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RESUMO

A maldria é uma doenga transmitida por mosquitos e causada por parasitas do género Plasmodium. Em seres humanos, os
parasitas multiplicam-se no figado e, em seguida, infectam os eritrécitos. O ciclo de vida do Plasmodium consiste em uma
fase sexuada no mosquito vetor (esporogonia) e uma fase assexuada no hospedeiro vertebrado (esquizogonia); ambas as
fases podem ser detectadas por meio de testes. Em geral, a avaliacéo da atividade antimalérica de compostos é feita por
testes in vivo e in vitro. A atividade antimaldrica determinada por testes in vivo decorre de uma variedade de fatores
associados tanto ao parasita quanto ao hospedeiro. Por outro lado, os testes in vitro mostram com mais precisdo os efeitos
"isolados" dos compostos sobre o metabolismo do parasita. A andlise in vivo da atividade antiplasmédica pode ser
realizada com o uso de modelos de roedores e pela avaliacéo da atividade bloqueadora do potencial vetor utilizando
mosquitos. Ha diversos testes in vitro para a avaliacdo da atividade antimaldrica com base na observacéo do
desenvolvimento do parasita em células sanguineas por meio de gota espessa, ensaios isotépicos, quantificacdo de
proteinas do parasita e testes de intercalacdo no DNA com o uso de corantes. Além da atividade antimaldrica, um
composto antimaldrico promissor ndo deve apresentar toxicidade em relacéo as células hospedeiras; o grau de
seletividade de um composto em relacéo ao parasita da maldria envolve esta andlise. Neste artigo, pretende-se resumir os
métodos mais comumente utilizados para avaliar a atividade antimalérica de compostos durante os diferentes estdgios do
ciclo de vida do Plasmodium.

Palavras-chave: Maldria; Resisténcia a Medicamentos; Antimaldricos; Testes Imunolégicos de Citotoxicidade;
Plasmodium.

INTRODUCAO o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado
infectado e os gametécitos, entdo, adquirem sua forma
infecciosa (esporozoitos) dentro de suas glandulas
salivares. A esporogonia no mosquito dura
aproximadamente 10 a 20 dias e o mosquito permanece
infeccioso por 1 a 2 meses. A fase esquizogdnica inicia
com a inoculag@o do parasita no sangue do hospedeiro
vertebrado por meio da picada de uma fémea do mosquito
do género Anopheles. Em um curto intervalo de tempo, os
esporozoitos invadem as células do figado por meio de um
ciclo complexo' e iniciam a esquizogonia, que se divide em
duasfases, afase hepdtica (esquizogonia pré-eritrocitica) e
a fase eritrocitica (esquizogonia eritrocitica). Dentro dos
hepatécitos, os trofozoitos iniciam sua divisdo intracelular
CICLO DE VIDA DO PLASMODIUM assexuada. Ao fim desta fase, milhares de merozoftos exo-

) eritrocfticos sdo liberados de cada hepatécito infectado. O
, Tanto  os hospedewo.s vertebrados quanto 0 tempo gasto para que seja completada a fase tecidual
invertebrados podem ser infectados pela maldria. Os g de acordo com a espécie infecciosa: 8 a 25 dias para
mosquitos ingerem os gametécitos do Plasmodium durante p falciparum, 8 a 27 dias para P. vivax, 9 a 17 dias para P.
ovale, 15 a 30 dias para P. maldriae e 9 a 12 dias para P.
Correspondéncia / Correspondence / Correspondencia: knowlesi®. Este perfodo é denominado pré-patente. No

Féatima Nogueira . ,
9 caso de P. vivax e P. ovale, alguns esporozoitos podem

Instituto de Higiene e Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa .. N , .
Rua da Junqueira, n® 100 entrar em estdgio de dorméncia, também conhecido como

A maldria atinge aproximadamente 300 milhdes de
pessoas no mundo inteiro, causando entre 1 e 1,5 milhdo
de mortes anualmente. Antes uma doenca vastamente
disseminada, ela hoje encontra-se confinada
principalmente & Africa, Asia e América Latina. As espécies
predominantes de maldria apresentam diferentes
prevaléncias dependendo da regido geogréfica. Por
exemplo, a causada por Plasmodium vivax é mais
prevalente que a causada por P. falciparum na América
Latina. Em geral, a falta de uma vacina e a resisténcia a
drogas tém prejudicado muitos programas de controle da
maldria.
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hepatécitos adentram nos eritrécitos e déo inicio & divisGo
assexuada, desenvolvendo, durante os estdgios de anéis,
trofozoitos, esquizontes precoces e maduros. Cada
esquizonte maduro é composto de milhares de merozoitos
eritrociticos. Esses merozoitos sdo entéo liberados pela lise
do eritrécito e imediatamente invadem eritrocitos néo
infectados. Esse ciclo de invasdo-multiplicacéo-liberacéo-
invas@o repete-se continuamente; ele ocorre de forma
sincrénica & medida em que os merozoitos séo liberados, o
que ocorre aproximadamente ao mesmo tempo. lsto
resulta em manifestacdes clinicas caracteristicas da
doenca. Uma pequena proporcdo de merozoitos no
eritrécito transforma-se em macro e microgametécitos, e o
seu ciclo completo é reiniciado caso outra fémea do
mosquito se alimente do hospedeiro vertebrado infectado.

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMALARICA

Em geral, a avaliagdo da atividade antimaldrica de
compostos é feita portestes in vivo e in vitro, que podem ser
complementares, pois os dados obtidos pelos testes in vitro
requerem confirmacdo com modelos vivos.

A - Os testes in vivo sdo associados a modelos animais
e suas questdes éticas obrigatérias. Nestes testes, sdo
medidos, principalmente, a) a depuracdo dos parasitas
detectados por meio de microscopia ética ou outros
métodos mais sensiveis (reacdo em cadeia da polimerase —
PCR), b) o tempo gasto entre a Gltima dose da droga e a
depuracéo da parasitemia e ¢) a dosagem da droga que
depura os parasitas como resposta a sua utilizacéo.

Apbs sua adaptacdo para testes em humanos, os
estudos in vivo geralmente representam o
acompanhamento de um grupo selecionado de individuos
sinfomdticos e parasitémicos que tenham passado por
tratamento cuidadosamente controlado com subsequente
monitoramento das respostas parasitolégicas e/ou clinicas
ao longo do tempo. Um composto ou droga pode ter sua
baixa eficiéncia terapéutica mascarada por uma
depuracédo imunomediada dos parasitas em hospedeiros
com imunidade adquirida. Quando realizados em
humanos, testes in vivo refletem de forma mais precisa o
real status clinico ou epidemiolégico, i.e., a resposta
terapéutica dos parasitas circulantes que estejam
infectando a populagé@o na qual o farmaco esteja sendo
ministrado.

A andlise da atividade antimalérica de novos compostos
segue procedimentos padronizados*. Primatas nao
humanos j& serviram de modelos experimentais para a
malédria causada por P. falciparum®. No entanto, o uso desse
modelo animal tem se tornado dificil devido a questées de
ordem econémica e ética: uma quantidade limitada de
simios, a pequena quantidade de linhagens de parasitas
adaptadas para causar infeccdo em primatas e a diferente
patologia apresentada por esses modelos .
Consequentemente, a maior parte dos estudos
experimentais sobre maldria in vivo baseou-se em diferentes
combinagées de varias cepas de murinos e Plasmodium spp.
de roedores’”; entretanto, as diferencas biolégicas entre as
espécies de parasitas devem ser levadas em consideracdo’.

* World Health Organization. Assessment of therapeutic efficacy of
antimalarial drugs for uncomplicated falciparum malaria in areas with
intense transmission. Genebra: World Health Organization; 1996.
Available at: http://www.who.int/drugresistance/malaria/en/
Assessment_malaria_96.pdf..

Fatores externos, como a imunidade, as variacdes na
absorcéo da droga e no metabolismo, sdo reduzidos
devido ao uso de animais ainda ndo expostos (naive), de
linhagens reconhecidas, nos experimentos. Além disso,
potenciais erros de classificacéo de reinfeccéo néo séo
levados em consideracdo, pois os testes utilizam
inoculacdo direta de parasitas na fase sanguinea em dreas
bem protegidas nas proximidades dos cativeiros. No
entanto, a atividade antimaldrica medida em um teste in
vivo nem sempre leva em consideracéo efeitos colaterais,
como o metabolismo e a genética do hospedeiro, o que
pode influenciar no resultado do experimento.

B — Os testes in vitro impedem alguns dos fatores
confundidores listados acima, pois retiram os parasitas do
hospedeiro e os colocam em um ambiente experimental
controlado. Segundo o procedimento mais utilizado, os
parasitas de P. falciparum obtidos de cultura celular ou de
um paciente humano s@o expostos a quantidades
precisamente calculadas de um determinado composto
ou medicamento. Em seguida, a inibicdo da maturacao
do parasita é monitorada para que se avalie o efeito
dependente da dose da droga, ao impedir o
desenvolvimento do parasita de anel para esquizonte.
Para os testes relacionados com a infectividade do
esporozoito, sdo geralmente utilizados esporozitos de P.
berghei em cultura de células hepdticas HepG2 para
estudar o efeito da dose da droga sobre a maturacéo do
esquizonte. A correlacdo dos dados das respostas dos
testes in vitro com as respostas clinicas de pacientes ndo é
consistente, uma vez que a cura clinica néo é influenciada
pelo sistemaimunolégico do individuo. Outro exemplo da
limitac&o dos testes in vitro é o uso de prodrogas, como
proguanil, que demanda a conversdo do hospedeiro em
metabdlitos ativos. Apesar de se ter conseguido realizar a
adaptacdo das formas eritrécitas de P. vivax para cultura
continua, o seu uso em testes é complexo e invidvel. Em
geral, esses testes sdo trabalhosos e relativamente caros;
no entanto, hd inovacdes sendo implementadas que
podem tornd-los mais faceis de adaptar para o trabalho
de campo rotineiro e mais eficientes como ferramentas de
alto rendimento para as andlises de atividades das drogas.

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMALARICA DE
COMPOSTOS DURANTE A FASE ERITROCITICA

O procedimento de andlise e validacdo de drogas
antimaléricas é relativamente demorado e complicado. A
primeira fase da avaliacdo da droga consiste normalmente
em duas subfases. A primeira abrange o uso de ensaios
"whole-cell" (células totais) para a determinagéo do efeito
do composto no crescimento do parasita humano P.
falciparum in vitro. A segunda fase abrange a andlise da
eficiéncia in vivo de drogas selecionadas em pequenos
modelos animais de maldria, utilizando principalmente os
parasitas de roedores P. berghei, P. yoelii e P. chabaudi em
camundongos de laboratério.

CULTURA DE PARASITAS

A maioria das abordagens a respeito da sensibilidade
in vitro a droga é baseada na cultura de parasitas de
maldria em eritrécitos, que foi desenvolvida na década de
1970"". O seu desenvolvimento fornou possivel a
remocao do parasita da corrente sanguinea do paciente e
sua transferéncia para o ambiente de laboratério,
altamente controlado. Também permitiuv a pesquisa em



regides ndo endémicas onde ndo hé uma boa quantidade
de amostras novas de parasitas. A cultura em curto prazo
de parasitas do P. falciparum é bem simples e requer a
utilizag@o de pouco equipamento laboratorial, podendo
ser facilmente realizado sob condicées de campo. Apesar
de a cultura continua apresentar desafios logisticos e
consideravelmente mais técnicos, ela tem se tornado uma
ferramenta essencial em laboratérios que trabalham com
o desenvolvimento de drogas antimaldricas e de pesquisas

Anel

Esquizonte

bdsicas. Com a possibilidade de criopreservacéo de
parasitas vivos'?, as culturas fornecem a base para estudos
que exigem altas densidades de parasitas (protedmica) e
para os procedimentos de clonagem. Embora o P.
falciparum seja assincrono durante a cultura in vitro, a
sincronizacéo artificial (Figura 1) dos estdgios eritrociticos
do parasita em cultura é Util para pesquisas sobre as
candidatas @ vacina contra a maldria no estdgio
eritrocitico.

| Merozofto |

Figura 1 - Ciclo de vida intraeritrocitico do Plasmodium falciparum: fases de desenvolvimento. Cultura
in vitro de parasitas sincronizados com sorbitol, corados com DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindole) e fotografados sob luz UV por microscopia de fluorescéncia (1000X)

TESTES IN VITRO

O principal objetivo dos testes de sensibilidade a
drogas consiste em avaliar ou medir a sensibilidade do
parasita (P. falciparum) a dosagens crescentes de droga in
vitro; os dados s@o apresentados como porcentagem do
crescimento parasitdrio comparado com culturas ndo
tratadas. Esta abordagem permite um descarte quase total
de fatores interferentes relacionados ao hospedeiro, tais
como sua imunidade e seu metabolismo em relacdo ao
composto, deste modo oferecendo uma avaliagéo direta
do impacto da droga. Os testes in vitro sdo basicamente
isenfos de risco para o paciente, ndo sdo invasivos (com
excecdo da coleta de sangue para amostra) e s@o
essenciais para o desenvolvimento da droga. Os testes in
vitro para a verificacGo da atividade antimalérica
geralmente utilize o método de cultura continua
desenvolvido por Trager e Jensen'' e a técnica de
microcultura desenvolvida por Rieckmann'. A cultura in
vitro em curto prazo de isolados de campo de P. vivax e P.
ovale recém-coletados foi também estabelecida''”,
permitindo a avaliacdo da afividade antimaldrica em
drogas diferentes sobre estas espécies de plasmédio.

Para a selecdo da droga, vérios métodos in vitro sdo
comumente utilizados para a avaliacdo da inibicdo do
crescimento do P. falciparum: a) contagem de esquizontes
por meio da gota espessa, método conhecido como teste
padrdo de maturacdo de esquizontes da Organizacéo
Mundial de Satde (OMS)"; b) incorporacéo de precursor

de dcido nucleico radiomarcado (hipoxantina
radiomarcada, por exemplo), conhecido como ensaio
isotépico”""®; c) a quantificacdo das proteinas 2 rica em
histidina (HRP2) e lactato desidrogenase (LDH) do parasita
pelo ensaio imunoenzimdtico ELISA”?; e d) Teste de
intercalacdo no DNA com o uso de corantes” %%,

Contagem de esquizontes por meio da gota
espessa

Este teste de sensibilidade & droga é baseado em
contagens do parasita apés a avaliacéo da morfologia de
seu crescimenfo (de anéis a esquizontes) por meio de
microscopia luminosa. O microteste Mark Il da OMS
(Tabela 1) é uma alternativa de baixo custo padronizada
pela OMS*. Ele deve ser realizado por microscopistas
experientes, pois é muito trabalhoso e suscetivel a variacao
individual. Ele é baseado na maturagéo do P. falciparum
em microcultura de 24 a 36 h, com a contagem
microscopica do nimero de parasitas que se desenvolvem
em esquizontes (i.e., parasitas com 1trés ou mais
cromatinas) por meio de filme espesso corado com
Giemsa. Apesar destes fatores, o ensaio da OMS
econdmico e simples de ser realizado em campo. Diversos
trabalhos publicados no Brasil utilizaram esta
Técnico25,26,27,28.

* World Health Organization. Drug resistance: malaria. Disponivel em:
http://www.who.int/drugresistance/malaria/en/.

111



112

Tabela 1 — Comparacédo entre os testes mais utilizados para a mensuracdo da sensibilidade a drogas em estdgios
intraeritrociticos de parasitas de Plasmodium falciparum in vitro (double-site enzyme-linked LDH
immunodetection - DELI; proteina 2 rica em histidina - HRP2; lactato desidrogenase - pLDH; separacéo de
células ativadas por fluorescéncia - FACS). Os valores alto, moderado e baixo indicam os niveis relativos

entre os diferentes testes

Microteste Mark Ill da

OMS Ensaio isotépico

Ensaio enzimdtico

Ensaio pLDH DELI  Ensaio HRP2 Teste de infercalacdo

pLDH no DNA®
Sensibilidade alta moderada baixa alta alta alta
Tempo de cultura 24 h 42 h (até 72 h) 48 h 48 h 48h-72h 72 h
Parasitemia inicial 0,6 - 0,8% 0,5% 0,5%' 0,01-0,1%  0,05-0,8%
Avaliacgo da inibicéo Microscopia Incorporacéo de  Atividade enzimdtica
do crescimento (maturagdo do precursores de pLDH ELISA ELISA Fluorescéncia

esquizonte) radiomarcados
Demanda de baixa alta moderada (leitor de  moderada (leitor de  moderada (leitor ~ moderada
equipamento (microscépio) (contador de microplaca) microplaca) de microplaca)  (fluorimetro)®
cintilag@o)
Carga de trabalho
9 alta baixa baixa moderada baixo baixo

envolvida

* Corantes mais utilizados: SYBR Green |, Picogreen, DAPl e YOYO-1;  Densidades parasitérias a partir de 0,005% podem ser testadas; * No caso da cor YOYO1, é feita a
deteccdio por meio da separacéo de células ativadas por fluorescancia (FACS) em um aparelho bastante caro; ° Depende dos autores e do corante utilizado.

Testes isotdpicos

O ensaio com incorporacdo de hipoxantina
radiomarcada (Tabela 1) tem sido utilizado como padréo
ouro para os festes de suscetibilidade a drogas com o P.
falciparum'®. Como uma alternativa ao uso de hipoxantina
radiomarcada, Elabbadi” propuseram a utilizacdo de
etanolamina, que apresenta, como maior vantagem, a
possibilidade de complementacdo do meio de cultura com
hipoxantina para melhorar o crescimento do parasita. Vdrios
outros precursores, como o palmitato, serina, colina, inositol
e isoleucina, também & foram indicados para uso em testes
isotépicos”. No entanto, as normas referentes ao manuseio
de materiais radiativos se tornaram bem mais restritivas,
obijetivando limitar a sua utilizacdo a campos em que ndo hé
qualquer metodologia alternativa  disponivel. Outra
limitacéo é o alto custo do equipamento necessdrio, como
contadores de cintilacéo liquida e equipamentos de colheita.
Além disso, as densidades de parasitas relativamente altas
exigidas para este feste (de aproximadamente 0,5%) limitam
sua aplicabilidade ao uso de cepas de parasitas adaptadas
a culturas ou a amostras de campo com parasitemia alta.
Estas barreiras tornam o seu uso rotineiro mais caro e dificil
em contextos de pesquisa e de atendimento clinico,
particularmente em ambientes com recursos limitados.

Quantificacéio das proteinas do parasita

O ELISA é um método fdcil de implementar, altamente
reproduzivel, exige pouco equipamento técnico e pode ser
aplicado em laboratério de campo. Alguns testes ELISA
visando o LDH do P. falciparum (pLDH), a atividade do
pLDH ou a HRP2 4 estdo disponiveis
comercialmente™"”*"*** O principio portrés da producdo
de plLDH como uma medida para o crescimento dos
parasitas decorre da diferente estrutura enzimdtica do
pLDH, comparada as LDHs humanas™ e do répido declinio
nos niveis de pLDH quando os parasitas morrem™.

O ensaio double-site enzyme-linked LDH
immunodetection (DELI) (Tabela 1) tem sido utilizado para
avaliar a suscetibilidade a drogas antimaldricas do P.
falciparum®**"”. Ele é bastante sensivel — mais sensivel do que
a defeccdo do P. falciparum em esfregagos sanguineos e tdo

sensivel quanto a PCR"”. Esta técnica pode ser usada para
mensurar a sensibilidade & droga in vitro do P. falciparum de
forma mais f4cil, répida e com equipamentos mais simples
que os exigidos para realizar os festes isotépicos. Em contraste
com este Ultimo, densidades mais baixas do parasita podem
ser festadas pelo DELI (até 0,005%), aumentando assim o
nUmero de isolados que podem ser investigados.

O teste de atividade enzimdtica do pLDH é baseado na
observacéo de que a enzima LDH do P. falciparum tem a
capacidade de usar rapidamente o 3-acetilpiridina adenina
dinucleotideo (APAD) como uma coenzima na reagéo, o que
leva & formacdo de piruvato a partir do lactato. Em
contraste, o LDH da hemdcia humana executa esta reacéo
lentamente na presenca de APAD. O desenvolvimento da
APADH é entdo mensurado e faz-se uma correlacéo entre os
niveis de parasitemia e a atividade do LDH do parasita”**

O teste de HRP2 (Tabela 1) é baseado na avaliacdo do
aumento das concentragdes de HRP2 em amostras de cultura
de P. falciparum. Ha um kit comercial disponivel (Malaria Ag
CELISA, Cellabs Pty. Ltd., Brookvale, NSW, Austrdlia;
http://www.cellabs.com.au), que realiza o teste em apenas
2,5 h, aproximadamente. Se o crescimento dos parasitas for
inibido por drogas antimaldricas, a inibicdo reflete no
aumento de niveis de HRP2 e pode, consequentemente, ser
facilmente quantificada por meio da deteccéo mediada por
anticorpos”. Hé registros de que o HRP2 tem demonstrado
uma grande diversidade de sequéncias de proteinas
(principalmente insercdes) em isolados de P. falciparum
provenientes de diferentes dreas geogrdficas” e alguns
isolados da Amazénia peruana #m demonstrado até mesmo
a falta do gene pfhrp2*'. Foi demosntrado que a diversidade
da proteina HRP2 influencia na sensibilidade dos anticorpos
de deteccdo do HRP2. Por estas razdes, hd uma crescente
preocupacdo acerca de sua aplicacdo em estudos de campo.
No entanto, este método é amplamente utilizado pela Rede
Amazénica de Vigildncia da Resisténcia aos Antimaldricos
(RAVREDA)* para testes de suscetibilidade a drogas.

* Pan American Health Organization. RAVREDA-AMI: Amazon Network
for the Surveillance of Antimalarial Drug Resistance (RAVREDA) /
Amazon Malaria Initiotive (AMI). Disponivel em:
http://www.paho.org/English/ad/dpc/cd/ravreda-ami.htm.




Teste de intercalagdo no DNA com o uso de
corantes

Diversos métodos de triagem jé foram publicados com
drogas que apresentam potencial de alto rendimento
contra o P. falciparum. A maioria deles baseia-se na
quantificacéo automdtica do crescimento parasitério apds
sua coloracdo com corantes fluorescente para
DNA# #4422 - principio por trds destes ensaios é o
contraste entre os eritrécitos do hospedeiro, que ndo
apresentam DNA e RNA, e os parasitas da maldria, que
tém tanto DNA quanto RNA; por isso, séo utilizados, nos
parasitas, corantes que mostram uma maior fluorescéncia
na presenca de dcidos nucleicos.

As tecnologias baseadas em coloragdo de DNA (Tabela
1), como as que utilizam DAPI (4, 6-diamidino-2-
fenilindol), Picogreen, YOYO-1 e SYBR Green |, tém
apresentado resultados compardveis aos de testes
isotépicos. Nestes Gltimos, a fluorescéncia dos corantes é
medida utilizando leitores de fluorescéncia em
microplacas ou separadores de células ativadas por
fluorescéncia (FACS). Até o presente momento, apenas
dois destes corantes apresentaram éxito nas triagens de
alto rendimento dos compostos existentes: YOYO-1 e
DAPI**** O uso destes testes tem aumentado porque sua
realizacdo é relativamente simples e barata em
comparagdo com seus equivalentes radioativos e ELISA.

AVALIACAQ IN VIVO DA ATIVIDADE ANTIPLASMODICA

A resisténcia a drogas antimaldricas ja foi definida
como a 'habilidade da cepa do parasita de sobreviver
e/ou multiplicar-se, o despeito da administracéo e
absorcdo de uma droga, dada em doses iguais ou
maiores que aquelas normalmente recomendadas, mas
dentro dos limites de tolerancia do individuo". Outro
motivo para o insucesso na eliminacdo do parasita do
corpo dos pacientes pode ser o fato de uma quantidade
insuficiente da droga ou de seu metabélito ativo alcanca-
lo, um evento denominado falha terapéutica.
Diferentemente da resisténcia a drogas, a falha
terapéutica é um processo relacionado diretamente com o
parasita e altamente dependente tanto do hospedeiro
quanto das propriedades da droga.

Obviamente, as pesquisas tecnoldgicas visando &
descoberta de drogas antimaldricas objetivam a
eliminagdo da doenca em humanos. H4 uma grande
heterogeneidade no comportamento dos pacientes e entre
diferentes populacées devido ao polimorfismo
relacionado aos genes, & redundéncia de albvos, aos
diferentes procedimentos regulados e aos obstéculos
relacionados ao meio ambiente.

Monitoramento dos pacientes

Em humanos, a abordagem mais tradicional utilizada
para determinar a suscetibilidade do P. falciparum a
drogas antimaldricas é a avaliacdo da resposta terapéutica
(in vivo), que foi originalmente definida pela OMS em
termos de depuracdo parasitdria [sensivel (S) e trés niveis
crescentes de resisténcia (R, Rll, Rlll)]. Como a reinfeccéo é
dificil de ser excluida em &reas com transmiss@o intensa de
maldria, a OMS introduziu um protocolo modificado com

base no desfecho clinico (resposta clinica adequada, falha
terapéutica precoce e tardia) para dreas com intensa
transmiss@o, onde a parasitemia na auséncia de sinais ou
sinftomas clinicos ¢ comum®*. Atualmente, o sistema de
classificacéo estende o periodo de monitoramento para
28 dias e inclui critérios diferentes para a definicéo da
Falha Terapéutica Precoce, Falha Clinica Tardia e Falha
Parasitolégica Tardia para dreas com transmisséo intensa e
baixa a moderada’. O desenvolvimento de ferramentas
moleculares tornou possivel distinguir incidentes de
recrudescéncia de reinfecces™. Todos os testes in vivo
devem ser realizados com doses terapéuticas
padronizadas e executados de acordo com as
recomendacdes da OMS. Para o P. vivax, os critérios sGo
diferentes do P. falciparum'. A proliferacéo de experiéncias
com drogas antimaléricas nos Gltimos dez anos deu ensejo
ao langamento de um esforco conjunto global de
vigildncia no sentido de monitorar a efic4cia de drogas
antimaléricas. A Rede Mundial de Vigilancia & Resisténcia
Antimaldrica (WARN)® se propée a estabelecer uma base
de dados clinica abrangente cujas estimativas
padronizadas da eficécia antimaldrica podem ser obtidas
e monitoradas ao longo do tempo para diversas regides
geogréficas e endémicas™. A adocdo generalizada desta
abordagem permitird um reconhecimento preciso e em
tempo hdbil de novas tendéncias em eficcia de drogas,
orientando assim as intervencdes adequadas para lidar
com as cepas de parasitas resistentes a multidrogas jé
estabelecidas, bem como acelerar a implementacéo de
agdbes assim que novas cepas de plasmddios
multirresistentes emergirem.

Modelos de roedores para triagem in vivo da
atividade antimalérica

Quatro espécies de parasitas de maldria extraidos de
roedores africanos foram adaptadas para o crescimento
em camundongos: P. berghei, 1948"; P. chabaudi,
1965%; P. vinckei, 1952%; e P. yoelii, 1965 (Tabela 2).
Estes modelos de parasitas tornaram-se amplamente
utilizados especialmente devido & facilidade de manuseio
e de criacdo de ratos e cacmundongos em laboratério;
além disso, o seu ciclo de vida pode ser mantido em
laboratério por meio de transmissdo ciclica, utilizando
Anopheles stephensi e A. gambiae, que também séo de
facil manutencéo em laboratério.

* World Health Organization. Assessment of therapeutic efficacy of antimalariol
drugs for uncomplicated falciparum malaria in areas with intense transmission
[Infernet]. Genebra: World Health  Organization; 1996. Disponivel em:
http://www.who.int/drugresistance/malaria/en/Assessment_malaria_96.pdf.

" World Health Organization. Monitoring Antimalarial Drug Resistance,
Report of a WHO Consultation [Internet]. Genebra: World Health
Organization; 2001. Disponivel em:
http://www.who.int/drugresistance/publicatio ns/WHO CDS CSR EP
H 2002 17/en/index.html.

¥ Worl Wide Antimalarial Resistance Network [Internet]. 2011. Disponivel
em: http://www.wwarn.org/.

$ World Health Organization. Drug resistance: malaria. Disponivel em:
http://www.who.int/drugresistance/malaria/en/.
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Tabela 2 — Caracteristicas dos quatro parasitas da maldria em roedores e parasitas humanos

57,58,59,60

P. berghei P. yoelii P. chabaudi P. vinckei Parasitas humanos
Merozoitos por esquizonte 12-18 12-18 6-8 6-12 8-16(32)
Infecc@o sanguinea sincrénica Nao Néo Sim Sim Sim/Nao
Temperatura ideal para a fransmisséo pelo mosquito 19 - 21 23-26 24 - 26 24 - 26 > 26
Esporozoitos em glandulas (dias apés a infeccéo) 13-14 9-11 11-13 10-13 Depende da temperatura
Duracao do ciclo pré-eritrocitico (horas) 48 - 52 43 -48 50 - 58 60-72 6 - 15 dias
Duracao do ciclo sanguineo assexuado (horas) 22 -24 18 24 24 48 -72
Tempo de desenvolvimento dos gametécitos (horas) 26 - 30 27 362 27 48 h - 12 dias

Apesar de a extrapolacéo direta da biologia dos
modelos roedores para a biologia do P. falciparum néo
poder ser aplicavel em todas as situacdes, cada uma das
quatro espécies de maldria de roedores tem caracteristicas
similares as quatro espécies de maldria humana, o que as
torna adequadas para o estudo paralelo (por exemplo, a
variacdo antigénica de P. chabaudi®', os testes in vivo com
drogas e P. berghei®* ou P. chabaudi®, maléria cerebral
com P. berghei ANKA™, vacinas em estégio pré-eritrocitico
com P. yoelli** e cronobiologia com P. vinckei*).

Um dos testes in vivo baseados na resposta a doses
mais utilizados na avaliacéo da atividade antimaldrica é o
teste de supressdo de quatro dias desenvolvido por
Peters’’. Em resumo, fémeas de camundongos séo
infectadas por parasitas de roedores e as doses diferentes
de tratamento sdo ministradas logo apés a infeccdo, no
dia 0, e s@o repetidas uma vez a cada um dos 3 dias
subsequentes. Nos dias 4 e 7 pés-infeccéo, a parasitemia
¢ avaliada. Apés o dia 7, nenhuma manipulacéo é
realizada nos camundongos, observando-se apenas sua
sobrevivéncia.

Parasitas de primatas ndo humanos, roedores ou de
pdssaros foram utilizados como substitutos do P.
falciparum®. No entanto, a despeito de seu valor, hé
diferencas significativas entre estas espécies e os parasitas
humanos®*’. Recentemente, um modelo murino fidedigno
de maldria por P. falciparum foi estabelecido e se tornou
uma ferramenta valiosa a ser utilizada em pesquisa,
particularmente no descobrimento de novas drogas. O
desenvolvimento de camundongos humanizados
infectados por P. falciparum por meio da infeccéo de
camundongos "nude" ou SCID por parasitas de P.
falciparum®***** facilitou a coleta de amostras nos
estdgios exoeritrocitico, intraeritrocitico e intraeritrocitico
aderente do parasita. E possivel criar novos modelos
murinos de falciparum utilizando camundongos
humanizados imunodeficientes expressando moléculas
humanas de adesdo no endotélio que também apresentam
defeitos especificos nem sua atividade/ativagéo fagocitica.
Espera-se que estas ferramentas abram novos caminhos
para o estudo da biologia dos estdgios eritrociticos do P.
falciparum in vivo; além disso, suas respostas moleculares
as pressoes seletivas impostas por drogas antimaldricas ou
pelo sistema imunolégico humano reconstituido em
camundongos podem ser analisadas™®’"**”?. De fato,
Angulo-Barturen” conseguiram obter uma relacéo entre as
respostas as doses de drogas antimaldricas utilizando um
modelo de camundongo humanizado infectado por P.
falciparum.

AVALIACAO DA SEGURANCA (CITOTOXICIDADE)

Um teste de toxicidade é uma ferramenta répida e que
apresenta uma boa relagdo custo-beneficio no apoio &
escolha de candidatas ideais, de modo a eliminar
provaveis falhas antes de um composto ser submetido ao
dispendioso processo de desenvolvimento da droga. A
toxicidade é considerada o potencial de um composto de
induzir a morte da célula. A correlacdo entre a
citotoxicidade basal e a citotoxicidade aguda em animais e
humanos tem sido considerada razoavelmente boa’. Além
da atividade antimalérica, um composto antimaldrico
promissor ndo pode apresentar toxicidade as células do
hospedeiro. O grau de seletividade demonstrado por um
composto ante um parasita da maléria pode ser expresso
por seu indice de sensibilidade [IS = IC50células/IC50
parasitas  (IC50, concentracdo que inibe 50% dos
parasitas)]. Quanto maior for o IS, mais promissor serd o
composto, devido & sua seletividade ante o parasita da
maldria”®. No entanto, um valor de Sl abaixo de 2,0 indica
que um composto pode possuir uma forte atividade
antimalérica, mas pode ser uma toxina geral e ndo deve
ser considerada uma candidata. Na prdtica, uma droga é
considerada potencialmente interessante como um
antimaldrico se o seu IC50 for menor que 10 uM”.

Apesar de um grande nimero de organismos poderem
ser utilizados, as culturas de células in vitro séo
geralmente aceitas como um método eficaz para a
investigacdo da toxicidade de novos compostos. Suas
vantagens sobre os métodos cldssicos, tais como os
estudos de longo prazo com animais experimentais como
ratos, camundongos ou mesmo o menos frequente teste
de letalidade para artemia salina”, séo suas varidveis
relativamente bem controladas, seu custo reduzido, o
consumo menor de tempo e o menor nimero de animais
necessdrios para a finalizacdo dos estudos. Hd seis alvos
comuns de toxicidade xenobidtica: figado, sangue, rim,
nervo, pulmdo e pele. H& muitos tipos de células
disponiveis para cada alvo: figado, HepG2”® e BEL-7402;
sangue, HL60 e K160; rim, Vero e HEK293; nervo, XF498
e NG108-15; pulméao, WI-38 e A549; e pele, SK-MEL-2 e
Lox. HepG2 é uma das linhagens celulares mais utilizadas
por empresas farmacéuticas (GlaxoSmithKline”) para
investigar a toxicidade em uma série de compostos.

Em estudos envolvendo compostos ativos
antiplasmodium, os pontos de avaliacdo (endpoints) de
toxicidade mais frequentemente utilizados t8m por base a)
o colapso da barreira de permeabilidade celular (teste de
LDH)*, b) a quantidade de proteina®, ) o acimulo de
vermelho neutro® e d) funcdo mitocondrial reduzida [teste



MTT (3 - (4,5-dimetil-2-il) -2,5 dimetil-brometo de
tetrazolium]®. Cada um desses métodos pode ser
realizado em microculturas, utilizando multiplas
concentracbes de amostras em placas de 96 ou 384
pocos, levando, desta forma, a um maior rendimento de
testes em grandes quantidades de compostos.

a) O teste de LDH é baseado na avaliacéo da atividade
de lactato desidrogenase (LDH) em meio extracelular. A
atividade de LDH é mensurada a partir da conversédo de
resazurina em resofurina fluorescente mediada pela
diaforase apés a conversd@o enzimdtica de lactato para
piruvirato, catalizada por LDH. A perda de LDH intracelular
e a sua liberacdo em meio de cultura é um indicador de
morte irreversivel de células devido aos danos causados na
membrana celular. Este teste é caracterizado por sua
confiabilidade, rapidez e avaliacdo simples™.

b) A andlise de quantificacdo de proteina é uma medida
indireta da quantidade de proteina celular em culturas em
suspensdo e aderentes. Ele se utiliza de coloracdo com
sulforhodamina B (SRB) e subsequente determinacdo da
densidade ética (490 nm) em um leitor de microplacas. O
ensaio fornece um teste colorimétrico, porém o SRB
também fluoresce intensamente devido & excitagdo por
laser a 488 nm e pode ser medido quantitativamente em
nivel celular por citometria por fluorescéncia estdtica®.

c) O ensaio de incorporacdo do vermelho neutro
fundamenta-se na capacidade de células vidveis de
incorporar e afixar o corante supravital vermelho neutro
aos lisossomos™. O corante é entdo extraido e quantificado
por meio de leitura de absorbéncia em espectrofotémetro.

d) Por ¢ltimo, o ensaio MTT tem sido utilizado para
avaliar a viabilidade de células em diferentes linhagens
celulares. Ele consiste na conversdo do sal de tetrazélio
MTT em formazan roxo insolUvel por meio de
desidrogenases mitocondriais em células vidveis em
proliferacdo. Os montantes de formazan sdo entdo
quantificados com uso de um leitor de microplacas
espectrofotométrico™.

AVALIAGCAO DA ATIVIDADE BLOQUEADORA DO
POTENCIAL VETOR POR DROGAS EXPERIMENTAIS

O rdpido desenvolvimento da resisténcia a drogas
antimaléricas de diversas classes quimicas® é um fator
relevante a influenciar o tratamento e controle da
maldria®. O uso de compostos capazes de interromper a
transmissdo da maldria jé foi defendido como um meio de
evitar o desenvolvimento da resisténcia a drogas e limitar a
disseminacdo de parasitas resistentes®***  Os
antimaldricos gametocitocidas, em particular as
artemisininas, podem acelerar o controle da maldria, pois
reduzem a transmissdo poés-tratamento®™”*”'. No entanto,
os derivados de artemisinina ndo evitam completamente a
transmiss@o pés-frofomen’ro%, e, devido & crescente
resisténcia & ferapia combinada & base de artemisinina

* World Health Organization. Emergence and Spread of Antimicrobial
Resistance. Geneva: World Health Organization. Available  at:
http://www.who.int/drugresistance/AMR _Emergence Spread/en/index
.html.

(TCA) no sudeste da Asia™"*”, a necessidade de drogas
eficazes contra gametécitos passou a ser urgente.

As drogas antimaldricas com atividade bloqueadora da
transmisséo podem afetar os estdgios sexuais do parasita
no hospedeiro humano (atividade gametocitocida) ou o
desenvolvimento do parasita no mosquito (atividade
esporontfocida).

EFEITOS SOBRE A MICROGAMETOGENESE (TESTE DE
EXFLAGELACAO)

A exflagelagdo é o processo no qual um
microgametdécito ativado produz microgametas flagelares.
Os microgametas rapidamente aderem aos eritrocitos ao
seu redor para formar centros de exflagelacdo
multicelulares, que podem ser observados
microscopicamente”. O gametécito é acionado in vitro
por meio de sua exposicdo simulténea a dois estimulos:
uma queda de temperatura de mais de 5° C” e uma
mudanca no nivel de pH de 7.5 para 8.0, O método
padrdo para monitorar uma gametogénese efetivamente
realizada é a contagem de centros de exflagelacdo no
microscépio. No entanto, como é bastante trabalhoso, um
tanto subjetivo e néo pode ser automatizado, este método
ndo é considerado adequado para aplicacdes com média
produtividade. A replicacdo do DNA durante a
microgametogénese tem sido investigada utilizando a
colorac@o do DNA com vdrios corantes fluorescentes e a
subsequente andlise de células individuais por microscopia
de fluorescéncia ou de populacées de células por
citometria de fluxo'®"'?. Entretanto, estes métodos ndo sdo
facilmente adaptados a testes com maior produtividade.
Recentemente foi desenvolvido um ensaio adaptado ao
formato de 96 pocos para monitorar a ativacdo de
gametécitos com base na incoporacdo de hipoxantina
radiativa em DNA recém-sintetizado de microgametas'®.

AVALACAO DO IMPACTO DE AANTIMALARICOS NO
DESENVOLVIMENTO ESPOROGONICO

A carga de gametécitos em humanos durante o
periodo pés-tratamento pode ser levada em
consideracdo'”, apesar dos muitos aspectos éticos a
serem observados. Como alternativa, pode ser utilizado
um modelo de roedor onde os animais sejam infectados e
posteriormente tratados. Camundongos experimentais séo
infectados via inoculacé@o intraperitonial de hemdcias
infectadas. Cinco dias apés a infeccéo, a presenca de
gametécitos maduros é verificada pela existéncia de
exflagelac@o observada em gotas de sangue por meio de
microscépio. Camundongos com gametécitos s@o
tratados com o composto a ser testado e colocados em
gaiolas com mosquitos. Dez dias apds o repasto, os
mosquitos s@o dissecados e seu intestino médio é
dissecado sob microscépio ético (400X) com vistas &
avaliagio da presenca ou auséncia de oocistos ®'%.
Tradicionalmente os oocistos sé@o visualizados apds
corados com mercUrio-cromo a 0,5%. O desenvolvimento
de parasitas de roedores transformados pela proteina
fluorescente (GFP) facilitou a deteccdo de oocistos no
intestino médio porque a fluorescéncia gerada pela GFP
pode ser rapidamente detectada em microscépio de
fluorescéncia (Figura 2).
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Imagens de microscopia ética (400X): (A) oocistos imaturos apresentando contetdo uniforme; (B)

oocistos imaturos com soroblastos e esporozoitos florescendo; (C) oocisto maduro, com
esporozoitos completamente desenvolvidos e visiveis. Oocistos expressando GFP do parasita
maldrico de roedores P. berghei, imagens de microscopia de fluorescéncia de (D) oocisto maduro
(100X) e de (E) oocistos maduros e imaturos em diferentes estdgios de desenvolvimento (200X).

Figura 2 — Oocistos de Plasmodium berghei; estdgios do desenvolvimento (dia 10

apés a infeccdo do mosquito

A avaliacdo do impacto da maturagéo do oocisto pode
ser estabelecida por meio da observacéo do estégio
desenvolvimental do oocisto. Como exemplos de
categorias desenvolvimentais, podem ser citados: a)
oocisto imaturo, anterior & formacédod e esporoblastos; b)
oocisto imaturo, com soroblastos visiveis e esporozoitos
florescendo; e c) oocisto maduro, contendo esporozoitos
completamente desenvolvidos. O desenvolvimento dos
oocistos pode também ser quantificado medindo o
didmetro do oocisto com um micrémetro ocular.

A atividade bloqueadora do potencial vetor ¢é
finalmente avaliada com a remocdo das glandulas
salivares do mosquito no dia 21 pés-infeccéo e a
verificacdo da presenca ou auséncia de esporozoitos por
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meio de microscopia de contraste de fase ,
permitindo que estes mosquitos se alimentem em
camundongos n&o infectados e depois checando sua

parasitemia nos dias subsequentes.

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMALARICA DE
COMPOSTOS DURANTE A FASE HEPATICA

A fase hepdtica é uma fase de transicéo entre o
esporozofto extracelular, inoculado pelo mosquito vetor, e
a fase sanguinea, que é responsdvel pela producéo da
doenca.

ENSAIO ANTIMALARICO ESQUIZONTICIDA E
EXOERITROCITICO

O desenvolvimento de produtos farmacéuticos que
inibam o crescimento de formas hepéticas de Plasmodium

é importante por duas razdes principais: estes compostos
poderiam ser utilizados como agentes profildticos por
individuos expostos, por um certo periodo, em drea
endémica de maldria (por exemplo, refugiados e
viajantes); e o fato de a emergéncia de cepas resistentes a
drogas ser teoricamente limitada durante a fase hepdtica
devido & baixa carga viral em comparacdo com a fase
sanguinea. Apesar de as fases hepdticas fornecerem alvos
afraentes para a quimioterapia antimaldrica, o rol de
drogas eficazes e largamente disponibilizadas ainda é
limitado. As Unicas drogas profildticas atualmente
disponiveis sdo o atovaquona e as duas drogas
relacionadas: primaquina e tafenoquine. O atovaquona jé
demonstrou ser eficaz na inibicdo do desenvolvimento do
parasita'”, porém seu uso é limitado devido ao seu custo
elevado. A toxicidade hematolégica restringe o uso de
primaquina, particularmente na Africa, por causa da
elevada frequéncia de deficiéncia em Glucose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD) na populacdo humana'®. Houve
uma diminuicéo na identificacdo de novas drogas devido &
falta de um método sensivel e confidvel que possa ser
utilizado em triagens em larga escala.

Apesar dos avancos significativos, as fases
exoeritrociticas (EE) dos parasitas maldricos em mamiferos
permanecem sendo as menos compreendidas de todas as
fases do ciclo de vida do parasita. As culturas mais antigas e
prolificas das fases EE foram realizadas utilizando-se os
parasitas avidrios P. fallax, P. gallinaceum e P. cathemerium,
cultivados em embrides de galinha ou in vitro'”""*""""? No
entanto, a disparidade biolégica entre o ciclo EE em



parasitas maldricos avidrios e mamfferos, as diferencas entre
os sistemas imunolégicos dos hospedeiros e o papel do
hepatécito limita de forma substancial o uso daquela cultura
como modelo para a maléria humana. Alguns laboratérios
tém tentado utilizar hepatécitos primdrios de hospedeiros
suscetiveis naturais e de laboratério®. Os hepatécitos
primdrios #m a vantagem de poderem ser obtidos de
animais histocompativeis com hospedeiros imunizados
experimentalmente. Além disso, eles permitem o teste de
drogas que requeiram ativacdo metabdlica, apesar de
normalmente existirem diferencas qualitativas e quantitativas
entre as espécies nas vias metabdlicas de drogas hepdticas.
Entretanto, os hepatécitos primdrios também apresentam
algumas desvantagens relevantes: (1) o perfil metabélico do
hepatécito varia durante o tempo de cultura; (2) a densidade
dos parasitas obtidos utilizando essas células é relativamente
baixa; (3) por razdes técnicas, o preparo varia de
experimento para experimento e de acordo com cada
laboratério; e (4) o preparo varia de acordo com o status
nutricional e outras caracteristicas do hospedeiro.

Muitos avancos foram conseguidos com a introdugéo
das linhas celulares de hepatoma HepG2-A16 e Huh7'".
No entanto, em estudos sobre a sensibilidade a drogas, as
linhas celulares de hepatoma podem néo reproduzir
fielmente o metabolismo da droga por hepatécitos
primdrios. Por exemplo, apesar de as células de HepG2
poderem realizar oxidase de funcéo mista dependente do
citocromo P-450 e reacées de conjugacdo, foram
observadas diferencas nas atfividades de algumas das
enzimas que metabolizam drogas em comparacéo com
hepatécitos humanos primdrios recém-isolados'*''*. A
primaquina, que requer a atfivacdo pela célula do
hospedeiro, apresenta uma baixa atividade contra as
formas EE de P. berghei cultivadas em células de
HepG2'”, em comparacdo com o P. yoelii cultivado em
hepatdcitos primérios de Thamnomys' . Este achado pode
refletir a incapacidade de HepG2 de transformar a
primaquina em seu estdgio ativo. Para obter um quadro
mais completo da atividade de drogas individuais, diversos
sistemas de cultura diferentes podem ser utilizados.

A cultura in vitro das formas EE de P berghei (cepa
ANKA) ou P. yoelii (cepa 265BY), por infeccéo da linha
celular HepG2 com esporozoitos produzidos em
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mosquitos da espécie Anopheles stephensi ", constitui
uma das técnicas mais utilizadas para avaliar a atividade
antimalérica de compostos durante a fase hepdtica.

Os testes de sensibilidade a drogas in vitro s@o
baseados principalmente na contagem de células
hepdticas que contenham esquizontes em culturas
infectadas por esporozoftos™'"*'"*. Apesar de terem sido
propostos métodos alternativos para a deteccdo de
esquizontes EE, incluindo o uso de métodos quantitativos
de RT-PCR (qRT-PCR)"*"'"*'** o uso de sondas de RNA
ribossémico'’, o uso de sistemas com imagens em
infravermelho juntamente com um contador de colénias'*
e a deteccdo em culturas e em camundongos vivos
utilizando imagens luminescentes em tempo real'”, o
nimero de células infectadas ainda é medido
principalmente por andlise de microscopia de
fluorescéncia. Estes métodos sdo propensos a grandes
variacbes entre observadores e demandam bastante

tempo, dadas as baixas taxas de infeccéo observadas em
hepatécitos provenientes de culturas (geralmente menores
de 2%)'**. Parasitas maldricos transgénicos de roedores
(parasitas expressando GFP) que expressam a luciferase,
proteina '"repoérter" fluorescente, j4 foram
desenvolvidos'”"'*. A avaliacdo dos efeitos de vérias
drogas com base na luminescéncia sobre a infeccdo in
vitro de hepatécitos usando esses parasitas demonstra que
esses modelos podem ser utilizados de forma eficiente na
andlise in vivo e in vitro de compostos visando as fases
hepdticas do Plasmodium'”. Esta estratégia é um sistema
reproduzivel no qual um parasita clonado se desenvolve
até a maturidade em uma determinada célula hospedeira
na mesma velocidade e com a mesma morfologia da
observada em um hospedeiro de laboratério adequado.
Ademais, ela representa um ensaio de rotina reproduzivel
para o crescimento em todos os estdgios EE, considerado
objetivo e estatisticamente robusto.

ADIFICILESCOLHA

A abundéncia de ensaios sobre a sensitividade a
drogas existentes e disponiveis faz com que o pesquisador
se veja diante de uma dificil escolha. Tanto o microteste da
OMS como os ensaios isotépicos |G comprovaram sua
confiabilidade nos campos respectivos apds mais de duas
décadas de utilizagdo: o microteste da OMS em campo e
os testes isotépicos em laboratérios de pesquisa altamente
equipados. No entanto, ambos os testes trazem consigo
importantes obstéculos. O teste da OMS ¢ subjetivo e
bastante trabalhoso, enquanto que o teste isotdpico tem
pouca sensibilidade e envolve o manuseio de material
radiativo. Os novos ensaios colorimétricos, os testes DELI e
HRP2 baseados no ELISA e os testes de intercalacéo no
DNA com o uso de corantes superam muitas destas
desvantagens e podem ser os atuais métodos de escolha.
Eles sdo sensiveis, relativamente simples e rdpidos, néo
demandam o uso de equipamento especializado e t&m o
potencial de substituir os testes tradicionais. No entanto,
eles ainda estdo bem distantes do uso do dipstick para a
dosagem da resisténcia a drogas. A medida que mais
conhecimento a respeito da genética da resisténcia a
drogas é disponibilizado, e & medida que novas e melhores
ferramentas sdo desenvolvidas (como a PCR em tempo
real), técnicas moleculares podem vir a se tornar
ferramentas extremamente valiosas para a vigilancia e
deteccdo precoce da resisténcia a drogas antimaldricas no
futuro.

Os testes de drogas sdo fundamentais para as
pesquisas sobre a maldria e devem sempre ser
complementados por estudos clinicos, estudos genéticos
do hospedeiro relacionados ao metabolismo da droga,
marcadores moleculares para uma mais rdpida
identificaco da presenca de resisténcia em campo e
novos métodos diagnésticos aplicados principalmente na
caracterizacdo da suscetibilidade a drogas.
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Methods for assessment of antimalarial activity in the different phases of the Plasmodium
life cycle

ABSTRACT

Malaria is a mosquito-borne disease caused by parasites of the genus Plasmodium. In humans, parasites multiply in the liver
and then infect red blood cells. The Plasmodium life cycle consists of a sexual phase in the mosquito vector (sporogony) and
an asexual phase in the vertebrate host (schizogony); both life cycle phases can be detected in assays. In general, in vivo and
in vitro are the two basic approaches routinely used to evaluate the antimalarial activity of compounds. The antimalarial
activity measured in an in vivo test results from a variety of factors associated with both the parasite and the host. Conversely,
in vitro tests reflect more accurately the "isolated" effects of the compounds on parasite metabolism. In vivo assessment of
antiplasmodial activity can be achieved using rodent models and by assessing transmission-blocking activity using
mosquitoes. There are several in vitro tests for the assessment of antimalarial activity based upon observation of parasite
development in blood cells through thick films, isotopic assays, quantification of parasite proteins and DNA dye
intercalation assays. Besides antimalarial activity, a promising antimalarial compound should also lack toxicity to host cells;
the degree of selectivity of a compound towards the malaria parasite includes such assessment. In this manuscript, we
intend to summarize the most frequently used methods for assessing the antimalarial activity of compounds in the different
stages of the Plasmodium life cycle.

Keywords: Malaria; Drug Resistance; Antimalarials; Cytotoxicity Tests, Immunologic; Plasmodium.

Métodos para evaluacion de la actividad antimaldrica en las diferentes fases del ciclo de
vida del Plasmodium

RESUMEN

La malaria es una enfermedad transmitida por mosquitos y causada por parésitos del género Plasmodium. En seres
humanos, los pardsitos se multiplican en el higado y en seguida, infectan los eritrocitos. El ciclo de vida del Plasmodium
consiste en una fase sexuada en el mosquito vector (esporogonia) y una fase asexuada en el huésped vertebrado
(esquizogonia); ambas fases pueden detectarse por intermedio de pruebas. En general, la evaluacién de la actividad
antimaldrica de compuestos se hace por ensayos in vivo e in vitro. La actividad antimaldrica determinada por ensayo in vivo
resulta de una variedad de factores asociados tanto al pardsito como al huésped. Por ofro lado, las pruebas in vitro
muestran con mds precision los efectos "aislados" de los compuestos sobre el metabolismo del pardsito. El andlisis in vivo
de la actividad antiplasmédica pode realizarse con el uso de modelos de roedores y por la evaluacién de la actividad
bloqueadora del potencial vector utilizando mosquitos. Existen diversos testes in vitro para la evaluacién de la actividad
antimaldrica basados en la observacién del desarrollo del pardsito en células sanguineas a través de gota espesa, ensayos
isotdpicos, cuantificacién de proteinas del pardsito y pruebas de intercalacién en el ADN con el uso de colorantes. Ademds
de la actividad antimalérica, un compuesto antimaldrico prometedor no debe presentar toxicidad en relacién a las células
huéspedes; el grado de selectividad de un compuesto en relacién al pardsito de la malaria estd involucrado en este
andlisis. En este articulo, se pretende resumir los métodos mds comdnmente utilizados para evaluar la actividad
antimalérica de compuestos durante las diferentes etapas del ciclo de vida del Plasmodium.

Palabras clave: Malaria; Resistencia a Medicamentos; Antimaldricos; Pruebas Inmunolégicas de Citotoxicidad;
Plasmodium.
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