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Resumo 

A malária, doença infecciosa causada por parasitas do gênero Plasmodium, é um conhecido flagelo das 

populações humanas desde a antiguidade. Na falta de uma vacina, a política de controle baseia-se 

principalmente no diagnóstico rápido e no tratamento dos casos. Devido ao impacto da quimiorresistência 

parasitária no controle, faz-se necessário o constante monitoramento da eficácia de drogas. Portanto, para 

contextualizar o Brasil no panorama mundial, nosso objetivo se constituiu em realizar um estudo descritivo 

sobre a ocorrência de mutações (SNPs) nos genes considerados marcadores moleculares associados à 

resistência como pfcrt, pfmdr1, pfdhfr, pfdhps e pvdhfr, assim como em genes potencialmente associados à 

quimiorresistência (pfatpase6 e pvmdr1) em isolados de P. falciparum e P. vivax coletados nas cidades 

Amazônicas de Porto Velho, Paragominas e Manaus. Para tal, utilizamos PCRs seguidas do sequenciamento de 

DNA. Ao investigarmos a ocorrência de mutações nos genes pfcrt, pfdhfr e pfdhps em amostras de P. 

falciparum provenientes de Porto Velho e Paragominas foi possível detectar 1 isolado apresentando um 

haplótipo ou perfil de sensibilidade CVMNK no gene pfcrt e ACNCSVI no gene pfdhfr e, além disso, pudemos 

observar uma redução no número de mutações no gene pfdhps, ao confrontarmos os nossos resultados com os 

de um estudo retrospectivo. Em relação ao P. vivax, a análise do gene pvmdr1 num conjunto de amostras 

provenientes de Paragominas revelou o predomínio de mutações no códon 976 do gene pvmdr1 

(preliminarmente associado com a resistência à cloroquina) e a presença de haplótipos duplo-mutante FRTNI e 

triplo-mutante FRTNL para o gene pvdhfr. Dando continuidade à caracterização de P. falciparum no Brasil, foi 

estabelecido um registro de base da ocorrência de mutações nos genes pfmdr1 e pfatpase6, em amostras 

procedentes de Porto Velho, Paragominas e Manaus. Tal análise permitiu a identificação de um haplótipo 

prevalente NEF/CDVY no pfmdr1, assim como identificação de mutantes em um único códon  ou duplo-

mutantes (630 e/ou 402) no caso do gene pfatpase6. Também não foi encontrada a mutação 769N, associada 

com a diminuição da susceptibilidade ao arteméter. Concluímos que: (a) existem no Brasil populações 

parasitárias de P. falciparum portando haplótipos sensíveis para o gene pfcrt e o pfdhfr; (b) a mutação no 

códon 976 no gene pvmdr1 pode não ser válida para o monitoramento da resistência à cloroquina em isolados 

brasileiros de P. vivax; (c) as populações de P. vivax avaliadas apresentaram mutações no gene pvdhfr, apesar 

de nunca ter sido instituído o tratamento com sulfadoxina-pirimetamina para malária vivax e; (d) as amostras 

de P. falciparum avaliadas não portavam todos os alelos do gene pfmdr1 associados a um potencial 

desenvolvimento de resistência à combinação arteméter-lumefantrina. 
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Abstract 

 

Acknowledged as a febrile syndrome of human populations since ancient times, malaria is an infectious disease 

caused by parasites of the Plasmodium genus. In the absence of a reliable vaccine, the control policy is based 

mainly on diagnosis and case management. Since parasite chemoresistance is a major factor hampering the 

disease control, there is a need for drug efficacy surveillance. Therefore, to place Brazil into the world scenario, 

our goal was to conduct a descriptive study on the occurrence of mutations (SNPs) in genes acknowledged as 

molecular markers to chemoresistance as pfcrt, pfmdr1, pfdhfr, pfdhps and pvdhfr, as well as in genes 

potentially associated with chemoresistance (pfatpase6 and pvmdr1) in isolates of P. falciparum and P. vivax 

collected in Porto Velho, Manaus and Paragominas cities in Brazilian Amazon. With this aim, we used PCR 

technique followed by DNA sequencing. The analysis of mutations in pfcrt, pfdhfr and pfdhps genes in P. 

falciparum samples from Porto Velho and Paragominas allowed us to detect a single isolate presenting a 

sensitivity profile CVMNK in the pfcrt gene and ACNCSVI in the pfdhfr gene. Additionally, we could observe a 

decrease in the mutations number for the pfdhps gene, when comparing our results with those from a 

retrospective study. Concerning P. vivax, the analysis from Paragominas samples revealed the full 

predominance of mutations at codon 976 in the pvmdr1 gene (preliminarily associated with chloroquine 

resistance), and the presence of double-and triple-mutant haplotypes (FRTNI and FRTNL) for the pvdhfr gene. 

Lastly, to establish a genotypic baseline for pfmdr1 and pfatpase6 genes, P. falciparum isolates from Porto 

Velho, Manaus and Paragominas were also evaluated. This analysis allowed us to identify a major haplotype 

NEF/CDVY in pfmdr1 gene, as well as to detect a single-mutant (in 630 or 402 codons) and double-mutant (in 

630 and 402 codons) when pfatpase6 gene was surveyed. The 769N mutation, associated with decreased 

susceptibility to artemether, was not detected. We conclude that: (a) there exist P. falciparum populations 

presenting sensitive alleles for the gene pfcrt and pfdhfr in Brazil; (b) the 976 mutation in the pvmdr1 gene may 

not be valuable for monitoring chloroquine resistance in Brazilian P. vivax isolates; (c) P. vivax  populations 

herein investigated presented mutations in the pvdhfr gene, although sulphadoxine-pyrimethamine therapy 

has never been preconized for malaria vivax and; (d) the P. falciparum samples analyzed did not carry all alleles 

in the pfmdr1 gene that were associated with a potential development of resistance to artemether-

lumefantrine. 
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1. Introdução 

1.1.  Malária: breve histórico, importância e incidência 

 

A malária, doença infecciosa causada por parasitas do gênero Plasmodium, é um 

conhecido flagelo das populações humanas desde a antiguidade. Sinais clínicos sui generis da 

infecção malárica como febres intermitentes e esplenomegalia foram bem documentados 

em vários relatos provenientes de antigas civilizações como a suméria, assíria, babilônica, 

egípcia, indiana e chinesa. Dentre estes se destacam o livro chinês Nei Ching e o papiro 

egípcio de Ebers, datados de 2700 a.C. e 1570 a.C., que sugeriam a existência dessa doença 

pela ocorrência de episódios febris cíclicos, associados à esplenomegalia (1, 2). 

A primeira descrição detalhada da malária foi feita em 400-500 aC por Hipócrates, o 

“Pai da Medicina”. Nos aforismos do seu trabalho Epidemie ele descreveu as diferentes 

intermitências de febre, associando-as à ingestão de água parada. Hipócrates relacionou 

ainda a ocorrência do paroxismo a períodos sazonais do ano ou mesmo a certos lugares 

pelos quais os doentes haviam passado (1, 3). 

Entretanto, o agente etiológico da malária permaneceu desconhecido por muitos 

séculos. A própria palavra malária é uma derivação do termo em italiano “mal aire” que 

caracterizava o pressuposto de que essa doença seria ocasionada por miasmas, fluidos ou 

emanações maléficas provenientes dos pântanos. Essa suposição foi desmistificada somente 

em 1880, quando o médico francês Charles Alphonse Laveran, trabalhando em Constantine, 

na Argélia, identificou o parasita no interior de hemácias do sangue periférico humano (1), 

descoberta que lhe valeu o prêmio Nobel de Medicina e Fisiologia promulgado em 1907. 

 Alguns anos depois, o médico britânico Ronald Ross encontrou o estágio do parasita 

conhecido como oocisto no interior de um mosquito anofelino que havia se alimentado do 
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sangue de um doente, demonstrando que a malária era transmitida ao homem através da 

picada de um mosquito. Esse achado foi crucial para a descoberta do ciclo biológico de 

desenvolvimento do parasita no homem e no mosquito Anopheles, o qual foi elucidado em 

1899 pelos italianos Amico Bignami, Giuseppe Bastianelli e Giovanni Batista Grassi (1, 3). 

Nesse cenário, a descoberta do papel dos anofelinos na transmissão permitiu o 

desenvolvimento de novas iniciativas para o controle da malária, que era tida como 

endêmica em cerca de 60% da extensão territorial de todo o planeta (4). 

Não obstante os intensos programas de controle utilizados na tentativa de combatê-

la e os progressos obtidos no conhecimento da biologia do Plasmodium desde então, a 

malária ainda hoje pode ser considerada como uma doença parasitária devastadora, que 

compromete o desenvolvimento social e econômico de milhares de pessoas em vários países 

(5).  

Embora tenha ocorrido uma redução substancial do número de áreas afetadas no 

mundo (Figura 1.1) e uma diminuição dos índices de morbi-mortalidade, de acordo com o 

ultimo relatório divulgado pela Organização Mundial de Saúde (OMS), a malária está 

presente em 106 países (dos quais 43 na África e 63 em outras regiões), ocasionando 225 

milhões de casos e 781 mil mortes, somente no ano de 2009. De fato, há uma estimativa de 

765 milhões de pessoas em risco de contrair malária (6), o que equivale atualmente a cerca 

de 11% da população mundial. 
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Figura 1.1: A variação na distribuição global de ocorrência de casos de malária no período de 

1946-1994. Figura retirada de Sachs & Malaney, 2002 (5). 
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1.2.  Agente etiológico e ciclo biológico do Plasmodium em humanos 

 

Nos países afetados, a malária geralmente é causada por uma ou mais das quatro 

espécies “clássicas” de Plasmodium que afetam o homem: P. falciparum, P. vivax, P. 

malariae e P. ovale. Entretanto, motivados por recentes relatos provenientes do Sudeste 

Asiático que verificaram a transmissão de um parasita tipicamente simiano a humanos (7), o 

P. knowlesi foi reconhecido como a quinta espécie responsável pela infecção no homem (8, 

9). Destas espécies, são preponderantes o P. falciparum, que ocasiona a parte majoritária 

das formas graves e letais da doença, e o P. vivax que, apesar de ser responsável por 

considerável morbidade no mundo, foi negligenciado por ser considerado agente etiológico 

de uma infecção benigna (10). 

Os parasitas que causam a malária desenvolvem o mesmo ciclo biológico que se 

alterna entre o hospedeiro humano e o mosquito anofelino (Figura 1.2), nos quais se 

desenvolvem as fases de reprodução assexuada e sexuada, respectivamente. No homem, o 

ciclo da malária naturalmente adquirida se inicia quando um mosquito fêmea do gênero 

Anopheles faz seu repasto sanguíneo, inoculando junto com a sua saliva as formas 

infectantes chamadas esporozoítas, que haviam se acumulado nas glândulas salivares.  

Com pouca frequência, os esporozoítas são injetados na circulação sanguínea. 

Normalmente eles são inoculados no tecido subcutâneo ao redor da picada, podendo ali 

permanecer por algumas horas, ou migrar imediatamente para um capilar sanguíneo ou 

mesmo para um nódulo linfático, donde seguirão para o fígado a fim de invadir hepatócitos 

(11, 12).  
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A invasão de um hepatócito ocorre através de uma invaginação da membrana 

plasmática celular e formação de um vacúolo, denominado parasitóforo, que circunda o 

esporozoíta. Entretanto, há evidências de que os esporozoítas atravessam várias células, 

rompendo a membrana celular das mesmas, antes de alcançar aquela onde se dará o 

prosseguimento do ciclo biológico (11, 12). Entretanto, para as espécies P. vivax e P. ovale os 

esporozoítas podem permanecer quiescentes nas células do fígado por um longo período de 

tempo, transformando-se nos ditos hipnozoítas.  

Dentro do vacúolo parasitóforo, o esporozoíta inicia, então, uma fase de reprodução 

assexuada conhecida como ciclo exo-eritrocítico ou esquizogonia pré-eritrocítica, gerando 

uma forma multinucleada chamada de esquizonte que dará origem a até 26 merozoítas, os 

quais serão liberados na luz dos sinusóides hepáticos através de estruturas conhecidas como 

merossomos (13), quando a célula parasitada, muito distendida e alterada 

morfologicamente, romper-se.  

Muitos merozoítas serão fagocitados e destruídos por células de defesa. No entanto, 

outros conseguirão invadir hemácias e dar origem ao ciclo sanguíneo no qual ocorrerão 

seguidas fases de reprodução assexuada que se repetem em prazos normalmente regulares, 

marcando o paroxismo típico da doença. Nessa fase chamada de esquizogonia sanguínea, o 

merozoíta se transformará ciclicamente em trofozoíta jovem ou anel, o qual se transformará 

em trofozoíta maduro e seguirá para esquizonte, de forma a originar novos merozoítas. 

O processo de invasão dos merozoítas nas hemácias é similar ao dos esporozoítas nos 

hepatócitos, envolvendo a ligação de receptores presentes nas membranas do parasita e do 

hospedeiro, permitindo a reorientação do complexo apical do parasita contendo as roptrias 

e os micronemas, que são estruturas necessárias para a invaginação da membrana celular do 
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hospedeiro e a formação do vacúolo parasitóforo aonde o parasita irá se replicar e se 

desenvolver (14). 

Entretanto, à medida que novas fases de esquizogonia se completam, certos 

trofozoítas jovens se transformarão em macro e microgametócitos ou gametócitos fêmea e 

macho, respectivamente, estimulados por mecanismos ainda desconhecidos (15). Esses 

gametócitos são incapazes de se fertilizar no hospedeiro humano e ficarão circulando no 

sangue do homem até que um mosquito fêmea os sugue, ocasião em que irão encaminhar-

se para a luz do estômago do inseto. É nesse local onde a reprodução sexuada ou 

fecundação dos gametócitos ocorrerá, dando origem a um zigoto que se transformará em 

oocineto. 

Assim, a forma móvel de oocineto irá perfurar o epitélio do estômago no qual ele 

próprio se alojará para se transformar num oocisto. No oocisto iniciar-se-ão as esporogonias, 

dando origem aos esporozoítas que serão liberados na hemocele do anofelino no momento 

da ruptura do cisto. Neste momento, irão migrar para as glândulas salivares, estando aptos a 

reiniciar o ciclo quando inoculados através de um novo repasto sanguíneo (16). 
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Figura 1.2: Ciclo de desenvolvimento dos diferentes estágios biológicos dos plasmódios que 

infectam o homem. Figura retirada de Dahlström, 2009 (17). 
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1.3.  Estratégias de controle da malária 

 

Os esforços para controlar a malária em larga escala remontam ao final do século XIX, 

com a descoberta do parasita e da sua transmissão por mosquitos anofelinos. Durante a 

primeira metade do século XX, quando 178 países eram considerados endêmicos, pouco 

progresso se obteve no controle, em parte porque os esforços foram descontinuados com a 

ocorrência da primeira e segunda guerra mundial (18).  

No entanto, a partir de 1945, vários países no mundo conseguiram interromper a 

transmissão de malária, impulsionados pelo uso do inseticida DDT (dicloro difenil-etano) e 

pelo Programa de Erradicação Global da Malária, preconizado pela OMS em 1955. Porém, 

devido a problemas administrativos, financeiros e técnicos, esse programa foi abandonado 

em 1969, quando se reconheceu que a erradicação não era viável em todas as partes do 

mundo (19). Assim, após o término desse programa, embora a maioria dos países nos quais 

a malária tinha sido eliminada continuasse livre da doença, muitos dos países endêmicos 

ficaram desmotivados. Essas circunstâncias, aliadas a outras causas de ressurgimento da 

malária como a quimiorresistência dos mosquitos ao DDT e as migrações da população 

humana, levaram a um aumento substancial no número de casos em todo o mundo durante 

os anos 70 e 80 (18). Portanto, em uma conferência realizada pela OMS em Amsterdã em 

1992, foram estabelecidas as principais diretrizes na qual se baseiam os atuais programas de 

controle da morbidade e mortalidade por malária.  

Na falta de uma vacina, as atuais políticas estratégicas para o controle da malária são 

baseadas em duas grandes abordagens – prevenção e gerenciamentos dos casos. Juntas, 

essas intervenções atuam contra a transmissão do parasita pelo vetor aos seres humanos (e 
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dos humanos para os mosquitos) e também contra o desenvolvimento da doença e de casos 

graves em humanos. 

A prevenção, através do controle vetorial, objetiva impedir a população de picadas 

de anofelinos infectados, por meio da redução do contato com os humanos e da densidade 

populacional dos mosquitos. Nesse sentido, as duas intervenções mais utilizadas são as telas 

mosquiteiras impregnadas com inseticidas de longa duração (LLINS ou long-lasting 

insecticide-treated nets) e a aplicação intradomiciliar de inseticidas de ação residual (IRS ou 

indoor residual spraying) (6). 

Por outro lado, a política de gerenciamento dos casos objetiva reduzir a morbidade e 

a mortalidade por malária através do diagnóstico rápido e do tratamento adequado, de 

forma a prevenir a progressão de casos não complicados para casos graves, potencialmente 

fatais (6). Essa estratégia proporciona benefícios não somente de cunho individual mas 

também de cunho coletivo, visto que o diagnóstico precoce propicia a rapidez no tratamento 

evitando que apareçam na circulação periférica formas infectantes para os mosquitos, 

bloqueando, assim, a transmissão.  

Além disso, é importante mencionar que a malária na gravidez é uma das principais 

causas de resultados adversos do nascimento (20), razão pela qual uma intervenção 

profilática para este grupo de risco, conhecida como tratamento intermitente preventivo 

(IPT ou intermittent preventive treatment), é recomendada pela OMS para mulheres 

grávidas em áreas de alta transmissão. Recentemente, essa mesma estratégia profilática foi 

expandida de forma a incluir também crianças, grupo esse que compreende 85% do total de 

casos e 90% das mortes notificadas somente na África (21). 
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1.4.  Quimiorresistência 

 

A quimiorresistência é definida sucintamente como a “capacidade de uma célula 

sobreviver e / ou se multiplicar na presença de uma droga em níveis iguais ou superiores ao 

recomendado, mas dentro do limite de tolerância do paciente”, apresentando-se como um 

tema recorrente na história do controle de muitas doenças infecciosas (22).  

Em se tratando de malária, observou-se não só este fenômeno como também a 

ocorrência de resistência cruzada, eis que por muitas décadas o controle dessa endemia se 

baseou em um número limitado de drogas, por vezes da mesma família química (Tabela 1.1). 

Dentre elas, podemos destacar a cloroquina (CQ), uma droga de baixo custo, segura, pouco 

tóxica e com rápida ação parasiticida (23), que foi utilizada por cerca de 50 anos para o 

tratamento da malária não complicada para P. falciparum e, ainda hoje, é utilizada para o 

tratamento de P. vivax. 

 

Classe química Drogas 

4-aminoquinoleínas Cloroquina, amodiaquina, piperaquina 
8- aminoquinoleínas Primaquina 
Amino-álcoois Quinina, quinidina, mefloquina, lumefantrina 
Sulfonamidas Sulfadoxina 
Diaminopirimidinas Pirimetamina 
Lactonas sesquiterpênicas Artemisinina, arteméter, artesunato, dihidroartemisinina  
Lincosamidas Clindamicina  
Tetraciclinas Tetraciclina, doxiciclina 

 

Tabela 1.1: Principais drogas antimaláricas disponíveis para o tratamento da malária e suas 

respectivas classes, de acordo com a sua estrutura química. 
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No caso do P. falciparum, a descoberta de parasitas resistentes à CQ ocorreu quase 

que simultaneamente no final dos anos 50 na Colômbia e na fronteira da Tailândia com o 

Camboja (24-26), o qual culminou na dispersão dos parasitas resistentes pelo mundo nas 

duas décadas seguintes (Figura 1.3a). Posteriormente, com o amplo uso da sulfadoxina-

pirimetamina (SP) como droga alternativa para o tratamento da malária não complicada em 

áreas onde a CQ não era mais eficaz, constatou-se também o rápido surgimento de 

resistência na fronteira da Tailândia com o Camboja, no final dos anos 60 (27), e também em 

áreas da América do Sul como Brasil e na Colômbia, nos anos 70-80 (28, 29), assim como a 

subsequente dispersão das cepas resistentes pelos continentes (Figura 1.3b) (30). Tais 

eventos marcaram com grande impacto o controle e modificaram a epidemiologia da 

malária, pois resultaram num aumento de custo e elevação considerável dos índices globais 

de morbidade e mortalidade a partir da década de 70 (31-33). 

Diferentemente do P. falciparum, para o P. vivax a resistência à CQ foi observada 

somente em 1989 na Papua Nova Guiné (34), ao qual se seguiram outros relatos na Oceania, 

Ásia e América do Sul (35), totalizando em 21 o número de países afetados por esse 

acontecimento (22). Até o momento, embora esse fenômeno não tenha aparentemente 

impactado nos índices de morbi-mortalidade por P. vivax, a quimiorresistência tem sido 

apontada por alguns autores como um dos fatores ligados ao recente surgimento de casos 

graves por malária vivax (36, 37). 
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Figura 1.3: Emergência e dispersão de isolados de P. falciparum resistentes à CQ (a) e à SP 

(b) pelos continentes.  As setas representam as principais rotas de dispersão. Figura 

adaptada de Dondorp et al, 2010 (30). 

 



13 
 

Em consequência do aumento nos níveis de morbimortalidade e da dispersão 

mundial de isolados de P. falciparum resistentes à CQ e à SP, desde 2001 a OMS recomenda 

o uso da terapia combinada à base de artemisinina (ACT) como tratamento de primeira linha 

para esta malária. Nessa terapêutica de combinação, a possibilidade de seleção de parasitas 

resistentes é minimizada, pois a maior parte da carga parasitária é eliminada pela rápida 

ação da artemisinina (ART) e / ou seus derivados, cuja concentração decai rapidamente na 

circulação sanguínea. Logo, a tarefa de extinguir a parasitemia residual recai para a droga 

parceira que permanece mais tempo em circulação (38). 

A introdução dos ACTs, junto com intervenções complementares como o uso de telas 

mosquiteiras impregnadas e a aplicação intradomiciliar de inseticidas, foi fundamental para 

a recente melhora obtida no controle da malária. Desde o início dessa fase de controle, um 

número crescente de países vem registrando decréscimos no número de casos confirmados 

de malária, assim como uma redução no número de mortes de quase um milhão em todo o 

mundo para 781.000 em 2009, como já mencionado (6). 

A eficácia dessa medida de controle parecia resguardada da geração de resistência 

até que, em 2005, surgiram relatos de parasitas provenientes da Guiana Francesa com 

reduzida sensibilidade in vitro ao arteméter (39). Em oposição, estudos realizados, 

posteriormente, em diferentes áreas do mundo não confirmaram esta observação (40-43).  

Entretanto, no final de 2008, uma forte evidência de quimiorresistência foi 

constatada no Camboja (44), onde se observaram dois casos de malária falciparum com 

parasitas apresentando redução na sensibilidade in vitro à dihidroartemisinina e um 

prolongamento significativo no tempo de resolução da parasitemia após o tratamento com 

artesunato administrado em monoterapia (52 h em média para 95 e 133 h). Por conseguinte, 

esse relato parece ser a primeira evidência de quimiorresistência clínica às ARTs (30, 45). 
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1.5.  Métodos de avaliação e monitoramento da quimiorresistência 

 

  Diante desse fenômeno, monitorar continuamente a eficácia de antimaláricos foi, e 

ainda é, um componente fundamental das estratégias de controle da doença, de forma que 

seja possível se detectar mudanças na susceptibilidade de parasitas a determinadas drogas 

assim como sua dispersão, permitindo que seja efetuado, se necessário, uma revisão das 

recomendações terapêuticas para instituir uma política de tratamento com maior impacto 

para a malária. 

Basicamente, podemos relacionar as quatro abordagens recomendadas para 

investigar a resistência dos plasmódios a uma droga antimalárica, segundo a OMS (46): 

i) O clássico follow-up in vivo ou estudo da eficácia terapêutica, que é estimado 

com base nas respostas clínica e parasitológica, obtidas no acompanhamento 

do tratamento de um paciente por um período pré-estabelecido e em 

condições controladas (Tabela 1.2). Nessa análise, o resultado final é 

influenciado não só pela imunidade do paciente, assim como por variações 

individuais na farmacocinética, refletindo a interação entre droga, hospedeiro 

humano e parasita. Além disso, tal estudo deve também ser associado a uma 

análise molecular suplementar, para discriminar a origem da parasitemia 

recorrente, de forma a distinguir possíveis falhas no tratamento devido à 

quimiorresistência (denominada pelo termo recrudescência) ou falhas no 

tratamento devido à ocorrência de uma nova infecção ou mesmo por uma 

recaída no caso de P. vivax, a qual pode ser observada durante o 

acompanhamento; 
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ii) Os testes in vitro os quais são baseados na inibição do crescimento de isolados 

clínicos em cultura, expostos a diferentes faixas de concentração de drogas, a 

fim de medir a sensibilidade intrínseca dos parasitas aos antimaláricos, sem as 

influências de fatores do hospedeiro. Esses ensaios servem como um sistema 

de alerta preliminar, visto que a resistência clínica é precedida pela resistência 

in vitro;  

iii) Os ensaios para mensuração da concentração de drogas ou seus metabólitos 

no sangue, plasma ou soro de um indivíduo, que funcionam como uma forma 

de discriminação entre falhas no tratamento relativa à recrudescência ou 

falhas no tratamento devido à presença de droga em concentração 

subterapêutica, e por último;  

iv) A genotipagem de marcadores moleculares, a qual é realizada através da 

identificação de mutações genéticas ou fenômenos de amplificação gênica, 

que foram previamente relacionados ao desenvolvimento de resistência às 

drogas antimaláricas. Esses ensaios, enquanto instrumentos de saúde pública 

moderna servem como um sistema de alerta preliminar (visto que tais eventos 

genéticos podem preceder em muito a resistência clínica) e são utilizados 

frequentemente como uma ferramenta de monitoramento e dispersão de 

populações. 

 

No entanto, no caso do P. vivax tais metodologias são bastante elusivas, 

principalmente por causa das limitações técnicas para se fazer o reconhecimento da 

verdadeira quimiorresistência, isto é, a distinção entre a origem da parasitemia recorrente, 

que pode ser ocasionada por: (a) uma nova infecção, (b) pela resistência parasitária ou (c) 



16 
 

simplesmente pela ativação de hipnozoítas abrigados no fígado (denominado como relapso). 

Aliados a esse fato, em P. vivax não há uma metodologia eficaz para o cultivo contínuo in 

vitro de parasitas, e não foram identificados marcadores moleculares associados com a 

quimiorresistência à CQ.  

Na prática, a análise da resistência à CQ em P. vivax é realizada através do 

acompanhamento in vivo por 28 dias, complementada por uma análise de dosagem no 

sangue da concentração da CQ e do seu metabólito principal, a desetilcloroquina. Portanto, 

são considerados como parasitas resistentes aqueles que persistirem no sangue na presença 

de níveis de CQ e de seu metabólito superiores a 100 ng/mL (47), a despeito da possibilidade 

de serem oriundos do fígado ou mesmo de uma nova infecção. 
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Classificação das respostas ao 

tratamento 

 

 

Critérios para classificação 

 

 

Early treatment failure (ETF) 

ou falha precoce no 

tratamento 

 

• Sinais de perigo ou malária grave no dia 1, 2 ou 3 
na presença de parasitemia;  

• Parasitemia no dia 2 maior que a do dia 0, 
independentemente da temperatura axilar;  

• Parasitemia no dia 3, com temperatura axilar ≥ a 
37,5°C e 

• Parasitemia no dia 3 ≥ a 25% da contagem inicial 
do dia 0. 

 

 

 

Late clinical failure (LCF) ou 

falha clínica tardia 
 

• Sinais de perigo ou malária grave na presença de 
parasitemia em qualquer dia entre o dia 4 e o dia 
28 (ou dia 42) em pacientes que não se 
enquadraram a nenhum dos critérios de falha 
precoce no tratamento e 

• Presença de parasitemia em qualquer dia entre o 
dia 4 e o dia 28 (ou dia 42) em pacientes com 
temperatura axilar ≥ a 37,5°C que não se 
enquadraram a nenhum dos critérios de falha 
precoce no tratamento. 

 

Late parasitological failure 

(LPF) ou falha parasitológica 

tardia 
 

 

• Presença de parasitemia em qualquer dia entre os 
dias 7 e 28 (ou dia 42) em pacientes com 
temperatura axilar < a 37,5°C que não se 
enquadraram a nenhum dos critérios de falha 
precoce no tratamento ou falha clínica tardia. 

Adequate clinical and 

parasitological response 

(ACPR) ou resposta clínica e 

parasitológica adequada 

 

• Ausência de parasitemia no dia 28 (ou dia 42), 
independentemente da temperatura axilar, em 
pacientes que não se enquadraram a nenhum dos 
critérios de falha precoce no tratamento, falha 
clínica tardia ou falha parasitológica tardia. 

 

Tabela 1.2: Critérios para classificação das respostas clínica e parasitológica em estudos de 

eficácia terapêutica conduzidos em 28 ou 42 dias. As avaliações devem ocorrer nos dias 0, 1, 

2, 3, 7, 14, 21 e 28 ou 0-28 + 35 e 42. O follow-up de 28 dias é recomendado para drogas 

como a amodiaquina (AQ), derivados da ART, lumefantrina (LM), quinina (QN), CQ e SP, 

enquanto que o de 42 dias é indicado para drogas como a mefloquina (MQ) ou a piperaquina 

(46). 
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Dentre as metodologias apresentadas, os estudos de follow-up in vivo são clássicos e 

considerados como o padrão ouro para a avaliação da eficácia de drogas (46). Entretanto, 

como já mencionado, é preciso ressaltar que, por vezes, a observação pura e simples de 

falha no tratamento pode não ser uma indicação verdadeira de quimiorresistência 

parasitária. Precisamos considerar que, nesse sistema, vários fatores influenciam o resultado 

final, como por exemplo, a imunidade, a aderência correta ao tratamento prescrito, a 

qualidade das drogas administradas, as possíveis interações com outros medicamentos 

previamente utilizados, assim como as variações individuais na farmacocinética e 

farmacodinâmica (48). Dessa forma, durante o estabelecimento das abordagens para o 

estudo da quimiorresistência parasitária, outras análises se fizeram necessárias para a 

complementação e a confirmação dos resultados observados. 
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1.6.  Marcadores moleculares 

 

Descritos recentemente, os marcadores moleculares podem ser definidos como 

alterações genéticas preditoras de fenótipos, observáveis in vivo, representando uma nova 

ferramenta de saúde pública que permite não só detectar a quimiorresistência como 

observar dispersões, mudanças e tendências nos padrões de susceptibilidade às drogas. De 

uma forma geral, a genotipagem desses marcadores é realizada através da reação da 

polimerase em cadeia (PCR ou polymerase chain reaction) de modo a permitir a detecção de 

mutações de um único nucleotídeo (SNP ou single nucleotide polymorphism) em genes que 

foram previamente associadas ao desenvolvimento de quimiorresistência. Tal detecção 

pode ser primordialmente feita pelas técnicas de sequenciamento de DNA ou ainda através 

da utilização de enzimas de restrição num procedimento denominado RFLP ou restriction 

fragment lenght polymorphism. 

O desenvolvimento desses testes foi impulsionado em consequência das limitações 

dos testes tradicionais in vivo e in vitro, tendo surgido a partir de extensivas investigações 

sobre os mecanismos moleculares que propiciavam o fenótipo de resistência no parasita 

(49). Assim, seja através de clonagem e sequenciamento de genes homólogos a genes 

implicados na quimiorresistência em outros organismos, ou através de estratégias clássicas 

de genética reversa para analisar a progênie de cruzamentos entre cepas sensíveis e 

resistentes, foram identificados os potenciais genes candidatos. Nesse contexto, foram 

descritas as diferenças na sequência do DNA ou na expressão gênica entre cepas sensíveis e 

resistentes, permitindo a investigação da associação entre os fenótipos in vitro com 

alterações genéticas, tal qual SNPs ou mesmo alterações na expressão e no número de 

cópias de tais genes (50, 51). 
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Desta maneira, relações causais puderam ser estabelecidas entre os genes portando 

os marcadores identificados e a resistência in vitro, que foram confirmadas 

subsequentemente em estudos de transformação gênica nos quais substituições da 

sequência de DNA eram induzidas artificialmente, conferindo mudanças de susceptibilidade 

em cepas de P. falciparum cultivadas in vitro (52, 53) ou ainda em células de Saccharomyces 

cerevisae recombinante (54, 55). 

 Os subcapítulos que se seguem descreverão especificamente os genes que atraíram o 

interesse para a elucidação dos mecanismos de resistência de P. falciparum à CQ, os genes 

implicados na resistência de P. falciparum e P. vivax à SP, assim como a busca de marcadores 

para P. vivax resistentes à CQ e para a recém-descrita quimiorresistência de P. falciparum 

aos derivados da ART (44, 56, 57). 
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1.6.1.  Pfmdr1 

 

A elucidação das bases moleculares do fenômeno de resistência às drogas é um tema 

muito ativo de pesquisa com características multidisciplinares. De uma forma simplista, a 

quimiorresistência ocorre quando há uma alteração na interação do fármaco com seu alvo 

molecular e / ou na disposição intracelular daquele medicamento. Portanto, considerando 

que muitas drogas necessitam se difundir para o interior da célula, não é de forma alguma 

surpreendente que o fenômeno de transporte tenha sido implicado na geração da 

quimiorresistência em vários organismos, como células tumorais, bacterianas e também em 

parasitas como o P. falciparum (58). 

Curiosamente, as tentativas de explicar a quimiorresistência à CQ do P. falciparum 

revelaram que esse fenômeno compartilhava características fenotípicas muito similares a de 

linhagens celulares clássicas de câncer de mamíferos (59). Nessas células, a resistência é 

ocasionada pela superexpressão de genes de múltipla-resistência a drogas (mdr), 

codificando transportadores de membrana como a P-glicoproteína (P-gp) que é capaz de 

expulsar diversos agentes quimioterápicos, relacionados ou não, para o exterior celular, 

usando a energia proveniente da hidrólise de moléculas de adenosina trifosfato ou ATP (60, 

61). 

Por esta razão, vários esforços foram empreendidos na busca de ortólogos ao mdr 

em P. falciparum, os quais resultaram na descrição de dois genes, denominados pfmdr1 e 

pfmdr2 (62, 63). Entretanto, considerando que o envolvimento do pfmdr2 na geração da 

resistência à CQ foi descartado em função da inexistência de polimorfismos ou mesmo de 

alterações na expressão gênica entre o fenótipo de cepas resistentes e sensíveis, estudos 

mais detalhados foram realizados junto ao gene pfmdr1 (59, 64). 
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Assim sendo, verificou-se que o gene pfmdr1 presente no cromossomo 5 do parasita 

codificava uma proteína de aproximadamente 160 kDa, nomeada Pgh-1, que se localiza na 

membrana do vacúolo digestivo do parasita - organela intracelular do parasita, local de 

degradação de moléculas de hemoglobina. A conformação estrutural desta proteína é típica 

da família de transportadores de membrana ABC, caracterizada por 2 domínios homólogos, 

cada qual contendo 6 segmentos hidrofóbicos transmembrana, seguidos de um domínio 

hidrofílico voltado para o citoplasma celular (65). 

De fato, os polimorfismos identificados nos códons 86, 184, 1034, 1042 e 1246 

no gene pfmdr1 foram implicados na modulação de respostas in vitro à CQ, assim como na 

susceptibilidade a outros antimaláricos como a QN, AQ, halofantrina, MQ e ART (66-71) 

(Figura 1.4). Somada à ocorrência de mutações, a amplificação do gene pfmdr1 também foi 

associada com resistência in vitro à QN, MQ, LM, ART e halofantrina (72, 73), assim como a 

recrudescência in vivo com a terapia artesunato-MQ, no Camboja (74). 

Dentre estas mutações, a troca do aminoácido selvagem asparagina (N) para a 

tirosina (Y) no códon 86 foi estudada amplamente com o uso de técnicas de PCR para 

detectar esta mutação, em parasitas avaliados através de estudos in vitro, in vivo ou ainda 

em isolados de campo provenientes de diferentes países com faixas variáveis de resistência 

à CQ (75). Entretanto, o papel dessa mutação não foi decisivo como um preditor da 

resistência à CQ porque, em alguns estudos, foi encontrada uma forte associação entre a 

presença de 86Y e a resistência à CQ (76-80), enquanto em outros tal associação não foi 

evidenciada (81-84). Com efeito, baseado em um estudo de transfecção alélica, ficou 

constatado que as mutações no gene pfmdr1 não eram suficientes para causar a resistência 

à CQ, mas poderiam modular a resposta à CQ, assim como às outras drogas antimaláricas 

(68).  
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Atualmente, acredita-se que a molécula de Pgh-1 atue como um importador de 

drogas do citoplasma para o vacúolo digestivo, de modo que as diferentes mutações afetam 

tal capacidade de importação podendo contribuir, portanto, para uma acumulação 

intracelular diferencial, a qual poderia comprometer a susceptibilidade do parasita, 

dependendo do fármaco em questão (60). 

Ademais, a influência das mutações do pfmdr1 foi estendida também às terapias 

combinadas quando surgiram recentes relatos de seleção in vivo de alguns alelos do gene 

pfmdr1, durante acompanhamentos da eficácia terapêutica aos ACTs. Notadamente, 

podemos citar os alelos N86 (asparagina no códon 86), 184F (fenilalanina no códon 184) e 

D1246 (aspartato no códon 1246) que estavam presentes em parasitas isolados em novas 

ocorrências de parasitemia (recorrências), observadas após o tratamento com a combinação 

arteméter-lumefantrina (AL) (43, 85-88). Esse fato poderia representar uma seleção inicial 

de parasitas com potencial para resistência, visto que os mesmos foram isolados num 

momento em que a concentração da droga parceira (LM) era subterapêutica (89). 

A despeito da utilização massiva da CQ por muitos anos, o fenômeno de 

quimiorresistência só surgiu 12 anos após do início de sua utilização em 1945. Esse fato 

indicava que muito provavelmente a resistência a CQ se tratava de um fenômeno genético 

complexo, no qual múltiplos mediadores estariam envolvidos e interagindo, um fenômeno 

molecular conhecido como epistasia (90-92).  
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Figura 1.4: Topologia predita da Pgh-1, codificada pelo pfmdr1. As setas indicam os sítios 

polimórficos associados com alterações na resposta a drogas em P. falciparum. Em verde 

observamos os sítios de ligação a moléculas de ATP (NBD ou nucleotide binding domain). A 

parte superior da figura representa o interior do vacúolo digestivo e a parte inferior 

representa o citoplasma da célula parasitária. Figura adaptada de Sanchez et al, 2010 (93). 
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1.6.2. Pfcrt 

 

Enquanto isso, outro candidato promissor para a quimiorresistência à CQ em P. 

falciparum era identificado de forma análoga aos estudos sobre o pfmdr1 (64). Utilizando 

uma técnica de cruzamento entre duas cepas fenotipicamente distintas (94) e, com o auxílio 

de mapeamento dos sítios de recombinação da progênie com RFLP (95, 96), foi identificada 

uma região com 36 kb no cromossomo 7, que possuía várias fases de leitura em potencial 

(ORFs), denominadas cg, em homenagem a motivação de busca de um candidato a 

marcador para a resistência à CQ, ou candidate gene.  

Na tentativa de localizar polimorfismos que poderiam se correlacionar com o 

fenótipo de resistência, tais ORFs foram avaliadas em isolados de P. falciparum de todo o 

mundo, ocasião em que um gene, cg2, foi fortemente associado, embora não 

completamente, com a ocorrência de quimiorresistência (97). Entretanto, estudos 

posteriores de transfecção alélica mostraram que o cg2 não influenciava o nível de 

susceptibilidade dos parasitas transformados (98). Porém, em função da forte associação 

observada naquela região, acreditava-se que outro gene, próximo ao cg2, poderia propiciar 

a quimiorresistência (64). 

Nesse momento, uma ORF altamente fragmentada em 13 éxons foi localizada nas 

sequências de DNA adjacentes, cujos polimorfismos estavam perfeitamente associados ao 

fenótipo de quimiorresistência à CQ em 40 cepas de P. falciparum avaliadas (99). Este gene, 

batizado de pfcrt (chloroquine resistance transporter), foi caracterizado como um 

transportador de 45 kDa com 10 domínios trespassando a membrana do vacúolo digestivo 

do parasita, contendo sítios que podem ser fosforilados cuja função parece ser a de envio 

dessa proteína à membrana do vacúolo (99, 100) (Figura 1.5). 
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 O pfcrt se mostrou polimórfico em vários códons, ao passo que uma mutação no 

códon 76 (K76T, trocando uma lisina para treonina) era encontrada consistentemente em 

parasitas com perfil de quimiorresistência in vitro. De fato, essa mutação foi proposta como 

o marcador molecular para a avaliação da susceptibilidade de isolados à CQ (101). Em 

estudos subsequentes, à exceção de alguns (81, 102), a 76T estava associada a falha 

terapêutica à CQ (82, 103-106) e, além desta, outras mutações nos códons adjacentes como 

72, 74 e 75 também foram coligadas à geração de resistência (99). 

Em relação à K76T, esta mutação é tida como a responsável pelo mais provável 

mecanismo que ocasiona o fenótipo de quimiorresistência à CQ em P. falciparum. A troca de 

carga eletrostática ocasionada pela mudança do aminoácido lisina (K) para treonina (T) 

propiciaria que a molécula de pfcrt mutada mediasse o efluxo da CQ para fora do vacúolo 

digestivo, afastando-a, desta maneira, do seu sítio de ação (93). 
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Figura 1.5: Topologia predita do transportador pfcrt de P. falciparum. As setas pretas 

indicam os múltiplos sítios polimórficos. A mutação chave K76T é indicada por uma seta 

vermelha e os sítios de fosforilação são indicados por setas verdes. A parte superior da figura 

representa o interior do vacúolo digestivo e a parte inferior representa o citoplasma da 

célula parasitária. Figura adaptada de Sanchez et al, 2010 (93). 

 

É importante mencionar que, frequentemente, as mutações que ocasionam a 

resistência também provocam efeitos deletérios ao metabolismo celular, visto que as drogas 

utilizadas na quimioterapia têm normalmente por alvo proteínas estruturais e proteínas 

atuantes no metabolismo basal, associadas ao crescimento celular. Por isso, na ausência da 

pressão seletiva da droga, os parasitas quimiorresistentes, quando comparados com as 

cepas sensíveis, apresentam uma redução de fitness, afetando sua sobrevivência e 

multiplicação (107). 
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Entretanto, estudos epidemiológicos sugeriam que, uma vez desenvolvida, as formas 

resistentes de P. falciparum poderiam persistir até mesmo em condições livres de droga, 

pois outras mutações adicionais e compensatórias lograriam aliviar o custo daquelas 

associadas com a resistência (108). De fato, foi o que se verificou na maioria das áreas 

afetadas, à exceção de alguns países como o Malawi na África, onde a prevalência de 76T 

declinou até zero após 8 anos da remoção da pressão seletiva gerada pela CQ (109-112), 

fenômeno esse que foi apelidado de “reversão” da resistência. 

Tal fato é semelhante ao ocorrido no Quênia, em Kilifi, e também na China, na 

província de Hainan, onde houve uma redução marcante na prevalência de 76T e na 

quimiorresistência in vitro, após 7 e 22 anos da remoção da CQ nesses países, 

respectivamente (113, 114). Ao menos no Malawi, esse evento não teria se originado pela 

reversão da mutação (back mutation), mas sim pela reexpansão de populações sensíveis 

(115, 116). 
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1.6.3.  Pfdhfr e Pfdhps 

 

À medida que os parasitas resistentes à CQ foram se espalhando pelo mundo, a 

combinação Fansidar® foi se tornando a droga de escolha para o tratamento da malária não 

complicada por P. falciparum. Essa combinação é caracterizada pelas drogas sulfadoxina e 

pirimetamina (SP), as quais foram desenvolvidas para atuar sinergicamente em duas etapas 

bem-caracterizadas da via bioquímica da síntese do folato no parasita. A sulfadoxina inibe a 

enzima bifuncional pirofosfoquinase-dihidropteroato sintetase (pppk-dhps) e a pirimetamina 

inibe a enzima bifuncional dihidrofolato redutase-timidilato sintase (dhfr-ts), pois, ao 

contrário do que ocorre no hospedeiro humano, os parasitas da malária são independentes 

de uma fonte exógena de folato, sendo eles próprios capazes de sintetizar esse cofator, que 

é essencial para a síntese de DNA (117). 

Notadamente, ao surgimento extremamente rápido da quimiorresistência à SP, 

foram investigados diferentes mecanismos que pudessem ocasionar esse fenômeno, mas a 

hipótese que se revelou mais plausível era de que se tratavam de enzimas alteradas 

estruturalmente, com afinidade reduzida às drogas (118, 119). 

Logo após o isolamento inicial dos genes codificantes das enzimas pfdhfr e pfdhps de 

P. falciparum presentes nos cromossomos 4 e 8, respectivamente (117, 118, 120), as bases 

moleculares da resistência à SP começaram a ser esclarecidas. Ao avaliar as sequências de 

DNA tanto no gene pfdhfr como no pfdhps em diferentes isolados com fenótipos de 

sensibilidade e quimiorresistência, foi possível identificar as mutações capazes de alterar o 

sítio ativo dessas enzimas, as quais estavam diretamente envolvidas na geração de 

quimiorresistência (118, 119). 
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Assim, constatou-se que a SNP no códon 108 (serina para asparagina – S108N) do 

gene pfdhfr era a mutação precursora que ocasionava a redução da susceptibilidade in vitro 

à pirimetamina, ao passo que mutações adicionais nos códons 50 (cisteína para arginina – 

C50R), 51 (asparagina para isoleucina – N51I), 59 (cisteína para arginina – C59R) e 164 

(isoleucina para leucina – I164L) aumentavam progressivamente o nível de resistência, 

podendo ser seguidas por mutações no gene pfdhps. Igualmente, as mutações nos códons 

436 (serina para alanina, fenilalanina ou cisteína – S436A/F/C), 437 (alanina para glicina – 

A437G), 540 (lisina para ácido glutâmico – K540E), 581 (alanina para glicina – A581G) ou 

ainda 613 (alanina para treonina ou serina – A613T/S) no gene pfdhps aumentavam o nível 

de resistência in vitro à sulfadoxina (121) e, consequentemente, ainda mais o nível de 

resistência à SP. De uma forma simplista, é maior o grau de quimiorresistência quanto maior 

for o número de mutações nesses genes. 

Já in vivo, a combinação das mutações nos códons 51, 59 e 108 do gene pfdhfr, em 

conjunto com as mutações nos códons 437 e 540 do gene pfdhps, formando o dito 

“quíntuplo-mutante”, foi considerada como uma forte preditora para a falha terapêutica à 

SP em países da África (122-126). 

Curiosamente, tal qual aos já mencionados relatos de queda de prevalência da 

mutação 76T no gene pfcrt quando da extinção da pressão seletiva da CQ, a remoção da SP 

no Peru levou a um decréscimo na frequência de mutantes nos genes pfdhfr e pfdhps (127, 

128), assim como na de mutantes para o gene pfdhps em Moçambique (129).     
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1.6.4.  Pfatpase6 

 

Anos antes do surgimento das primeiras evidências de quimiorresistência às ARTs, já 

haviam sido empreendidas várias tentativas para compreender a base molecular dessas 

drogas, resultando em múltiplas hipóteses, muitas vezes controversas, a respeito do 

mecanismo de ação (130). Diversas moléculas foram propostas como alvos moleculares, 

dentre as quais se destacou a enzima translocadora de íons de cálcio dependente de ATP, 

presente na membrana do retículo endoplasmático do parasita, a qual foi denominada 

SERCA e era codificada pelo gene pfatpase6, presente no cromossomo 1 do P. falciparum 

(131).  

A hipótese baseada no pfatpase6 foi consubstanciada por alguns estudos nos quais 

foram relatados a inibição da atividade de SERCA pela ART, quando essa enzima foi expressa 

de forma heteróloga em oócitos de Xenopus laevis (131), e a supressão da ação da ART por 

influência de uma mutação específica, de leucina para ácido glutâmico no resíduo 263 

(L263E), localizada na vizinhança ao provável sítio de ligação da enzima com essa droga 

(132). 

Nesse cenário, o gene pfatpase6 foi considerado como um possível portador de um 

marcador molecular e vários estudos foram realizados na busca de potenciais polimorfismos 

que pudessem ser associados a um fenótipo de resistência. Em 2005, na ocasião do primeiro 

relato proveniente da Guiana Francesa no qual parasitas de P. falciparum apresentavam 

uma reduzida sensibilidade in vitro ao arteméter, tal fenômeno foi associado a uma mutação 

no códon 769 de serina para asparagina (S769N) no próprio gene pfatpase6 (39). Contudo, à 

exceção de uma única amostra, sensível à dihidroartemisinina (133), a mutação 769N não foi 

encontrada em nenhuma das análises realizadas posteriormente (86, 134-137).  
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Nem mesmo no momento da detecção de parasitas quimiorresistentes na Ásia, 

nenhuma alteração genética no gene pfatpase6 que pudesse estar associada ao fenótipo de 

resistência foi detectada (44, 57, 137). Além disso, verificou-se que esse gene apresentava 

uma diversidade natural bem maior do que se presumia (138-140), fato que 

indubitavelmente dificultou o reconhecimento e a validação de mutações no gene pfatpase6 

como marcadores moleculares da quimiorresistência às ARTs. 
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1.6.5.  Pvmdr1 

 

Com o advento da resistência à CQ em P. vivax, a procura por marcadores 

moleculares se focou naturalmente no conhecimento adquirido da quimiorresistência de P. 

falciparum. Dessa forma, foram descritos os genes ortólogos, candidatos a apresentarem 

marcadores moleculares como o pvcrt-o e pvmdr1 (141-143), para os quais foi investigada 

uma possível associação entre a existência de mutações e a geração de resistência (47). 

Com relação ao pvcrt-o, o primeiro gene a ser estudado, embora tenha sido 

demonstrado através de expressão heteróloga que a molécula codificada pelo mesmo 

participa no transporte da CQ pela membrana do vacúolo digestivo (144), não foi observada 

associação entre a presença de mutações com o fenótipo quimiorresistente.  Esse fato 

sugeriu que o mecanismo que ocasiona a resistência a CQ em P. vivax pudesse ser diferente 

daquele observado em P. falciparum (141). 

De fato, nem mesmo após o isolamento e a caracterização do pvmdr1 localizado no 

cromossomo 10, a existência de mutações pôde ser correlacionada aos fenótipos de 

resistência. Numa avaliação de sequências de DNA de diferentes isolados apresentando 

distintas susceptibilidades à CQ, não foi encontrada associação entre as diferentes mutações 

e o fenótipo resistente (143). Especificamente, o envolvimento da mutação Y976F (tirosina 

para fenilalanina no códon 976), inicialmente proposta como um marcador na Ásia (145, 

146), não foi atestado em outros locais, dado as descrições conflitantes que observaram 

uma discrepância entre a frequência de ocorrência desta mutação e a prevalência de 

resistência clínica à CQ (147). Por conseguinte, até o momento não existem evidências 

suficientes que tenham possibilitado o credenciamento de um marcador molecular genuíno 

de resistência à CQ em parasitas de P. vivax. 
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1.6.6.  Pvdhfr 

 

Os antifolatos, notadamente a SP, foram e têm sido muito importantes na terapia 

antimalárica em função do seu baixo custo e da sua segurança para grávidas. Até 

recentemente, porém, considerava-se que os parasitas de P. vivax eram naturalmente 

refratários ao tratamento com antifolatos (148), fato esse que se mostrou incorreto ao 

serem analisadas evidências de susceptibilidade in vivo (149), como também de 

quimiorresistência induzida in vivo (150) por drogas como a pirimetamina em pacientes 

portando o P. vivax (47, 151). 

A base molecular responsável por esse fenômeno começou a ser esclarecida em 

1998, quando se deu o isolamento e caracterização do gene codificante para a enzima dhfr 

presente no cromossomo 5 de P. vivax. As primeiras comparações de sequências de DNA 

entre isolados com diferentes fenótipos revelaram a ocorrência de SNPs em três códons: 58 

(serina para arginina – S58R), 117 (serina para asparagina – S117R) e 173 (isoleucina para 

leucina – I173L), que curiosamente correspondiam aos resíduos 59, 108 e 164 associados 

com a resistência à pirimetamina em P. falciparum (152, 153).  

Posteriormente, quando do isolamento do gene pvdhps (154), a análise das 

sequências de DNA também revelou diferentes mutações associadas à resistência para 

sulfadoxina em P. vivax, demonstrando novamente a similaridade do mecanismo que 

ocasiona à quimiorresistência à SP para essas duas espécies de Plasmodium. 

Por causa daquela percepção inicial de refratariedade, a SP nunca foi preconizada 

para o tratamento da malária vivax.  Entretanto, vários autores verificaram a frequente 

ocorrência de mutações, tanto no gene pvdhfr como no pvdhps, em isolados clínicos obtidos 
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de várias localidades (155-160), fato esse que possivelmente estaria ligado ao uso contínuo 

da SP para tratar casos de malária por P. falciparum resistente à CQ. Com efeito, em áreas 

onde coinfecções por P. falciparum e P. vivax são comuns e frequentemente 

subdiagnosticadas, uma pressão incidental poderia ter selecionado mutações nos 

supracitados genes de P. vivax  (47). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

1.7. Panorama da quimiorresistência no Brasil 

 

No Brasil, o surgimento do primeiro relato científico de quimiorresistência se deu no 

início do século XX, quando Arthur Neiva relatou a sua dificuldade em tratar casos de malária 

falciparum com o quinino (161). Cerca de 40 anos depois, a resistência à CQ foi notificada 

timidamente em um congresso não obtendo grande repercussão (162) até que, no Rio de 

Janeiro, o médico José Rodrigues da Silva descreveu casos de P. falciparum resistentes à 

terapia com CQ, em indivíduos que haviam retornado de construção de estradas nos estados 

de Rondônia, Pará, Maranhão e Bahia (163). 

A partir desses relatos, foram anunciados mais casos de P. falciparum resistentes à 

CQ em Rondônia (164), tal qual em outros estados brasileiros como Acre, Roraima, 

Amazonas (165), Mato Grosso e Amapá (166), demonstrando que tais parasitas resistentes 

estavam de fato disseminados pelo território brasileiro (167). 

Em seguida, pouco tempo após o início do uso da combinação SP para o tratamento 

de malária falciparum resistente à CQ, foi relatado o aparecimento de parasitas resistentes à 

SP em pacientes provenientes de Goiás (28). E, logo após, um grau importante de 

quimiorresistência foi descrito de forma contínua em outros estados do Brasil (168-170), 

levando a um nível de, no mínimo, 90% de resistência por volta de 1987 (171). Desse 

momento em diante, o nível de falha terapêutica à CQ também foi aumentando chegando a 

atingir até 100% (172-179), fato esse que levou alguns autores a concluir que os isolados de 

P. falciparum no Brasil eram completamente resistentes à CQ e à SP (180). 

Diferentemente de P. falciparum, o surgimento da quimiorresistência à CQ em P. 

vivax no Brasil foi observado bem mais tarde e ainda hoje há escassos dados publicados 
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sobre este assunto. A primeira descrição clínica genuína da resistência à CQ proveio de um 

paciente atendido no Instituto de Medicina Tropical do Amazonas em 1999 (181), a qual foi 

seguida por outro relato do mesmo grupo de um isolado de P. vivax resistente à CQ e 

também à primaquina - uma droga hipnozoiticida usada em conjunto com a CQ (182). 

Depois disso, somente um único estudo de acompanhamento in vivo foi publicado, 

registrando uma prevalência de 10.1% de casos de quimiorresistência à CQ no Brasil, no 

estado do Amazonas (183). 

De fato, devido à sua importância no controle da malária, o monitoramento da 

resistência no Brasil se iniciou nos anos 80 com a utilização de testes in vitro (165, 166, 175, 

184, 185), ou testes in vitro acompanhados das observações feitas in vivo (173, 176, 179, 

186). Embora a genotipagem molecular de P. falciparum tenha se iniciado na década de 90, 

um número reduzido de estudos foi realizado. 

As primeiras análises moleculares se basearam na avaliação dos polimorfismos dos 

genes pfdhfr e pfdhps (187, 188), demonstrando a presença das mutações 50R, 51I, 108N e 

164L (pfdhfr), além das mutações 437G, 540E e 581G (pfdhps). No caso do gene pfmdr1, foi 

caracterizada a presença de SNPs como a 184F, 1034C, 1042D e 1246Y (84, 178) e,  anos 

mais tarde, quando a resistência à CQ foi atribuída ao gene pfcrt, a genotipagem das 

principais SNPs também foi realizada, apontando a presença das mutações 72S, 74I, 75E e 

76T (180, 189, 190) em diferentes haplótipos. Recentemente, uma nova caracterização foi 

conduzida, revelando a presença da mutação 76T no gene pfcrt, além das SNPs 1042D e 

1246Y no gene pfmdr1, assim como a ausência da mutação S769N no pfatpase6 (41). 
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Em relação a P. vivax, somente há pouco tempo foram iniciados os estudos de 

genotipagem molecular, embora as análises conduzidas tenham utilizado um número 

amostral muito limitado. Nesses trabalhos iniciais, a sequência de DNA do gene pvmdr1 foi 

descrita para 3 isolados brasileiros (143) e as sequências de DNA do gene pvmdr1 e pvcrt-o 

foram descritas para mais 7 isolados brasileiros (191), apontando a ocorrência de 24 e 7 

SNPs, respectivamente para cada um desses genes.  
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2. Objetivos 

 

 Visto que a ocorrência de quimiorresistência é um dos fatores que dificultam 

diretamente o controle da malária (192), há uma necessidade premente de monitoramento 

regular da eficácia de drogas. Notoriamente, os marcadores moleculares representam 

ferramentas de saúde pública de grande potencial com capacidade de inferir e revelar 

mudanças nos padrões de susceptibilidade e / ou resistência dos isolados de Plasmodium, 

pois independem da observação fenotípica. 

  Por esta razão e considerando que os estudos de genotipagem molecular no Brasil 

são escassos, nosso objetivo geral se constituiu na realização de um estudo descritivo sobre 

a ocorrência e prevalência de mutações nos genes previamente associados à 

quimiorresistência em isolados de P. falciparum e P. vivax (pfcrt, pfmdr1, pfdhfr, pfdhps e 

pvdhfr) assim como nos genes potencialmente associados com a resistência para essas duas 

espécies (pfatpase6 e pvmdr1), de forma a contextualizar o Brasil no panorama mundial. 

  Para tal, empregamos como estratégias reações de PCRs convencionais do tipo single 

ou nested, seguidas da técnica de sequenciamento de DNA dos produtos de PCR, para 

permitir uma avaliação da existência ou ausência das principais mutações previamente 

descritas para esses genes, em amostras de P. falciparum e P. vivax coletadas nos estados do 

Amazonas, Pará e Rondônia. 
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3. Resultados 

 

Artigo 1: Chloroquine and sulphadoxine-pyrimethamine sensitivity of Plasmodium 

falciparum parasites in a Brazilian endemic area. 

 

Publicado na revista Malaria Journal, em 14 de Julho de 2009, no volume 8, artigo de 

número 156. 

 

Motivados pelos recentes relatos na África e na Ásia do ressurgimento de populações 

sensíveis à CQ de P. falciparum, além da queda de mutantes associados com a resistência à 

SP, nosso objetivo inicial foi avaliar o perfil da população de parasitas após a retirada dessas 

drogas, através da apreciação de amostras provenientes de duas localidades brasileiras, 

coletadas no estado de Rondônia no ano de 2002 e no Pará em 2004.  

Destarte, ao investigarmos a ocorrência de mutações nos genes pfcrt, pfdhfr e pfdhps 

foi possível detectar pela primeira vez no Brasil um isolado de P. falciparum proveniente do 

estado do Pará apresentando um perfil molecular de sensibilidade CVMNK no gene pfcrt e 

ACNCSVI no gene pfdhfr. Além disso, ao confrontarmos os resultados de nosso estudo com 

um estudo retrospectivo realizado em 1998, pudemos observar uma redução no número de 

mutações associadas com a resistência à SP no gene pfdhps, em isolados do estado de 

Rondônia. 
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Artigo 2: Characterisation of pvmdr1 and pvdhfr genes associated with chemoresistance 

in Brazilian Plasmodium vivax isolates. 

 

Publicado nas Memórias do Instituto Oswaldo Cruz, na edição de novembro de 2009, no 

volume 104, número 7, páginas 1009-1011. 

 

 Por outro lado, baseados nos relatos contemporâneos do surgimento de 

quimiorresistência à CQ em parasitas de P. vivax no Brasil, nós tivemos como objetivo 

qualificar o perfil de isolados do Pará coletados em 2004 com relação à ocorrência de 

mutações no gene pvmdr1, potencialmente associado com a resistência à CQ, assim como 

nos marcadores de resistência à SP presentes no gene pvdhfr, que foram muito pouco ou 

nunca estudados neste país. 

 A análise do gene pvmdr1 num conjunto inicial de 28 amostras revelou o total 

predomínio de mutações no códon 976, um marcador preliminarmente proposto para a 

resistência à CQ, a despeito do baixo percentual de quimiorresistência relatado no Brasil por 

métodos in vivo. Além disso, foram identificadas mutações adicionais nos códons 1022 e 

1070. Já para o gene pvdhfr, foram observados 2 haplótipos, duplo-mutante FRTNI e triplo-

mutante FRTNL, assim como uma mutação S116G recém-descrita. O haplótipo selvagem e, 

portanto, sensível à combinação SP, não foi encontrado nessa análise.  
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Artigo 3: Brazilian Plasmodium falciparum isolates: investigation of candidate 

polymorphisms for artemisinin resistance before introduction of artemisinin-based 

combination therapy. 

 

Publicado na revista Malaria Journal, em 8 de dezembro de 2010, no volume 9, artigo de 

número 355. 

 

Dando continuidade à caracterização das populações de P. falciparum no Brasil, e 

considerando a importância das terapias baseadas na artemisinina para o controle da 

malária, o objetivo desse trabalho foi estabelecer um registro de base da ocorrência e / ou 

prevalência de mutações nos genes pfmdr1 e pfatpase6 não relacionadas ao uso de ACTs, 

através da avaliação de isolados coletados anteriormente à instituição destas combinações 

no Brasil, que foram introduzidas em 2007. Nesse trabalho, foram avaliadas amostras 

coletadas em Rondônia no ano de 2002, no Pará em 2004 e no Amazonas em 2006-2007. 

A análise desses genes permitiu a identificação de um haplótipo prevalente 

NEF/CDVY no pfmdr1, assim como identificação de mutantes em um único códon (630 ou 

402) e duplo-mutantes (630 e 402) no caso do pfatpase6. Não foi encontrada a mutação 

769N, associada com a diminuição da susceptibilidade ao arteméter. 
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4. Discussão 

 

Os parasitas da malária pertencem ao filo Apicomplexa que é composto por 

microorganismos intracelulares obrigatórios. Para conseguirem progredir com sucesso entre 

os diferentes hospedeiros e suas células, esses parasitas foram habilitados com uma 

capacidade notável de adaptação que permite uma transformação extensa entre os 

diferentes estágios biológicos, crítica para manter a sua sobrevivência na natureza (193). 

Para tal, o genoma dos plasmódios apresenta uma extensiva plasticidade, 

caracterizada pela perda frequente de funções dispensáveis em condições não seletivas, 

polimorfismos em regiões subteloméricas, bem como a variação rápida em matrizes 

repetitivas, características de genes antigênicos sob pressão seletiva (194, 195). Com efeito, 

a adaptação dos parasitas à terapêutica antimalárica tem se mostrado bem sucedida. Em 

apenas algumas décadas, os plasmódios desenvolveram resistência a praticamente todas as 

drogas introduzidas no combate à doença, até mesmo às recentemente introduzidas ARTs 

(44, 57).  

Não obstante, como já mencionado, as mutações que originam a resistência também 

podem ocasionar efeitos colaterais e deletérios ao metabolismo celular e, por isso, na 

ausência da pressão seletiva da droga, os parasitas quimiorresistentes, ao competir com 

cepas sensíveis, apresentariam um menor fitness que afetaria a sua sobrevivência e 

permitiria o ressurgimento de populações sensíveis. Desse modo, alguns relatos parecem 

evidenciar essa hipótese demonstrando a flutuação de genótipos de susceptibilidade e 

quimiorresistência em áreas de transmissão sazonal (196, 197), e mesmo a diminuição da 

prevalência de parasitas portando mutações para resistência à CQ e / ou SP quando da 
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retirada de drogas, fenômeno esse que está sendo observado de forma acentuada no 

Malawi (109-112), um país de transmissão estável e intensa localizado no sudeste africano. 

Em termos epidemiológicos, em áreas de transmissão contínua de malária é 

frequente a geração da chamada premunição ou imunidade clínica, que é caracterizada pela 

geração de uma resposta imune parcial que controla, mas não elimina completamente os 

parasitas, de forma que os indivíduos se tornam assintomáticos raramente adoecendo (198). 

Por conseguinte, não são normalmente tratados com drogas antimaláricas, diminuindo a 

pressão seletiva sobre as populações parasitárias. Alguns autores até mesmo consideraram 

que os indivíduos assintomáticos poderiam se configurar como um reservatório de parasitas 

sensíveis (116). 

Nesse contexto, o achado de um isolado selvagem em Paragominas, no estado do 

Pará (artigo 1), uma área rural onde a ocorrência de migração é extremamente improvável, 

demonstra que as populações selvagens para o gene pfcrt e o pfdhfr não foram 

completamente eliminadas no Brasil. De fato, sob o ponto de vista evolutivo esse achado é 

vantajoso, pois a existência de variação genética é um elemento necessário para a atuação 

da seleção natural que pode propiciar, no futuro, o repovoamento de parasitas susceptíveis 

à CQ e SP no Brasil.  

Aliados a esse achado, após a publicação do artigo de número 1, nós conseguimos 

detectar mais 2 isolados provenientes da cidade de Manaus, no Amazonas, apresentando 

haplótipos de sensibilidade CVMNK para o gene pfcrt, dos quais um deles também portava 

um perfil sensível para os genes pfmdr1 e pfdhps (dados em preparação para publicação). 

Embora não possamos afirmar se esses parasitas pertenciam a populações nativas, visto que 

a cidade de Manaus é marcada por um fluxo intenso de indivíduos provenientes tanto de 

outras áreas brasileiras como de países vizinhos, esse fato parece corroborar a nossa 
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proposição de que, no futuro, possa haver um ressurgimento de parasitas susceptíveis à CQ 

e SP no Brasil. 

Por outro lado, ao compararmos os resultados de nosso trabalho obtidos com os 

resultados de um estudo retrospectivo que avaliou isolados coletados no estado de 

Rondônia em 1998 (188), pudemos observar uma redução no número de mutações 

associadas com a resistência à SP no gene pfdhps. Portanto, é de se salientar a importância 

da realização de estudos de genotipagem molecular em bases regulares, para permitir o 

monitoramento através de avaliações constantes das tendências ou modificações nos 

padrões de susceptibilidade a drogas que são, ou mesmo as que já foram utilizadas na 

terapêutica antimalárica para P. falciparum, e que talvez no futuro possam reintegrar o 

arsenal de combate a esta doença. 

Já em relação ao P. vivax, para que estudos de monitoramento possam ser utilizados 

na avaliação da eficácia do atual tratamento, é preciso que se estabeleça um marcador 

molecular seguro. Isso seria especialmente vantajoso para essa espécie em particular, 

porque existem problemas inerentes à detecção de quimiorresistência in vivo e não existem 

métodos exequíveis para cultivo contínuo de isolados in vitro.  

Com efeito, apesar de alguns esforços terem sido empreendidos na identificação de 

um marcador para a CQ em P. vivax, o que parece ter sido demonstrado até o momento é 

que mutações nos ortólogos pvcrt-o e pvmdr1 não estariam associadas com a geração de 

resistência em P. vivax (141, 143, 147). De fato, também a nossa análise de caracterização 

do gene pvmdr1 num pequeno conjunto inicial de 28 amostras (artigo 2) sugeriu que ao 

menos a mutação no códon 976, preliminarmente proposta como marcador de resistência à 

CQ na Ásia, não seria válida para o monitoramento dos isolados no Brasil, dada a sua alta 

prevalência, em franco contraste com o baixo percentual de resistência relatado no estado 



59 
 

do Amazonas (199) e com a inexistência de relatos públicos ou mesmo informais de 

quimiorresistência à CQ no estado do Pará (José Maria de Souza, comunicação pessoal, 

2011).  

Ademais, ao analisarmos as sequências completas de DNA do gene pvmdr1 para os 

três primeiros isolados de P. vivax avaliados no Brasil, as quais foram publicadas no Genbank 

sob os números de acesso AY571981, AY571982 e AY571983, verificamos que também no 

estado de Rondônia, local de origem de tais amostras, a mutação 976F já estava presente 

em cepas que eram declaradamente sensíveis à CQ (143). Até o momento, a única exceção a 

esses achados foi encontrada no estado do Acre, onde a maioria dos isolados apresentava o 

alelo selvagem para o mesmo códon (200). 

Portanto, têm se postulado que o mecanismo molecular de quimiorresistência para 

essa droga seja diverso do de P. falciparum e que talvez outros mecanismos como o 

aumento do nível de expressão dos genes pvcrt-o e pvmdr1 (37) ou mesmo a amplificação 

genética do pvmdr1 (146) possam estar envolvidos no fenótipo de quimiorresistência do P. 

vivax à CQ (47, 141, 191).  

Recentemente, por ocasião do segundo sequenciamento completo do genoma de um 

isolado de P. vivax (proveniente do Peru), identificou-se um novo gene pertencente à família 

de transportadores ABC, o qual foi denominado de pvmrp1 (201). Tal gene é um ortólogo ao 

gene pfmrp1 potencialmente envolvido na quimiorresistência a drogas como CQ, QN, ART e 

SP em P. falciparum (202, 203). Durante esse sequenciamento foi detectado um alto nível de 

polimorfismos em comparação com a cepa de referência Sal-1, o que alude à ocorrência de 

um processo de seleção e torna esse gene um possível candidato para associação com 

resistência a diferentes drogas, para o qual investigações futuras mais detalhadas seriam de 

grande valor (201).  
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Em contrapartida, apesar de infecções por P. vivax nunca terem sido tratadas com a 

SP, já foram definidos os marcadores moleculares para a quimiorresistência a essa 

combinação.  Curiosamente, os padrões de mutações nos genes pvdhfr e pvdhps refletem o 

nível de intensidade para o qual a SP foi utilizada no passado para o tratamento de malária 

falciparum resistente (151), o que presumidamente ocorreu devido à existência de infecções 

mistas e subdiagnosticadas por P. vivax e P. falciparum, nas quais parasitas de P. vivax foram 

expostos à pressão seletiva exercida pela SP, ou ainda pelo amplo uso de antifolatos 

similares à SP como o cotrimoxazol (trimetoprim e sulfametoxazol) para o tratamento de 

infecções bacterianas. No Brasil, como exposto no artigo 2, encontramos haplótipos de 

pvdhfr portando 2 ou 3 SNPs (58R e 117N, ou 58R, 117N e 173L), tal qual em áreas de 

extensa utilização da SP como Ásia e partes da África (151). Desse modo, considerando a 

emergência de quimiorresistência à CQ, é fundamental conhecer a diversidade e a 

prevalência de haplótipos associados, caso um dia se cogite utilizar a SP para o tratamento 

da malária vivax. 

Igualmente importante é o estabelecimento de um registro basal de mutações em 

genes potencialmente associados ao desenvolvimento de quimiorresistência às drogas 

empregadas em ACTs para o tratamento de P. falciparum, o qual poderá ser utilizado em 

estudos futuros para verificação de uma eventual modificação nos perfis de susceptibilidade 

das populações parasitárias em circulação no Brasil. Na literatura, encontramos menções ao 

pfatpase6, já mencionado como um gene candidato, potencialmente associado com a 

resistência às ARTs, e também ao notório gene de multirresistência pfmdr1. 

Em relação este último, sabe-se que ele media alterações na resposta a vários 

antimaláricos. Já foi mostrado que os diferentes polimorfismos ocasionam alterações 

distintas, por vezes opostas, na resposta de parasitas de P. falciparum para várias drogas. 
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Como exemplo, podemos citar o códon 86, cujo alelo mutado 86Y foi associado tanto com a 

quimiorresistência à CQ (76-80) quanto a um aumento na sensibilidade à MQ e à ART (66), 

enquanto que, inversamente, o alelo selvagem N86 foi associado a uma diminuição da 

sensibilidade à ART, MQ (66), assim como à LM (67). Quanto às terapias baseadas na ART, 

algumas combinações específicas de alelos tais quais N86, 184F e D1246 ou mesmo 86Y, 

Y184 e 1246Y têm sido encontradas em parasitas isolados de recorrências, que foram 

observadas durante o acompanhamento in vivo da eficácia terapêutica de ACTs como AL ou 

artesunato-AQ (43, 85-88, 204, 205). 

Logo, a caracterização desse gene em conjunto com a avaliação de polimorfismos no 

gene pfatpase6 em amostras coletadas anteriormente à introdução das ACTs no Brasil 

(artigo 3), propiciou a identificação de um haplótipo de pfmdr1 majoritário (NEF/CDVY), a 

detecção de duas mutações 402V e 630S e também a inexistência do alelo 769N no gene 

pfatpase6, alelo este cuja presença foi associada à redução na susceptibilidade in vitro ao 

arteméter, em isolados provenientes da Guiana Francesa (39). 

Sob o nosso ponto de vista, apesar do haplótipo predominante NEF/CDVY somente 

portar os alelos N86 e 184F, o surgimento de uma população parasitária apresentando a 

referida combinação N86, 184F e D1246 não é improvável no Brasil. Isso porque, apesar das 

populações de parasitas apresentarem uma diversidade alélica reduzida tanto no pfmdr1 

(177, 178, 190) como nos microssatélites que flanqueiam esse gene (206), a detecção de 1 

isolado selvagem NEY/SNVD na cidade de Manaus (seja este nativo ou introduzido) pode 

refletir a existência de variabilidade genética que pode propiciar, através de recombinação 

homóloga, o surgimento do referido conjunto mesmo no background genético existente. 

Curiosamente, apesar de pouco frequente nas áreas malarígenas mundiais, o haplótipo 
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NF/CDD relativo aos códons 86, 184, 1034, 1042 e 1246, já foi detectado em cerca de 50% de 

isolados peruanos (127). 

Em se tratando do gene pfatpase6 foram encontradas poucas mutações, distribuídas 

nas três localidades avaliadas (Paragominas, Porto Velho e Manaus), em acordo com as 

descrições de um estudo de genotipagem global que estimou a diversidade genética de 

alguns isolados brasileiros (139). Através de predições estruturais, os mesmos autores 

demonstraram que a mutação 402V não parece estar inserida em nenhuma região catalítica, 

ao passo que a 630S, situada no domínio N de ligação a nucleotídeos, poderia exercer 

alguma influência na atividade dessa proteína. Entretanto, considerando que nesse trabalho 

nós avaliamos cerca de 1/3 da região codificante, uma avaliação mais precisa do grau de 

polimorfismo do pfatpase6 só poderá ser alcançada quando estudada a sequência completa 

desse gene. 

Por isso, devemos enfatizar que, à parte das discussões sobre o envolvimento dos 

diferentes polimorfismos e candidatos a marcadores para ACTs, é capital avaliar o impacto 

molecular da utilização de ACTs: se as características genéticas sofrerão mudanças no 

tempo, dada à pressão seletiva imposta pela utilização de ART e drogas parceiras no Brasil. 

Para isso, reiteramos que estudos longitudinais de genotipagem em base regular devem ser 

realizados para avaliar as possíveis tendências de modificações na susceptibilidade às drogas 

apresentadas pelas populações parasitárias em circulação.  
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5. Síntese de resultados 

 

• Foram descritos pela primeira vez no Brasil haplótipos selvagens e sensíveis para o 

gene pfcrt e o pfdhfr (CVMNK e ACNCSVI) em isolados de P. falciparum; 

• Foi observada uma redução no número de mutações associadas com a resistência à 

SP no gene pfdhps de parasitas coletados na localidade de Porto Velho, no estado de 

Rondônia no período 1998-2002; 

• Todos os isolados de P. vivax analisados apresentaram a mutação 976F, proposta 

como marcador de resistência à CQ na Ásia, apesar da frequência de 

quimiorresistência a essa droga no Brasil ser baixa; 

• As populações de P. vivax portavam 2 ou 3 mutações no gene pvdhfr, apesar de 

nunca ter sido instituído o tratamento com SP para a malária vivax; 

• Isolados de P. falciparum apresentaram um haplótipo de pfmdr1 majoritário 

(NEF/CDVY), o qual não possui todos os alelos frequentemente associados a um 

potencial desenvolvimento de resistência à combinação AL; 

• Foram detectadas as mutações 402V e 630S no gene pfatpase6, assim como a 

inexistência do alelo 769N associado à redução na susceptibilidade in vitro ao 

arteméter. 
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6. Conclusões 

 

• Existem no Brasil populações parasitárias autóctones de P. falciparum apresentando 

um perfil molecular de sensibilidade à CQ e SP, pelo menos no estado do Pará; 

• Estudos moleculares devem ser realizados frequentemente para monitorar 

tendências de aparecimento e dispersão de haplótipos sensíveis à CQ e/ou à SP, 

assim como de uma redução no número de mutações associados à 

quimiorresistência para SP, visando uma possível reintrodução desses fármacos 

como droga alternativa para malária falciparum; 

• A mutação no códon 976 no gene pvmdr1 pode não ser válida para o monitoramento 

da resistência à CQ em isolados de P. vivax no Brasil; 

• A SP poderá não ser efetiva como uma possível terapia alternativa para o tratamento 

da malária vivax, num futuro próximo, devido ao acúmulo de mutações no gene 

pvdhfr, proposição essa que deve ser confirmada avaliando-se o gene pvdhps; 

• Avaliações periódicas do perfil haplotípico do gene pfmdr1 serão importantes para o 

acompanhamento da eficácia terapêutica da AL já que o haplótipo de pfmdr1 

majoritário não contém o alelo D1246 e; 

• Investigações a respeito da ocorrência de mutações em outros genes potencialmente 

associados com a quimiorresistência de P. vivax à CQ e com a de P. falciparum à ART 

são de vital importância, tal qual análises sobre alterações no número de cópias do 

pvmdr1 e pfmdr1. 
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7. Perspectivas 

 

• Realizar uma nova coleta e análise de isolados de P. falciparum e P. vivax 

provenientes do estado do Pará para comparar o nível de ocorrência de mutações; 

• Estudar o fenômeno de amplificação genética no pfmdr1 e pvmdr1 de P. falciparum e 

P. vivax, também associados à geração de quimiorresistência a drogas; 

• Analisar a sequência completa codificante para o gene pfatpase6 de P. falciparum e; 

• Avaliar a ocorrência de polimorfismos nos genes pfmrp1, pvmrp1 e pvdhps de P. 

falciparum e P. vivax. 
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9. Anexos 

 

Apresentamos a seguir outro trabalho publicado no decorrer da realização dessa tese. 

Artigo: Plasmodium falciparum isolates from Angola show the StctVMNT haplotype in the 

pfcrt gene  

Publicado na revista Malaria Journal, em 18 de Junho de 2010, no volume 9, artigo de 

número 174. 
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