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Resumo 

RESUMO 

 

Plasmodium vivax representa um grande desafio para a eliminação da malária devido à 

sua capacidade de causar infecções recorrentes, a partir da reativação de parasitos latentes no 

fígado, os hipnozoítos. A primaquina (PQ) é o único medicamento antimalárico aprovado 

com efeito hipnozoiticida e sua eficácia depende da ativação metabólica pela enzima do 

complexo citocromo P450 2D6 (CYP2D6). Estudos recentes sugerem que a função reduzida 

de CYP2D6, causada por polimorfismos na enzima, leva à falha terapêutica da PQ, 

comumente administrada com a cloroquina, no tratamento para cura radical da malária por P. 

vivax. Aqui, analisamos as implicações da variabilidade genética do gene CYP2D6 nas falhas 

terapêuticas por PQ na comunidade de Rio Pardo, área de transmissão instável de malária no 

estado do Amazonas. Na área de estudo, as recorrências de P. vivax foram responsáveis por 

aproximadamente 18% dos casos clínicos relatados anualmente (2003 e 2013). A prevalência 

de indivíduos com atividade reduzida de CYP2D6 (fenótipos gPM, gIM e gNM-S) foi de 

25,4% (64/252 indivíduos). Para avaliar a associação entre CYP2D6 e o número de 

recorrências na malária por P. vivax, um modelo de Regressão Binomial Negativo foi ajustado 

para local e tempo de residência na área endêmica de malária. Um achado importante foi que 

indivíduos com níveis reduzidos de atividade de CYP2D6 apresentaram o dobro do risco de 

recorrência em comparação a indivíduos com enzima funcional (gNM-S e gUM) (Razão de 

risco = 1,75, IC 95% 1,2 – 2,6; P = 0,003). O risco de recorrência também foi maior para 

indivíduos que vivem em áreas ribeirinhas, às margens do rio que atravessa a comunidade 

(Razão de risco = 2,68, IC 95% 1,9-2,8; P < 0,0001). No entanto, indivíduos que viviam por 

mais tempo na região amazônica apresentaram um menor risco de recorrência da infecção por 

P. vivax (Razão de risco 0,97, IC 95% 0,96 – 0,98; P < 0,0001). Quando analisado a 

influência da atividade reduzida da enzima no tempo de recorrência, o fenótipo de CYP2D6 

não influenciou o intervalo entre o episódio inicial e a recorrência (P = 0,357, Teste de Log-

rank). Em conjunto, nossos achados têm implicações diretas para o controle da malária, uma 

vez que foi demonstrado que 25% dos indivíduos, em área de transmissão instável de malária, 

podem não responder adequadamente ao tratamento com PQ-CQ devido à redução da 

atividade de CYP2D6. Além disso, sugerimos que: a resposta imune individual e a exposição 

à transmissão da malária modulam e influenciam a susceptibilidade a recorrências por P. 

vivax, em pacientes com atividade reduzida da enzima. Essa associação pode ser válida como 

resultado para a otimização do uso de antimaláricos, sugerindo a terapia individualizada, com 

ajuste da dosagem de PQ e acompanhamento do paciente, como alternativa eficaz para o 

controle e eliminação dos hipnozoítos de P. vivax.  

 

 

Palavras-chave: Malária; Plasmodium vivax; Primaquina; CYP2D6; Falha terapêutica. 

 

 

 

 



Abstract 

ABSTRACT 

 

Plasmodium vivax relapse is one of the major reasons for sustained global malaria 

transmission. Primaquine (PQ) is the only approved antimalarial drug for preventing relapses 

and its efficacy is dependent on the metabolic activation by cytochrome P450 2D6 

(CYP2D6). Impaired CYP2D6 function, caused by allelic polymorphisms, leads to the 

therapeutic failure of PQ as a radical cure for P. vivax malaria. Here, we hypothesized that 

host genetics, immune response and epidemiological factors modulate susceptibility to P. 

vivax recurrences in association with reduced CYP2D6 metabolism status. To further 

investigate this association, we performed a community-based study by genotyping CYP2D6 

polymorphisms in individuals with varied number of P. vivax recurrences from the Brazilian 

Amazon region. We evaluated the variability of nine polymorphisms by Real Time PCR 

System using Taqman Drug Genotyping Assays, specific for each polymorphism and the gene 

copy number. CYP2D6 alleles were inferred by PHASE and CYP2D6 phenotypes were 

classified using Activity Score System. In the study area, we showed that P. vivax recurrences 

were responsible for approximately 18% of clinical cases reported annually between 2003 and 

2013. The prevalence of individuals with reduced CYP2D6 activity was 25%. Individuals 

with CYP2D6 reduced activity had almost double the risk of recurrence compared to subjects 

with normal enzyme function (risk ratio 1.75, 95% CI 1.2 – 2.6, P = 0.003). The risk of 

recurrence was also higher for individuals living along the local streams (riverine population) 

(risk ratio 2.68, 95% CI 1.9 – 3.8, P < 0.0001). However, subjects living for a longer time in 

the Amazon region showed a reduced risk of P. vivax malaria recurrences (risk ratio 0.97, 

95% CI 0.96 – 0.98, P < 0.0001). Thus, we provided strong evidence for role of the host and 

epidemiological factors in modulation of risk of recurrence in an area of unstable malaria 

transmission. Our findings have direct implications for malaria control since it has been 

shown that the presence of individuals that do not respond adequately to the treatment due to 

reduced CYP2D6 activity can still transmit the disease, due the increased susceptibility to 

recurrences, challenging sustainable progress towards P. vivax malaria elimination.  

 

Keywords: Malaria; Plasmodium vivax; Primaquine; CYP2D6; Therapeutic failure.
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Estrutura da Dissertação 

Estrutura da Dissertação 

 

 Esta dissertação foi dividida em uma parte introdutória, seguida de dois capítulos 

contendo os resultados do estudo. O primeiro capítulo contextualiza as investigações sobre a 

influência da função nula/reduzida de CYP2D6 e fatores imuno/epidemiológicos na 

modulação a suscetibilidade das recorrências por P. vivax. No segundo capítulo, foram 

apresentados três casos clínicos de indivíduos com múltiplas recaídas por P. vivax, sugerindo 

a efetividade curativa da PQ, através do ajuste da dose total, em indivíduos com atividade 

nula/reduzida de CYP2D6. Os resultados e considerações trazem as principais contribuições 

do estudo, fornecendo evidências sobre o risco de recorrências em uma área de transmissão 

instável de malária (Primeiro capítulo - Rio Pardo/Amazonas) e não endêmica para a doença 

(Segundo capítulo - Rio de Janeiro). 
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1. Introdução 

 

1.1. Malária no Brasil e no mundo  

 

Apesar de décadas de medidas de controle e intervenções intensivas, a malária 

continua a causar extensa morbidade e mortalidade em regiões tropicais e subtropicais do 

globo, onde se distribui de forma heterogênea. A doença é causada por protozoários do gênero 

Plasmodium e transmitida aos hospedeiros vertebrados através da picada de mosquitos fêmeas 

do gênero Anopheles. Cinco espécies causam infecções em humanos: Plasmodium 

falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e Plasmodium 

knowlesi (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Entre as espécies, P. falciparum 

pode evoluir para malária grave, porém complicações e óbitos em infecções causadas por P. 

vivax e P. knowlesi, também, foram registradas (COX-SINGH et al., 2008; SHARMA; 

KHANDURI, 2009). Durante muitos anos, a grande maioria das pesquisas no mundo foram 

dirigidas a P. falciparum que é a principal espécie responsável pelo risco de mortalidade e 

pela maioria dos casos fatais da doença em toda a África subsaariana (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2018). No mundo, estima-se que 3,4% de todos os casos de malária sejam 

causados por P. vivax, sendo 56% destes casos, registrados na região sudeste da Ásia. 

Atualmente, P. vivax é o parasito predominante nas Américas (74%) e responsável por 37% 

dos casos de malária registrados na região do Sudeste Asiático e 31% dos casos na região do 

Mediterrâneo Oriental (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Enquanto P. 

falciparum é mais prevalente no continente africano, P. vivax apresenta uma distribuição 

geográfica mais ampla, impondo um fardo considerável às populações locais.  

A transmissão de malária está localizada nas regiões tropicais e subtropicais do 

mundo, onde concentram-se as populações mais pobres e vulneráveis a doença. Atualmente, 

estima-se que cerca de 174 milhões de pessoas vivem em regiões sob alto risco de infecção de 

malária (Figura 1). Em 2017, ocorreram, aproximadamente, 219 milhões (IC 95%: 203 – 262) 

de casos no mundo, resultando em 435.000 mortes pela doença. Nos últimos anos, os países 

da América Central (Belize, Guatemala, Honduras, Nicarágua e Panamá) apresentaram uma 

diminuição do número de casos notificados de malária (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2018). Entre 2010 e 2017 houve uma redução de cerca de 18% na taxa de 

incidência, de 72 para 59 casos por mil habitantes em risco e de 48% no número de mortes 

pela doença no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Apesar das medidas 

de controle implementadas para redução da malária em vários países endêmicos nas 
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Américas, em algumas regiões a incidência parasitária apresentou aumento anual, com maior 

morbidade populacional decorrente de infecções por P. vivax, principalmente nos países que 

fazem parte da Amazônia Internacional: Brasil, Bolívia, Peru, Equador, Colômbia, Venezuela, 

Guiana, Guiana Francesa e Suriname (LAPOUBLE; SANTELLI; MUNIZ-JUNQUEIRA, 

2015; RECHT et al., 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Em 2015, quatro 

países tornaram-se uma grande preocupação e representaram 83% dos casos de malária nas 

Américas: Brasil (24%), Venezuela (30%), Colômbia (10%) e Peru (19%) (CONN, 2017). 

Quadro semelhante a este ocorreu na Guiana, devido ao aumento da mineração do ouro nas 

áreas florestais da Amazônia. Apesar desse aumento, alguns países da América do Sul estão 

avançando em direção a uma eventual eliminação da malária, com a notável exceção da 

República Bolivariana da Venezuela, experimentando um aumento alarmante da malária nos 

últimos anos (RECHT et al., 2017). 

 

 

Figura 1. Distribuição geográfica de áreas de risco de malária no mundo, 2018. O risco estimado de malária 

nas regiões está apresentado em diferentes intensidades de cores, sendo os tons mais escuros representativos de 

área de maior transmissão da doença, sendo estimado, geralmente, pela Incidência Parasitária Anual (IPA), 

proporção de casos registrados e a área especificada de transmissão de malária. No mapa, as áreas de transmissão 

de malária foram classificadas pela OMS a partir do IPA (casos por 1000 habitantes), sendo: IPA = 0 – 

transmissão autóctone; IPA > 0 e < 1 – áreas de baixa endemicidade e IPA > 1 – áreas de alta endemicidade. 

Fonte: Adaptado de Centers of Disease Control and Prevention (CDC), 2018.  

 

A maioria dos casos de malária na América do Sul vem de áreas de floresta tropical 

amazônica nos países ao norte, onde mais da metade da malária é causada por P. vivax, 

enquanto a incidência de malária por P. falciparum diminuiu nos últimos anos. Brasil e 
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Colômbia, juntos, relataram mais de 50% dos casos de malária notificados nas Américas 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Especificamente, 37% de todos os casos de 

malária são registrados no Brasil, sendo que a grande maioria destes (99%) se concentra na 

região norte e nos estados que compõem a Amazônia Legal Brasileira: Acre, Amazonas, 

Rondônia, Roraima, Amapá, Pará, Maranhão, Mato Grosso e Tocantins (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2018) (Figura 2).  

 

 

Figura 2. Mapa de risco para malária por município de infecção. Brasil. 2017. No mapa, as áreas de 

transmissão de malária foram classificadas pela OMS a partir do IPA (casos por 1000 habitantes), sendo: IPA = 

0 – transmissão autóctone; IPA > 0 e < 1 – áreas de baixa endemicidade e IPA > 1 – áreas de alta endemicidade. 

Fonte: Sinan/SVS/MS e SIVEP – Malária/SVS/MS. 

 

No Brasil, períodos de epidemias em larga escala ocorreram ao final dos anos 80 e da 

década de 1990, assim, a malária tornou-se o principal problema de saúde associado a 

doenças transmissíveis no país (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Até meados de 1990, 
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foram observadas proporções semelhantes de infecções entre P. falciparum e P. vivax. Já na 

década seguinte, o cenário mudou, P. vivax tornou-se a espécie predominante, enquanto 

infecções por P. falciparum diminuíram de forma constante (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 

2010). Estas tendências a aumento de P. vivax  e flutuações na transmissão de malária podem 

ser explicadas por fatores, como a presença dos estágios sexuais (gametócitos) no sangue 

periférico, o que torna P. vivax menos sensível às estratégias de controle disponíveis, 

comparado a P. vivax (SHANKS, 2012).  

Nas décadas de 80 – 90, mais de 50% do total de casos registrados no Brasil eram 

devido ao P. falciparum e as taxas de mortalidade entre indivíduos protegidos e recém 

colonizados eram extremamente altas. Porém, estas taxas foram seguidas por períodos de 

redução da transmissão da doença ao longo dos anos (DE PINA-COSTA et al., 2014). Parte 

dessas reduções foi atribuída a vários fatores, a saber, a implementação do plano de 

intensificação das atividades de controle da malária na Amazônia brasileira (PIACM), que foi 

lançado em 2000 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2003); uso de estratégias integradas de gestão 

de vetores; terapia combinada à base de artemisinina (ACT) para coinfecções com P. 

falciparum com dose única de primaquina (PQ) (RECHT et al., 2017) e, mais importante, o 

apoio de líderes políticos em períodos de epidemias. Além da intensificação das medidas de 

controle, a expansão do diagnóstico e da rede de tratamento, tornando o tratamento oportuno e 

acessível mesmo em áreas remotas da Amazônia como parte do sistema universal de saúde, e 

as taxas decrescentes de desmatamento, refletiram em alterações na incidência da malária na 

Amazônia brasileira (VITOR-SILVA et al., 2016).  

Pesquisas sobre tendências na incidência da malária na Amazônia brasileira, no 

período de 2004 a 2013, identificaram que nos estados do Acre, Amazonas, Roraima e 

Amapá, existe um maior risco de contrair a infecção  (LIMA; LAPOUBLE; DUARTE, 2017). 

Em 2014, um total de 143.442 novos casos de malária foram notificados nessa região, 

representando uma redução de 19% no número de casos de malária em comparação a 2013. 

Esta foi a menor incidência relatada para a região nos últimos 35 anos (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2003) (Figura 3). No entanto, no ano de 2015, o Brasil registrou o maior número de 

casos da doença entre todos os países das Américas, segundo a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). O atual quadro de incidência 

de malária no Brasil deve-se, entre outros fatores, à colonização de áreas densamente 

florestadas da Amazônia que tem atraído agricultores imigrantes das regiões Sul e Sudeste 

(área não endêmica para malária), dando origem a uma série de novas fronteiras de 

assentamentos agrícolas (CONFALONIERI; MARGONARI; QUINTÃO, 2014). Nessas 
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regiões, geralmente, o desmatamento induz grandes mudanças na biologia do vetor, através da 

criação e expansão de habitats favoráveis a reprodução do Anopheles darlingi (principal vetor 

da malária na América do Sul) (LAPORTA et al., 2015). De forma geral, a transmissão da 

malária no Brasil é bastante afetada pelas particularidades sociodemográficas, políticas e 

ambientais da região amazônica. As condições de moradia inadequadas, e um ambiente 

abundante em vetor fornece condições para surtos rápidos e sustentam o aumento no número 

de casos de malária em algumas regiões. Os dados de 2017 reforçam um aumento, de 51% do 

número de casos de malária notificados na Amazônia brasileira, em relação a 2016 (BRAZ; 

BARCELLOS, 2018), reforçando, assim, a necessidade de novas intervenções e 

intensificação das ações de vigilância e controle da doença (Figura 3).  

 

 

Figura 3. Evolução do número de casos de malária no Brasil de 1959 a 2016. Os baixos números de casos 

registrados em 1960 aumentaram em 1976, sendo a maioria dos casos registrados na Amazônia, região que 

passou a concentrar a maioria de casos registrados no Brasil a partir de 1967. Os números aumentaram 

progressivamente como resultado da intensa, rápida e desorganizada colonização da Amazônia, atingindo mais 

de 573 mil casos em 1989. Dois picos foram registrados em 1999 e 2005 (cerca de 630 e 600 mil casos, 

respectivamente), apesar de uma tendência geral de diminuição do número de casos nas últimas duas décadas. 

Adaptado de PINA-COSTA et al., (2014).  
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1.2. A malária por Plasmodium vivax  

  

P. vivax é a espécie de Plasmodium mais disseminada geograficamente (LO et al., 

2017). Apesar da infecção por P. vivax muitas vezes ser considerada benigna, evidências 

mostram que essa espécie também está associada à malária grave e fatal, tanto em pacientes 

de áreas endêmicas, como em viajantes não imunes à doença (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2018). Embora geralmente não se pense que P. vivax esteja sequestrado 

na vasculatura, é possível que a doença grave por P. vivax resulte do acúmulo da maior parte 

da biomassa do parasito na medula óssea ou baço (BARBER et al., 2015; KEVIN BAIRD, 

2013; MAYOR; ALANO, 2019).  

Em áreas de transmissão onde os programas de controle da malária foram 

intensificados, P. vivax tende a ser mais resiliente que P. falciparum (COURA; SUÁREZ-

MUTIS; LADEIA-ANDRADE, 2006). Isso se deve às características biológicas exclusivas de 

P. vivax, que aumentam sua capacidade de sobreviver em condições inadequadas. Algumas 

características específicas de P. vivax impõem desafios ao controle e eliminação da malária: 

(i) capacidade de formação de hipnozoítos que levam a recaídas da doença em intervalos de 

tempo desconhecidos, definidas como episódios clínicos com parasitemia subsequente 

(SHANKS; WHITE, 2013) (Figura 4); (ii) formação de gametócitos que emergem em um 

estágio inicial da infecção, antes das manifestações clínicas da doença (BARO et al., 2017); 

(iii) transmissão por uma ampla variedade de espécies de vetores anofelinos que residem em 

diversos habitats relevantes para a transmissão do parasito (DAYGENA; MASSEBO; 

LINDTJØRN, 2017) e, (iv) desenvolvimento mais rápido no vetor em comparação a P. 

falciparum, considerando uma mesma temperatura (MORENO et al., 2018).  
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Figura 4. Fêmeas do mosquito vetor transmitem parasitos de Plasmodium vivax no estágio de esporozoítos 

para o hospedeiro humano durante o repasto sanguíneo. Dentro de 30 a 60 minutos, centenas de esporozoítos 

são liberados na corrente sanguínea do hospedeiro vertebrado. Os parasitos migram para o fígado – passando por 

alguns tipos de células, como as células de Küpfer – e formam vacúolos parasitóforos nos hepatócitos. Nesse 

estágio, os parasitos podem permanecer em estágio latente no fígado, denominados hipnozoítos (P. vivax e P. 

ovale), ou iniciar um desenvolvimento que resulte na produção de milhares de merozoítos. Os parasitos, então, 

induzem o deslocamento do hepatócito infectado, permitindo que ele migre para o espaço sinusóide no fígado, 

onde ocorre o surgimento de vesículas (com parasitos), denominadas merossomos. Os merossomos se rompem e 

liberam os merozoítos na corrente sanguínea que, rapidamente, invadem os eritrócitos. Esses se replicam, às 

vezes de forma síncrona, em um ciclo que pode corresponder ao ciclo sintomático na malária, caracterizado por 

febre e calafrios. Em resposta a uma lacuna, ainda não completamente compreendida, alguns parasitos se 

diferenciam em gametócitos masculinos e femininos, que são as formas ingeridas pelo mosquito e que podem 

viver quiescentes na corrente sanguínea por semanas. Uma vez que os parasitos são ingeridos pelo mosquito 

vetor durante o repasto sanguíneo, eles passam rapidamente pela transição a gametas masculinos e femininos 

ativados. O parasito diploide móvel e de vida curta, o oocineto, migra para a parede do intestino médio através 

da matriz peritrófica, onde o oocisto é formado. Depois de uma redução meiótica, formam-se esporozoítos 

dentro do oocisto, que ao se romper, libera esporozoítos na hemocele do inseto. Esses migram para as glândulas 

salivares do mosquito, onde são ingeridos em um posterior repasto sanguíneo. Cerca de dez dias após o mosquito 

se alimentar de gametócitos durante o repasto sanguíneo, ele pode ser capaz de infectar outro hospedeiro humano 

com Plasmodium spp. Adaptado de BRIGHT et al., (2013).  

 

O progresso científico sobre P. vivax desde 1960 foi mínimo em comparação a P. 

falciparum porque P. vivax foi considerado, por muito tempo, um parasito causador de uma 

infecção sem gravidade (MUELLER et al., 2009). Além disso, a pesquisa envolvendo P. 

falciparum foi considerada como prioridade devido à sua alta mortalidade e, em parte, porque 
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foi adaptada para o cultivo em laboratório. A preferência por reticulócitos também impediu, 

até o momento, o desenvolvimento de cultivo contínuo in vitro de P. vivax, dificultando a 

pesquisa básica necessária para compreender adequadamente a sua biologia e avançar no 

desenvolvimento de vacinas, diagnósticos e tratamentos. 

A malária causada por P. vivax é difícil de detectar e, consequentemente, de tratar, 

porque a parasitemia é baixa em comparação à detectada em infecções por P. falciparum. 

Soma-se a isso o fato de que os testes de diagnóstico atuais não podem detectar as formas 

dormentes no fígado (HULDEN; HULDEN, 2011). Portanto, uma proporção considerável de 

pessoas infectadas serve como reservatório para a continuidade da transmissão e só são 

diagnosticadas/tratadas quando apresentam episódios clínicos da infecção (ASIH, P. B.S.; 

SYAFRUDDIN, D.; BAIRD, J.K., 2017). Além disso, a eliminação do estágio hepático de 

parasitos de P. vivax requer o uso de PQ, que pode produzir efeitos secundários graves 

(hemolíticos e anemia) em doentes com formas graves de deficiência de glicose – 6 – fosfato 

desidrogenase (G6PD) (AVALOS et al., 2018; BAIRD, 2015a). Devido ao seu caráter 

oxidante, a PQ é capaz de causar hemólise grave em deficientes de G6PD. A sequência 

gradual de eventos do ataque oxidativo à hemólise não é totalmente elucidada (LUZZATTO; 

SENECA, 2014). No entanto, sabemos que o primeiro passo bioquímico crucial em um 

episódio hemolítico é a diminuição do NADPH (GAETANI et al., 1979) e a consequente 

depleção de glutationa (GSH) através de sua conversão em dissulfeto de glutationa (GSSG). 

Considerando este risco, bem como a possibilidade de repetidos episódios clínicos, o controle 

bem sucedido e a eliminação de P. vivax são desafiadores e exigem intervenções adicionais 

específicas: eliminação das fontes de infecção, garantia de que os serviços de microscopia 

sejam capazes de detectar infecções por P. vivax de baixa carga parasitária, uso de testes de 

diagnóstico rápido em áreas onde P. falciparum e P. vivax coexistem e testar, sempre que 

possível, a deficiência de G6PD nos pacientes antes de administrar a PQ. Dessa forma, o 

tratamento contra os estágios sanguíneos e os hipnozoítos de P. vivax (BAIRD, 2015b) pode 

ser realizado de forma segura e efetiva.   

 

1.3. Recorrências por Plasmodium vivax 

 

A descrição dos estágios hepáticos de P. vivax foi realizada em biópsias hepática de 

um paciente submetido à terapia experimental (SHORTT et al., 1948; SHORTT; 

GARNHAM, 1948) e em biópsias hepáticas de chimpanzés infectados por inoculação 

intravenosa com um grande número de esporozoítos de P. vivax (KROTOSKI, 1985). Foi este 
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último estudo, na década de 80, que demonstrou, a existência de formas pequenas e não 

replicantes de P. vivax, os hipnozoítos, em células parenquimais hepáticas infectadas pelo 

parasito. Desde que esses estudos foram realizados, o estágio hepático de P. vivax tem sido 

pouco investigado e a pesquisa, nesse sentido, tem se limitado a estudos in vitro em 

hepatócitos humanos primários (isolados diretamente de amostras de fígado humano) 

(MAZIER et al., 1984) ou a linhagens celulares de hepatoma (SATTABONGKOT et al., 

2006). Mais de 30 anos depois, ainda não se sabe ao certo se os hipnozoítos são 

metabolicamente ativos durante o período de dormência. Os fatores que desencadeiam sua 

reativação também não são completamente compreendidos (CAMPO et al., 2015). 

Recentemente, um estudo caracterizou o transcriptoma de hipnozoítos de espécies 

recidivantes de malária, através de protocolos de microscopia a laser e RNA-seq, e identificou 

os fatores-chave que regulam a transcrição e a tradução, tais como as vias que permitem a 

proliferação celular, as quais poderiam atuar como potenciais marcadores de hipnozoítos. A 

regulação positiva de algumas vias, com baixos níveis de transcrição e repressão 

translacional, parece contribuir parcialmente para a manutenção do estado quiescente dos 

hipnozoítos desempenhando um papel fundamental na manutenção do seu estado metabólico. 

Além disso, alguns mRNAs de proteínas de ligação a RNA parecem ser superexpressos nos 

hipnozoítos de P. cynomolgi, indicando que a regulação gênica pós-transcricional também 

pode contribuir para a homeostase do hipnozoíto (CUBI et al., 2017).  

Os padrões de recaída em pacientes infectados por P. vivax em áreas não endêmicas, a 

notável periodicidade das recaídas e as altas taxas de infecção por P. vivax que ocorrem após 

as infecções por P. falciparum (LOOAREESUWAN et al., 1987) sustentam a teoria de que os 

hipnozoítos podem ser ativados por estímulos externos ao parasito, como uma infecção por 

Plasmodium (WHITE et al., 2011), ou doenças febris associadas à malária aguda ou à 

infecções bacterianas febris (como por exemplo, febre tifoide, "Febre das Trincheiras” ou 

“Febre de Malta/Brucelose”), mas não infecções virais (SHANKS; WHITE, 2013; WHITE et 

al., 2011). Em áreas endêmicas, recrudescência, reinfecção e recaída (coletivamente 

conhecidos como recidivas ou recorrências da infecção) não podem ser distinguidos entre si, 

de forma confiável, porque as recaídas nessas áreas são comumente causadas por parasitos 

geneticamente distintos (heterólogos) (DE ARAUJO et al., 2012; IMWONG et al., 2007). 

Dessa forma, essas observações levaram à hipótese de que os residentes de áreas endêmicas 

de P. vivax acumulam uma quantidade de hipnozoítos no fígado a partir de inoculações 

repetidas de esporozoítos que podem ser ativados pela própria infecção, ou por outras 

infecções (Figura 5).  
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As recaídas podem, também, ser uma característica adaptativa do parasito para 

sequestro ou hibernação durante condições inóspitas para o vetor Anopheles (BAIRD; 

RIECKMANN, 2003; COGSWELL, 2011). Um estudo realizado em 2011 especulou que a 

picada do Anopheles e suas complexas consequências imunológicas poderiam desencadear as 

recaídas (HULDEN; HULDEN, 2011). Outras hipóteses sugerem que as recaídas ocorrem em 

intervalos previsíveis, de maneira que os esporozoítos parecem ser geneticamente 

programados para latência precoce ou tardia (BATTLE et al., 2014). Embora um sistema in 

vitro de cultivo de hipnozoítos em hepatócitos (MARCH et al., 2013; ROTH et al., 2018; 

ZEEMAN et al., 2014) e um modelo murino que expressa proteínas hepáticas humanas para 

estudo da infecção hepática tenham constituído avanços recentes para a compreensão das 

recaídas, o conhecimento da biologia dos hipnozoítos ainda é limitado, o que dificulta, 

também, a busca por novas drogas direcionadas a estas formas latentes.  

 

Figura 5. Mecanismo proposto e sequência de ativação de recaídas de Plasmodium vivax em área endêmica 

de malária. (1) Em um exemplo ilustrado, no momento da infecção (inoculação de esporozoítos), o indivíduo 

possui hipnozoítos de dois genótipos diferentes adquiridos a partir de duas inoculações anteriores que estão em 

latência no fígado. Os diferentes genótipos são denotados por cores diferentes (azul e vermelho – claro e escuro) 

A cor vermelha sugere que parasitos de infecções anteriores que estiveram em latência, também podem ser 

ativados na infecção primária (2). Metade dos esporozoítos da infecção recente (vermelho) se desenvolvem em 

esquizontes pré eritrocitários, dando início a doença primária (3), e a metade fica dormente no fígado, sob 

pequenas formas (os hipnozoítos). A doença associada à infecção no sangue ativa uma pequena fração dos 

hipnozoítos (4). Neste exemplo, há um hipnozoíto de cada genótipo e cada um é ativado pela doença e se 

desenvolve em um esquizonte pré eritrocitário, levando a recaídas (5). A própria doença, em processo, ativa 

alguns hipnozoítos remanescentes (em tempos diferentes ou não) e as recaídas continuam até que o número de 

hipnozoítos se esgote ou alguns não sejam ativados (6). Se houver alguns hipnozoítos que não sejam ativados, 

estes podem ser ativados em um momento posterior por uma infecção subsequente por Plasmodium. Adaptado 

de WHITE et al., (2011).   
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A probabilidade de recaída por P. vivax e o intervalo de tempo decorrido entre a 

parasitemia primária e recaída varia aparentemente em relação à latitude e à abundância 

sazonal de vetores anofelinos (BATTLE et al., 2014). As características adaptativas do 

parasito para sequestrar ou “hibernar” durante períodos em que as condições climáticas 

seriam inóspitas aos vetores de mosquitos anofelinos (BAIRD; RIECKMANN, 2003; WHITE 

et al., 2011) sustentam a hipótese de que há uma variação geográfica significativa na 

taxa/tempo em que uma cepa de P. vivax recai (GARNHAM et al., 1975).  Em geral, cepas de 

regiões temperadas têm uma menor probabilidade de recair (30%) e tendem a apresentar uma 

latência maior (0 – 6 meses) (Figura 6). Por outro lado, cepas tropicais geralmente recaem 

(risco de 80%) dentro de algumas semanas após a infecção primária (WHITE et al., 2011). 

Não sabemos, ainda, o que determina a periodicidade das recaídas. Nota-se, pois, que os 

padrões de recaída variam regionalmente, devido às próprias características biológicas do 

parasito, e devem ser levados em consideração ao se avaliar as estratégias de controle e 

eliminação de infecções por P. vivax.  Independentemente do mecanismo desencadeante e da 

etiologia da recaída, há evidências que ambientes experimentais e naturais controlados 

indicam considerável variação geográfica no tempo de recaída. Embora a percepção histórica 

tenha sido que,  cepas recidivantes frequentes são originárias dos trópicos e cepas de longa 

latência de regiões temperadas (WHITE et al., 2011), ela não descreve suficientemente a 

variação observada em fenótipos recidivantes em diferentes regiões geográficas (BATTLE et 

al., 2014). 
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Figura 6. Incidência global de recaída, ajustada por tempo médio de recaída. (A) A incidência de recaída 

por 100.000 pessoas / dia variando a intensidade da cor azul a vermelho, sendo o vermelho a maior incidência de 

recaída. (B) O tempo médio previsto para recaída variam de azul para vermelho, com o azul representando a 

recaída mais tardia. Os números mostrados na figura apresentam as zonas propostas por MacDonald, sendo 

descritas como regiões “zoogeográficas” de malária e compartilham pontos em comum com muitas zonas  

biogeográficas históricas (HOLT et al., 2013; OLSON et al., 2001). Os limites aproximados das zonas são 

delineados por variáveis climáticas que influenciam as taxas de transmissão da malária, como temperatura e 

precipitação, a intensidade de transmissão observada, bem como a abundância e os comportamentos das espécies 

de vetores localmente dominantes. Adaptado de BATTLE et al. (2014).  
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A contribuição das recaídas para o ônus de P. vivax pode ser avaliada comparando-se 

as taxas de recorrência entre pacientes que são submetidos a diferentes tratamentos, com e 

sem uso de PQ (SIMÕES et al., 2014). A recorrência da malária é caracterizada como a 

recorrência de parasitemia assexuada seguinte ao tratamento da doença, em período de tempo 

variado (POPOVICI et al., 2018). Com base na observação clínica é muito difícil distinguir 

entre recrudescência, recaída e reinfecção. Entretanto, tem sido consenso entre os estudos que 

até 28 dias, quando ainda há droga (CQ) circulante após a administração inicial do fármaco, 

as recidivas (ou recorrências) podem ser consideradas recrudescências (POPOVICI et al., 

2018). Já a partir de 29 dias (tempo previsto em que não há mais CQ circulando na corrente 

sanguínea do indivíduo após início do tratamento), as recorrências podem ser consideras 

recaídas. As reinfecções, por sua vez, podem ocorrer a qualquer momento após a eliminação 

da droga no organismo, desde que haja o contato com o mosquito vetor, normalmente em 

regiões endêmicas para malária (SIMÕES et al., 2014) (Figura 7). Uma vez que a 

genotipagem do parasito não permite de diferenciar recaída de reinfecção e de recrudescência, 

a maioria dos estudos nesse sentido tem avaliado as estimativas gerais das taxas de 

recorrências (POPOVICI et al., 2018). Nesses estudos tem sido assumido que uma parte 

significativa na taxa de recorrência após tratamento pode ser atribuída à reativação dos 

hipnozoítos. Também tem se assumido que as contribuições do estágio assexuado são 

insignificantes (BRASIL et al., 2018; CHU et al., 2018; SIMÕES et al., 2014). Os primeiros 

estudos realizados após a segunda guerra mundial em soldados americanos demonstraram que 

as taxas de recaída por P. vivax foram de 70% nos 120 dias após o retorno de áreas endêmicas  

(MOST et al., 1946). Da mesma forma, na Tailândia (área de baixa transmissão), foi 

registrada uma taxa de recorrência de 79% dentro de 63 dias após monoterapia com CQ 

(LUXEMBURGER et al., 1999). Mais recentemente, uma taxa de recorrência de 78% foi 

relatada em soldados da Indonésia até um ano após monoterapia de artesunato (SUTANTO et 

al., 2013). Na Papua Nova Guiné, região de alta transmissão de P. vivax, crianças com idade 

inferior a seis anos foram tratadas de diferentes formas: (i) com artesunato e PQ, (ii) somente 

com artesunato, ou (iii) placebo e foram acompanhadas por dez meses. Nessa região, estima-

se que as recaídas contribuíram com, aproximadamente, 50% do número total das infecções 

por P. vivax (BETUELA et al., 2012). Estimativas mais recentes de recaída na Papua Nova 

Guiné são ainda maiores (80%) (SUTANTO et al., 2013).  
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Figura 7. Recorrências da malária por Plasmodium vivax. A recidiva ou recorrência da malária é conceituada 

como a recorrência de parasitemia assexuada seguinte ao tratamento da doença, após ter sido constatada a sua 

negativação, em período de tempo variado (WHITE et al., 2011). Ocorre por um dos seguintes aspectos: (i) 

recaídas: ativação dos hipnozoítos; (ii) reinfecção: exposição à nova infecção pelo mosquito vetor; (iii) 

recrudescência: falha terapêutica resultante de não adesão ao tratamento (PEREIRA; ISHIKAWA; FONTES, 

2011a), resistência do parasito às drogas utilizadas (DUARTE et al., 2001), má qualidade do medicamento 

instituído (NOGUEIRA et al., 2011) ou utilização de doses subterapêuticas das drogas. Do ponto de vista 

conceitual, a recorrência de malária pode ser resultado de recaída, reinfecção ou recrudescência. Recrudescência 

de malária ocorre quando as formas sanguíneas do parasito não são completamente erradicadas pelo tratamento e 

reexpandem o seu número após o declínio da concentração sérica das drogas. Ocorre com maior frequência na 

malária por P. falciparum e P. vivax. As recaídas são definidas como o reaparecimento da parasitemia e de 

manifestações clínicas do paciente por uma reinvasão das hemácias pelos merozoítos provenientes de 

hipnozoítos dormentes no fígado. Acredita-se que podem surgir após 21 a 140 dias do tratamento com a cepa 

tropical e após 180 a 420 dias com a cepa temperada do parasito (WHITE et al., 2011). Sua principal causa é a 

falha no tratamento. Baseado apenas na observação clínica, é muito difícil distinguir recrudescência de recaída e 

recaída de reinfecção. Em algumas situações, o discernimento pode ser feito pela identificação de genótipo 

idêntico do parasito da recaída com a infecção primária. Contudo, a genotipagem dos parasitos da infecção 

inicial e da recaída não tem sido eficiente para a distinção entre recaída e reinfecção (DE ARAUJO et al., 2012; 

ORJUELA-SÁNCHEZ et al., 2009). Por sua vez, reinfecção por P. vivax é uma nova infecção adquirida por 

pacientes que tenham tratado de malária, após intervalo de tempo incompatível com a ocorrência de 

recrudescência ou recaída. Em análise genotípica, pode-se considerar, como reinfecção, o achado de parasito 

geneticamente diferente daquele causador da infecção primária (MARKUS, 2011). Como os tempos entre os 

episódios se sobrepõem, mesmo com a análise genotípica, é também difícil a distinção precisa entre recaída e 

reinfecção. Tem sido consenso que até 28 dias, quando ainda há droga circulante após o tratamento, as recidivas 

podem ser consideradas recrudescências. A partir de 29 dias (ou mesmo antes em caso de parasitos resistentes) 

até mais de seis meses, podem ser consideradas recaídas. As reinfecções, por sua vez, podem acorrer a qualquer 

momento após a eliminação da droga do organismo (WHITE et al., 2011). 
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1.4. Tratamento da malária causada por Plasmodium vivax 

 

Ao longo dos anos, muitas pesquisas foram realizadas no sentido de desenvolver 

drogas contra as diferentes formas do ciclo de vida de Plasmodium, incluindo as formas de 

hipnozoítos que são particularmente desafiadoras. A ausência de informação no que diz 

respeito à biologia dos hipnozoítos impacta negativamente no desenvolvimento de novas 

drogas antimaláricas e, como resultado, a PQ (8-aminoquinolina) ainda é a única droga 

licenciada no Brasil que elimina os hipnozoítos e oferece profilaxia e cura radical para a 

infecção por P. vivax (FERNANDO; RODRIGO; RAJAPAKSE, 2011).  

A CQ, juntamente com a PQ, tem sido recomendada pelas entidades de saúde como o 

regime padrão para a cura radical de P. vivax e P. ovale desde o início dos anos 1950 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). A CQ é um esquizonticida altamente eficaz, 

enquanto a PQ tem uma menor atividade na fase assexuada (PUKRITTAYAKAMEE et al., 

1994).  Acredita-se que a PQ interfere na respiração celular do parasito, gerando radicais 

livres de oxigênio e desregulando o transporte de elétrons. Ao ser coadministrada com a CQ, 

o efeito total é um reflexo da eficácia sinérgica do agente esquizonticida e da PQ.  

 

1.4.1. Cloroquina  

 

Por quase 60 anos, a CQ tem sido considerada a droga de primeira linha para o 

tratamento das infecções por P. vivax (NEGREIROS et al., 2016). A CQ é eliminada muito 

lentamente (tempo de meia vida estimado de 28 dias) e seu principal metabólito ativo é a 

desetilcloroquina. O metabolismo da CQ é feito, principalmente, pelas isoformas hepáticas do 

citocromo P450 – CYP2C8, CYP3A4 e CYP2D6 e sua ligação aos tecidos é extensa, 

resultando em um enorme volume de distribuição (PROJEAN et al., 2003). A CQ é 

distribuída extensivamente nos tecidos, tais como fígado, seguida do baço, coração, rins e 

cérebro (WHITE, 1988). O esquema terapêutico recomendado para P. vivax consiste na 

combinação de CQ por três dias (dose total de 25 mg/kg), e PQ, por sete ou quatorze dias 

(dose total de 3,5 mg/kg) (DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLÓGICA, 

2010). Assim, o tratamento, tradicionalmente dividido em três dias, pode ser considerado de 

alta dose. Esta dose fornece níveis terapêuticos no sangue total (>100 ng/mL correspondentes 

a >10 ng/mL no plasma) por, pelo menos, 28 dias em infecções por P. vivax 

(DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLÓGICA, 2010). Embora a CQ tenha 

uma margem de segurança baixa (uma dose única de 20 mg/kg é considerada tóxica), 
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geralmente é bem tolerada na dose padrão de 25 mg/kg, dividida em três dias, para a infecção 

causada por P. vivax (MELLO et al., 2018). O mecanismo por trás da ação plasmodicida da 

CQ não é completamente compreendido. Como outros derivados da quinolina, acredita-se que 

ela inibe a atividade da polimerase heme, resultando em um acúmulo do grupo heme livre, 

que é tóxico para os parasitos.  

 

1.4.2.  Primaquina 

 

A PQ foi sintetizada pela primeira vez, nos EUA, durante a Segunda Guerra Mundial 

(1941 – 1945), como parte de um empreendimento maciço de desenvolvimento de drogas 

antimaláricas (GRIETENS et al., 2010). A eficácia curativa radical das 8-aminoquinolinas é 

reconhecida há mais de 75 anos. Após a administração oral, as concentrações máximas de PQ 

ocorrem dentro de 1 – 3 horas (MIHALY et al., 1985) e sua meia vida é de 4 – 6 horas 

(PUKRITTAYAKAMEE et al., 2014). Ao contrário de outras drogas antimaláricas 

amplamente utilizadas, a PQ exerce um amplo espectro de atividade contra vários estágios do 

parasito (BAIRD; RIECKMANN, 2003), sendo ativa contra as formas pré-eritrocíticas em 

desenvolvimento (atividade profilática), contra os hipnozoítos (somente para P. vivax e P. 

ovale), contra gametócitos (de todas as espécies que causam malária humana) e ainda, pouco 

ativa, contra os estágios sanguíneos assexuados (PUKRITTAYAKAMEE et al., 1994). Já foi 

demonstrado que a PQ é eletiva, contra estágios sanguíneos de P. falciparum e P. vivax, mas 

as doses necessárias para a cura radical são tóxicas para o uso humano (KAIN, 1995).  

Embora o  metabolismo complexo da PQ e seu mecanismo de ação não sejam totalmente 

compreendidos (MUCKLOW, 2001), uma ampla variedade de metabólitos, alguns deles 

espécies hidroxiladas altamente reativas, aparentemente agem nas membranas mitocondriais 

do parasito (MARCSISIN; REICHARD; PYBUS, 2016).  

A maioria dos países endêmicos para P. vivax recomenda um regime de PQ de 0,25 

mg/kg/dia (3,5 mg/kg/dia ou 210 mg dose total) por 14 dias, embora haja uma ampla gama de 

regimes de PQ sendo usados em diferentes países (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2016). No Brasil, o tratamento atual de primeira linha para a cura radical da infecção por P. 

vivax é de 3 dias de CQ (dose total de 25 mg/kg administrada por via oral durante três dias 

consecutivos), com o uso concomitante de um ciclo curto de PQ (7 – 9 dias; dose total de 3,5 

– 4,2 mg/kg) (DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLÓGICA, 2010). Além 

disso, as diretrizes do Ministério da Saúde determinam: fazer o ajuste da dose e do tempo de 

administração da PQ em pacientes com peso igual ou superior a 70 kg (DEPARTAMENTO 
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DE VIGILANCIA EPIDEMIOLÓGICA, 2010) e dar preferência, sempre, ao peso para a 

escolha da dose a ser administrada em indivíduos infectados (Figura 8).  

 

 

Figura 8. Tratamento atual de primeira linha para a cura radical da infecção por Plasmodium vivax, 

recomendado pelas diretrizes do Ministério da Saúde - Brasil. Cloroquina, dose total de 25 mg/kg 

administrada por via oral durante três dias consecutivos, concomitante ao uso de um ciclo curto de PQ, 7 – 9 

dias, com dose total de 3,5 – 4,2 mg/kg.  

 

Estudos com curta duração de acompanhamento (28 dias) evidenciaram eficácia da PQ 

contra os estágios assexuados, ou seja, as recorrências eram incomuns (COMMONS et al., 

2018). Nos poucos estudos que acompanharam indivíduos infectados por um período de 

tempo mais longo, verificou-se que as taxas de recorrência após o uso da PQ (0,25 mg/kg/dia 

durante 14 dias) foram de 4,6% aos três meses (LOOAREESUWAN et al., 1999) e 17,5% aos 

seis meses, na Tailândia (BUNNAG et al., 1994). Similarmente, taxas de recorrência de 2,5% 

(dose de 0,5 mg/kg/dia por sete dias) (ABDON et al., 2001), 5% (0,25 mg/kg/dia por 14 dias) 

(ABDON et al., 2001) e 14% (dose de 0,25 mg/kg/dia por 14 dias,) aos seis meses, foram 

relatadas no Brasil (DUARTE et al., 2001).  

A eficácia da PQ também já foi comparada em diferentes doses e duração de 

tratamento, inclusive na Amazônia brasileira. Em um estudo de coorte aberta nessa região, os 

autores mostraram que o risco de recorrência de P. vivax foi semelhante entre os dois regimes 

de tratamento: 887/6226 pacientes (14,3%) em 14 dias (dose total 3 – 4,2 mg/kg de PQ por 14 

dias) versus 7 – 9 dias (dose total 3 – 4,2 mg/kg de PQ por 7 a 9 dias): 17,61/12,06 (14,6%), 

Risco Relativo = 0,97; IC 95% 0,90 – 1,04, P = 0,960 (DAHER et al., 2019). Em geral, na 
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Amazônia, a dose total de 3,5 mg/kg de PQ, por sete dias, tem sido associada a taxas de 

recorrência de 26 a 40% durante seguimento de 180 dias (DURAND et al., 2014; LACERDA 

et al., 2019; ORJUELA-SÁNCHEZ et al., 2009). Diante do exposto, nota-se, pois, que os 

dados disponíveis na literatura sugerem que as recaídas contribuem significativamente para a 

carga global das infecções por P. vivax. Para determinar a eficácia da PQ em áreas endêmicas 

é necessário avaliar as recorrências para além do período de profilaxia pós-tratamento e, 

também,  por tempo suficiente para detectar a maioria das recorrências (idealmente seis 

meses), considerando-se a incidência de novas infecções (WHITE et al., 2011). Em geral, 

estima-se que seis semanas de acompanhamento é um período de tempo insuficiente para 

detectar todas as primeiras recaídas, mesmo em regiões onde o fenótipo de curta latência é 

prevalente (COMMONS et al., 2018). No caso de detecção de recaídas tardias, a duração de 

acompanhamento precisa ser maior que nove meses (KIM et al., 2012). Portanto, o 

acompanhamento de pacientes por períodos mais longos de tempo faz-se necessário para 

predizer, com mais precisão, as reais taxas de recaídas/recorrências.   

 

1.5. Desafios do uso da primaquina   

 

1.5.1. Adesão ao tratamento 

 

 No Brasil, a PQ é geralmente recomendada por um período de 7 dias para a cura 

radical da malária por P. vivax (Tabela 1) (DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA 

EPIDEMIOLÓGICA, 2010). A dificuldade em prescrever a PQ, a preocupação com a sua 

toxicidade hemolítica e, também, a não adesão correta ao regime terapêutico, influenciam a 

decisão do tratamento. Em algumas regiões do mundo, uma baixa adesão tem sido 

documentada, principalmente no regime de 14 dias de tratamento (GRIETENS et al., 2010; 

KHANTIKUL et al., 2009)  Em alguns estudos, a taxa de não adesão em áreas da Bacia 

Amazônica foi correspondente às taxas registradas no Equador, onde cerca de 34% dos 

pacientes não aderiram ao tratamento (ALMEIDA; VIEIRA, 2016; YÉPEZ, M. C., 

ZAMBRANO, D., CARRASCO, F., & YÉPEZ, 2000). A razão de chance de ressurgimento 

da parasitemia em pacientes que não aderiram ao tratamento foi três vezes maior quando 

comparada à razão de chance observada em  pacientes que aderiram ao tratamento (OR = 

3,95; IC 95%, 1,31 – 11,98; P = 0,0071) (ALMEIDA; VIEIRA, 2016). Um estudo mais 

amplo quantificou a adesão de pacientes ao tratamento contra P. vivax com CQ (três dias) e 

PQ (sete dias) em cinco municípios da Amazônia brasileira. Uma taxa de adesão de 86,4% foi 
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observada, taxa esta superior à encontrada no Peru (62,2%) e Equador (65,9%) que utilizaram 

regime terapêutico semelhante ao avaliado no Brasil (GRIETENS et al., 2010; PEREIRA; 

ISHIKAWA; FONTES, 2011b; YÉPEZ, M. C., ZAMBRANO, D., CARRASCO, F., & 

YÉPEZ, 2000). Estudos comparativos da adesão ao tratamento com CQ por três dias e PQ por 

sete ou 14 dias, também foram realizados em regiões da Amazônia. De certa forma, 

constatou-se que a adesão foi menor para esquemas terapêuticos mais longos, quando 

comparado com o regime de PQ de sete dias, reforçando a premissa de que quanto maior o 

tempo de tratamento, menor a sua taxa de adesão (DUARTE; GYORKOS, 2003; GOLLER et 

al., 2007). 

 

Tabela 1. Tratamento das infecções por Plasmodium vivax com cloroquina em três dias e primaquina em 

sete dias (esquema curto) preconizado pelo Ministério da Saúde. Extraído do Guia Prático de Tratamento de 

Malária no Brasil, 2010. 

 

1.5.2. Efeitos adversos da primaquina 

 

 A dosagem individual de PQ é limitada pelo desconforto abdominal, que geralmente é 

grave em doses maiores que 1 mg/kg (BRAGA et al., 2015). Em geral, a PQ é bem tolerada 

em doses individuais ≤ 0,5 mg/kg, se administrada junto aos alimentos. O principal efeito 
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adverso da PQ é a hemólise (ASHLEY; RECHT; WHITE, 2014). Alguma perda de células 

vermelhas pode ocorrer em pacientes normais, mas aqueles que são deficientes em G6PD são 

particularmente vulneráveis. A G6PD é necessária para as defesas dos eritrócitos, regeneração 

de glutationa e para a funcionalidade da enzima catalase (RECHT; ASHLEY; WHITE, 

2018). Os eritrócitos de homens hemizigotos com deficiência de G6PD e de mulheres 

homozigotas têm menos de 30% da atividade enzimática encontrada nas células normais. 

Existem mais de 180 variantes genéticas de G6PD, sendo que quase todas conferem uma 

enzima instável que se degrada mais rapidamente do que a variante normal e torna as células 

vermelhas mais vulneráveis a danos oxidativos (BAIRD et al., 2001). O grau e risco de 

hemólise dependem de dois fatores principais: o grau de deficiência de G6PD, além da dose e 

duração da exposição a PQ (RECHT et al., 2015).  No Brasil, a prevalência de deficiência de 

G6PD, em área endêmica de malária na Amazônia Brasileira, foi detectada a uma frequência 

de 2,4 – 5,6% em homens adultos (DOMBROWSKI et al., 2017; SIQUEIRA et al., 2016).  

 

1.5.3. Tratamentos alternativos à primaquina para infecções por Plasmodium vivax  

 

A tafenoquina (TQ), uma 8-aminoquinolina estruturalmente relacionada à PQ, foi 

testada, pela primeira vez, em 1998, para avaliação da sua tolerabilidade em homens normais 

para a G6PD (RAJAPAKSE; RODRIGO; SD, 2015). A TQ é absorvida lentamente após 

administração oral, com concentrações plasmáticas máximas observadas em cerca de 12 horas 

após a dose em indivíduos em jejum (BRUECKNER et al., 1998). A meia vida de eliminação 

da TQ é de cerca de 2 semanas, sendo uma droga amplamente distribuída em tecidos de baixa 

depuração (capacidade do organismo em eliminar o fármaco) (CHARLES et al., 2007). A TQ, 

assim como a PQ, causa hemólise em indivíduos com deficiência de G6PD (LACERDA et 

al., 2019; RUEANGWEERAYUT et al., 2017). Diferentemente da TQ, a PQ é rapidamente 

eliminada e sua administração pode ser interrompida se houver hemólise grave. Como 

medicação anti-hipnozoítica de ação prolongada, a TQ foi recentemente registrada na Food 

and Drug Administration e na Australian Therapeutic Goods Administration para cura radical 

da malária por P. vivax (LLANOS-CUENTAS et al., 2019).  

Estudos iniciais confirmaram a eficácia da TQ para prevenir recaídas da infecção por 

P. vivax (LLANOS-CUENTAS et al., 2014). Em 2014, um estudo multicêntrico de fase três 

realizado em diferentes localidades no Brasil, Peru, Índia e Tailândia, mostrou que uma única 

dose de 300 ou 600 mg de TQ em combinação com a CQ foi tão eficaz quanto a dose de 15 

mg/kg/dia de PQ por 14 dias na prevenção de recaídas por P. vivax (LLANOS-CUENTAS et 
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al., 2014). Recentemente, um outro estudo confirmou estes dados em uma população de área 

endêmica, mostrando que 62,4% (IC 95%, 54,9 – 69,0) de pacientes em uso de TQ não 

tiveram recidivas por 6 meses (LACERDA et al., 2019). Confirmando esses dados, uma 

metanálise, realizada em 2019, mostrou que o percentual de pacientes livres de recorrência 

aos seis meses foi de 67% (IC 95% 61– 72,3) entre 426 pacientes em uso de TQ e 72,8% (IC 

95% = 65,6 – 78,8) entre 214 pacientes em uso de PQ (LLANOS-CUENTAS et al., 2019). 

Entretanto, a eficácia da TQ não se mostrou inferior à da PQ (OR = 1,81; IC 95% = 0,82 – 

3,96). De forma favorável, pelo fato da dose única, para a TQ não há abandono do tratamento 

como acontece com a administração de PQ (LACERDA et al., 2019).  

 

1.6. Efeito do metabolismo de CYP2D6 na farmacocinética/atividade da primaquina 

  

A caracterização dos metabólitos de PQ é complexa devido à formação de muitos 

metabólitos ativos instáveis. O principal conceito recentemente descoberto é que a PQ 

parental é uma pró-droga, biotransformada pela isoenzimas do complexo citocromo P450 

CYP2D6 em um metabólito(s) oxidado(s), que é (são) responsável(is) pela atividade anti-

hipnozoítica da droga (Figura 9). Avanços tecnológicos recentes em cromatografia líquida 

com espectrometria de massa permitiram a identificação extensiva de metabólitos e estudos 

de fenotipagem do CYP450 usando isoenzimas recombinantes e/ou hepatócitos. (BENNETT 

et al., 2013; PYBUS et al., 2012). Em um extenso teste in vitro com PQ, os autores 

demonstraram que a CYP2D6, Monoamina Oxidase A (MAO-A), CYP2C19 e CYP3A4 (em 

ordem de eficácia catalítica) foram capazes de metabolizar a PQ em alguma extensão 

(PYBUS et al., 2012). Deve-se notar que a CYP2D6 apresentou a maior razão Vmax/Km 

(eficiência catalítica) no metabolismo da PQ em comparação às isoenzimas CYPs e MAOs 

recombinantes testadas. Eles sugeriram que, embora a CYP2D6 tenha uma concentração 

relativamente baixa em relação a outras CYPs relevantes, presentes em hepatócitos, sua 

relevância fisiológica potencial na via metabólica da PQ é grande.  

A via da MAO-A parece ser amplamente responsável pela formação de uma espécie 

de aldeído de PQ (o provável progenitor da carboxiprimaquina, o metabólico plasmático mais 

abundante em humanos). Curiosamente, metabólitos fenólicos, previamente associados com a 

atividade redox foram observados sendo primariamente produtos do metabolismo de CYP2D6 

(PYBUS et al., 2012). Em 2015, um estudo mostrou que a formação de metabólitos fenólicos 

diminuiu em camundongos knockout para CYP2D (POTTER et al., 2015a). Dessa forma,  a 

via mediada pela CYP2D6 parece ser a responsável pela formação dos metabólitos associados 
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à eficácia antimalárica, e, também, aos efeitos hemolíticos do fármaco (BENNETT et al., 

2013; FASINU et al., 2014).  

 

 

Figura 9. Processo de biotransformação da primaquina no fígado. A depuração de uma droga no organismo 

geralmente envolve um processo de biotransformação (ou reações metabólicas) que pode ser modulado pela 

modificação da estrutura química dos xenobióticos para aumentar ou diminuir a sua taxa de metabolismo. 

Devido à biotransformação, a estrutura molecular de uma droga é comumente alterada para ser mais hidrofílica, 

facilitando, assim, a sua eliminação do organismo. Além de facilitar a excreção do organismo, esse processo de 

modificação é essencial para promover o efeito farmacológicos de pró-fármacos (compostos administrados em 

forma inativa e que só são ativados somente após biotransformação) e promover sua ação farmacológica 

(formação de metabólitos ativos) / melhora de absorção. Embora as vias de metabolismo de PQ não sejam 

totalmente compreendidas, estudos sugerem que a eficácia da PQ está ligada a seu processo de biotransformação, 

por uma via dependente do complexo citocromo P450, levando à produção de metabólitos de ciclo redox. Os 

metabólitos fenólicos de PQ são os candidatos mais prováveis para essa atividade/eficácia (PYBUS et al., 

2013a). Dada a natureza reativa desses metabólitos e sua capacidade demonstrada para o ciclo redox, eles devem 

ser considerados de importância potencial para qualquer mecanismo de ação dependente da produção de estresse 

oxidativo. Recentemente foi demonstrado que estes metabolitos fenólicos são predominantemente gerados 

através de uma via dependente da CYP2D6, importante membro da superfamília do Citocromo P450 responsável 

pelo metabolismo de aproximadamente 25% das drogas usadas clinicamente (ZANGER; RAIMUNDO; 

EICHELBAUM, 2004). O gene CYP2D6 possui uma alta heterogeneidade alélica que resulta em grandes 

variações interindividuais no nível e atividade da enzima. A atividade funcional do gene CYP2D6 é um 

importante determinante da depuração de fármacos para muitos substratos desta enzima. Em modelos animais e 

em humanos, parece que a diminuição da atividade de CYP2D6 tem um efeito significativo no metabolismo e 

clearance da PQ.   
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O perfil e parâmetros farmacocinéticos da carboxiprimaquina em humanos não são 

afetados pelo genótipo CYP2D6, corroborando a evidência de que a formação do metabólito 

carboxi prossegue via MAO-A, como a enzima metabólica primária e tem pouco a ver com o 

metabolismo da enzima CYP2D6 funcional (Figura 10). O perfil da farmacocinética da PQ 

em um modelo de camundongo com metabolismo heterogêneo de CYP2D6 foi conduzido por 

Potter et al. (2015) e as tendências correspondentes foram semelhantes às obtidas por Bennet 

et al. (2013) em estudo com humanos (BENNETT et al., 2013; POTTER et al., 2015b). Os 

perfis farmacocinéticos plasmáticos e hepáticos da PQ parental em camundongos normais 

C57 BL/6 e CYP2D knockout mostram que os níveis de PQ parental eram mais baixos em 

camundongos selvagem em biópsias hepáticas e plasma.  

 

Figura 10. Vias metabólicas envolvidas na farmacocinética da primaquina, mediadas por CYP2D6 e 

Monoamina Oxidase-A. O aldeído da PQ e o subsequente metabólito carboxi formado pelo metabolismo da 

MAO-A são destacados pela caixa azul. Os metabólitos fenólicos da PQ produzidos através do metabolismo de 

CYP2D6 são destacados pela caixa vermelha. Adaptado de MARCSISIN; REICHARD; PYBUS (2016).  
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1.7. Influência da variabilidade genética de CYP2D6 no metabolismo de drogas 

 

O gene CYP2D6 humano inclui 9 éxons e 8 íntrons, com uma fase de leitura aberta de 

1383 pb, codificando cerca de 461 aminoácidos e está localizado no cromossomo 22q31.1, em 

um conjunto de genes que abrange cerca de 45 kb, incluindo os pseudogenes CYP2D7 e 

CYP2D8. A CYP2D6 é uma das mais importantes e estudadas enzimas do complexo P450, 

sendo responsável pela metabolização de 25 – 30% dos medicamentos prescritos em humanos 

(INGELMAN-SUNDBERG, 2005a; WANG et al., 2014; ZANGER; SCHWAB, 2013). As 

principais classes de fármacos metabolizados pela CYP2D6 incluem: antimaláricos (CQ e 

PQ), antidepressivos, antipsicóticos, antiarrítimicos, betabloqueadores, antieméticos e 

opioides (PYBUS et al., 2012). Apesar de representar apenas uma pequena percentagem de 

todos as enzimas hepáticas do complexo citocromo P450 (2 – 5% do conteúdo total de CYP 

no fígado (INGELMAN-SUNDBERG, 2005b), seu papel no metabolismo de drogas é 

extensivamente maior do que o seu conteúdo relativo (ZANGER; RAIMUNDO; 

EICHELBAUM, 2004). A CYP2D6 também está presente em pequenas quantidades no 

cérebro (CHINTA et al., 2002), trato gastrointestinal e pulmões (GUIDICE et al., 1997). 

Apesar da CYP2D6 ser uma das isoformas do CYP450 mais amplamente estudadas em 

relação aos polimorfismos genéticos, pouco se sabe sobre os mecanismos de regulação e 

variabilidade na expressão desse gene. Acredita-se que haja a participação do fator HNF4-α 

no processo de regulação transcricional (PAN; NING; JEONG, 2017; ZANGER; SCHWAB, 

2013). 

O locus de CYP2D6 é complexo e altamente polimórfico. Os principais polimorfismos 

de CYP2D6 descritos na literatura estão apresentados na Figura 11. A presença de uma ou 

mais variações  de nucleotídeos (SNVs), que incluem SNPs e inserções ou deleções de um, ou 

de um pequeno número de nucleotídeos (HODEL et al., 2013), determina diferentes variantes 

alélicas de CYP2D6. Outros alelos são caracterizados por rearranjos gênicos que deram 

origem a grandes deleções, duplicações gênicas e multiplicações. Alelos com variações de 

nucleotídeos únicos exibem uma seleção de variantes alélicas raras. Em geral, os alelos de 

CYP2D6 não são divididos por função, mas pela presença de um conjunto de alterações em 

determinadas posições, que os classifica em CYP2D6*1 (alelo referência) e demais alelos de 

CYP2D6. 
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Figura 11. Polimorfismos no locus CYP2D6. O gene CYP2D6 inclui 9 éxons (apresentados em caixas 

numeradas em algarismos romanos) e 8 íntrons e está localizado no cromossomo 22q.31.1. Mais de 150 

variantes alélicas, caracterizadas por SNPs, inserções/deleções e repetições, dentro das regiões codificadora e 

promotora do locus CYP2D6 são conhecidos, além de deleções e duplicações do gene inteiro. Polimorfismos 

comuns (incluindo o polimorfismo G1846A, determinante do alelo CYP2D6 *4, mostrado em negrito) e seus 

efeitos fenotípicos são mostrados na figura. Como demonstrado, cada polimorfismo é determinante de um alelo * 

de CYP2D6. Cada diplótipo caracteriza uma classe fenotípica com atividade enzimática variável: 

metabolizadores nulos (PM), metabolizadores intermediários (IM), metabolizadores normais (EM) e 

metabolizadores ultrarrápidos (UM). O triângulo em cinza indica a extensão de atividade metabólica, sendo 

baixa em indivíduos com enzima inativa ou atividade metabólica nula e extremamente alta em indivíduos com 

expressão enzimática aumenta ou atividade metabólica ultrarrápida. Adaptado de BATTY et al., (2014).  

 

Atualmente, existem mais de 150 variantes alélicas descritas, mas a maioria é bastante 

rara (ZANGER; SCHWAB, 2013). Em geral, a sequência e as variações estruturais dão 

origem a alelos que conferem ausência, diminuição, normalidade ou aumento da função, 

levando a uma ampla gama de atividade enzimática entre os indivíduos, desde a ausência de 

atividade até um  metabolismo ultrarrápido (GAEDIGK, 2013; HE et al., 2015; VARELA et 

al., 2015). Em um extremo estão os chamados metabolizadores nulos, isto é, indivíduos com 

alelos inativos ou não funcionais que são incapazes de metabolizar ou bioativar drogas através 

da via CYP2D6. No outro extremo estão os metabolizadores ultrarrápidos que possuem pelo 

menos um alelo de função aumentada (isto é, duas ou mais cópias de um alelo funcional em 

um cromossomo) para além de um alelo de função normal. Estes dois grupos metabolizadores 

estão em maior risco de sofrer efeitos adversos relacionados com a dose ou falha do 

tratamento, dependendo do substrato particular envolvido.  



43 
 

Introdução 

A genética desempenha um importante papel na determinação da variação 

interindividual do metabolismo de CYP2D6 (ZHOU, 2009). Variantes importantes no 

metabolismo da enzima incluem alelos relacionados a atividade nula: CYP2D6*3, *4, *5, *6, 

*7, *8, bem como *36 que não tem atividade funcional (metabolizador nulo); alelos 

relacionados a atividade reduzida: CYP2D6*9, *10, *17, *29 e *41, que diminuem o efeito 

catalítico da enzima (metabolizador intermediário); e duplicações *1xN, *2xN, ou *35xN que 

apresentam a capacidade funcional aumentada (metabolismo ultrarrápido). Estudos 

demonstraram que as frequências alélicas de CYP2D6 variam substancialmente entre as 

populações do mundo (GAEDIGK et al., 2017; LLERENA et al., 2014; NARANJO et al., 

2018; SISTONEN et al., 2007; ZANGER; RAIMUNDO; EICHELBAUM, 2004). Algumas 

variantes alélicas estão presentes nas populações em frequências similares, enquanto outras 

são observadas em frequências muito diferentes ou foram detectadas apenas em um 

determinado grupo étnico. A expressão polimórfica do gene CYP2D6 é um dos fatores mais 

importante que afeta a atividade da enzima dentro e entre as populações (GAEDIGK et al., 

2017). Por exemplo, o alelo de função reduzida *10 é observado em cerca de 38% a 50% de 

asiáticos, mas apenas em cerca de 3% de caucasianos e 6% de africanos. Da mesma forma, o 

alelo de função reduzida *17 está presente quase exclusivamente em africanos (LLERENA et 

al., 2014). Em contraste, o alelo *2 de função normal (metabolizador normal) está presente 

em cerca de 25% dos caucasianos e 31% dos africanos, mas apenas em 10% a 12% de 

asiáticos. Essas diferenças provavelmente respondem por alguma variação étnica na resposta 

a medicamentos que são substratos de CYP2D6 (TUTTON, 2014). 

Entre os principais polimorfismos de CYP2D6, o SNP G1846A é característico do 

alelo CYP2D6*4 não funcional, resultando em uma proteína sem atividade. Esta variante é 

responsável pela maioria dos indivíduos com ausência da atividade de CYP2D6, encontrados 

majoritariamente em populações caucasianas. O SNP C100T caracteriza o haplótipo 

CYP2D6*4 não funcional e o haplótipo CYP2D6*10 de função reduzida. Como o SNP C100T 

está presente tanto no haplótipo não funcional como o de função reduzida, esse SNP não deve 

ser responsável pela ausência de função observada em CYP2D6*4. A presença da alteração 

C100T e a ausência do polimorfismo G1846A caracteriza a variante alélica CYP2D6*10 

(SHIRAISHI et al., 2002). Na maioria dos casos, , a presença de C1023T e C2850T é 

diagnóstico para a variante alélica CYP2D6*17 (OSCARSON et al., 1997).  

O SNP G3183A foi identificado pela primeira vez em uma triagem de uma grande 

população europeia (GAEDIGK et al., 1999). Embora raro em europeus, os SNPs C2850T e 

G3183A foram posteriormente identificados como parte do haplótipo CYP2D6*29 de função 
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reduzida, que é encontrado com uma frequência estimada de 20% em africanos. Já o G2988A 

é um polimorfismo intrônico que demonstrou estar associado ao splicing de CYP2D6 (AL-

DOSARI et al., 2013; SILVINO et al., 2016). Essa alteração pós transcricional leva à deleção 

do éxon 6, e consequente redução da atividade enzimática. O polimorfismo G2988A é 

característico do alelo CYP2D6*41, que se acredita ser responsável pela fenótipo reduzido na 

maioria dos caucasianos (RAIMUNDO et al., 2004). 

Embora os polimorfismos do gene CYP2D6 contribuam para uma grande parte da 

variabilidade interindividual na atividade da enzima CYP2D6, as variações no número de 

cópias (CNV) do gene CYP2D6 também contribuem para essa variabilidade 

(EICHELBAUM; INGELMAN-SUNDBERG; EVANS, 2006). O gene CYP2D6 

frequentemente sofre deleção ou amplificação gênica. As frequências destes polimorfismos 

variam consideravelmente entre diferentes populações étnicas (SISTONEN et al., 2007). Por 

exemplo, a eliminação completa do gene CYP2D6 (*5) é relativamente mais frequente em 

asiáticos e caucasianos, variando entre 4 – 5% e 2 – 7%, respectivamente (BRADFORD, 

2002a) (Figura 12).  

 

A                                                                             B 

 

Figura 12. Frequências alélicas de CYP2D6 em todas as populações do mundo. (A) Comparação de 

frequências alélicas selecionadas entre populações mundiais. As frequências alélicas diferem consideravelmente 

entre as populações, como demonstrado em variantes alélicas de CYP2D6 selecionadas. O gráfico representa as 

frequências dos fenótipos de função nula (gPM), reduzida (gIM), normal (gNM) e aumentada (gUM), calculadas 

a partir das variantes alélicas reportadas em cada população. As frequências alélicas representam a média de um 

alelo nas respectivas populações e, portanto, não somam 100%. As setas pretas estão indicando maior frequência 

dos genótipos gPM e gIM (atividade nula/reduzida da enzima) em europeus.  
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 Similarmente, a amplificação do gene inteiro CYP2D6 varia de 0 – 13% em 

caucasianos e africanos (SISTONEN et al., 2007), sendo muito alta em asiáticos (54%). A 

genética do CNV em CYP2D6 é mais complicada pela variedade de alelos CYP2D6 que 

existem em múltiplas cópias. A consequência fenotípica do CNV depende do alelo CYP2D6 

envolvido na duplicação. Por exemplo, com base no metabolismo da droga–sonda 

dextrometorfano, foi demonstrado que os indivíduos com duplicações de CYP2D6*2 têm 

atividade enzimática aumentada quando comparados com portadores de uma única cópia 

desse alelo (AKLILLU et al., 1996). No entanto, indivíduos com duplicações de CYP2D6*10 

têm atividade enzimática similar aos indivíduos que tem uma única cópia do alelo 

CYP2D6*10 (ISHIGURO et al., 2004). Assim, os portadores de múltiplas cópias dos alelos 

CYP2D6 funcionais (*1xN, *2xN) são classificados como metabolizadores ultrarrápidos, 

enquanto os portadores de dois alelos CYP2D6*10x2 e CYP2D6*4x2 são considerados 

metabolizadores intermediários e nulos, respectivamente.  

 

1.8. Tradução do genótipo de CYP2D6 em classes fenotípicas de acordo com a 

atividade enzimática 

 

A introdução de técnicas moleculares na década de 1990 permitiu o sequenciamento 

do DNA de pacientes com fenótipo de metabolismo reduzido para CYP2D6 e reconhecimento 

de diversas variações na sequência de CYP2D6 (HEIM; MEYER, 1992). Mais tarde, a 

identificação de pacientes com um metabolismo ultrarrápido devido a duplicações ou 

múltiplas cópias do gene funcional e níveis mais elevados de expressão enzimática levaram ao 

atual modelo de classificação tradicional do metabolismo de CYP2D6: metabolizadores nulos 

(PM), indivíduos que são homozigotos para alelos de perda de função; metabolizadores 

intermediários (IM), indivíduos que carream (i) um alelo com perda de função e um com 

atividade reduzida ou (ii) ambos os alelos com atividade reduzida; os metabolizadores 

normais ou extensivos (EM ou NM) que podem ser classificados de acordo com as seguintes 

combinações: (i)  dois alelos funcionais, (ii) um alelo com atividade funcional e outro com 

atividade reduzida, (iii) um alelo funcional e um com perda de função ou (iv) um alelo com 

perda de função e outro com amplificação gênica; e os metabolizadores ultrarrápidos (UM), 

indivíduos que têm um ganho da função de CYP2D6 devido à duplicação ou múltiplas cópias 

do gene CYP2D6 funcional (Figura 13) (GAEDIGK et al., 2008; HE; HOSKINS; MCLEOD, 

2011; HOSONO et al., 2009). Dessa forma, para descrever a funcionalidade dos alelos e o 

status do fenótipo, alguns termos para designar a função dos alelos são designados: função 
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“nula”, “reduzida”, “normal” e “aumentado”, correspondente a metabolizador nulo (PM), 

intermediário (IM), normal (NM) e ultrarrápido (UM), respectivamente. Esses termos foram 

determinados pelo Consórcio de Implementação Farmacogenética Clínica (CPIC) em um 

esforço para padronizar os termos de notificação dos resultados dos testes farmacogenéticos 

clínicos (https://cpicpgx.org/resources/term-standardization/). 

 

 

Figura 13. Esquema das relações genótipo-fenótipo de CYP2D6 e suas consequências farmacocinéticas e 

clínicas. No modelo tradicional de classificação dos fenótipos de CYP2D6, indivíduos são categorizados em 

quatro grupos com base na extensão da atividade enzimática: metabolizadores pobres ou nulos (PM), indivíduos 

que carream dois alelos nulos; metabolizadores intermediários (IM), indivíduos que carream (i) um alelo com 

perda de função e um com atividade reduzida ou (ii) ambos os alelos com atividade reduzida; metabolizadores 

extensivos ou normais (EM), pacientes com (i) dois alelos funcionais, (ii) um alelo com atividade funcional e 

outro com atividade reduzida, (iii) um alelo funcional e um com perda de função ou (iv) um alelo com perda de 

função e outro com amplificação gênica e metabolizadores ultrarrápidos (UM), indivíduos que têm um ganho da 

função de CYP2D6 devido à duplicação ou múltiplas cópias do gene CYP2D6 funcional Os alelos nulos ou com 

função diminuída são representados por caixas vermelhas e alelos totalmente funcionais por caixas azuis. O 

painel abaixo das representações dos alelos mostra as curvas de concentração plasmáticas esperadas no 

metabolismo de drogas, ao longo do tempo, com a janela terapêutica/resposta esperada indicada pela área 

(proporção de metabólitos excretados na urina após biotransformação de CYP2D6). Adaptado de ZANGER; 

RAIMUNDO; EICHELBAUM (2004). 
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Mesmo que a análise do genótipo de CYP2D6 seja limitada aos polimorfismos mais 

comuns e clinicamente relevantes, designando quatro classes fenotípicas (PM, IM, EM e 

UM), o número de alelos e diplótipos encontrados em qualquer população ou coorte estudada 

permanece extremamente grande. Como a maior parte da literatura sobre CYP2D6 está focada 

na determinação do estado metabólico de um indivíduo, o banco de dados Pharmgkb compila 

os haplótipos/diplótipos que resultam mais comumente na função alterada de CYP2D6, 

embora existam muito mais. Um estudo populacional recente avaliando diferentes SNPs, 

(determinantes de 20 variantes alélicas, bem como variantes de número de cópias) foram 

identificados 51e 57 diplótipos (combinação dos alelos) diferentes entre caucasianos e afro-

americanos, respectivamente. Essa variabilidade observada em diversos estudos, levou ao 

desenvolvimento de um “Sistema” para interpretar prontamente as informações de 

genótipo/diplótipo de CYP2D6, agrupando genótipos em grupos fenotípicos já 

convencionalmente determinados para a atividade enzimática: metabolizadores nulos (PM), 

metabolizadores reduzidos (IM), metabolizadores normais (NM) e metabolizadores 

ultrarrápidos (UM). A fim de facilitar a tradução do genótipo em fenótipo, no sistema de 

Pontuação de Atividade Alélica (Activity Score System), a cada alelo de CYP2D6 é atribuído 

um valor de 0, 0,5 ou 1, categorizando-o como: nulo, reduzido ou com função normal, 

respectivamente (note que o valor de 0,5 não indica uma redução da atividade de 50%, mas 

sinaliza diminuição da função enzimática, ou seja, tem atividade funcional intermediária entre 

a ausência e função completa de CYP2D6). Para alelos com duas ou mais cópias gênicas, o 

valor do alelo é multiplicado pelo número de cópias do gene (por exemplo, uma duplicação 

do gene CYP2D6 *1x2 recebe um valor de 2 para calcular o AS). A soma dos valores de 

ambos os alelos fornece o AS de um genótipo. Na maioria das populações, esse sistema de 

classificação normalmente leva a seis grupos AS, ou seja, AS = 0; 0,5; 1; 1,5; 2 e >2. Esse 

sistema de pontuação proposto é fácil de usar e mais intuitivo do que os alelos/diplótipos de 

CYP2D6 (por exemplo, CYP2D6*1, *4, *10, *1xN), que são difíceis de interpretar para 

muitos profissionais da saúde, clinicamente orientados, mas que não estão intimamente 

familiarizados com a nomenclatura de CYP2D6 e lutam com a avaliação do impacto clínico 

de um genótipo específico da enzima. Embora o uso do sistema AS tenha simplificado as 

associações genótipo-fenótipo, a abordagem se beneficiará de refinamento, e fatores 

adicionais contribuem para a variabilidade da atividade da CYP2D6 dentro de um dado 

diplótipo, não sendo capturados pelo atual sistema de pontuação. Mais pesquisas nessas duas 

áreas potencialmente levará a uma aplicabilidade clínica mais difundida (GAEDIGK et al., 

2018a) (Figura 14).  
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Figura 14. Classificação fenotípica baseada no Sistema de Pontuação de alelos de CYP2D6 (Activity Score 

System). Para descrever a funcionalidade dos alelos e o status fenotípico de CYP2D6, aderimos aos termos de 

classificação dos alelos como: “não funcional”, “reduzido”, “funcional” e “aumentado”, correspondentes aos 

fenótipos nulos (gPM), reduzido ou intermediário (gIM), normal (gNM) e ultrarrápido (gUM), respectivamente. 

Esses termos foram determinados pelo CPIC em um esforço para padronizar os termos de notificação dos 

resultados dos testes farmacogenéticos clínicos. No Sistema de Pontuação de Alelos (Activity Score System), os 

alelos são agrupados de acordo com sua funcionalidade; os valores entre parênteses indicam valores respectivos 

atribuídos a um alelo para calcular o AS de um haplótipo/diplótipo: não funcional (0) (*4, *4xN, *5, *6, *7, *8, 

*11, *12, *36, *40, *42, *56), alelos de função reduzida (0,5) (*9, *10, *17, *29, *41, *44, *49), funcionais (1) 

alelos (*2, *35, *43, *45) e alelos de função aumentada (2) (*1xN, *2xN, *35xN). Em seguida, as somas dos 

alelos não funcionais/nulos (0), função reduzida (0,5), funcionais (1) e função aumentada (2) são calculadas. As 

combinações de alelos, normalmente, dão origem a seis grupos AS (AS = 0, AS = 0,5, AS = 1, AS = 1,5, AS = 2, 

AS > 2). Indivíduos com AS = 0, AS = 0,5 e AS > 2 são designados como metabolizadores genéticos nulos, 

reduzidos e ultrarrápidos (gPM, gIM e gUM), respectivamente. Indivíduos com AS = 2 são designados como 

metabolizadores genéticos normais (gNM). Como esses grupos diplótipos cobrem uma ampla faixa de atividade, 

os indivíduos com AS = 1 são distinguidos aqui como gNM-slow ( gNM-S), e indivíduos com AS = 1,5 e AS = 2 

são designados como gNM-fast (gNM-F), de acordo com o relatório de Gaedigk et al. (GAEDIGK et al., 2008). 

Para especificar que o fenótipo foi previsto a partir do genótipo, utiliza-se o prefixo “g”.  

 

 Em termos de refinamento, no Sistema AS, atualmente, há mais grupos fenotípicos 

comparado a classificação clássica de CYP2D6, ou seja, os fenótipos: pobre/nulo (PM), 

intermediário/reduzido (IM), normal/extensivo (EM) e ultrarrápido (UM), que têm sido 

tradicionalmente utilizados em toda a literatura. Embora haja consenso entre os especialistas 

em definir AS = 0 como PM, AS = 0,5 como IM, AS = 1,5 e 2 como NM e aqueles com AS > 
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2 como UM, há controversas quanto à classificação dos indivíduos com AS = 1 e 2,5. O grupo 

fenotípico AS = 1 é o grupo mais contestado, classificado por alguns pesquisadores, como 

IMs por outros, como NMs. Os genótipos que dão origem a AS = 2,5 são tipicamente 

agrupados com AS > 2 e classificados como UM, mas alguns especialistas sugerem que o NM 

pode ser uma atribuição.  

 

1.9. Efeito e implicações do metabolismo reduzido de CYP2D6  

 

A farmacocinética da PQ foi avaliada em estudos com animais ao longo de muitos 

anos para posteriormente incluir os estudos clínicos em humanos (POTTER et al., 2015a; 

PYBUS et al., 2013a). Em 2013, um estudo avaliou a farmacocinética de PQ e 

carboxiprimaquina (CPQ), seu principal metabólito ativo, em indivíduos que apresentaram 

recaídas por P. vivax (MARCSISIN; REICHARD; PYBUS, 2016; PYBUS et al., 2013b). 

Indivíduos que recaíram apresentaram metabolismo reduzido de CYP2D6, com meia vida de 

PQ mais longa e valores de depuração (taxa de eliminação) mais baixos em relação aos 

indivíduos que não apresentaram recorrências da doença. Esses achados descritos apontam 

para o grupo de indivíduos inelegíveis para a PQ. Estudos na Indonésia acompanharam o 

relatório de Bennett et al. (2013) sugerindo que a função do citocromo P450 2D6 (CYP2D6) 

prejudicada por polimorfismos alélicos de ocorrência natural, resultou em falha terapêutica da 

PQ contra a infecção por P. vivax. Alelos de CYP2D6 com função nula/reduzida ocorreram 

em 95% das falhas terapêuticas, mesmo em uso de PQ de alta qualidade, diretamente 

supervisionada, e indivíduos acompanhados por um ano, em áreas em que a reinfecção era 

improvável (BAIRD; BATTLE; HOWES, 2018; SUTANTO et al., 2013).  
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2. Justificativa 

 

A biologia dos hipnozoítos, infelizmente, permanece em grande parte desconhecida 

pois os estudos clínicos encontram dificuldades na identificação das verdadeiras recaídas. 

Vários estudos têm contornado essa questão analisando viajantes infectados por P. vivax que 

não retornaram às áreas endêmicas. No entanto, não está claro se as recorrências analisadas, 

nesses estudos, correspondem àquelas que ocorrem em indivíduos que vivem em áreas 

endêmicas de malária, que provavelmente foram infectados repetidamente por P. vivax e 

podem, portanto, ter um número muito maior de diferentes variantes genéticas de hipnozoítos. 

Até o momento, apenas um estudo no Brasil avaliou a presença de polimorfismos em 

CYP2D6 e sua associação com recorrências de malária por P. vivax em região endêmica 

(BRASIL et al., 2018). Dessa forma, as evidências disponíveis não permitem a estimativa 

preliminar da proporção da população brasileira em que o metabolismo prejudicado da PQ 

provavelmente seria insuficiente para alcançar uma cura radical contra as recorrências da 

infecção por P. vivax.  

Se a eficácia da PQ depender exclusivamente do metabolismo de CYP2D6, isso 

poderia representar um sério problema para os esforços de erradicação centrados no uso de 

PQ, pois muitas populações em todo o mundo, incluindo as que residem em áreas endêmicas, 

têm alta prevalência de alelos de atividade nula e reduzida de CYP2D6 (BRADFORD, 

2002b). Embora estudos mais recentes com PQ tenham fornecido evidências convincentes de 

que o metabolismo para formação de seus metabólitos ativos é dependente da atividade de 

CYP2D6 (BENNETT et al., 2013; PYBUS et al., 2013a), esta evidência é baseada na falha 

terapêutica com PQ para metabolizadores nulos/reduzidos de CYP2D6 e/ou ausência do efeito 

antimalárico de PQ em camundongos knockout de CYP2D, necessitando de estudos em 

humanos para comprovação desses dados.  

A ampla caracterização do metabolismo da PQ é necessária para desenvolver um 

modelo mais complexo de riscos de falha no tratamento em termos do metabolismo do 

CYP2D6. No Brasil, a escassez de populações amostradas na base de dados torna-se 

insuficiente e não-representativa e, por vez, centra-se a características específicas 

populacionais, excepcionalmente desafiadoras para quaisquer conclusões futuras a nível 

regional da implicação do metabolismo de CYP2D6 na região da Amazônia Legal Brasileira. 

Estimativas recentes mostraram que alelos do CYP2D6 prejudicados, possivelmente 

relacionados ao alto risco de falha do tratamento com PQ, ocorrem em mais de 20% das 

populações mundial. Se, de fato, um terço ou mais das pessoas infectadas por P. vivax não 
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puderem receber com segurança terapia eficaz de PQ contra hipnozoítos, abordagens 

quimioterapêuticas ou quimioprofiláticas alternativas para prevenir os múltiplos ataques 

clínicos recorrentes de malária por P. vivax devem ser concebidas, otimizadas e validadas. 

Além disso, a obtenção de estimativas mais robustas das recorrências nesses grupos 

populacionais é essencial e informará diretamente a necessidade de estratégias para a terapia 

segura e eficaz dos reservatórios de hipnozoítos em comunidades humanas. 
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3. Hipótese de estudo 

 

(i) O metabolismo nulo/reduzido do citocromo P450 2D6 (CYP2D6), causada por 

polimorfismos alélicos, resulta em risco aumento de recorrências da infecção por P. vivax 

devido a falha terapêutica da PQ; (ii) a resposta imune do hospedeiro aos parasitas da malária 

e fatores epidemiológicos modulam a suscetibilidade a recorrências de P. vivax em associação 

com o status de metabolismo reduzido de CYP2D6. 

  

4. Objetivos 

 

 O objetivo geral desse estudo foi associar a atividade nula/reduzida de CYP2D6 e 

aumento do risco de recorrência de P. vivax em área endêmica de malária, com objetivos 

específicos de: 

(i)       Identificar a prevalência de recorrências das infecções por P. vivax registrados no 

SIVEP–Malária ao longo de dez anos na comunidade de Rio Pardo; 

(ii)       Estimar a frequências dos alelos, diplótipos e fenótipos de CYP2D6 na população 

de Rio Pardo; 

(iii) Correlacionar a frequência das variantes genéticas de CYP2D6 à ancestralidade 

genômica dos indivíduos de Rio Pardo; 

(iv)       Investigar a associação de polimorfismos alélicos de CYP2D6 no risco de 

recorrências da infecção por P. vivax. 

(v)       Identificar fatores imuno/epidemiológicos envolvidos na suscetibilidade a 

recorrências de P. vivax em associação com o metabolismo nulo/reduzido de 

CYP2D6. 
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5. Métodos 

 

5.1. Área e população de estudo 

 

O estudo foi realizado no assentamento agrícola de Rio Pardo, localizado no 

município de Presidente Figueiredo, estado do Amazonas. O assentamento  de Rio Pardo fica 

a aproximadamente 160 km de Manaus (Figura 10A) e foi oficialmente criado em 1996, pelo 

Instituto Nacional de Colonização e Reforma Agrária (INCRA), como parte dos projetos de 

colonização da Amazônia focados na agricultura e ocupação humana da região (CASTRO et 

al., 2006; KANO et al., 2012). A localidade rural é composta por sete áreas denominadas 

“Ramais”: Principal, Samuel, Novo Paraíso, Gusmão, Terra Preta, Taxista e Novo Progresso, 

que inclui as famílias residentes em ambos os lados de vias não pavimentadas (Figura 10B) e 

cercadas por floresta tropical. Além disto, há uma população ribeirinha, que vive às margens 

do Igarapé de Rio Pardo (KANO et al., 2012), cerca de 1,5 km das margens do córrego. 

Um recenseamento da população, em 2008, registrou 701 habitantes, sendo 360 

(51,4%) residentes em áreas de ramais, e 341 (48,6%) no Igarapé. A maioria dos indivíduos 

que residem em Rio Pardo são nativos da região da Amazônia e vivem principalmente da 

agricultura de subsistência e pesca na região, ao longo das margens do Rio Pardo. Em geral, 

as taxas de transmissão de malária na área estudada foram predominantemente moderadas a 

baixa durante os anos de 2003 a 2013 e apresentou variação do número de casos de malária 

durante os dez anos de levantamento de dados (2003 – 2013), refletindo períodos de 

diferentes intensidades de transmissão. A área de estudo foi classificada como hipo- a 

mesoendêmica com base no tamanho do baço das crianças locais e taxas de infecção 

parasitária (KANO et al., 2012). Ao longo dos anos, P. vivax foi a espécie responsável pela 

maioria dos casos de malária (média de 90%) durante o período de estudo na região. O 

número de casos de malária microscopicamente positivos para P. falciparum decresceu ao 

longo dos últimos anos, e desde 2011, P. vivax é a espécie responsável por todos os casos de 

malária registrados na comunidade (PIRES et al., 2018). O local do estudo e os padrões de 

transmissão da malária já foram descritos anteriormente por nosso grupo de pesquisa (KANO 

et al., 2012, 2018; PIRES et al., 2018). O número mais elevado de casos de malária foi em 

2004 a 2006 (a incidência média anual de parasitas (IPA) foi de 289 casos por 1000 

habitantes), seguida de uma diminuição contínua do número de casos; em 2009, a IPA era de 

54,6 (Secretaria de Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde, SVS / MS). 
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No Brasil, todos os casos de malária são registrados no Ministério da Saúde através do 

banco de dados do Registro Nacional do Sistema de Vigilância da Malária (SIVEP-Malária). 

O SIVEP-Malária é um sistema de vigilância online, projetado para identificar surtos e 

rastrear a eficácia do controle da malária, que notifica todos os casos de malária no Brasil, 

desde 2003. Estima-se que 99,6% dos casos de malária notificados no Brasil foram capturados 

pelo sistema em 2014. As altas taxas de notificação são impulsionadas pela notificação 

compulsória da malária no Brasil, sendo necessária para o acesso gratuito ao tratamento da 

malária, fornecido exclusivamente pelo Sistema Único de Saúde (SUS) e testes/microscopia 

para confirmação da infecção e dos casos de malária (BRAZ et al., 2016; DAHER et al., 

2019).  

 

A 

 

B 

  

Figura 15. Assentamento agrícola de Rio Pardo. (A) Localização geográfica de Rio Pardo – Presidente 

Figueiredo/Amazonas; (B) Áreas do assentamento agrícola de Rio Pardo: “Ramal” – estradas não pavimentadas 

que incluem domicílios localizados em ambos os lados e Igarapé – moradias ao longo do córrego Rio Pardo. 

Adaptado de FERREIRA; LUZ; BUSS (2016); KANO et al., (2012).  
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5.2. Classificação das recorrências e pacientes incluídos no estudo 

  

Um estudo de coorte aberta de base populacional foi iniciado em novembro de 2008, 

seguido por duas pesquisas transversais: junho de 2009 e outubro a novembro de 2009 

(KANO et al., 2012; SOUZA-SILVA et al., 2014). Dados imuno/epidemiológicos e amostras 

de sangue (DNA e plasma) foram coletados durante os levantamentos transversais. 

Inicialmente o estudo incluiu a participação da maioria dos indivíduos residentes em Rio 

Pardo (KANO et al., 2012), sendo possível obter informações/amostra da maioria dos 

indivíduos da comunidade. No geral, dos 701 moradores da Comunidade de Rio Pardo (senso 

de 2008), 541 (77,2%) indivíduos residentes em 176 domicílios aceitaram (mediante 

consentimento informado por escrito) a coleta de DNA. Destes, 261 indivíduos foram 

elegíveis ao nosso estudo, cuja análise genotípica/número de recorrências individual foi 

computada apenas uma única vez nas análises. A maioria dos indivíduos da comunidade, 527 

(97,4%), eram nativos da Amazônia, mas para 14 indivíduos não havia informações sobre 

origem étnica. Para cada residente, o número de episódios de malária por P. vivax 

(monoinfecção e infecções mistas com P. falciparum) e informações sobre as espécies 

parasitas determinadas por microscopia foram obtidos do SIVEP-Malária para o período que 

o indivíduo residia na comunidade do Rio Pardo entre 2003 e 2013 (quando os dados estavam 

disponíveis no banco de dados). 

Os 261 indivíduos totais, elegíveis ao estudo (indivíduos com amostra de DNA/plasma 

disponível e que apresentaram recorrências no período de levantamento dos dados: 2003 – 

2013) foram pacientes com monoinfecção por P. vivax diagnosticada por microscopia e com 

episódios recorrentes, registrados no SIVEP-Malária, em intervalos que variaram de 29 a 180 

dias do episódio inicial. Indivíduos com um único episódio de malária por P. vivax relatado 

em um período de 10 anos ou com episódios em intervalos maiores que 180 dias foram 

provavelmente reinfectados e, portanto, foram classificados como sem recorrência. Alguns 

indivíduos experimentaram vários episódios de múltiplas recorrências no período de 10 anos 

de levantamento dos dados, assim consideramos o episódio com o maior número de 

recorrências consecutivas. Por exemplo, se um indivíduo experimentou dois episódios de 

múltiplas recorrências (com dois e três episódios cada) em momentos diferentes, 

consideramos que esse sujeito teve três recorrências. Os indivíduos gestantes e crianças com 

menos de 6 meses de idade foram excluídos do estudo. 

Do total de 261 pacientes com infecção por P. vivax, 137 foram elegíveis sem 

recorrência, 52 com única recorrência e 72 pacientes com múltiplos episódios de recorrência. 
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Todos os indivíduos incluídos no estudo receberam o tratamento recomendado para P. vivax: 

uma combinação de CQ (dose total de 25 mg/kg administrada por via oral durante três dias 

consecutivos) e PQ (dose total de 3,5 mg/kg administrada por sete dias), de acordo com as 

diretrizes do Ministério da Saúde do Brasil para tratamento da malária por P. vivax 

(DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLÓGICA, 2010). O tratamento dos 

pacientes não foi supervisionado de perto. Os serviços de saúde na comunidade são realizados 

em um único posto avançado de diagnóstico de malária gerido pelo governo, neste 

diagnóstico e tratamento gratuitos para malária são fornecidos aos habitantes locais. As 

diretrizes do Ministério da Saúde determinam o ajuste da dose e tempo de administração da 

PQ em pacientes com peso igual ou superior a 70 kg (DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA 

EPIDEMIOLÓGICA, 2010) e preferência ao ajuste por peso para a escolha da melhor 

dosagem de CQ-PQ a ser administrada no indivíduo infectado. Os aspectos éticos e 

metodológicos deste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa envolvendo 

seres humanos do Instituto René Rachou / Fiocruz (Parecer nº 377.205; nº 2.803.756). Todos 

os pacientes assinaram um termo de consentimento informado, incluindo parentes, cuidadores 

ou responsáveis, em nome dos menores/crianças inscritos no estudo. 

  

5.3. Coleta de amostras de sangue e extração de DNA 

 

A infecção por P. vivax foi confirmada pelo exame microscópico de esfregaços 

sanguíneos espessos corados por Giemsa, avaliados por microscopistas bem treinados, de 

acordo com as diretrizes de diagnóstico de Malária do Ministério da Saúde do Brasil. De cada 

paciente, 5 mL de sangue periférico foi coletado durante as cortes transversais e armazenados 

a 4°C em um tubo contendo o anticoagulante ácido etilenodiaminotetracético (EDTA). Para 

extração de DNA, o Kit de DNA Gentra Puregene® (Gentra Puregene, Minneapolis, MN, 

EUA) foi usado de acordo com as instruções do fabricante. Ao todo, 300 µL de sangue total 

foram utilizados para extração, obtendo-se um volume final de 100 µL de DNA/solução. É 

importante mencionar que as amostras utilizadas no estudo se encontram estocadas no 

Laboratório de Malária do Instituto René Rachou (IRR) e fazem parte do biorrepositório do 

Laboratório de Malária, que foi estabelecido conforme as diretrizes da Portaria Nº. 2201, do 

Ministério da Saúde, que regulariza as diretrizes nacionais para biorrepositórios de material 

biológico para fins de pesquisa.  
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5.4. Genotipagem de polimorfismos no gene CYP2D6 por PCR em Tempo Real (qPCR) 

 

Os alelos (*) de CYP2D6 têm sua atividade enzimática determinada ou predita por 

experimentos in vivo ou in vitro e as informações específicas das variantes genéticas já 

descritas estão compiladas na plataforma de dados online, disponível em: 

https://www.pharmvar.org/gene/CYP2D6.  A escolha dos polimorfismos analisados neste 

estudo foi baseada na seleção dos polimorfismos de base única (SNPs), deleções e/ou 

duplicações determinantes de atividade nula/reduzida da enzima e, também, frequentes na 

população brasileira, segundo revisão da literatura (Tabela 2) (DE AMEIDA MELO et al., 

2016; FRIEDRICH et al., 2014). Informações da frequência alélica e função/atividade 

enzimática estão disponíveis na Plataforma PharmGKB (http://www.pharmgkb.org/). 

 

Tabela 2. Variantes de CYP2D6 genotipadas na população de estudo. 

Gene  Referência  Polimorfismos Alelos Relacionados  Atividade Fenotípica Predita 

 
rs1080985 

SNP 

G-1584C *2, *35, *41 gNM-F (*2 e *35) / gIM (*41) 

 
rs1065852 C100T *4, *10 gPM (*4) / gIM (*10) 

 
rs28371706 C1023T *17 gIM 

CYP2D6 rs3892097 G1846A *4 gPM 

 
rs16947 G2850T *2, *35, *4, *17, *41, *34 

gNM-F (*2 e *35) / gPM (*4) / 

gIM (*17 e *41) 

 
rs28371725 G2988A *41 gIM 

 
rs59421388 G3183A *29 gIM 

 
rs1135840 G4180C *2, *35, *4, *10, *17, *41 

gNM-F (*2 e *35) / gPM (*4) / 

gIM (*10,*17 e *41) 

 
rs5030656 Deleção 

2615_2617 

delAAG 
*9 gIM 

Classificações fenotípicas em grupos metabolizadores nulos (gPM), intermediários/reduzidos (gIM), normal-

slow (gNM-S), normal-fast (gNM-F) e ultrarrápidos (gUM). O prefixo “g” indica que o fenótipo é previsto a 

partir do genótipo. 

 

Oito SNPs no gene CYP2D6 (C-1584G [rs1080985], C100T [rs1065852], C1023T 

[rs28371706], G1846A [rs3892097], C2850T [rs16947], G2988A [rs28371725], G3183A 

[rs59421388], G4180C [rs1135840] e uma deleção 2615_2617delAAG [rs5030656] foram 

genotipados por qPCR, no DNA dos pacientes, utilizando sondas de hidrólise – TaqMan® 

SNP Genotyping Assays – específicas para cada  polimorfismo (Thermo Fisher Scientific), 

cujas sequências são determinadas de acordo com as variantes genéticas descritas no banco de 

dados do Centro Nacional de Informação em Biotecnologia (NCBI). Todas as reações de 

amplificação foram realizadas em placa de 384 poços, para um volume total de 5 μL, na 

presença de 2,5 μL de TaqMan® Universal PCR Master Mix 2x (Thermo Fisher Scientific), 
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0,25 μL de TaqMan® SNP Genotyping Assays (Thermo Fisher Scientific), 1,25 μL de água 

ultrapura, livre de nucleases e 1 μL de DNA alvo (≈10 ng/μL). Em todos os experimentos, um 

controle negativo preparado por ausência de DNA alvo e amostras heterozigotos e 

homozigotas para cada polimorfismo foram utilizadas como controle positivo. As condições 

de termociclagem da PCR foram as seguintes: desnaturação inicial a 95 °C durante 10 min, 50 

ciclos de 15 segundos a 92°C e 90 segundos a 60 °C. A amplificação e a detecção de 

fluorescência foram realizadas utilizando-se o equipamento ViiA7 Real-Time PCR System 

(Thermo Fisher Scientific). Os resultados foram analisados no QuantStudio Real Time PCR 

Software e de forma complementar, usando o Thermo Fisher Cloud, uma plataforma para 

monitorar o desempenho geral do experimento (Thermo Fisher Scientific). 

 

5.5. Número de cópias gênicas de CYP2D6 

 

A determinação do número de cópias do gene CYP2D6 foi realizada por PCR em 

Tempo Real utilizando um ensaio específico: Hs00010001_cn (Thermo Fisher Scientific) para 

a detecção de deleção e amplificação do gene. O número de cópias gênicas foi determinado 

por comparação da amplificação do gene alvo CYP2D6 e um gene de referência (RNAse P), já 

descrito na literatura como não polimórfico para amplificação/deleções. A RNAse P é um dos 

controles endógenos mais utilizados na literatura, com um gene de cópia única no genoma 

haploide, utilizado como normalizador. Todas as reações de amplificação foram realizadas na 

presença de 5,0 μL de TaqMan® Universal PCR Master Mix 2x (Thermo Fisher Scientific), 

0,5 μL de Copy Number Assay - Hs00010001_cn (Thermo Fisher Scientific), 0,5 μL Copy 

Number Reference Assay Human RNase P (Thermo Fisher Scientific), 3 μL de água ultrapura 

livre de nucleases e 1 μL do DNA alvo (≈10 ng / μL). A detecção do número de cópias foi 

feita em triplicata, utilizando-se placas de 384 poços, para um volume total de 10 μL/poço. 

Controles positivos para duas e três cópias do gene CYP2D6 foram utilizados em todas os 

experimentos. Os parâmetros de ciclagem utilizados foram os seguintes: 95°C durante 10 

minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos e 60°C durante 60 segundos. A 

amplificação e detecção da fluorescência foi determinada utilizando-se o equipamento ViiA7 

Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). A predição do número de cópias foi 

realizada através do Software CopyCaller® v.2.0, capaz de calcular os intervalos de confiança 

e z-score absoluto para cada amostra. Somente resultados do número de cópias das amostras 

com valores de confiança superiores a 95% e escores z absolutos (estimativa de desvio para a 

métrica do intervalo de confiança) < 1,75 foram considerados.  
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5.6. Predição dos haplótipos e classificação dos fenótipos de CYP2D6 (Activity Score 

System) 

 

Após genotipagem dos polimorfismos de CYP2D6 selecionados, os dados genotípicos 

foram utilizados para inferir os haplótipos de CYP2D6 foram inferidos, através do programa 

PHASE (versão 2.1). O algoritmo foi executado três vezes com 50.000 etapas de burn-in, 

seguidas por 400.000 iterações e um intervalo de 1.000 iterações. Os onze haplótipos gerados 

pelo programa PHASE foram comparados aos haplótipos de CYP2D6 derivados da base de 

dados Pharmaceutical Variation Consortium (PharmVar) (GAEDIGK et al., 2018b) (Tabela 

3). Os haplótipos não correspondentes aos alelos de CYP2D6 disponíveis no PharmVar foram 

designados como indeterminados.  

 

Tabela 3. Haplótipos de CYP2D6 preditos por comparação aos disponíveis no banco de dados 

Pharmaceutical Variation Consortium (PharmVar). 

Promotor Éxon 1 Éxon 2 . . Éxon 6 . Éxon 7 Éxon 9

Alelo CYP2D6 C-1584G C100T C1023T G1846A
2615_2617

delAAG
C2850T G2988A G3183A G4180C CNV

Atividade 

Enzimática

*1 C C C G AAG C G G G . Normal 

*2A G C C G AAG T G C C . Normal 

*2D C C C G AAG T G C C . Normal 

*4 C T C A AAG C G G C . Nula

*5 C . . . . . . . . . Nula

*10 C T C G AAG C G C C . Reduzida

*17 C C T G AAG T G C C . Reduzida

*29 C C C G AAG T A C C . Reduzida

*35 G C C G AAG T G C C . Normal 

*41 G C C G AAG T G C C . Reduzida

*1xN C C C G AAG C G G G xN Aumentada

*2xN G C C G AAG T G C C xN Aumentada

*4xN C T C A AAG C G C C xN Nula

*10xN C C C G AAG C G G G xN Reduzida

*17xN C C C G AAG C G G G xN Reduzida  

 

Para a tradução dos genótipos em fenótipos, introduzimos em nossos dados o Sistema 

de Pontuação de Alelos - Activity Score System (AS), conforme recomendado pelo Clinical 

Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC). Todos os alelos inferidos foram 

agrupados de acordo com sua funcionalidade percebida; os valores entre parênteses indicam 

valores respectivos atribuídos a cada um dos alelos para calcular o AS (GAEDIGK et al., 

2008; HICKS; SWEN; GAEDIGK, 2014) a partir do haplótipo/diplótipo: não funcional (0) 

(*4, *4xN, *5), alelos de função reduzida (0,5) (*10, *17, *29, *41), alelos funcionais (1) (*2, 

*35) e alelos de função aumentada (2) (*1xN, *2xN, *35xN). Os valores relativos de AS são 

atribuídos de acordo com o alelo de referência CYP2D6*1, considerado totalmente funcional. 
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O sistema AS é uma ferramenta validade e fácil de usar para traduzir dados genotípicos para a 

predição do fenótipo de atividade de CYP2D6, descrita por Gaedigk et al., em 2007.  

Para aplicação do AS, assume-se que ambos os alelos dos indivíduos contribuem 

igualmente para a atividade global de CY2PD6 (GAEDIGK et al., 2008). Portanto, em 

seguida, foram calculadas as somas dos alelos não funcionais (0), função reduzida (0,5), 

alelos funcionais (1) e função aumentada (2). O valor de “1” é atribuído ao alelo CYP2D6*1 

de referência totalmente funcional e “0” aos alelos não funcionais. Os alelos portadores de 

duplicações ou multiplicações gênicas receberam o dobro do valor comparado àquele 

atribuído a um alelo com uma única cópia gênica. Alelos de atividade reduzida receberam um 

valor de “0,5” para refletir os níveis de redução de atividade. A soma dos valores individuais 

dos alelos forma o AS, capaz de predizer a atividade fenotípica de CYP2D6.  

As combinações dos alelos inferidos em nosso estudo deram origem a cinco grupos 

AS (AS = 0, AS = 0,5, AS = 1, AS = 1,5, AS > 2). Indivíduos com AS = 0, AS = 0,5 e AS > 2 

foram designados como metabolizadores genéticos nulos, intermediários/reduzidos e 

ultrarrápidos (gPM, gIM e gUM), respectivamente. Indivíduos com AS = 1, AS = 1,5 e AS = 

2 foram designados como metabolizadores genéticos normais (gNM). Como esses grupos 

diplótipos cobrem uma ampla faixa de atividade, ou seja, apresentam variações na extensão 

do metabolismo (com atividade enzimática muitas vezes similar aos gIMs), os indivíduos com 

AS = 1 foram distinguidos aqui como gNM-slow (gNM-S), e indivíduos com AS = 1,5 e AS = 

2 foram designados como gNM-fast (gNM-F), de acordo com o relatório de Gaedigk et al. 

(2007) (GAEDIGK et al., 2008, 2018a; WANG et al., 2014; WANG; PAPP; SUN, 2015). 

Para especificar que o fenótipo foi previsto a partir do genótipo, utilizamos o prefixo “g”, 

como sugerido anteriormente (HICKS; SWEN; GAEDIGK, 2014).  Todos os indivíduos com 

AS > 2 foram classificados como metabolizadores ultrarrápidos, por meio da análise 

concomitante ao AS atribuído e o número de cópias gênicas de CYP2D6 preditos (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Valores atribuídos aos alelos de CYP2D6 identificados nas amostras do estudo através do 

Sistema de Pontuação de Atividade (Activity Score System). 

Sistema de Pontuação de Atividade (Activity Score System) 

Valores atribuídos aos alelos de CYP2D6 Alelos Atividade Enzimática 

0 *4, *4xN, *5 Nula 

0,5 *10, *17, *29, *41 Reduzida 

1 *1, *2, *35 Normal 

2 *1xN, *2xN, *35xN Aumentada 

ND *34 Indeterminada 
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5.7. Análises estatísticas 

 

O desfecho primário do nosso estudo foi o efeito da atividade reduzida de CYP2D6 no 

número de episódios de recorrência da infecção por P. vivax. Variáveis adicionais, local de 

moradia, tempo de residência na região da Amazônia Legal, tempo de Residência em Rio 

Pardo, idade, sexo e dados de ancestralidade, foram avaliadas como desfechos secundários. 

Todos os dados clínicos, demográficos e epidemiológicos dos pacientes fazem parte do nosso 

banco de dados laboratorial, em plataforma computadorizada, como parte dos coortes 

transversais realizados na comunidade de Rio Pardo. Os dados foram submetidos a um teste 

de normalidade para avaliar o padrão de distribuição. Variáveis que não preencherem os 

requisitos para análise paramétrica foram descritas como medianas e quartis e sua distribuição 

intergrupos foi avaliada por meio dos testes estatísticos de Mann Whitney ou Kruskal-Wallis, 

com Teste post hoc de Dunn, conforme apropriado. Para proporções expressas como 

porcentagens e intervalos de confiança de 95%, utilizamos o Teste de Qui-Quadrado (χ2) de 

Pearson, ou Teste Exato de Fisher. A associação entre idade e tempo de residência na 

Amazônia foi estimada pelo Teste de Correlação de Postos de Spearman. Todos os testes 

foram bilaterais e os valores de P menores que 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o Software STATA 

(versão 14), GraphPad Prism (versão 7) e o Software R (versão 3.5.1). O equilíbrio de Hardy-

Weinberg e o Desiquilíbrio de Ligação (utilizando as estatísticas r² e D’) foram avaliados para 

cada SNP usando o Software Arlequin (versão 3.5) e Haploview (versão 4.1), 

respectivamente.  

 Os modelos básicos de regressão de dados de contagem podem ser representados e 

entendidos usando Regressão Linear Generalizada (GLM). A Regressão de Poisson é 

comumente usada para modelar o número de casos em uma população específica por um certo 

tempo. Porém, a superdispersão dos dados (isto é, variância superior à média), torna o ajuste 

da Regressão Binomial Negativo (extensão do modelo de Poisson) mais apropriado. A 

associação entre o nível de atividade de CYP2D6 e o número de recorrências foi determinada 

estimando-se o risco relativo e a razão de chance, ajustando os modelos de Regressão 

Binomial Negativo (BN) e Regressão Logística, respectivamente. As variáveis dependentes 

dos modelos foram a variável binária, recorrência versus não recorrência, na Regressão 

Logística e o número máximo de episódios recorrentes relatados para o sujeito considerando 

um período de 10 anos na Regressão BN. No modelo BN, o logaritmo do tempo de residência 

em Rio Pardo foi definido como offset, uma vez que esse tempo variou para os indivíduos do 
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estudo (mediana = 7 anos, IQR = 4 – 10). Os escores de atividade de CYP2D6, calculados de 

acordo com o modelo AS, foram inseridos nos modelos como uma variável dicotômica, ou 

AS ≤ 1,0 (gPM, gIM e gNM-S) ou AS > 1,0 (gNM-F e gUM). A exposição a longo prazo à 

malária foi avaliada considerando o tempo de residência na área endêmica da Amazônia 

brasileira (variável contínua). A outra covariável analisada foi o local de residência na 

comunidade Rio Pardo (População Ribeirinha versus Não Ribeirinha). As covariáveis foram 

selecionadas para inclusão nos modelos logísticos, somente quando associadas ao desfecho ao 

nível de significância de 15% na análise exploratória não ajustada. O deslocamento da 

Regressão BN foi definido como o tempo que um indivíduo viveu na comunidade Rio Pardo 

durante o período do estudo. Análises de Regressão Logística e BN foram realizadas usando, 

a função glm nas estatísticas do pacote R e a função glm.nb no pacote MASS, respectivamente. 

A qualidade do ajuste foi avaliada comparando-se o desvio dos modelos candidatos e as 

estatísticas de critérios de informação de Akaike (AIC). O tempo até a primeira recorrência de 

malária por P. vivax para os grupos de nível de atividade do CYP2D6 foi estimado com a 

análise de sobrevida de Kaplan-Meier e comparado com o Teste de Log-rank. 

 

5.8. Marcadores Informativos de Ancestralidade (AIMs) e estimativa da ancestralidade 

genômica individual 

 

Os indivíduos foram genotipados para um conjunto de 48 SNPs previamente validados 

como uma ferramenta útil para estimativa de ancestralidade em amostras populacionais de 

diferentes origens. O protocolo de genotipagem e os resultados da genotipagem fazem parte 

do estudo publicado anteriormente por nosso grupo de pesquisa (KANO et al., 2018). Os 

AIMs foram genotipados por PCR em tempo real com sondas de hidrólise específicas para 

cada SNP (Thermo Fisher Scientific). A ancestralidade individual foi estimada usando o 

método implementado no programa Structure 2.3.4. O programa implementa um método de 

agrupamento bayesiano para inferir a estrutura da população e uma mistura usando um 

procedimento de Markov Chain Monte Carlo (MCMC). O burn-in foi estabelecido em 50.000 

passos seguidos por 500.000 passos MCMC, e um modelo de frequências alélicas correlatas 

foi especificado. Trinta réplicas foram realizadas considerando-se três agrupamentos (K = 3), 

pois a população brasileira é formada por uma mistura de três populações parentais: nativos 

americanos, europeus e africanos. Para todas as execuções, o lambda foi definido como 1.0, o 

parâmetro α foi estimado a partir dos dados e as informações a priori para os indivíduos das 

populações parentais para auxiliar o agrupamento não foram utilizadas. Todas as réplicas 
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foram avaliadas usando o CLUMPP, e as soluções específicas foram plotadas usando 

DISTRUCT 1.1. Para evitar o viés causado pela estrutura familiar em nossas análises da 

estrutura populacional, excluímos amostras relacionadas que foram identificadas usando 

dados individuais de nome de família e informações sobre famílias. Os dados das populações 

parentais (europeias, africanas e americanas nativas) foram um conjunto de dados públicos 

obtidos do HGDP-CEPH Diversity Panel e do Hapmap Project. 
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Capítulo 1 

 

6. Resultados  

 

6.1. Prevalência das recorrências por Plasmodium vivax no assentamento agrícola de Rio 

Pardo  

O estudo envolveu 261 indivíduos, residentes no assentamento agrícola de Rio Pardo 

(região Amazônica), para os quais o número de casos confirmados de malária por P. vivax foi 

obtido para 10 anos (2003 – 2013), através do levantamento de dados da plataforma oficial 

eletrônica de notificação de malária (SIVEP-Malária). De acordo com os dados 

epidemiológicos da população de Rio Pardo, entre 2003 e 2013, foram identificados 2977 

casos de malária na comunidade agrícola, dos quais 2486 foram infecções por P. vivax. A 

frequência global da malária microscopicamente positiva flutuou durante o período do estudo, 

com uma mediana de 198 casos/ano (IQR = 79 – 502 casos positivos). O número de casos 

registrados da doença foi maior nos primeiros anos, seguido de uma diminuição contínua da 

frequência dos casos de malária (Figura 16). Ao longo dos anos, o índice de infecção por P. 

falciparum decresceu e, desde 2011, P. vivax é, agora, responsável por todos os casos de 

malária registrados no assentamento de Rio Pardo. A estratégia selecionada para a 

identificação de recorrências (considerando o intervalo de 29 –  180 dias após o episódio 

inicial) permitiu a estimativa do número de casos de recorrência por P. vivax, após o 

tratamento com CQ-PQ no período de 10 anos considerado. A frequência média de indivíduos 

que apresentaram recorrências foi de 18,4% (Figura 16) de 2003 a 2013.  
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Figura 16. Estimativa da proporção de indivíduos que apresentaram episódios de recorrência da infecção 

por Plasmodium vivax, após tratamento com CQ-PQ, na comunidade de Rio Pardo. Todos os casos de 

malária relatados foram registrados no Ministério da Saúde no Brasil através do Registro Nacional do Sistema de 

Vigilância da Malária (SIVEP-Malária). O eixo y, ao lado esquerdo, representa o número total de indivíduos 

infectados por P. vivax durante o período de levantamento de dados em Rio Pardo (2003 a 2013). A linha em 

azul representa o número absoluto de indivíduos que apresentaram infecções por P. vivax e em preto estão 

representados os casos de infecção por P. falciparum. O eixo y, ao lado direito, representa as estimativas de 

frequência relativa (%) de casos de recorrência por P. vivax ao longo dos dez anos de estudo.  

 

 

Os indivíduos considerados elegíveis ao estudo, foram classificados em três grupos 

considerando o número de recorrências: não recorrência (n = 137), única recorrência (n = 52) 

e múltiplas recorrências (n = 72; de 2 a 6 episódios de recorrência por P. vivax). No grupo 

sem recorrência, a maioria dos indivíduos (77%) experimentou apenas um único episódio de 

malária por P. vivax durante o período do estudo, enquanto 33% dos indivíduos (n = 32) 

tiveram episódios de malária em intervalos maiores que 1 ano. Entre os indivíduos que 

experimentaram múltiplos episódios de recorrência de malária por P. vivax, 65% tiveram 

repetidas recorrências. Para os grupos de única e múltiplas recorrências, a mediana do tempo 

entre a infecção inicial e a primeira recorrência de P. vivax foi estimada em 60 dias (IQR = 20 

– 181 dias).  

Os indivíduos incluídos tinham uma mediana de idade de 22 anos (IQR = 9 – 42 anos) 

e viveram por 19 anos (IQR = 9 – 36 anos) na Amazônia Legal, área considera endêmica para 

malária (Tabela 5). Não houve diferenças estatisticamente significativas entre os três grupos 

(sem, única e múltiplas recorrências) para idade ou tempo de residência na Amazônia. O 
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tempo de residência na comunidade Rio Pardo foi mais curto (mediana = 7 anos; IQR = 4 – 

10 anos) comparado ao tempo de residência na região amazônica, o que refletiu em parte o 

recente estabelecimento do assentamento (aproximadamente 20 anos). Além disso, como essa 

população foi estabelecida principalmente por migrantes da região amazônica, a idade foi 

altamente correlacionada com o tempo de residência na região amazônica (r = 0,93, P = 

0,000; Correlação de Spearman). Idade, sexo, tempo de residência no Rio Pardo ou na região 

amazônica não diferiram entre os grupos de indivíduos definidos pelo número de recorrências 

(Tabela 5). Já a área de residência apresentou diferenças estatisticamente significativas entre 

indivíduos sem e com únicas ou múltiplas recorrências: uma maior frequência de pessoas que 

vivem ao longo da corrente do Rio Pardo, designada população ribeirinha, foi observada no 

grupo com múltiplas recorrências (72,2 %; P < 0,0001) (Tabela 5). 

   

Tabela 5. Dados demográficos e epidemiológicos de 261 indivíduos da comunidade de Rio Pardo. 

Características 

Sem 

recorrências 

(n = 137) 

Única 

recorrência 

(n = 52) 

Múltiplas 

recorrências 

(n = 72) 

P - value 
População total 

(n = 261) 

Idade, anos (mediana, IQR) 25 (9 – 47) 18 (9 – 45) 21 (8 – 32) 0,142 a 21,5 (9 – 42) 

Sexo, n (%)           

Masculino 86 (62,8) 29 (55,8) 38 (53,5) 0,385 b 154 (59,0) 

Feminino 51 (37,2) 23 (44,2) 33 (46,5)   107 (41,0) 

Tempo de Residência em Rio 

Pardo, anos (mediana, IQR) 
7 (4 – 10) 8 (5 – 11) 7 (5 – 9) 0,391 a 7 (4 – 10) 

Tempo de Residência na 

Amazônia, anos (mediana, IQR) 
20 (9 – 42) 20 (10 – 42) 16 (8 – 28) 0,107 a 19 (9 – 36) 

Local de Moradia em Rio Pardo,     

n (%) 
          

Ribeirinho 43 (31,4) 28 (53,8) 52 (72,2) 
< 0.0001 b 

123 (47,1) 

Não Ribeirinho 94 (68,6) 24 (46,2) 20 (27,8) 138 (52,9) 

a Teste de Kruskal Wallis 

b Teste de Qui-Quadrado 

 

6.2. Frequência dos alelos e fenótipos de CYP2D6 na comunidade de Rio Pardo  

 

 Todos os 261 indivíduos incluídos no estudo foram genotipados com sucesso e 

tiveram o número de cópias inferido. Porém, oito indivíduos apresentaram alelos de CYP2D6 

indeterminados após análise de inferência dos haplótipos, ou seja, a combinação de 

nucleotídeos, determinante dos haplótipos, não foi correspondente a nenhum alelo de 
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CYP2D6 descritos no banco de dados PharmVar. As frequências dos polimorfismos de 

CYP2D6 incluídos na análise estão apresentadas na Tabela 6. Os SNPs C2850T (68,2%) e 

G4180C (78,2%) (presentes em alelos com atividade nula, reduzida ou normal) apresentaram 

maior frequência de heterozigotos e homozigotos para a alteração, seguidos pelos SNPs C-

1584G (11,8%) e C100T (19,9%), determinantes de alelos com função nula/reduzida de 

CYP2D6 (Tabela 6). O equilíbrio de Hardy-Weinberg e o desequilíbrio de ligação (LD) foram 

estimados a partir das variantes estudas (Tabela 6). Apenas um locus (C100T) apresentou 

desvio do equilíbrio de Hardy-Weinberg (P < 0,05) na população estudada. O padrão de LD 

foi medido usando dados de SNP com frequência maior que 10%. Após análise, dois pares de 

SNPs fortemente correlacionados, C100T e G1846A (r² = 0,92); C2850T e G4180C (r² = 

0,64), foram encontrados em alto LD (Figura 17).   

 

Tabela 6. Frequência de polimorfismos (SNPs e deleção) avaliados no gene CYP2D6 nos grupos sem, com 

única e múltiplas recorrências na comunidade de Rio Pardo. 

 

  Frequência Genotípica de CYP2D6 , % (n) 

C -1584G CC CG GG CG + GG P - value a G 

Sem recorrência 0,511 (70) 0,394 (54) 0,095 (13) 0,489 (67) 

0,397 

0,292 

Única recorrência 0,615 (32) 0,269 (14) 0,115 (6) 0,385 (20) 0,25 

Múltiplas 

recorrências 
0,569 (41) 0,333 (24) 0,097 (7) 0,431 (31) 0,264 

Total 
0,548 

(143) 
0,352 (92) 0,100 (26) 0,452 (118) 0,276 

C100T CC TC TT TC + TT   T 

Sem recorrência 
0,832 

(114) 
0,153 (21) 0,015 (2) 0,168 (23) 

0,382 

0,091 

Única recorrência 0,750 (39) 0,212 (11) 0,038 (2) 0,250 (13) 0,144 

Múltiplas 

recorrências 
0,778 (56) 0,222 (16) . 0,222 (16) 0,111 

Total 
0,801 

(209) 
0,184 (48) 0,015 (4) 0,199 (52) 0,107 

C1023T CC CT TT CT + TT   T 

Sem recorrência 
0,839 

(115) 
0,109 (15) 0,051 (7) 0,161 (22) 

0,164 

0,106 

Única recorrência 0,885 (46) 0,115 (6) . 0,115 (6) 0,058 

Múltiplas 

recorrências 
0,931 (67) 0,056 (4) 0,014 (1) 0,069 (5) 0,042 

Total 
0,874 

(228) 
0,096 (25) 0,031 (8) 0,126 (33) 0,079 

G1846A GG GA AA GA + AA   A 

Sem recorrência 
0,847 

(116) 
0,139 (19) 0,015 (2) 0,153 (21) 

0,274 

0,084 

Única recorrência 0,750 (39) 0,231 (12) 0,019 (1) 0,250 (13) 0,135 

Múltiplas 

recorrências 
0,792 (57) 0,208 (15) . 0,208 (15) 0,104 

Total 
0,812 

(212) 
0,176 (46) 0,011 (3) 0,188 (49) 0,1 
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2615_2617delAAG AA CA CC CA + CC   C 

Sem recorrência 
0,985 

(135) 
0,015 (2) . 0,015 (2) 

ND 

0,007 

Única recorrência 1,000 (52) . . . . 

Múltiplas 

recorrências 
1,000 (72) . . . . 

Total 
0,992 

(259) 
0,008 (2) . 0,008 (2) 0,004 

C2850T CC TC TT TC + TT   T 

Sem recorrência 0,292 (40) 0,547 (75) 0,161 (22) 0,708 (97) 

0,325 

0,434 

Única recorrência 0,404 (21) 0,423 (22) 0,173 (9) 0,596 (31) 0,385 

Múltiplas 

recorrências 
0,306 (22) 0,514 (37) 0,181 (13) 0,694 (50) 0,438 

Total 0,318 (83) 0,513 (134) 0,169 (44) 0,682 (178) 0,425 

G2988A GG GA AA GA + AA   A 

Sem recorrência 
0,964 

(132) 
0,036 (5) . 0,036 (5) 

0,014 

0,018 

Única recorrência 0,981 (51) 0,019 (1) . 0,019 (1) 0,01 

Múltiplas 

recorrências 
0,875 (63) 0,125 (9) . 0,125 (9) 0,063 

Total 
0,943 

(246) 
0,057 (15) . 0,057 (15) 0,029 

G3183A GG GA AA GA + AA   A 

Sem recorrência 
0,993 

(136) 
0,007 (1) . 0,007 (1) 

0,006 

0,004 

Única recorrência 0,962 (50) 0,038 (2) . 0,038 (2) 0,019 

Múltiplas 

recorrências 
0,903 (65) 0,097 (7) . 0,097 (7) 0,049 

Total 
0,962 

(251) 
0,038 (10) . 0,038 (10) 0,019 

G4180C GG GC CC GC + CC   C 

Sem recorrência 0,226 (31) 0,504 (69) 0,270 (37) 0,774 (106) 

0,948 

0,522 

Única recorrência 0,212 (11) 0,519 (27) 0,269 (14) 0,788(41) 0,529 

Múltiplas 

recorrências 
0,208 (15) 0,486 (35) 0,306 (22) 0,792 (57) 0,549 

Total 0,218 (57) 0,502 (131) 0,280 (73) 0,782 (204) 0,531 

NT, não testado 
a Comparação da frequência genotípica (heterozigoto e homozigoto mutado versus não mutado) entre indivíduos 

sem, com única e múltiplas recorrências; Teste Qui-Quadrado (n = 261) 

Frequências iguais a 0 estão representadas por “.” 
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Figura 17. Mapa de Desequilíbrio de Ligação no gene CYP2D6 gerados pelo Haploview. Valores de LD 

emparelhados (r²) para SNPs em CYP2D6 são apresentados na figura. Os valores de r² são dados em blocos para 

cada combinação de polimorfismos e indicam a correlação entre estes. Branco: r² = 0; preto: r² = 1; tons de 

cinza: 0 < r² < 1. O LD foi calculado apenas para SNPs para os quais a frequência do alelo menor era pelo menos 

0,1.  

 

Para identificar e explorar potenciais alelos associados à função reduzida de CYP2D6 

no assentamento de Rio Pardo, os haplótipos dos indivíduos incluídos no estudo foram 

construídos a partir das variantes polimórficas selecionadas na literatura (maior frequência na 

população brasileira e determinantes dos principais alelos de CYP2D6) e analisado, 

concomitante, ao número de cópias gênicas. Entre todos os pacientes incluídos no estudo, 

1,5% (n = 8) foram positivos para amplificação do gene. Nenhuma amostra foi identificada 

como homozigota para a deleção do gene CYP2D6. Ao todo, foram determinados onze 

haplótipos que permitiram a caracterização das variantes alélicas de CYP2D6: *1; *2/*35; 

*2D *4; *5; *10; *17; *29, *34 e *41, incluindo amplificação do número de cópias: *1x2, 

*2x2/*35x2, *4x2 e *17x2. Dois haplótipos foram indeterminados, ou seja, a combinação de 

nucleotídeos não permitiu a definição de alelos de CYP2D6 descritos no banco de dados 

PharmVar (Figura 18). 
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Figura 18. Haplótipos preditos para os indivíduos elegíveis ao estudo com as suas respectivas classificações 

alélicas e atividade fenotípica de CYP2D6. Dez polimorfismos no gene CYP2D6, incluindo análise do número 

de cópias, foram analisados em 261 indivíduos da comunidade de Rio Pardo. Os polimorfismos analisados estão 

representados em sua respectiva localização nos éxons ou íntrons de CYP2D6, apresentados nas caixas azul 

escuro. A genotipagem das alterações genéticas no gene CYP2D6 levaram à inferência de onze haplótipos (#), 

com suas respectivas frequências. O conjunto de alterações nucleotídeas determina um alelo específico de 

CYP2D6, com atividade enzimática relatada na literatura. Abaixo dos haplótipos estão representadas as 

alterações nucleotídeas. O tamanho da barra representa a atividade de cada alelo, comparado ao padrão (barra 

azul representa atividade normal de CYP2D6). Nos indivíduos analisados, o alelo *9 não foi encontrado; sendo 

ilustrado na figura apenas para representar um alelo decorrente do polimorfismo G4180C.  

 

 Um total de 12 alelos foram identificados e a frequência geral de variantes 

disfuncionais (função nula ou reduzida) foi de 24% (Tabela 7). Entre eles, os alelos mais 

frequentes foram CYP2D6 *4 (9%) e *17 (7%). Alelos para aumento da função foram 

observados em 2% dos cromossomos investigados. Não houve diferença na prevalência de 

alelos agrupados por função (normal versus disfuncional) entre os grupos definidos pelo 

número de recorrências (P = 0,239, Teste de Qui-Quadrado) (Figura 19).  
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Tabela 7. Frequência dos alelos de CYP2D6 observados na população de Rio Pardo nos grupos sem, 

única e múltiplas recorrências. 

Alelos de 

CYP2D6 

Atividade de 

CYP2D6 a 

Sem 

recorrência, (n) 

Única 

recorrência, (n) 

Múltiplas 

recorrências, (n) 
Total, (n) 

*1 Normal 43,4 (119) 42,3 (44) 41,0 (59) 42,5 (222) 

*2/*35 Normal 29,2 (80) 26,0 (27) 27,1 (39) 28,0 (146) 

*34 Normal 4,0 (1) . . 2,0 (1) 

*4 Nula 6,6 (18) 12,5 (13) 10,4 (15) 8,8 (46) 

*5 Nula 2,9 (8) 1,9 (2) 4,2 (6) 3,1 (16) 

*10 Reduzida 0,7 (2) 1,0 (1) 0,7 (1) 0,8 (4) 

*17 Reduzida 9,1 (25) 5,8 (6) 3,5 (5) 6,9 (36) 

*29 Reduzida 0,4 (1) 1,9 (2) 4,9 (7) 1,9 (10) 

*41 Reduzida 1,8 (5) 1,0 (1) 6,2 (9) 2,9 (15) 

*1x2 Aumentada 1,1 (3) 1,0 (1) . 0,8 (4) 

*2x2/*35x2 Aumentada . 2,9 (3) . 0,6 (3) 

*17x2 Aumentada . . 0,7 (1) 0,2 (1) 

Outros b ND 4,4 (12) 3,8 (4) 1,4 (2) 3,4 (18) 

n = número de cromossomos, n=522; sem recorrência, n=274; única recorrência, n=104; múltiplas recorrências, 

n=144. Os fenótipos de CYP2D6 estão representados como atividade normal (gNM-F), atividade reduzida 

(gIM/gNM-S), atividade nula (gPM) e atividade aumentada (gUM). Os indivíduos cujo fenótipo não foi 

determinado por ausência de dados de número de cópias ou predição alélica de CYP2D6 estão apresentados 

como ND. Os alelos com atividade aumentada correspondem às variantes: *1x2, *2x2/*35x2, *4x2 ou *17x2. 

Frequências iguais a 0 estão representadas por “.” 

 

 

Figura 19. Frequência das variantes alélicas de CYP2D6 encontradas na comunidade de Rio Pardo nos 

grupos sem recorrência e com recorrência da infecção por Plasmodium vivax. (n, número de cromossomos; 

n = 522).  

 

As frequências diplotípicas e os fenótipos previstos estão resumidos na Tabela 8. A 

prevalência geral de indivíduos com atividade reduzida de CYP2D6 (gPM, 1,2%; gIM, 2,4% 

e gNM-S, 21,8%) foi de 25,4% (Tabela 8). Os diplótipos mais comuns (frequência > 1%) que 
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predisseram metabolismo reduzido foram: *2/*4 (gNM-S, 7,3%), *1 /*4 (gNM-S, 6,9%), 

*1/*5 (gNM-S, 4,2%) e *17/*17 (gNM-S, 1,5%). Nenhuma diferença foi observada entre os 

fenótipos CYP2D6 previstos com atividade reduzida (AS ≤ 1,0) e indivíduos com enzima 

funcional (AS > 1,0) para os grupos sem, única e múltiplas recorrências (P = 0,181, Teste de 

Qui-Quadrado) (Tabela 8).  

 

Tabela 8. Frequência dos diplótipos de CYP2D6 na população de Rio Pardo. 

 

  
  

Frequência dos diplótipos de CYP2D6 %, (n) 

Diplótipos AS Score 
Fenótipo de 

CYP2D6 

Sem 

recorrências 

Única 

recorrência  

Múltiplas 

recorrências 
Total 

*1/*1 2 gNM-F 16,8 (23) 15,4 (8) 13,9 (10) 15,7 (41) 

*1/*2 2 gNM-F 28,5 (39) 23,1 (12) 22,2 (16) 25,7 (67) 

*1/*34 2 gNM-F 7,0 (1) . . 0,4 (1) 

*2/*2 2 gNM-F 9,5 (13) 7,7 (4) 8,3 (6) 8,8 (23) 

*2/*10 1,5 gNM-F 7,0 (1) . . 0,4 (1) 

*1/*10 1,5 gNM-F 7,0 (1)  . 1,4 (1) 0,8 (2) 

*1/*17 1,5 gNM-F 10,2 (14) 9,6 (5) 2,8 (2) 8,0 (21) 

*1/*29 1,5 gNM-F . 1,9 (1) 5,6 (4) 01,9 (5) 

*1/*41 1,5 gNM-F 2,9 (4) . 6,9 (5) 3,4 (9) 

*2/*17 1,5 gNM-F 7,0 (1) 1,9 (1) . 0,8 (2) 

*2/*29 1,5 gNM-F 7,0 (1) . 1,4 (1) 0,8 (2) 

*2/*41 1,5 gNM-F 7,0 (1) 1,9 (1) 2,8 (2) 1,5 (4) 

*17x2/*29 1,5 gNM-F . . 1,4 (1) 0,4 (1) 

*1/*4 1 gNM-S 3,6 (5) 13,5 (7) 8,3 (6) 6,9 (18) 

*1/*5 1 gNM-S 2,9 (4) 3,8 (2) 6,9 (5) 4,2 (11) 

*17/*17 1 gNM-S 2,2 (3) . 1,4 (1) 1,5 (4) 

*17/*29 1 gNM-S . . 1,4 (1) 0,4 (1) 

*2/*4 1 gNM-S 7,3 (10) 3,8 (2) 9,7 (7) 7,3 (19) 

*2/*5 1 gNM-S 0,7 (1) . 1,4 (1) 0,8 (2) 

*4/*10 0,5 gIM . 1,9 (1) . 0,4 (1) 

*5/*17 0,5 gIM 1,5 (2) . . 0,8 (2) 

*4/*29 0,5 gIM . 1,9 (1) . 0,4 (1) 

*4/*41 0,5 gIM . . 2,8 (2) 0,8 (2) 

*4/*4 0 gPM 0,7 (1) 1,9 (1) . 0,8 (2) 

*4/*5 0 gPM 0,7 (1) . . 0,4 (1) 

*1/*1x2 3 gUM 2,2 (3) 1,9 (1) . 1,5 (4) 

*2/*2x2 3 gUM . 5,8 (3) . 1,1 (3) 

Outros a ND ND 5,8 (8) 3,8 (2) 1,4 (1) 4,2 (11) 

Os fenótipos de CYP2D6 estão representados como atividade normal (gNM-F), reduzida (gIM/gNM-S); nula 

(gPM), aumentada (gUM) e ND para indivíduos cujo fenótipo não foi determinado por ausência de dados de 

número de cópias ou predição alélica de CYP2D6. Os alelos com atividade aumentada correspondem às 

variantes: *1x2, *2x2 e *17x2. O símbolo *2 dos diplótipos representam as variantes *2A, *2D ou *35, cuja 

diferenciação não foi possível em nosso estudo. Frequências igual a 0 estão representadas por “.”.   a O haplótipo 

inferido não combinou com os alelos de CYP2D6 conhecidos. 
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 Para entender a relevância clínica das frequências alélicas de CYP2D6, avaliamos as 

frequências dos fenótipos preditos. Entre os 261 pacientes elegíveis, 11 indivíduos (4,2%) 

foram preditos como sendo metabolizadores ultrarrápidos (UMs), 177 (67,8%) como 

metabolizadores normais (gNM-F) e 64 (24,5%) indivíduos com comprometimento da 

atividade de CYP2D6: metabolizadores nulos (gPM; 3 indivíduos, 1,1%), reduzidos (gIM; 6 

indivíduos, 2,3%) e atividade normal-reduzida (gNM-S; 55 indivíduos, 21,1%). O caso da 

atividade nula/reduzida de CYP2D6 associar-se ao risco de falha terapêutica, nos levou a 

diferenciar o metabolismo nulo/reduzido do metabolismo normal da PQ. A frequência da 

baixa atividade de CYP2D6 foi aproximadamente 25% (dados não reportados) na comunidade 

de Rio Pardo. Quando as variantes alélicas foram analisadas separadamente, 100% dos UMs 

tinham os dois alelos funcionais, carreando uma duplicação em um dos alelos com função 

normal, como esperado por definição. De forma importante, uma maior proporção de 

fenótipos característicos de atividade reduzida foi encontrada em indivíduos com recorrência 

(66,7 e 58,2% para indivíduos gIM e gNM-S, respectivamente), em comparação com gNM-F 

(44,6%) (Figura 20).  

 

Figura 20. Comparação das frequências fenotípicas preditas para CYP2D6 em indivíduos de Rio Pardo (n 

= 261). Os fenótipos de CYP2D6 estão representados como normal para fenótipos de metabolismo 

extensivo/normal (gNM-F), reduzido para metabolismo intermediário (gIM e gNM-S), ausente, para 

metabolismo nulo (gPM), aumentado para metabolismo ultrarrápido (gUM) e ND para indivíduos cujo fenótipo 

não foi determinado por ausência de dados de número de cópias ou predição alélica de CYP2D6. No sistema de 

pontuação de atividade de CYP2D6, os alelos *4 e *5 recebem um valor de 0, alelos *10, *17, *29 e *41, o valor 

de 0,5 e alelos *1, *2A/*2D e *35 recebem um escore de 1. A soma do escore dos alelos de CYP2D6 determina a 

atividade metabólica da enzima (fenótipo). 
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6.3. Distribuição de frequência das variantes de CYP2D6 em relação à ancestralidade 

genômica de indivíduos da Amazônia brasileira  

 

Dados disponíveis da ancestralidade genômica de 123 indivíduos (47,2% dos 261 

indivíduos elegíveis), obtidos em estudo prévio desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, 

foram correlacionados à variabilidade genética de CYP2D6. Os pacientes tinham mediana de 

idade de 36 anos (IQR 24 – 52 anos), similar a mediana de tempo de residência na região da 

Amazônia (33 anos; IQR 20 – 49 anos). A mediana de tempo de residência em Rio Pardo foi 

de 8 anos (IQR 6 – 12 anos), refletindo as características de formação recente da comunidade. 

As estimativas médias de ancestralidade genômica dos 123 indivíduos incluídos na análise 

apontam para uma população altamente miscigenada com contribuição significativamente 

menor de descendentes africanos e predominância significativa de ancestralidade europeia 

(mediana de 0,450, IQR = 0,266 – 0,617) e descendentes indígenas americanos (nativos 

americanos) (mediana de 0,336, IQR: 0,223 – 0,544) (Teste de Kruskal-Wallis; P < 0,0001). 

Uma baixa contribuição da ascendência africana foi observada entre os indivíduos, com 

mediana de ancestralidade genômica de 0,154 (IQR: 0,892 – 0,244) (Figura 21). Entre os 123 

indivíduos com informações de ancestralidade, 69 foram classificados sem recorrências, 19 

com única recorrência e 35 apresentaram múltiplos episódios de recorrências (2003 a 2013). 

A proporção de ascendência africana, nativo americana e europeia para os grupos sem 

recorrência versus única versus múltiplas recorrências foi similar (P > 0,05; Teste de Kruskal 

Wallis) (Figura 22) entre os grupos sem, única e múltiplas recorrências. 
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Figura 21. Barplot da ancestralidade individual estimada para os indivíduos de Rio Pardo com o Software 

Structure para a ancestralidade Africana (azul), Nativo Americana (vermelho) e Europeia (verde). Os 

valores estimados da ancestralidade individual foram obtidos usando o método implementado no programa 

Structure, por meio de agrupamento Bayesiano. No eixo y está representada a proporção de ancestralidade 

genômica para os 123 indivíduos do estudo, dispostos no eixo x.  

 

Figura 22. Proporção de ancestralidade africana, nativo americana e europeia entre os grupos sem 

recorrência (n = 69), com única (n = 19) e múltiplas recorrências (n = 35) na comunidade de Rio Pardo. Os 

resultados estão apresentados como valores de mediana e intervalo interquartílico da ancestralidade genômica 

europeia individual para cada grupo. Os pontos apresentados na figura representam os outliers. P > 0,05; Teste 

de Kruskal Wallis.  



76 
 

 

Resultados – Capítulo 1 

De modo a avaliar a variabilidade de CYP2D6 decorrente de componentes genéticos 

ancestrais da população brasileira, nós caracterizamos a frequência dos alelos/fenótipos de 

CYP2D6 por predominância da ancestralidade genômica ancestral individual. Para cada 

indivíduo do estudo, nós determinamos como critério: considerar como ancestralidade 

predominante, aquela em que a razão entre as duas maiores proporções ancestrais (africano, 

nativo americano e/ou europeu) inferida para o indivíduo era maior ou igual a 2. Indivíduos 

cuja razão entre as duas maiores proporções ancestrais era menor que 2 foram considerados 

miscigenados. Em cada grupo definido de acordo com a ancestralidade predominante, a 

mediana da ancestralidade nativo americana e europeia foi de, aproximadamente, 70% 

(mediana de 0,722; IQR 0,650 – 0,775 para o grupo nativo americano e mediana de 0,698; 

IQR 0,645 – 0,746 para o grupo europeu). Indivíduos considerados como miscigenados 

apresentaram mediana de ancestralidade nativo americana e europeia de 0,346 (IQR 0,308 – 

0,474) e 0,444 (IQR 0,350 – 0,531), respectivamente. A deleção do gene (CYP2D6*5) foi 

predominante em nativos americanos (6%). Uma frequência mais elevada de algumas 

variantes alélicas de atividade nula/reduzida de CYP2D6 foi observada em indivíduos com 

ancestralidade genômica europeia predominante, como por exemplo, *4 e *41 (14,0% e 5,3%, 

respectivamente) (Figura 23 e Tabela 9). Enquanto, uma maior frequência da variante 

CYP2D6*29 foi observada em indivíduos com background africano (dados não reportados).  

 

 

Figura 23. Frequência dos alelos de CYP2D6 entre indivíduos com ancestralidade nativo americana (n 

cromossomos = 50), europeia (n cromossomos = 57) e miscigenado (n cromossomos = 120). As diferentes 

variantes alélicas de CYP2D6 estão representadas de acordo com a predominância da ancestralidade genômica. 

Na classificação dos indivíduos, consideramos como ancestralidade predominante quando a razão entre as duas 

maiores proporções ancestrais (africano, nativo americano e/ou europeu) foi maior ou igual a 2. Indivíduos com 

razão menor que 2 foram considerados miscigenados. A ancestralidade africana foi desconsiderada da análise, 

pois apenas dois indivíduos apresentavam ancestralidade predominantemente africana. Não foi observada 

diferença estatisticamente significativa entre os alelos de CYP2D6 nos diferentes grupos (P > 0.05; Teste Exato 

de Fisher). 
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Tabela 9. Frequência dos alelos CYP2D6 entre indivíduos com ancestralidade africana, nativo americana e 

europeia predominantes (P > 0.05; Teste Exato de Fisher). 

Alelos de CYP2D6 Africano, % (n) Nativo Americano, % (n) Europeia, % (n) Miscigenado, % (n) 

*1 0,500 (2) 0,440 (22) 0,386 (22) 0,517 (62) 

*2A/*35 . 0,360 (18) 0,2811 (16) 0,225 (27) 

*2D . . 0,018 (1) 0,050 (6) 

*4 . 0,080 (4) 0,140 (8) 0,050 (6) 

*5 . 0,060 (3) 0,018 (1) 0,025 (3) 

*10 . . 0,018 (1) 0,008 (1) 

*17 . 0,040 (2) 0,070 (4) 0,083 (10) 

*29 0,500 (2) . 0,018 (1) 0,017 (2) 

*41 . 0,020 (1) 0,053 (3) 0,025 (3) 

 

Ao considerar, as distribuições previstas de frequência fenotípica de CYP2D6, a 

ancestralidade genômica média para cada população parental (europeus, nativos americanos e 

africanos) que formaram a população brasileira não diferiu entre indivíduos com atividade 

reduzida de CYP2D6 e enzima funcional (P = 0,180; Teste de Mann-Whitney) (Tabela 10). 

 

Tabela 10. Ancestralidade individual estimada pelos grupos fenotípicos de CYP2D6. 

CYP2D6, mediana (IQR) 

Ancestralidade Enzima funcional (AS > 1) Atividade nula/reduzida (AS ≤ 1) P - value a 

Europeu 0,411 (0,244 – 0,572) 0,528 (0,271 – 0,675) 0,18 

Nativo americano 0,357 (0,252 – 0,551) 0,309 (0,165 – 0,568) 0,314 

Africano 0,154 (0,086 – 0,251) 0,138 (0,084 – 0,212) 0,726 

a Teste de Mann Whitney 

 

6.4. Atividade reduzida de CYP2D6 aumenta o número de recorrência de Plasmodium 

vivax 

 

Para avaliar se o metabolismo reduzido de CYP2D6 após o tratamento PQ/CQ 

influencia os episódios clínicos recorrentes de malária, correlacionamos os fenótipos CYP2D6 

preditos com o número de recorrências de P. vivax. O fenótipo relacionado a uma atividade 

normal de CYP2D6 (gNM-F), predominante em todos os grupos, foi observado em maior 

frequência (71,5%) no grupo sem recorrência (Tabela 11). Ao todo, vinte e sete indivíduos (de 

130; 20,8%) tiveram atividade reduzida de CYP2D6 (AS ≤ 1) no grupo sem recorrência em 

comparação com 27,5% (14 de 51) no grupo com única recorrência e 32,4% (23 de 71) no 
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grupo de múltiplas recorrências. A análise univariada mostrou que não houve diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos sem, única e múltiplas recorrências em relação 

à distribuição de frequência da atividade predita de CYP2D6 (P = 0,065, Teste Qui-Quadrado 

de tendência) (Figura 24). 

 

Tabela 11. Escore de atividade (AS) atribuído às variantes alélicas de CYP2D6. 

Fenótipos 

de CYP2D6 

Atividade 

Enzimática 
Activity Score 

Sem 

recorrência, 

% (n) 

Única 

recorrência, 

% (n) 

Múltiplas 

recorrências, 

% (n) 

Total, % 

(n) 

gPM Nula 0 1,5 (2) 1,9 (1) . 1,1 (3) 

gIM Reduzida 0,5 1,5 (2) 3,8 (2) 1,8 (2) 2,3 (6) 

gNM-S  Reduzida 1 16,8 (23)  21,2 (11)  29,2 (21)  21,1 (55) 

gNM-F  Normal 1,5 ou 2 71,5 (98) 61,5 (32) 65,3 (47) 67,8 (177) 

gUM Aumentada > 2 3,6 (5) 9,6 (5) 1,4 (1) 4,2 (11) 

ND Indeterminada ND 5,1 (7) 1,9 (1) 1,4 (1) 3,4 (9) 

Os fenótipos de CYP2D6 estão representados como normal para fenótipos de metabolismo extensivo/normal 

(gNM-F), reduzido para metabolismo intermediário (gIM e gNM-S), ausente, para metabolismo nulo (gPM), 

aumentado para metabolismo ultrarrápido (gUM) e ND para indivíduos cujo fenótipo não foi determinado por 

ausência de dados de número de cópias ou predição alélica de CYP2D6. No sistema de pontuação de atividade de 

CYP2D6, os alelos *4 e *5 recebem um valor de 0, alelos *10, *17, *29 e *41, o valor de 0,5 e alelos *1, 

*2A/*2D e *35 recebem um escore de 1. A soma do escore dos alelos de CYP2D6 determina a atividade 

metabólica da enzima (fenótipo). 

 

 

Figura 24. Frequência da atividade enzimática de CYP2D6 predita entre os grupos de indivíduos sem 

recorrência (n = 130) única recorrência (n = 51) e múltiplas recorrências (n = 71). Indivíduos com atividade 

aumentada (gUM) e metabolismo normal (gNM-F) foram agrupados. Indivíduos com fenótipos de CYP2D6 

indeterminados foram desconsiderados na análise (n = 9). Não foi observada diferença estatisticamente 

significativa entre os alelos de CYP2D6 nos diferentes grupos (P = 0,065; Teste de Qui-Quadrado). 
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Para confirmar a associação entre a atividade predita de CYP2D6 e recorrência clínica 

na malária por P. vivax, um modelo de Regressão Binomial Negativo foi ajustado para 

variáveis epidemiológicas. No modelo de melhor ajuste, indivíduos com níveis reduzidos de 

atividade de CYP2D6 (AS ≤ 1) tiveram quase o dobro do risco de recorrência em comparação 

a indivíduos com enzima normal (AS > 1) (razão de risco 1,75, 95% CI 1,2 – 2,6, P = 0,003). 

No entanto, indivíduos vivendo por mais tempo na região amazônica apresentaram risco 

reduzido de recorrência na malária por P. vivax (razão de risco 0,97, IC 95% 0,96 – 0,98, P < 

0,0001). O risco de recorrência também foi maior para os indivíduos que viviam ao longo do 

córrego Rio Pardo (área ribeirinha) (razão de risco 2,68; IC95% 1,9 – 3,8; P < 0,0001) 

(Figura 25 e Tabela 12).  

 

Figura 25. Número predito de recorrências em indivíduos com atividade reduzida e normal de CYP2D6 

na população ribeirinha e não ribeirinha de Rio Pardo. O número predito de recorrências em 10 anos, 

representado no eixo x, foi estimado de acordo com a atividade fenotípica de CYP2D6, a área de residência no 

assentamento de Rio Pardo (ribeirinho versus não ribeirinho) e o tempo de residência na região da Amazônia, 

expresso no eixo y. Todas as variáveis foram derivadas do modelo de Regressão Binomial Negativo. 
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Tabela 12. Estimativa do risco relativo de episódios de recorrências em indivíduos com atividade reduzida 

de CYP2D6, a considerar exposição e susceptibilidade a infecções pode Plasmodium vivax.  

Parâmetro Risco Relativo (IC 95%)a P - value 

Atividade predita de CYP2D6      

Normal Referência   

Reduzida 1,75 (1,18 – 2,58) 0,003 

Tempo de residência na região Amazônica  0,97 (0,96 – 0,98) < 0.0001 

Local de residência em Rio Pardo     

Não Ribeirinho Referência   

Ribeirinho 2,68 (1,89 – 3,83) < 0.0001 

a Risco Relativo 

 

Nesse sentido, um modelo de Regressão Logística ajustado para local de residência e 

tempo de residência em área endêmica de malária apresentou maior risco de recidiva para 

indivíduos com níveis reduzidos de atividade do CYP2D6 (risco relativo 1,94; IC95% 1,02 – 

3,75; P = 0,044). Além disso, o risco de recorrência foi menor (risco relativo 0,98, IC 95% 

0,96 – 0,99, P = 0,011) para indivíduos que viveram mais tempo na região amazônica, 

enquanto os ribeirinhos tiveram risco aumentado (risco relativo 4,96, IC 95% 2,85, P < 

0,0001) para recorrências da malária por P. vivax (Figura 26 e Tabela 13). Após explorar os 

dados de variação alélica de CYP2D6, investigamos se o fenótipo de CYP2D6 influenciava o 

tempo de recorrência da infecção por P. vivax. O tempo entre a infecção inicial e a primeira 

recorrência não diferiu entre os grupos de indivíduos com atividade nula/reduzida (mediana = 

70 dias, IC 95%, 45.5 – 100) para atividade reduzida e normal (mediana = 53 dias, IC 95%, 

38 – 87) de CYP2D6 (P = 0,357, Teste de Log-rank) (Figura 27).   
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Figura 26. Frequência de recorrência em indivíduos com atividade normal e reduzida de CYP2D6 nos 

grupos sem recorrência (n=130) e com recorrência (n=122). Não foi observada diferença estatisticamente 

significativa entre a frequência dos fenótipos de atividade reduzida e normal CYP2D6 nos grupos sem 

recorrência e com recorrência (P = 0,085; Teste Exato de Fisher). 

 

Tabela 13. Estimativa da razão de chance de episódios de recorrências em indivíduos com atividade 

reduzida de CYP2D6, a considerar exposição e susceptibilidade a infecções pode Plasmodium vivax. 

Parâmetro Razão de Chance (IC 95%)a P - value  

Atividade predita de CYP2D6     

Normal Referência   

Reduzida 1,940 (1,021 – 3,747) 0,044 

Tempo de residência na região 

Amazônica 
0,980 (0,964 – 0,995) 0,011 

Local de residência em Rio Pardo     

Não Ribeirinho Referência   

Ribeirinho 4,963 (2,850 – 8,852) <0,0001 

a Razão de Chance 
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Figura 27. Curva Kaplan-Meier para o efeito da atividade de CYP2D6 no tempo da primeira recorrência 

da infecção por Plasmodium vivax. O tempo mediano para o primeiro episódio recorrente de malária por P. 

vivax foi de 70 dias (95% IC, 45 – 100 dias) para indivíduos com atividade reduzida de CYP2D6 e 53 (95% IC, 

38 – 87 dias) para indivíduos com enzima normal (P = 0,357, Teste de Log-rank). 
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7. Discussão  

 

7.1. Classificação das recorrências e contribuição dos hipnozoítos para a transmissão da 

malária por Plasmodium vivax em Rio Pardo  

 

O aumento das falhas terapêuticas por PQ-CQ merece destaque nas investigações 

acerca da farmacocinética da droga e proposições de esforços para a eliminação da malária. 

Um dos principais desafios na terapêutica da malária por P. vivax é alcançar a cura radical de 

forma efetiva e segura para o paciente pois os frequentes episódios de recorrência, por 

ativação de hipnozoítos, são a fonte dominante de malária incidente e são extremamente 

difíceis de controlar devido à ausência de biomarcadores para diagnóstico e detecção das 

formas latentes. Além disso, refratários à maioria das drogas antimaláricas, os hipnozoítos são 

formas difíceis de serem atingidas, pois podem ser eliminados apenas pelo tratamento com 

PQ, que pode ter sua eficácia reduzida devido ao metabolismo alterado da enzima CYP2D6 

(BENNETT et al., 2013; PYBUS et al., 2013a). Neste ponto, a compreensão farmacocinética 

da PQ é muito importante para otimizar o regime de dosagem terapêutica e reduzir a 

infectividade aos mosquitos, pela reativação de hipnozoítos. Como discutiremos mais, a 

dependência de CYP2D6 para o metabolismo eficácia da PQ levanta preocupações óbvias 

sobre o comprometimento do efeito terapêutico em populações polimórficas. Sabe-se, hoje, 

que para a CYP2D6 existe com mais de 150 variantes alélicas principais (INGELMAN-

SUNDBERG, 2005a) e acredita-se que grandes populações de indivíduos em áreas endêmicas 

de malária sejam afetadas por fenótipo nulos ou intermediários (BAINS, 2013). Com esses 

fatos em mãos, fica claro que o uso da PQ (um agente para cura radical das infecções por P. 

vivax) precisa ser analisado cuidadosamente, levando em consideração o efeito das questões 

farmacogenéticas da droga, assim como problemas relacionados à sua toxicidade. Além disso, 

contornar as limitações no conhecimento da biologia e epidemiologia dos hipnozoítos 

também pode ser a grande oportunidade para acelerar as tentativas de eliminação da malária 

por P. vivax. Se no mundo, parte dos casos incidentes de malária por P. vivax derivam de 

hipnozoítos, limitar esse reservatório produziria reduções na transmissão e mortalidade da 

doença.  

Em áreas onde a transmissão ocorre, é difícil distinguir um episódio de recaída 

verdadeira de um recrudescimento ou um episódio primário de uma nova infecção. A 

ambiguidade da frequência e do tempo de recaída geograficamente variáveis, juntamente com 

casos de reinfecção e recrudescência na malária recorrente por P. vivax (após terapia com PQ) 
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torna a estimativa da falha terapêutica por PQ em ambientes endêmicos muito difícil. No 

entanto, se os pacientes forem tratados, também, com um esquizonticida eficaz e alguns 

fatores de confusão forem controlados, pode-se considerar, com maior confiança, que 

quaisquer novos episódios parasitológicos são prováveis recaídas. Aqui, usamos uma 

combinação de critérios para caracterizar com rigor os episódios de recorrências da infecção 

por P. vivax. Uma parte importante desta análise incluiu a correspondência de um sistema de 

vigilância epidemiológico do Brasil, SIVEP-Malária, para explorar a frequência de 

recorrências registradas na comunidade de estudo. Primeiramente, analisamos o perfil geral de 

transmissão na região durante o período de estudo (levantamento do número de casos de 2003 

a 2013). O número de casos por P. falciparum decresceu ao longo dos anos e, atualmente, P. 

vivax é responsável por todos os casos clínicos registrados na região. Dos casos registrados 

por P. vivax ao longo de dez anos, cerca de 20% das infecções anuais, registradas em Rio 

Pardo, podem ser atribuídas às recorrências. Em geral, as populações amazônicas brasileiras 

apresentam estimativa média de 26 – 30% de recorrências anuais por P. vivax (SIMÕES et al., 

2014). Em 2009, o estudo de Orjuela-Sánchez et al. avaliou a incidência e o tempo de 

recorrência por P. vivax em pacientes residentes na fronteira entre Brasil, Peru e Bolívia, 

tratados com CQ-PQ. Os autores registraram incidência acumulada de 26 a 40% de recidivas 

por P. vivax, as quais ocorreram em um intervalo de até 180 dias após a infecção inicial. 

Outros estudos também registraram taxas de recorrência de malária na Amazônia brasileira de 

23 a 29% em indivíduos acompanhados por até um ano (SIMÕES et al., 2014; VITOR-

SILVA et al., 2016). Conhecer a frequência de recorrências é extremamente relevante para o 

controle da malária por P. vivax, pois fornece uma indicação da carga circulante de 

hipnozoítos em diferentes áreas da Amazônia brasileira e os desafios impostos por estas 

formas dormentes, como principal determinante da persistência da malária. 

Um dos pontos fortes deste estudo é que os critérios utilizados para caracterizar as 

recorrências por P. vivax permitiram caracterizar melhor o perfil de recorrência para cada 

indivíduo. Nossa abordagem para classificar a recorrência foi baseada na ocorrência de 

recidivas da malária por P. vivax até 180 dias após a infecção inicial, com o objetivo de 

reduzir a possibilidade de reinfecção. No Brasil estima-se que o intervalo médio entre a 

infeção inicial e as recaídas é de aproximadamente quatro meses (SIMÕES et al., 2014). 

Portanto, intervalos tão extensos quanto um ano aumentam a probabilidade da recidiva ter 

sido ocasionada por uma reinfecção em áreas de transmissão de malária. Além disso, a 

possibilidade de recrudescência foi reduzida considerando as recorrências que ocorreram após 

um período de 28 dias a partir do início do tratamento. Nesse período, a CQ ainda está 
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presente na circulação sanguínea e a recorrência da malária por P. vivax pode ser causada por 

parasitos resistentes a droga (BAIRD et al., 1997; CHU et al., 2018). Na Amazônia brasileira, 

há evidências de uma baixa resistência do P. vivax a CQ (FILHO et al., 2007; MARQUES et 

al., 2014). No entanto, os recrudescimentos ocorreriam nos primeiros dias devido à falta de 

adesão ao tratamento ou à dosagem inadequada, particularmente em crianças e adultos com 

excesso de peso (DUARTE et al., 2001).  Na comunidade de Rio Pardo, estimamos uma 

proporção muito baixa (1,7%; 42 de 2486 casos totais de infecção por P. vivax) de possíveis 

recrudescências em 10 anos do período do estudo. Finalmente, a maioria dos indivíduos 

classificados como não recorrentes (77%) teve um episódio único de malária registrado de 

2003 a 2013 ou episódios em intervalos maiores que 1 ano, o que provavelmente deve 

representar uma nova infecção. 

Um estudo recente mostrou que esquemas curtos de 7 – 9 dias de PQ com uso 

concomitante de CQ foi mais efetivo que a CQ sozinha e igualmente eficaz ao regime de 14 

dias na prevenção das recorrências de P. vivax (DAHER et al., 2019). Combinações de ACT-

PQ também foram mais eficazes que a CQ sozinha ou combinações CQ-PQ, corroborando 

dados da literatura (COMMONS et al., 2018; GOMES et al., 2015). Em geral, o Brasil 

recomenda cursos curtos de 7 – 9 dias (dose total 3 – 4.2 mg/kg) de tratamento. Quatorze dias 

de PQ são recomendados no Brasil apenas quando os pacientes são submetidos a tratamento 

supervisionado. A mesma eficácia entre o regime de sete 14 dias é encorajadora e reforça a 

ideia de que a taxa de cura é em função da dose total de PQ, em vez do período de tratamento 

(BAIRD, 2005). O regime de curta duração tem importantes implicações práticas, porque 

aumenta significativamente a adesão ao tratamento em relação ao regime mais longo (14 dias) 

(BRAZ et al., 2016). Em geral, os pacientes que necessitam de terapia anti-hipnozoítos e que 

apresentam atividade de CYP2D6 significativamente alterada (atividade nula/reduzida) 

podem recair mesmo com a adesão total ao medicamento de boa qualidade. O tratamento dos 

indivíduos do presente estudo não foi supervisionado, contudo espera-se uma taxa elevada de 

adesão dos pacientes ao tratamento com o esquema curto de sete dias. De fato, os dados da 

literatura descrevem uma alta taxa (67 – 86%) de adesão ao tratamento da malária na 

Amazônia brasileira (ALMEIDA; RODRIGUES; VIEIRA, 2014; PEREIRA; ISHIKAWA; 

FONTES, 2011a).   
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7.2. Variabilidade da frequência alélica de CYP2D6 nos indivíduos infectados por 

Plasmodium vivax no Brasil 

 

Uma maior compreensão da variabilidade de CYP2D6 na população brasileira 

permitirá o entendimento  das diferenças no metabolismo dos fármacos mediado pela 

CYP2D6 e ajudará na orientação da escolha do fármaco mais adequado, bem como de sua 

dosagem, para evitar as recorrências por P. vivax e possíveis efeitos adversos decorrentes da 

metabolização alterada da droga (KERB et al., 2009). Em um país de dimensões continentais, 

como o Brasil, com padrões de imigração distintos e diferentes processos de miscigenação, 

uma distribuição homogênea de alelos de CYP2D6 em regiões geográficas do norte foi 

observado em nossa comunidade e estudos prévios da população norte brasileira 

(FRIEDRICH et al., 2014; BRASIL et al., 2018; LADEIA-ANDRADE et al., 2019). Essa 

homogeneidade observada contrasta com os resultados de estudos farmacogenéticos 

anteriores que demonstraram uma distribuição altamente heterogênea de alguns 

polimorfismos em diferentes as regiões geográficas, bem como nas categorias de cor/raça 

adotadas pelo censo brasileiro (SORTICA et al., 2012 ; SUAREZ-KURTZ et al., 2014). De 

fato, existem diferenças marcantes nas frequências de alelos de CYP2D6 em populações de 

diferentes origens continentais. Certos alelos foram observados em altas freqüências em 

diferentes populações, tais como CYP2D6 *4 em europeus, CYP2D6 *10 em asiáticos e 

CYP2D6 *17 em africanos (ZHOU et al., 2009 ; CREWS et al., 2014). Em nossa 

comunidade, a prevalência do alelo *4 (8,8%) e *17 (6,9%) é intermediária entre as descritas 

para europeus e africanos (SISTONEN et al., 2009), como esperado para uma população 

miscigenada. No Brasil, estudos maiores foram realizados em populações do sul do país 

(ANTUNES et al., 2012). Em geral, as frequências alélicas foram semelhantes às observadas 

em outras regiões do Brasil, exceto para o alelo CYP2D6*4, que foi observado em 18% em 

pacientes com câncer de mama (ANTUNES et al., 2012). Essas diferenças nos resultados 

refletem, possivelmente, questões metológicas, como tamanho das amostras, características 

dos indivíduos, diferentes proporções de mistura, indivíduos saudáveis ou pacientes com 

doenças ou diferentes desenhos de estudo (FRIEDRICH et al., 2014).  

Em Rio Pardo, a frequência encontrada para o alelo CYP2D6*4 (8,8%) foi inferior à 

descrita por Kohlrausch et al. (2008) (13,2%) no Rio Grande do Sul, Argentina e Paraguai 

(17,8%). Enquanto, na França e Alemanha e em regiões do norte do Brasil foi encontrado em 

18,9% e 10,8% da população, respectivamente. (FRIEDRICH et al., 2014 ; SISTONEN et al., 

2009). O alelo CYP2D6*41, por sua vez, ocorre em uma frequência de 4,1% no norte do país 
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(FRIEDRICH et al., 2014), valor este muito próximo ao encontrado em Rio Pardo e no sul da 

Europa (4,5%) (SISTONEN et al., 2009). Para o alelo CYP2D6*17, encontramos uma 

frequência de 6,9% em Rio Pardo, semelhantemente aos resultados alélicos de Friedrich et al. 

(2014) (5,3%) para o norte do Brasil. No Rio Grande do Sul, os autores identificaram uma 

frequência de apenas 1,3% para essa variante (KOHLRAUSCH et al., 2008). A deleção do 

gene CYP2D6 (*5) foi observada em 3,1% das nossas amostras, semelhantemente às 

frequências de 2,2 e 2,7% encontradas no Rio Grande do Sul e norte do país, respectivamente 

(FRIEDRICH et al., 2014; KOHLRAUSCH et al., 2008). Esse alelo, geralmente, está 

presente em uma frequência de 3,2% na Europa e de 3,8% na Ásia Central (SISTONEN et al., 

2009). O alelo CYP2D6*10 apresentou-se em baixa frequência (0,8%), similarmenete  à 

encontrada por Kohlausch et al. (2008) (2,1%) e Friedrich et al. (2014) (1,4%). O alelo 

CYP2D6*29 não foi encontrado no Rio Grande do Sul, já em nossa comunidade, observamos 

uma frequência de 1,9%, frequência esta comparável aos resultados de Friedrich et al. (2014) 

(1,4%), sugerindo que esta frequência pode ser representativa da população norte brasileira. 

Quando analisado a frequência de indivíduos com fenótipos nulos (gPM), a frequência 

predisposta em Rio Pardo foi de 1,1%, o que é similar à prevalência de gPMs relatados em 

populações latino-americanas da América do Norte (2,2% – 6,6%) (BERNARD et al., 2006). 

Já em relação ao fenótipo gIM, a frequência predita em nosso estudo foi de 2,3%. Esse achado 

deve-se, pelo menos em parte, aos alelos *17 (6,9%), *29 (1,9%) e *41 (2,9%), relatados em 

maior frequência na Ásia, África e Oriente Médio, respectivamente. 

As categorias fenotípicas descritas para CYP2D6 fornecem indicadores úteis sobre a 

atividade da enzima (GAEDIGK et al., 2008, 2017; ZANGER; RAIMUNDO; 

EICHELBAUM, 2004). A população brasileira passou por um intenso processo de 

miscigenação nos séculos anteriores, sendo composta por uma formação genética resultante 

das três raízes ancestrais principais: africana, nativo americana e europeia (PENA et al., 

2009). Inicialmente, o principal componente populacional consistia de nativos americanos, 

que contribuíram fortemente para a formação inicial da nossa população. No entanto, ao 

término da imigração africana, a entrada proeminente de europeus provocou um importante 

efeito populacional no Brasil. O intenso fluxo, cerca de seis milhões de europeus, levou a 

mudanças no cenário de composição genética da população brasileira (PENA et al., 2009). 

Dessa forma, a população brasileira, hoje, é altamente heterogênea, formada pela mistura 

entre índios nativos, colonizadores europeus ou imigrantes e escravos africanos, com 

predominância de contribuição da população parental europeia (70%), com tendência 

crescente de norte a sul do Brasil (CALLEGARI-JACQUES et al., 2003; LINS et al., 2010; 
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PENA et al., 2011; SANTOS et al., 2009). Em geral, as populações da Amazônia são 

caracterizadas por maior contribuição de ancestralidade nativo americano em comparação 

com outras regiões do Brasil. Na população de Rio Pardo, as estimativas médias de 

ancestralidade apontaram para uma população altamente misturada com contribuição 

significativa de ancestrais europeus (44%) e nativos americanos (38%), mas com baixa 

ascendência africana (18%) (KANO et al., 2018). Este padrão de mistura com uma elevada 

contribuição de ancestralidade nativa americana refletiu na distribuição de frequências das 

variantes de CYP2D6 na população estudada, com baixa frequência dos alelos CYP2D6 *4 

(atividade nula), CYP2D6 *41 (atividade reduzida) e fenótipo gPM, como descrito 

recentemente para nativos americanos do sul (NARANJO et al., 2018). Nenhum alelo 

específico apresentou diferença significativa entre os europeus e nativos americanos, 

possivelmente devido ao número reduzido de indivíduos considerados nessa análise. 

A baixa representatividade da ancestralidade predominantemente africana 

impossibilitou conclusões acerca da variabilidade de CYP2D6 para alelos específicos em 

nossa população de estudo. Apenas as variantes alélicas *1 e *29 foram identificadas entre os 

indivíduos com ancestralidade africana predominante. Já a considerável proporção de 

ancestralidade nativo americana é consistente com a história demográfica de ocupação do 

norte do país, onde o processo de colonização brasileira e de miscigenação foi marcado por 

acasalamentos entre homens europeus e mulheres indígenas nativas como estratégia de 

permanência e ocupação da região (PENA et al., 2009). Embora não seja o escopo do trabalho 

analisar os fatores evolutivos e demográficos que contribuíram para as diferenças observadas 

nas frequências das variantes de CYP2D6, a distribuição homogênea de alguns alelos dessa 

enzima pode ser considerado resultado de uma pressão seletiva nesse gene que resultou na 

manutenção desses alelos específicos que codificam uma enzima funcional em altas 

frequências (LLERENA et al., 2014; NARANJO et al., 2018). O processo de seleção natural 

das variantes de CYP2D6, assim como a deriva genética e recombinação são alguns dos 

fatores responsáveis pelas diferenças nas frequências dessas variantes entre as populações 

(LLERENA et al., 2014; NARANJO et al., 2018). Vale a pena destacar que o processo de 

colonização foi marcado por um maior quantitativo de numerosas populações indígenas locais 

da região norte e foi acentuadamente diferente das outras regiões geográficas do país 

(BATISTA DOS SANTOS et al., 1999). Dessa forma, o processo de miscigenação da 

população brasileira, também, foi importante para a construção do background genético atual 

da população e deve ser levado em consideração na aplicação dos resultados obtidos em nosso 

estudo. 
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Embora as categorias fenotípicas descritas em nossa comunidade forneçam 

indicadores úteis do metabolismo da enzima, heterogeneidade na correspondência genótipo-

fenótipo tem sido relatada dentro e entre grupos populacionais, ou seja, o mesmo genótipo 

pode diferir no fenótipo entre regiões e grupos étnicos (GAEDIGK et al., 2017; LLERENA et 

al., 2014; NARANJO et al., 2018). No presente estudo, utilizamos a classificação genótipo-

fenótipo proposta como padrão pelo Consórcio de Implementação Farmacogenética Clínica 

(CPIC) (Sistema de Pontuação de CYP2D6) (WANG et al., 2014; WANG; PAPP; SUN, 

2015) e que tem sido utilizada em estudos de malária e variabilidade de CYP2D6 em resposta 

à PQ (BENNETT et al., 2013; BRASIL et al., 2018; JOAN INGRAM et al., 2014). Dados da 

literatura demonstram que o genótipo gNM-S (AS = 1) tem atividade próxima ao gIM 

(WANG et al., 2014; WANG; PAPP; SUN, 2015), permitindo, assim, que agrupássemos 

nossos indivíduos do estudo com escore de atividade igual a 0 (gPM), 0,5 (gIM) e 1 (gNM-S) 

como metabolizadores nulos/reduzidos de CYP2D6. Esse mesmo agrupamento tem sido 

utilizado por outros autores (BRASIL et al., 2018) e ressalta a necessidade de considerar a 

consequência dos gNM-S na metabolização reduzida e falha terapêutica da PQ. Além da 

variação genótipo-fenótipo, em muitos estudos observa-se que o LD no genoma humano varia 

entre as populações e também entre e dentro dos loci em uma mesma população (GABRIEL 

SB et al., 2002). Os altos níveis de LD em CYP2D6 encontrados na nossa população reforça 

os achados da literatura (SABBAGH; DARLU, 2006). Dois fatores principais poderiam 

explicar os altos níveis de LD no gene CYP2D6 na comunidade de Rio Pardo: seleção natural 

e a intensa miscigenação da população brasileira, como consequência do processo de 

colonização.  

 

7.3. Implicações do metabolismo reduzido de CY2PD6 nas recorrências da infecção por 

Plasmodium vivax  

 

As diferenças interindividuais relacionadas ao metabolismo comprometido de 

CYP2D6 (atividade nula/reduzida) são particularmente relevantes em situações de bloqueio 

da transmissão da malária, onde os hipnozoítos (refratários à maioria das drogas 

antimaláricas) são difíceis de serem atingidos e eliminados, ou seja, metabolizadores 

nulos/reduzidos de CYP2D6 podem permanecer infectados por períodos mais longos após a 

administração de PQ, em comparação aos indivíduos com outros fenótipos normal de 

CYP2D6, e podem representar uma fonte residual de transmissão da doença nessas áreas, 

dependendo de alelos ligados a este fenótipo na população. A resposta ao tratamento é 
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variável entre os indivíduos, resultando em 40 – 70% dos pacientes exibindo uma falta de 

eficácia do tratamento farmacológico ou reações adversas a medicamentos (EICHELBAUM 

et al., 2006). Evidências recentes mostram que a conversão da PQ em metabólitos bioativos 

depende da isoforma do citocromo CYP2D6 no fígado (GANESAN et al., 2009; PYBUS et 

al., 2013b). Em geral, estima-se que 15 – 30% da variabilidade da resposta ao medicamento 

seja causada por polimorfismo genético (GETHING et al., 2012). Embora vários fatores 

contribuam para a resiliência de P. vivax às medidas de controle da malária, um alto número 

de recorrências atribuído à falha de PQ, em muitas áreas ao redor do mundo, vem desafiando 

os esforços para o controle de P. vivax.  

Com doses fixas de PQ, pacientes com metabolismo nulo/reduzido de CYP2D6 podem 

ter uma subdosagem dos metabólitos ativos, consequente falha terapêutica e maior risco de 

recaída da infecção por P. vivax (BENNETT et al., 2013; BRASIL et al., 2018; SILVINO et 

al., 2016). Nosso estudo anterior apontou uma associação significativa entre múltiplas 

recorrências e polimorfismos relacionados à redução da atividade da CYP2D6 em viajantes 

que retornam de áreas endêmicas de malária no Brasil (SILVINO et al., 2016). Aqui, 

realizamos um estudo retrospectivo de 10 anos em um cenário de transmissão moderada/baixo 

e instável na Amazônia brasileira, onde as recorrências de malária por P. vivax após 

tratamento CQ / PQ foram responsáveis por aproximadamente 18% dos casos relatados para 

esta espécie. Na comunidade de Rio Pardo, cerca de 25% dos indivíduos apresentaram 

atividade nula/reduzida do CYP2D6, semelhante ao descrito para as demais áreas amazônicas 

brasileiras, entre 20 e 36% (BRASIL et al., 2018; LADEIA-ANDRADE et al., 2019). 

Aproximadamente 60% dos indivíduos com metabolismo nulo/reduzido apresentaram 

episódios de recorrência, com risco, quase duas vezes maior (RR 1,75; P = 0.003), de 

apresentar episódios recorrentes como consequência possível da falha terapêutica da PQ. 

Esses achados reforçam que indivíduos com maiores taxas de recorrência, presumivelmente 

devido à incapacidade de eliminar os hipnozoítos por P. vivax, apresentaram maior risco de 

recorrências em fenótipos de atividade nula/reduzida de CYP2D6, sugerindo que a atividade 

da CYP2D6 é um passo limitador na formação de metabólitos ativos de PQ contra os 

hipnozoítos (BENNETT et al., 2013; PYBUS et al., 2013b).  

Em relação aos indivíduos com metabolismo normal de CYP2D6, 45% dos indivíduos 

elegíveis tiveram pelo menos um episódio de recorrência de P. vivax. Esse resultado reforça o 

caráter multifatorial do desfecho do tratamento da malária por P. vivax, que depende de 

fatores genéticos individuais, como o genótipo CYP2D6, mas também do estado imunológico 

dos indivíduos, da suscetibilidade do parasito às drogas e da adesão ao tratamento (CHU; 
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BRANCO, 2016; COMMONS et al., 2018). Parte desses casos, também, podem ser 

explicados pela proporção de infecções por P. vivax que normalmente evoluem para recaídas. 

Isso já foi bem estudado e sabe-se, hoje, que essa proporção é uma propriedade intrínseca do 

parasito da malária e varia consideravelmente entre as regiões geográficas; é também em 

função do tamanho do inóculo de esporozoítos e da imunidade do paciente, quando essa 

existe. Também é sabido que a probabilidade de recorrência com uma cepa de um único 

genótipo é dependente do tempo que o paciente está doente, o que também sugere efeito da 

imunidade sobre a ocorrência desse fenômeno. 

O metabolismo prejudicado da PQ, definido aqui, como escores de atividade 

fenotípica abaixo de 1 (AS ≤ 1), foi representativo de parte significativa da nossa população e 

foi associado com maior risco de recorrência de malária por P. vivax e, consequentemente, 

falha terapêutica da PQ. Em geral, a tradução de genótipos em capacidade de metabolismo da 

PQ (fenótipos de CYP2D6) é baseada em um único limiar de um escore de atividade, ou seja, 

um AS >1,0 é determinante de atividade enzimática normal, sendo considerado suficiente 

para assegurar a cura radical do P. vivax. O que percebemos em nossa comunidade, também 

relatado em estudos anteriores (SILVINO et al., 2016; BRASIL et al., 2018), é que dentro de 

uma mesma amostra populacional há uma variação, perceptível, na incidência de recorrências 

entre indivíduos de escores de atividades semelhantes. O limiar fixo de escores de atividade ≤ 

1 (atividade reduzida de CYP2D6), representando metabolismo insuficiente para tratar P. 

vivax é, portanto, variável e pode ser mais permeável do que o aqui considerado, sugerindo 

que uma proporção indefinida de fenótipos nulo/reduzido de CYP2D6 pode metabolizar PQ 

suficiente para o sucesso terapêutico ou, indivíduos com metabolismo normal podem ter 

metabolismo insuficiente para promover o efeito terapêutico da droga.  

No presente estudo, descobrimos que a mediana do tempo de residência para 

indivíduos com atividade normal do CYP2D6, mas que tiveram recorrências por P. vivax, foi 

menor em comparação com indivíduos com atividade enzimática normal que tiveram 

recorrências da malária. Assim, existe a possibilidade dos outros fatores, como local de 

moradia e tempo de residência em áreas da Amazônia brasileira, terem efeito na terapia 

antimalárica e, consequente, levarem à falha terapêutica da PQ (WHITE, 2017). Para avaliar o 

real impacto dos fenótipos não-funcionais de CYP2D6 nas recorrências na malária por P. 

vivax, realizamos uma análise robusta, controlando o efeito de alguns potenciais fatores de 

confusão. Considerando que um aumento do risco de recorrência foi mostrado para os 

indivíduos que residem na área ribeirinha em estudos prévios conduzidos por nosso grupo 

(KANO et al., 2012; PIRES et al., 2018), um risco menor foi visto por eles que têm vivido por 
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um longo tempo na região endêmica da malária. Nossa hipótese é que os ribeirinhos 

acumularam um número maior de hipnozoítos porque estão mais expostos à transmissão da 

malária e essas formas de parasitas podem ser mais ativadas. Existem algumas possibilidades 

para explicar a frequente ativação do hipnozoíto nos ribeirinhos que ainda precisa ser 

investigada: uma doença febril sistêmica associada à malária aguda ou uma infecção 

bacteriana febril e o inóculo do esporozoíto que parece ser um determinante importante do 

tempo e do número de recaídas (SHANKS; WHITE, 2013; WHITE et al., 2011).  

Em nossos resultados, observamos uma redução de 3% no risco de recorrência por ano 

de residência na região amazônica (razão de risco 0,97, IC 95% 0,96 – 0,98, P < 0,0001). 

Esses dados fornecem evidências de um papel adicional da imunidade do hospedeiro na 

modulação da suscetibilidade a recorrências de P. vivax de forma que indivíduos que 

adquiriram algum nível de imunidade à malária apresentem menos episódios de recorrência 

ao longo dos anos independentemente do status de metabolismo do CYP2D6. Juntos, nossos 

achados reforçam  que é importante considerar a susceptibilidade e o risco do indivíduo 

recorrer, levando em consideração a influência do metabolismo nulo/reduzido de CYP2D6, a 

influência da imunidade do hospedeiro ao avaliar a associação entre recorrências por falha 

terapêutica de PQ e tempo de residência na região da Amazônia brasileira, e também, o risco 

de susceptibilidade à recorrências, ao considerar um número maior de hipnozoítos e 

indivíduos que são mais expostos à transmissão da malária. É provável que as variações na 

proporção de recorrências se alterem com os níveis e a duração da exposição à transmissão, 

pois isso influenciará o número de hipnozoítos que se acumulam no fígado, mas, claro, não 

podemos desconsiderar as limitações na determinação das recaídas, nessas áreas de 

transmissão instável de malária.  

Em conclusão, nossas análises geraram insights sobre o metabolismo comprometido 

de PQ em pacientes com recorrências, sendo reforçado pela associação entre metabolismo 

nulo/reduzido de CYP2D6 e aumento do risco de episódios de recorrência por P. vivax. É 

importante ressaltar que este estudo de base comunitária destaca um papel adicional da 

imunidade do hospedeiro na modulação do risco de recorrência. A proporção de infecções 

recorrentes chegou a 25% após 28 dias de tratamento com CQ-PQ, impondo uma carga 

substancial aos esforços de controle da malária na Amazônia. Como indicado, para indivíduos 

com metabolismo comprometido que recaem durante a terapia com PQ, os médicos precisam 

considerar o ajuste da dosagem de drogas ou o tratamento de manifestações clínicas da 

infecção com antimaláricos alternativos. Para os metabolizadores nulos e intermediários, tanto 

o ajuste de drogas como terapia alternativa, quanto a orientação ao do paciente para procurar 
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tratamento médico, se os sintomas da malária surgirem, parecem ser os melhores cursos de 

ação para controle e eliminação dos reservatórios da infecção por P. vivax.  
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8. Considerações finais  

 

Os prováveis efeitos das frequências significativas de alelos determinantes do 

metabolismo nulo/reduzido de CYP2D6 merecem avaliações no que diz respeito a estratégias 

técnicas para controle e eliminação da malária por P. vivax em regiões endêmicas de malária 

na Amazônia brasileira. Como em outras partes do mundo, o pouco sucesso na redução da 

prevalência de malária por P. vivax é resultante, principalmente, dos desafios impostos na 

eliminação dos hipnozoítos. Dessa forma, contornar as limitações no conhecimento da 

biologia e epidemiologia dos hipnozoítos – grandes reservatórios da infecção – pode ser a 

grande oportunidade para acelerar as tentativas de eliminação da malária por P. vivax e 

certamente atacar e limitar esse reservatório produziria reduções na carga de morbidade e 

mortalidade.  

Polimorfismos no gene que expressa CYP2D6 levam a uma série de atividades 

metabólicas variando entre metabolizadores nulos e ultrarrápidos, aqueles com atividade 

enzimática acima do normal. Se a CYP2D6 é necessária para a ativação metabólica da PQ, 

então a eficácia (% cura) está dependente de polimorfismos genéticos. Os pacientes que 

necessitam de terapia anti-hipnozoítos, com PQ, e que apresentam atividade CYP2D6 

significativamente reduzida ou nula podem apresentar maior risco de recair mesmo com a 

adesão total ao medicamento de boa qualidade. Da mesma forma, os indivíduos que são 

metabolizadores normal-slow podem necessitar de uma dose elevada de PQ para suprir a 

conversão metabólica diminuída da PQ parental para o seu(s) metabolito(s) ativo(s) e 

requerem atenção especial durante o tratamento da doença. As consequências do estado 

ultrarrápido ainda são desconhecidas, mas devem ser consideradas em avaliações de eficácia e 

segurança. Uma vez que o status de metabolismo de CYP2D6 varia significativamente de 

acordo com o grupo étnico, é provável que as diferenças regionais nos polimorfismos de 

CYP2D6 possam explicar, em parte, diferenças regionais na dose-resposta, embora sejam 

necessárias análises genotípicas e fenotípicas completas para entender completamente a 

situação, bem como compreender a contribuição de outras enzimas para a formação dos 

metabólitos ativos de PQ. 

 Nós ainda não sabemos, claramente, a extensão deste problema em relação às 

frequências dos alelos CYP2D6 associadas à falha terapêutica de PQ na Amazônia brasileira. 

Para investigar melhor essa associação, nosso estudo de base comunitária mostrou que, 

aproximadamente, 18% dos casos clínicos relatados na comunidade de Rio Pardo são 

recorrências, provavelmente pela ativação de hipnozoítos. Além disso, a prevalência de 
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indivíduos com atividade reduzida de CYP2D6 foi de 25%. Indivíduos com atividade 

reduzida de CYP2D6 tiveram quase o dobro do risco de recorrência em comparação com 

indivíduos com função enzimática normal. O risco de recorrência também foi maior para os 

indivíduos que vivem ao longo dos córregos locais (população ribeirinha). No entanto, os 

indivíduos que viveram por mais tempo na região amazônica apresentaram risco reduzido de 

recorrência de malária por P. vivax (Figura 28).  

O conhecimento da estrutura genética da população associada à epidemiologia da 

malária é um passo importante para a compreensão da eficácia da resposta terapêutica em 

populações naturalmente infectadas por P. vivax e a influência desta variabilidade genética na 

dinâmica das infecções recorrentes. Assim, fornecemos fortes evidências ao levantar fatores 

que modulam o risco de recorrência em uma área de transmissão instável da malária, a 

considerar o metabolismo prejudicado de CYP2D6. Nossos achados têm implicações diretas 

no controle da malária, já que foi demonstrado que a presença de indivíduos que não 

respondem adequadamente ao tratamento devido à redução da atividade do CYP2D6, além 

disso, a imunidade e áreas de residência são sugestivos em influenciar a susceptibilidade e 

transmissão à doença desafiando o progresso sustentável para a eliminação do P. vivax.  

 

 

Figura 28. Fluxograma representando os principais resultados do estudo. À esquerda estão representadas as 

variantes alélicas de CYP2D6. O Consórcio de Implementação Farmacogenética Clínica (CPIC), que publica 

recomendações de tratamento guiadas por genética endossou um sistema que atribui a cada alelo uma pontuação 

de atividade. Nesse sistema, os alelos *4 e *5 recebem um valor de 0, alelos *10, *17, *29 e *41, o valor de 0,5 e 

alelos *1, *2A/*2D e *35 recebem um escore de 1. A soma do escore dos alelos de CYP2D6 determina a 

atividade metabólica da enzima (fenótipo). No fluxograma, apresentamos a frequência total de indivíduos % (n) 

com os respectivos fenótipos: gNM-F, gNM-S, gIM e gPM e sem seguida, a frequência de indivíduos com os 

fenótipos específicos que apresentaram recorrência da infecção por P. vivax. Não estão representados o fenótipo 

gUM (0,042%) e os indivíduos cujo fenótipo é indeterminado (0,034%). Cerca de 57,8% dos indivíduos com 

fenótipo nulo/reduzido da enzima apresentaram recorrências (episódios únicos ou múltiplos). Sugerimos que o 

tratamento personalizado com ajuste da dosagem da PQ seja uma abordagem útil para o sucesso terapêutico 
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desses pacientes, diminuindo as taxas de recorrência da infecção por falha terapêutica devido ao metabolismo 

alterado da enzima CYP2D6. Dados do modelo Binomial Negativo mostraram que indivíduos com função 

nula/reduzida de CYP2D6 e residentes em áreas ribeirinhas apresentaram risco aumentado de episódios de 

recorrência de malária por P. vivax. Por outro lado, indivíduos que residem a mais tempo na região da Amazônia 

brasileira apresentaram menor risco de recorrências de infecções por P. vivax, sugerindo um de papel da 

imunidade individual na susceptibilidade à infecção.   
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Capítulo 2 

 

9. Resultados  

 

Avaliação da variabilidade genética do citocromo P450 - CYP2D6 em indivíduos com 

recaídas da infecção por Plasmodium vivax no Rio de Janeiro, Brasil 

 

Foram avaliados três casos clínicos de pacientes infectados por P. vivax e que 

sofreram recaídas múltiplas (2–4 episódios) de P. vivax. Os pacientes foram infectados na 

região amazônica e acompanhados, posteriormente, no Instituto Nacional de Infectologia 

Evandro Chagas, Rio de Janeiro, que é um dos centros de referência em malária fora da área 

endêmica. Nenhum paciente retornou à área endêmica após o primeiro episódio clínico, e por 

essa razão foram descartadas possíveis reinfecções.  

 

9.1. Caso Clínico #1. 

 

Paciente de 32 anos, sexo masculino, 78,5 kg de peso corporal. Residiu em São 

Gabriel da Cachoeira (Amazonas), por dois anos (até 18 de dezembro de 2015), onde foi 

diagnosticado com infecção por P. vivax após sintomas clínicos, e tratado com esquema 

padrão de CQ-PQ durante sete dias (Figura 29). No dia 25 de janeiro de 2016, 38 dias após 

sua mudança para o Rio de Janeiro, e 85 dias após o diagnóstico inicial de malária, ele 

procurou atendimento no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas – INI, 

novamente com sintomatologia. Diagnosticado com P. vivax, o paciente apresentou 

parasitemia de 18.320 parasitos/mm³. Dentro do protocolo de tratamento, o indivíduo foi 

testado para deficiência de G6PD, obtendo resultado negativo. Dessa forma, foi administrado 

tratamento supervisionado de associação entre CQ-PQ, com dose total de PQ de 3,5 mg/kg, 

durante um período de nove dias, com acompanhamento de cura. No dia 16 de abril de 2016, 

intervalo de 82 dias após primeiro episódio recorrente, o paciente foi readmitido com 

manifestações clínicas e resultado positivo para diagnóstico de infecção por P. vivax, com 

parasitemia de 6.000 parasitos/mm³. Este foi o seu segundo episódio recorrente ao longo de 

aproximadamente 160 dias. O regime de medicação foi então reavaliado e ajustado. O 

paciente foi tratado com CQ e maior dosagem de PQ, dose total de 7 mg/kg, administrada 

durante 22 dias. Devido a manifestações de múltiplas recorrências durante o período de 

acompanhamento do paciente em área não endêmica de malária, o status de metabolismo de 
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CYP2D6 foi avaliado. Diagnosticado com as variantes alélicas *9 e *4 de CYP2D6, o 

fenótipo predito do paciente foi de metabolismo reduzido (gIM) de CYP2D6 (Tabela 14). 

Desde a conclusão do último tratamento acima mencionado, o paciente foi acompanhado por 

mais de um ano e não apresentou novos episódios clínicos da infecção, atualizado em 20 de 

junho de 2017.  

 

 

 

Figura 29. Periodicidade das recaídas reportadas no caso clínico #1 do Rio de Janeiro e respectivos 

tratamentos terapêuticos, com ajuste de drogas nos episódios de recaída por Plasmodium vivax. 

 

9.2. Caso clínico #2. 

 

Paciente de 33 anos, sexo feminino, 62,3 kg de peso corporal. Residiu em São Gabriel da 

Cachoeira (Amazonas) até o dia 14 de novembro de 2015, local onde foi diagnosticada e 

tratada para infecção por P. vivax em 1° de outubro de 2015 (Figura 30). No Rio de Janeiro, 

apresentou os sintomas clínicos com diagnóstico de P. vivax em 18 de fevereiro de 2016 e 

parasitemia de 12.480 parasitos/mm³. Após o diagnóstico, iniciou-se o tratamento 

supervisionado de associação entre CQ-PQ, com dose total de PQ de 3,5 mg/kg, administrada 

durante sete dias. Seguindo o protocolo de tratamento, a paciente foi testada para deficiência 

de G6PD, apresentando resultado negativo. No dia 05 de abril de 2016, foi readmitida no 
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Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas – Rio de Janeiro, apresentou segunda 

recaída com intervalo de 47 dias da primeira recorrência. O regime de tratamento foi então 

ajustado, com administração de CQ e aumento da dose de PQ para dosagem total de sete 

mg/kg de peso corporal durante 7 dias de tratamento. A análise molecular de CYP2D6 indicou 

que a paciente apresentava dois alelos CYP2D6*4, determinante de um fenótipo gPM 

(atividade nula) para CYP2D6 (Tabela 14). Após o término do tratamento, a paciente 

permaneceu sem sintomatologia clínica e episódios adicionais, atualizado em 20 de junho de 

2017.  

 

 

 

 

Figura 30. Periodicidade das recaídas reportadas no caso clínico #2 do Rio de Janeiro e respectivos 

tratamentos terapêuticos, com ajuste de drogas nos episódios de recaída por Plasmodium vivax. 
 

9.3. Caso Clínico #3. 

 

 Paciente de 56 anos, sexo masculino, 82 kg de peso corporal. Residiu em Machadinho 

do Oeste, Rondônia (Amazonas), por dois meses, até o dia 04 de agosto de 2016. Com 

sintomas clínicos e diagnosticado com infecção por P. vivax, recebeu tratamento padrão 

supervisionado (CQ-PQ) em 1º de julho de 2016 (Figura 31). Após retorno ao Rio de Janeiro, 
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o paciente apresentou quatro episódios clínicos de malária, com recorrências em: 22 de agosto 

de 2016; 24 de novembro de 2016; 28 de janeiro de 2017 e 20 de março de 2017. Para esses 

episódios, os respectivos regimes de tratamento foram administrados: (i) CQ + PQ, com dose 

total de PQ de 3,5 mg/kg; (ii) CQ + PQ, com dose total de PQ de 3,5 mg/kg/ (iii) CQ + PQ, 

com dose total de PQ de 7 mg/kg. Devido a manifestações alérgicas induzidas por CQ 

(prurido), optou-se pela associação de Artemeter e Lumefantrina: AL + PQ, com dose total de 

PQ de 7 mg/kg (administrado no 4º episódio de recaída). Caracterizada a variabilidade 

genética de CYP2D6, o paciente apresentou dois alelos CYP2D6*41, determinante de um 

metabolismo reduzido da enzima (gNM-S) (Tabela 14). Mesmo após o ajuste da dosagem de 

PQ, o paciente manifestou recorrência da infecção. Em 8 de maio de 2017, após 

consentimento do paciente, iniciou-se a profilaxia semanal com CQ, com administração de 

300 mg/semana durante um período de oito semanas. O paciente ainda está em 

acompanhamento e não manifestou novos episódios clínicos, atualizado em 20 de junho de 

2018.  

 

 

 

 

 

Figura 31. Periodicidade das recaídas reportadas no caso clínico #3 do Rio de Janeiro e respectivos 

tratamentos terapêuticos, com ajuste de drogas nos episódios de recaída por Plasmodium vivax. 
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Tabela 14. Alelos e fenótipos de CYP2D6 preditos. 

Paciente Alelo 1 Alelo 2 Score de Atividade Fenótipo de CYP2D6 Atividade Enzimática 

Caso Clínico #1 *9 *4 0.5 gIM Reduzida 

Caso Clínico #2 *4 *4 0 gPM Nula 

Caso Clínico #3 *41 *41 1.0 gNM-S Reduzida 
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10. Discussão 

 

 Plasmodium vivax é a espécie mais amplamente distribuída, com destaque para sua 

resiliência aos esforços de controle e eliminação, devido à sua biologia complexa de formação 

dos hipnozoítos, capaz de promover recaídas (BETUELA et al., 2012). Para avaliar a resposta 

a diferentes esquemas de tratamento de pacientes com recaídas, foi realizada a predição dos 

fenótipos de CYP2D6 em três pacientes infectados por P. vivax que apresentaram múltiplas 

recorrências da infecção após tratamento supervisionado com CQ-PQ, no Instituto Evandro 

Chagas – Rio de Janeiro, Brasil. As contraindicações da terapia com PQ são particularmente 

importantes. A PQ provoca anemia hemolítica aguda em pacientes deficientes da enzima 

G6PD. O acesso seguro à PQ foi testado, com negativação dos pacientes para deficiência em 

G6PD. Além disso, uma das pacientes acompanhada nesse estudo não estava grávida, nem em 

período de lactação. Dessa forma, os três indivíduos eram elegíveis para receber PQ, 

descartando possíveis complicações de uso clínico desta droga.  

A dose total de PQ parece ser a principal determinante da sua eficácia terapêutica. Por 

via de regra, não há uma correlação clara entre a dose administrada de PQ e sua consequente 

resposta terapêutica. A PQ apresenta características farmacocinéticas peculiares, como meia 

vida reduzida e alteração no metabolismo em pacientes com polimorfismos em CYP2D6 

(PYBUS et al., 2012). Estudos clínicos sugerem que a dose total é o principal determinante da 

eficácia terapêutica pois o risco de recaída diminui proporcionalmente ao aumento da dose 

administrada da PQ (JOHN et al., 2012, SCHWARTZ, REGEV-YOCHAY& KURNIK, 

2000). Neste sentido o Ministério da Saúde recomenda o ajuste da droga para pacientes com 

mais de 70kg, objetivando alcançar a dose de 3,5mg/kg. Porém o aumento da dose é limitado 

pela hemotoxicidade da PQ (MYINT et al., 2011). 

 A genotipagem de 10 polimorfismos em CYP2D6, incluindo número de cópias, 

resultou a inferência de três variantes alélicas nestes indivíduos, que, por sua vez, 

apresentaram predição de atividade nula: gPM (caso 2) e reduzida: gIM (caso 1) e gNM-S 

(caso 3). Na tentativa de promover a cura radical, os indivíduos receberam doses aumentadas 

de PQ após um número variável de recorrências da infecção. A dosagem da PQ, ajustada ao 

peso durante o tratamento, por tanto, apresentou eficácia e boa tolerabilidade para a prevenção 

dos episódios de recorrências. O paciente #3 foi o único que apresentou recorrência mesmo 

após receber dois ciclos de 7 mg/kg da droga. Como este paciente não apresentou cura radical 

da infecção, foi instituído um tratamento personalizado com profilaxia semanal com uso de 

CQ para eliminação das formas sanguíneas recidivantes. Vale ressaltar que este paciente foi 
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diagnosticado como gNM-S para CYP2D6 (AS = 1). Nossos resultados são reforçados pela 

associação encontrada entre metabolismo reduzido de CYP2D6 (escore AS <1) e risco 

elevado de falha terapêutica. Todos os pacientes, embora com status fenotípico não funcional 

ou reduzida para CYP2D6, obtiveram padrão satisfatório de resposta ao ajustar as 

concentrações com aumento da dosagem de PQ nos tratamentos subsequentes ou até se 

alcançar o sucesso terapêutico.  

Ainda não há métodos moleculares para diferenciar, com segurança, as recaídas das 

recrudescências e reinfecções. Nos casos clínicos aqui apresentados, a reinfecção é 

improvável, uma vez que os participantes foram infectados em áreas endêmicas de malária e 

se mudaram para uma área com baixa taxa de infecção, sem histórico de viagem para regiões 

endêmicas após o episódio inicial de P. vivax. Além disso, os indivíduos não podem ser 

caracterizados como recrudescentes devido ao aparecimento do estágio eritrocítico em 

período acima de 28 dias após tratamento com CQ (tempo em que a CQ ainda circula no 

organismo). Além disso, todos apresentaram um intervalo mínimo de 52 dias, sugestivo de 

recaídas por ativação de hipnozoítos, por falha terapêutica da PQ. Os resultados apresentados 

no estudo dos casos clínicos corroboram parcialmente resultados anteriores, indicando o uso 

de maiores doses totais de PQ para prevenir episódios de recaída (FERNANDO; RODRIGO; 

RAJAPAKSE, 2011). É importante mencionar que a presença de comorbidades e uso de 

medicações concomitantes não foram registradas para nenhum dos pacientes em questão, 

descartando possíveis interações medicamentosas ou inibição enzimática que pudessem 

alterar a farmacocinética da PQ por CYP2D6. Em um contexto de gerenciamento de recaídas 

por P. vivax, nessa investigação ressaltamos, também, os desafios de interpretação dos 

fenótipos de CYP2D6. Até o momento, não há diretrizes ou recomendações para o tratamento 

individualizado para indivíduos com alteração em CYP2D6. As implicações para a saúde 

pública da prevalência do status de fenótipo reduzido de CYP2D6 ainda precisam ser mais 

exploradas em estudos prospectivos, enquanto a possibilidade de terapia individualizada ainda 

é, infelizmente, uma possibilidade distante a ser explorada em estudos clínicos e centros de 

referência não endêmicos.
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11. Conclusão  

 

Os principais achados desta pesquisa reforçam a hipótese de que a variabilidade 

genética, determinante de um metabolismo nulo/reduzido da PQ pela isoenzima CYP2D6, 

aumenta o risco de recorrência da infecção por P. vivax, sendo as principais contribuições:   

– Avaliação da contribuição das recorrências (média de 20%) por P. vivax para os 

casos totais de malária registrados na comunidade de Rio Pardo ao longo de dez anos (2003–

2013); 

– Descrição de uma frequência significativa de fenótipos nulo/reduzido (AS ≤ 1,0) em 

indivíduos da Amazônia brasileira (25 – 30%);  

– Componente europeu preponderante na população de Rio Pardo e maior frequência 

de fenótipos nulo/reduzido (AS ≤ 1.0) em indivíduos com ancestralidade predominantemente 

europeia; 

– Alta contribuição da herança de europeus e nativos americanos na região norte, que 

compreende maior frequência dos alelos *4 e *41 de CYP2D6; 

– Maior risco de recorrências das infecções por P. vivax para indivíduos com função 

nula/reduzida de CYP2D6, sugestivo de falha terapêutica da PQ; 

–  Maior risco de recorrência das infecções por P. vivax para indivíduos residentes em 

áreas ribeirinhas, possivelmente, por carrearem um número maior de hipnozoítos por estarem 

mais expostos à transmissão da malária; 

– Menor risco de recorrências das infecções por P. vivax em indivíduos que residem 

por maior tempo na região da Amazônia brasileira, sugerindo um papel da imunidade 

individual na modulação e susceptibilidade à infecção; 

– Efetividade no controle de recorrências das infecções por P. vivax (cura radical), 

através do aumento da dose total de PQ, em indivíduos com fenótipo nulo/reduzido de 

CYP2D6.  
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