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Amostras de Plasmodium falciparum da regido amazonica
brasileira tém sido caracterizadas com base no estudo de
marcadores genéticos.?

Esta investigagSes permitiram demonstrar a-diversidade
existente entre as amostras de 4reas distintas, bem como de
um mesmo paciente quando da ocorréncia de casos de
recrudescéncias.® Desta forma, estes estudos comprovam
que a populagdo de parasitas isolados de um paciente €
constitufda de uma mistura de tipos geneticamente diferen-
tes, coexistindo no mesmo paciente.

A clonagem, técnica inicialmente utilizada em maldria
de roedores'®, agora tem sido aplicada nas investigagGes
com P. falciparum®*®. Rosdrio®, com base na investigag¢do
de misturas de parasitas para tipos enzimdticos, isolou
clones que exibiam um tnico tipo de cada enzima anali-
sada. Trager et alii® isolaram clones por micromanipula-
¢d0, analisando nestes a presenga ou auséncia de “knobs”
nos eritrécitos infectados.

Todas as caracterfsticas estudadas no P. falciparum tém
mostrado que os clones em crescimento in vitro permane-
cem estdveis por perfodos considerdveis®.

No presente trabalho, descrevemos a andlise de 8 clones
isolados pelo método das dilui¢gGes previamente descrito
por Rosdrio®, utilizando-se para este estudo as amostras
IEC-132/83 e IEC-145/83, obtidas de pacientes oriundos do
Territério Federal do Amapd e Tucurur (PA), respectiva-
mente. Ap6s a coleta das amostras, estas foram submetidas
a cultivo contfnuo in vitro®, cuja metodologia tem permitido
0 uso experimental desses parasitas, sendo posteriormente
caracterizadas com base no estudo de susceptibilidades a
drogas e andlise de tipos enzimdticos, onde se comprovou a
existéncia de populagdo mista para a enzima GPI-glucose-
fosfato-isomerase (GPI-1 e GPI-2). Ap6s esse estudo, as
amostras foram criopreservadas em nitrogénio liquido.

A técnica de clonagem, em nosso programa, foi realizada
com sucesso, primeiramente com a amostra IEC-132/83, em
agosto de 1984 e, em seguida, com a amostra IEC-145/83, Recebido para publicagdo em
em fevereiro de 1985, tendo sido, portanto, a primeira vez ~ 17/05/86.
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que clones de P. falciparum foram isolados no Brasil. As
duas amostras foram diluidas em meio RPMI 1640, esti-
mando-se um parasita por 100 ul e posteriormente inocula-
das em orificios de microplacas. Apds aproximadamente
21 dias, foram observados em microscopia Optica, e os in6-
culos positivos transferidos para placas de petri de 35 mm.
Alguns destes clones foram caracterizados para dois marca-
dores genéticos, testes de sensibilidade s drogas e tipifica-
¢d0 enzimdtica (tabela I).

Da amostra IEC-132/83 foram caracterizados trés clones
identificados (IEC-132/83-C,IEC-132/83.E¢ IEC-132/83-F)
e da amostra IEC-145/83 foram caracterizados cinco clones
€IEC-145/83-12, IEC-145/83-13, IEC-145/83-22, IEC-145/
83-27 e IEC-145/83-30).

Tanto a amostra IEC-132/83 como a IEC-145/83, no
que se refere aos tipos enzimdticos, apresentaram perfil
idéntico, ou seja, todos os clones analisados foram do tipo
GPI-2. Entretanto, observou-se que os clones apresentaram
variagGes no nivel de sensibilidade as drogas, uma vez que
as amostras originais apresentavam-se resistentes 4 cloro-
quina, 4 amodiaquina e ao quinino e sensiveis 4 mefloquina.
Os clones IEC-132/83-C, IEC-132/83.E e IEC-132/83-F
apresentaram niveis de sensibilidade superiores e inferiores
ao da amostra original. Para o quinino, apenas o clone
IEC-132/83-C difere dos demais, apresentando nivel de sen-
sibilidade inferior ao do original.

Na amostra IEC-145/83 para a cloroquina ndo se verifi-

TABELA 1

Caracterizagdo de Clones de P. falciparum

AMOSTRAS

IEC-132/83*
Clone C
Clonc E
Clone F
IEC-145/83*
Clone 12
Clone 13
Clone 22
Clone 27
Clone 30

*Amostra
NT — Nio testada
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Caracterizagio TESTE DE SENSIBILIDADE
Enzimdtica
GPI ADA PEP Clq CMef. Amod. SQ
x10-°M)  x1078M)  (x107BM)  (x1078M)
le2 2 1 16 1 8 62,5
2 2 1 8 0,5 0,5 31,25
2 2 1 16 2 2 62,5
2 2 1 32 2 4 62,5
le2 2 1 32 4 8 125
2 2 1 32 6 8 125
NT 2 1 32 8 16 250
2 2 1 32 8 8 62,5
2 2 1 32 1 8 62,5
2 2 1 32 8 8 62,5

a Clq — Difosfato de Cloroquina
CMef — Cloridrato de Mefloquina
Amod — Amodiaquina-

SQ - Sulfato de Quinino
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caram variagOes, entretanto, para as demais drogas, obser-
varam-se clones com até o dobro de resisténcia da amostra
original.

At€ o presente momento, ndo se tem determinado rela-
¢do entre tipo enzimdtico e sensibilidade a drogas, porém
futuras investigagSes com clones poderdo determinar alguma
possivel relagdo entre essas caracteristicas’.

Continuamos nossas investiga¢Ges utilizando clones, obje-
tivando determinar alguma possivel relagdo entre tipo enzi-
madtico e sensibilidade a drogas.

Por outro lado, a produgido de gemetdcitos in vitro, a
partir de clones, tem sido muito importante para obtengdo
de infeccdo experimental de mosquitos, principalmente
por permitir estudos genéticos.

Finalmente, estas observages sugerem que a amostra
original € formada por vdrias subpopulagGes e que estas
caracterizadas isoladamente permitem a andlise da compo-
si¢do genética das amostras de P. falciparum.
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