes in vitro de suscetibilidade do parasito a drogas
antimaldricas ndo podem substituir as observacgdes in vivo na terapia da malaria. No
entanto, os testes in vitro representam ferramenta util para fornecer informacdo de
linha de base e monitoramento do desenvolvimento da resisténcia do parasito as
drogas. Juntamente com avaliacdes periddicas in vivo, os testes in vitro tém sido
importantes para orientar a politica de controle da malaria em muitos paises
endémicos (WHO, 2001).

Considerando a escassa informacgdo disponivel sobre a situacdo da eficacia das
drogas antimalaricas preconizadas pelo PNCM no Brasil, assim como a necessidade de
se registrar a linha de base do perfil de suscetibilidade in vitro do P. falciparum a
essas drogas, delineou-se o presente estudo que teve como objetivo avaliar a
suscetibilidade de isolados regionais de P. falciparum aos farmacos utilizados em
esquemas convencionais de tratamento da malaria em nosso meio. Como objetivo
secundario, procurou-se também avaliar a atividade antimaldrica in vitro da
tigeciclina contra esses mesmos isolados, com vistas a incluir esse novo antibidtico no

arsenal terapéutico da maléria grave causada pelo P. falciparum.
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2.1. Objetivo geral

Implantar metodologia de estudo da suscetibilidade in vitro do P. falciparum
aos antimaldricos e avaliar a eficacia in vitro das drogas utilizadas em esquemas
convencionais e do antibiotico tigeciclina contra isolados clinicos regionais e de

referéncia dessa espécie de Plasmodium.

2.2. Objetivos especificos

- Implantar a cultura in vitro do P. falciparum no Laboratério de Malaria do Hospital
Universitario Julio Miiller.

- Adaptar isolados clinicos de P. falciparum da regido Amazoénica em cultura in vitro.

- Implantar as técnicas de microscopia e do ELISA para avaliagdo da producdo da
HRP2 em cultura para estudo da suscetibilidade in vitro do P. falciparum as drogas
antimaldricas.

- Avaliar a atividade antimaldrica in vitro de drogas utilizadas em esquemas

convencionais e do antibidtico tigeciclina contra isolados clinicos regionais e de
referéncia do P. falciparum.
- Avaliar o potencial de resisténcia cruzada do P. falciparum entre as drogas

antimalaricas convencionais e entre essas e a tigeclicina.
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3.1 - LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério de Malaria do Hospital Universitario
Julio Miiller, da Universidade Federal de Mato Grosso, onde funciona o Ambulatério
de Referéncia para Diagnostico e Tratamento da Malaria para a regido metropolitana

do municipio de Cuiaba (MT).

3.2 - ISOLADOS DE P. falciparum AVALIADOS

Todo paciente portador de mono-infec¢do por P. falciparum da demanda do
Ambulatério acima referido durante o periodo de 2010-2012 foi elegivel para este
estudo. Foram incluidos apenas pacientes com parasitemia superior a 250 parasitos
ul e que ndo tivessem feito uso de medicamentos com conhecida agdo antimalérica, no
minimo, a 30 dias antes. Apds entrevista individual e consentimento formal de
participac¢do no estudo, uma amostra de 4,5 mL de sangue foi colhida em tubo a vacuo
com heparina, por pun¢do venosa cubital. Essa amostra de sangue foi devidamente
processada num intervalo menor que 30 minutos apds a colheita, para garantir a
adaptacdo do parasito em cultura continua, conforme detalhamento abaixo.

Isolados de referéncia do P. falciparum, sabidamente as cepas 3D7 (sensivel a
cloroquina) e DW2 (resistente a cloroquina), ja adaptadas em cultura continua in
vitro por longo tempo, foram cedidas gentilmente pela equipe de pesquisadores do
Laboratério de Malaria do Centro de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ-MG). Esses
isolados foram constantemente mantidos em cultura continua, apds a implantacdo da

técnica no Laboratorio de Malaria do Hospital Universitario Jalio Muller.
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3.3 - PREPARACAO DAS HEMACIAS PARASITADAS PARA CULTURA CONTINUA

DO P. falciparum

Apoés a coleta, centrifugou-se o sangue heparinizado e retiraram-se o plasma e
a camada leucocitaria. Em seguida, o concentrado de hemacias foi processado
conforme descrito por Trager & Jensen (1976). A amostra foi lavada por trés vezes
consecutivas em meio RPMI 1640 (Sigma® -USA) e suplementada com 25 mM de
bicarbonato de s6dio, 25 mM de tampao HEPES (Sigma®-USA), 2 mM de L- glutamina
(Sigma®-USA), 40 mg de gentamicina (Sigma®-USA), 0,36 mM de hipoxantina
(Sigma®-USA), 10 mM de glicose, 10% de plasma humano do grupo sanguineo A. A
solucdo final do meio de cultura completo foi ajustada para pH 7,2 - 7,4 com

bicarbonato de sédio 8,4%, antes do procedimento de lavagem das hemacias.

3.4 - Cultura continua do P. falciparum

A cultura dos isolados do P. falciparum foi feita de acordo com Trager & Jensen
(1976). A suspensao de hemadcias parasitadas em meio RPMI completo (adigdo do
plasma) foi inicialmente diluida para hematdcrito final de 5% e, em seguida,
distribuida em placas de Petri (Corning® -USA) de 100x15 mm (Figura 7). As placas
foram colocadas em dessecador de vidro com chama de vela e em um recipiente
hermeticamente fechado do tipo Tupperware® (Figuras 8 e 9). Neste ultimo
estabeleceu-se uma atmosfera de di6xido de carbono a 5%, oxigénio a 5% e
nitrogénio a 90%, a partir de mistura de gas previamente preparada (White Martins
Praxair Inc., Sdo Paulo). Em seguida, o dessecador e o recipiente com as placas foram

incubados em estufa de BOD regulada a 37°C e monitorada diariamente.



Figura 7 — Amostras de culturas in vitro do P.
falciparum em placas de Petri, em um momento da

troca diaria do meio de cultura.

(Fonte: A autora)

Figura 8 — Dessecador com chama de vela utilizado

para a cultura do P. falciparum.

(Fonte: A autora)
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Figura 9 — Recipiente hermeticamente fechado, do tipo
Tupperware®, adaptado com sistema de valvulas para
a introducdo da mistura de gas necessaria a cultura in

vitro do Plasmodium falciparum.

(Fonte: A autora)

A cada 24 horas, as culturas foram examinadas para avaliacao da parasitemia
em esfregacos sanguineos delgados, bem como para a troca do meio de cultura
completo. Uma vez detectada parasitemia elevada (>10%), as culturas eram diluidas
com hemadcias (grupo sanguineo A) ndo infectadas, devidamente lavadas em meio
RPMI incompleto. Periodicamente, uma aliquota da cultura, com mais de 60% de
trofozoitos, foi criopreservada em nitrogénio liquido (temperatura de -173°C),
segundo a técnica descrita por Meryman & Hornblower (1972). Para tanto, a amostra
de sangue parasitado foi ressuspendida em solu¢do com alta concentragao de glicerol
(Glycerolyte®, Fenwal Inc-USA), com pH de 6,8.

Os esfregacos delgados foram confeccionados em laminas de vidro, fixados por

alcool metilico e corados com Giemsa. O desenvolvimento do parasito na cultura foi
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avaliado pela observacdo dos diferentes estagios evolutivos do P. falciparum e sua

contagem em 200 campos microscépicos, tendo cada um cerca de 200 hemacias. A

densidade parasitaria foi calculada em percentagem de hemacias parasitadas.

3.5 - SINCRONIZACAO DA CULTURA DE P. falciparum PARA TESTES DE

SUSCETIBILIDADE IN VITRO

E tradicionalmente recomendado que os testes de suscetibilidade do P.
falciparum as drogas sejam feitos a partir de cultura que se iniciou com os estagios
mais jovens do parasito. Para se obter um predominio de formas jovens (Figura 10)
na cultura foi utilizado o protocolo de sincronizacao previamente descrito, utilizando
D-sorbitol (Sigma®-USA) (Lambros & Vanderberg, 1979). Inicialmente, foram
confeccionados esfregacos sanguineos das placas de cultura para se determinar o
estdgio de amadurecimento dos parasitos. A cultura selecionada (contendo
aproximadamente 1% de anéis) foi centrifugada (112,6 xg por 10 minutos a
temperatura ambiente), sendo o sobrenadante desprezado e o sedimento
ressuspendido em solugao de D-sorbitol a 5% por 10 minutos. Passado esse tempo, a
suspensdo de hemadacias com o D-sorbitol foi novamente centrifugada e o
sobrenadante desprezado. As hemadcias foram ressuspendidas em meio de cultura
completo, para hematécrito de 5%. As hemacias em meio completo foram novamente

colocadas em cultura, contendo apenas as formas jovens do P. falciparum.
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Figura 10- Esfregaco obtido de cultura sincronizada de Plasmodium falciparum

mostrando hemadcias infectadas com predominio de trofozoitos jovens.

(Fonte: A autora)

3.6 - DROGAS TESTADAS PARA ATIVIDADE ANTIMALARICA IN VITRO CONTRA O

P. falciparum

Foram selecionadas para a andlise da atividade antimaldrica in vitro os
seguintes esquizonticidas sanguineos: cloroquina, mefloquina, quinina, lumefantrina,
artemisinina e artesunato. Essa opc¢do foi motivada por serem essas drogas
componentes dos esquemas de antimaldricos mais utilizados no mundo e
preconizados pelo Programa Nacional de Controle da Malaria no Brasil (WHO, 2010b;
Ministério da Saude, 2010). Uma nova droga com potencial antimalarico, analoga das

tetraciclinas e derivada da minociclina (Greer, 2006) também foi incluida na presente
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avaliacdo, por de uso exclusivamente injetavel, podendo ser util no tratamento de

pacientes com malaria grave e complicada pelo P. falciparum.

3.7 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMALARICA IN VITRO DAS DROGAS

As drogas estocadas a -209C, na concentra¢do de 1mg/mlL, foram diluidas com
seus respectivos solventes, nas concentragoes preconizadas pela OMS (Basco, 2007).
A cloroquina (Sigma®, P.M.= 515.9) foi diluida em &agua, a quinina (Sigma®, P.M.=
360.9) e a mefloquina (Sigma®, P.M.=414.8) em metanol, a lumefantrina (Sigma®,
P.M.= 528.95) em uma mistura (1:1:1) de etanol + acido linoleico + Tween 80 (Hassan
et al, 1999), a artemisinina (Sigma®, P.M.= 282,3) e o artesunato (Sigma®, P.M.=
384,4) também em metanol. As concentracdes maximas de cloroquina, mefloquina,
quinina, lumefantrina, artemisinina e artesunato para a andlise de suas atividades
antimalaricas foram de 1600nM, 3200nM, 160nM, 80nM, 16nM e 16nM
respectivamente. A tigeciclina (Laboratério Wyeth, P.M.= 585.65) foi diluida em PBS
pH 7.2, com concentracdo maxima para o ensaio de 21250nM. As solugdes com as
concentracdes maximas das drogas, em volume de 25 pL cada, foram distribuidas em
triplicatas na extremidade inferior da placa. Sete dilui¢des seriadas (1:2) foram feitas
verticalmente na placa, usando dgua bidestilada estéril como solvente. Para todas as
drogas foram reservados pocos contendo apenas o seu solvente na maior
concentracdo e apenas a agua bidestilada, representando, respectivamente, os

controles de solvente e sem droga.
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3.8 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMALARICA IN VITRO POR CONTAGEM DE
HEMACIAS PARASITADA ATRAVES DA MICROSCOPIA - TESTE 48 HORAS-

MODIFICADO

Em cada pogo das placas (Figura 11), anteriormente pré-doseadas com as
drogas, foram adicionadas 175 pL de solucdo de hemacias parasitadas a 1% de
parasitemia e hematdcrito em 1,5%. As placas foram colocadas em ambiente de
cultura por 48 horas a 37°C, apds o qual foram confeccionados esfregacos sanguineos
delgados de cada pogo da placa (Figura 12), para avaliacdo microscépica do niimero
de hemacias parasitadas. Para analise da atividade antimalarica, os nimeros médios
observados em cada triplicata com as diferentes concentracdes das drogas foram
comparados com os mesmos nimeros observados entre os pogos controle (Nguyen-

Dinh & Trager, 1980).

T @ MmO o o »

Figura 11 - Placa pré-doseada com as drogas e com

hemacias parasitadas. (Fonte: A autora)
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Figura 12 - Esfregacos delgados confeccionados

de cada pocgo da placa de cultura.

(Fonte: A autora)

3.9 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMALARICA IN VITRO PELA ANALISE DA

PRODUCAO DE HRP2 EM ELISA.

Seguiu-se rigorosamente as orientagdes propostas por Noedl et al (2005).
Primeiramente a parasitemia da cultura foi ajustada para 0,05% e hematécrito de 1%.
Foi retirada uma aliquota de 1 mL dessas hemadcias parasitadas, que foi congelada a -
20°C, para servir de controle basal da producdo de HRP2, a ser deduzida dos
resultados observados ao final do teste. Na sequéncia, 175 pL das hemacias com
parasitemia ajustada foram adicionados a cada pogo da placa pré-doseada, que foi
incubada por 72 horas. Ao término da incubacdo, essas culturas foram lisadas por
congelamento/descongelamento a -20°C por trés vezes, num intervalo de 12 horas.

Para a avaliacdo da producdao de HRP2 as placas de 96 pocgos (Corning®, USA)
foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-HRP2 (MPFM-55 A - ICLLAB-
USA), diluido a uma concentragdo de 1,0ug/mL em PBS, pH=7,2. Em cada po¢o foram
adicionados 100 pL da solugdo contendo Anticorpo Monoclonal anti-HRP2, apds que a

placa foi incubada durante a noite, a 4°C. No dia seguinte, o sobrenadante foi
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descartado por inversao da placa e o anticorpo monoclonal adsorvido foi bloqueado
com solugdo de soro-albumina bovina 2% (Sigma®) em PBS, por 2 horas. Ao final do
bloqueio, a placa foi lavada por trés vezes com uma solucao 0,05% de Tween-20 em
PBS e, em seguida, 100 uL do lisado de hemacias obtido das placas com drogas foram
acrescentados aos po¢os da placa de ELISA-HRP2. Apés incubagdo por uma hora a
temperatura ambiente, a placa foi novamente lavada e incubada, por mais uma hora
em cdmara Umida a temperatura ambiente, com 100puL do conjugado IgG monoclonal
anti-MPFG-55P (ICLLAB-USA), diluido em soro de albumina bovina a 2%, Tween-20 a
1% e PBS, numa concentracdo final de 0,05 pg/ml. Apds incubacdo, a placa
novamente foi lavada e, em seguida, adicionou-se 100 pl do substrato 3,3’,5,5’-
tetrametilbenzidina (Sigma®-solugdo Uinica) em cada poc¢o. Apds 5 min em ambiente
escuro, a reacdo foi interrompida com 50 pL de acido sulftrico a 1 M. A leitura da
absorbancia foi medida em filtro de 450nm, usando leitora de ELISA (IMark

Microplate Absorbance Reader, Bio-Rad's Life Science Group-USA).

3.11 - PROCEDIMENTOS DE ANALISE DOS RESULTADOS

Cada teste realizado para a andlise da atividade antimalarica para uma droga
ou para uma cepa (ou isolado clinico) produziu 21 valores de resultados, relativos as
sete diferentes concentragdes avaliadas em triplicatas para cada medicamento. Para
cada droga testada, um maximo de sete valores médios foram calculados e utilizados

para a avaliagdo da atividade antimalarica, a saber:
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a) No teste microscopico 48 horas-Modificado, a média da parasitemia nos
pocos controles sem droga foi calculada e utilizada na avaliagdo da taxa do
crescimento do parasito nos pogos com as drogas testes. A atividade da droga foi
expressa pela percentagem de reducdo da parasitemia causada pela respectiva
concentracdo da droga, em relacdo aos controles sem drogas. A média das triplicatas
das concentrag¢oes da droga em teste que inibi 50% e 99% do crescimento do parasito

foi definida como sua EC50% e EC99%, respectivamente.

b) Para o ELISA-HRP2, utilizou-se o software HN-NonLin (disponivel em
http://www.malaria.farch.net), que foi desenhado em uma planilha de calculo Excel®
e realiza uma analise de regressdo nao linear baseada em um modelo de regressado
polinomial. O programa analisa a atividade antimalarica a partir da média geométrica
das absorbancias produzidas nos pocos controles sem droga e nos pogos com as
drogas testes, em suas diferentes concentracdes. A analise da concentrac¢do inibitéria
(EC50% e EC99%) dos antimaldaricos, nesse programa, é determinada pelos valores

logaritimicamente transformados em curvas dose-respostas (Noedl et al., 2005).

Para validar o ELISA-HRP2Z como método de avaliacdo da atividade
antimaldrica in vitro no presente estudo, inicialmente os resultados de absorbancia
produzidos nos pogos controles, foram prescritos, de acordo com a recomendagdo da
Organizacdo Mundial de Saude (Basco, 2007). Posteriormente, os niveis de EC50% e
EC99% obtidos com essa técnica foram comparados aqueles produzidos pela técnica
tradicional de microscopia, utilizando o teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney,

considerando o nivel de significancia de 95%.

Para classificar os isolados clinicos como sensiveis ou resistentes as diferentes

drogas antimalaricas, as médias de EC50% de cada droga, obtidas de isolados
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cloroquina-sensiveis e cloroquina-resistentes, foram comparadas pelo teste U de
Wilcoxon-Mann-Whitney. Posteriormente, as EC50% de cada droga foram analisadas
pelos pontos de corte de sensibilidade/resisténcia conhecidos para as mesmas, quais
sejam: cloroquina: 100 nM; mefloquina: 30 nM; quinina: 500 nM; lumefantrina: 10,0
nM; artesunato: 10,0 nM; dihidroartemisinina: 10,0 nM (Ringwald & Basco, 1999).
Para avaliar o potencial de resisténcia cruzada entre as drogas testadas, determinou-
se o nivel de correlacdo entre as EC50% de todos os antimalaricos testados,
calculando-se os coeficientes de correlacao de Pearson e de Spearman, considerando

o nivel de significancia de 95%.

Por se tratar de droga de desenvolvimento recente e ainda ndo largamente
testada como antimaldrico, a tigeciclina nao possui informagao sobre o ponto de corte
de EC50% para avaliacdo de sua eficicia antimaldrica. Portanto, os resultados das
EC50% e EC99% obtidos neste estudo foram comparados com aqueles observados
pelo Unico estudo disponivel (Garrison et al, 2005) e correlacionados com esses

mesmos parametros obtidos das demais drogas.
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3.12 - Consideracgoes éticas

Todos os pacientes incluidos no presente estudo concordaram
voluntariamente em participar do mesmo, assinando o termo de consentimento livre
e esclarecido (Anexo 1). O presente estudo foi analisado e aprovado pelos Comités de
Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas em Medicina Tropical de Rondénia e do
Hospital Universitario Jdlio Miiller, conforme Pareceres n° 003/CEP/CEPEM-064/08

e 004/CEP/HUJM /99, respectivamente (Anexos 2 e 3).
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4.1. RESULTADO DA IMPLANTACAO DA CULTURA E DAS TECNICAS DE
AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE IN VITRO DO P. falciparum NO
LABORATORIO DE MALARIA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO JULIO MULLER

A observacdo sistematica e diaria das tentativas iniciais de culturas em
dessecador com chama de vela mostrou crescimento insatisfatorio do P. falciparum
na maioria das placas cultivadas. Em geral, nessa condicdo, as culturas apresentavam
um crescimento progressivo da parasitemia apenas na primeira semana, a partir da
qual os parasitos mostravam-se vacuolizados e surgiam as formas sexuadas, ou seja,
os gametocitos. Com a implantacdo do sistema de cultura com mistura de gas e
incubagdo em recipiente plastico com tampa de fechamento hermeticamente fechado,
as culturas mostraram desenvolvimento satisfatério, com parasitemias
progressivamente mais altas. O tempo de esquizogonia sanguinea observado com
esse sistema foi menor, com producdao mais precoce de esquizontes maduros e
rosaceas.

Durante o periodo de mar¢co de 2010 a marco de 2012, 16 pacientes foram
diagnosticados com malaria causada pelo P. falciparum no Ambulatério de
Infectologia do Hospital Universitario Julio Miller. Apenas 10 desses pacientes
preencheram os critérios de inclusao e deles foi possivel obter isolados clinicos para
tentativa de adaptacao em cultura.

Dos 10 isolados submetidos a tentativa de cultura in vitro, apenas trés (30,0%)
apresentaram em adaptacdao adequada na cultura continua. Esses isolados foram
obtidos de pacientes procedentes do Estado de Rondoénia e que demandaram
assisténcia médica no Hospital Universitario Jalio Miiller, sendo identificados como

HUJM1, HUJM2 e HUJM3. Os isolados de referéncia de P. falciparum, isto é, 3D7
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(cloroquina-sensivel) e DW2 (cloroquina-resistente), mantiveram-se em cultura
continua durante todo o periodo do estudo.

Os resultados constatados pelas técnicas de microscopia (Teste 48 horas-
Modificado) e da producao de HRP2 (ELISA-HRP2), medidos em percentagem de
inibicdo do crescimento da parasitemia e em densidade dtica da concentragdao de
HRP2 na cultura, resultaram niveis de atividade antimaldarica in vitro comparaveis
para cada droga, ndo havendo diferencga estatisticamente significante entre os valores
de EC50% e EC99% calculadas para os dois testes (Tabela 1). Além disso, observou-se
alta correlacdo entre os valores de EC50% e EC99% dos resultados dos testes 48

horas-Modificado e ELISA-HRP2 (Figura 13).

Tabela 1 - Comparacdo das médias das concentragdes de drogas
antimalaricas convencionais que induziram metade 50% (EC50%) ou
99% (EC99%) da atividade maxima in vitro contra isolados de P.
falciparum sensiveis e resistentes a cloroquina, avaliada por microscopia
48 horas e ELISA-HRP2.

Microscopia

Droga (teste 48-h modificado) ELISA - HRP2

(M) EC50% EC99% EC50% EC99%
Cloroquina 95,1 874,2 86,0 1017,1
Quinina 161,1 1899,1 188,7 2129,7
Mefloquina 4,5 118,1 4,8 114,0
Lumefantrina 1,8 68,4 3,0 61,6
Artemisinina 0,4 4,7 0,4 9,8
Artesunato 0,3 1,5 0,3 6,9

Obs: Nenhuma das diferengas observadas entre as EC50% e EC99% dos dois testes foi
estatisticamente significante (Teste U de Wilcoxon-Man-Whitney).
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EC50% - ELISA HRP2 (log nM)
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EC50% - Teste-48 horas Modificado (log nM)

Figura 13 - Correlacdo entre os logaritmos das médias das concentracdes
de drogas antimaldaricas convencionais que induziram metade (EC50%)
da atividade maxima in vitro contra isolados de P. falciparum sensiveis e
resistentes a cloroquina, determinada por microscopia 48 horas e ELISA-
HRP2 (r=0,984; p<0,0001). [n = 35, sendo 5 isolados e 7 drogas].

Diante do bom desempenho e alta concordancia dos resultados preliminares
do teste ELISA-HRP2 com o teste 48 horas-Modificado, optou-se pela utilizacdo do
primeiro método para a avaliagdo da suscetibilidade do P. falciparum as drogas

previstas neste estudo.
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4.2. ATIVIDADE ANTIMALARICA IN VITRO DAS DROGAS CONVENCIONAIS
CONTRA ISOLADOS CLINICOS REGIONAIS E DE REFERENCIA DO P. falciparum.

As atividades antimalaricas in vitro das diferentes drogas testadas contra
isolados clinicos regionais e de referéncia do P. falciparum sao apresentadas na
Tabela 2. Comparando os niveis de EC50% calculados para cada droga com os pontos
de corte conhecidos para as mesmas (RignWald & Basco, 1999) observa-se que
apenas o isolado clinico HUJM1 apresentou nivel superior ao de referéncia para a
cloroquina (100 nM), sugerindo ser resistente a esta droga. Destaca-se o alto valor da
EC50% calculado para a cloroquina contra o isolado de referéncia DW2, confirmando
a sua conhecida resisténcia a mesma. Um outro aspecto interessante foram as
maiores EC50% calculadas para a lumefantrina, mefloquina e quinina contra esse
isolado. O isolado clinico HUJM2 mostrou-se sensivel a todas as drogas testadas, com
baixos de niveis de EC50%. O isolado clinico HUJM3, embora sensivel, apresentou
niveis de EC50% muito préoximos do pontos de corte da EC50% considerada
resistente para a cloroquina (Tabela 2). As médias (IC95%) das concentra¢des das
diferentes drogas antimaldricas convencionais que induziram metade (EC50%) da
atividade maxima in vitro contra isolados de P. falciparum cloroquina-sensiveis e

cloroquina-resistentes sdo mostradas na Tabela 3.



41

Tabela 2 - Concentragdes de diferentes drogas antimalaricas convencionais que
induziram metade (EC50%) da atividade maxima in vitro contra P. falciparum
cloroquina-sensivel (3D7), cloroquina-resistente (DW2) e isolados da Amazonia

brasileira.

ATIVIDADE ANTIMALARICA DAS DROGAS (ELISA-HRP2)

(EC50% - nM)
Isolados

Cloroquina Quinina Mefloquina Lumefantrina Artemisinina Artesunato

DW2 130,80 426,00 7,60 6,30 0,60 0,30
3D7 47,4 91,2 4,4 2,0 0,40 0,40
HUJM1 116,5 118,2 4,5 2,8 0,40 0,40
HUJM3 98,5 228,0 3,4 2,0 0,40 0,30

HUJM2 36,9 80,3 4,1 1,7 0,30 0,40
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Tabela 3 - Comparagdo das EC50% médias obtidas de diferentes drogas antimalaricas
convencionais quando testadas contra isolados de P. falciparum cloroquina-sensiveis e

cloroquina-resistente.

Isolados Isolados
cloroquina-sensivel (n=3) cloroquina-resistentes (n=2)
Droga io- - *
g EC50% média  LCSViO EC50% média Desvio P
(nM) Padrio (nM) Padrao
(nM) (nM)

Cloroquina 60,91 32,95 123,60 10,10 0,044
Quinina 133,20 82,30 272,10 217,62 0,182
Mefloquina 3,98 0,46 6,05 2,13 0,088
Lumefantrina 1,92 0,18 1,54 2,52 0,072
Artesunato 0,34 0,03 0,34 0,10 0,486
Artemisinina 0,36 0,02 0,48 0,11 0,068

* Teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney

4.3. AVALIACAO DO POTENCIAL DE RESISTENCIA CRUZADA DO P. falciparum
ENTRE AS DROGAS ANTIMALARICAS CONVENCIONAIS.

Com o objetivo de avaliar o potencial de resisténcia cruzada entre os antimalaricos
que compBem 0s esquemas convencionais de tratamento da malaria no Brasil, analisou-se
a correlacdo entre as efetividades in vitro de cada par de drogas. Observou-se correlagdo
positiva e estatisticamente significante entre as EC50% dos pares artemisinina Xx
lumefantrina (r*=0,980; p=0,004), artemisinina x mefloquina (r*=0,966; p=0,007) e
mefloquina x lumefantrina (r?=0,930; p=0,022). A quinina apresentou EC50% fortemente
correlacionada com a da cloroquina, porém sem significancia estatistica. Nenhuma outra
droga mostrou correlacdo positiva com a cloroquina, que é a unica droga do estudo que

tem baixa eficacia contra o P. falciparum (Tabela 4).



Tabela 4 - Correlagdo entre as concentragdes de diferentes drogas antimalaricas convencionais que induziram metade

(EC50%) da atividade maxima in vitro contra P. falciparum cloroquina-sensivel (3D7), cloroquina-resistente (DW2) e

isolados clinicos da Amazonia brasileira.

DROGAS

Cloroquina

r2 (valor de p)

Lumefantrina

r2 (valor de p)

Mefloquina

r2 (valor de p)

Quinina Artemisinina

r2 (valor de p) r2 (valor de p)

Artesunato

Artemisinina

Quinina

Mefloquina

Lumefantrina

-0,360 (0,552)

0,615 (0,270)

0,800 (0,110)

0,441 (0,456)

0,730 (0,162)

-0,556 (0,330)

0,980 (0,004)*

0,820 (0,100)

0,930 (0,022)*

-0,447 (0,450)

0,966 (0,007)*

0,606 (0,280)

-0,848 (0,069) -0,486 (0,406)

0,750 (0,169)

Obs: EC50% em nM;

*: estatisticamente significante

r2: coeficiente de correlagdo de Pearson
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4.4. ATIVIDADE ANTIMALARICA IN VITRO DO ANTIBIOTICO TIGECICLINA.

As concentragdes de tigeciclina que induziram metade (EC50%), 90% (EC90%)
e 99% (EC99%) da atividade antimalarica méaxima in vitro contra o P. falciparum
variaram de 332,0 nM a 678,6 nM, 1264,7 nM a 12026,4 nM e 13095,3 nM a 22426,2
nM, respectivamente. Os menores valores de EC50% da tigeciclina foram observados
contra os isolados sabidamente sensiveis a cloroquina. As médias (1C95%) das EC50%
e EC99% calculadas para o conjunto de isolados (sensiveis e resistentes) foram de 535,5
(344,3-726,8) nM e 18452,3 (14261,0-22643,6) nM, respectivamente (Tabela 5).
Nenhuma correlagéo positiva foi observada entre as EC50% da tigeciclina e das demais
drogas convencionais, embora alto coeficiente (porém néo estatisticamente significante)
tenha sido observado entre as EC50% da tigeciclina e da cloroquina (Tabela 6 e Figura

14).

Tabela 5 - Concentragdes de tigeciclina que induziram metade (EC50%) e
99% (EC99%) da atividade maxima in vitro contra P. falciparum cloroquina-
sensivel (3D7), cloroquina-resistente (DW2) e isolados da Amazonia
brasileira.

Atividade antimalarica em ELISA-HRP2

Isolados (nM)
EC50% EC99%
DW2 568,9 13.095,3
3D7 332,0 19.459,5
HUJM1 674,6 22.426,2
HUJM3 678,6 18.675,3
HUJM2 423,4 18.605,2

Média (1C95%) 535,5 (344,3-726,8) 18.452,3 (14.261,0-22.643,6)




Tabela 6 - Correlacdo entre as concentragdes médias de tigeciclina e das
drogas antimaldricas convencionais que induziram metade (EC50%) da

atividade maxima

in vitro

contra P.falciparum

cloroquina-sensivel,

cloroquina-resistente e isolados clinicos da Amazdénia brasileira.
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TIGECICLINA
Drogas (nM)
EC50% EC99%
r2 (valor de p) r2 (valor de p)
Cloroquina 0,831 (0,080) -0,776 (0,122)
Mefloquina 0,035 (0,954) -0,977 (0,004)
Quinina 0,567 (0,318) -0,338 (0,577)
Lumefantrina 0,354 (0,558) -0,980 (0,003)
Artemisinina 0,163 (0,792) -0,527 (0,361)
Artesunato -0,212 (0,731) -0,422 (0,479)




EC50%-Cloroquina (log nM)

EC50%-Quinina (log nM)

EC50%-Artemisinina (log nM)
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Figura 14 - Correlacdo entre os logaritmos das médias das concentracdes de tigeciclina
e de drogas antimalaricas convencionais que induziram metade (EC50%) da atividade
maxima in vitro contra isolados de P. falciparum sensiveis e resistentes a cloroquina.
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5.1. IMPLANTACAO DA CULTURA IN VITRO DO P. falciparum NO
LABORATORIO DE MALARIA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO JULIO MULLER

A cultura do P. falciparum é uma importante ferramenta para a
compreensao da biologia parasitaria, bioquimica, biologia molecular, imunologia e
farmacologia da malaria. Uma importante aplicagdo desa cultura é possibilitar o
ensaio in vitro de sensibilidade aos medicamentos, que é uma ferramenta
importante para a triagem de potenciais medicamentos para a malaria, o
monitoramento da eficicia da droga e para a detec¢do de padrdes de resisténcia
cruzada do parasito entre as drogas (Ringwald., 1996; Wernsdorfer, 1994).
Embora varias modificacdes tenham sido inseridas no decorrer do tempo, o
método tradicional de cultura in vitro das fases eritrocitarios de P. falciparum
permanece essencialmente o mesmo, descrito originalmente por Trager & Jensen
(1976). Nessa técnica padrdo, os seguintes componentes siao necessarios:
eritrécitos humanos infectados com P. falciparum, RPMI 1640 tamponado e soro
humano. Os eritrocitos parasitados sdo incubados a 37°C, numa atmosfera de baixa
tensdo de oxigénio, que pode ser conseguida pela queima de velas em dessecador
de vidro ou por um sistema de mistura de gases previamente preparada. A grande
vantagem do sistema de dessecador com chama de vela é a sua portabilidade e
possibilidade de utilizacdo em campo. Contudo, tem a desvantagem de requerer
troca diaria do meio de cultura e parasitemias mais altas no indculo inicial (Trigg,

1985).

No presente estudo, a utilizacdo de mistura de gases (Oz Nz CO2)

previamente preparada e inoculada em recipiente hermeticamente fechado, em
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vez de ambientacdo de um dessecador de vidro com gases produzidos pela chama
de velas, resultou em melhor desenvolvimento do P. falciparum em cultura in vitro.
Embora varios estudos tenham mostrado desenvolvimento semelhante do parasito
nesses dois sistemas (Butcher, 1979; Warhurst et al, 1985; He et al., 2000), é
esperado que a obtencdo de nivel sustentado de oxigénio em concentragdo
adequada para o parasito tenha sido garantida no sistema com mistura de gases. O
mesmo pode ndo ocorrer no ambiente obtido com chama de vela, uma vez que nao
€ possivel precisar as concentracdes de gases nesse sistema. De fato, a presenca do
oxigénio e didéxido de carbono no ambiente da cultura é item essencial para o bom
desenvolvimento do parasito, principalmente quando suas concentragdes sdo
mantidas em 5%-10% e 5%, respectivamente (Butcher, 1979; Basco, 2007; Trigg,
1985). J4 se conhece que concentragdes de oxigénio inferiores a 5% ou superiores
a 10% sdo inibitérias para o crescimento do parasito (Butcher, 1979), podendo
interferir nos resultados dos ensaios de suscetibilidade in vitro do P. falciparum a
drogas (Haruki et al, 1997), embora esse tema seja ainda controverso (He et al,
2000; Lin et al, 1999). Na possibilidade dessa interferéncia, o sistema de mistura
de gases pode ser considerado vantajoso em relacdo ao dessecador com chama de
velas, uma vez que a manutencdo da concentracao dos gases é possivel de ser

assegurada (Warhurst et al., 1985).

5.2. IMPLANTACAO DAS TECNICAS DE AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE IN
VITRO DO P. falciparum AS DROGAS ANTIMALARICAS NO LABORATORIO DE
MALARIA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO JULIO MULLER

Durante muitos anos, a avaliagdo da suscetibilidade in vitro do P. falciparum

as drogas antimalaricas foi feita pela observa¢do microscopica da inibigdo do
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crescimento do parasito em cultura in vitro (Noedl et al., 2004). Embora simples,
de baixo custo e reprodutivel, essa técnica tem a desvantagem de ser
extremamente trabalhosa, principalmente quando se pretende avaliar um nimero
maior de drogas e/ou de isolados do P. falciparum (Noedl et al, 2004). O
surgimento do ensaio automatizado de incorporacdo da hipoxantina tritiada pelo
parasito em cultura, trouxe a vantagem de ser de realizacao mais rapida e menos
trabalhosa, porém com a desvantagem de utilizar radioisétopos e equipamento de
alto custo (Basco, 2007).

A descoberta de proteinas altamente especificas e conservadas do P.
falciparum, que sao produzidas em cultura continua, tais como HRP2 e a LDH,
permitiu o desenvolvimento de ensaios imunoenzimaticos para a sua detecgdo,
posteriormente propostos para a avaliacdo da atividade antimalarica in vitro de
drogas (Basco, 2007). Por ser de realizacdo simples e de custo mais baixo, esses
ensaios tém sido cada vez mais utilizados na monitorizacdo da resisténcia do P.
falciparum as drogas antimalaricas convencionais (Aponte et al., 2011; Tyner et al.,
2012; Parker et al., 2012) e no estudo inicial de compostos com potencial atividade
antimaldrica (Krettli et al., 2009; Held et al., 2010b).

Os estudos iniciais do ELISA-HRP2 para avaliacdo da atividade antimalarica
de drogas mostraram alta concordancia de seus resultados de EC50% com aqueles
obtidos pela técnica de incorporagdo da hipoxantina tritiada (Noedl et al., 2002),
pelo teste-48 horas-Modificado (Noedl et al., 2004)e pela microscopia de avaliacao
de maturacdo do parasito para esquizontes (Kurth et al, 2009). Alta concordancia
também foi observada neste estudo, entre os niveis de EC50% e EC99% de
diferentes drogas, obtidos pelo teste-48 horas-Modificado e pelo ELISA-HRP2, ap6s

respectivas culturas in vitro. Esse resultado atesta o sucesso da implantagdo desses
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ensaios no Laboratério de Malaria do Hospital Universitario Jdlio Miiller. Esse
sucesso permitiu, ndo apenas o prosseguimento da presente pesquisa, mas
também a possibilidade de consolidacdo dessa importante linha de pesquisa em

nossa realidade.

5.3. ATIVIDADE ANTIMALARICA IN VITRO DAS DROGAS CONVENCIONAIS

CONTRA ISOLADOS CLINICOS REGIONAIS E DE REFERENCIA DO P. falciparum

A utilizacdo de ensaios in vitro para a vigilancia do desenvolvimento da
resisténcia do parasito da maldria ao tratamento tem a inquestionavel vantagem
de se poder avaliar, simultaneamente, um grande nimero de drogas, podendo,
inclusive, pratica-los no campo. Os resultados desses ensaios permitem a
constata¢do precoce de mudancas intrinsecas no perfil de resposta do parasito as
drogas, orientando a necessidade de futuras avaliacdes em ensaios in vivo.

A cloroquina mostrou-se eficaz para dois dos trés isolados clinicos regionais
de P. falciparum obtidos neste estudo. Nivel de EC50% compativel com resisténcia
a cloroquina foi detectado em apenas um dos trés isolados. A despeito do pequeno
nimero de isolados analisados e da avaliagdo exclusivamente transversal do
presente estudo, esse achado sugere um perfil otimista de resgate da eficacia da
cloroquina na Amazonia brasileira, uma vez a que a magnitude da resisténcia do P.
falciparum a essa droga tem sido considerada alta desde os anos 1980, quando
houve mudanca na politica de tratamento dessa espécie de Plasmodium (Loiola et
al, 2002). Essa observacdao também ja foi feita em estudos realizados no Sudeste
Asiatico, onde a resisténcia do P. falciparum provocou a exclusdo da cloroquina na

politica de controle do P. falciparum desde 1974. Os autores desses estudos
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apontam esse periodo de baixa pressdo da droga como responsavel pela
recuperacao de sua eficacia (Suwanddittakul et al, 2009; Pickard et al, 2003;
Chaijaroenkul et al, 2005). Porém, o mesmo ndo ocorreu na Amazonia colombiana,
como mostra estudo recente de Aponte et al. (2011), que constataram alta (96,3%)
prevaléncia de parasitos resistentes a cloroquina, em avaliacdo in vitro. E possivel
que prevaléncias também altas de resisténcia sejam encontradas na AmazoOnia
brasileira, em estudos com maior nimero de isolados clinicos, como consequéncia
da pressdo continuada da cloroquina, largamente empregada para o tratamento do
P. vivax em nosso meio.

Todos os isolados testados, incluindo os de referéncia, mostraram-se
sensiveis a quinina, com valores de EC50% variando de 80,3 nM a 426,0 nM. Essa
auseéncia de resisténcia in vitro a quinina ndo é surpreendente, uma vez que essa
droga ndo é utilizada no Brasil em monoterapia ha mais de 20 anos e, atualmente,
compoe o arsenal terapéutico da malaria apenas em um esquema de segunda linha,
em associacdo com a doxiciclina. A restricao de seu uso em larga escala certamente
contribuiu para a prevencao do desenvolvimento da resisténcia, conforme
preconizam outros autores (Wongsrichanalai et al, 2002). Contudo, chama a
atencao a maior EC50% da quinina ocorrendo com o isolado DW2, de referéncia
cloroquino-resistente. Além disto, observou-se correlacao positiva (embora nao
estatisticamente significante) entre as EC50% de quinina e cloroquina, como
também ja foi observado na Taildndia (Chaijaroenkul et al, 2005). Essas duas
observacdes nesse estudo podem ser explicadas pelo fato de que tanto a
cloroquina quanto a quinina sdo antimalaricos aminoquinolinicos e, portanto,

podem ser alvos de resisténcia cruzada do P. falciparum (Dinio et al., 2012).
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Nenhum dos isolados testados neste estudo apresentou evidéncia de
resisténcia in vitro do P. falciparum a mefloquina. H4 mais de 30 anos, Lopez
Antufiano & Wernsdorfer (1979) demonstraram que a mefloquina era muito mais
ativa in vitro contra o P. falciparum do que a cloroquina. Até a década de 80,
estimava-se que a EC50% da mefloquina na Tailandia era de 2,86 ng/mL (Childs et
al, 1987). De forma similar, a resisténcia do P. falciparum a mefloquina foi
bastante documentada na regido endémica da Amazonia até o ano 2000
(Mockenhaupt, 1995) e também tem apresentado declinio na ultima década
(Aponte et al, 2011). Entre 1991 e 1994, a média geométrica da EC50% dessa
droga aumentou para 27,6 (1C95%: 21,0 - 36,0) ng/mL na mesma area estudada
por esses autores. Na mesma época, a resisténcia in vivo a essa droga ja era
registrada para o P. falciparum naquele pais. O declinio da eficAcia da mefloquina
evoluiu no decorrer dos anos, atingindo o maximo em 1995, quando a média
(IC95%) da EC50% passou para 47,2 (34,0 - 65,0) ng/mL. Apds esse ano e em
paralelo a utilizagdo de esquemas de combinagdo com derivados de artemisinina, a
resisténcia do P. falciparum a mefloquina tem decrescido progressivamente
naquele pais, provavelmente pela suspensdo de seu uso em monoterapia (Nosten
etal, 2000).

A lumefantrina, inicialmente estudada como antimalarico na China, teve a
sua eficacia in vivo confirmada tanto em uso isolado quanto em combina¢do com o
artemeter (WHO, 1990). Com a recomendacgdo de priorizar a utilizacdo da terapia
em combinacdo com derivados da artemisinina para o tratamento do P.
falciparum, feita pela OMS na década de 2000, o esquema de artemeter +
lumefantrina passou a ser empregado em diversos paises (WHO, 2006). No Brasil,

a lumefantrina passou a fazer parte do arsenal terapéutico da malaria a partir de



54

2006, com a deciséo, pelo PNCM, de substituir a associa¢do quinina + doxiciclina pelo
esquema de artemeter + lumefantrina, como primeira linha de tratamento das infecc¢des
por P. falciparum (Ministério da Saude, 2010). O nivel de EC50% observado para a
lumefantrina para os isolados deste estudo foi inferior ao cutt-off previamente
preconizado (Ringwald & Basco, 1999), sugerindo ser droga ainda eficaz em nosso
meio. De fato, a resisténcia in vitro do P. falciparum a essa droga ainda ndo foi
definitivamente constatada. Na Amazonia, apenas um estudo demonstrou niveis de
EC50% mais altos para a droga, em avaliacdo in vitro (Legrand et al.., 2008), embora o
mesmo ndo tenha sido observado em outro estudo feito na Coldémbia (Aponte et al.,
2011).

Preocupante foi a observagéo de alta correlagcdo entre as EC50% da lumefantrina
com a artemisinina, sugerindo potencial de desenvolvimento de resisténcia cruzada do
parasito a ambas as drogas. Relatos de resisténcia a essas drogas, tanto in vivo quanto in
vitro, tém sido cada vez mais publicados nos ultimos anos (Nzila et al., 2012; Tyner et
al., 2012).

Como era esperado, 0s compostos de artemisinina aqui estudados (artemisina e
artesunato) apresentaram excelente eficacia in vitro contra o P. falciparum. Em uso
isolado, a eficacia dos derivados da artemisinina nunca é 100% em avaliag@es in vivo,
isto é, a taxa de recrudescéncia tardia €, em geral, alta (Rehwagen, 2006). Devida a sua
rapidez de acdo e alto impacto sobre a grande massa de parasitos circulantes, sua
eficacia foi avaliada em combinagdo com outros antimalaricos, o que resultou em 6timo
sinergismo (Santelli et al., 2012). Por essa razdo, as drogas do grupo das artemisininas
passaram a compor o0s atuais esquemas de combinagdo de antimalaricos, chamados
ACT, que séo considerados de escolha para o tratamento do P. falciparum nas

diferentes areas endémicas do mundo (WHO, 2010b). Embora existam, poucas séo as
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evidéncias de desenvolvimento de resisténcia do P. falciparum a esses ACT, em
avaliacdes in vivo (Borrmann et al., 2011). Na Amazonia brasileira, os esquemas ACT
tém sido empregados nos ultimos anos e sua eficacia ainda € alta, tanto in vivo (Gutman,
2009) quanto in vitro (Ferreira et al, 2008). O impacto da introducdo do ACT na
politica de controle da maléaria no Brasil é atestado pela constatacdo, nos ultimos, de
declinio progressivo da propor¢do de casos de malaria causada pelo P. falciparum

(Santelli et al., 2012).

5.4. ATIVIDADE ANTIMALARICA IN VITRO DO ANTIBIOTICO TIGECICLINA

Antibioticos tais como a clindamicina e as tetraciclinas tém sido largamente
utilizados ha muitos anos em combinacdo com outros esquizonticidas sanguineos,
potencializando o seu efeito terapéutico contra o P. falciparum (WHO, 2010b). No
Brasil e em outros paises da América do Sul, a combinacdo da quinina com tetraciclina,
doxiciclina ou clindamicina tem feito parte da politica de tratamento dessa espécie por
varios anos (Ministério da Saude, 2010; Padilla & Montoya, 2011). O efeito sinérgico
desses antibioticos e de outros, tais como as quinolonas e a azitromicina, sobre a acdo
das 4-aminoquinolinas ou dos derivados da artemisinina € inquestionavel (Duarte et al.,
1996; WHO, 2010a).

A tigeciclina, na avaliagdo in vitro realizada no presente estudo, mostrou-se
eficaz contra todos os isolados de P. falciparum testados, considerando como referéncia
os valores de EC50% previamente observados para essa droga (Helder et al., 2010a;
Starzengruber et al., 2009). Pacientes com malaria grave causada pelo P. falciparum
recebem, na maioria das vezes, derivados de artemisinina em administragdo injetavel,

em virtude de sua rapida acao terapéutica. Recomenda-se, nesses casos, administrar um
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antibiotico injetavel (tal como a clindamicina), com o intuito de potencializar a acéo
esquizonticida sanguinea (Ministério da Saude, 2010; WHO, 2006). A tigeciclina, por
ser de administragcdo exclusivamente parenteral e por ser analoga da tetraciclina, pode
ser um potencial substituto da clindamicina nessa situacdo. Preocupa, no entanto, a
observacdo de provével correlacdo entre as EC50% da tigeciclina e da cloroquina,
sugerindo potencial de resisténcia cruzada do P. falciparum as essas drogas, nao

observada na avaliacdo feita por Starzengruber et al., 2009.
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- O ensaio imunoenzimatico (ELISA) para avaliacdo da produc¢ao da HRP2 em
cultura é um método valido e factivel em nossa realidade para estudo da

suscetibilidade in vitro do P. falciparum as drogas antimalaricas.

- A cloroquina foi o inico antimalarico que ndo apresentou atividade in vitro para

todos os isolados de P. falciparum avaliados.

- A quinina, a mefloquina, a lumefantrina, a artemisinina e o artesunato, que sao
drogas componentes dos esquemas convencionais de antimalaricos preconizados
no Brasil, apresentaram satisfatéria atividade antimaldrica in vitro contra os

isolados regionais e de referéncia do P. falciparum avaliados.

- A lumefantrina, que é droga componente do esquema de primeira linha para o
tratamento da maldria causada pelo P. falciparum no Brasil, apresentou potencial

de desenvolver resisténcia cruzada com a artemisinina.

- O antibiotico tigeciclina mostrou-se eficaz contra isolados clinicos regionais e de
referéncia do P. falciparum em avaliacdo in vitro, podendo representar droga
alternativa para o tratamento da malaria grave causada por essa espécie de

parasito.
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