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RESUMO 

A cura radical da malária causada por P. vivax requer a administração de cloroquina 

(CQ) e primaquina (PQ) para eliminação dos estágios do parasito que permanecem na 

circulação sanguínea e nos hepatócitos. A PQ é o único medicamento utilizado para eliminar 

os estágios latentes do parasito no fígado, os hipnozoítos. No entanto, a metabolização da PQ 

pode variar de acordo com o background genético do indivíduo, visto que enzimas do complexo 

citocromo P450 (CYP450) são responsáveis pela metabolização de antimaláricos e outras 

drogas. A CYP2D6 é a principal enzima envolvida na metabolização da PQ e, a NADPH-

citocromo P450 redutase (POR) é responsável pela transferência de elétrons que possibilita a 

funcionalidade adequada das CYPs. O gene destas enzimas é altamente polimórfico, o que pode 

interferir na metabolização de antimaláricos, ocasionando falha terapêutica. Apesar de estudos 

anteriores já terem apresentado dados que a CYP2D6 e POR estão envolvidas no clearance de 

gametócitos de P. falciparum, não há estudos publicados que investigaram o papel destas 

enzimas no clearance de gametócitos de P. vivax. Dessa forma, o objetivo deste estudo é avaliar 

a influência de polimorfismos em CYP2D6 e POR na atividade da PQ sobre os gametócitos de 

P. vivax. Para isso foi realizada a genotipagem de CYP2D6 e POR, bem como a análise da 

variação do número de cópias de CYP2D6. Além disso, avaliamos a concentração plasmática 

de PQ nos indivíduos 72 horas após o início do tratamento. Neste estudo a prevalência de 

indivíduos com atividade reduzida de CYP2D6 foi de 32%, enquanto 35% apresentaram 

mutação em POR. Apesar do status de CYP2D6 não ter demonstrado associação com o 

clearance de gametócitos, indivíduos com mutação em POR apresentaram menor redução de 

gametócitos no terceiro dia de tratamento quando comparados com indivíduos sem mutação (P 

= 0,02 – Modelo linear generalizado). Estes dados reforçam a hipótese de que a variabilidade 

genética de POR é um fator determinante para a manutenção da densidade de gametócitos em 

P. vivax. Além disso, indivíduos com o fenótipo de metabolização nula de CYP2D6 (gPM) 

apresentaram maiores concentrações de PQ e clearance reduzido de gametócitos em 72 horas. 

Em conjunto, nossos achados reforçam a necessidade da realização de mais estudos 

relacionando fatores farmacogenéticos à manutenção da densidade de gametócitos, buscando 

determinar novos esquemas terapêuticos personalizados para reduzir a transmissão da malária. 

Palavras-chave: Gametócitos; Plasmodium vivax; primaquina; CYP2D6; POR 



 
 

ABSTRACT 

The radical cure of malaria caused by P. vivax requires the administration of  

chloroquine (CQ) and primaquine (PQ) to eliminate the stages of the parasite that  remain in 

the bloodstream and in the hepatocytes. PQ is the only drug used to eliminate the latent stages 

of the liver parasite, the hypnozoites. However, PQ metabolism may vary according to the 

individual's genetic background since enzymes of the cytochrome P450 (CYP450) complex are 

responsible for the metabolism of antimalarials and other drugs. CYP2D6 is the main enzyme 

involved in the metabolism of PQ, and NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR) is 

responsible for the electron transfer that enables the proper functionality of CYPs. The gene for 

these enzymes is highly polymorphic, which can interfere with the metabolism of antimalarials, 

causing therapeutic failure. Although previous studies have already presented data that 

CYP2D6 and CPR are involved in P. falciparum gametocyte clearance, there are no published 

studies that investigated the role of these enzymes in P. vivax gametocyte clearance. Thus, the 

aim of this study is to evaluate the influence of CYP2D6 and CPR polymorphisms on PQ 

activity on P. vivax gametocytes. For this, the genotyping of CYP2D6 and CPR was performed, 

as well as the analysis of the variation in the number of copies of CYP2D6. In addition, we 

evaluated the plasma concentration of PQ in the subjects 72 hours after the start of treatment. 

In this study, the prevalence of individuals with reduced CYP2D6 activity was 32%, while 35% 

had a POR mutation. Although CYP2D6 status was not associated with gametocyte clearance, 

subjects with CPR mutation had a lower reduction in gametocytes on the third day of treatment 

when compared with subjects without mutation (P = 0.02 – Generalized linear model). These 

data reinforce the hypothesis that the genetic variability of CPR is a determining factor for the 

maintenance of gametocyte density in P. vivax. In addition, subjects with the CYP2D6-null 

metabolizing (gPM) phenotype had higher PQ concentrations and reduced gametocyte 

clearance at 72 hours. Together, our findings reinforce the need for further studies relating 

pharmacogenetic factors to the maintenance of gametocyte density, seeking to determine new 

personalized therapeutic regimens to reduce malaria transmission. 

 

Keywords: Gametocytes; Plasmodium vivax; primaquine; CYP2D6; CPR. 

.  



 
 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Mapa do número de casos de malária causada por P. vivax registrados em 2019.

...................................................................................................................................................19 

Figura 2. Risco de infecção por malária de acordo com o município.......................................20  

Figura 3. Ciclo biológico do Plasmodium vivax.......................................................................21 

Figura 4. Esquemas das recorrências de malária causada por P. vivax...............................25 

Figura 5. Alvos de ação de antimaláricos no ciclo biológico do Plasmodium spp......................27 

Figura 6. Cluster do gene de CYP2D6 e alguns dos polimorfismos de base única encontrados 

nesse gene............................................................................................................................30 

Figura 7. Envolvimento da POR como doadora de elétrons em diversas funções biológicas.

...................................................................................................................................................32 

Figura 8. Organização do domínio em POR............................................................................33 

Figura 9. Estrutura e mecanismo de transferência de elétrons em POR...................................33 

Figura 10. Análise das frequências fenotípicas preditas para CYP2D6 na população de estudo.

...................................................................................................................................................55 

Figura 11. Frequência fenotípica de CYP2D6 de acordo com o número de recorrências de 

malária causada por P. vivax.....................................................................................................56 

Figura 12. Frequência do polimorfismo A503V em POR de acordo com o número de 

recorrências de malária causada por P. vivax...........................................................................57 

Figura 13. Proporção geral de Pvs48/45 detectado por qPCR.................................................59 

Figura 14. Proporção de transcritos de Pvs48/45 detectados por qPCR em relação a presença 

ou ausência de mutação em POR..............................................................................................60 

Figura 15. Proporção de transcritos de Pvs48/45 detectados por qPCR em relação ao status de 

CYP2D6. .............................................................. ..........................................................61 

Figura 16. Proporção de transcritos de Pvs25 detectados por qPCR.............................. 62 

Figura 17. Distribuição do status de CYP2D6 e POR para os intervalos interquartis das taxas 

de redução de Pvs25. ........ ............................................63Erro! Indicador não definido. 

Figura 18. Relação entre quantidade de transcritos de Pvs25 e os status de CYP2D6 e POR em 

0 e 72 horas ..................................................................................................................... 64 

Figura 19. Concentrações plasmáticas de PQ em 72 horas em relação ao fenótipo de CYP2D6.

 ........................................................................................................................................ 65 

file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603041
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603041
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603043
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603044
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603046
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603046
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603047
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603047
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603049
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603048
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603051
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603051
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603056
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603058
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603058
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603059
file:///C:/Users/Pesquisa%20Qualitativa/Downloads/Dissertacao_040522%20(1).docx%23_Toc102603059


 
 

Figura 20. Concentrações plasmáticas de PQ em 72 horas em relação aos principais haplótipos 

de atividade normal de 

CYP2D6...........................................................................................................................66 

Figura 21. Distribuição do fenótipo de CYP2D6 para o primeiro, segundo (mediana) e terceiro 

quartil da concentração de PQ em 72 

horas.................................................................................................................................67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1. Parâmetros de ciclagem para genotipagem de polimorfismos em CYP2D6. . 39 

Tabela 2. Parâmetros de ciclagem para a determinação do número de cópias em CYP2D6.

 ........................................................................................................................................ 40 

Tabela 3. Variantes alélicas estudadas e as suas características. .................................... 41 

Tabela 4. Valores atribuídos aos alelos utilizando o sistema AS para determinação de fenótipo 

predito. ............................................................................................................................ 42 

Tabela 5. Polimorfismo em POR selecionado para o estudo e suas características. ...... 42 

Tabela 6. Parâmetros de ciclagem para a genotipagem de SNP em POR. ..................... 43 

Tabela 7. Sequências dos iniciadores para os genes alvo Pvs25, 18s e Pv48/45. .......... 45 

Tabela 8. Parâmetros de ciclagem estabelecidos para PCR convencional. .................... 45 

Tabela 9. Parâmetros de ciclagem para a quantificação de gametócitos. ....................... 49 

Tabela 10. Dados demográficos dos indivíduos incluídos no estudo. ............................ 52 

Tabela 11 - Frequência dos alelos de CYP2D6 observada na população de estudo. ..... 53 

Tabela 12. Frequência de recorrências na população de estudo em relação ao escore de atividade 

enzimática de CYP2D6. ................................................................................................. 54 

Tabela 13. Frequência de recorrências de malária causada por P. vivax de acordo com o status 

de CYP2D6 e POR. ........................................................................................................ 58 

Tabela 14. Proporção de Pvs48/45 detectado por qPCR em relação ao status de POR. 59 

 Tabela 15. Frequência de fenótipos de CYP2D6 para o primeiro, segundo (mediana) e terceiro 

quartil da concentração de PQ em 72 horas. .................................................................. 67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE ABREVIAÇÕES E SIGLAS 

 

ABS    Síndrome de Antley Bixler 

AS    Escore de atividade enzimática 

CaCl2     Cloreto de cálcio 

cDNA     DNA complementar 

CNV    Variação do número de cópias 

Cq    Ciclo de quantificação 

CQ    Cloroquina 

CYP2D6   Citocromo P450 2D6 

CYP450   Citocromo P 450 

D0    Dia de admissão  

D3    Terceiro dia 

DDS    Distúrbios do desenvolvimento sexual 

E. coli     Escherichia coli 

FAD    Dinucleotídeo de flavina adenina 

FMN    Mononucleotídeo de flavina 

gIM     Fenótipo predito de metabolização intermediária 

gNM-F   Fenótipo predito de metabolização normal 

gNM-S  Fenótipo predito da variante lenta do fenótipo de metabolização 

normal 

gPM    Fenótipo predito de metabolização lenta 

gUM    Fenótipo predito de metabolização ultrarápida 

H₂O₂    Peróxido de hidrogênio 

Hb    Hemoglobina 



 
 

HCL    Ácido clorídrico 

HPLC    Cromatografia líquida de alta eficiência 

IPTG    Isopropil β-d-1-tiogalactopiranósido 

IQR    Intervalo interquartil 

LB    Meio de cultivo Lúria Bertani 

LOD    Limite de detecção 

MAO-A   Monoamina oxidase A 

MTBE    Éter metil-terc-butílico 

NADPH   Fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina 

NaOH    Hidróxido de sódio 

OH-PQm   Metabólito hidroxilado de primaquina 

P. berghei    Plasmodium berghei 

P. falciparum    Plasmodium falciparum 

P. ovale   Plasmodium ovale 

P. vivax    Plasmodium vivax 

PCN    Número de cópias do plasmídeo 

PCR    Reação da cadeia da polimerase 

Pharmvar   Consórcio de Variação Farmacogênica 

POR    NADPH-citocromo P450 redutase 

PORd    Deficiência de NADPH-citocromo P450 redutase 

PQ    Primaquina 

qPCR    Reação da cadeia da polimerase em tempo real 

RDT    Teste rápido imunocromatográfico 

RT-qPCR Transcrição reversa seguida de reação em cadeira da polimerase 

em tempo real 



 
 

SIVEP Sistema de Informação de Vigilância Epidemiológica de   Malária 

SNP    Polimorfismo de base única 

SSIV     SuperScript® IV Reverse Transcriptase 

TM    Domínio transmembrana 

UFPA    Universidade Federal do Pará 

X-gal    5-bromo-4-cloro-3-indoxil-β-D-galactopiranosídeo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 
1 INTRODUÇÃO ..................................................................................................................... 18 

1.1 Malária ............................................................................................................................. 18 

1.1.2 Ciclo biológico do parasito ............................................................................ 20 

1.1.2.1 Gametocitogênese ....................................................................................... 22 

1.1.3 Manifestações clínicas e diagnóstico da malária por P. vivax ....................... 24 

1.1.4 Tratamento da malária causada por P. vivax .................................................. 27 

1.1.4.1 Mecanismo de ação dos antimaláricos ........................................................ 28 

1.2 Citocromo P 450 e farmacogenética ............................................................................ 29 

1.2.1 CYP2D6 ......................................................................................................... 30 

1.2.2 Citocromo P 450 oxidoredutase ..................................................................... 31 

2 JUSTIFICATIVA .................................................................................................................. 36 

3 OBJETIVOS .......................................................................................................................... 37 

3.1 Objetivo Geral ................................................................................................................ 37 

3.2 Objetivos Específicos .................................................................................................... 37 

4 MATERIAS E MÉTODOS ................................................................................................. 38 

4.1 População e Área de Estudo ......................................................................................... 38 

4.1.2 Aprovações éticas e consentimento dos participantes .................................... 38 

4.2 Extração de DNA genômico a partir de amostras de sangue total .......................... 39 

4.3 Discriminação alélica de CYP2D6 por PCR em Tempo Real (qPCR) ................... 39 

4.3.1 Determinação do número de cópias gênicas de CYP2D6 .............................. 39 

4.3.2 Predição dos haplótipos e classificação dos fenótipos de metabolização de CYP2D6

 ................................................................................................................................. 40 

4.4 Genotipagem de polimorfismo do gene POR............................................................. 42 

4.5 Extração de RNA ........................................................................................................... 43 

4.5.1 Digestão de DNA ........................................................................................... 44 



 
 

4.5.2 Transcrição reversa ........................................................................................ 44 

4.6 Construção de plasmídeos para a quantificação de gametócitos ............................. 45 

4.6.1 Iniciadores utilizados para os alvos Pvs25, 18s e Pv48/45 ............................ 45 

4.6.2 Estabelecendo a temperatura de anelamento dos primers .............................. 45 

4.7 Clonagem molecular ...................................................................................................... 46 

4.7.1 Ligação do gene alvo no vetor pGEM-T Easy ............................................... 46 

4.7.2 Transformação para obtenção de plasmídeos................................................. 47 

4.7.3 Digestão do plasmídeo e confirmação da clonagem molecular ..................... 47 

4.8 Padronização do protocolo de qPCR para quantificação de gametócitos............... 47 

4.8.1 Linearização dos plasmídeos .......................................................................... 47 

4.8.2 Obtenção de curva padrão e quantificação de gametócitos............................ 47 

4.9 Dosagem de primaquina por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC)..... 49 

4.9.1 Extração de PQ ............................................................................................... 49 

4.9.2 Quantificação de PQ por HPLC ..................................................................... 49 

4.10 Análise estatística ........................................................................................................ 50 

5 RESULTADOS ..................................................................................................................... 51 

5.1 Frequências alélicas e fenótipos preditos de CYP2D6 ............................................. 52 

5.2 Frequência de polimorfismos em POR ....................................................................... 56 

5.2.1 Frequência de recorrências de malária causada por P. vivax versus status de CYP2D6 

e POR ...................................................................................................................... 57 

5.3 Detecção e quantificação de gametócitos ................................................................... 58 

5.3.1 Detecção de transcritos de Pvs48/45 por qPCR ............................................. 58 

5.3.2 Detecção de transcritos de Pvs25 por qPCR .................................................. 61 

5.3.3 Concentrações plasmáticas de PQ em pacientes com malária causada por P. vivax

 ................................................................................................................................. 64 

6 DISCUSSÃO ......................................................................................................................... 68 

6.1 Variabilidade genética de CYP2D6 e POR ................................................................. 68 



 
 

6.2 Densidade de gametócitos em infecções maláricas ................................................... 70 

6.2.1 O papel de mutações em genes de enzimas metabolizadoras no clearance de 

gametócitos.............................................................................................................. 71 

6.2.2 Envolvimento de fatores do hospedeiro na concentração plasmática de PQ . 73 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS .............................................................................................. 75 

REFERÊNCIAS ....................................................................................................................... 76 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 

 

1 INTRODUÇÃO 

1.1 Malária 

A malária é uma doença infecciosa febril aguda, potencialmente grave, causada por 

protozoários do gênero Plasmodium spp., que são transmitidos ao homem através da picada de 

fêmeas do mosquito Anopheles spp. Atualmente, existem cinco espécies capazes de infectar o 

homem, sendo Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax as espécies mais prevalentes. As 

infecções causadas por P. falciparum, responsável pelas formas mais graves da doença, são 

mais prevalentes na África, enquanto os casos de malária por P. vivax são mais frequentes no 

Sudeste Asiático e no Pacífico Ocidental, apresentando também alta endemicidade em regiões 

das Américas (HOWES et al., 2016; WHO, 2021).  

As regiões tropicais e subtropicais são as principais áreas de transmissão de malária 

(Figura 1), onde estão presentes as populações mais vulneráveis à doença devido a questões 

sociais e demográficas. Nos últimos anos, houve uma redução de 40% no número de casos e de 

56% nas taxas de incidência da doença na região das Américas, no entanto aumentou 

novamente para 59% em 2020. Estima-se que em 2020 foram registrados cerca de 241 milhões 

de casos em 85 países, houve um aumento de aproximadamente 14 milhões de casos registrados 

desde 2019, isso ocorreu principalmente pelos altos índices de casos relatados na região 

africana. Em 2020, as mortes ocasionadas por malária aumentaram 12% quando comparadas 

com o ano anterior, totalizando 627 mil mortes em todo o mundo, permanecendo presente em 

países da África, Sudeste Asiático e América Latina, sendo Colômbia, Venezuela e Brasil os 

responsáveis por aproximadamente 77% dos casos de malária nesta região (WHO, 2021). 
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 No Brasil, as maiores taxas de incidência da doença ocorrem na região da Amazônia 

Legal, área que corresponde a 59% do território brasileiro e engloba nove estados (Acre, 

Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins) na região 

Norte do país com 99,5% dos casos (Figura 2). As altas taxas de incidência dependem 

principalmente de fatores que favorecem a presença de vetores, como o clima, altitude e 

vegetação, assim como implementação de medidas de controle eficazes. Os aspectos 

sociodemográficos são importantes para avaliar o risco à doença visto que a inviabilidade aos 

serviços de saúde, condições socioeconômicas precárias, características de moradia e a sua 

proximidade ao habitat natural do mosquito vetor são elementos-chave para a alta exposição à 

doença (WOLFARTH-COUTO et al. 2019). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mapa do número de casos de malária causada por P. vivax registrados em 2019. 

P. vivax é a espécie mais amplamente distribuída geograficamente, sendo predominante na região das 

Américas onde é responsável por 72,3% dos casos estimados de malária. No Sudeste Asiático, representa 

51,7% dos casos estimados e nas regiões do Pacífico Ocidental e do Mediterrâneo Oriental, P. vivax 

causa, respectivamente, 33,9% e 23,3% dos casos de malária. Fonte: (WHO, 2020). 
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Figura 2. Risco de infecção por malária de acordo com o município. 

 

 

1.1.2 Ciclo biológico do parasito 

O ciclo biológico do Plasmodium é complexo, envolvendo diversas transformações 

morfológicas e moleculares dentro de dois hospedeiros, sendo um hospedeiro vertebrado e 

outro invertebrado (Figura 3). Nos humanos, o ciclo assexuado apresenta duas etapas principais: 

uma fase hepática, na qual ocorre a esquizogonia exoeritrocítica em que há multiplicação do 

parasito nos hepatócitos, e a fase eritrocítica, onde ocorre a multiplicação e diferenciação dentro 

dos eritrócitos, correspondendo à esquizogonia eritrocítica, produzindo também formas 

sexuadas capazes de infectar o mosquito vetor Anopheles spp. Esta complexidade do ciclo 

biológico do parasito é um dos principais motivos pelo qual ainda há dificuldades para 

conseguir controlar e até mesmo eliminar a malária (MUELLER et al., 2009; MINISTÉRIO 

DA SAÚDE,  2020). 

 

 

 

Baixo risco, Incidência Parasitária Anual (IPA) <10 casos/mil habitantes; Médio risco, IPA 10 a 49 casos 

mil/habitantes; Alto risco, IPA ≥50 casos/mil habitantes. Fonte: (SVS/MS, 2020). 
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A infecção nos humanos ocorre quando há inoculação de esporozoítos através da picada 

do mosquito fêmea Anopheles spp. durante o repasto sanguíneo. Os esporozoítos podem 

permanecer no tecido subcutâneo do indivíduo por algum tempo. No entanto aqueles que 

conseguem escapar do sistema imune do hospedeiro, migram para o fígado, onde ocorre a 

invasão nos hepatócitos, multiplicando-se e diferenciando-se dentro destes em esquizontes ou 

hipnozoítos (formas latentes do parasito). Os esquizontes presentes nos hepatócitos se 

multiplicam através de divisões esquizogônicas, após essa replicação estágios denominados 

merozoítos são liberados na corrente sanguínea. Geralmente, a liberação de merozoítos é 

relacionada à ruptura dos hepatócitos, mas isso ainda não foi observado diretamente. Estudos 

já demonstraram que os merozoítos de P. berghei não são liberados através da ruptura de 

hepatócitos, mas pela formação de vesículas contendo merozoítos (merossomos).  Essa 

Figura 3. Ciclo biológico do Plasmodium vivax. 

 

O ciclo do parasito envolve dois hospedeiros, o hospedeiro vertebrado (homem) e o invertebrado 

(anofelino). Para isso, o mosquito infectado é capaz de transmitir a doença para o homem através da sua 

picada contendo esporozoítos que migram para os hepatócitos através da circulação sanguínea. Nos 

hepatócitos, o parasito sofre mudanças morfológicas se diferenciando em hipnozoítos, que podem 

permanecer latentes por meses ou anos, ou em merossomos que liberam merozoítos que infectam eritrócitos.  

Estes merozoítos se desenvolvem em trofozoítos jovens, que irão amadurecer no interior dos reticulócitos. 

Durante o amadurecimento dos trofozoítos há então a formação dos esquizontes, o qual após sua ruptura há 

a liberação dos merozoítos que irão infectar novos reticulócitos dando continuidade ao ciclo. Durante o 

amadurecimento dos trofozoítos estes podem também se desenvolver e diferenciar-se em gametócitos que irão infectar 

um anofelino durante     um novo repasto sanguíneo. Fonte: Adaptado de Mueller et al., 2009 
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liberação de merozoítos leva à invasão dos eritrócitos, o que dá início à fase eritrocítica (MONS 

et al., 1985; PRUDÊNCIO, RODRIGUEZ e MOTA, 2006; STURM et al., 2006).  

Em infecções causadas por P. vivax e P. ovale pode ocorrer a formação de hipnozoítos, 

formas do parasito que permanecem latentes nos hepatócitos durante semanas a meses. Após a 

sua ativação, o ciclo biológico do parasito inicia novamente, ocasionando as recaídas com o 

reaparecimento dos sintomas da doença. O tratamento com antimaláricos é utilizado para 

eliminar as formas eritrocíticas e teciduais do parasito, impedindo também a ativação de 

hipnozoítos, levando à cura radical da doença (SICILIANO e ALANO, 2015; ADAPA et al., 

2019).  

O ciclo eritrocítico inicia quando os merozoítos se fixam e invadem os eritrócitos. 

Dentro do eritrócito, ocorre a multiplicação destes estágios e a digestão de hemoglobina (Hb), 

os merozoítos que invadiram os eritrócitos se multiplicam e se diferenciam em trofozoítos que 

logo amadurecem em esquizontes. Após diversos ciclos de replicação do parasito, o eritrócito 

se rompe, liberando merozoítos que infectam outros glóbulos vermelhos ao redor. A 

esquizogonia eritrocítica repete-se a cada 48 horas nas infecções por P. vivax e P. falciparum. 

Em cada ciclo, cerca de 10% do parasito se desenvolve nas formas sexuadas do Plasmodium 

spp., os gametócitos, capazes de infectar os anofelinos (KARIUKI et al., 2020). 

O início do ciclo esporogônico dá-se pela ingestão de gametócitos pelo mosquito. No 

entanto a presença de gametócitos no sangue periférico não necessariamente resulta em 

infecção do vetor. Após a ingestão, a chance de infecção depende de alguns fatores como a 

maturidade do gametócito, a concentração de formas masculina e feminina de gametócitos, 

assim como a resposta imune do hospedeiro invertebrado. Quando a infecção é bem-sucedida, 

a reprodução sexuada se inicia no hospedeiro (BOUSEMA e DRAKELEY, 2011). 

No estômago do mosquito, os microgametas penetram os macrogametas gerando 

zigotos. Os zigotos se desenvolvem no lúmen do intestino médio do mosquito em oocinetos 

móveis capazes de invadir a parede do intestino médio do hospedeiro, onde se desenvolvem em 

oocistos. Os oocistos crescem, rompem e liberam esporozoítos que migram para as glândulas 

salivares do mosquito.  A inoculação dos esporozoítos em um novo hospedeiro humano dá 

continuidade ao ciclo de vida da malária. O desenvolvimento bem-sucedido do parasito no 

mosquito leva cerca de 10 a 18 dias (BOUSEMA e DRAKELEY, 2011). 

 

1.1.2.1 Gametocitogênese 

 A gametocitogênese é o processo pelo qual os gametócitos masculinos e femininos se 

desenvolvem a partir de parasitos assexuados. Os gametócitos maduros de P. falciparum são 
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detectáveis na circulação sanguínea a partir do sétimo dia até o décimo quinto dia após a 

primeira aparição de parasitos assexuados, os quais estes são derivados. O estudo de Vallejo e 

colaboradores (2016) demonstraram por meio de transcrição reversa seguida de reação em 

cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR) que os gametócitos de P. vivax são detectados 

a partir do sétimo dia de infecção, no entanto ainda não eram capazes de infectar o vetor no 

décimo terceiro dia (DAY, HAYWARD e DYER, 1998; EICHNER et al., 2001).  

A formação e maturação dos gametócitos ocorrem em cinco estágios morfologicamente 

diferentes. Os mosquitos são infectados quando estes são capazes de ingerir gametócitos em 

estágio V maduro presentes no sangue periférico do hospedeiro vertebrado. Uma vez ingerido 

pelos mosquitos, cada gametócito forma um macrogameta fêmea ou até oito microgametas 

machos. No intestino médio do mosquito, a fusão dos gametas resulta na formação de um zigoto 

que se desenvolve em um oocineto móvel que pode penetrar na parede do intestino médio para 

formar oocistos. Os oocistos aumentam de tamanho com o tempo e se rompem para liberar 

esporozoítos que migram para a glândula salivar do mosquito, tornando-o infectante para os 

seres humanos (BOUSEMA e DRAKELEY, 2011).  

O mecanismo molecular que inicia a gametocitogênese é pouco compreendido, assim 

como os fatores que determinam o sexo dos gametócitos. O Plasmodium não possui 

cromossomos sexuais, dessa forma um único clone pode produzir tanto gametócitos masculinos 

quanto femininos e, podem até mesmo realizar auto-fertilização.  Apesar da proporção de 

gametócitos masculinos poder aumentar em densidades parasitárias reduzidas, os gametócitos 

femininos são tipicamente mais abundantes durante a infecção, sendo 3 ou 4 gametócitos 

femininos para cada gametócitos masculino (ROBERT et al., 1996; BOUSEMA e 

DRAKELEY, 2011).  

Os gametócitos fornecem uma ligação na transmissão da malária do hospedeiro 

vertebrado para o vetor, tornando-os alvos principais para estratégias de intervenção de 

bloqueio da transmissão. Essas estratégias dependem de vacinas ou medicamentos, que visam 

impedir a infecção ou o desenvolvimento do gametócito ou dos estágios presentes no intestino 

médio do mosquito para bloquear a transmissão da malária do homem para o mosquito vetor, 

evitando assim a propagação da doença (NGWA; ROSA e PRADEL, 2016). 

A longevidade desses estágios é reduzida pela ação dos antimaláricos considerados 

eficazes tanto contra estágios sexuais jovens quanto maduros de P. vivax. O tempo médio do 

clareance dos gametócitos, ou seja, redução destes na circulação, é de 24 horas, e os 
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gametócitos são eliminados da circulação sanguínea da grande maioria dos pacientes dentro de 

4 dias após o tratamento bem-sucedido com antimalárico (PUKRITTAYAKAMEE et al., 2008; 

BAIRD, 2009).  

O estudo de  Alvarez e colaboradores (2021) demonstrou que, assim como os estágios 

assexuados, os gametócitos possuem a capacidade de citoadesão às células endoteliais da 

medula óssea, o que corrobora com a hipótese de que subpopulações de parasitos se acumular 

e/ou são sequestrados, mecanismo semelhante ao observado em infecções por P. falciparum.  

 Assim como os hipnozoítos, a presença de gametócitos é mais frequente e mais 

abundante em infecções causadas por P. vivax. Dessa forma, a escolha de uma droga que seja 

capaz de eliminá-los é importante para evitar a disseminação da doença, visto que estes são 

responsáveis por infectar mosquitos que podem transmitir o parasito através da sua picada. As 

drogas que resultam em um clearance lento ou incompleto da parasitemia resultam em um 

maior tempo de gametocitemia, o que dificulta o controle da doença (BOUSEMA e 

DRAKELEY, 2011; TADESSE et al., 2017). 

 

1.1.3 Manifestações clínicas e diagnóstico da malária por P. vivax 

O período de incubação da malária causada por P. vivax é de 13 a 17 dias, variando de 

acordo com a espécie. Para a maioria das pessoas, os sintomas começam de 10 dias a quatro 

semanas após a infecção, embora uma pessoa possa se sentir doente em sete dias ou até um ano 

após a infecção inicial. Em condições especiais, isto é, em infecções causadas por P. vivax ou 

P. ovale, os sintomas podem surgir meses após a infecção devido a presença de hipnozoítos. 

No entanto, baseando-se apenas nas manifestações clínicas é quase impossível distinguir entre 

os diferentes fatores que podem levar à recorrência clínica de malária, podendo ser 

caracterizada por recrudescência, recaída ou reinfecção. (POPOVICI et al., 2018).  

A Organização Mundial de Saúde recomenda que em até 28 dias, quando ainda há 

cloroquina (CQ) circulante após a administração inicial do fármaco, as recorrências podem ser 

consideradas recrudescências causadas por falha no tratamento, seja pela tolerância do parasito 

à droga ou até mesmo pela presença de mutações em genes de enzimas metabolizadoras de 

antimaláricos, o que pode comprometer a sua metabolização. Entre 29 e 180 dias, as 

recorrências podem ser consideradas recaídas, estas são classificadas dessa forma quando há 

reativação dos hipnozoítos nos hepatócitos. As reinfecções podem ocorrer a qualquer momento 

após a eliminação da droga no organismo, desde que haja o contato com o mosquito vetor 

infectado (Figura 4) (SIMÕES et al., 2014; POVOVICI et al., 2018). 
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 Os sintomas iniciais de malária não são específicos e são similares aos de diferentes 

doenças infecciosas, como dengue, leptospirose, hepatite viral ou até mesmo sepse bacteriana. 

O quadro clínico da malária pode variar desde leve a grave, dependendo da espécie do parasito, 

do tempo da doença, da idade do paciente, da sua condição nutricional e até mesmo se já teve 

contato com a doença previamente (TANGPUKDEE et al., 2009). 

Caso não seja realizado o tratamento com antimaláricos precocemente, a doença pode 

evoluir para malária grave. Essa evolução pode levar dias, mas também pode ocorrer dentro de 

algumas horas. A infecção pode afetar múltiplos órgãos e resultar em alteração da consciência, 

anemia grave, edema pulmonar, falha renal, lesão renal grave, coma e morte. A anemia, 

considerada uma das principais complicações da malária devido a digestão de hemoglobina 

pelo parasito dentro do eritrócito, se não tratada pode levar à morte pessoas de grupos 

vulneráveis, tais como crianças e grávidas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). 

A malária é uma doença curável se for diagnosticada e tratada rápida e corretamente. 

Dessa forma, em áreas de alta endemicidade para a doença, deve-se suspeitar de malária sempre 

que algum paciente apresentar histórico de febre ou temperatura igual ou superior a 37,5ºC sem 

outra causa óbvia. Em áreas de baixa endemicidade, os profissionais de saúde devem ser 

 

Figura 4. Esquemas das recorrências de malária causada por P. vivax. 

 

P. vivax possui a capacidade de desenvolver estágios hepáticos de longa duração, os hipnozoítos, que 

permanecem em latência até serem ativados causando episódio de recaída. Além das recaídas, as recidivas 

da doença podem ser causadas por parasitos sanguíneos não eliminados pelo tratamento (recrudescência) ou 

por parasitos de uma nova infecção (SIMÕES et al., 2014). 
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treinados para identificar pacientes que tiveram exposição ao parasito, como por exemplo, 

pacientes que viajaram para áreas endêmicas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). 

O diagnóstico rápido e preciso é fundamental para o manejo eficaz da malária. O 

diagnóstico da malária envolve a identificação de parasitos ou antígenos/produtos da malária 

no sangue do paciente. Embora isso possa parecer simples, a eficácia diagnóstica está sujeita a 

muitos fatores, como a identificação das diferentes formas das cinco espécies de malária, a 

presença dos diferentes estágios do parasito durante a esquizogonia eritrocítica, a endemicidade 

de diferentes espécies, a inter-relação entre níveis de transmissão, movimentação populacional, 

parasitemia, imunidade, sinais e sintomas, resistência aos medicamentos, entre outros (BELL, 

WONGSRICHANALAI e BARNWELL, 2006; TANGPUKDEE et al., 2009). 

Atualmente, a OMS recomenda a testagem de todo os casos de suspeita de malária, 

visando o tratamento adequado. A microscopia e os testes rápidos imunocromatográficos 

(RDTs) são os dois métodos recomendados para o diagnóstico da malária, que se baseia na 

identificação de antígenos do parasito na amostra sanguínea. Além disso, os exames 

moleculares, como a PCR (reação da cadeia da polimerase), também têm sido utilizados no 

diagnóstico (MINISTÉRIO da Saúde, 2021) 

No entanto, o método considerado padrão-ouro para o diagnóstico de malária é a gota 

espessa que permite a detecção do parasito em amostras sanguíneas, além da diferenciação da 

espécie, do estágio sanguíneo e da densidade parasitária. É um método simples e barato, mas 

que exige qualidade no preparo da lâmina, profissional treinado e equipamento apropriado 

(MATHISON e PRITT, 2017). 

Em áreas remotas onde nem sempre há um microscopista treinado ou estrutura 

compatível, os RDTs são uma boa alternativa à microscopia para o diagnóstico de malária. Os 

testes rápidos baseiam-se na detecção de antígenos dos parasitos por anticorpos monoclonais, 

que são revelados por método imunocromatográfico, caracterizados por serem rápidos e de fácil 

execução. Alguns estudos já mostraram a eficácia de dispositivos portáteis na identificação de 

infecções a partir da presença de hemozoína na amostra clínica, apresentando boa sensibilidade, 

especificidade e acurácia quando comparado à microscopia e ao RDT (BELL, 

WONGSRICHANALAI e BARNWELL, 2006; MELO et al., 2021). 

Os testes moleculares para o diagnóstico de malária têm sido recomendados devido a 

sua alta sensibilidade e especificidade, sendo capazes de diferenciar as espécies de Plasmodium 

sp. e identificar parasitos em baixas concentrações. Embora sejam úteis na identificação das 

espécies, o tempo prolongado de análise e os custos do método impedem que a PCR seja 

utilizada na prática clínica (HOFMANN et al., 2015). 
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1.1.4 Tratamento da malária causada por P. vivax 

O tratamento da malária busca atingir o parasito em momentos chave de seu ciclo 

evolutivo (Figura 5): (i) interrupção da esquizogonia sanguínea, responsável pela patogenia e 

manifestações clínicas da infecção; (ii) destruição de formas latentes do parasito das espécies 

P. vivax, evitando assim as recaídas tardias; (iii) interrupção da transmissão do parasito, pelo 

uso de drogas que impedem o desenvolvimento de formas sexuadas dos parasitos 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). 

Figura 5. Alvos de ação de antimaláricos no ciclo biológico do Plasmodium spp. 

 

 

 

O tratamento preconizado pela OMS para a malária causada por P. vivax é a utilização 

de Primaquina (PQ) em associação com a Cloroquina (CQ) ou derivados de artemisinina. O 

regime terapêutico recomendado para tratamento de malária não grave causada por P. vivax é 

a administração de CQ durante três dias (10mg base/kg no 1º dia e 7,5 mg/kg 2º e 3º dia) e PQ 

durante sete dias (0,5mg/kg/dia). A PQ possui ação sinérgica com CQ contra formas 

assexuadas, ou seja, quando a PQ não é utilizada, o clearance da parasitemia é mais lento e há 

maiores chances de haver o reaparecimento dos sintomas. Por este motivo é realizado o 

Esquema dos antimaláricos utilizados durante a infecção e o seu alvo durante o ciclo evolutivo do parasito. 

Fonte: Adaptado de Delves et al., 2012. 
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tratamento com CQ profilática em gestantes durante toda a gravidez, já que não pode usar PQ 

nesse grupo populacional. Considera-se que houve falha do tratamento com CQ ou PQ quando 

ocorre o reaparecimento dos sintomas a partir do 5º até o 60º dia após o início do tratamento. 

Quando o paciente volta a apresentar malária por P. vivax no 5º ao 60º dia, após o início do 

tratamento, há possibilidade de falha terapêutica dos antimaláricos. Assim, o novo guia de 

tratamento da malária preconiza o uso de um esquema terapêutico mais eficaz utilizando 

artemeter/lumefantrina ou artesunato/mefloquina durante três dias, e PQ por 14 dias, esquema 

com maior eficácia na ação anti-hipnozoítos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021).  

1.1.4.1 Mecanismo de ação dos antimaláricos 

Sabe-se que o Plasmodium utiliza a hemoglobina (Hb) como principal fonte de nutriente 

e libera heme na corrente sanguínea durante a ingestão. O heme sofre oxidação e produz 

hematina, produto tóxico para o parasito. Assim, ocorre a sua conversão em cristais de 

hemozoína, também conhecidos como pigmento malárico. Dessa forma, o seu ciclo eritrocítico 

continua. A CQ, um esquizonticida eritrocítico, bloqueia a formação destes cristais causando a 

intoxicação do parasito (OLAFSON et al., 2017).  

A PQ é um esquizonticida tecidual que precisa ser biotransformado em metabólito ativo, 

isto é, por ser uma pró-droga precisa ser metabolizada para gerar moléculas que exercem função 

hipnozoiticida e gametocitocida. O metabolismo é rápido após a ingestão do fármaco, atingindo 

níveis máximos no plasma dentro de 2-3 h, depois declinando rapidamente com uma meia-vida 

de eliminação entre 4 e 9 horas (MIHALY et al., 1985; MELLO et al., 2018). No entanto, o 

principal metabólito plasmático detectado após a administração de PQ é a carboxi-primaquina, 

que atinge níveis dez vezes maiores do que a PQ dentro de 3 a 12 horas após a dosagem. Este 

metabólito resulta da desaminação oxidativa da PQ envolvendo a monoamina oxidase A 

(MAO-A) e a sua concentração no plasma costuma ser usada como uma forma de representar 

se houve administração adequada de PQ (PYBUS et al., 2013). 

 Estudos realizados por Rieckmann e colaboradores (1968), bem como Shekalaghe e 

colaboradores  (2007) e Arroyo-Arroyo e colaboradores (2017) demonstraram que a utilização 

de PQ em infecções causadas por P. falciparum é capaz de reduzir o tempo do clearence de 

gametócitos.  O mecanismo de ação da PQ ainda não está bem esclarecido, mas um estudo 

realizado por Camarda e colaboradores (2019) mostrou que em infecções causadas por P. 

falciparum, a PQ é convertida em OH-PQm com consequente formação de peróxido de 

hidrogênio (H₂O₂), que se acumulam em sítios de transformação metabólica levando à ação 

antiparasitária.  Ainda não há dados publicados sobre a sua ação em P. vivax. Apesar dos efeitos 
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sobre os gametócitos de P. vivax serem pouco conhecidos, a PQ possui um papel importante no 

controle da malária causada por P. vivax por ser capaz de eliminar os hipnozoítos. 

1.2 Citocromo P 450 e farmacogenética  

As enzimas do citocromo P450 (CYP450) são essenciais para a produção de colesterol, 

esteroides, prostaciclinas e tromboxano A2, mas também para a detoxificação e metabolização 

de drogas. Estas proteínas estão presentes em quase todos os organismos, desde plantas até 

mesmo em mamíferos como o homem. Esta superfamília de monooxigenases recebe este nome 

visto que estas encontram-se ligadas à membrana de uma célula (-cito) e contém um pigmento 

heme (cromo e P) que absorve luz no comprimento de onda de 450 nm quando exposto ao 

monóxido de carbono (LYNCH; PRICE, 2007; MIZUTANI, 2012). 

Estas enzimas atuam no metabolismo de medicamentos nas reações de fase I 

(oxidação/redução) e de fase II (conjugação/hidrólise), sendo predominantemente expressas no 

fígado, mas também ocorrem no intestino delgado (reduzindo a biodisponibilidade do 

medicamento), pulmões, placenta e rins (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).  

 Nas reações de fase I pode ocorrer a inativação de um fármaco, ou seja, a perda de 

atividade farmacológica, ou até mesmo a ativação de um pró-fármaco em metabólito ativo, 

mantendo a sua atividade terapêutica. Durante as reações de fase II ocorre a conjugação com 

alguma substância endógena que irá facilitar a eliminação de fármacos através dos rins e fígado. 

Estas enzimas do complexo CYP450 são amplamente variáveis, sendo influenciadas por fatores 

genéticos, ambientais e biológicos que podem interferir na metabolização correta de drogas 

(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).  

As enzimas CYP são altamente variáveis geneticamente, principalmente devido à sua 

baixa restrição evolutiva, pois muitas delas não possuem função endógena essencial. Essa 

variabilidade genética é capaz de influenciar na resposta de um paciente a uma determinada 

droga. A metabolização de uma droga pode variar de acordo com a CYP a ser avaliada, podendo 

ser lenta, extensiva (i.e. normal), rápida ou ultrarrápida em casos especiais, como na CYP2D6 

(GAEDIGK et al., 2018; TORNIO; BACKMAN, 2018; CAUDLE et al., 2019). 

Cada enzima do CYP450 é codificada por um gene específico e, a variabilidade genética 

destas enzimas é caracterizada pela presença de polimorfismos de base única (SNPs) nesses 

genes, assim como variação no número de cópias (CNV), ocasionando duplicações ou deleções. 

Estas variantes são definidas de acordo com a nomenclatura de alelos estrela (*), no qual os 
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alelos são identificados pelo nome do gene e um número, como em CYP2D6*1 (LYNCH; 

PRICE, 2007; SIM; INGELMAN-SUNDBERG, 2010). 

1.2.1 CYP2D6 

A enzima do complexo citocromo P450 2D6 (CYP2D6) é expressa por um gene de 

mesmo nome que possui 9 éxons e 8 íntrons, com uma fase de leitura aberta de 1383 pb, que 

codifica cerca de 461 aminoácidos e está localizado no cromossomo 22q31.1 (KOCH, 2004), 

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

CYP2D8 (Figura 6).  A CYP2D6 é expressa principalmente no fígado, mas também em órgãos 

extra-hepáticos como o cérebro, intestino e medula óssea (AYDIN-SAYITOGIU et al., 2006; 

MARCSISIN; REICHARD; PYBUS, 2016). O estudo realizado por Pybus e colaboradores 

(2012) demonstrou que a metabolização da PQ envolve duas vias distintas, a via da MAO-A 

que produz derivados de aldeído e a via da CYP2D6 que gera metabólitos fenólicos associados 

à ação terapêutica. Outros estudos sugerem que o evento metabólico necessário para a 

eliminação de gametócitos de P. falciparum e hipnozoítos é a ativação da PQ pela via 

metabólica da CYP2D6 (BENNETT, 2013; CAMARDA et al., 2019). A CYP2D6 é 

considerada uma das principais enzimas envolvidas na biotransformação da PQ em metabólitos 

ativos com efeito terapêutico (PAN; NING; JEONG, 2016).  

 

 Os estudos relacionados à farmacocinética da PQ demonstraram a sua dependência 

metabólica pela via da CYP2D6, indicando que a presença de polimorfismos no gene pode 

alterar a taxa de metabolização da PQ. Essas alterações de função enzimática poderiam 

Figura 6. Cluster do gene CYP2D6 e alguns dos polimorfismos de base única 

encontrados nesse gene.  

 

Esquema do cluster do gene CYP2D6 e os principais polimorfismos de base única que podem ser 

encontrados no gene. Fonte: Adaptado de Koch (2004). 

 



31 

 

ocasionar o aumento de recorrências clínicas de malária através da ativação de hipnozoítos, 

visto que a sua ação terapêutica estaria comprometida (DEYE; MAGILL, 2014; PYBUS et al., 

2012; SILVINO et al., 2016, 2020).  

O lócus de CYP2D6 é complexo e altamente polimórfico, possuindo mais de 150 

variantes alélicas já descritas que ocorrem em função de diferentes SNPs, deleções e 

multiplicações gênicas (CNV) que podem variar de acordo com a população estudada. Essas 

mutações resultam em quatro fenótipos definidos pela combinação de alelos e do número de 

cópias gênicas. A tradução do genótipo de CYP2D6 em classes fenotípicas de acordo com a 

atividade enzimática é realizada a partir de um escore de atividade enzimática (AS). Este 

sistema utiliza os dados genotípicos para atribuir valores representativos aos alelos de acordo 

com a sua funcionalidade, permitindo inferir as atividades enzimáticas correspondentes 

(GAEDIGK et al., 2007; TEH e BERTILSSON, 2012).  

Os indivíduos que apresentam polimorfismos no gene CYP2D6 são capazes de 

metabolizar a PQ de diferentes maneiras. Nos metabolizadores normais (gNM-F), espera-se 

que ocorra o sucesso da terapia antimalárica. Nos metabolizadores lentos (gPM), o pró-fármaco 

de PQ permanece em altas concentrações e, dessa forma, o seu metabólito ativo permanece em 

doses subterapêuticas, seja por pouca ou nenhuma síntese deste. Em metabolizadores 

intermediários (gIM/gNM-S), o metabólito ativo atinge a janela terapêutica, no entanto o 

desfecho clínico é incerto devido à presença de fatores de confusão, tais como: peso do paciente, 

dosagem da droga, presença de mutações em genes transportadores de droga, entre outros. Já o 

metabolizador ultrarrápido pode necessitar de doses mais altas do que o recomendado para 

atingir os níveis terapêuticos (MARCSISIN; REICHARD e PYBUS, 2016). 

 

1.2.2 Citocromo P 450 oxidoredutase  

A enzima NADPH-citocromo P450 redutase (POR), codificada por um gene localizado 

no cromossomo 7q11.23, possui um papel importante na mediação direta do metabolismo e 

transformação de drogas e esteroides por meio do fornecimento de elétrons para CYP450 

monooxigenases do tipo II. Estudos realizados em 1962 demonstraram que esta proteína é 

expressa em diversos tecidos em que se apresenta ancorada à membrana do retículo 

endoplasmático (PHILLIPS e LANGDON, 1962; WILLIAMS e KAMIN, 1962; GONG et al., 

2017; EBRECHT et al., 2019).  

A POR é responsável por mediar a transferência de dois elétrons por reação, originados 

do NADPH, permitindo o metabolismo de diversos compostos dependentes de CYPs, sendo 

estes ácidos biliares, esteroides, endobióticos, metabólitos do ácido araquidônico, assim como 
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muitos xenobióticos, possuindo um papel fundamental na bioquímica celular com diversas 

proteínas que auxiliam na transferência de elétrons e na distribuição de seus produtos, estas 

proteínas são chamadas de parceiros redox (Figura 7). Além disso, essa enzima é a única fonte 

de elétrons de heme oxigenase, esqualeno monooxigenase e elongase de ácidos graxos, 

garantindo a funcionalidade total dessas enzimas (PORTER, 2012; PANDEY e FLÜCK, 2013). 

1.2.2.1 Estrutura de POR 

 O gene consiste em 15 éxons codificadores e um não traduzido, codificando uma 

proteína de 82 kDA com 680 aminoácidos ligada à membrana. A POR é uma diflavina redutase 

que contém mononucleotídeo de flavina (FMN) e dinucleotídeo de flavina adenina (FAD) em 

sua estrutura (Figura 9), que atuam como cofatores e utilizam o NADPH como doador de 

elétrons (VERMILION et al., 1981; PANDEY e FLÜCK, 2013; GONG et al., 2017). 

Figura 7. Envolvimento da POR como doadora de elétrons em diversas funções 

biológicas. 

Fonte: Adaptado de Hart e Zhong, 2008. 
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 Dessa forma, a figura 8 demonstra como ocorre a interação entre os domínios, o NADPH 

se liga à POR ancorado ao retículo endoplasmático e doa um par de elétrons que são recebidos 

pelo FAD. O recebimento de elétrons pelo FAD desencadeia uma mudança conformacional, 

POR é uma proteína diflavina, desenvolvida a partir da fusão de genes semelhantes à flavodoxina que 

contém FMN e ferredoxina redutase que contém FAD. TM: Domínio transmembrana. FMN: 

Mononucleotídeo de flavina. FAD: Dinucleotídeo de flavina (Fonte: Adaptado de Pandey e Flück, 2013). 

 

Transferência de elétrons pela P450 oxidorredutase (POR) para enzimas microssomais (tipo II) P450, 

como CYP17A1, CYP21A2 e CYP19A1. O NADPH se liga à POR, que está embutida no retículo 

endoplasmático, e fornece um par de elétrons, que são recebidos pelo FAD. O recebimento de elétrons 

para o FAD desencadeia uma mudança conformacional, permitindo que o FAD e o FMN se aproximem e 

que possibilitando a passagem de elétrons do FAD para o FMN. O domínio FMN de POR interage com 

os P450s, de modo que os elétrons atingem o ferro heme P450 para reações catalíticas (Fonte: Adaptado 

de Pandey e Flück, 2013). 

 
Figura 9. Organização do domínio em POR. 

Figura 8. Estrutura e mecanismo de transferência de elétrons em POR. 
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fazendo com que o FAD e o FMN se aproximem, permitindo a passagem de elétrons do FAD 

para o FMN. O domínio FMN de POR interage com CYP450, de modo que os elétrons sejam 

capazes de alcançar o ferro heme de P450 necessários para as reações catalisadas por CYP2D6. 

O domínio de ligação FMN possui um papel crítico visto que atua tanto na interação com os 

domínios FAD/NADPH quanto com os parceiros redox (GUTIERREZ et al., 2003; PANDEY 

e FLÜCK, 2013; GONG et al., 2017). 

1.2.2.2 Relação POR versus CYP 

  Sabe-se que as CYPs são responsáveis pela metabolização de aproximadamente 90% 

dos medicamentos utilizados rotineiramente. Esse processo ocorre em uma ação conjunta entre 

o sistema CYP e seus substratos, incluindo os elétrons fornecidos pela POR. Visto que a POR 

é a principal fonte de elétrons para enzimas do CYP450, esta enzima possui um papel crítico 

no metabolismo e transformação de algumas substâncias (WANG et al., 2007; GONG et al., 

2017). 

 O envolvimento da CYP2D6 na metabolização da PQ já é bem estabelecido e alguns 

estudos já identificaram a formação de metabólitos hidroxilados de PQ (OH-PQm) com 

consequente formação de peróxido de hidrogênio (H₂O₂) durante a metabolização da PQ 

(VASQUEZ-VIVAR e AUGUSTO, 1992; CAMARDA et al., 2019). Estes compostos se 

acumulam em sítios de transformação metabólica, o que levaria à ação antiparasitária contra 

estágios hepáticos e sexuados de P. falciparum. No estudo de Camarda e colaboradores (2019) 

observou-se que a inibição da atividade de CYP2D6 não afetou significantemente a atividade 

gametocitocida de OH-PQm, mas que a presença de POR no fígado e na medula óssea foi capaz 

de aumentá-la. O estudo de Pett e colaboradores (2019) sugere que metabolizadores gPM e gIM 

para CYP2D6 possuem maior tempo de clearance de gametócitos após o tratamento. No 

entanto, um estudo realizado na Tanzânia demonstrou que o tratamento com primaquina em 

dose única foi suficiente para reduzir os níveis de gametócitos de P. falciparum independente 

do status de CYP2D6 (MWAISWELO et al., 2022). 

 Assim como CYP2D6, POR é altamente polimórfico. Diversas variantes no gene POR 

já foram descritas em diferentes estudos ao longo dos anos. Estas variantes englobam mais de 

130 mudanças nos aminoácidos da proteína, que podem levar a diversas alterações no 

metabolismo de esteroides assim como de medicamentos (PANDEY e SPROLL, 2014; GONG 

et al., 2017). Compreendendo a importância e o modo como a POR atua na transferência de 

elétrons, entende-se que a presença de polimorfismos no gene pode ser capaz de interferir na 

atividade enzimática das CYPs, dado que algumas mutações podem alterar a atividade de POR 
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ou até mesmo mudar a afinidade entre os domínios de ligação. Alguns estudos já demonstraram 

que mutações presentes nos domínios FAD/FMN ou próximos a estes são capazes de resultar 

em efeitos graves na atividade de POR.  Uma grande variedade de mutações no gene podem 

ocasionar alterações na fase de leitura, o que resulta em fragmentos de proteína truncados que 

não poderiam produzir uma enzima funcional (PANDEY e FLÜCK, 2013; XIAO et al., 2015). 

  As mutações em POR podem levar à deficiência da enzima (PORd), o que pode 

ocasionar doenças autossômicas recessivas como a síndrome de Antley-Bixler (ABS). A PORd 

é uma forma de hiperplasia adrenal congênita, sendo um distúrbio com um amplo espectro 

fenotípico, incluindo deficiência de cortisol, síntese alterada de esteroides sexuais, distúrbios 

do desenvolvimento sexual (DDS) e malformações esqueléticas presentes na ABS. Esses 

efeitos ocorrem devido a diversas reações de biossíntese de esteroides mediados por POR 

(IDKOWIAK et al., 2017). Uma das mutações mais frequentes é a A503V que está presente no 

domínio FAD, promovendo uma alteração no códon do aminoácido alanina para valina, 

caracterizando uma mutação missense, possivelmente levando a alterações na funcionalidade 

da enzima, resultando no alelo POR*28, sendo o polimorfismo de POR mais frequente (GONG 

et al., 2017).   

O estudo de Sandee e colaboradores (2010) determinou os efeitos potenciais de 

variantes de POR na catálise por CYP2D6 a partir da avaliação do metabolismo de substratos 

de CYP2D6 expressos em E. coli, o que mostrou que o impacto de uma mutação em POR deve 

ser avaliada individualmente com cada CYP. Além disso, A503V teve um efeito moderado 

(entre 40-50%) na atividade de CYP2D6, possivelmente contribuindo à variabilidade genética 

no metabolismo de drogas e xenobióticos.  

Levando em consideração os estudos realizados a fim de avaliar o efeito de POR na 

atividade de enzimas do CYP450, levantamos a hipótese que a presença de mutações em POR 

pode levar a ausência ou redução da atividade da enzima, reduzindo a capacidade metabólica 

de CYP2D6, interferindo na eficácia da PQ. Como consequência, seria observado um clearance 

tardio da parasitemia, o que pode contribuir para a disseminação da malária, impedindo o 

controle da doença (HART et al., 2007; PANDEY e FLÜCK, 2013; GONG et al., 2017). 
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2 JUSTIFICATIVA 

  A malária causada por P. vivax ainda é considerada uma doença negligenciada visto 

que por possuir menor letalidade quando comparado a P. falciparum não atrai investimentos 

por parte da saúde pública nos países endêmicos. No entanto há diversos casos de malária grave 

causados por essa espécie reportados em regiões da Amazônia Brasileira (WHO, 2021).  

Diversos fatores podem influenciar na suscetibilidade à doença, tais como fatores 

ambientais e características genéticas do hospedeiro vertebrado. Os componentes genéticos do 

hospedeiro têm se mostrado complexos e multigênicos. A presença de polimorfismos em genes 

de enzimas metabolizadoras de antimaláricos é um evento crucial que pode levar à falha 

terapêutica. 

  A falha do tratamento pode estar associada à disseminação da doença pelo mosquito 

vetor em função da permanência de gametócitos na circulação sanguínea do hospedeiro. A 

ausência de estudos abrangendo a variabilidade genética de CYP2D6 e POR e os seus efeitos 

na longevidade de gametócitos de P. vivax na corrente sanguínea faz com que seja necessário 

explorar como esses fatores podem influenciar na transmissão da doença. Além disso, verificar 

como a variabilidade genética de enzimas metabolizadoras de antimaláricos influencia no 

clearance de gametócitos é de grande importância por conta da ampla incidência da infecção e, 

principalmente, pela dificuldade no controle da malária causada por P. vivax. 

 Dessa forma, determinar quais os mecanismos que levam à redução da eficácia da 

resposta terapêutica ou aumento de reações adversas possibilitarão que novos estudos sejam 

realizados. Isso auxiliará na compreensão dos fatores que influenciam na falha terapêutica, 

consequentemente na disseminação da doença, permitindo aprimorar as ferramentas 

moleculares utilizadas na detecção e monitoramento da infecção.
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar a influência de polimorfismos em CYP2D6, principal enzima responsável pela 

metabolização de PQ, e em POR na atividade da PQ sobre os gametócitos de Plasmodium vivax. 

3.2 Objetivos Específicos 

3.2.1 Analisar a frequência de polimorfismos nos genes CYP2D6 e POR na população de 

estudo; 

3.2.2 Avaliar a influência dos polimorfismos estudados no fenótipo das enzimas CYP2D6 e 

POR; 

3.2.3 Investigar a influência dos polimorfismos em CYP2D6 na atividade gametocitocida da 

PQ em indivíduos infectados por P. vivax; 

3.2.4 Determinar se polimorfismos no gene POR interferem na atividade gametocitocida da PQ. 
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4 MATERIAS E MÉTODOS 

4.1 População e Área de Estudo 

Este estudo obteve amostras de pacientes com monoinfecção por P. vivax atendidos na 

Policlínica Cosme e Silva em Boa Vista, Roraima, em colaboração com o Prof. Dr. Jaime 

Louzada da Universidade Federal de Roraima. As coletas foram realizadas nos anos de 2019 e 

2020 em dois momentos diferentes, no dia de admissão (D0) do paciente, no qual ainda não 

ocorreu a administração do tratamento e, no terceiro dia (D3) durante o uso de antimaláricos. 

O D3 foi escolhido para realizar a coleta de amostras visto que o nosso objetivo foi avaliar o 

clearance de gametócitos. As coletas em dias posteriores poderiam inviabilizar o estudo caso 

não houvesse mais gametócitos devido o tratamento com antimaláricos. A coleta de amostras 

clínicas no D3 foi realizada por meio de busca ativa, onde os colaboradores foram até a casa do 

paciente para obtenção da amostra. 

Os critérios gerais de inclusão no estudo foram: (1) Confirmação de monoinfecção por 

P. vivax por microscopia óptica e por RDT; (2) Temperatura axilar de ≥ 37,5 °C ou febre nas 

últimas 48h; (3) Ausência do uso de antimaláricos nos últimos 30 dias anteriores à data de 

inclusão no estudo; (4) Em caso de inclusão de pacientes do sexo feminino, ausência de 

gravidez. 

O município de Boa Vista é a capital do estado de Roraima que está localizado na 

Região Norte do país e possui cerca de 437 mil habitantes. A região é considerada endêmica 

para malária, sendo registrados cerca de 30 mil casos no ano de 2020, destes 29 mil eram casos 

autóctones e 24 mil causados por P. vivax (dados obtidos da Plataforma Sivep – Malária). Além 

disso, a região possui área de mineração no qual as condições de trabalho são consideradas um 

grande problema para o controle da doença.  

Apesar do município ser considerado uma área de baixo risco para a transmissão de 

malária, foram registrados muitos casos importados nos últimos anos. Esse alto índice de casos 

contribui para o aumento da transmissão visto que há presença de vetores em áreas urbanas, o 

que favorece surtos e epidemias nessa região (LOUZADA et al., 2020). 

4.1.2 Aprovações éticas e consentimento dos participantes 

Os aspectos éticos e metodológicos do estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética de 

Pesquisas em Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou (N° parecer: 2.751.310 e 

2.243.058).  
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4.2 Extração de DNA genômico a partir de amostras de sangue total 

 O DNA das amostras foi extraído usando o kit comercial de extração QIAamp ® DNA 

mini kit (Qiagen), de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante para amostras de 

sangue total. Assim, 200 µl de sangue total foram utilizados para extração e o DNA foi eluído 

em 70 µl de água livre de DNAses e RNAses. 

4.3 Discriminação alélica de CYP2D6 por PCR em Tempo Real (qPCR) 

 Foram selecionados os polimorfismos em CYP2D6 mais frequentes na população 

brasileira de acordo com Silvino et al. (2020), observando também os efeitos destes na atividade 

enzimática da CYP: G1846A [rs3892097], G2988A [rs28371725], G3183A [rs59421388], 

C100T [rs1065852], C1023T [rs28371706], C1584G [rs1080985], C2850T [rs16946], G4180C 

[rs1135840] e 2615_2617delAAG [rs5030656].  

A genotipagem destes polimorfismos foi realizada seguindo o protocolo: 0,25 µl de 

TaqMan® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) específico para 

cada SNP, 2,5 µl de Taqman® 2x Universal PCR Master Mix (Applies Biosystems, New Jersey, 

USA), 1,25 µl de água livre de DNAses e RNAses e 1 µl de DNA (≅ 10 ng/µl) em placas de 

384 poços. As reações de amplificação foram realizadas em um volume final de 5 µl. Os 

parâmetros de ciclagem estão descritos na tabela 1. A amplificação e detecção de fluorescência 

foram realizadas no ViiA7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems), na Plataforma de PCR 

em Tempo Real do Instituto René Rachou – Fiocruz Minas (RPT09D). Os resultados da 

genotipagem foram analisados no QuantStudio Real Time PCR Software v1.3.7. 

Tabela 1. Parâmetros de ciclagem para genotipagem de polimorfismos em CYP2D6. 

Ciclos Temperatura Tempo 

1 50⁰C 2 minutos 

95⁰C 10 minutos 

50 92⁰C 15 segundos 

60⁰C 1 minutos e 30 segundos 

1 60⁰C 30 segundos 

 

4.3.1 Determinação do número de cópias gênicas de CYP2D6 

 O número de cópias do gene CYP2D6 foi determinado por qPCR utilizando o ensaio 

Hs00010001_cn (Applied Biosystems) para avaliar a presença de deleções/duplicações do gene. 

Para determinar o número de cópias gênicas foi realizada a comparação da amplificação do 

gene alvo (CYP2D6) com um gene de referência (RNAse P), já descrito por não ser polimórfico 

para duplicações e deleções. 
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 As reações de amplificação foram realizadas utilizando 0,5 µl do ensaio 

Hs00010001_cn, 5,0 µl de Taqman® 2x Universal PCR Master Mix (Applies Biosystems, New 

Jersey, USA), 0,5 µl de Copy Number Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 3 

µl de água livre de DNAses e RNAses e 1 µl de DNA (≅ 10 ng/µl). A detecção do número de 

cópias no gene foi realizada em triplicata usando placa de 384 poços, obedecendo o volume 

final da reação de 10 µl/poço. Os parâmetros de ciclagem estão descritos na tabela 2. 

A amplificação e detecção da fluorescência foram realizadas utilizando o equipamento 

Viia7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) da Plataforma de PCR em Tempo Real do 

Instituto René Rachou – Fiocruz Minas (RPT09D) e, posteriormente, analisadas no software 

CopyCaller® v2.0. 

Tabela 2. Parâmetros de ciclagem para a determinação do número de cópias em CYP2D6. 

Ciclos Temperatura Tempo 

1 50⁰C 2 minutos 

95⁰C 10 minutos 

40 95⁰C 15 segundos 

60⁰C 1 minuto 

 

4.3.2 Predição dos haplótipos e classificação dos fenótipos de metabolização de CYP2D6 

 Os haplótipos foram inferidos utilizando o software Haplelo pelo nosso grupo de 

pesquisa. A genotipagem dos polimorfismos permite identificar as variantes alélicas 

CYP2D6*1, CYP2D6*2, CYP2D6*4, CYP2D6*5, CYP2D6*9, CYP2D6*10, CYP2D6*17, 

CYP2D6*29, CYP2D6*34, CYP2D6*41 e duplicações/deleções (Tabela 3), de acordo com a 

nomenclatura estabelecida pelo Consórcio de Variação Farmacogênica (PharmVar).  
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Tabela 3. Variantes alélicas estudadas e as suas características. 

Variante Consequência Variante 

alélica 

Frequência 

globala 

Atividade 

enzimática 

G1846A Defeito no splicing *4 18% Ausente 

G2988A Splicing aberrante *41 9% Reduzida 

G3183A Mutação missense *29 0,7% Reduzida 

C100T Mutação missense *4 e *10 21% Ausente/Reduzida 

C1023T Mutação missense *17 2% Reduzida 

C-1584G Mutação no 

promotor 

*2, *35 e *41 21% Normal/Reduzida 

C2850T Mutação missense *2, *17, *34, 

*29, *35 e *41 

46% Normal/Reduzida/ 

NDb 

G4180C Mutação missense *2, *4, *10, 

*17, *29, *35, 

*39 e *41 

59% 

 

Normal/Ausente/ 

Reduzida 

2615_2617

delAAG 

Deleção inframe *9 1% Reduzida 

aAlelo de menor frequência e/ou mutado. 

aND: Atividade enzimática ainda não foi determinada em estudos anteriores. 

Fonte: SNP [Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National Center for Biotechnology 

Information, 2020. 

 Os fenótipos preditos foram inferidos a partir da análise genotípica utilizando o Sistema 

Escore de Atividade (AS) estabelecido por Gaedigk e colaboradores (2007) e atualizado no 

estudo de Caudle e colaboradores (2019). Este sistema utiliza classificações genotípicas para 

determinar valores aos alelos e suas atividades enzimáticas correspondentes (Tabela 4). Os 

diferentes valores de AS dão origem a quatro fenótipos preditos (gPM, gIM, gNM e gUM), 

entretanto o grupo diplótipo gNM abrange uma ampla faixa de atividade. Assim, os indivíduos 

com AS = 1 são designados gNM-slow (gNM-S), indivíduos com AS = 1,5 e AS = 2 são gNM-

fast (gNM-F).  

 Após a inferência do fenótipo de CYP2D6, os pacientes foram alocados em dois grupos 

distintos (metabolizadores lentos e normais) para prosseguir com a genotipagem de 

polimorfismos em POR e quantificação de gametócitos. 
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Tabela 4. Valores atribuídos aos alelos utilizando o sistema AS para determinação de 

fenótipo predito. 

AS Alelo Fenótipoa 

0 *4, *4xN, *5 gPM 

0,25 *10 gIM 

0,5 *9, *17, *29, *41, *44, *49 gIM 

1 *1, *2, *35, *39, *43, *45 gNM 

>2 *1xN, *2xN, *35xN gUM 
agPM: Metabolizador lento; gIM: Metabolizador intermediário; gNM: Metabolizador normal; 

 gUM: Metabolizador ultrarrápido. 

Fonte: Caudle et al., 2019. 

4.4 Genotipagem de polimorfismo do gene POR 

 Visto que a maior parte das mutações que ocorrem em POR são deletérias e possuem 

baixa frequência na população, foi selecionado apenas um polimorfismo para a realização de 

genotipagem. O A503V [rs1057868], descrito na tabela 5, apresenta maior frequência na 

população quando comparado com os polimorfismos já descritos para POR em estudos 

anteriores. Este polimorfismo ocasiona uma mudança conservativa na estrutura do domínio 

FAD que é importante para a transferência de elétrons.  

Tabela 5. Polimorfismo em POR selecionado para o estudo e suas características. 

Variante alélica Alteração Consequência 
Atividade 

enzimática 

POR*28 A503V Mutação missense Reduzidaa 

Frequência  
   

Global 0,286 

Europa 0,285 

África 0,197 

Ásia 0,389 

América Latina 0,278 

aA presença do polimorfismo A503V em POR está associado a atividade reduzida de CYP2D6. 

Fonte: SNP [Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National Center for Biotechnology 

Information, 2022. 

Neste estudo foi realizada a padronização de um protocolo para a genotipagem do SNP 

em POR volume final de 5 µl: 2,5 µl de Taqman® 2x Universal PCR Master Mix (Applies 

Biosystems, New Jersey, USA), 0,25 µl de TaqMan® SNP Genotyping Assays (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) específico para o SNP, 1,25 µl de água livre de DNAses e 
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RNAses e 1 µl de DNA (≅ 10 ng/µl) em placas de 384 poços. Os parâmetros de ciclagem estão 

descritos na tabela 6. 

A amplificação e detecção de fluorescência foram realizadas no ViiA7 Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems), na Plataforma de PCR em Tempo Real do Instituto René Rachou 

– Fiocruz Minas (RPT09D). Os resultados da genotipagem foram analisados no QuantStudio 

Real Time PCR Software v1.3.7 

Tabela 6. Parâmetros de ciclagem para a genotipagem de SNP em POR. 

Ciclos Temperatura Tempo 

1 50⁰C 2 minutos 

95⁰C 10 minutos 

50 92⁰C 15 segundos 

60⁰C 1 minutos e 30 segundos 

1 60⁰C 30 segundos 

 

4.5 Extração de RNA 

Para a realização da extração de RNA, no momento da coleta das amostras clínicas 

foram preparadas duas alíquotas de 200 µl de sangue total juntamente com 1 mL de RNAprotect 

(Qiagen) para cada amostra para armazenar em -20°C até o transporte das amostras para o 

Instituto René Rachou em Belo Horizonte, Minas Gerais, onde foram armazenadas a -80°C até 

o momento da extração. Durante o estudo padronizamos um protocolo de extração a partir de 

amostras de sangue total utilizando o kit comercial RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen).  

As alíquotas de amostras foram centrifugadas a velocidade máxima por 40 minutos.  Em 

um microtubo de 2 mL foram adicionados 50 µl do pellet, para esta etapa foram utilizadas duas 

alíquotas de cada amostra resultando em 100 µl de pellet adicionados. Em seguida, adicionamos 

600 µl do tampão de lise RLT com β-mercaptoetanol, realizando a homogeneização no vórtex 

por 30 segundos. Em seguida adicionou-se 600 µl de Álcool 70%, homogeneizando com a 

pipeta. 700 µl de amostra foram transferidos para a coluna RNeasy spin e centrifugados por 15 

segundos a 10.000 rpm, descartando o filtrado em seguida. O restante da amostra foi transferido 

novamente para a coluna e repetiu-se a centrifugação, descartando o filtrado.  700 µl de tampão 

RW1 foram adicionados na coluna RNeasy spin, repetindo a centrifugação (essa etapa de adição 

do tampão RW1 e centrifugação foi realizada duas vezes). Adicionou-se 500 µl de tampão RPE 

na coluna RNeasy spin e realizou-se a centrifugação, descartando o filtrado. Em seguida, o 

tampão foi adicionado novamente, no entanto a centrifugação foi realizada durante dois minutos 

a 10.000 rpm. A coluna foi transferida para um novo tubo coletor, adicionamos 30 µl de água 
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livre de DNases e RNases diretamente na membrana da coluna e aguardamos um minuto. 

Centrifugamos por um minuto a 10.000 rpm, em seguida o RNA eluído foi coletado e 

adicionado novamente na membrana. Após um minuto foi realizada a centrifugação, resultando 

em 30 µl de RNA 

4.5.1 Digestão de DNA  

 Para remover qualquer vestígio de contaminação por DNA durante a extração de RNA, 

foi realizado a digestão de DNA utilizando o kit comercial Turbo DNA-free™ Kit (Invitrogen). 

Assim, qualquer DNA contaminante foi digerido para níveis abaixo do limite de detecção de 

um ensaio de qPCR.  

Dessa forma, foram adicionados 5 µl do Tampão 10x DNase Turbo, 1,5 µl de DNase 

Turbo e 8,5 µl na amostra de RNA. Esse mix foi incubado em termociclador PTC-100® 

Programmable Thermal Controller (Bio-Rad Laboratories, Inc.) a 37⁰C por 30 minutos. Em 

seguida, adicionou-se 5 µl do reagente inativador da enzima incubando durante 5 minutos, 

homogeneizando em vórtex até 3 vezes. Foi realizada a centrifugação por 1,5 minutos a 10.000 

rpm para facilitar a remoção do RNA sobrenadante livre do reagente inativador.  

4.5.2 Transcrição reversa 

Para a obtenção de DNA complementar (cDNA) foi realizada a transcrição reversa 

utilizando a enzima SuperScript® IV Reverse Transcriptase [SSIV] (Invitrogen, Life 

Technologies) juntamente com primers randômicos de acordo com o protocolo do fabricante, 

realizando apenas a adaptação do volume utilizado de SSIV, sendo este 0,5 µl. 

Considerando um volume final de cDNA de 20 µl, em um microtubo de 0,2 mL foram 

adicionados 1 µl de 50 µM de random hexâmeros, 1 µl de 10mM de dNTP, até 11 µl de RNA 

(até 500 ng de mRNA, reduzindo o volume se necessário), até 13 µl de água livre de DNases e 

RNases. Em seguida, esse mix foi incubado a 65⁰C por cinco minutos e então deixado em gelo 

por pelo menos um minuto. Em seguida, foram adicionados 4 µl de 5x tampão SSIV, 1 µl de 

100 mM DTT, 1 µl de RNaseOUT ™ Recombinant Rnase Inhibitor e 0,5 µl de SSIV. 

As reações ocorreram no termociclador Veriti 96-well Thermal Cycler (Thermo Fisher 

Scientific) de acordo com os seguintes parâmetros de ciclagem: 23⁰C por 10 minutos, 53⁰C por 

10 minutos e 80⁰C por 10 minutos (apenas um ciclo para todas as etapas). 
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4.6 Construção de plasmídeos para a quantificação de gametócitos   

4.6.1 Iniciadores utilizados para os alvos Pvs25, 18s e Pv48/45 

Os pares de iniciadores para o alvo Pv48/45 foram desenhados tomando-se como base 

as sequências disponíveis no GenBank, priorizando as sequências que flanqueiam junções 

exon-exon. Utilizando o software OligoAnalyzer, os primers foram avaliados com relação a sua 

capacidade de formação de heterodímeros, homodímeros, proporção de CG, formação de 

hairpins, assim como a sua temperatura de anelamento. As sequências dos iniciadores utilizados 

estão descritas na tabela 7. Para os alvos rRNA 18s e Pvs25 utilizamos os primers descritos no 

estudo de Wampfler e colaboradores (2013). 

Tabela 7. Sequências dos iniciadores para os genes alvo Pvs25, 18s e Pv48/45. 

Gene Iniciadores Sequências (5'>3') Tamanho do 

fragmento 

Pvs25 Senso ACA CTT GTG TGC TTG ATG TAT GTC 115 pb 

Anti-senso ACT TTG CCA ATA GCA CAT GAG CAA 

18s  Senso GCT TTG TAA TTG GAA TGA TGG GAA T 216 pb 

Anti-senso ATG CGC ACA AAG TCG ATA CGA AG 

Pv48/45 Senso CTCTACCGGAACCATGTTGAAG 109 pb 

Anti-senso GACGTACTTGACCTCTCCTTTG 

 

4.6.2 Estabelecendo a temperatura de anelamento dos primers 

 Utilizando o PCR Master mix (Promega) e seguindo o protocolo estabelecido pelo 

fabricante, estabelecemos as seguintes temperaturas de anelamento para os primers: 57⁰C para 

o Pvs25 e 18s e, 60⁰C para Pv48/45. As reações ocorreram no termociclador Veriti 96-well 

Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific). Os parâmetros de ciclagem estão descritos na tabela 

8. 

Tabela 8. Parâmetros de ciclagem estabelecidos para PCR convencional. 

Ciclos Temperatura Tempo 

1 95⁰C 3 minutos 

32 95⁰C 1 minuto 

Específica para cada primer 30 segundos 

72⁰C 1 minuto 

1 72⁰C 5 minutos 

4⁰C ∞ 
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 O resultado das reações foi visualizado por meio de eletroforese em gel de agarose 2% 

corado com brometo de etídio. 

4.7 Clonagem molecular 

 Para a obtenção de plasmídeos para a realização de quantificação absoluta de 

gametócitos por meio de curva padrão foi necessário realizar a clonagem molecular no vetor 

pGEM-T Easy (Promega). Este é um vetor linearizado que possui uma timidina em ambas as 

extremidades 3’, o que aumenta a eficiência da ligação dos produtos de PCR evitando a re-

circularização do vetor. Essa característica faz com que este seja compatível com os produtos 

de PCR gerados por algumas polimerases termoestáveis.  

Inicialmente, células de Escherichia coli de linhagem TOP10 foram tornadas 

competentes pelo método químico de cloreto de cálcio (CaCl2) seguindo o protocolo: 50 mL de 

cultura saturada de células E. coli (TOP10) foram cultivadas em 5 mL de meio Luria Bertani 

(LB) líquido sem antibiótico a 37⁰C em agitação por 12 a 16h. Em seguida, 1 mL desta cultura 

foi transferido para um Erlenmeyer contendo 99 mL de meio LB líquido, incubando-o a 37⁰C 

sob agitação constante até atingir a densidade óptica (OD600) entre 0,4 a 0,8. Ainda no 

Erlenmeyer, as células foram resfriadas no gelo por 10 a 15 minutos. A partir deste ponto, todas 

as etapas foram realizadas a 4⁰C. A cultura de células foi transferida para dois tubos Falcon de 

50 mL e centrifugadas a 7.000 rpm por sete minutos a 4⁰C. O sobrenadante foi descartado e as 

células foram ressuspendidas em 50 mL (25 mL por tubo) de CaCl2 100mM + Hepes 10 mM 

(pH 7). Todas as soluções foram esterilizadas e resfriadas antes de adicioná-las. Após a 

ressuspensão do pellet, as células foram mantidas no gelo por 20 minutos. Em seguida, as 

células foram centrifugadas a 7.000 rpm por 4⁰C, descartou-se o sobrenadante com pipeta 

estéril. As células foram ressuspendidas em 1 mL de CaCl2 100mM + Hepes 10 mM (pH 7), 

em seguida 100 L células foram adicionadas em tubos eppendorf gelados e estéreis com 20% 

de glicerol estéril para o congelamento). As alíquotas foram armazenadas a -80⁰C. 

4.7.1 Ligação do gene alvo no vetor pGEM-T Easy 

 Para a ligação do gene alvo no vetor, foi realizada uma reação de PCR convencional 

para cada gene alvo utilizando o protocolo previamente descrito na seção 4.6.2. Os produtos de 

PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etídio, 

além de serem quantificados no espectrofotômetro Nanodrop ® 2000 (Thermo Fisher 

Scientific). Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit comercial QIAquick PCR 
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Purification (Qiagen). A ligação ao vetor foi realizada utilizando a razão 5/1 seguindo o 

protocolo estabelecido pelo fabricante. 

4.7.2 Transformação para obtenção de plasmídeos 

 A transformação foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante, com a seguinte 

modificação: em um microtubo foram adicionados cerca de 8 µl da ligação e não 5 µl como é 

recomendado. Após a incubação overnight a 37⁰C em placas com meio ágar Luria Bertani (LB) 

contendo ampicilina, X-Gal e IPTG para seleção apenas de plasmídeos, foi possível observar o 

crescimento de colônias brancas. Algumas colônias foram então incubadas em meio LB líquido 

com ampicilina para realizar a extração de DNA plasmidial utilizando o kit comercial 

QIAprep® Miniprep (Qiagen). 

4.7.3 Digestão do plasmídeo e confirmação da clonagem molecular 

 Visto que o vetor possui dois sítios de restrição para a enzima EcoRI, esta foi a enzima 

escolhida para realizar a digestão do plasmídeo para liberação do inserto e confirmar a 

clonagem por meio de eletroforese em gel de agarose. Para isso, seguimos o seguinte protocolo: 

2 µl de plasmídeo, 2 µl de tampão da enzima, 15 µl de água para biologia molecular e 1 µl de 

EcoRI, este mix foi incubado a 37⁰C por três horas no termociclador PTC-100® Programmable 

Thermal Controller (Bio-Rad Laboratories, Inc.). 

4.8 Padronização do protocolo de qPCR para quantificação de gametócitos 

4.8.1 Linearização dos plasmídeos 

 A qPCR é muito sensível às mudanças conformacionais de plasmídeos e isso tem forte 

influência em ensaios de quantificação, visto que o sinal de fluorescência diminui quando usa 

DNA plasmidial em sua forma superenovelada. Assim, as formas lineares do DNA são mais 

acessíveis para a ligação e alongamento dos iniciadores, o que aumenta a eficiência da 

amplificação (CHEN; KADLUBAR e CHEN, 2007). 

 Deste modo, realizamos a linearização dos plasmídeos utilizando a enzima ApaI, uma 

vez que esta possui apenas um sítio de restrição no vetor e nenhum sítio de restrição nas 

sequências dos genes alvo, como avaliado no software NebCutter 

(https://nc2.neb.com/NEBcutter2/). A linearização foi confirmada por meio da visualização em 

gel de agarose. 

4.8.2 Obtenção de curva padrão e quantificação de gametócitos 

 A concentração de DNA plasmidial foi obtida a partir da quantificação fluorimétrica 

utilizando o Qubit 4 (Invitrogen). Dessa forma, foi possível realizar o cálculo de número de 
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cópias do plasmídeo (PCN) para determinar quais seriam os pontos de diluição presentes na 

curva padrão. A curva padrão foi construída utilizando sete pontos: 1 x 106, 1 x 105, 1 x 104, 1 

x 103, 1 x 102, 1 x 101 e 1 x 100. 

Para os alvos Pvs25 e Pv48/45, os iniciadores foram utilizados na concentração de 200 

nanomolar (nM), visto que nesta concentração os alvos apresentavam maior valor de ciclo de 

quantificação (Cq) e menor quantidade de dímeros. A quantificação destes genes foi realizada 

utilizando o seguinte protocolo: 5 µl de GoTaq® qPCR Master Mix (Promega), 0,2 µl de 

iniciador senso e anti-senso, 3,6 µl de água livre de DNAses e RNAses e 1 µl de cDNA. Os 

primers para o rRNA 18s foram utilizados na concentração de 900nM, concentração que 

apresentou maior valor de Cq. Como esse é um gene presente em maior abundância, as amostras 

de cDNA precisaram ser diluídas 100x para a quantificação desse alvo. A quantificação deste 

gene foi realizada utilizando o seguinte protocolo: 5 µl de GoTaq® qPCR Master Mix 

(Promega), 0,9 µl de primer senso e anti-senso, 2,2 µl de água livre de DNAses e RNAses e 1 

µl de cDNA diluído 100x.  

Foram realizados ensaios para obtenção do limite de detecção (LOD) para os alvos 

Pvs25 e rRna 18s, para isso utilizamos amostras de cDNA diluídas cinco vezes em cinco pontos 

de diluição. As reações foram realizadas utilizando cinco replicatas para cada ponto de diluição 

e, para determinar o LOD, em todas as reações foi realizada a curva padrão com plasmídeos. 

Dessa forma, o seguinte cálculo foi realizado para calcular o LOD:  

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑅𝑁𝐴 𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑜 𝑛𝑎 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑐𝑟𝑖çã𝑜 𝑟𝑒𝑣𝑒𝑟𝑠𝑎

20 (𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑛𝑎 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑐𝑟𝑖çã𝑜 𝑟𝑒𝑣𝑒𝑟𝑠𝑎)
= 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 (𝑛𝑔/µl), 

onde:    

       

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 (
𝑛𝑔

µl
)

𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜
= 𝐿𝑂𝐷 (𝑛𝑔). Assim, estabelecemos que as quantificações iguais ou 

abaixo de 0,045 são consideradas negativas, visto que a partir desse valor não houve mais a 

amplificação do alvo. 

A amplificação e detecção de fluorescência foram realizadas no ViiA7 Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems), na Plataforma de PCR em Tempo Real do Instituto René Rachou 

– Fiocruz Minas (RPT09D). Os resultados da quantificação foram analisados no QuantStudio 

Real Time PCR Software v1.3.7. Todas as amostras foram analisadas em triplicata em placas 

de 384 poços.  Foram omitidas da análise as replicatas com desvio padrão > 0,3. Os parâmetros 

de ciclagem utilizados para a quantificação de gametócitos estão descritos na tabela 9.     
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Tabela 9. Parâmetros de ciclagem para a quantificação de gametócitos. 

Etapa Ciclos Temperatura Tempo 

Amplificação 

1 95⁰C 2 minutos 

40 95⁰C 15 segundos 

60⁰C 1 minuto 

Curva de dissociação 1 

95⁰C 15 segundos 

60⁰C 1 minuto 

95⁰C 15 segundos 

                             

4.9 Dosagem de primaquina por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

A dosagem de PQ em amostras coletadas 72 horas após o início do tratamento foi 

realizada no Laboratório de Toxicologia da Universidade Federal do Pará (UFPA) em 

colaboração com o Prof. Dr. José Luiz Fernandes Vieira.  

4.9.1 Extração de PQ 

Os spots de sangue total em papel de filtro com aproximadamente 100 µL de sangue 

total foram recortados em pequenos pedaços e transferidos para tubos de polietileno tipo Falcon 

com capacidade de 15 mL.  Adicionou-se 1,5 mL de ácido clorídrico (HCL) a 0.1 Ne os tubos 

foram submetidos ao homogeneizador BHS-300, Benfer® por 20 minutos. Após 24 horas, os 

pedaços de papel filtro recortados foram retirados dos tubos. Em seguida, em um tubo Falcon 

de 50 mL adicionou-se 0,5 mL de hidróxido de sódio (NaOH), 100 µl de Quinidina (padrão 

interno utilizado nas análises de PQ e CPQ) e 4 mL de éter metil terc-butílico (MTBE). Os 

tubos foram submetidos ao homogeneizador por 20 minutos, em seguida foram centrifugados 

a 2000 rpm à 25⁰C por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de 15 mL e 

deixado para evaporar na capela de exaustão por 48 horas. 

4.9.2 Quantificação de PQ por HPLC 

 Para a quantificação de PQ por HPLC foram utilizados procedimentos previamente 

validados no Laboratório de Toxicologia da UFPA. Após evaporação, as amostras foram 

ressuspendidas em 100 µl de metanol. A fase móvel deste experimento foi composta por 

acetonitrila 30%, 40% de metanol, 30% de água acidificada com pH 3 e água ultrapura.  

Foi utilizado o cromatógrafo líquido de alta eficiência (Varian, USA), composto por 

uma bomba isocrática (PROSTART 300), injetor manual reodyne (Modelo 772i), com loop de 

20µl, coluna de fase reversa (XTerra): RP- 8, 15cm, 5µm e 4.6 mm de diâmetro interno (Waters, 
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Saint Quentin-en-Y velines, France), pré-coluna: 2.1x 10mme detector duplo canal ultravioleta 

(Modelo 320) e vísivel (PROSTAR 220). As condições instrumentais seguidas foram: pressão 

de 3960 psi, comprimento de onda de 254 nm e fluxo de 0,2 mL/min. Utilizou-se a Primaquina 

(Sigma®) e a Quinidina (Sigma®) como padrão interno, para determinação dos tempos de 

retenção. As amostras foram injetadas no equipamento com microseringa de 50µL, Hamilton. 

Antes do início da quantificação de PQ nas amostras clínicas, foram quantificados cinco 

pontos da curva padrão utilizada neste experimento. Assim, os pontos são compostos por PQ 

nas seguintes concentrações: 0,75 µg/mL, 1,25 µg/mL, 2,5 µg/mL, 5 µg/mL e 10 µg/mL.  

4.10 Análise estatística 

  Os dados foram submetidos a um teste de normalidade para avaliar o padrão de 

distribuição. As variáveis que apresentaram distribuição normal e homogeneidade de variâncias 

foram descritas pela média e desvio-padrão. A diferença entre as médias foi avaliada pelo Teste 

T. Variáveis que não preencheram os requisitos para análise paramétrica foram descritas como 

medianas e quartis e a diferença de medianas intergrupos foram testadas pelo Teste de Mann-

Whitney. As diferenças entre a frequência de indivíduos com polimorfismos em CYP2D6 e POR 

e recidiva por P. vivax foram testadas pelo teste qui-quadrado, com nível de significância de 5%. 

A análise das variáveis representativas dos valores de quantificação de 18s, Pvs25, bem como 

variáveis categóricas foram analisadas utilizando o modelo de equações de estimações 

generalizadas (GEE) para a análise dos dados longitudinais.  
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5 RESULTADOS 

 Neste estudo foram incluídos um total de 100 indivíduos que procuraram o Pronto 

Atendimento Cosme e Silva em Roraima, Boa Vista, onde foi confirmado o diagnóstico 

positivo para malária causada por P. vivax.  

Os indivíduos considerados elegíveis ao estudo foram classificados em três grupos de 

acordo com o número de recorrências: sem recorrência (n = 61), um episódio de recorrência (n 

= 23) e múltiplas recorrências (n = 16; de 2 a 6 episódios de recorrência por P. vivax a partir do 

29⁰ dia até 180 dias após o tratamento). O agrupamento desses pacientes foi fundamentado em 

dados anteriores do nosso grupo de pesquisa, no qual foi demonstrado que o status de 

metabolização da CYP2D6 influencia no número de recorrências em infecções causadas por P. 

vivax (SILVINO et al., 2016;2020). Os indivíduos do estudo tinham uma mediana de idade de 

33 anos (IQR = 26 – 42 anos) e não houve diferenças estatisticamente significativas entre os 

três grupos (zero, uma e múltiplas recorrências) para idade e sexo (Tabela 10).  

Observa-se que uma grande parte dos pacientes se infectaram em regiões de garimpo 

(79%), onde estão sujeitos a novas infecções com maior frequência. Dentre esses, 30% 

apresentaram recorrência clínica de malária. Diversos outros locais de infecção foram citados, 

desde sítios e fazendas localizados no interior de Boa Vista e até mesmo na Venezuela, país 

que faz fronteira com Roraima.  
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Tabela 10. Dados demográficos dos indivíduos incluídos no estudo. 

Características 

Sem 

recorrência 

(n = 61) 

Única 

recorrência 

(n = 23) 

Múltiplas 

Recorrências 

(n = 16) 

P-valor 
População 

total (n = 100) 

Idade, anos (mediana, 

IQR) 
34 (28 - 45) 30 (22 - 37) 30 (23 - 40) 0,207a 33 (26 - 42) 

Sexo, n (%)      

Masculino 49 (61) 19 (24) 12 (15) 0,838b 80 (80) 

Feminino 12 (60) 4 (20) 4 (20)   20 (20) 

Local provável de 

infecção, n (%) 
     

Garimpo 49 (62) 18 (23) 12 (15) 
0,892b 

79 (79) 

Outrosc 12 (57) 5 (24) 4 (19) 21 (21) 

a Teste de Kruskal-Wallis; 

b Teste Qui-quadrado. 

c Categoria ‘outros’ inclui diversos locais de infecção: Município de Alto Alegre, Amojari, Arco Íris, Cantá, 

Pacaraima, Itaituba, Mucajaí, Piauí, Rorainópolis, Iracema, Tepequém, além de Guiana Inglesa, Venezuela, entre 

outros não citados pelos participantes do estudo. 

5.1 Frequências alélicas e fenótipos preditos de CYP2D6 

Foi realizada a genotipagem de CYP2D6 e a determinação do número de cópias gênicas 

para todos os 100 indivíduos incluídos no estudo. Para identificar e investigar os alelos 

associados à atividade reduzida de CYP2D6, os haplótipos dos indivíduos incluídos no estudo 

foram construídos a partir de variantes polimórficas selecionadas na literatura. Essas variantes 

foram selecionadas por apresentarem maior frequência na população brasileira e serem 

determinantes dos principais alelos com atividade reduzida/nula de CYP2D6. Dentre os 

indivíduos incluídos no estudo, 5% (n = 5) apresentaram mais de duas cópias gênicas de 

CYP2D6. Nenhuma amostra foi identificada como homozigota para a deleção do gene.  

Foram identificados dez haplótipos que permitiram a caracterização das seguintes 

variantes alélicas de CYP2D6: *1; *2/*35; *34; *39; *9; *10; *41; *29, *4 e *5, incluindo 

variantes caracterizadas por apresentarem aumento do número de cópias como *2xN. Os alelos 

*1 e *2/*35, que determinam atividade normal da enzima, foram observados em maior 

frequência na população estudada, enquanto alelos associados ao aumento da função enzimática 

foram observados em apenas um cromossomo dentre os investigados (Tabela 11). Três 

indivíduos do estudo apresentaram alelos indeterminados após análise de inferência dos 
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haplótipos. A ausência de definição alélica pode ocorrer nos casos em que a combinação dos 

nucleotídeos nas posições analisadas não tem correspondência com nenhum alelo de CYP2D6 

descrito no banco de dados do Consórcio de Variação Farmacogênica (PharmVar). 

Tabela 11 - Frequência dos alelos de CYP2D6 observada na população de estudo. 

Alelos Atividadea 

Sem 

recorrência, % 

(n) 

Única 

recorrência, % 

(n) 

Múltiplas 

recorrências, % 

(n) 

Total por 

atividadeb, % 

(n) 

*1 Normal 0,23 (47) 0,07 (14) 0,05 (10) 

0,73 (146) 
*2/*35c Normal 0,17 (35) 0,09 (18) 0,07 (14) 

*34 Normal 0,02 (5) 0,01 (2) - 

*39 Normal 0,005 (1) - - 

*2xN Aumentada 0,01 (2) - - 0,01 (2) 

*9 Reduzida 0,01 (2) 0,01 (2) - 

0,10 (20) 
*10 Reduzida 0,005 (1) - - 

*41 Reduzida 0,02 (4) 0,01 (2) - 

*29 Reduzida 0,02 (5) 0,01 (2) 0,01 (2) 

*4 Nula 0,06 (12) 0,01 (3) 0,02 (4) 0,15 (30) 

*5 Nula 0,04 (8) 0,005 (1) 0,01 (2)  

Outrosd Indeterminado - 0,01 (2) - 0,01 (2) 

n = número de cromossomos, n = 200; Sem recorrência, n = 122; Única recorrência, n = 46; Múltiplas recorrências, 

n = 32. Frequências iguais a 0 estão representadas por “-”. 

aAtividade metabólica de CYP2D6 de acordo com o PharmVar. Normal, aumentada, reduzida, nula.  

bTotal da frequência alélica por atividade de CYP2D6. 

cNão é possível a diferenciação entre *2 (normal) e *35 (normal) a partir dos polimorfismos analisados. 

dA combinação de SNPS não foi identificada para nenhum alelo conhecido de CYPD6 ou as duplicações não foram 

atribuídas a nenhum alelo em alguns indivíduos heterozigotos.  

 

Visto que somente a análise qualitativa dos alelos é insuficiente para predizer a atividade 

de CYP2D6, o fenótipo foi predito utilizando o sistema escore de atividade (AS). No sistema 

AS, valores de 0 a 1 são atribuídos a cada alelo de acordo com a sua atividade enzimática. Entre 

os 100 pacientes do estudo, apenas quatro indivíduos (4%) foram identificados como 

metabolizadores ultrarrápidos (gUM) (Tabela 12). Além disso, 64% dos indivíduos foram 

preditos como metabolizadores normais (gNM-F) e 32% apresentaram alteração da atividade 

de CYP2D6: metabolizador nulo (gPM; 2 indivíduos, 2%), intermediário (gIM; 3 indivíduos, 

3%) e atividade normal-reduzida (gNM-S; 26 indivíduos, 27%).  
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Considerando a frequência dos fenótipos de CYP2D6 de acordo com o número de 

episódios de recorrência, observamos que o grupo de metabolizadores normais (gUM e gNM-

F) possuem maior frequência na população do estudo do que o grupo com alteração na atividade 

metabólica, gNM-S, gIM e gPM (Tabela 12 e Figura 10), sendo o gNM-F o fenótipo mais 

frequente entre os três grupos analisados. 

 

Tabela 12. Frequência de recorrências na população de estudo em relação ao escore de 

atividade enzimática de CYP2D6. 

Fenótipo 
Escore de 

atividade 

Sem 

recorrência (n) 

Uma 

Recorrência (n) 

Múltiplas 

recorrências (n) 
Total (n) 

gPM 0 0,03 (2) - - 0,02 (2) 

gIM 0,5 0,03 (2) 0,04 (1) - 0,03 (3) 

gNM-S 1 - 1,25 0,28 (17) 0,14 (3) 0,37 (6) 0,27 (26) 

Total AS < 1,25 0,35 (21) 0,20 (4) 0,37 (6) 0,32 (31) 

gNM-F 1,5 - 2 0,58 (35) 0,80 (17) 0,62 (10) 0,64 (62) 

gUM > 2 0,06 (4) - - 0,04 (4) 

Total AS > 1,25 0,65 (39) 0,80 (17) 0,62 (10) 0,68 (66) 

n = número de indivíduos, n = 97 (os três indivíduos com fenótipos indeterminados não foram incluídos nessa 

análise. Os fenótipos de CYP2D6 estão representados como atividade normal (gNM-F), atividade reduzida 

(gIM/gNM-S), atividade nula (gPM) e atividade aumentada (gUM). Frequências iguais a 0 estão representadas por 

“-”. 
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Figura 8. Análise das frequências fenotípicas preditas para CYP2D6 na população de 

estudo. 
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 Quando analisada a prevalência dos fenótipos agrupados por função (normal versus 

reduzida), 68% apresentaram atividade enzimática normal (AS>1,25) e 32% apresentaram 

atividade alterada de CYP2D6 (AS<1,25) (Tabela 12). No entanto não houve diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos definidos de acordo com o número de recorrências 

(P = 0,472 -Teste Qui-Quadrado). Quando avaliamos os fenótipos agrupados por função em 

relação ao número de recorrências (Figura 11), nota-se que os grupos sem recorrências e com 

múltiplas recorrências apresentaram frequências semelhantes. Ao avaliar o grupo que 

apresentou apenas uma única recorrência, observou-se que 81% apresentaram AS>1,25 

enquanto 19% apresentaram AS<1,25. 

 

N = 97 indivíduos (três possuem fenótipo indeterminado e não foram incluídos nessa análise). gNM-F, 

metabolizador extensivo/normal; gUM, metabolizador ultrarrápido; gIM, metabolizador intermediário; 

gNM-S, metabolizador reduzido; gPM, metabolizador nulo. 
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5.2 Frequência de polimorfismos em POR 

 Foi realizada a genotipagem do polimorfismo A503V [rs1057868], variante em que 

ocorre a alteração de GCC para GTC no códon 1508, no gene que codifica POR para todos os 

100 indivíduos incluídos neste estudo. Visto que estudos anteriores já mostraram que essa 

variante pode reduzir a atividade de CYP2D6 (SANDEE et al., 2010), nós avaliamos os dados 

a partir da frequência de homozigotos mutados, heterozigotos e homozigotos não mutados para 

POR. 

Avaliando a proporção de indivíduos com e sem mutação em POR, observou-se que 

65% não apresentam mutação no gene, enquanto 35% apresentaram a variante A503V, sendo 

28% heterozigotos e 7% homozigotos mutados (Figura 12A). A partir da análise da frequência 

de mutação em POR em relação ao número de episódios de recorrência de malária, nota-se que 

as frequências de recorrência para os indivíduos homozigotos não-mutados (CC), heterozigotos 

(CT) e homozigotos mutados (TT) foram semelhantes entre os grupos. Não foi observada 

diferença estatisticamente significativa entre os status de POR (PORnão-mutada versus PORmutada) 

e o número de recorrências de malária observados na figura 12B (P = 0,593– Teste Qui-

Quadrado).  

Figura 11. Frequência fenotípica de CYP2D6 de acordo com o número de 

recorrências de malária causada por P. vivax. 

Frequência de recorrência clínica de malária de acordo com a atividade de CYP2D6 (AS>1,25 – função normal e 

AS<1,25 – função reduzida). N = 97. 
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Figura 9. Frequência do polimorfismo A503V em POR de acordo com o número 

de recorrências de malária causada por P. vivax. 

 

 

5.2.1 Frequência de recorrências de malária causada por P. vivax versus status de CYP2D6 e 

POR 

Em seguida, foi avaliado se o status de CYP2D6 e POR é capaz de influenciar no 

número de recorrências de malária causada por P. vivax. Nota-se que 40% dos indivíduos que 

apresentam múltiplas recorrências possuem mutação em ambos os genes avaliados. Já para os 

demais grupos analisados, as frequências foram semelhantes para aqueles que apresentaram 

única e múltiplas recorrências. No entanto, esses dados não foram considerados estatisticamente 

significativos. 

 

 

 

(a) Proporção de mutação em POR, em que o grupo PORnão-mutada é representado por aqueles que não 

possuem a mutação A503V, enquanto PORmutada é representado por indivíduos que possuem essa mutação 

em homozigose ou heterozigose (n = 100 indivíduos). (b) Proporção de indivíduos que apresentaram <1 

recorrência e múltiplas recorrências de malária causada por P. vivax nos grupos homozigoto não-mutado 

(CC), heterozigoto (CT), homozigoto mutado (TT), e aqueles que possuem mutação em homozigose e 

heterozigose (CT+TT)) (P = 0,889 – Teste Qui-Quadrado). 
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Tabela 13. Frequência de recorrências de malária causada por P. vivax de acordo com o 

status de CYP2D6 e POR. 

Status CYP/POR 
Sem recorrência, % 

(n) 

Única 

recorrência, % 

(n) 

Múltiplas 

recorrências, % 

(n) 

Total, % 

(n) 

CYP2D6normal/PORnãoo-mutada 52,3% (22) 28,5% (12) 19% (8) 43,2% (42) 

CYP2D6alterada/PORnão-mutada 71,4% (15) 19% (4) 9,5% (2) 21,6% (21) 

CYP2D6normal/PORmutada 70,8% (17) 20,8% (5) 8,3% (2) 24,7% (24) 

CYP2D6alterada/PORmutada 60% (6) - 40% (4) 10,3% (10) 

n = número de indivíduos, n = 97. Três indivíduos não foram incluídos nesta análise, visto que apresentam fenótipo 

indeterminado para CYP2D6. Não-mutada: Ausência de mutação em POR. Mutada: Presença de mutação em 

POR. 

5.3 Detecção e quantificação de gametócitos 

5.3.1 Detecção de transcritos de Pvs48/45 por qPCR 

 Foi realizada a detecção por qPCR do alvo Pvs48/45 para todos os 100 indivíduos 

incluídos no estudo. Observamos que em 0 horas (D0), momento em que os pacientes ainda 

não estavam realizando o tratamento com antimaláricos, foi possível detectar o alvo em 94% 

dos indivíduos. Ao avaliar a presença do alvo 72 horas (D3) após o início do tratamento com 

antimaláricos, Pvs48/45 foi detectado em 64% dos indivíduos (Figura 13). 

 Ao avaliar a proporção de transcritos de Pvs48/45 detectados por qPCR em relação à 

presença ou ausência de mutação em POR, observou-se que 96% dos indivíduos homozigotos 

não mutados (CC) eram positivos em 0 horas comparado a 88% dos indivíduos que possuíam 

mutação em heterozigose ou homozigose (CT+TT) (Tabela 14). No entanto, a proporção de 

positivos e negativos em 72 horas foi similar entre os grupos (Figura 14). 
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Figura 10. Proporção geral de Pvs48/45 detectado por qPCR. 

 

 

Tabela 14. Proporção de Pvs48/45 detectado por qPCR em relação ao status de POR. 

  Positivo Negativo P - valora 

CC  

0 horas 0,96 (63) 0,03 (2) 
<0,0001 

72 horas 0,64 (42) 0,35 (23) 

CT  

0 horas 0,89 (25) 0,10 (3) 
0,014 

72 horas 0,57 (16) 0,42 (12) 

TT  

0 horas 0,85 (6) 0,14 (1) 
0,999 

72 horas 0,85 (6) 0,14 (1) 

CT+TT  

0 horas 0,88 (31) 0,11 (4) 
0,024 

72 horas 0,62 (22) 0,37 (13) 

a Teste Exato de Fisher (n = 100). CC: Homozigoto não mutado; TT: Homozigoto mutado; CT: Heterozigoto; 

TT+CT: Frequência de mutação em homozigose ou heterozigose. 

 

 

N = 100; Proporção de Pvs48/45 detectado por qPCR na população de estudo no D0 e D3 (P<0,0001 - 

Teste Exato de Fisher). 
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Figura 11. Proporção de transcritos de Pvs48/45 detectados por qPCR em relação a 

presença ou ausência de mutação em POR. 
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 Quando comparamos a presença de Pvs48/45 em relação ao status de CYP2D6, nota-se 

que a proporção de transcritos detectados foi similar entre os grupos analisados. O alvo foi 

detectado em 94% dos indivíduos com atividade enzimática normal em 0 horas e em apenas 

65% dos indivíduos em 72 horas (Figura 15). Já para aqueles com atividade enzimática alterada, 

97% dos indivíduos eram positivos em 0 horas e 61% em 72 horas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Transcritos de Pvs48/45 detectados por qPCR. Homozigotos não mutados (CC) e em heterozigotos e homozigotos 

mutados (CT+TT). a) Proporção de transcritos de Pvs48/45 detectados por qPCR em 0 horas. b) Proporção de 

transcritos de Pv48/45 detectados por qPCR em 72 horas. 
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Figura 12. Proporção de transcritos de Pvs48/45 detectados por qPCR em relação ao 

status de CYP2D6. 
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Visto que o alvo Pvs48/45 é encontrado em menor concentração durante a infecção, a 

amplificação do alvo por qPCR está sujeita a maiores variações, o que tem implicação direta na 

acurácia da quantificação. Deste modo, a quantificação deste alvo não foi realizada.   

5.3.2 Detecção de transcritos de Pvs25 por qPCR 

 Foi realizada a quantificação de transcritos de Pvs25 por qPCR nas amostras em 0 horas 

e 72 horas. Na figura 16, observa-se que os transcritos de Pvs25 foram detectados em 95% dos 

pacientes em 0 horas e em apenas 77% em 72 horas. 

 

 

 

 

 

N = 97 (três indivíduos possuem fenótipo de CYP2D6 considerado indeterminado, por este motivo foram 

excluídos da análise). 
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Figura 16. Proporção de transcritos de Pvs25 detectados por qPCR. 

 

 

Para analisar os níveis de redução de Pvs25 para cada paciente, foi realizada a divisão 

dos valores de quantificação obtidos em 72 horas por aqueles obtidos em 0 horas, na escala 

logarítmica. A partir disso, foi possível calcular os intervalos interquartis (IQR) e identificar 

quantos pacientes estão inseridos em cada intervalo e quais os seus status de CYP2D6 e POR. 

Dessa forma, o grupo que inclui o primeiro quartil corresponde a uma redução de Pvs25 igual 

ou inferior a -3,875, o grupo que inclui a mediana corresponde ao intervalo >-3,875 e <-1,243 

e o grupo que inclui o terceiro quartil corresponde a uma redução igual ou maior do que -1,243. 

Cinquenta e dois porcento dos indivíduos incluídos no primeiro quartil, isto é, que tiveram 

maior redução de Pvs25, possuem CYP2D6normal e PORnão-mutada (Figura 17). No entanto, é 

interessante observar que a maior parte dos indivíduos que compõem o terceiro quartil, ou seja, 

que apresentaram menor redução de Pvs25, foram aqueles que apresentaram mutação em POR 

(52%) quando comparados com os indivíduos inseridos no primeiro e segundo quartil. Além 

disso, nesse grupo apenas 26% dos indivíduos não apresentavam mutação em CYP2D6 ou POR 

(CYP2D6normal e PORnão-mutada). Apesar disso, não houve diferença estatística significativa entre 

os grupos (P = 0,408 – Teste Qui-Quadrado). 

 

Proporção de pacientes positivos e negativos para a detecção por qPCR de transcritos de Pvs25 em 0 e 72 

horas (n = 100). 
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Figura 13. Distribuição do status de CYP2D6 e POR para os intervalos interquartis das 

taxas de redução de Pvs25. 

Para avaliar a associação entre status de CYP2D6 e POR e a densidade de gametócitos 

(nível de transcritos Pvs25), ajustamos um modelo linear generalizado (GEE) que nos permitiu 

realizar uma análise longitudinal dos dados. No modelo GEE ajustado, os efeitos das variáveis 

idade e parasitemia total (nível de transcritos 18S rRNA) sob a densidade de gametócitos foram 

levados em consideração. Apesar da idade dos pacientes não ter demonstrado relação com o 

número de gametócitos (P = 0,203), a parasitemia total se mostrou significativa (P < 0,001), o 

que nos permitiu determinar que com o aumento de 20% da parasitemia, houve o aumento de 

11% de Pvs25 (IC95%: 8 – 14; Estimativa: 0,572).  

 Quando consideramos a relação entre o tempo (0 horas e 72 horas) e o status das 

enzimas CYP2D6 e POR, observamos que para CYP2D6 não houve diferença estatisticamente 

significativa entre as quantidades de transcritos de Pvs25 detectados em 0 horas e 72 horas 

(Figura 18A). No entanto, quando avaliamos essa relação para POR (Figura 18B), observou-se 

que pacientes com mutação em POR possuem maiores quantidades de transcritos de Pvs25 em 

72 horas quando comparados com pacientes sem mutação (P = 0,02). Assim, em 72 horas, a 

média de Pvs25 daqueles que possuem PORmutada é 8,28 vezes maior do que indivíduos com 

PORnão-mutada (IC95%: 1,24 - 55,2; Estimativa: -3,698). Não houve diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos em 0 horas. Ao avaliar se o status CYP2D6/POR em conjunto tem 

N = 97 (3 indivíduos não foram incluídos na análise visto que apresentam fenótipo de CYP2D6 

indeterminado). 
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algum efeito sobre o clearance de Pvs25, nós observamos que não houve uma associação 

significa entre estes fatores. 

 

Figura 18. Relação entre quantidade de transcritos de Pvs25 e os status de 

CYP2D6 e POR em 0 e 72 horas. 

 

  

 

5.3.3 Concentrações plasmáticas de PQ em pacientes com malária causada por P. vivax  
  

 As concentrações de PQ em 72 horas foram obtidas para 76 indivíduos. Ao avaliar a 

concentração plasmática de PQ de acordo com o sexo dos indivíduos incluídos no estudo, 

observou-se que indivíduos do sexo masculino apresentaram, em média, 180 ng/mL (IQR: 

147,8 - 218,5), enquanto indivíduos do sexo feminino apresentaram cerca de 171 ng/mL (IQR: 

103 – 261). Essa diferença não foi estatisticamente significativa (P = 0,692 – Teste T).  

Análise da relação entre a quantidade de transcritos de Pvs25 detectados por qPCR e os status de CYP2D6 

e POR em 0 e 72 horas. A) Relação entre status de CYP2D6 e a quantidade de transcritos de Pvs25 

detectados. Não houve diferença estatisticamente significativa (n = 97). B) Relação entre status de POR e 

a quantidade de transcritos de Pvs25 detectados. Em 72 horas pacientes com mutação em POR 

apresentavam mais transcritos do que aqueles sem mutação (n = 100, P = 0,02). 
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 Os grupos de indivíduos gUM, gNM-F, gNM-S e gIM apresentaram uma maior 

distribuição de pacientes com concentrações plasmáticas de PQ em torno de 150 a 250 ng/mL 

(Figura 19). No entanto, nota-se que é possível observar uma diferença na mediana da 

concentração de PQ apenas para gUM e gPM, sendo a concentração de PQ em gUM menor do 

para os outros fenótipos avaliados. Em contrapartida, o grupo de pacientes com fenótipo gPM, 

que corresponde à atividade nula de CYP2D6, apresentou maior concentração de PQ do que os 

demais, em torno de 350 ng/mL (P = 0,160 – Teste de Kruskal-Wallis). Uma grande variação 

nas dosagens de PQ pôde ser observado ao avaliar a concentração da droga em 72 horas em 

relação aos principais haplótipos de CYP2D6 que conferem atividade enzimática normal 

(Figura 20). É possível observar uma variação na concentração média de PQ mesmo em 

indivíduos com a mesma atividade enzimática, variando apenas o alelo estrela correspondente.  

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Concentrações plasmáticas de PQ em 72 horas em relação ao fenótipo 

de CYP2D6. 

N = 73; 27 indivíduos foram excluídos da análise devido a apresentação de concentrações plasmáticas de 

PQ abaixo do limite de detecção e 3 possuem fenótipo de CYP2D6 indeterminado. 
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Figura 20. Concentrações plasmáticas de PQ em 72 horas em relação aos principais 

haplótipos de atividade normal de CYP2D6. 
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Para avaliar como a dosagem de PQ pode estar associada à redução de Pvs25 em relação 

ao fenótipo de CYP2D6, primeiramente foram calculados os IQR da concentração de PQ, no 

qual o primeiro quartil corresponde a valores inferiores ou iguais a 151,9 ng/ml, a mediana 

corresponde ao intervalo 177,5 ng/ml e o terceiro quartil equivale a valores iguais ou superiores 

a 216 ng/ml. Na figura 21, é possível observar que aqueles pacientes que continham maior 

concentração de PQ em 72 horas (terceiro quartil) apresentaram menor redução de Pvs25 

quando comparados com aqueles que continham menores concentrações de PQ (primeiro 

quartil e mediana). Vale ressaltar que os indivíduos agrupados no primeiro quartil e mediana 

são, em sua maioria, metabolizadores normais de CYP2D6. Na Tabela 15 estão descritas as 

frequências dos fenótipos de CYP2D6 para os grupos de concentração plasmática de PQ em 72 

horas, no qual é possível observar que a frequência dos fenótipos que conferem atividade 

enzimática normal e alterada são semelhantes entre os grupos. No entanto, o fenótipo que 

confere atividade enzimática nula (gPM) está presente somente no 3º quartil, grupo de 

indivíduos que possui maiores concentrações de PQ e menor redução de Pvs25 em relação aos 

demais grupos. 

 

Na figura estão representados apenas os principais haplótipos de CYP2D6 que conferem atividade 

enzimática normal da enzima. N = 32. 
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Figura 21. Distribuição do fenótipo de CYP2D6 para o primeiro, segundo 

(mediana) e terceiro quartil da concentração de PQ em 72 horas. 

 

  

 

Tabela 15. Frequência de fenótipos de CYP2D6 para o primeiro, segundo (mediana) e 

terceiro quartil da concentração de PQ em 72 horas. 

Fenótipo 1º quartil Mediana 3º quartil 

gUM 9% (2) 3% (1) 5% (1) 

gNM-F 57% (12) 53% (18) 62% (13) 

gNM-S 24% (5) 41% (14) 14% (3) 

gIM 5% (1) - 5% (1) 

gPM - - 9% (2) 

Indeterminado 5% (1) 3% (1) 5% (1) 

Representação gráfica da frequência de fenótipos de CYP2D6 em relação a concentração de PQ em 72 horas 

de acordo com a redução de Pvs25 em escala logarítmica. Foi realizada a análise dos níveis de redução de 

Pvs25 para cada paciente, levando em consideração a razão 72h/0h na escala logarítmica, calculando então 

os IQR. O primeiro quartil corresponde a uma redução de Pvs25 igual ou inferior a -3,875; O grupo que 

inclui a mediana corresponde ao intervalo >-3,875 e <-1,243; O terceiro quartil corresponde a uma redução 

igual ou maior do que -1,243. N = 73 (3 amostras não foram incluídas devido à ausência de dados de 

quantificação de Pvs25 em 72 horas). 
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6 DISCUSSÃO 

6.1 Variabilidade genética de CYP2D6 e POR 

As recorrências de malária causada por P. vivax podem ser ocasionadas por diversos 

fatores, sendo um deles, o reaparecimento dos sinais e sintomas da doença ocasionado pela 

ativação de hipnozoítos (KROTOSKI, 1985).  

O estudo realizado por Bennett e colaboradores (2013) mostrou que a falha terapêutica 

em pacientes que realizaram tratamento com PQ estava associada à presença de polimorfismos 

que caracterizam o fenótipo de metabolização intermediária e nula para CYP2D6. 

Concomitantemente, outros estudos apresentaram a dependência da PQ pelo metabolismo da 

CYP2D6, sugerindo que a presença de polimorfismos no gene poderia influenciar na resposta 

terapêutica, comprometendo assim a eficácia da droga (PYBUS et al., 2013; POTTER et al., 

2015). 

Sabe-se que a heterogeneidade e miscigenação da população brasileira contribui para as 

diferenças de frequências alélicas de CYP2D6 observadas no país (FRIEDRICH et al., 2014). 

Ao avaliar a frequência fenotípica de CYP2D6 para os indivíduos incluídos neste estudo, 

observamos que aqueles que conferem atividade enzimática reduzida tiveram uma frequência 

total de 32% (AS <1,25), que abrange os seguintes fenótipos: gPM (2%), gIM (3%) e gNM-S 

(27%). Um estudo recente do nosso grupo encontrou resultados semelhantes ao avaliar as 

frequências fenotípicas de uma população exposta à malária residentes em Rio Pardo, 

localizado na zona rural do município de Presidente Figueiredo no Amazonas (SILVINO et al., 

2020). As frequências fenotípicas de CYP2D6 encontrada neste estudo foi de 1% para gPM, 

2% para gIM e 21% para gNM-S. Já o estudo realizado por Ladeia-Andrade e colaboradores 

(2019) que avaliou a eficácia da terapia com CQ e PQ em um grupo de pacientes do Vale do 

Juruá (AC), região endêmica para malária, encontrou as seguintes frequências fenotípicas para 

CYP2D6: 5% para gPM, 4% para gIM e 26% para gNM-S (35% para AS <1,25). Uma 

frequência menor do fenótipo de metabolização reduzida (gPM, gIM, gNMS – AS <1,5) de 

19% foi observado na população residente de uma área perirurbana em Manaus no Amazonas. 

Este estudo de coorte realizado por Brasil e colaboradores (2018) investigou como 

polimorfismos e fenótipos de CYP2D6 estão associados à presença de recorrências de malária.  

Estudos anteriores já demonstraram que polimorfismos em CYP2D6 estão associados à 

alteração da metabolização da enzima, o que leva ao aumento do número de recorrências de 

malária ocasionado por falha terapêutica (SILVINO et al., 2016; 2020). Apesar da compreensão 
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do papel da CYP2D6 nos episódios de recorrência de malária, o presente estudo não evidenciou 

essa mesma associação. O principal fator que pode ter influenciado neste achado foi o fato de 

grande parte da população do estudo (79%) ser caracterizada por garimpeiros ou por indivíduos 

que exercem atividades em áreas de garimpo. O trabalho de mineração ocorre ao ar livre, o que 

os torna mais suscetíveis às picadas de mosquitos e, as moradias nessas áreas, quando existem, 

são precárias, o que facilita a transmissão da doença. A atividade mineradora também cria um 

ambiente favorável à reprodução de mosquitos vetores, pois a dragagem de barrancos gera 

poças de água que servem como criadouros artificiais. Além disso, a intensa migração de 

trabalhadores entre essas áreas favorece a circulação de pessoas infectadas, aumentando a 

possibilidade de transmissão (RECHT et al., 2017; COSSA et al., 2021; MURTA et al., 2021).  

Neste estudo, os episódios de malária registrados na plataforma Sivep-Malária entre os 

dias 29⁰ e 180⁰ após o tratamento foram caracterizados como possíveis recorrências. O estudo 

de White (2011) traz evidências de que é possível identificar como possíveis recaídas as 

recorrências registradas até 180 dias após o tratamento em regiões tropicais e temperadas. No 

entanto a alta endemicidade da doença na região faz com que exista a possibilidade de parte das 

recorrências serem na verdade reinfecções, visto que 79% da população de estudo frequentou 

áreas de mineração. Esta pode ser a causa das discordâncias entre os resultados deste estudo e 

outros estudos publicados anteriormente, contudo isso não descarta a influência de CYP2D6 no 

número de episódios de malária já demonstrada anteriormente. 

 Assim como CYP2D6, entende-se que POR também está sujeito à variabilidade genética 

devido à presença de mutações, porém diferente de CYP2D6, não há estudos relacionados à 

frequência alélica e genotípica de POR em infecções maláricas. Nesse estudo, nós avaliamos a 

frequência genotípica de POR, no qual observamos que 28% eram indivíduos heterozigotos 

(CT) e apenas 7% apresentavam a mutação em homozigose (TT). Como exemplo, estes dados 

são semelhantes aos obtidos por Zhang e colaboradores (2011) que avaliou como 

polimorfismos em POR correlacionam-se com variações interindividuais na dose de 

manutenção da varfarina em pacientes norte-americanos submetidos à terapia anticoagulante, 

no qual a frequência de heterozigotos e homozigotos mutados foi igual a 34% e 6,5%, 

respectivamente. 

A compreensão da distribuição alélica e fenotípica desses genes de enzimas 

metabolizadores de antimaláricos é de extrema importância, principalmente nas regiões 

endêmicas para a malária, pois espera-se que estudos posteriores possam auxiliar na escolha do 
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regime terapêutico que seja mais adequado a cada paciente buscando evitar as recorrências de 

malária e os efeitos adversos ocasionados pela metabolização alterada da droga. 

6.2 Densidade de gametócitos em infecções maláricas 

Os gametócitos são essenciais para a transmissão da malária, mas a sua presença no 

sangue periférico não está diretamente associado à sua infectividade. Esta depende de vários 

fatores, tais como, maturidade dos gametócitos, concentração das formas masculinas e 

femininas, bem como da resposta imune do mosquito e hospedeiro humano (SMITH et al., 

1995). Estudos publicados anteriormente já descreveram uma associação entre a densidade de 

gametócitos e a taxa de infecção de mosquitos. No entanto esta associação não era muito forte, 

além de ser variável em baixas concentrações de gametócitos (VAN DER KOLK et al., 2005; 

SCHNEIDER et al., 2007; OUÉDRAOGO et al., 2009; BOUSEMA e DRAKELEY, 2011). 

Além disso, altas densidades de gametócitos nem sempre resultam na infecção do mosquito 

(GRAVES, et al. 1988; GAMAGE-MENDIS et al., 1991) e baixas densidades não excluem a 

possibilidade de infecção (COLEMAN et al., 2004). A falha da infecção de mosquitos, mesmo 

em altas densidades de gametócitos, ocorre principalmente pela imaturidade dos gametócitos 

(LENSEN et al., 1999; HALLETT et al., 2006). 

 Um marcador comumente utilizado na detecção e quantificação de gametócitos maduros 

(estágio V) são os transcritos de Pvs25. Esse alvo é considerado um marcador específico de 

gametócitos femininos que, por sua vez, estão presentes em maior concentração nas infecções 

quando comparados aos gametócitos masculinos (BABIKER et al., 1999; BABIKER e 

SCHNEIDER, 2008). Para determinar a densidade de gametócitos com maior acurácia, também 

é necessário a quantificação de alvos que correspondem aos gametócitos masculinos,  bem 

como estágios jovens e maduros de gametócitos (VAN DIJK et al., 2001). Neste estudo foi 

realizada a detecção de transcritos de Pvs48/45, um marcador de fertilização do gameta 

masculino encontrado em estágios iniciais de gametócitos. Como esperado, observou-se uma 

menor quantificação e positividade para esse alvo nos tempos analisados (0 e 72 horas) quando 

comparado com Pvs25. Esse achado está de acordo com os resultados de Demanga e 

colaboradores (2017) que ao induzirem a gametocitogênese em isolados de P. falciparum, 

observaram maior concentração de gametócitos femininos após o 10⁰ dia de infecção. Os 

autores sugerem que os gametócitos masculinos possuem uma vida útil mais curta, o que resulta 

em maior abundância de gametócitos femininos. Este é um resultado esperado visto que os 

gametócitos masculinos dão origem a outros oito gametas masculinos, diferentemente dos 
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femininos que não sofrem este tipo de modificação e multiplicação celular (BOUSEMA e 

DRAKELEY, 2011). 

 Neste estudo observamos que a parasitemia sanguínea, detectada utilizando o alvo 18S 

rRNA, é um fator que demonstra relação com a gametocitemia, uma vez que se observou que 

o número de gametócitos aumentou quando houve o aumento da parasitemia. Essa associação 

também foi observada por Nguitragool e colaboradores (2017) que determinaram que com o 

aumento de 10 vezes da parasitemia, as chances de detectar gametócitos aumentava em 

aproximadamente 3 vezes. Além disso, a densidade parasitária dos estágios sanguíneos de P. 

vivax foi identificada como fator de risco para a presença de gametócitos, uma vez que a 

gametocitemia aumentou com a parasitemia (ALMEIDA et al., 2018). 

6.2.1 O papel de mutações em genes de enzimas metabolizadoras no clearance de gametócitos 

 Uma vez que não há estudos que tenham avaliado como a variabilidade genética de 

CYP2D6 e POR pode afetar o clearance de gametócitos de P. vivax, nós avaliamos o papel de 

polimorfismos nestes genes na eliminação dos gametócitos de P. vivax em amostras de 

pacientes infectados em uma região endêmica para malária no Brasil. Assim como mostrado 

por Mwaiswelo e colaboradores (2022) para P. falciparum, nós não observamos uma relação 

entre o status de CYP2D6 e a densidade de gametócitos. Um resultado distinto foi obtido por 

Pett e colaboradores (2019) em que indivíduos com status de metabolização lenta/intermediária 

(gPM – 2%; gIM – 38%) para CYP2D6 apresentaram maior prevalência de gametócitos de P. 

falciparum do que aqueles com metabolização normal/ultrarrápida. No entanto, é necessário 

ressaltar que em nosso estudo há poucos indivíduos com o status de metabolização lenta (gPM 

– 2%) e intermediária (gIM – 3%), o que não nos permitiu avaliar o efeito destes fenótipos mais 

extremos no clearance de gametócitos. Ainda assim, neste estudo identificamos uma associação 

direta entre o status de POR e a densidade de gametócitos em 72 horas, no qual indivíduos com 

polimorfismo em POR apresentaram menor redução da densidade de gametócitos em 72 horas 

quando comparados àqueles que não possuíam polimorfismo no gene. Estes achados 

concordam com os de Camarda e colaboradores (2019) que observaram que a atividade 

gametocitocida era maior na presença da enzima POR.  

Apesar de não ser bem compreendido o papel da PQ sobre os estágios sexuados de P. 

vivax, esta droga vem sendo utilizada para a eliminação de gametócitos de P. falciparum há 

muitos anos. De 1924 até meados de 1940, o tratamento era realizado com plasmoquina (PMQ). 

O estudo de Barber e colaboradores (1929) mostraram que a atividade gametocitocida em 

infecções causadas por P. falciparum poderia ser alcançada com doses baixas de PMQ. No 
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início dos anos 50, a PQ substituiu a PMQ por ser considerada mais segura e eficaz no 

tratamento de malária causada por P. vivax. No entanto, não há estudos formais que tenham 

sido capazes de determinar a dose adequada para a atividade gametocitocida em infecções 

agudas de P. falciparum. Embora Rieckmann e colaboradores (1968; 1969) tenham observado 

que as três doses testadas  de PQ (15, 30 e 45 mg) tinham eficácia sobre os gametócitos em 

condições de baixa gametocitemia, o clearance ocorreu mais rapidamente quando 

administrados 45 mg de PQ. Até o momento, todos os estudos que avaliaram as propriedades 

gametocitocidas de 8-aminoquinolinas mostraram consistentemente que a transmissão é 

bloqueada após redução considerável do número de gametócitos (MANSON-BAHR, 1927; 

GREEN, 1929; CHOPRA e BASU, 1937; DICK e BOWLES, 1947; MACKERRAS e 

ERCOLE, 1949).  

Há muitos anos a PQ é utilizada para evitar recaídas da infecção de P. vivax, porém 

apenas recentemente o seu efeito hipnozoiticida foi atribuído à produção de metabólitos ativos 

gerados pela CYP2D6 (PYBUS et al., 2012; BENNET et al., 2013). Apesar da CYP2D6 ser 

considerada a principal enzima metabolizadora da PQ, ela só é capaz de exercer esta função 

devido à doação de elétrons fornecidos pela POR, enzima já descrita em outros estudos por 

estar envolvida em diversos processos metabólicos e, assim como CYP2D6, o gene POR 

também está sujeito a variabilidade genética. Os estudos sobre as mutações em POR iniciaram 

em 2004 no qual foram fornecidos detalhes sobre a sua enzimologia e sobre a presença de 

mutações raras em regiões codificantes do gene que poderiam levar a PORd (ARLT et al., 2004; 

FLÜCK et al., 2004; HUANG et al., 2005). O estudo de Sandee e colaboradores (2010) mostrou 

que algumas variantes de POR possuem diferentes efeitos dependendo do substrato 

metabolizado. O polimorfismo A503V, mais frequente na população, foi capaz de reduzir a 

atividade de CYP2D6 entre 40 e 50%, potencialmente alterando a metabolização de drogas. 

Apenas recentemente a atividade antimalárica da PQ foi associada a uma via bioquímica 

de duas etapas (CAMARDA et al., 2019), no qual realizaram um estudo in vitro que determinou 

a eficácia de metabólitos hidroxilados de PQ (OH-PQm) na atividade gametocitocida e contra 

estágios hepáticos de P. falciparum. Dessa forma, eles determinaram que a atividade 

antimalárica da PQ contra os estágios hepáticos depende do status de CYP2D6 do hospedeiro, 

enquanto OH-PQm exibem atividade direta e independente de CYP2D6. Além disso, 

observaram que OH-PQm apresentam eficácia antimalárica contra gametócitos, e a sua 

produção é significativamente aumentada na presença de POR. O aumento da eficácia ocorre 
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devido à produção direta de OH-PQm pela POR com geração concomitante e excessiva de 

H2O2, levando a atividade antiparasitária.  

 Embora o nosso estudo não tenha encontrado evidências que demonstrem a associação 

de CYP2D6 no clearance de gametócitos, o estudo de Camarda e colaboradores (2019) 

associou a atividade antimalárica da PQ em P. falciparum às duas enzimas do hospedeiro 

(CYP2D6 e POR). No entanto, é válido ressaltar que nosso estudo contou com apenas dez 

indivíduos com mutação em CYP/POR, o que pode ter influenciado nos resultados, 

impossibilitando a análise do efeito conjunto destas enzimas.  Apesar disso, sabe-se que 

mecanismo de ação da droga em infecções causadas por P. vivax ainda não é bem compreendido 

visto que não há estudos semelhantes publicados envolvendo esta espécie. Os nossos achados, 

portanto, enfatizam a importância da compreensão de fatores farmacogenéticos no 

monitoramento de fatores de risco de transmissão, bem como a utilização de tratamento eficazes 

contra estágios do parasito.  

 

6.2.2 Envolvimento de fatores do hospedeiro na concentração plasmática de PQ 

 Estudos anteriores demonstraram que a metabolização reduzida de CYP2D6 pode ter 

implicações diretas na metabolização da PQ, o que pode determinar o sucesso terapêutico a 

partir da disponibilização de níveis adequados da droga na corrente sanguínea (BENNET et al., 

2013; INGRAM et al., 2014). O estudo de Baird e colaboradores (2018) investigou a associação 

entre genótipos e fenótipos de CYP2D6 com a falha terapêutica em infecções causadas por P. 

vivax. Ao analisarem a relação dextrometorfano/dextrorfano (DM/DX) urinária, droga utilizada 

para avaliar a atividade de CYP2D6, observaram que pacientes com maiores concentrações de 

DM/DX tinham mais chances de apresentarem recaídas da doença. O monitoramento dos níveis 

sanguíneos de PQ durante o tratamento pode fornecer uma avaliação confiável da exposição da 

população de parasitos ao medicamento. Além disso, a associação da concentração de PQ com 

desfechos clínicos e parasitológicos é capaz de fornecer informações sobre a eficácia dos níveis 

sanguíneos da droga contra os estágios do parasito (MELLO et al., 2018). 

Nesse estudo, não foi possível observar diferenças significativas entre os fenótipos de 

metabolização normal e reduzida. No entanto, uma diferença clara foi observada para o fenótipo 

mais extremo, que confere atividade enzimática nula (gPM), com concentrações maiores da 

droga quando comparados com os demais grupos. Os mesmos resultados foram observados ao 

avaliar os principais haplótipos de CYP2D6 em relação aos níveis de PQ, no qual o *4/*4 

(metabolização nula) apresentou maiores concentrações da droga. Estes dados corroboram com 
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os demonstrados por Bennet e colaboradores (2013) e Potter e colaboradores (2015) que 

avaliaram o perfil farmacocinético da PQ, observando que os níveis de PQ estavam mais 

elevados em indivíduos que apresentavam fenótipo de metabolização nula. No entanto, o 

principal metabólito da PQ manteve-se em concentrações elevadas tanto em indivíduos com 

fenótipo de metabolização normal quanto alterada. Estes resultados demonstram que a atividade 

enzimática nula impacta o metabolismo da droga e altera a exposição sistêmica dos parasitos à 

droga.  

Além disso, nossos resultados mostram uma grande variação dos níveis de PQ para os 

fenótipos que conferem atividade enzimática normal. O estudo de Gaedigk e colaboradores 

(2018) mostra que essa variabilidade pode ocorrer devido à diversos fatores genéticos do 

indivíduo, como a variação dentro do próprio gene CYP2D6. A atividade em relação a um 

substrato de droga específico também pode ser afetada por mecanismos regulatórios, incluindo 

polimorfismos genéticos em regiões potenciadoras ou expressão diferencial de fatores de 

transcrição ou micro RNAs que podem modular a taxa de tradução de mRNA em proteína.  

 Ainda que os nossos dados estejam de acordo com o que foi demonstrado em estudos 

publicados anteriormente, há limitações para interpretar os níveis sanguíneos de PQ neste 

estudo. Apesar dos dados coletados nos permitirem avaliar a exposição dos indivíduos à droga, 

não foi possível realizar uma análise de farmacocinética. Isso porque não foram realizadas 

coletas de amostras em diferentes dias e horários, o que dificultaria a logística do estudo nesse 

momento. Além disso, o tratamento com antimaláricos não foi supervisionado, fato que pode 

influenciar na interpretação dos resultados, uma vez que não é possível afirmar se houve a 

administração correta do antimalárico.  

 Como desdobramento do presente estudo, o próximo passo é acompanhar os indivíduos 

por um período maior de tempo para avaliar o efeito dos polimorfismos no tempo de clearance 

dos gametócitos de P. vivax. Espera-se com esses achados contribuir para o melhor 

entendimento dos fatores associados à transmissão do parasito e que tem dificultado o controle 

da malária causada por P. vivax.  
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Os principais achados desta pesquisa corroboram a hipótese de que a variabilidade 

genética de POR é um fator determinante para a manutenção da densidade de gametócitos de 

P. vivax. Além disso, outros achados do estudo incluem: 

✓ Gametócitos femininos estão presentes em maior concentração durante a infecção de P. 

vivax; 

✓ A densidade de gametócitos de P. vivax apresenta uma correlação direta com a 

parasitemia sanguínea total; 

✓ O status de CYP2D6 não está associado ao clearance de gametócitos; 

✓ Indivíduos com o fenótipo de metabolização nula de CYP2D6 apresentaram maiores 

concentrações de PQ e redução do clearance de gametócitos. 

 Estes achados reforçam a necessidade da realização de mais estudos relacionando 

fatores farmacogenéticos à manutenção da densidade de gametócitos, buscando determinar 

novos esquemas terapêuticos personalizados com o objetivo de reduzir a transmissão de 

malária. 
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