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Resumo 

 

Plasmodium falciparum é a mais mortal das cinco espécies de Plasmodium que 

causam malária humana. A propagação deste parasita resistente a quase todos os 

antimaláricos disponíveis é um assunto fulcral e requer a monitorização da sua 

suscetibilidade aos diferentes antimaláricos. 

Atualmente estão disponíveis diferentes testes in vitro para a avaliação da atividade 

dos antimaláricos, tais como a observação microscópica do desenvolvimento do 

parasita em eritrócitos, ensaios isotópicos e quantificação de proteínas do parasita. 

Infelizmente todos estes ensaios apresentam desvantagens quanto ao custo, tempo e 

dificuldade de execução. 

O parasita da malária durante o seu desenvolvimento intra-eritrocítico, produz 

quantidades crescentes de um cristal denominado hemozoína, que pode ser usado 

como um indicador de maturação. A hemozoína tem a capacidade de despolarizar a 

luz, consequentemente a despolarização da luz pode ser detetada por métodos óticos 

como  a citometria de fluxo. Para isso, fez-se uma simples adaptação de um citómetro 

de fluxo de forma a detetar a luz despolarizada, permitindo deste modo a deteção de 

eritrócitos infetados por P. falciparum. 

Foram testados diferentes fármacos antimaláricos, em culturas de sangue humano 

infetado com estirpes de Plasmodium falciparum sensível e resistente à cloroquina.  

O teste permitiu detetar a maturação do parasita em tempo real, o efeito inibitório de 

todos os fármacos testados, à exceção da pirimetamina, e ainda a resistência à 

cloroquina, em apenas 24 horas.  

A deteção por citometria de fluxo da despolarização resultante da presença de 

hemozoína, permitiu desenvolver um teste de sensibilidade alternativo, de fácil 

execução, que exige pouco equipamento, sem a necessidade de adição de reagentes 

e produz resultados rápidos e fiáveis. 

 

Palavras-chave: Plasmodium falciparum, resistência aos antimaláricos, teste de 

sensibilidade in vitro, citometria de fluxo, hemozoína. 
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Introdução 

 

1. Malária 

 

1.1. Panorama atual 

De acordo com o Relatório Mundial sobre a Malária de 2011, divulgado pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS), registaram-se 216 milhões de casos de 

malária em 2010 e estimou-se um número de 655 mil mortes, sendo as crianças 

africanas as principais vítimas. Atualmente, metade da população mundial reside em 

áreas com risco de transmissão de malária (99 países e territórios) 1. 

 

1.2. Ciclo de vida do agente causal 

 

A malária é causada por parasitas do género Plasmodium. Existem 5 espécies de 

Plasmodium capazes de infectar os humanos, nomeadamente Plasmodium falciparum; 

Plasmodium vivax; Plasmodium malariae; Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi, 

que são transmitidos através da picada de um mosquito do género Anopheles. 

O ciclo de vida do parasita inicia-se quando o mosquito injeta esporozoítos no corpo 

humano no momento da picada. Uma vez no sangue, os esporozoítos dirigem-se para 

o fígado, onde penetram nos hepatócitos e multiplicam-se. Com a lise destas células, 

há a libertação dos merozoítos para a corrente sanguínea que vão invadir  os 

eritrócitos. Dentro do eritrócito os parasitas maturam durante 48 horas (no caso de P. 

falciparum), onde passam por vários estádios, nomeadamente trofozoítos e 

esquizontes. Os parasitas mais maduros (esquizontes) vão acabar por lisar o eritrócito 

e libertar merozoítos que irão  invadir novos eritrócitos. Alguns dos parasitas não se 

desenvolvem em esquizontes, mas sim em gametócitos, que são as formas 

responsáveis pela transmissão ao mosquito vector. No Mosquito o parasita passa por 

diferentes fases de diferenciação e acaba nas glândulas salivares em forma de 

esporozoíto, pronto para iniciar um novo ciclo de infecção2. 
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Figura 1: Ciclo de vida do parasita. a) A Malária é causada pelo parasita Plasmodium, que é 
transmitido através da picada de um mosquito infetado. No corpo humano, o parasita primeiro 
multiplica-se no fígado e depois passa para a corrente sanguínea, onde infecta os eritrócitos. b) 
Dentro dos eritrócitos, o parasita possui um ciclo de 48 horas. Às 0h os merozoítos invadem o 
eritrócito; seguido pelo estádio em anel (1-24h), durante o estádio de trofozoito há a replicação 
do DNA e crescimento do parasita (24-36h), e por fim o estádio de esquizonte (36-48h) em que 
são formados os merozoítos que infetam novos eritrócitos. Uma pequena percentagem de 
parasitas diferencia-se em gametócitos (não ilustrado), que podem ser ingeridos pelo mosquito 
enquanto se alimenta de sangue humano. (Adaptado de Goldberg el al 2010)

3
. 

 

 

 

Hemozoína 
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Dentro dos eritrócitos, o parasita degrada a hemoglobina. Durante o processo de 

degradação forma-se heme livre  e este produto é tóxico para o parasita. Por 

conseguinte, no vacúolo digestivo do parasita ocorre um processo de destoxificação 

por polimerização, sendo o heme transformado em cristais de hemozoína4. O tamanho 

dos cristais de hemozoína depende do estádio de desenvolvimento do parasita, sendo 

a menor quantidade detetada nos trofozoítos e a maior quantidade detetada em 

esquizontes.  

Na figura 2 está ilustrado o ciclo de vida de P. falciparum  no eritrócito e o aumento 

associado do conteúdo em hemozoína. É possível também observar o aparecimento 

dos cristais de hemozoína como inclusões acastanhadas, nas imagens microscópicas 

dos eritrócitos parasitados5. 

 

 

Figura 2: Ciclo de vida eritrocitário do parasita Plasmodium falciparum. Relação entre o 

conteúdo em hemozoína e o estádio de desenvolvimento do parasita. (adaptado de Moore et al 

2006
5
) 

 

1.3. Tratamento 

 

O objetivo primário do tratamento da malária é garantir a eliminação rápida e completa 

do parasita, no sangue do doente. O objetivo do tratamento em termos de saúde 

pública é de reduzir a transmissão da infeção, ou seja, de reduzir o reservatório 
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infecioso e prevenir o aparecimento e propagação da resistência aos fármacos 

antimaláricos. Com esse objetivo, a OMS recomenda, atualmente, o tratamento de 

casos confirmados de Malária com terapias combinadas com artemisinina (ACT - 

“Artemisinin Combination Therapy”), de qualidade assegurada, por se tratar da melhor 

terapia disponível para curar a doença causada por Plasmodium falciparum, a espécie 

de Plasmodium mais letal6. 

 

A artemisinina e derivados são usados em combinação com outros antimaláricos, por 

possuírem um modo de ação rápido e serem rapidamente eliminados do organismo. 

Desta forma, outros antimaláricos com um tempo de semi-vida maior são utilizados em 

combinação para eliminar os parasitas residuais. Além disso, é menor a probabilidade 

de surgir uma mutação que produz resistência simultânea aos dois fármacos com 

modos de ação distintos7.  

 

1.4. História dos fármacos antimaláricos  

 

A malária é uma doença antiga e existem referências a febres periódicas 

características desta doença, desde o ano 2700 a.C.8. 

No século XVII, os Jesuítas espanhóis aprenderam com as tribos indígenas do Peru, 

as propriedades medicinais da casca de uma árvore peruana (Cinchona) e trouxeram 

para a europa a casca dessa árvore, que serviu como o primeiro medicamento contra 

as febres periódicas que eram prevalentes no continente. O composto ativo, hoje 

conhecido como o antimalárico quinina, foi isolado em 1820 por químicos franceses9. 

Durante a Segunda Guerra Mundial (1939-1945), as tropas americanas ficaram sem 

acesso à quinina e o número de vítimas da doença aumentou. Desta forma, os 

Estados Unidos da América remeteram este problema a uma grande equipa de 

investigação, que acabou por surgir com uma solução – a cloroquina – que havia sido 

inventada na Alemanha em 1934 por Hans Andersag10. A cloroquina foi utilizada como 

antimalárico até que surgiu a resistência do parasita ao composto em finais dos anos 

5011. E assim prosseguiu a busca por novos antimaláricos - os EUA desenvolveram a 

pirimetamina e mefloquina enquanto a artemisinina foi purificada na China. O valor 

medicinal da planta Qinghao (Artemisia) já havia sido descrito por Ge Hong no século 

IV, mas o composto ativo só foi isolado no início dos anos 70, através de um projeto 

secreto que surgiu da necessidade do governo Chinês tratar as suas tropas que se 

encontravam em combate na guerra do Vietnam12. Os derivados deste extrato, 

conhecidos como artemisininas, são atualmente os antimaláricos mais potentes e 

eficazes, especialmente em combinação com outros fármacos6. 
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1.5. Principais fármacos antimaláricos  

 

Os principais fármacos esquizonticidas sanguíneos utilizados no tratamento da malária 

são eficazes contra as formas eritrocitárias do parasita e podem ser agrupados em 

classes:  

 os inibidores de hemozoína, tais como as metanolquinolinas (quinina, 

mefloquina), as 4-aminoquinolas (cloroquina) e a lumefantrina. 

 os antifolatos, que interferem na síntese ou na ação do ácido fólico 

(sulfadoxina, pirimetamina), 

 endoperóxidos (artemisinina e derivados)13. 

 

O principal modo de ação das quinolinas parece estar relacionado com a acumulação 

destas bases fracas no vacúolo digestivo ácido do parasita e à ligação à 

ferriprotoporfirina-IX, inibindo o mecanismo de destoxificação do parasita, através do 

qual ele converte a ferriprotoporfirina-IX (um subproduto tóxico da degradação da 

hemoglobina) em hemozoína (um polímero não tóxico). A consequente acumulação de 

ferriprotoporfirina-IX dentro do vacúolo digestivo leva à morte do parasita14,15. 

 

Os fármacos considerados pertencentes à classe de inibidores de folatos, inibem 

enzimas da via biossintética dos folatos que resulta na diminuição da síntese de 

pirimidinas. Um exemplo deste tipo de fármaco é a pirimetamina, que funciona como 

inibidor da dihidrofolato redutase (DHFR) do plasmódio, bloqueando a biossíntese de 

purinas e pirimidinas, que são essenciais para a síntese de DNA e multiplicação 

celular. Isto conduz a uma falha de divisão nuclear, no momento da formação do 

esquizonte nos eritrócitos e fígado. O modo de ação da sulfadoxina é semelhante ao 

da pirimetamina, mas este atua inibindo a dihidropteroato sintetase (DHPS)16,17. 

 

O mecanismo de ação das artemisininas ainda não foi completamente esclarecido, 

mas vários estudos mostram que a ponte de endoperóxido das artemisininas pode ser 

clivada pela redução com o ião ferroso presente no grupo heme da hemoglobina ou de 

origem exógena. Esta clivagem forma um ou mais radicais livres que podem alquilar 

ou modificar covalentemente proteínas dos parasitas18. Outras evidências indicam que 

o mecanismo de ação é semelhante ao das quinolinas, onde os fármacos acumulam-

se no vacúolo digestivo do parasita e interferem na formação da hemozoína19. 
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1.6. Resistências 

 

A resistência aos fármacos antimaláricos é definida pela OMS, como a capacidade de 

uma estirpe do parasita de sobreviver e/ou multiplicar-se, apesar da administração e 

absorção de um fármaco antimalárico na dose normalmente recomendada20. 

Uma ameaça eminente ao controlo da malária é o surgimento de parasitas resistentes 

aos fármacos antimaláricos. A resistência tem sido documentada em todas as classes 

de antimaláricos, incluindo a artemisinina. 

Em finais dos anos 50, surgem focos de resistência à cloroquina na Colômbia e na 

fronteira Camboja-Tailândia. A terapia baseada em pirimetamina/sulfadoxina foi 

introduzida em meados dos anos 60, e rapidamente surgiu a resistência na fronteira 

Camboja-Tailândia. Nesta região também já foram registados casos de resistência a 

outros fármacos, tais como, a quinina em meados dos anos 60 e a mefloquina nos 

anos 8021. 

A OMS em 2005, através do relatório “WHO report on Susceptibility of Plasmodium 

falciparum to antimalarial drugs”, começou a chamar a atenção para o perigo de 

resistência à artemisinina. Existem referências de resistência à artemisinina em 

Plasmodium falciparum, na fronteira Camboja-Tailândia22-24. 

 

O aparecimento de resistência resulta de alterações genéticas que produzem 

mutações espontâneas dando origem a estirpes resistentes do parasita. Num meio 

contendo fármaco em doses subterapêuticas, os parasitas susceptíveis são eliminados 

e o parasita resistente sofre um processo de seleção, passando a ser transmitido e 

havendo assim a propagação de resistência6. 

 

São vários os fatores que levam à resistência, ou seja, considera-se que resulta de 

uma interação dos padrões de uso dos medicamentos, das características intrínsecas 

do fármaco, da imunidade do hospedeiro e das características do parasita, do vetor e 

do meio ambiente21. Mas a pressão dos fármacos, tem sido identificada como o 

principal fator, isto é, a seleção de estirpes resistentes pode acontecer com o uso 

inadequado do fármaco ou quando é utilizado extensivamente como monoterapia25. 

 

1.7. Mecanismos de resistência 

 

A resistência aos fármacos antimaláricos é geralmente um resultado de alterações na 

acumulação ou efluxo do fármaco (resistência à cloroquina, amodiaquina, quinina, 

mefloquina, halofantrina), ou da redução da afinidade do fármaco em relação ao alvo, 
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resultante de mutações pontuais nos genes que codificam o alvo (a resistência à 

pirimetamina, cicloguanilo, sulfonamida) 26. 

 

Os mecanismos bioquímicos da resistência estão melhor descritos para a cloroquina e 

para a combinação de antifolatos. 

A análise por abordagens moleculares demonstrou que a redução da concentração de 

cloroquina intracelular no vacúolo digestivo do parasita é uma característica comum de 

estirpes resistentes. Este fenótipo está correlacionado com a presença de mutações 

nos genes que codificam para transportadores membranares no parasita, tais como, o 

gene pfcrt que codifica uma proteína denominada por “cloroquine resistance 

transporter” (PfCRT) e o gene pfmdr1 que codifica a proteína “multidrug resistance” 

(PfMDR1). A resistência à pirimetamina e sulfadoxina surgiu pela acumulação de 

mutações nos genes dhfr e dhps. Ou seja, a resistência aos inibidores das proteínas 

DHFR (que é codificada pelo gene dhfr) e DHPS (codificada pelo gene dhps) é 

conferida por mutações nos genes que codificam para as respetivas enzimas13,17. 

 

A resistência às artemisininas é um tema atual e em debate. De facto, o primeiro 

relatório da sua possível existência é muito recente (Dondorp 2009)46, onde esta 

resistência é definida por um aumento do tempo de “clearance” do parasita. Neste 

estudo, Dondorp et al documentaram tempos prolongados de “clearance” da 

parasitémia de 84 horas em Pailin no Camboja ocidental, em comparação com o 

tempo médio de “clearance” de 48 horas na fronteira ocidental da Tailândia.  

O fenótipo resistente detetado no oeste do Camboja não está relacionado com 

qualquer polimorfismo nos marcadores estabelecidos de resistência aos fármacos. 

Curiosamente, ao realizarem-se testes de sensibilidade in vitro com os parasitas que 

possuem um tempo de “clearance” mais lento in vivo, foram obtidos resultados que 

praticamente não revelaram nenhuma alteração do IC50 (concentração de inibição de 

50%) in vitro27. Portanto, os testes in vitro disponíveis atualmente parecem não ser 

capazes de detetar esta resistência.  

Assim, ainda não são conhecidos os mecanismos de resistência à artemisinina e, 

consequentemente, não estão disponíveis marcadores moleculares específicos para a 

deteção da resistência à artemisinina.  
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1.8. Implicações/Consequências da resistência 

 

Plasmodium falciparum já desenvolveu resistência a quase todos os antimaláricos 

disponíveis e o desenvolvimento de novos antimaláricos é um processo mais moroso 

do que o desenvolvimento de resistência pelo parasita. A resistência disseminada à 

cloroquina é particularmente preocupante em África, visto existirem poucas 

alternativas à mesma que sejam seguras e economicamente acessíveis. A 

artemisinina é a última alternativa segura à terapia e o surgimento de resistência a 

este composto seria uma ameaça não só para a eliminação da malária, como 

aumentaria o índice de mortalidade infantil em África28. 

 
1.9. Deteção de resistência  

 

Existem vários métodos de monitorização da resistência aos fármacos antimaláricos 

que incluem testes in vivo e in vitro e, mais recentemente, os marcadores moleculares. 

O primeiro protocolo para monitorizar a eficácia dos fármacos antimaláricos in vivo foi 

formulado por um grupo científico da OMS, em 1964. 

Os testes in vivo consistem no tratamento, com concentrações de fármaco 

conhecidas, de um grupo de indivíduos parasitados e sintomáticos. O protocolo sofreu 

alterações ao longo dos anos,  baseando-se atualmente no acompanhamento dos 

doentes por um período de 28 dias ou até 42 dias quando são aplicados 

medicamentos com maiores tempos de semi-vida.  

A longa duração do teste é uma condição desvantajosa, uma vez que dificulta o 

acompanhamento do doente29. 

O método de cultura contínua de Plasmodium falciparum, desenvolvido por Trager e 

Jensen em 1976, permitiu que surgissem alternativas ao teste in vivo30. 

Surgem então os testes da sensibilidade de parasitas da malária in vitro. Estes 

permitem uma exclusão quase completa de fatores relacionados com o hospedeiro, 

tais como, a imunidade do hospedeiro ou diferenças na absorção e metabolismo do 

fármaco. Os resultados dos testes in vitro proporcionam uma compreensão mais 

objetiva da sensibilidade ao fármaco (os resultados são quantitativos), não oferecem 

risco para o doente e podem ser aplicados para a avaliação da atividade antimalárica 

de novos compostos31. 

 

Os ensaios in vitro baseiam-se na inibição do crescimento e desenvolvimento de 

parasitas da malária sob diferentes concentrações de um determinado fármaco por 

comparação ao controlo sem fármaco. O microteste in vitro da OMS baseia-se na 
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contagem dos parasitas que se desenvolvem em esquizontes, enquanto que o ensaio 

isotópico baseia-se na medição da quantidade de hipoxantina radiomarcada, um 

precursor do DNA que é incorporado nos parasitas. Existem outros testes 

colorimétricos que permitem testar parasitémias: o ensaio enzimático da lactato 

desidrogenase do parasita (pLDH), o ensaio baseado em ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) da lactato desidrogenase do parasita e o ensaio da proteína 

rica em histidina II (HRP II). 

 

Tabela 1: Comparação entre os testes mais comuns de sensibilidade in vitro de 
Plasmodium falciparum * 

 

Microteste da OMS 
Ensaio 

isotópico 

Ensaio 
enzimático 

pLDH 

Ensaio do  
HRP II 

Parasitémia 
mínima inicial 

Reduzida Moderada Elevada Reduzida 

Tempo de cultura 24 - 30 h 48 h (até 72 h) 48 h 48 - 72 h 

Avaliação da 
inibição do 
crescimento 

Microscopia (maturação 
do esquizonte) 

Incorporação de 
precursores 

radiomarcados 

Atividade 
enzimática de 

pLDH 
ELISA 

Necessidades em 
equipamento 

Reduzidas 
(microscópio) 

Elevadas 
(contador de 
cintilação) 

Moderada (leitor 
de microplacas) 

Moderada (leitor 
de microplacas 

de ELISA) 

Quantidade de 
trabalho envolvida 

Elevada Reduzida Reduzida Reduzida 

*(adaptado de Noedl, 2003)
31

 

 

Atualmente, a resistência aos fármacos pode também ser confirmada através de 

técnicas moleculares. Os métodos moleculares para monitorização de resistências 

baseiam-se na identificação de mutações genéticas relacionadas com a resistência ao 

fármaco antimalárico no genoma do parasita. São polimorfismos em determinados 

genes de Plasmodium falciparum (pfcrt, pfmdr1, dhfr e dhps) que originam a 

resistência aos fármacos (como descrito em 1.7) e que são detetados por polymerase 

chain reaction. 

Este método exibe vantagens em relação aos métodos in vitro, tais como, a 

possibilidade de se analisar vários isolados num curto espaço de tempo e as amostras 

poderem ser coletadas em papel de filtro, o que facilita o transporte e 

armazenamento29,31. 

 

Contudo, os testes in vitro e moleculares também possuem limitações.  

O microteste da OMS trata-se de um ensaio extremamente trabalhoso, uma vez que 

exige a contagem microscópica de esquizontes em lâminas de gota espessa, logo, 
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requer pessoal altamente qualificado de forma a diminuir a variabilidade na contagem 

dos parasitas31. 

O ensaio isotópico possui como desvantagens a necessidade de equipamento mais 

dispendioso e a manipulação de material radioativo, que requer um sistema de 

desperdícios e cuidados de manipulação especiais. Apesar do ensaio isotópico ser 

considerado o método de referência para os testes de sensibilidade, dificilmente é 

aplicável em países onde a malária é endémica31,32. 

 

Para os ensaios enzimáticos e baseados em ELISA, há  a necessidade de reagentes 

que acabam por tornar o teste dispendioso, para além de requerem muito tempo para 

a obtenção do resultado33. 

 

Quanto aos métodos moleculares, a principal desvantagem é o fato dos marcadores 

moleculares de resistência do P. falciparum estarem somente disponíveis para um 

número limitado de fármacos: cloroquina, pirimetamina, cicloguanilo, sulfadoxina e 

atovaquona. Mais pesquisas serão necessárias para se identificarem os genes 

envolvidos na resistência a outros fármacos, em particular à artemisinina29,31. 

 
1.10. Citometria de fluxo 

 

O uso da citometria de fluxo, juntamente com a utilização de fluoróforos específicos de 

DNA, tem sido descrito como uma técnica alternativa aos testes de sensibilidade aos 

antimaláricos, uma vez que permite obter resultados quantitativos, mais rápidos e 

reprodutíveis34. 

 

A citometria de fluxo pode ser usada para a identificação de determinadas células em 

suspensão, permitindo a sua diferenciação relativamente ao tamanho, granularidade, 

intensidade de fluorescência e ainda pela despolarização, possuindo a vantagem de 

fornecer mais informações sobre o crescimento e desenvolvimento do parasita da 

malária do que qualquer outro método atualmente disponível35. 

 

Em citometria de fluxo, os eritrócitos (marcados ou não com um corante fluorescente) 

passam por um feixe de luz, que origina a dispersão de luz e a emissão de 

fluorescência. 
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1.10.1. Forward scatter e side scatter 

Os eritrócitos em suspensão fluem célula a célula e vão passando através do feixe de 

luz que consequentemente é dispersado em diferentes ângulos. Os detetores vão 

receber a luz que sofre dispersão na direção frontal (forward scatter ou FSC) e a luz 

que é desviada (side scatter ou SSC) pela célula. A luz dispersada revela informações 

sobre a dimensão celular com o FSC e a granularidade da célula com o SSC36. 

 

1.10.2. Fluorescência  

Os corantes fluorescentes constituem uma ferramenta adicional para o estudo de uma 

população celular. O feixe de luz também excita fluorocromos, que absorvem a luz do 

laser e emitem fluorescência a comprimentos de onda mais longos. 

Para analisar o crescimento do parasita, neste estudo utilizou-se o corante SYBR® 

Green I por se tratar de um agente intercalante (permeável à membrana), fluorescente 

quando ligado ao DNA em cadeia dupla37. 

O complexo DNA-SYBR Green apresenta um pico de absorção a 498 nm e um pico de 

emissão de fluorescência a 522 nm, que corresponde à zona verde do espectro (ver 

figura 3). 

 
Figura 3: Espectro de excitação e emissão de fluorescência do corante SYBR® Green ligado 
ao DNA. (adaptado de Molecular Probes, 2006)

38
 

 

 
 
1.10.3. Deteção do pigmento malárico por citometria de fluxo  

 

Quando a hemoglobina é degradada pelo parasita, liberta-se heme e por este 

composto ser tóxico, o parasita transforma-o em hemozoína. A hemozoína é um cristal 

birrefringente, ou seja, é capaz de desviar um plano de luz polarizada. Esta 

propriedade da hemozoina foi utilizada pela primeira vez no diagnóstico de malária por 

citometria, através da deteção da despolarização em leucócitos de doentes 

infetados39. 
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No seguimento desse estudo, um outro foi efetuado em modelos animais (ratinhos 

infetados com Plasmodium berghei) e demonstrou-se que a deteção de hemozoína 

por citometria pode estabelecer a base de um teste de sensibilidade, uma vez que, a 

presença de hemozoína no interior dos parasitas que infetam eritrócitos, pode ser 

detetada por citometria de fluxo. Isto permite detetar eritrócitos infetados e diferenciar 

os estádios de maturação do parasita40. 

 

Portanto, uma nova etapa do estudo passa por desenvolver um método que seja 

aplicável à pesquisa de sensibilidade aos fármacos antimaláricos em humanos. 

 

 

Objetivo 

 

Este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de um teste de sensibilidade 

alternativo para Plasmodium falciparum, com base na deteção por citometria de fluxo 

de hemozoína em eritrócitos infetados. 

Neste sentido, dando sequência à pesquisa preliminar realizada em modelos animais 

(ratinhos), a fase seguinte contempla a extensão do estudo a espécies de Plasmodium 

responsáveis por infeções em humanos. Para tal, pretende-se avaliar o efeito inibitório 

de diferentes fármacos antimaláricos em culturas contínuas de Plasmodium 

falciparum, através da deteção de eritrócitos infetados com parasitas contendo 

hemozoína. 

  



 

13 
 

Material e Métodos 

 

1. Soluções 

 

O meio utilizado na cultura in vitro de Plasmodium falciparum é denominado de 

Malaria Complete parasite Medium (MCM). A 500 mL do meio comercial líquido RPMI 

1640 (Life Technologies, Madrid, Espanha) são adicionados 12 mL de tampão HEPES 

1M (Life Technologies, Madrid, Espanha), 5 mL de L-glutamina 200 mM (Sigma-

Aldrich, Sintra, Portugal), 500 µL de Gentamicina  500 mg/ml (Invitrogen, Madrid, 

Espanha) e 50 mL de solução de Albumax 10x (Life Technologies, Madrid, Espanha). 

A solução de Albumax 10x é preparada num volume final de 500 mL onde se 

dissolvem 2,98 g de HEPES (VWR, Carnaxide, Portugal), 1,67 g de bicarbonato de 

sódio (Sigma-Aldrich, Sintra, Portugal), 1 g de glicose (Sigma-Aldrich, Sintra, Portugal), 

0,1 g de hipoxantina (Sigma-Aldrich, Sintra, Portugal) e 25 g de  ALBUMAX II (Life 

Technologies, Madrid, Espanha), com pH ajustado a 7,2-7,4 e esterilizada por filtração  

(filtro com poro de 0,22 µm). 

PBS 1x (Phosphate Buffered Saline – 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4 e 2 

mM KH2PO4) é a solução utilizada para diluir as amostras antes da sua análise no 

citómetro de fluxo. Esta solução é feita a partir de uma diluição de 1:10 da solução 

comercial PBS  10x (Life Technologies, Madrid, Espanha).  

 

2. Estirpes de Plasmodium falciparum 

 

Para este estudo usaram-se duas estirpes de Plasmodium falciparum adaptadas a 

culturas contínuas: uma estirpe sensível a todos os fármacos (3D7) e uma resistente à 

cloroquina (Dd2). Ambas as estirpes foram obtidas a partir do Malaria Research and 

Reference Reagent Resource Center (MR4). 

 

2.1. Cultura de Plasmodium falciparum na fase eritrocitária assexuada 

 

Culturas contínuas das estirpes de P. falciparum acima referidas (3D7 e Dd2) foram 

estabelecidas para, posteriormente, serem utilizadas nos testes de sensibilidade aos 

antimaláricos. Para isso, amostras de eritrócitos infetados com P. falciparum, 

previamente congeladas a -80 oC, foram descongeladas à temperatura ambiente. 

Procedeu-se a uma lavagem desses eritrócitos com soluções de NaCl a 12% e 1,6% 

(onde ficam retidos os resíduos da solução crioprotectora). De seguida, fez-se outra 

lavagem com RPMI. Retirou-se o sobrenadante e adicionou-se eritrócitos não 
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infetados até perfazer um volume final de 0.5 mL de eritrócitos. Ressuspendeu-se o 

volume final de eritrócitos em 9.5 ml de meio MCM para que o hematócrito final da 

cultura ficasse a 5 %. Transferiu-se a suspensão para um frasco de cultura de 25 cm2 

e colocou-se a incubar a 37ºC e a uma atmosfera contendo 5% de CO2. Os eritrócitos 

não infetados, provenientes de um dador saudável, foram fornecidos pelo Instituto 

Português do Sangue. Estes são lavados três vezes com RPMI antes de serem 

usados e são armazenados a 4 ºC por um período máximo de 7 dias. 

As culturas contínuas de P. falciparum foram mantidas a parasitémias (percentagem 

de eritrócitos infetados) inferiores a 2% e a um hematócrito de 5%. O meio de cultura 

foi substituído diariamente.  

Para avaliar o crescimento da cultura foram calculadas diariamente as respetivas 

parasitémias. Para isso esfregaços de sangue foram corados pelo método de 

coloração de Giemsa. O esfregaço depois de seco foi fixado em metanol a 100% 

(Merck, Lisboa, Portugal) e corado durante 20 minutos com solução de Giemsa 

(Merck, Lisboa, Portugal) diluída 10 vezes em PBS 1x. A parasitémia foi calculada 

num microscópio óptico (ampliação 1000X): nº de eritrócitos infectados/nº de 

eritrócitos totais, em 10 campos (o resultado é expresso em %). 

 

2.2. Sincronização da cultura 

 

Para obter um predomínio de formas jovens na cultura contínua, recorreu-se ao 

protocolo de sincronização utilizando uma solução de D-sorbitol (Sigma-Aldrich, Sintra, 

Portugal) a 5%. Aos eritrócitos infetados que se encontravam em cultura (que 

correspondem a 0.5 mL de uma cultura de 10 mL) foram adicionados 10 mL de sorbitol 

a 5%. Incubou-se, à temperatura ambiente, durante 10 minutos. Depois fizeram-se 

duas lavagens com RPMI 1640, centrifugando a suspensão a 1800 rpm durante 5 

minutos. Após as lavagens, o volume de eritrócitos foi medido e transferido para um 

frasco de cultura com 9.5 mL de MCM. Visto que este procedimento lisa os eritrócitos 

infetados com parasitas mais maduros, por vezes foi necessário adicionar eritrócitos 

não infetados para que o volume final de eritrócitos fosse de 0.5 mL e, 

consequentemente, para que o hematócrito se mantivesse a 5%. 

 

3. Testes de sensibilidade 

 

Neste trabalho, utilizaram-se culturas sincronizadas na fase de trofozoíto imaturo das 

estirpes 3D7 e Dd2 de P. falciparum e testou-se a sensibilidade destas duas estirpes a 
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diferentes antimaláricos. O crescimento do parasita foi monitorizado por citometria de 

fluxo, através da deteção da despolarização (detecção da hemozoína) e detecção da 

fluorescência emitida (DNA marcado com SYBR® Green). Os resultados obtidos foram 

comparados com o método de referência baseado no teste ELISA HRP II (Histidine 

Rich Protein II). 

 

3.1. Preparação dos fármacos 

 

Soluções aquosas foram preparadas a partir dos fármacos em pó. Os antimaláricos 

utilizados para os testes foram: cloroquina difosfato, dicloridrato de quinina, 

pirimetamina, artemisinina, artesunato, dihidroartemisinina (Sigma-Aldrich, Sintra, 

Portugal) mefloquina (Roche, Amadora, Portugal) e lumefantrina (Novartis, Sintra, 

Portugal). Para preparar as soluções stock, a cloroquina foi solubilizada em água, o 

artesunato em etanol a 70%, a pirimetamina e lumefantrina em etanol absoluto, a 

quinina, artemisinina e a dihidroartemisinina em metanol puro. Prepararam-se 

soluções intermediárias e a partir destas obtiveram-se as soluções de trabalho, 

através de diluições seriadas da respetiva solução intermediária em meio MCM. As 

soluções de trabalho foram preparadas com o dobro da concentração das 

concentrações finais pretendidas. 

As concentrações finais de cada um dos fármacos foram: 

 Cloroquina – 6; 12; 25; 50; 100; 200 nM 

 Quinina – 3; 12; 50; 200; 800 nM 

 Mefloquina – 10; 20; 40; 80; 160 nM 

 Lumefantrina – 1,25; 5; 20; 80 nM 

 Pirimetamina – 12; 25; 50; 100; 200 nM 

 Artemisinina – 4; 8; 16; 32; 64 nM 

 Artesunato – 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 nM 

 Dihidroartemisinina – 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 nM 

 

3.2. Ajuste das condições de cultura 

 

Para a realização dos testes de sensibilidade por citometria de fluxo, foram definidas 

como condições iniciais de crescimento in vitro, 1% parasitémia e 2,5% de 

hematócrito. As culturas foram previamente sincronizadas (como descrito no ponto 

2.2), sendo que só as formas mais jovens do parasita estavam presentes. 
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3.3. Teste de sensibilidade in vitro baseado na deteção de hemozoína por 

citometria 

 

3.3.1. Equipamento 

As amostras foram analisadas no citómetro de fluxo CyFlow® SL (Partec, Münster, 

Alemanha) equipado com um laser azul de 488 nm, detetores forward scatter (FSC), 

side scatter (SSC 1v), fluorescência verde FL1 (527/30 Band Pass) e fluorescência 

vermelha FL3 (630 nm Long Pass).  

Uma das propriedades da luz laser é a polarização vertical (v), ou seja, no feixe do 

laser emitido, as ondas propagam-se paralelas a um mesmo plano vertical. A luz 

verticalmente polarizada propaga-se através de um filtro de polarização vertical e é 

detetada em SSC 1v.  

Os eritrócitos infetados com parasitas contêm hemozoína e uma vez que a hemozoína 

é um cristal que possui a propriedade de refratar a luz incidente, a propagação das 

ondas passa a ser horizontal (sofrem um desvio angular de 90º). Portanto, foi 

adaptado um segundo filtro de polarização horizontal (h) que permite detetar o SSC 

despolarizado (SSC 2h), utilizado para  detetar a luz que se propaga horizontalmente. 

Para tal, utilizou-se um “beam splitter” que reflete 50% da luz transmitida para um filtro 

polarizador horizontal que foi colocado perpendicularmente à direção de polarização 

da luz vinda da fonte.  
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Figura 4: Configuração óptica do citómetro para permitir a deteção da despolarização. 
Permite a deteção de tamanho (FSC), granularidade (SSC 1v), fluorescência verde (FL1), 
fluorescência vermelha (FL3) e despolarização (SSC 2h). DM = espelho dicróico; BP = filtro 
bandpass; LP = filtro longpass. (Adaptado de Frita et al. 2011)

40
. 

 

 

3.3.2. Ensaio 

 

Para o ensaio, centrifugou-se a cultura, removeu-se o sobrenadante e fez-se uma 

diluição dos eritrócitos (1:20) em MCM, para ajustar o hematócrito a 5%. Adicionou-se 

então à microplaca de 24 poços (VWR, Carnaxide, Portugal), iguais volumes de 

suspensão de sangue da cultura sincronizada e suspensão dos diversos antimaláricos 

com diferentes concentrações (cada concentração é testada em triplicado). Colocou-

se a microplaca a incubar a 37ºC numa atmosfera de 5% CO2, durante 48 horas (ciclo 

de vida do parasita). Em alguns casos a incubação prolongou-se até às 72 horas. 
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Nesse período foram efetuadas medições no citómetro de fluxo em intervalos de 6 

horas. Para cada medição, 5 µL da amostra presente nos poços foi corada com 

SYBR® Green I 1x (Molecular Probes, Sigma-Aldrich, Sintra, Portugal) e 

posteriormente ressuspendeu-se em 900 µL de PBS 1x e analisaram-se as amostras 

no citómetro de fluxo. 

 

3.3.3.  Monitorização da parasitémia através da deteção de fluorescência por 

citometria – SYBR® Green I 

 

Para identificar os eritrócitos infetados usou-se o  SYBR® Green I, de modo a  marcar 

o DNA do parasita.  

Fez-se uma diluição de 1:10 000 da solução stock de SYBR® green I em PBS a 1x. As 

amostras dos poços foram incubadas durante 20 minutos antes de cada aquisição no 

citómetro, como descrito anteriormente. 

 

3.4. Teste de sensibilidade baseado no ensaio de HRP II 

 

3.4.1. Revestimento das placas com anticorpo primário 

 

O primeiro passo foi revestir placas de ELISA de 96 poços do tipo “high binding” 

(VWR, Carnaxide, Portugal) com 100 µL de uma solução a 1,0 µg/mL do anticorpo 

primário IgM anti-HRP II (MPFM-55A, Immunology Consultants Laboratories, Newberg, 

OR, USA) e incubou-se a 4ºC durante a noite. Descartou-se o conteúdo da placa, 

adicionou-se 200 uL de solução de bloqueio por poço, que consiste numa solução de 

albumina de soro bovino a 2% (Sigma-Aldrich, Sintra, Portugal) em PBS 1x, incubou-

se à temperatura ambiente durante 2 horas, descartou-se e secou-se a placa. Após a 

incubação à temperatura ambiente, as placas foram lavadas três vezes com uma 

solução de PBS-Tween [0,05% de Tween 20 (Sigma-Aldrich, Sintra, Portugal) em 

PBS]. Selaram-se hermeticamente as placas em sacos plásticos e congelou-se a -

20ºC. 

 

3.4.2. Realização de ELISA-HRP II 

 

Suspensões de sangue infetado, com uma parasitémia de 0,05% e um hematócrito de 

1,5%, foram incubadas com os diferentes fármacos durante 72 horas, numa placa de 

96 poços (VWR, Carnaxide, Portugal). Ao fim deste tempo, congelou-se e 

descongelou-se duas vezes a placa de forma a obter uma hemólise completa. Depois, 
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100 µL de cada lisado foram transferidos para as placas préviamente revestidas com 

anticorpo primário. Após uma hora de incubação à temperatura ambiente, as placas 

foram lavadas três vezes com uma solução de PBS-Tween. Após as lavagens, 

adicionou-se 100 µL do anticorpo conjugado MPFG-55P (Immunology Consultants 

Laboratories, Portland, OR, E.U.A.) a cada poço, as placas foram incubadas durante 

uma hora e lavadas três vezes com solução PBS-Tween. Finalmente, adicionou-se a 

cada poço, 100 µL da solução cromogénea Tetrametilbenzidina (Biotrend, 

Cantanhede, Portugal) e incubou-se no escuro durante 5 a 10 minutos. As reacções 

foram paradas com ácido sulfúrico (VWR, Carnaxide, Portugal) 1 M. Fez-se a leitura 

das absorvâncias das placas a 450 nM, utilizando o leitor de placas de ELISA Infinite 

M200 (Tecan, Männedorf, Suiça)33. 

 

 

Figura 5: Diagramas dos procedimentos  para a realização dos ensaios baseados na 

deteção de hemozoína por citometria de fluxo (A) e no método de ELISA-HRP II (B). 
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3.5. Análise de resultados 

 

3.5.1. Análise de resultados no software FlowJo 

Os resultados da citometria de fluxo foram analisados com o programa FlowJo 9.5.2 

(Tree Star Inc. Ashland, OR). A população de eritrócitos de interesse foi selecionada 

pelo tamanho (FSC) e granularidade (SSC) característicos. A partir desta população 

selecionou-se a subpopulação de células que despolarizam (através da análise do 

SSC normal versus SSC despolarizado) e a subpopulação de células com 

fluorescência. Para cada ensaio foram incluídos controlos negativo (eritrócitos não 

parasitados) e positivo (ausência de fármaco).  

 

3.5.2. Cálculo do IC50 

A sensibilidade ao fármaco foi expressa como a concentração de fármaco que resultou 

numa inibição de 50% do crescimento do parasita (IC50), ou seja, uma inibição de 50% 

em comparação com os poços de controlo sem o fármaco e foi determinado 

graficamente por interpolação logarítmica de curvas sigmoidais de dose-resposta. 

Para tal foi utilizado o programa Sigma-Plot 11.0. 

 

4. Ética 

 

Este projeto foi submetido à Comissão de Ética da Faculdade de Medicina da 

Universidade de Lisboa, que emitiu um parecer favorável no dia 3 de Março de 2010. 
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Resultados 

 

1. Citometria de fluxo 

Para analisar os resultados foi necessário adotar uma estratégia de seleção de janelas 

(gates) que incluiram os eventos de interesse. A figura 6 representa a  sequência de 

gates que incluem as subpopulações celulares. No gráfico A (Dot-plot), através da 

distribuição por tamanho e granularidade (FSC x SSC), são selecionadas as células 

eritrocitárias totais. A partir deste gate selecionamos os eritrócitos que despolarizam 

(com conteúdo de hemozoína) e os eritrócitos marcadas com SYBR® Green (DNA).  

 

 

Figura 6: Seleção dos gates numa amostra não infectada às zero horas de incubação.  A) 
gate com a percentagem total de eritrócitos no dot-plot que relaciona tamanho (FSC) e 
granularidade (SSC). A-1) gate da percentagem de eritrócitos que emitem fluorescência no dot-
plot que relaciona as fluorescências (FL1 x FL3). A-2) gate com a percentagem de eritrócitos 
que despolarizam no dot-plot que relaciona granularidade (SSC 1v) e despolarização (SSC 2h). 
Os eventos marcados a verde em A-1 e A-2, representam as células que são SYBR Green 
positivas. 
 

 A partir da amostra não infetada selecionamos o gate dos eventos que despolarizam 

(eritrócitos com conteúdo em hemozoína) que nos permitiu avaliar o grau de 
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maturação dos parasitas ao longo da experiência, uma vez que as formas imaturas 

não possuem hemozoína ou possuem em menor quantidade em comparação com as 

formas mais maduras.  O gate dos eventos que fluorescem (eritrócitos com conteúdo 

em DNA) também é desenhado a partir da amostra não infetada e permite avaliar a 

parasitémia (percentagem de eritrócitos infetados sobre o total de eritrócitos) das 

amostras. Com o gate que delimita os eventos marcados com SYBR® Green, 

podemos observar que mesmo a amostra não infetada possui um background de 

fluorescência (figura 6. A-1). 

Os mesmos gates que foram delineados para a amostra não infetada, são aplicados a 

todas as outras amostras analisadas (figura 7 e 8). 

 

 

Figura 7: Gates aplicados a uma amostra infetada sem adição de fármaco, às zero horas 
de incubação. Os mesmos gates delineados para a amostra não infetada são aplicados às 
restantes amostras, nos diferentes tempos de incubação. B-1) gate com a percentagem de 
eritrócitos que emitem fluorescência. B-2) gate com a percentagem de eritrócitos que 
despolarizam. Os eventos marcados a verde em B-1 e B-2, representam as células que são 
SYBR Green positivas. 

 

 



 

23 
 

 
Figura 8: Amostra infetada sem adição de fármaco, às 24 horas de incubação. C-1) gate 
com a percentagem de eritrócitos que emitem fluorescência. C-2) gate com a percentagem de 
eritrócitos que despolarizam. Os eventos marcados a verde em C-1 e C-2, representam as 
células que são SYBR Green positivas. 

 
No inicio da experiência (às zero horas de incubação), não existe uma diferença 

notável entre as percentagens de eritrócitos que despolarizam numa amostra não 

infetada (figura 6. A-2) e outra infetada (figura 7. B-2). Isto deve-se ao facto de no 

início da experiência, a amostra infetada possuir parasitas sob a forma imatura em 

anel, cujo pigmento malárico não está formado. A diferença entre as duas amostras é 

só em termos de percentagem de eventos fluorescentes. Na amostra infetada, das 0 

às 24 horas de incubação, é possível observar o aumento da despolarização com 

maturação do parasita (figura 8. C-2), enquanto o valor da fluorescência mantém-se o 

mesmo (figura 8. C-1).  

 

As análises foram realizadas em intervalos de tempo de 6 horas, durante 48 a 72 

horas. Durante um ciclo de vida intra-eritrocítico de P. falciparum (48 horas), em 

cultura sincronizada, observa-se um aumento da despolarização entre as 18 horas e 

as 30 horas de incubação (figura 9), que corresponde ao desenvolvimento do parasita 

de trofozoíto imaturo (estádio em anel) a esquizonte, ou seja, há a formação de 
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hemozoina. A partir das 30 horas o valor da despolarização começa a decrescer 

porque o parasita replica, o que é confirmado pelo aumento do valor da fluorescência 

(eventos marcados com SYBR® Green).  

 

A partir das células SYBR® Green positivas, incluídas no gate do gráfico relativo às 

fluorescências (FL1 x FL3), foi possível também observar a sua distribuição 

relativamente aos parâmetros de granularidade e despolarização (SSC 1v x SSC 2h). 

Às zero horas de incubação, as células com fluorescência verde encontravam-se 

todas fora do gate da despolarização (ver imagem 7. B-2), mas com o decorrer da 

experiência, as células que emitiam fluorescência eram as mesmas que 

despolarizavam (ver imagem 8. C-2). 

 

 

Figura 9: Variação dos valores da despolarização e fluorescência para uma amostra 
infectada sem adição de fármaco, durante o período de incubação. 
 

 

1.1 Teste de sensibilidade  

 

Através da técnica de citometria de fluxo, com a deteção simultânea da despolarização 

e da fluorescência, foi possível observar o grau de inibição de crescimento de 

Plasmodium falciparum sob a acção de  determinados fármacos com  diferentes 

concentrações, o que por sua vez permitiu calcular a  concentração necessária para 

inibir 50% dos parasitas (IC50). 

Os resultados estão ordenados de acordo com as diferentes classes de antimaláricos.  
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1.1.1 Fármacos inibidores da síntese de hemozoína 

 

Para os fármacos derivados de quinolinas, somente é apresentado o gráfico de 

cloroquina, visto os gráficos relativos à mefloquina, quinina e lumefantrina serem 

relativamente semelhantes. 

Na figura 10 podemos observar, na amostra incubada sem fármaco, que o parasita 

começa a desenvolver o pigmento a partir das 12 horas de incubação (trofozoito), 

atingindo o máximo da despolarização às 30 horas (esquizonte). A partir desse ponto, 

os parasitas iniciam a replicação e a despolarização começa a decair até às 48 horas. 

A seguir às 48 horas, inicia-se um novo ciclo e a despolarização volta a aumentar com 

a maturação dos parasitas. As amostras incubadas com fármacos em concentrações 

subinibitórias (cloroquina a 6 e 12 nM) acompanham a curva da amostra sem fármaco. 

Já as amostras que sofreram inibição do crescimento (com cloroquina em 

concentrações a partir de 25 nM), não acompanham a curva normal da amostra sem 

fármaco, mantendo sempre a despolarização inicial. 

 

 

Figura 10: Curva de deteção da despolarização durante a incubação da estirpe 3D7 de P. 
falciparum com o fármaco cloroquina (CQ) a diferentes concentrações. A cultura 
sincronizada foi incubada durante 48 horas e foram realizadas medições em intervalos de 6 
horas.  
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Figura 11: Curva de detecção da fluorescência do SYBR® Green durante a incubação da 
estirpe 3D7 de P. falciparum com o fármaco cloroquina (CQ) a diferentes concentrações. 
  
 

Também foi testada a estirpe resistente à cloroquina (Dd2), com as mesmas 

concentrações usadas para a estirpe sensível. Para todas as concentrações observou-

se um crescimento idêntico à amostra incubada sem fármaco. 

 

 

Figura 12: Curva de deteção da despolarização durante a incubação da estirpe Dd2 de P. 
falciparum (resistente à cloroquina) com o fármaco cloroquina (CQ) a diferentes 
concentrações. Neste ensaio não houve inibição da maturação do parasita em qualquer das 
concentrações de fármaco usadas. 
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1.1.2 Fármacos inibidores da síntese de folatos 

 

Como exemplo dos fármacos antifolatos, foi utilizada a pirimetamina. Com este 

fármaco não foi possível calcular um IC50 antes das 48 horas de incubação, uma vez 

que só se deteta o efeito na segunda geração de parasitas. Por conseguinte, para este 

fármaco a incubação e análise das amostras prolongou-se até ás 72 horas. 

Neste caso o parasita matura em todas as concentrações de fármaco, inclusivamente 

com a concentração mais elevada foi possível detetar parasitas na forma madura 

(mantêm a despolarização elevada mesmo após as 30 horas), mas não replicam. Para 

as concentrações de 50 e 100 nM, os parasitas exibem um decréscimo na 

despolarização após as 30 horas, porque alguns chegam a re-invadir novos eritrócitos, 

mas não são capazes de maturar, ou seja, perdem a viabilidade. 

 

Figura 13: Curva de deteção da despolarização durante a incubação da estirpe 3D7 de P. 
falciparum com o fármaco pirimetamina (PYR) a diferentes concentrações. Para este 
fármaco, o melhor tempo de medição obteve-se às 72 horas de incubação. 
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Figura 14: Curva de deteção da fluorescência do SYBR® Green durante a incubação da 
estirpe 3D7 de P. falciparum com o fármaco pirimetamina (PYR) a diferentes 
concentrações. 

 

 

1.1.3 Peróxidos 

 

Para os fármacos derivados de artemisininas (artemisinina, artesunato e 

dihidroartemisinina), só é apresentado o gráfico do fármaco artemisinina, visto os 

restantes serem semelhantes.  

Na concentração de artemisinina a 32 nM observou-se um atraso na maturação e 

replicação do parasita, o que acontece também com o artesunato a 4 nM.  
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Figura 15: Curva de deteção da despolarização durante a incubação da estirpe 3D7 de P. 
falciparum com o fármaco artemisinina (ART) a diferentes concentrações.  
 
 
 
  

 

Figura 16: Curva de deteção da fluorescência do SYBR® Green durante a incubação da 
estirpe 3D7 de P. falciparum com o fármaco artemisinina (ART) a diferentes 
concentrações.  

  

 

 

 

 

0 

0,05 

0,1 

0,15 

0,2 

0,25 

0h 6h 12h 18h 24h 30h 36h 42h 48h 

Er
it

ró
ci

to
s 

q
u

e
 d

e
p

o
la

ri
za

m
 (p

e
rc

e
n

ta
ge

m
 to

ta
l)

 

tempo de incubação 

ART 64 nM 

ART 32 nM 

ART 16 nM 

ART 8 nM 

ART 4 nM 

controlo sem fármaco 

não infetado 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

0h 6h 12h 18h 24h 30h 36h 42h 48h 

C
él

u
la

s 
SY

B
R

 g
re

en
 p

o
si

ti
va

s 
 

(p
er

ce
n

ta
ge

m
 to

ta
l)

 

tempo de incubação 

ART 64 nM 

ART 32 nM 

ART 16 nM 

ART 8 nM 

ART 4 nM 

controlo sem fármaco 

não infetado 



 

30 
 

2. Resumo dos IC50 calculados 

 

Para demonstrar que as atividades dos antimaláricos determinadas por citometria 

eram consistentes com as atividades medidas pelo ensaio convencional de HRP II, a 

dose citotóxica para 50% dos parasitas foi determinada para os diferentes 

antimaláricos na estirpe 3D7. 

Os IC50, foram definidos utilizando o método de curva de dose-resposta sigmoidal. 

Para os diferentes métodos foram definidos os melhores tempos para calcular o IC50. 

Para a técnica da deteção da despolarização foi possível calcular às 24h, para o 

SYBR® Green às 48h e HRP2 ás 72h. 

 

Tabela 2: Valores de IC50 calculados a partir da inibição da estirpe 3D7 com 
fármacos derivados de quinolinas 

 

Cloroquina Quinina Mefloquina Lumefantrina 

Hz
1)

 SG HRPII Hz
1)

 SG HRPII Hz
1)

 SG HRPII Hz
1)

 SG HRPII 

18 - 23,7 20,5 22,4 
65,1 - 
101 

72,5 52,2 18,5 - 29,5 33,6 21,3 37,3 61,7 27,9 

Os valores de IC50 estão apresentados em nM. Hz = ensaio de deteção da despolarização; SG 
= ensaio de deteção da fluorescência do SYBR Green; HRPII = ensaio de “Histidine Rich 
Protein II”. 

1) Limites (mínimo e máximo) dos valores de IC50. Para o ensaio da deteção da hemozoína, 
cada fármaco foi testado pelo menos duas vezes, à exceção da lumefantrina. 
 

Tabela 3: Valores dos IC50 calculados a partir da inibição da estirpe 3D7 com 
fármacos antifolatos e derivados de artemisinina 
 

Pirimetamina* Artemisinina Artesunato Dihidroartemisinina 

Hz
1)

 SG HRPII Hz
1)

 SG HRPII Hz
1)

 SG HRPII Hz
1)

 SG HRPII 

25,1 - 35,9 30,5 30,5 16 - 32 43,3 11,2 4 - 9,4 4,6 1,1 1,7 - 8 2,5 <4 

Os valores de IC50 estão apresentados em nM. Hz = ensaio de deteção da despolarização; SG 
= ensaio de detecção da fluorescência do SYBR Green; HRPII= ensaio de “Histidine Rich 
Protein II”. *para a pirimetamina os cálculos foram realizados às 72h 

1) Limites (mínimo e máximo) dos valores de IC50. Para o ensaio da deteção da hemozoína, 
cada fármaco foi testado pelo menos duas vezes. 
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Discussão 

 

1. Citometria - avaliação da atividade antimalárica dos fármacos, durante a 

fase eritrocitária do parasita. 

 

A deteção ótica de hemozoína, foi possível graças a uma simples adaptação de um 

citómetro de fluxo, de forma a poder detetar a luz despolarizada. A modificação do 

citómetro foi descrita por Frita et al 40, e nesse estudo já havia sido demonstrado que a 

hemozoína poderia ser detetada em eritrócitos de ratinho infetados por Plasmodium 

berghei.  

No seguimento desse estudo, comprova-se neste trabalho que a hemozoína pode 

também ser detetada por citometria de fluxo, em eritrócitos humanos em cultura, 

infetados por Plasmodium falciparum, permitindo desta forma monitorizar  a maturação 

do parasita e consequentemente o efeito inibitório de fármacos antimaláricos. 

 

1.1. Deteção de hemozoína do parasita 

 

Com este método, os melhores tempos de medição, serão aqueles em que o parasita 

já se encontra maduro o suficiente para se conseguir detetar o seu conteúdo em 

hemozoina. O número e o tamanho dos cristais de hemozoína no eritrócito infetado 

dependem do estádio do parasita, sendo que, quanto mais maduro for o parasita, 

maior será o sinal de despolarização. 

Nas primeiras horas de incubação (até 6 horas), o sinal de despolarização é 

semelhante numa amostra não infetada e numa infetada. Este fenómeno não se deve 

a um erro de inoculação ou a condições de cultura desfavoráveis. Durante o estudo da 

sensibilidade, inicialmente a parasitémia e a sincronização eram confirmados por 

exame miscroscópico e garantiu-se também as condições ideais para o crescimento 

do parasita, com nutrientes suficientes para que pudesse sobreviver por um ciclo de 

vida sem haver necessidade renovar o meio, isto através de um hematócrito (2,5%) e 

uma parasitémia inicial (1%) baixos32.  

Esta indistinção inicial da despolarização, deve-se antes ao facto da maioria dos 

parasitas, na amostra infetada, estarem imaturos (em forma de anel), sem hemozoína 

ainda formada.  
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Às 24 horas de incubação, e em alguns casos até mesmo a partir das 18 horas, os 

parasitas estão sob a forma de trofozoito (já possuem cristal), e a partir desses tempos 

de incubação já é possível observar um aumento da despolarização nas amostras em 

que o parasita não sofreu inibição do crescimento. Nas amostras onde a concentração 

de fármaco foi eficaz não se observou o aumento da despolarização, indicando que o 

parasita sofreu inibição do crescimento. 

Em relação à intensidade de sinal, P. falciparum apresenta um sinal de despolarização 

diferente ao observado anteriormente para P. berghei40. Os níveis de intensidade de 

sinal de despolarização são maiores nas amostras de sangue de ratinho infetado. 

Esse fenómeno pode resultar do facto da hemozoina neste caso se encontrar mais 

dispersa. Num estudo de Warhurst (1974) observou-se que menos de 10% dos 

parasitas que infetavam eritrócitos de ratinho possuíam o pigmento agregado, 

encontrando-se a maioria em forma dispersa41. Já em esquizontes da espécie P. 

falciparum, a hemozoína aparece sempre agregada numa única massa (examinado 

por microscopia, ver figura 17). Portanto, a diferença na dispersão/agregação da 

hemozoína poderá estar na origem da diferença de sinal detetado em ambos os 

casos. 

 

Figura 17: Esfregaço sanguíneo obtido a partir de uma cultura de P. falciparum. A 

hemozoína está agregada dentro do esquizonte (seta). 

 

Não está estabelecido um limite de deteção para os testes de sensibilidade. Mas uma 

vez que podem ser usados na monitorização de resistências em doentes, o ideal seria 

possuir um limite mínimo idêntico ao definido para testes de diagnóstico, ou seja, 

próximo de 0,002% de parasitémia42. 

Atualmente, com o método de HRP II, podem ser utilizadas amostras com 

parasitémias a partir de 0,01% (sendo este um dos métodos que possui o limite mais 
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baixo de deteção)33 e para o método de referência da incorporação da hipoxantina a 

parasitémia inicial deve estar entre 0,25% - 0,5%43. 

Com o ensaio da detecção da hemozoína por citometria, os testes foram realizados a 

1% de parasitémia, pelo que, mais ensaios serão necessários para determinar quais 

os limites de parasitémias aplicáveis. 

 

 

1.1.1. Fármacos inibidores de hemozoína 

 

A cloroquina e os outros derivados de quinolonas (mefloquina, quinina e lumefantrina) 

foram os fármacos que produziram os resultados mais evidentes.  

O mecanismo de ação deste grupo de fármacos está envolvido na inibição da 

formação da hemozoína do parasita14,15. Este fenómeno foi detetado por citometria 

entre as 18 e 24 horas de incubação, altura em que o parasita, caso não esteja a 

sofrer inibição por ação do fármaco, estará a passar para a forma de esquizonte com o 

pigmento já formado. 

As curvas de crescimento obtidas com a estirpe resistente à cloroquina (Dd2), em 

todas as concentrações de fármaco usadas, foram idênticas à curva obtida sem adição 

de fármaco, ou seja, não houve inibição do crescimento do parasita. Ao comparar os 

gráficos obtidos com a estirpe resistente (Dd2) e a estirpe sensível (3D7), pode-se 

verificar que, com este ensaio, a resistência aos fármacos é facilmente distinguida.  

 

1.1.2. Fármacos inibidores de folatos 

 

A pirimetamina é um fármaco que interfere na síntese de DNA, que ocorre nas fases 

mais tardias do desenvolvimento do parasita (após 24 horas), ou seja, o parasita 

matura até a forma de esquizonte, mas perde a capacidade de formar merozoítos 

viáveis. Deste modo a sua atividade só pode ser detetada tardiamente, na segunda 

geração. Consequentemente, o efeito inibitório deste fármaco só foi detetado às 72 

horas. Curiosamente, as amostras tratadas com a concentração mais elevada, de 200 

nM, a partir 30 horas mostraram uma percentagem aumentada de “eventos que 

despolarizam”, relativamente ao controlo não tratado. A observação microscópica de 

amostras (tratadas com pirimetamina a 200 nM) das 36h e 48h permitem concluir que 

esta concentração tão elevada leva à acumulação (“arrest”) dos esquizontes. 
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1.1.3. Peróxidos 

 

Em relação à artemisinina e derivados, os mecanismos de ação ainda não foram 

completamente elucidados, mas trata-se de um grupo com um modo de ação rápido44. 

Tal como para os fármacos inibidores de hemozoína, foi possível observar um efeito 

de inibição logo entre as 18 e as 24 horas de incubação.  

Os valores de IC50 obtidos para a artemisinina foram superiores aos obtidos com os 

restantes derivados de artemisinina, o que pode revelar a fraca estabilidade do 

fármaco em solução aquosa, que se reflete na sua menor eficácia45. 

No estudo da sensibilidade à artemisinina e derivados, notou-se uma diferença dos 

IC50 obtidos pelo método de citometria (despolarização e SYBR Green) e pelo método 

do HRP II, que pode ser explicado pelo “efeito de inóculo”. O que significa dizer que, a 

concentração de inibição do fármaco é afetada pela maior (1-2% em citometria) ou 

menor (0,05% no HRP2) concentração de parasitas na amostra aplicada. A influência 

da parasitémia sobre a acção do fármaco já foi descrita para a cloroquina46, 

mefloquina, artemisina e derivados47. 

A fim de evitar o efeito do tamanho do inóculo, os testes para a determinação da 

sensibilidade do parasita da malária aos fármacos, idealmente devem possuir uma 

parasitémia padronizada, de forma a facilitar a comparação de resultados. 

 

1.2. SYBR Green I ® 

 

O SYBR Green I, neste ensaio, foi utilizado para confirmar se os eventos detetados 

eram de facto eritrócitos infetados e se esses eritrócitos sofriam lise. Desta forma, o 

crescimento do parasita pode ser quantificado através da medição da fluorescência do 

SYBR Green I ligado ao DNA do parasita. Os reticulócitos que também existem na 

circulação sanguínea podem ligar-se ao SYBR Green, mas esta ligação é menos 

específica, uma vez que estes possuem ácidos nucleicos do tipo RNA, podendo por 

isso observar-se um background de fluorescência, mesmo em amostras não infetadas.  

Portanto, a fluorescência é limitada ao Plasmodium devido à maior afinidade que o 

corante possui pelo DNA e porque os eritrócitos maduros em circulação não possuem 

ácidos nucleicos37. 

 



 

35 
 

2. Comparação entre métodos 

 

Os resultados das concentrações responsáveis pela inibição de 50% dos parasitas 

(IC50), foram comparados com os resultados obtidos por outros grupos de 

investigação, que utilizaram o método de referência da incorporação da hipoxantina e 

a estirpe de P. falciparum 3D7. 

 

 

Tabela 4: Comparação dos valores de IC50 (nM) entre o ensaio da detecção de 

hemozoína por citometria e o ensaio da incorporação da hipoxantina  

Fármaco 
antimalárico 

Ensaio da 
hemozoina 
(limites)1) 

Ensaio de incorporação 
da  Hipoxantina na 

literatura    (limites)2) 

Cloroquina    18 – 23,7 6 – 29,6 48-59 

Quinina         65,1 – 101         47,1 – 126 48-50,55,58 

Mefloquina  18,5 – 29,5        6,11 – 42,6 48-50,55, 

Lumefantrina 37,3        7,46 – 87 49,52,55,56 

Pirimetamina 25,1 – 35,9             5 – 78,4 49,51,53,59 

Artemisinina 16 – 32      10,11 – 22 54,55,58 

Artesunato    4 – 9,2      0,434 – 9,44 27,48-51 

Dihidroartemisinina           1,7 – 8              2 – 5,27 27,52,55,56 

1) Limites (mínimo e máximo) dos valores de IC50. Para o ensaio da deteção da hemozoína, 
cada fármaco foi testado pelo menos duas vezes, à exceção da lumefantrina. 
2) Limites (mínimo e máximo) dos valores de IC50 encontrados na literatura 
 

 

A grande diferença dos resultados observados pelos diferentes laboratórios/estudos, 

utilizando a mesma técnica e estirpe de Plasmodium, pode dever-se a diferenças na 

metodologia do ensaio (por exemplo, diferentes parasitémias e hematócritos iniciais) e 

diferenças nas culturas de parasitas (por exemplo, cultura sincronizada ou não). 

Todos os valores de IC50 registados no nosso ensaio encontram-se dentro do limite 

dos valores observados nos outros estudos, com exceção da artemisinina cujo valor 

foi ligeiramente superior. Esse valor aumentado pode ser explicado pelo efeito de 

inóculo, visto nos outros estudos utilizarem uma parasitémia inicial de 0,5% que 

corresponde a metade da parasitémia inicial utilizada neste estudo (1%)47. 
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3. Vantagens da deteção de hemozoína por citometria de fluxo 

 

Os testes de sensibilidade in vitro são utilizados atualmente no rastreio de novos 

compostos antimaláricos em estirpes de referência e na monitorização de resistências 

em isolados clínicos27,58. 

Com o método de deteção de hemozoína por citometria de fluxo, surge um novo teste 

de sensibilidade in vitro, que permite medir de uma forma simples e em tempo real a 

maturação e a percentagem de inibição do crescimento do parasita por ação de 

fármacos, sem a necessidade de adição de reagentes. 

Estas características são uma mais valia para o método, porque possibilita a avaliação 

do modo de ação dos fármacos - permite distinguir fármacos de ação rápida ou não e 

ainda poderá providenciar informações quanto à especificidade da ação do fármaco 

(em que estádio atua) - visto que as outras técnicas existentes atualmente, só 

permitem a medição do efeito dos fármacos às 48 horas (método de SYBR Green e o 

método isotópico)43,60 ou até mesmo 72 horas de incubação (HRP II)33, o que torna 

estas técnicas inadequadas para o uso em ensaios de duração mais curta. 
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Conclusão 

 

Os testes in vitro de suscetibilidade aos fármacos têm um papel fulcral nas estratégias 

que visam a descoberta de novos compostos antimaláricos ou na monitorização do 

surgimento de resistências a fármacos em isolados clínicos. 

A metodologia da citometria de fluxo, apesar do custo inicial, permite uma análise 

rápida, eficiente e quantitativa de células em suspensão. Ao aplicar a deteção da 

despolarização por citometria de fluxo, acabou por se desenvolver uma técnica 

bastante vantajosa e de fácil execução, que exige pouco equipamento e produz 

resultados rápidos, fiáveis, económicos e em tempo real. 

Os resultados do estudo efetuado, abrem caminho a novas investigações. Em 

circunstâncias futuras, este estudo poderá ser alargado, ao testar a sua aplicação: na 

análise da atividade antimalárica de novos compostos (“screening”); ou na 

monitorização da sensibilidade do P. falciparum aos fármacos antimaláricos em 

laboratórios de pesquisa menos equipados para uma identificação rápida da presença 

de resistência em campo, particularmente em regiões onde a malária é endémica. 
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