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RESUMO 

 

Cloroquina (CQ) e primaquina (PQ) permanecem há décadas como o esquema terapêutico 

recomendado para tratamento radical de infecções por P. vivax, visto que PQ é a única droga 

comercialmente disponível para atuar contra os hipnozoítos, prevenindo as recaídas. Relatos de falha 

terapêutica após tratamento com CQ e PQ têm levantado questionamentos a respeito da eficácia desse 

regime, levando o Ministério da Saúde a uma nova recomendação: terapias combinadas com derivados 

de artemisinina (ACT) em associação com a PQ. As falhas terapêuticas têm sido associadas tanto a 

fatores genéticos do hospedeiro, como polimorfismos em CYP2D6 (importante enzima para 

biotransformação da PQ), quanto a fatores do parasito, como polimorfismos relacionados à redução da 

suscetibilidade ao tratamento. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar se 

polimorfismos genéticos em CYP2D6 e nos genes pvcrt-o e pvmdr-1 (ortólogos de genes de 

Plasmodium falciparum associados à resistência aos antimaláricos) influenciaram a recidiva de 

indivíduos tratados com diferentes esquemas de antimaláricos. Pacientes recrutados entre 2012 e 2015 

para participarem de um estudo de segurança e eficácia de diferentes esquemas terapêuticos realizado 

em Manaus/AM e Porto Velho/RO foram randomizados em três grupos de tratamento: CQ+PQ; 

Artesunato, Mefloquina e PQ (AM+PQ); e Arteméter, Lumefantrina e PQ (AL+PQ). Entre 264 

pacientes randomizados que atenderam aos critérios de inclusão, 35 apresentaram recidiva (8 em 

Manaus e 27 em Porto Velho) durante um período de acompanhamento de 63 dias, sendo 10 do grupo 

CQ+PQ, 12 em AM+PQ e 13 em AL+PQ. Todos os 35 pacientes foram incluídos nas nossas análises. 

Durante os anos de recrutamento, os municípios em questão foram avaliados como baixo (Manaus) e 

médio risco de infecção (Porto Velho), sugerindo baixa probabilidade de reinfecção durante o período 

de acompanhamento. O tempo de recidiva clínica foi similar entre os grupos de tratamento (mediana 

de 49 dias em CQ+PQ, 56 dias em AL+PQ e 58 dias em AM+PQ, p-value = 0,495). Dez entre 27 

pacientes testados apresentaram DNA de P. vivax detectável por PCR em tempo real antes do 

reaparecimento dos sintomas (3 em 9 do grupo CQ+PQ, 4 em 8 tratados em AM+PQ e 3 em 10 

tratados com AL+PQ). Episódios de recrudescência (recidiva até 42 dias) foram identificadas em 6 

episódios (60%) no grupo CQ+PQ e 4 (33%) no grupo AM+PQ. Em média, 85% das recidivas 

sintomáticas em todos os grupos de tratamento foram classificadas como idênticas ou similares à 

infecção inicial, o que diverge dos dados da literatura que apontam elevada frequência de recaídas 

heterólogas em indivíduos de área endêmica. Além disso, infecções múltiplas foram mais frequentes 

entre os episódios de recidiva (40% vs 17% das infecções iniciais, p-value = 0,013), corroborando 

trabalhos que demonstram alta diversidade genética das infecções. Nesse estudo, o fenótipo de 

CYP2D6 não influenciou o intervalo entre o episódio inicial e a recidiva dos pacientes, no entanto, de 

9 indivíduos (25,7%) preditos como metabolizadores nulos/lentos, 6 foram tratados com AM+PQ, 

indicando que a mutação em CYP2D6 deve influenciar principalmente o tratamento com a 

combinação AM+PQ. Por fim, amplificações de número de cópias gênicas (CNV) de pvmdr-1 e pvcrt-

o não foram observadas, com exceção de um isolado de P. vivax, cuja amplificação de pvcrt-o foi 

observada na infecção inicial de paciente do grupo AM+PQ. Em suma, polimorfismos na CYP2D6 e 

sua implicação no tratamento com AM+PQ para P. vivax, que será administrado nos próximos anos no 

Brasil, merecem ser investigados. A elevada frequência de recidivas homólogas levanta a hipótese de 

uma resposta imune individual dos pacientes ineficaz na modulação da susceptibilidade dos parasitos 

presentes na infecção. Essas investigações precisam ser consideradas para monitoramento dos novos 

esquemas recomendados no Brasil, bem como de otimizações futuras que possam ser implementadas. 

 

 

Palavras-chaves: Plasmodium vivax, ACT, genes de resistência, falha terapêutica, CYP2D6 
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ABSTRACT 

 

Chloroquine (CQ) and primaquine (PQ) have remained for decades as the recommended therapeutic 

regimen for radical treatment of P. vivax infections, since PQ is the only commercially available drug 

to act against hypnozoites, preventing relapses. Reports of therapeutic failure after treatment with CQ 

and PQ raise questions about the efficacy of this regimen, leading the Brazilian Ministry of Health to a 

new recommendation: artemisinin-based combination therapies (ACT) with PQ. Therapeutic failures 

have been associated with both host genetic factors, such as polymorphisms in CYP2D6 (an important 

enzyme for PQ biotransformation), as well as parasite factors, such as polymorphisms related to 

reduced susceptibility to treatment. In this context, the aim of this study was to evaluate whether 

genetic polymorphisms in CYP2D6 and in pvcrt-o and pvmdr-1 genes (Plasmodium falciparum 

orthologous genes related with antimalarials resistance) influenced the recurrence of individuals 

treated with different antimalarial regimens. Patients recruited between 2012 and 2015 to participate in 

a safety and efficacy study of different therapeutic regimens conducted in Manaus/AM and Porto 

Velho/RO were randomized into three treatment groups: CQ+PQ; Artesunate, Mefloquine and PQ 

(AM+PQ); and Artemether, Lumefantrine and PQ (AL+PQ). Among 264 randomized patients who 

met the inclusion criteria, 35 presented recurrence (8 in Manaus and 27 in Porto Velho) during a 

follow-up period of 63 days, 10 of the CQ+PQ group, 12 in AM+PQ and 13 in AL+PQ. All 35 

patients were included in our analyses. During the recruitment years, the municipalities were evaluated 

as low (Manaus) and medium risk of infection (Porto Velho), suggesting low probability of reinfection 

during the follow-up period. The time of clinical recurrence was similar between the treatment groups 

(median of 49 days in CQ+PQ, 56 days in AL+PQ and 58 days in AM+PQ, p-value = 0.495). Among 

27 patients from Porto Velho, ten of them had P. vivax DNA detectable by real-time PCR before the 

reappearance of symptoms (3 in 9 in the CQ+PQ group, 4 in 8 treated using AM+PQ and 3 in 10 

treated with AL+PQ). Recrudescence episodes (relapse up to 42 days) were identified in 6 episodes 

(60%) in the CQ+PQ group and 4 (33%) in the AM+PQ group. On average, 85% of symptomatic 

recurrence in all treatment groups were classified as identical or similar to the initial infection, which 

differs from the literature data that indicate a high frequency of heterologous relapses in individuals 

from endemic areas. In addition, multiple infections were more frequent among recurrence episodes 

(40% vs. 17% of initial infections, p-value = 0.013), corroborating studies that demonstrate high 

genetic diversity of P. vivax infections. In this study, the CYP2D6 phenotype did not influence the 

interval between the initial episode and the recurrence of patients, however, among 9 patients (25.7%) 

predicted as null/slow metabolisers, 6 were treated with AM+PQ, indicating that the CYP2D6 

mutation should mainly influence treatment with the AM+PQ. Finally, copy number variation (CNV) 

of pvmdr-1 and pvcrt-o genes were not observed, except for an isolate of P. vivax, whose amplification 

of pvcrt-o was observed in the initial infection of a patient treated in AM+PQ group. In conclusion, 

polymorphisms in CYP2D6 and its implication in the treatment with AM+PQ for P. vivax, which will 

be administered in the coming years in Brazil, deserve to be investigated. The high frequency of 

homologous recurrences raises the hypothesis of an individual immune response of patients ineffective 

in modulating the susceptibility of parasites present in infection. These investigations need to be 

considered for monitoring the new schemes recommended in Brazil, as well as future optimizations 

that can be implemented. 

 

 

Key-words: Plasmodium vivax, ACT, resistance genes, therapeutic failure, CYP2D6 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Situação da malária humana no Brasil e no mundo 

 

Apesar dos esforços de controle da doença, a malária permanece como um importante 

problema de saúde pública de projeção mundial. Trata-se de uma infecção humana causada 

por diferentes espécies de protozoários do gênero Plasmodium, que são transmitidos por 

mosquitos da família Culicidae, gênero Anopheles. Cinco principais espécies são capazes de 

infectar humanos naturalmente: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium 

malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi. Além destas, Plasmodium simium, que 

infecta primariamente primatas não-humanos neotropicais, foi descrita como responsável por 

episódios de malária notificados em regiões de Mata Atlântica brasileira, evidenciando a 

característica zoonótica desta espécie de parasito (BRASIL et al., 2017). A transmissão 

zoonótica também ocorre no sudoeste asiático pela espécie P. knowlesi (SINGH et al., 2004). 

Plasmodium falciparum e P. vivax são as espécies mais prevalentes, sendo a primeira 

mais associada com casos de elevada gravidade, enquanto a segunda é geograficamente mais 

dispersa em regiões densamente povoadas. No cenário global, 219 milhões de casos de 

malária ocorreram em 2017 de acordo com as estimativas da Organização Mundial de Saúde 

(OMS), o que corresponde a uma redução de 20 milhões (8,4%) de casos em relação a 2010 e 

a um aumento de 2 milhões (1%) em relação a 2016, sinalizando uma estagnação do 

progresso contra a malária. Chama atenção que o continente africano, especificamente a 

região subsaariana, concentra mais de 90% os casos da doença, seguido pelo sudeste asiático 

(5%). Entretanto, enquanto as estimativas apontam que 99,7% dos casos de malária na África 

foram causados por P. falciparum, nas Américas e no sudeste asiático P. vivax representa 

proporções maiores, sendo responsável por 74% e 37% dos casos nestas regiões, 

respectivamente (WHO, 2018) (FIGURA 1). 



12 

 

 

FIGURA 1. Incidência de P. vivax e P. falciparum em 2017. Fonte: BATTLE et al., 2019; WEISS 

et al., 2019. 

 

Felizmente, a redução do número de óbitos por malária de 607 mil para 435 mil entre 

2010 e 2017 evidencia o impacto dos investimentos em políticas de controle e eliminação da 

malária, baseadas principalmente no diagnóstico precoce e tratamento oportuno dos pacientes 

(WHO, 2018). Apesar disso, a incidência parasitária nas Américas vem aumentando desde 

2014 devido, sobretudo, ao aumento no Brasil, Nicarágua e Venezuela (WHO, 2018). O caso 

de maior notoriedade aconteceu na Venezuela, onde, entre 2000 e 2017, foi registrado um 

aumento acentuado, passando de 45.155 para 411.586 casos (WHO, 2018). Diferentes fatores 

explicam esse crescimento exorbitante, entre os quais a atividade de garimpo contribuiu 

significativamente, uma vez que infecções maláricas entre trabalhadores dessa atividade 

corresponderam a 47% do total de casos no país em 2017 (RECHT et al., 2017). Além disso, 

desde 2012 o sistema de saúde venezuelano vem sofrendo perdas operacionais e financeiras 

progressivas, o que impactou diretamente a capacidade dos serviços de controle de surtos e 

emergenciais (PAGE et al., 2019). 

No Brasil, o cenário é diferente. Apesar da expressiva redução de óbitos e número de 

casos em 85% e 70%, respectivamente, entre 2000 e 2017, o número de casos voltou a subir 

em 2018, alcançando a marca de 218 mil casos. O decréscimo dos números ocorreu 
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principalmente devido à adesão do Brasil ao diagnóstico precoce e às políticas de tratamento 

imediato do Plano de Intensificação das Atividades de Controle da Malária na Amazônia 

brasileira (PIACM), atividades estas que foram implementadas entre 2000-2003 e adotadas 

posteriormente pelo Programa Nacional de Controle da Malária (PNCM) (DE PINA-COSTA 

et al., 2014). 

A população brasileira presenciou momentos críticos no passado em relação à malária. 

Na década de 1930, com a introdução do vetor Anopheles gambiae em território nacional 

decorrente do tráfico marítimo com Senegal, as taxas de letalidade chegaram a 13% na região 

nordeste. Aproximadamente 10 anos depois, estimativas apontavam que a transmissão da 

doença aparecia distribuída em todo o território nacional, sendo aproximadamente 20% da 

população infectadas ao ano, o que não tinha relação com a transmissão por An. gambiae. Até 

1941, o vetor já havia sido eliminado do país, representando uma importante conquista em 

políticas públicas de saúde (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Entretanto, outras espécies 

de anofelinos assumiram o papel de vetores da Malária em outras partes do território nacional. 

A partir de meados dos anos 1960, políticas de colonização da Amazônia financiadas 

pelo governo provocaram a migração massiva de trabalhadores para a região norte, impondo-

os uma nova realidade. Durante este episódio da história nacional, os casos de malária 

atingiram níveis extremos, ultrapassando meio milhão de casos por ano. O maior número 

registrado ocorreu em 1999, com mais de 600 mil casos (FIGURA 2). Neste momento, 

mudanças de estratégias no PIACM focaram em ações de controle individuais, incluindo 

busca ativa dos casos para oferecer um diagnóstico precoce e tratamento adequado. Somado a 

isso, investimentos em infraestrutura e recursos humanos em saúde foram intensificados, o 

que contribuiu para a redução da incidência da doença em diferentes regiões (DE PINA-

COSTA et al., 2014; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). 

Um novo agravamento da transmissão de malária ocorreu no Brasil entre 2003 e 2005, 

chegando a níveis registrados em 1999, por razões diversas (FIGURA 2). Além do 

desinvestimento na implementação e administração das políticas de controle nos municípios, 

mudanças climáticas, ocupação das periferias das grandes cidades da região Norte, 

desmatamento para exploração de madeira, pecuária e agricultura e o aumento da população 

do mosquito vetor contribuíram para o aumento da transmissão na região. Novamente, a 

intervenção do governo federal em parceria com estados e municípios reduziu 

substancialmente o número de casos a partir de 2006 (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). 

É importante destacar ainda que, até aproximadamente 1988, as taxas de incidência de 

malária causada por P. vivax e P. falciparum eram similares, o que mudou a partir do final da 
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referida década, com prevalência de P. vivax que atinge atualmente 90% dos casos 

(OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; WHO, 2018) (Figura 2). Atualmente, somente o 

município de Cruzeiro do Sul, no Acre, contempla cerca de 30% de todos os casos registrados 

de P. falciparum no país. Somado com os municípios vizinhos de Rodrigues Alves e Mâncio 

Lima, essa localidade responde por cerca de 50% dos casos de malária falciparum. Porto 

Velho, em Rondônia, Itaituba e Anajás no Pará também tem registrado a entrada de P. 

falciparum nos últimos 3 anos (CARLOS et al., 2019). 

 

 

FIGURA 2. Série temporal (1960-2018) do número de casos de malária notificados. Fonte: 

SVS/MS, 2019a. 

 

Atualmente, o Brasil ainda se encontra em fase de controle da doença. Embora o 

principal vetor, o mosquito Anopheles darlingi, esteja presente em cerca de 80% de todo o 

território nacional (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010), a região territorial correspondente à 

Amazônia legal permanece concentrando mais de 90% dos casos de malária, sendo os estados 

do Acre, Amazonas, Roraima e Amapá aqueles onde há um maior risco de contrair a infecção 

(FIGURA 3). Ainda que na região Amazônica ocorra a transmissão de pelo menos três 

espécies de parasitos causadores da malária humana (P. vivax, P. falciparum e P. malariae) a 

prevalência elevada de infecções por P. vivax desafia as estratégias de controle e prevenção 

uma vez que essa espécie apresenta características biológicas peculiares que dificultam seu 

controle. 
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FIGURA 3. Risco de malária por município de infecção, Brasil, 2018. Baixo risco, IPA <10 

casos/mil habitantes; Médio risco, IPA 10 a 49 casos mil/habitantes; Alto risco, IPA 50 casos/mil habitantes. 

Fonte: (SVS/MS, 2018) 
 

1.2 Ciclo biológico e particularidades de P. vivax 

 

Indubitavelmente, o ciclo biológico Plasmodium sp. é altamente complexo, contando 

com, pelo menos, duas fases principais no humano (fase hepática e fase sanguínea) para 

multiplicação assexuada, além do processo de esporogonia no mosquito anofelino, que 

garante a recombinação genética (FIGURA 4). 
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FIGURA 4. Ciclo biológico de P. vivax. Fonte: National Institute of Allergy and Infectious Diseases 

(NIAID), adaptado de OLIVEIRA, 2016. 
 

A infecção nos humanos se dá através da inoculação das formas infectantes, os 

esporozoítos, transmitidas pela picada de mosquito fêmea infectado do gênero Anopheles 

durante o repasto sanguíneo. Neste momento, os esporozoítos podem permanecer no tecido 

subcutâneo do indivíduo por um longo período, exposto à resposta inicial do sistema imune 

do hospedeiro (AMINO et al., 2006; YAMAUCHI et al., 2007). Os esporozoítos que escapam 

desse primeiro contato podem alcançar a corrente sanguínea, atingindo o fígado para 

continuidade do ciclo exoeritrocítico. No órgão em questão, a invasão efetiva dos hepatócitos 

depende da motilidade do esporozoíto, que migra através de várias células até se desenvolver 

dentro de um único hepatócito (MOTA et al., 2001), o que corresponde ao processo de 

esquizogonia tecidual, que varia de 2 a 16 dias, a depender da espécie. Todavia, P. vivax e P. 

ovale podem ficar em latência no fígado por meses ou anos, o que corresponde às formas de 

hipnozoítos (KROTOSKI, 1985; WHITE et al., 2014). Os esporozoítos que seguem o ciclo se 

desenvolvem no interior do vacúolo parasitóforo, gerando dezenas de milhares de merozoítos, 

liberados dos esquizontes hepáticos através do brotamento de vesículas denominadas 

merossomos (STURM et al., 2006). Assim, o ciclo eritrocítico tem início pela invasão dos 
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eritrócitos pelos merozoítos, onde se multiplicam num período entre 48 e 72 horas, 

dependendo da espécie de Plasmodium até o rompimento da célula hospedeira. A infecção e 

lise sistemática dos eritrócitos resultam na doença, que inclui sintomas não específicos tais 

como febre intermitente, calafrios, dores de cabeça e vômito (WHITE et al., 2014). 

Após sucessivas replicações, os merozoítos se diferenciam em formas sexuadas 

infectantes para o vetor anofelino, denominadas macrogametócitos (gametócitos femininos) e 

microgametócitos (gametócitos masculinos) (JOSLING; LLINÁS, 2015). São estas formas 

que são ingeridas pela fêmea do mosquito durante o repasto sanguíneo, onde passam 

rapidamente pela transição a gametas masculinos e femininos ativados. No intestino médio do 

inseto, o parasito diploide móvel e de vida curta, o oocineto, desenvolve após a fecundação e 

formação do zigoto. Após migrar para a parede do intestino, o oocineto gera uma forma fixa, 

o oocisto, que, por redução meiótica, dá origem  aos esporozoítos. Estes, por sua vez, são 

liberados na hemolinfa do mosquito com o rompimento do oocisto e migram para suas 

glândulas salivares, sendo inoculados no sangue do hospedeiro humano no próximo repasto 

sanguíneo. 

Nos últimos anos, alguns autores tem levantado a hipótese de que o desenvolvimento de 

P. vivax depende ainda de uma passagem pela medula óssea (MALLERET et al., 2015), mas 

essas evidências seguem por serem esclarecidas. Nesse contexto de alta complexidade, 

algumas particularidades que colocam P. vivax em vantagem evolutiva em relação às demais 

merecem destaque, pois são aspectos que mantém essa espécie distribuída globalmente e 

dificultam seu controle. 

Primeiramente, chama atenção o rápido e contínuo desenvolvimento de gametócitos de 

P. vivax em comparação a outras espécies, formas estas infectantes ao mosquito anofelino, e 

um curto ciclo de desenvolvimento no hospedeiro invertebrado, indicando que a transmissão 

pode ocorrer antes mesmo do aparecimento dos sintomas (ADAMS; MUELLER, 2017; 

BOURGARD et al., 2018). Além disso, a parasitemia em infecções causadas por P. vivax são 

relativamente inferiores à parasitemia em malária falciparum, o que é atribuído ao tropismo 

de P. vivax pelos reticulócitos (MALLERET et al., 2015), que representam de 1 a 2 % do total 

de células eritrocíticas. Por vezes, essa parasitemia possui caráter submicroscópico, 

acompanhada de ausência de sintomas clínicos, o que também favorece a transmissão visto 

que indivíduos assintomáticos atuam como reservatórios do parasito (VALLEJO et al., 2016).  

Plasmodium vivax possui a habilidade de causar episódios de recaída via ativação de 

estágios hepáticos de longa duração conhecidos como hipnozoítos. Apesar de ter sido descrito 

por Krotoski ainda na década de 80 (1985), o mecanismo envolvido na latência e ativação dos 
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hipnozoítos ainda é pouco esclarecido. Alguns estudos sugerem que estímulos externos ao 

parasito podem levar a sua ativação, como infecção anterior por Plasmodium (WHITE, 2011), 

processos imunológicos desencadeados pela picada do anofelino (HULDÉN; HULDÉN; 

HELIÖVAARA, 2008), ou infecções bacterianas febris como febre tifoide (SHANKS; 

WHITE, 2013; WHITE, 2011). 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). 

 

1.3 Tratamento da malária não complicada e a relação entre CYP2D6 e primaquina 

 

Diante do potencial de P. vivax em causar recaídas pela ativação dos hipnozoítos, 

terapias que atuam somente no ciclo eritrocítico do parasito são insuficientes para cura radical 

dos pacientes infectados por essa espécie. Por esse motivo, o esquema terapêutico 

preconizado pelo Ministério da Saúde para a cura radical da infecção por P. vivax consiste na 

associação entre cloroquina (CQ) por 3 dias (dose total de 25 mg/kg) e primaquina (PQ) por 7 

dias (dose total de 3–4,2 mg/kg), que atuam como esquizonticida sanguíneo e esquizonticida 

tecidual, respectivamente (SVS/MS, 2010). Essa estratégia é de elevada importância visto 

que, na ausência de PQ, episódios de recaída podem alcançar aproximadamente 80% das 

infecções por P. vivax quando somente um esquizonticida sanguíneo é utilizado (BETUELA 

et al., 2012; COMMONS et al., 2019; ROBINSON et al., 2015). Recentemente, o novo Guia 

de Tratamento da Malária introduziu terapias combinadas com derivados de artemisinina 

(ACT), já utilizados anteriormente no tratamento de malária causada por P. falciparum, para 

tratamento da malária vivax. Deste modo, as combinações arteméter e lumefantrina 

(AM+LM) e artesunato e mefloquina (AS+MQ) são recomendas para tratamento de crianças 

de até 11 meses, bem como adultos que apresentem recidiva até 60 dias após o início do 

tratamento convencional. O tratamento de crianças menores de 6 meses e com menos de 5 kg 

com derivados de ACT aparece como uma estratégia de inibir a seleção de variantes de P. 

vivax resistentes à CQ, uma vez que não necessita do fracionamento do fármaco no momento 

da sua administração e, consequentemente, evita a dosagem subterapêutica (SVS/MS, 2019). 

A associação de PQ e CQ merece destaque no contexto de tratamento de infecções por 

P. vivax pelo efeito sinérgico entre as drogas. Além de ser, atualmente, o único fármaco 

licenciado e comercialmente disponível contra formas teciduais hepáticas do parasito, PQ tem 

sua biodisponibilidade potencializada na corrente sanguínea pela CQ 

(PUKRITTAYAKAMEE et al., 2014), o que contribui para a cura radical dos pacientes. Por 
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esse motivo, a PQ permanece recomendada para todas as faixas etárias, exceto crianças 

menores de 6 meses e gestantes devido ao risco de complicações relacionados a hemólise, que 

pode ocorrer em indivíduos com deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) 

(SVS/MS, 2019). 

Pertencente à classe das 8-aminoquinolinas, a PQ foi desenvolvida pelo Exército dos 

Estados Unidos da América durante a Segunda Guerra Mundial, em 1946, na Universidade de 

Columbia (ELDERFIELD; GENSLER, 1946). Foi utilizada na década de 1950, durante a 

Guerra da Coreia, como tratamento para malária causada por P. vivax. Desde então, a PQ foi 

estabelecida como terapia padrão no tratamento da malária, representando uma importante 

ferramenta para o bloqueio da transmissão devido ao seu efeito gametocida (MARCSISIN; 

REICHARD; PYBUS, 2016). Estimativas apontam que aproximadamente 200 milhões de 

pessoas receberam PQ (ASHLEY; RECHT; WHITE, 2014). No entanto, nos últimos anos, 

alguns trabalhos tem relatado falha terapêutica no tratamento preconizado da malária causada 

por P. vivax, principalmente na região da Amazônia brasileira (CHEHUAN et al., 2013; DE 

SANTANA FILHO et al., 2007; MARQUES et al., 2014; PRICE et al., 2014). 

Na última década, tornou-se bem estabelecido que PQ é um pró-fármaco, ou seja, sua 

atividade antimalárica acontece efetivamente após biotransformação no fígado. Esse 

fenômeno é bem evidenciado por Potter e colaboradores (2015), que verificou falha 

terapêutica em camundongos knockout para determinadas enzimas hepáticas, infectados com 

Plasmodium chabaudi. Além disso, Pybus e colaboradores (2012), utilizando enzimas 

recombinantes das famílias citocromo P450 e a monoamino oxidase (MAO-A), evidenciaram 

a formação de metabólitos previamente identificados como terapêuticos e tóxicos durante o 

tratamento contra malária. 

Mais recentemente, a avaliação do metaboloma no plasma e na urina de voluntários 

saudáveis após administração de PQ permitiu elucidar a complexidade do metabolismo do 

fármaco, evidenciando três vias distintas pelas quais dezenas de metabólitos são gerados 

(AVULA et al., 2018). Dentre elas, a via mediada por isoenzimas do complexo P450 

promovem a biotransformação da PQ em metabólitos hidroxilados, cuja atividade foi 

relacionada à eficácia terapêutica da PQ na malária (PYBUS et al., 2013). Especificamente, 

CYP2D6 aparece como a enzima essencial envolvida na biotransformação da PQ em 

metabólitos hidroxilados (FIGURA 5), o que de fato tem sido corroborado por relatos de falha 

terapêutica deste fármaco em indivíduos com malária causada por P. vivax, associada ao 

genótipo alterado de CYP2D6 que implica em atividade reduzida da enzima e consequente 

alteração da farmacodinâmica da PQ (BRASIL et al., 2018; SILVINO et al., 2016). 
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Por outro lado, o metabólito mais abundante derivado da PQ corresponde a carboxi-PQ 

(cPQ), derivado da via mediada por MAO-A (FIGURA 5) que é responsável pela meia-vida 

curta da droga (aproximadamente 6 horas) (AVULA et al., 2011). A concentração máxima de 

cPQ foi observada em indivíduos saudáveis após 8 horas da administração da PQ, com 

concentrações elevadas de cPQ mantidas por até 24 horas (TEKWANI et al., 2015), 

entretanto, nenhum efeito de cPQ parece estar envolvido na atividade antimalárica da PQ. 

Apesar de cPQ ser considerado um metabólito não terapêutico e não tóxico, envolvido apenas 

na excreção da droga do organismo, ainda há a formação de metabólitos hidroxilados 

derivados de cPQ com potencial antimalárico (AVULA et al., 2018), porém, o impacto 

terapêutico desses intermediários na eficácia da PQ ainda não foi avaliado. 

 

 
FIGURA 5. Principais produtos de PQ pelas vias metabólicas de MAO-A e CYP2D6. 
Fonte: MARCSISIN; REICHARD; PYBUS, 2016, adaptado. 

 

Frente à complexidade de metabólitos aos quais a PQ é convertida, surge o 

questionamento a respeito do mecanismo de ação do antimalárico. Entender como um 

princípio ativo atua é essencial para prever mecanismos de resistência do parasito, além de 
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abrir campos de pesquisa para aprimoramento de fármacos, o que pode ser uma alternativa à 

descoberta de antimaláricos. Entretanto, a ausência de métodos de cultivo robustos e de longa 

duração de P. vivax tem dificultado avanços nessa área, e por muitos anos o mecanismo de 

ação da PQ permaneceu pouco compreendido. 

Recentemente, Camarda e colaboradores (2019) elucidaram o mecanismo de ação da 

PQ utilizando modelos de infecção in vitro por P. falciparum que mimetizam a fisiologia 

hepática (FIGURA 6). Os autores constataram que a PQ possui atividade antimalárica 

indireta, em duas etapas, sendo que a atuação da CYP2D6 depende de seu par redox 

citocromo P450 redutase (CPR). Em um primeiro momento, a PQ é biotransformada em seus 

metabólitos hidroxilados pelo complexo CYP2D6/CPR. Estes, por sua vez, sofrem oxidação 

espontânea, formando quinoneiminas e peróxido de hidrogênio (H2O2). A enzima CPR, 

através da recepção de dois elétrons do NADPH, reduz a quinoneimina à forma hidroxilada 

novamente via cofatores FAD/FMN, perpetuando assim a acumulação de H2O2 no fígado e 

em outros locais de biotransformação, como a medula óssea. Portanto, os parasitos presentes 

nesses locais são afetados pela ação do H2O2 acumulado. Embora esses achados tenham 

lançado luz sobre questões que permaneceram pouco compreendida por décadas, a influência 

da MAO-A não foi investigada, dessa forma, seu impacto na eficiência do tratamento com PQ 

segue por ser elucidada. 

 

 

FIGURA 6. Representação esquemática do mecanismo de ação da primaquina 
Fonte: CAMARDA et al., 2019, adaptado. 

 

1.4 Caracterização molecular do parasito e diferenciação das recidivas 

 

Recidiva é um conceito clínico, baseado unicamente no aparecimento de um novo 

quadro de sintomas ocasionado pela presença de formas assexuadas na circulação periférica. 

Somente com base na observação clínica, não se distingue recrudescência, recaída e 

reinfecção. Entretanto, tem sido consenso que até 28 dias, as recidivas podem ser 
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consideradas recrudescências, pois apesar de ainda haver CQ circulante após o tratamento as 

formas eritrocíticas continuam presentes. A partir de 29 dias, as recidivas podem ser 

consideradas recaídas até cerca de 6 meses após o tratamento, decorrentes da ativação dos 

hipnozoítos. Em regiões tropicais como o Brasil, é comum que o intervalo entre a infecção 

primária e a recaída seja curto, aproximadamente entre 6 e 8 semanas (WHITE, 2011). As 

reinfecções, ou seja, a entrada de novos esporozoítos pela picada de mosquitos infectados, por 

sua vez, podem ocorrer a qualquer momento após a eliminação da droga no organismo, desde 

que haja o contato com o mosquito vetor (SIMÕES et al., 2014). 

Para a identificação da presença de parasitos durante e após o tratamento dos pacientes 

diagnosticados com malária, o Ministério da Saúde preconiza a realização de lâminas de 

verificação de cura (LVC) que consiste no exame de gosta espessa para busca de parasitos 

persistentes (SVS/MS, 2019). Através deste exame e com base nos critérios supracitados, 

infere-se quando um episódio de recidiva se trata de recrudescência e, a partir disso, é 

possível delinear nova estratégia de tratamento. No entanto, diferentes estudos que utilizam 

métodos moleculares de detecção tem relatado a ocorrência de infecções subpatentes, que são 

indetectáveis pelo método de gota espessa devido a parasitemias muito baixas (ALVES et al., 

2006; VALLEJO et al., 2016). Nesse contexto, levanta-se a hipótese de que o método da gota 

espessa pode subnotificar as recrudescências devido a sua menor sensibilidade, 

principalmente por depender da experiência do microscopista, e, por isso, métodos de 

detecção molecular representam uma alternativa através da detecção precoce do DNA do 

parasito antes mesmo que este chegue a se desenvolver em quantidades suficientes para 

continuar a transmissão e causar novo quadro de sintomas clínicos. 

A dificuldade de distinção entre recaída, recrudescência e uma nova infecção representa 

um empecilho para os estudos de resistência às drogas, eficácia terapêutica e até mesmo para 

o desenvolvimento de novas drogas. Por isso, a caracterização molecular dos parasitos através 

da genotipagem de microssatélites representa uma importante ferramenta para auxiliar as 

estimativas gerais das taxas de recorrência em diferentes populações. Através desta 

metodologia, é possível diferenciar recidivas homólogas (mesmo parasito da infecção inicial) 

ou heterólogas (parasito distinto da infecção inicial), de acordo com o alelo predominante em 

cada momento da infecção. 

Um estudo do nosso grupo de pesquisa realizado com pacientes adultos mono-

infectados por P. vivax, que apresentaram recaídas confirmadas por residirem em área não 

endêmica (Cuiabá – MT), excluindo a chance de reinfecção, verificou a presença de diferentes 

alelos de microssatélites e blocos polimórficos de PvMSP-1 tanto na infecção primária quanto 
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na recaída, com variação temporal do alelo predominante. Assim, 46% (N=30) das recaídas 

reportadas apresentavam o alelo predominante distinto da infecção primária, sugerindo que a 

maior parte das recaídas decorreram da ativação de hipnozoítos heterólogos. No entanto, entre 

os 7 indivíduos primo-infectados (primeira infecção malárica da vida do indivíduo), 5 deles 

apresentaram parasito da recidiva idêntico ao parasito da infecção inicial (DE ARAUJO et al., 

2012). Esses achados corroboraram as evidências trazidas por um estudo realizado com 

pacientes residentes em área de baixa transmissão da Tailândia, em que 65% (N=20) das 

mulheres incluídas no estudo apresentaram recidiva heteróloga (IMWONG et al., 2012). 

Além disso, a recaída de 20 crianças primo-infectadas incluídas pelo estudo foram decorrentes 

principalmente da ativação de parasitos homólogos à primeira infecção. Concomitantemente, 

essas evidências sugerem que a primeira recaída de indivíduos primo-infectados ocorre 

predominantemente por hipnozoítos homólogos à infecção inicial, enquanto em indivíduos 

com episódios prévios de malária, as recaídas ocorrem predominantemente por parasitos 

heterólogos. 

A genotipagem de microssatélites permite identificar ainda a diversidade genética e 

heterozigosidade das infecções causadas por P. vivax, classificando as infecções quanto a sua 

multiplicidade de parasitos. Infecções múltiplas são definidas pela detecção de dois ou mais 

alelos de um marcador polimórfico em uma mesma amostra. Nesse contexto, diferentes 

trabalhos têm evidenciado que as infecções por P. vivax incluem geralmente mais de uma 

variante do parasito, que podem ser provenientes de única ou várias inoculações pelo 

mosquito vetor (ORJUELA-SÁNCHEZ et al., 2009; WHITE, 2011). Outra observação 

importante evidencia a flutuação da predominância de alelos nos diferentes momentos das 

infecções e que parasitos geneticamente idênticos podem ser encontrados em ambas as 

infecções, porém em frequências distintas (DE ARAUJO et al., 2012; KOEPFLI et al., 2009). 

Estudos mais recentes tem buscado a caracterização genética dos parasitos através de 

estratégias mais robustas como o sequenciamento massivo do DNA, que tem permitido 

identificar um número maior de haplótipos por episódio de infecção em relação à técnica 

convencional de genotipagem (BRIGHT et al., 2014; LIN et al., 2015). 

Apesar da ausência de estudos robustos de análise da estrutura genética de P. vivax em 

populações de vetores naturalmente infectados em área endêmica, Soontarawirat e 

colaboradores (2017) observaram o desenvolvimento de oocistos em Anopheles cracens 

alimentados artificialmente utilizando sangue de pacientes infectados. Dessa forma, puderam 

identificar o desenvolvimento tanto de oocistos policlonais quanto oocistos correspondentes a 

um mesmo clone. Em ambos os casos observaram alelos correspondentes nos parasitos 
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isolados diretamente do sangue dos pacientes, sugerindo que a multiplicidade de variantes das 

infecções por P. vivax podem ser provenientes da inoculação por um único mosquito vetor ou 

pela inoculação de variantes distintas por vetores diferentes. 

Frente às evidências expostas, recidivas precoces, causadas por parasitos homólogos à 

infecção primária, sugerem fortemente um episódio de recrudescência, com potencial 

resistência de P. vivax ao antimalárico, entendida como a persistência da parasitemia mesmo 

diante de concentrações terapêuticas da droga. Como o cultivo de P. vivax ainda é uma 

realidade apenas para pesquisas científicas, o que permite testar a susceptibilidade do parasito 

a diferentes antimaláricos, a dosagem da droga e seus metabólitos no sangue permanece como 

ferramenta alternativa para identificar parasitos potencialmente resistentes. Na ausência deste 

método, recidivas homólogas ainda não podem ser descartadas como recaídas, visto que 

outras evidências têm apontado para a influência do sistema imune no tratamento e na 

ocorrência de recidivas homólogas. Já foi observado, a partir de infecção artificial, que a 

aquisição de imunidade contra estágio sanguíneo de P. vivax resulta em intervalos maiores 

entre as recaídas (WHITE, 2011). Além disso, a observação de parasitemias menores nas 

recaídas homólogas em relação às recidivas heterólogas em pacientes da Tailândia evidencia 

um possível desenvolvimento de imunidade adquirida contra os parasitos homólogos que, 

consequentemente, favorece o desenvolvimento da infecção a partir da ativação do hipnozoíto 

heterólogo (MANEERATTANASAK et al., 2017). 

 

1.5 Falha terapêutica e resistência de P. vivax aos tratamentos 

 

No passado, os relatos de falha terapêutica se referiam à resistência de cepas de P. vivax 

à CQ. O primeiro relato data de 1989 (RIECKMANN; DAVIS; HUTTON, 1989), 30 anos 

após o aparecimento de P. falciparum resistente ao fármaco (PRICE et al., 2014). A 

resistência à CQ é definida como persistência da parasitemia após tratamento do paciente com 

a dose preconizada do antimalárico e, simultaneamente, concentrações adequadas do 

medicamento ou seu metabólito no sangue (>100 ng/mL) (BLOLAND, 2001). Porém, a 

dosagem da droga exige metodologias robustas e acompanhamento próximo ao paciente, 

pouco viáveis para utilização na rotina em área endêmica. 

De forma geral, a resistência do parasito ocorre por mutações, podendo incluir múltiplas 

mutações em diferentes lócus no genoma do parasito. No caso de P. falciparum, é bem 

estabelecido que a resistência à CQ é resultado de mutações no gene pfcrt (chloroquine 

resistance transporter), especificamente uma alteração no códon 76 que protege o parasito 
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contra a acumulação do fármaco no vacúolo digestivo, local onde atua inibindo a síntese de 

hemozoína (FITCH, 2004). A partir de cruzamento genético entre variantes resistente e 

sensível à CQ de P. falciparum, o gene pfcrt foi identificado e associado ao aumento da 

acidificação no vacúolo parasitóforo como consequência da alteração do fluxo de CQ ou sua 

ligação com o grupo heme (FIDOCK et al., 2000). A proteína codificada contém 45 kDA, 

incluindo 10 domínios transmembrana localizados no vacúolo digestivo, o que permite uma 

menor concentração de CQ nessa organela entre as variantes que apresentam o polimorfismo 

no códon 76 (FIGURA 7). 

Embora a existência de um gene ortólogo de pfcrt seja conhecida para P. vivax (pvcrt-

o), a sua associação com resistência não é bem estabelecida para essa espécie, uma vez que 

não há uma mutação específica comum a todos os isolados resistentes à CQ. As evidências 

sobre o envolvimento de pvcrt-o na resistência à CQ permaneceram limitadas principalmente 

devido à ausência de protocolos de cultura contínua do parasito in vitro, dependendo, assim, 

de métodos de transfecção em outros organismos. Nesse sentido, os primeiros achados com P. 

falciparum e Dictyoselium discoideum transfectados com pvcrt-o evidenciaram que sua 

superexpressão gênica diminuía a susceptibilidade parasitária à CQ (SÁ et al., 2006). Além 

disso, o aumento da expressão do gene em questão foi observado em isolado de P. vivax 

resistente à CQ (FERNÁNDEZ-BECERRA et al., 2009). No Brasil, Melo e colaboradores 

(2014) constataram que isolados de pacientes monoinfectados com P. vivax clinicamente 

caracterizados como resistentes à CQ apresentaram aumento da expressão de pvcrt-o em 

quase três vezes quando comparado aos isolados susceptíveis. Entretanto, esses estudos 

avaliaram somente o aumento da expressão gênica em nível de RNA mensageiro, sem 

investigar a relação deste aumento com a variação do número de cópias do gene. 

Recentemente, Sá e colaboradores (2019) evidenciaram, através de um cruzamento 

entre variantes de P. vivax, alterações na transcrição gênica de pvcrt-o. Utilizando primatas 

não-humanos neotropicais para seleção das variantes e posterior infecção em um chimpanzé 

sob pressão seletiva de CQ, os pesquisadores identificaram um aumento tanto na transcrição 

quanto na expressão gênica de pvcrt-o, indicando que, de fato, há um envolvimento de pvcrt-o 

na resistência a CQ. 

Outro gene de grande importância no contexto de tratamento de malária vivax é o 

pvmdr-1 (multidrug resistance 1), homólogo de mdr de mamífero, codificante da 

glicoproteína P que pertence a família de transportadores ABC, capaz de transportar 

diferentes classes de drogas (HIGGINS, 2007). Assim como o transportador de resistência à 
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cloroquina, a glicoproteína P está localizada, principalmente, na membrana do vacúolo 

digestivo (COWMAN et al., 1991) (FIGURA 7). 

 

 
FIGURA 7. Esquema dos principais alvos e mecanismos de resistência aos antimaláricos 

mediados por pvmdr-1 e pvcrt-o. (A) Alvos dos principais antimaláricos. ART, artemisinina; ATQ, 

atovaquona; CQ, cloroquina Cyt b, citocromo b; DHFR, diidrofolato redutase; Hb, hemoglobina; LMF, 

lumefantrina; MFQ, mefloquina; PfCRT, transportador de resistência a cloroquina; PPQ, piperaquina; PfMDR-1, 

transportador de multirresistência-1; RBC, eritrócito. SP, sulfadoxina-pirimetamina. (B) Topologia de MDR1. 

As setas pretas indicam posições polimórficas de aminoácidos, destacados em vermelho, associadas, em P. 

falciparum, à alteração da resposta a diferentes antimaláricos. (C) Topolofia de CRT. As setas pretas indicam 

aminoácidos polimórficos. A substituição de lisina por treonina na posição 76, indicada pela seta em vermelho, é 

conservada em P. falciparum resistentes à CQ. 

Fonte: ROSS; FIDOCK, 2019 e SANCHEZ et al., 2010, adaptado. 

 

O cenário para pvcrt-o se repete quando se trata de pvmdr-1. Diferentes polimorfismos 

em aminoácidos específicos de P. falciparum podem comprometer sua susceptibilidade in 

vitro a diferentes antimaláricos visto que a glicoproteína P atua como transportadora dos 

fármacos para o interior do vacúolo (ROHRBACH et al., 2006). Ou seja, o menor transporte 

do antimalárico pela proteína P será vantajosa para o parasito quando o fármaco atuar no 

vacúolo digestivo, enquanto uma atividade elevada de glicoproteína P será benéfica contra 

antimaláricos que atuam no citoplasma (PRICE et al., 2004; VAN ES et al., 1994). Em P. 

vivax, isolados da Indonésia e Tailândia com a mutação Y976F apresentaram suscetibilidade 

reduzida à CQ, mas aumentada para artesunato e mefloquina, já os isolados com amplificação 

gênica de pvmdr-1 apresentaram susceptibilidade acentuadamente reduzida para mefloquina 

(SUWANARUSK et al., 2007). No Brasil, isolados clinicamente resistentes à CQ 

apresentaram expressão de mRNA de pvmdr-1  aumentada em 2,4 vezes em relação aos 

clinicamente susceptíveis (MELO et al., 2014). Assim como para pvcrt-o, a variação do 
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número de cópias do gene não foi avaliada, o que leva a hipótese de que a pressão seletiva 

exercida pela droga pode selecionar variantes com cópias múltiplas do gene, que poderia 

implicar no aumento da expressão do transportador, comprometendo o efeito dos 

antimaláricos.   



28 

 

 

2 JUSTIFICATIVA 

 

Os fatores determinantes da metabolização de drogas antimaláricas e de resistência aos 

antimaláricos pelo parasito merecem destaque nas investigações acerca das falhas terapêuticas 

e da eficácia das drogas preconizadas atualmente para o tratamento da malária causada por P. 

vivax. Atualmente, a PQ é o único fármaco licenciado para eliminar os hipnozoítos do tecido 

hepático e prevenir as recaídas (WHO, 2017), administrada em associação à CQ. Entretanto, 

falhas terapêuticas levantaram questionamentos acerca da eficácia desse esquema 

quimioterápico. 

As bases genéticas das falhas terapêuticas ainda permanecem pouco esclarecidas para P. 

vivax. Porém, tanto fatores genéticos do hospedeiro humano quanto do parasito parecem 

influenciar essa ocorrência. Diferentes estudos buscam estabelecer associações entre 

polimorfismos de base única e variação de número de cópias de diferentes genes de P. vivax 

relacionados à resistência a antimaláricos (COSTA et al., 2017; SILVA et al., 2018), enquanto 

outros buscam investigar o impacto de diferentes fenótipos da enzima CYP2D6 do hospedeiro 

humano, essencial para metabolização da PQ, na ocorrência de recidivas (BRASIL et al., 

2018; SILVINO et al., 2016). Diante disso, esquemas terapêuticos com derivados de 

artemisinina, como artesunato e arteméter, têm sido investigados como alternativa à CQ 

(DAHER et al., 2018; TAVUL et al., 2018) e seguirá em implementação nos próximos anos, 

conforme recomendado pelo Ministério da Saúde (SVS/MS, 2019), visto que a otimização do 

tratamento da malária causada por P. vivax é fundamental para aprimoramento do controle da 

doença. 

Dessa forma, a presente proposta pretende contribuir para a caracterização tanto de 

aspectos genéticos do hospedeiro humano quanto de P. vivax relacionados à falha terapêutica 

em pacientes tratados com diferentes antimaláricos, incluindo o esquema atualmente 

preconizado (CQ e PQ) e ACT em associação à PQ. Com isso, espera-se contribuir para 

elucidação de como os fatores genéticos do hospedeiro e do parasito influenciam as recidivas 

das infecções por P. vivax, auxiliando o desenvolvimento de medidas mais efetivas que 

auxiliem o tratamento e controle da doença. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a influência de polimorfismos em genes do hospedeiro humano e genes de 

isolados de P. vivax em episódios de recidiva caracterizados molecularmente antes e após 

tratamento com derivados de artemisinia ou cloroquina associados à primaquina. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

i. Identificar e classificar o genótipo dos parasitos isolados da infecção primária e da 

recidiva de pacientes de Porto Velho/RO e Manaus/AM, tratados com CQ ou ACT 

associados à primaquina; 

ii. Comparar a ocorrência de infecções múltiplas nas infecções primárias e  nas recidivas 

de isolados dos mesmos indivíduos; 

iii. Realizar o acompanhamento molecular de cura para identificação das recrudescências;  

iv. Inferir as atividades das enzimas CYP2C8 e CYP2D6 dos pacientes que recidivaram, 

identificando os fenótipos de biotransformação nulo, lento ou ultrarrápido; 

v. Estimar a variação do número de cópias gênicas de pvmdr-1 e pvcrt-o nos isolados de 

P. vivax pareados (infecção primária/recidiva). 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Indivíduos e população de estudo 

 

O presente estudo contou com amostras de pacientes com malária não complicada 

recrutados para compor um estudo prospectivo e randomizado para monitoramento da eficácia 

e segurança de tratamentos baseados em derivados de artemisinina (DAHER et al., 2018). 

Os indivíduos foram recrutados entre agosto de 2012 e abril de 2015, totalizando 2.475 

pacientes atendidos no Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM), em Porto 

Velho/RO, e na Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), 

em Manaus/AM, com resultado de gota espessa positivo durante o período do estudo clínico. 

Os pacientes com malária não complicada foram incluídos no estudo após informar 

consentimento livre e esclarecido por escrito e se atenderam aos seguintes critérios de 

inclusão: idade entre 18 e 70 anos, peso entre 50 e 90 kg, monoinfecção por P. vivax 

confirmada por microscopia, contagem parasitária >250 p/µL, temperatura axilar ≥37,5 ºC ou 

histórico de febre durante as últimas 48 horas e dosagem de hemoglobina > 7,0 g/dL. Os 

critérios de exclusão foram: uso de antimaláricos nos 63 dias anteriores, sinais de malária 

grave, outras condições febris concomitantes ou doenças crônicas (distúrbios cardíacos, 

hepáticos ou renais graves ou HIV), uso de qualquer medicamento conhecidamente capaz de 

interferir na farmacocinética do antimalárico1, histórico de intolerância a qualquer 

antimalárico do estudo, deficiência conhecida de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), 

gravidez confirmada por teste de hCG e amamentação. 

De 2.475 pacientes, 264 (10,7%) pacientes foram randomizados (1:1:1) em três 

diferentes grupos para receberem esquemas de tratamento por via oral distintos, sendo 88 

indivíduos por grupo: Grupo A, CQ+PQ; Grupo B, Artesunato e Mefloquina +PQ; e Grupo C, 

Arteméter e Lumefantrina +PQ (TABELA 1). 

                                                 
1 Antiácidos podem reduzir a absorção da cloroquina, enquanto cimetidina pode aumentar seus efeitos 

farmacológicos. Quinacrine tem potencial de aumentar a toxicidade da primaquina. Medicamentos que alteram a 

motilidade gastrointestinal também compuseram os critérios de exclusão. Outros medicamentos relatados de uso 

concomitantes tiveram seu potencial de interação com os antimaláricos usados no estudo consultados na base de 

dados Drug Interaction Checker (http://www.medscape.com/druginfo/druginterchecker?cid=med). 
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TABELA 1. Esquemas de tratamento utilizados no estudo clínico 

Grupo Antimaláricos Esquema terapêutico1 

A 
Cloroquina + Primaquina 

(CQ+PQ) 

10 comprimidos de 150 mg de cloroquina 

(4 no primeiro dia e 3 nos dois dias 

subsequentes). 

B 
Artesunato + Mefloquina + Primaquina 

(AM+PQ) 

6 comprimidos de 100 mg de artesunato e 

200 mg de mefloquina (2 comprimidos 

por dia durante um período de 3 dias). 

C 
Arteméter + Lumefantrina + Primaquina 

(AL+PQ) 

24 comprimidos de 20 mg de arteméter e 

120 mg de lumefantrina (8 comprimidos 

por dia durante um período de 3 dias). 

1Todos os grupos incluíram administração de 2 comprimidos de 15 mg de PQ diariamente durante 7 dias, 8 ou 9 

dias, de acordo com três faixas de peso corporal (≥ 50–69 kg, 70–79 kg e 80–90  kg), conforme recomendação 

do PNCM (SVS/MS, 2010). A primeira dose dos antimaláricos foi administrada no momento do recrutamento. 

Para os pacientes tratados com CQ+PQ e AM+PQ, a administração das doses subsequentes foi acompanhada 

durante os 3 primeiros dias. Já para o grupo tratado com AL+PQ, somente a primeira dose de AL da manhã foi 

supervisionada, sendo posteriormente questionados a respeito da sua adesão à segunda dose diária (DAHER et 

al., 2018). 

 

Dos 264 indivíduos randomizados, 198 (75,0%) e 66 (25,0%) foram incluídos pelo 

CEPEM e pela FMT, respectivamente. Os principais motivos para exclusão de indivíduos 

foram impossibilidade de atender ao cronograma de avaliações (19,9%), baixa parasitemia 

(15,9%) e uso de antimaláricos nos últimos 63 dias (15,2%). 

Todos os pacientes receberam tratamento parcialmente supervisionado, ou seja,   

Os pacientes foram avaliados e tiveram amostra de sangue coletadas no dia de 

recrutamento (d0) e nos dias 1, 2, 3, 7, 14, 21, 28, 42 e 63 após sua inclusão no estudo. Esse 

esquema de amostragem corresponde ao intervalo recomendado pelo Ministério da saúde para 

verificação de cura após administração do tratamento com antimaláricos. 

Para realização desse trabalho, foram utilizadas amostras dos pacientes que 

apresentaram episódio de recidiva (reaparecimento dos sintomas clínicos e parasitemia 

detectada por microscopia óptica) durante o período em que foram acompanhados (até 63 

dias). Assim, um total de 35 indivíduos apresentou recidiva única durante este período, os 

quais foram incluídos nas análises do presente trabalho. 
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4.2 Aprovações éticas e consentimento dos participantes 

 

O Comitê de Ética do Centro de Medicina Tropical de Rondônia (CEPEM Nº 31/11 

CEP/CEPEM e 0018.0.046.000-11 CAAE–SISNEP e Plataforma Brasil Nº 74869 

CEP/CEPEM e Nº 05462612.7.0000.0011 CAAE) revisaram e aprovaram o protocolo do 

estudo clínico. O consentimento livre e esclarecido dos pacientes, adquirido antes do início do 

estudo clínico, serão mantidos por 5 anos após o término do estudo. 

 

4.3 Extração de DNA genômico a partir de amostras de sangue em papel de filtro 

 

Amostras de sangue estocadas em papel de filtro foram fornecidas pelo Dr. André 

Daher, Coordenador do Estudo Clínico e representante do Instituto de Tecnologia em 

Fármacos Farmanguinhos (Rio de Janeiro/RJ). 

O DNA das amostras foi extraído usando o kit comercial QIAamp DNA mini kit (Gentra 

Systems, Minneapolis, MN), de acordo com o protocolo do fabricante especificado para 

amostras de sangue em papel de filtro. As extrações partiram de, aproximadamente, 80 µL de 

sangue, e o DNA purificado foi hidratado em 150 µL de tampão de hidratação disponível no 

kit. Somente para os experimentos de verificação de cura por protocolo molecular, descritos 

no item 4.4, as extrações partiram do mesmo volume aproximado de sangue, e o DNA foi 

hidratado em 50 µL de água livre de DNAses e RNAses. 

 

4.3.1 PCR convencional para amplificação do gene abo de grupo sanguíneo: controle 

de qualidade de extração de DNA 

 

Com o objetivo de verificar a integridade do DNA extraído de sangue em papel de 

filtro, as amostras foram submetidas à amplificação em cadeia da polimerase convencional 

(PCR) para amplificação do grupo sanguíneo ABO, gene constitutivo do genoma humano. A 

reação incorpora iniciadores dirigidos contra sequências no exon 7 do gene do grupo ABO 

(5’- GCT GGA GGT GCG CGC TAC -3’ e 5’- ACG AAT TCT ACT TGT TCA GGT GGC 

TGT GCG TC -3’), cujo produto de amplificação possui 419 pares de base (OLSSON et al., 

1998). 

As reações ocorreram em volume final de 12,5 µL, na presença de 1,6 µM de cada 

iniciador, PCR Mastex Mix a 1x (PROMEGA), 4,8 mM de MgCl2 (Invitrogen) e 1 µL de 

DNA (aproximadamente 5 ng/µL). As amplificações foram realizadas em termocilador Veriti 
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96-well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) ou T-100 Thermal Cycler (BioRad), 

equipamentos compatíveis com tubos de 0,2 mL específicos para PCR. O desempenho da 

reação nos dois equipamentos foi idêntico (dados não mostrados). 

As condições de amplificação incluíram desnaturação inicial a 95 ºC por 5 minutos, 34 

ciclos de 95 ºC por 1 minuto, 68 ºC por 1 minuto (anelamento) e 72 ºC por 1 minuto 

(extensão), finalizando com um ciclo de 5 minutos a 72 ºC. Os produtos de amplificação 

foram visualizados em gel de agarose 2% v/v corado com brometo de etídio 5% v/v. 

 

4.4 Diagnóstico molecular para confirmação de monoinfecção e detecção precoce do 

DNA de P. vivax 

 

Para confirmação de monoinfecção por P. vivax, amostras de DNA extraídas de sangue 

coletado no momento do recrutamento de todos os 35 indivíduos aqui incluídos foram 

submetidas ao diagnóstico molecular descrito por Cotta e colaboradores (2019), utilizando a 

técnica de PCR em tempo real para amplificação de Pvr47 e Pfr364, sequência sem função 

conhecida localizada na região subtelomérica do genoma de P. vivax e P. falciparum, 

respectivamente. Somente os pacientes recrutados em Porto Velho/RO (CEPEM), totalizando 

27 indivíduos, foram submetidos ao controle de cura pelo mesmo diagnóstico molecular, de 

detecção de Pvr47, para detecção precoce do DNA de P. vivax. Cada paciente de Porto 

Velho/RO teve entre 2 e 3 pontos de coleta de sangue anteriores ao da recidiva clínica 

submetidos ao controle molecular de cura, conforme indicado no APÊNDICE A.  

Para amplificação de Pvr47, foram utilizadas as respectivas sequências de iniciadores e 

sonda: 5’-TCCGCAGCTCACAAATGTTC-3’ (senso), 5’-

ACATGGGGATTCTAAGCCAATTTA-3’ (anti-senso) e 5’-HEX-

TCCGCGAGGGCTGCAA-MGB-3’ (sonda). Já para Pfr364, as sequências de iniciadores e 

sonda foram: 5’-ACTCGCAATAACGCTGCAT-3’ (senso), 5’-

TTCCCTGCCCAAAAACGG-3’ (anti-senso) e 5’-FAM-GGTGCCGGGGGTTTCTACGC-

MGB-3’. 

As reações de amplificação de Pvr47 foram realizadas em placas de 384 poços, para um 

volume total de 10 µL, utilizando 5 µL de TaqMan Universal PCR Master Mix 2x (Thermo 

Fisher Scientific), 50 nM de iniciador senso, 900 nM de iniciador anti-senso, 250 nM de 

sonda e 2 µL de DNA. A amplificação de Pf364 foi realizada nas mesmas condições, com 

exceção de iniciadores e sondas: 900 nM de iniciador senso, 300 nM de iniciador anti-senso e 

150 nM de sonda. A termociclagem e detecção da fluorescência foi realizada utilizando o 
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equipamento Viia7 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific), disponível na 

Plataforma de PCR em Tempo Real do Instituto René Rachou. As condições da 

termociclagem obedeceram a seguinte conFiguração: 50 ºC por 2 minutos e desnaturação 

inicial a 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de 15 segundos a 95°C, 1 minuto a 52 °C e 1 minuto 

a 60 ºC. Finalizada a reação, os resultados foram analisados no QuantStudio Real Time PCR 

software v1.3. 

 

4.5 Genotipagem dos isolados de P. vivax por PCR convencional 

 

A genotipagem dos isolados de P. vivax foi realizada utilizando dois marcadores do 

gene codificante da proteína polimórfica MSP-1 (bloco 2 e 10) e os microssatélites MS2, 

MS6 e MS7, descritos pelo nosso grupo de pesquisa (REZENDE et al., 2010). Os marcadores 

encontram-se distribuídos pelos cromossomos 7, 3, 14 e 2, respectivamente, com baixo 

desequilíbrio de ligação entre eles (TABELA 2). O microssatélite MS2 possui repetições de 

dinucleotídeos (CA) enquanto MS6 e 7 possuem repetições de trinucleotídeos (TGA e TAA, 

respectivamente). 

 

TABELA 2. Características dos microssatélites de P. vivax utilizados no estudo 

Microssatélite Cromossomo 
Unidade 

repetitiva1 

Variação de 

tamanho do 

fragmento (pb)2 

TOP HIT Posição no genoma 

MS2 3 CA12 290-312 Proteína hipotética 782947-783248 

MS6 14 TGA19 194-298 Proteína hipotética 2835596-2835833 

MS7 2 TAA22 349-388 Não codificadora 1552239-152633 

MPS1bl2 7 

PUTAPORNTIP 

et al., 2002 

 

352-460 

Principal antígeno de 

superfície do estágio 

sanguíneo Pv200 

1157742-1163137 

MSP1bl10 7 
PUTAPORNTIP 

et al., 2002 
226-329 

Principal antígeno de 

superfície do estágio 

sanguíneo Pv200 

1157742-1163137 

1Número de repetições em Sal-1, GenBank: AAKM00000000.1 (CARLTON et al., 2009); 2Variação do 

fragmento em REZENDE et al., 2010. 

 

4.5.1 Amplificação e eletroforese capilar de microssatélites e blocos polimórficos de 

MSP-1 de P. vivax 

 

A amplificação dos marcadores pela técnica de PCR convencional foi realizada 

utilizando iniciador senso marcado com fluoresceína para posterior genotipagem por 

eletroforese capilar. As reações ocorreram em termocicladores Veriti 96-well Thermal Cycler 
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(Thermo Fisher Scientific) ou T-100 Thermal Cycler (BioRad), equipamentos compatíveis 

com tubos de 0,2 mL específicos para PCR. O desempenho da reação nos dois equipamentos 

foi idêntico (dados não mostrados). 

Todas as amplificações foram realizadas para volume final de 20 µL na presença de 1,0 

µM de cada iniciador para MS6 e MS7 ou 0,5 µM para MS2, 0,125 mM de dNTP, tampão 1x 

(200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 mM KCl, Invitrogen), 1,5 mM de MgCl2 (Invitrogen), 0,05 

U/µL de Taq DNA polimerase recombinante (Invitrogen) e 2 µL de DNA. A termociclagem 

ocorreu em 40 ciclos, após desnaturação por 2 minutos à 94 ºC, nas seguintes condições: 94 

ºC por 30 segundos, 58,6 ºC para MS6 e 60,0ºC para MS2 e MS7 por 20 segundos 

(anelamento), e 72 ºC por 30 segundos (extensão), finalizando com um ciclo de 2 minutos à 

72 ºC (TABELA 3). 

As amplificações dos blocos 2 e 10 da proteína MSP-1 foram realizadas utilizando a 

técnica de nested-PCR. A primeira etapa foi realizada para volume final de 10 µL, na 

presença de 0,5 µM de cada iniciador, 0,125 mM de dNTP, tampão 1x (200 mM Tris-HCl pH 

8.4, 500 mM KCl, Invitrogen), 0,75 mM de MgCl2, 0,1 U/µL de Taq DNA polimerase 

recombinante (Invitrogen) e 2 µL de DNA. A termociclagem da primeira etapa ocorreu em 30 

ciclos, após abertura da fita de DNA a 94°C por 4 minutos, nas seguintes condições: 94 °C 

por 1 minuto, 55 °C para MSP1bl2 e 63 °C para MSP1bl10 por 1 minutos (anelamento), 72 

°C por 30 segundos (extensão), finalizando com um único ciclo de 5 minutos a 72 °C. A 

segunda etapa foi realizada para volume final de 20 µL, na presença de 0,5 µM de cada 

iniciador, 0,125 mM de dNTP, tampão 1x (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 mM KCl, 

Invitrogen), 3,0 mM de MgCl2,  0,075 U/µL de Taq DNA polimerase recombinantes 

(Invitrogen) e 1 µL de DNA da primeira reação diluído 1:50 e 1:500 v/v para MSP1bl2 e 

MSP1bl10, respectivamente. Essa diluição do DNA amplificado se faz importante para 

reduzir a formação de produtos inespecíficos durante a segunda etapa da amplificação. A 

termociclagem da segunda etapa ocorreu em 37 ciclos, após abertura da fita de DNA a 94°C 

por 4 minutos, nas seguintes condições: 94 °C por 40 segundos, 63 °C para MSP1bl2 e 60 °C 

para MSP1bl10 por 30 segundos (anelamento), 72 °C por 30 segundos (extensão), finalizando 

com um único ciclo de 5 minutos a 72 °C. 

O resultado de todas as reações foi visualizado em gel de agarose 2% corado com 

brometo de etídio 5% v/v. 
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TABELA 3. Iniciadores e condições de amplificação dos microssatélites e blocos 

polimórficos de MSP-1 de P. vivax 

Marcador Iniciador senso (5’-3’) Iniciador anti-senso (5’-3’) 
TM 

(ºC) 

[MgCl2] 

mM 

MS2 CATCATTTGGGTAAGTCGGG GCAGCCACAAAATCAACACC 60 1,5 

MS6 ACACATTTGACACAGTTCC ATGCCCTGGTCCCTACAA 58,6 1,5 

MS7 GTATTCCCCGTCTTGTCC CTTTCTCCGTTCTTATTTCT 56 1,5 

MSP1bl2 

externo 
TATGATTTGTTGAGGGCGAAGC TGCTTTCCATCATCTGGATTTTGC 55 0,75 

MSP1bl2 

interno 
GACGATATTGGAAAATTGGA CTCCTTCAGCACTTTCACGCGCTT 63 3 

MSP1bl10 

externo 
GGAGAACATAAGCTACCTGTCC GTTGTTACTTGGTCTTCCTCCC 63 0,75 

MSP1bl10 

interno 
CAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAA ATTACTTTGTCGTAGTCCTCGGCGTAGTCC 60 3 

Fonte: KOEPFLI et al., 2009; REZENDE et al., 2010. 

Posteriormente, os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese capilar, em 

sequenciador automático ABI 3730 (Life Technologies) disponível na Plataforma de 

Sequenciamento do Instituto René Rachou – Fiocruz Minas (RPT01E), para resolução do 

tamanho exato dos fragmentos, o que não é possível de verificar com precisão em gel de 

agarose. Os produtos amplificados foram adicionados em duplicata em placas de 96 poços 

(MicroAmp® Optical 96-well Reaction Plate with Barcode, Life Technologies), juntamente 

com 0,3 µL de padrão de peso molecular GeneScan 500 LIZ dye Size Standard (Thermo 

Fisher Scientific®) e quantidade suficiente para 10 μL de formamida Hi-Di (Thermo Fisher 

Scientific®). Após a separação das amostras, os resultados foram compilados e analisados 

utilizando o programa GeneMapper 4.1v. 

A comparação da similaridade genética entre os diferentes isolados permite classificar 

os parasitos em: geneticamente idênticos ou homólogos (5 marcadores de mesmo tamanho), 

similares (4 marcadores de mesmo tamanho) e geneticamente diferentes ou heterólogos (≤3 

marcadores de mesmo tamanho). Sabe-se que o parasito em sua fase eritrocítica é haploide, 

portanto, a presença de mais de um pico no eletroferograma de uma mesma amostra evidencia 

uma infecção múltipla. Na presença de dois ou mais picos, aquele com maior nível de 

fluorescência foi considerado como alelo predominante. O cut off mínimo considerado para a 

altura dos picos foi de 150 unidades de fluorescência arbitrária (rFu), conforme descreveu 

Araújo e colaboradores (2012), mas só foram considerados picos com mais de ¼ do tamanho 

do pico predominante. 
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4.6 Inferência da atividade fenotípica de CYP2D6 por PCR em tempo real (qPCR) 

 

A atividade enzimática correspondente de cada alelo de CYP2D6 é determinada ou 

predita em experimentos in vivo e in vitro e as informações específicas de cada variante 

genética já descrita são compiladas na plataforma de dados PharmVar, disponível em: 

<https://www.pharmvar.org/gene/CYP2D6>. Os polimorfismos de CYP2D6 aqui estudados 

foram escolhidos previamente por Silvino e colaboradores (2016; 2019) após revisão da 

literatura sobre polimorfismos de base única (SNPs), deleções e/ou duplicações com 

repercussões funcionais importantes e, também, frequentes na população brasileira. 

 

4.6.1 Amplificação dos polimorfismos de CYP2D6 e CYP2C8 

 

Oito SNPs de CYP2D6 (C-1584G [rs1080985], C100T [rs1065852], C1023T 

[rs28371706], G1846A [rs3892097], C2850T [rs16947], G2988A [rs28371725], G3183A 

[rs59421388], G4180C [rs1135840], e uma deleção 2615_2617delAAG [rs5030656]) e dois 

SNPs de CYP2C8 (A805T [rs11572080] e G416A [rs1157103]), foram genotipados por PCR 

em tempo real (qPCR) utilizando sondas de hidrólise específicas para cada polimorfismo 

(TaqMan SNP Genotyping Assay, Thermo Fisher Scientific), cuja sequências são 

determinadas de acordo com as variantes genéticas descritas no banco de dados do National 

Center for Biotechnology Information (NCBI -  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  

As reações de amplificação foram realizadas em placas de 384 poços, para um volume 

total de 5 µL, utilizando 2,5 µL de TaqMan Universal PCR Master Mix 2x (Thermo Fisher 

Scientific), 0,25 µL de TaqMan SNP Genotyping Assay (Thermo Fisher Scientific), 1,25 µL 

de água ultrapura livre de nucleases, e 1 µL de DNA alvo diluído 1:5 v/v (aproximadamente 1 

ng/µL). A diluição das amostras de DNA reduz os níveis de contaminantes com potencial 

capacidade de inibição da reação e favorece a amplificação do alvo. Em todos os 

experimentos foram incluídas amostras controle conhecidamente homozigotas e heterozigotas 

para cada SNP, além de controles negativos compostos somente por água ultrapura no lugar 

do DNA. 

A termociclagem e detecção da fluorescência foi realizada utilizando o equipamento 

Viia7 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific), disponível na Plataforma de PCR 

em Tempo Real do Instituto René Rachou. As condições da termociclagem obedeceram a 
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seguinte conFiguração: desnaturação inicial a 95 °C durante 10 min, 50 ciclos de 15 segundos 

a 92°C e 90 segundos a 60 °C. Finalizada a reação, os resultados foram analisados no 

QuantStudio Real Time PCR software v1.3. 

 

4.6.2 Determinação do número de cópias de CYP2D6 

 

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

Hs00010001_cn (Applied Biosystems) para avaliação de deleção/duplicação do gene. O 

número de cópias do gene alvo (CYP2D6) foi comparado com um gene de referência (RNAse 

P), já descrito por não ser polimórfico para duplicações e deleções. Todas as reações de 

amplificação foram realizadas para volume final de 10 µL, na presença de 0,5 μL do ensaio 

Hs00010001_cn, 5,0 μL de Universal PCR Master Mix 2x (Thermo Fisher Scientific), 0,5 μL 

Copy Number Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 3 μL de água ultrapura livre 

de nucleases e 1 μL de DNA diluído 1:5 v/v (aproximadamente 1 ng/µL). As reações, em 

triplicata, foram realizadas em placa de 384 poços. A amplificação e detecção da 

fluorescência foi realizada no equipamento ViiA7 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems) da Plataforma de PCR em Tempo Real do Instituto René Rachou – Fiocruz 

Minas (RPT09D), utilizando a seguinte termociclagem: 95 ºC por 10 minutos seguidos por 40 

ciclos de 95 ºC por 15 segundos e 60 ºC por 60 segundos. Finalizada a reação, os resultados 

foram analisados no QuantStudio Real Time PCR software v1.3. 

A predição do número de cópias foi realizada através do CopyCaller® Software v.2.1, 

capaz de calcular os intervalos de confiança e z-score absoluto para cada amostra. Somente 

resultados das triplicatas com valores de confiança superiores a 95% e z-score absolutos 

(estimativa de desvio para a métrica do intervalo de confiança) < 1,75 foram considerados. 

 

4.6.3 Predição dos haplótipos e classificação dos fenótipos de CYP2D6 

 

A inferência fenotípica da enzima CYP2D6 foi realizada através do software PHASE 

v2.1, utilizando os dados de genótipo obtidos após procedimento descrito no item 4.6.1. O 

algoritmo foi executado três vezes com 50.000 etapas de burn-in, seguidas por 400.000 

interações e um intervalo de 1.000 iterações. Os haplótipos gerados pelo PHASE foram 

comparados aos haplótipos de CYP2D6 derivados da base de dados Pharmaceutical 

Variation Consortium (PharmVar) (GAEDIGK et al., 2018) (TABELA 4), o que permite 
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identificar o alelo correspondente. Os haplótipos sem alelos correspondentes no PharmVar 

foram designados como indeterminados. 

 

TABELA 4. Haplótipos de CYP2D6 preditos por comparação aos disponíveis no banco 

de dados PharmVar 

Alelo 

CYP2D6 

Promotor Éxon 1 Éxon 2 . . Éxon 6 . Éxon 7 Éxon 9  Atividade 

enzimática 

predita C-1584G C100T C1023T G1846A 
2615_2617

delAAG 
C2850T G2988A G3183A G4180C CNV 

*1 C C C G AAG C G G G . Normal 

*2A  G C C G AAG T G A C . Normal 

*2D C C C G AAG T G A C . Normal 

*4 C T C A AAG C G G C . Nula 

*5 C . . . . . . . . . Nula 

*10 C T C G AAG C G A C . Reduzida 

*17 C C T G AAG T G A C . Reduzida 

*29 C C C G AAG T A A C . Reduzida 

*35 G C C G AAG T G A C . Normal 

*41 G C C G AAG T G A C . Reduzida 

*1xN C C C G AAG C G G G xN Aumentada 

*2xN G C C G AAG T G A C xN Aumentada 

*4xN C T C A AAG C G A C xN Nula 

*10xN C C C G AAG C G G G xN Reduzida 

*17xN C C C G AAG C G G G xN Reduzida 

xN, número de cópias do alelo >2. 

 

Para classificação dos fenótipos de CYP2D6, foi utilizado o Sistema de Pontuação de 

Alelos (Activity Score System – AS), critério recomendado pelo Clinical Pharmacogenetics 

Implementation Consortium (CPIC). O Sistema AS, descrito por Gaedigk e colaboradores 

(2008), funciona como uma ferramenta de fácil aplicação para traduzir dados genotípicos para 

predição da atividade fenotípica de CYP2D6. Para sua aplicação, assume-se que ambos os 

alelos contribuem igualmente para determinar a atividade da enzima. Por conseguinte, a cada 

alelo é atribuído uma pontuação, variando de 0 a 2, de acordo com sua funcionalidade 

percebida a partir de ensaios in vivo e in vitro. Considera-se o valor de 1 ao alelo *1, que é 

referência de atividade totalmente funcional, e 0 aos alelos não funcionais. Alelos duplicados 

ou com multiplicações gênicas recebem o dobro do valor atribuído àquele de cópia única. Por 

fim, alelos de atividade reduzida recebem valor de 0,5, correspondendo aos níveis de redução 

de atividade da enzima. Assim, a soma dos valores atribuídos a cada alelo forma o valor de 

AS, que prediz a atividade fenotípica de CYP2D6. 

Resumidamente, as pontuações atribuídas para cada funcionalidade alélica são: 0 para 

alelos não funcionais (*4, *4xN, *5); 0,5 para alelos de função reduzida (*10, *17, *29, *41); 

1 para alelos funcionais (*2, *35); e 2 para alelos de função aumentada (*1xN, *2xN, *35xN) 
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(TABELA 5). A soma dos valores dos alelos inferidos dá origem a cinco grupos AS, que 

classifica os indivíduos em: metabolizadores genéticos nulos (gPM, AS=0), 

intermediários/reduzidos (gIM, AS=0,5), normais (gNM, 1≤AS≤2) e ultrarrápidos (gUM, 

AS>2). É importante ressaltar que indivíduos considerados como metabolizadores genéticos 

normais apresentam extensa variação em seu metabolismo, podendo apresentar atividade 

enzimática similar a de indivíduos gIM. Em vista disso, indivíduos com AS=1 foram 

distinguidos como gNM-slow (gNM-S) enquanto indivíduos com AS=1,5 e AS=2 foram 

classificados como gNM-fast (gNM-F) (GAEDIGK et al., 2008). 

 

TABELA 5. Sistema de Pontuação de Atividade de CYP2D6 (Activity Score System) 
Pontuação atribuída aos 

alelos (AS) 
Alelos Atividade enzimática Fenótipo predito1 

0 *4, *4xN, *5 Nula gPM 

0,5 *10, *17, *29, *41 Reduzida gIM 

1 *1, *2, *35 Normal gNM-S 

2 *1xN, *2xN, *35xN Aumentada gNM-F 

ND *34 Indeterminada gUM 
1Fenótipo predito após a soma da pontuação atribuída a cada alelo do indivíduo. 

FONTE: GAEDIGK et al., 2007, adaptado. 
 

4.7 Estimativa do número de cópias dos genes pvmdr-1 e pvcrt-o 

 

Os isolados de P. vivax do dia 0 e da recidiva clínica dos 35 pacientes incluídos neste 

estudo foram submetidos à qPCR para estimativa do número de cópias dos genes pvmdr-1 e 

pvcrt-o, considerando o gene constitutivo -tubulin de P. vivax como controle endógeno 

(normalizador). Uma amostra de campo contendo isolado de P. vivax com cópia única dos 

genes alvos, caracterizada por nosso grupo de pesquisa e publicadas por Costa e 

colaboradores (2017) e por Silva e colaboradores (2018), foi utilizada como amostra 

calibradora. As reações demandaram a utilização de iniciadores específicos para cada gene 

(TABELA 6), o que requereu otimização prévia das concentrações dos mesmos, bem como 

avaliação da eficiência dos protocolos através de curva-padrão. 
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TABELA 6. Sequência de iniciadores senso e anti-senso para protocolo de qPCR CNV 

pvmdr-1 e pvcrt-o 

Gene Sequência senso e anti-senso Fragmento 

pvmdr-1 

(IMWONG et al., 2008) 

5’ CAG CCT GAA AGA TTT AGA AGC CTT 3’ 

5’ CGG CTG TTG GAA TCA CTT TGA 3’ 
78 pb 

pvcrt-o 

(SILVA et al., 2018) 

5’ AAC GCA GGA GGA GAA TTC CA 3’ 

5’ GGG TCG CCA AAT CCT ACA ATC 3’ 
72 pb 

pvtubulin 

(PVP01_0205700) 

5’ CAT GTT CGT TAA GAT TTC CTG GT 3’ 

5’ GTT AGT GGT GCA AAA CCA ATC A 3’ 
112 pb 

 

Primeiramente, os iniciadores foram testados nas concentrações de 50 nM, 300 nM e 

900 nM, combinadas entre si, utilizando DNA de P. vivax isolado de paciente infectado. 

Verificadas as melhores concentrações dos iniciadores para amplificação de cada gene, 

plasmídeos disponíveis no Grupo de Pesquisa em Biologia Molecular e Imunologia da 

Malária (pvcrt-o+pGEM-T Easy, pvmdr-1+pGEM-T Easy e pvtubulin+pGEM-T Easy), 

previamente usados para transformar bactérias Escherichia coli TOP10 competentes e 

purificados com o kit QIAprep Miniprep (QIAGEN), foram linearizados com a enzima de 

restrição ApaI, a 37 ºC por 3 horas, e dosados em Qubit 2.0 Fluorometer (Life Technologies). 

O número de moléculas de cada plasmídeo foi estimado e as diluições seriadas dos DNAs 

plasmidiais foram preparadas para construção de curva-padrão contendo 6 pontos, com 

concentração variando de 4,5x106 a 4,5x101 cópias/µL. 

As reações foram realizadas em placas de 384 poços no equipamento Viia7 Real-Time 

PCR System (Applied Biosystem), disponível na Plataforma de PCR em Tempo Real do 

Instituto René Rachou – Fiocruz Minas (RPT09D). As amplificações de cada ponto foram 

realizadas em triplicata para um volume final de 10 µL na presença de: 5 µL de GoTaq qPCR 

Master Mix 2x (PROMEGA), 1 µL de DNA plasmidial e 900 nM de cada iniciador. Os 

parâmetros de ciclagem para a qPCR foram: 50 ºC por 2 minutos seguidos de desnaturação 

inicial a 95 ºC por 10 minutos, 45 ciclos de 15 segundos a 95 ºC e 1 minuto a 60 ºC. 

Posteriormente, as curvas de dissociação foram observadas através da avaliação da 

fluorescência por temperatura, através do software QuantStudio Real Time PCR software 

v1.3.  

Após avaliação da eficiência das reações, as configurações supracitadas foram mantidas 

para avaliação dos isolados do parasito, utilizando amostras extraídas conforme descritas no 

item 4.3. As reações procederam utilizando as mesmas condições descritas no parágrafo 
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acima, bem como 10 ng/uL de DNA (aproximadamente 1-2 µL de amostra extraída). As 

análises procederam pelo método 2-∆∆Cq, considerando nas análises somente amplificações 

com Cq (ciclo de quantificação, número do ciclo da reação no qual a fluorescência gerada 

supera o limiar de fluorescência) inferior a 32 e desvio padrão de Cq entre as triplicatas 

inferior a 0,3. Por definição, considera-se amplificação gênica quando o número de cópias 

mínimo estimado, representado pelo valor de RQmin (quantidade relativa do alvo, 2-[RQ – 

desvio padrão]), for maior que 1,5. 

 

4.8 Análises estatísticas 

 

A correlação entre variáveis quantitativas (“idade” e “tempo de recidiva”) foram 

realizadas pelo Teste de Correlação de Spearman. Para comparações de distribuições não 

paramétricas, incluindo entre dados categóricos e quantitativos, foram utilizados os testes 

Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, teste exato de Fisher ou qui-quadrado. O tempo até a 

primeira recidiva de malária por grupo de tratamento foi estimado com a análise de sobrevida 

de Kaplan-Meier e comparado com o Teste de Log-rank. Todas essas análises foram 

realizadas usando o software GraphPad Prism v7. 

Heterozigosidade esperada (HE), definida como a probabilidade de um par de alelos 

obtidos aleatoriamente da população ser distinto entre si, e a inferência dos haplótipos dos 

alelos identificados a partir dos dados de microssatélite foram realizadas utilizando o software 

Arlequin v3.0. Já a diversidade genética dos parasitos da infecção primária e da recidiva foi 

comparada pelo mesmo software utilizando a análise de variância molecular (AMOVA).  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Características dos pacientes incluídos no estudo 

 

Para realização deste estudo, foram utilizadas amostras de indivíduos recrutados para 

comporem um estudo prospectivo de acompanhamento de eficácia e segurança de tratamentos 

combinados com derivados de artemisinina para malária não complicada causada por P. 

vivax, que apresentaram recidiva clínica durante o período de acompanhamento (63 dias). O 

estudo de fase II/III, coordenado pelo Dr. André Daher, representante do Instituto de 

Tecnologia em Fármacos Farmanguinhos, teve início em agosto de 2012 (data de inclusão do 

primeiro paciente) e foi finalizado em abril de 2015 (data do término do acompanhamento do 

último paciente), totalizando 264 pacientes recrutados (TABELA 7). Destes, 35 pacientes 

apresentaram recidiva clínica, caracterizada pelo retorno dos sintomas clínicos e parasitemia 

detectável por microscopia óptica, após administração do tratamento no intervalo de 

acompanhamento, os quais foram aqui incluídos. 

 

TABELA 7. Características dos pacientes incluídos no estudo de avaliação de eficácia e 

segurança de tratamentos baseados em derivados de artemisinina para malária não 

complicada causada por P. vivax (recidiva vs. sem recidiva) 

Características 

CQ+PQ AM+PQ AL+PQ Total 

Recidiva 

(n=10) 

Sem 

recidiva 

(n=78) 

Recidiva 

(n=12) 

Sem 

recidiva 

(n=76) 

Recidiva 

(n=13) 

Sem 

recidiva 

(n=75) 

Recidiva 

(n=35) 

Sem 

recidiva 

(n=229) 

Idade, anos1,2 

(intervalo) 
43 (26-61) 42 (20-65) 39 (21-50) 39 (20-66) 25 (20-64) 37 (18-64) 34 (20-64) 39 (18-66) 

Gênero,         

homem:mulher 4:1 2,9:1 1,4:1 1,8:1 2,25:1 2,75:1 2,2:1 2,4:1 

Local de 

recrutamento 
        

FMT, n (%) 1 (10) 21 (27) 3 (25) 19 (25) 3 (23) 19 (25) 7 (20) 59 (26) 

CEPEM, n(%) 9 (90) 57 (73) 9 (75) 57 (75) 10 (77) 56 (75) 28 (80) 170 (74) 

Tempo de 

recidiva, dias1,3 

(intervalo) 

49 (37-63) . 58 (47-63) . 57 (21-63) . 56 (21-63) . 

1Mediana. 2p-value = 0,167, teste Mann-Whitney para comparação entre “recidiva” e “sem recidiva”; 3 p-value = 

0,495, teste Kruskal-Wallis para comparação entre grupos de tratamento. 

 

Dentre os 35 pacientes, 10 foram tratados com os antimaláricos convencionais para 

tratamento de malária não complicada, cloroquina e primaquina (CQ+PQ), e 25 receberam 

tratamento combinado com derivados de artemisinina, sendo que em 12 deles foi 

administrado artesunato e mefloquina (AM+PQ) e os 13 restantes receberam arteméter e 

lumefantrina (AL+PQ). O tratamento com PQ foi administrado para todos os indivíduos. 
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A mediana do tempo de recidiva por grupo de tratamento foi similar, próximo a 56 dias 

(49 dias em CQ+PQ, 58 dias em AM+PQ e 56 dias em AL+PQ, p-value = 0,495, teste 

Krustal-Wallis) (TABELA 7 e FIGURA 8). Curiosamente, recidivas anteriores a 28 dias 

foram observadas em apenas 3 indivíduos, todos tratados com AL+PQ. Não houve correlação 

entre tempo de recidiva e idade ( = 0,037, p-value = 0,834, correlação de Spearman), e 

também não houve diferença estatisticamente significativa entre as medianas de tempo de 

recidiva por gênero (61 e 56, respectivamente, medianas dos grupos feminino e masculino, p-

value = 0,055). 
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FIGURA 8. Curva Kapla-Meier para o efeito do tratamento antimalárico no tempo de 

recidiva da infecção por P. vivax. O tempo mediano para O tempo mediano para o episódio de recidiva 

de malária por P. vivax foi de 49 dias (95% IC, 37 – 63 dias) para pacientes tratados com os antimaláricos 

convencionais (CQ+PQ), 58 dias (95% IC, 47 – 63 dias) para indivíduos tratados com AM+PQ e 57 dias (95% 

IC, 21 – 63 dias) para AL+PQ, p-value = 0,682, Teste de Log-rank. 

 

5.2 Detecção precoce de P. vivax por protocolo molecular 

 

Com o objetivo de identificar se o DNA de P. vivax é detectável molecularmente antes 

do reaparecimento dos sintomas clínicos, considerado o momento da recidiva, foi realizado o 

diagnóstico por qPCR em amostras de DNA extraídas de sangue coletado nos pontos de 

controle de cura (dias 7, 14, 21, 28 e 42) para os 27 pacientes de Porto Velho/RO. Cada 

paciente teve, no mínimo, 2 pontos anteriores ao da recidiva testados para detecção do DNA 

do parasito. Um aspecto importante que deve ser destacado é que nesta análise foi 

considerado qualquer valor de Cq na qPCR e a maioria deles foi acima de 36 ciclos 

(APÊNDICE A). 

Ao todo, 10 de 27 indivíduos testados (37%) apresentaram DNA de P. vivax detectável 

no sangue antes da recidiva clínica, definido aqui como infecção submicroscópica 
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assintomática, sendo 3 de 9 (33%) pacientes que receberam CQ+PQ, 4 de 8 (50%) tratados 

com AM+PQ e 3 de 10 (30%) dos pacientes tratados com AL+PQ (FIGURA 9, APÊNDICE 

C). 

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 Parasito
1

73 37 

103 40 

50 41 • 

163 42 

162 56 

35 62 • 

133 62 

153 63 • 

156 63 

126 47 • 

53 49 • 

43 51 • • 

67 54 • 

160 61 

60 63 

102 63 

157 63 

182 21 • 

119 27 • 

69 28 • 

11 42 

111 50 

166 57 

33 62 

20 63 

24 63 

136 63 
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FIGURA 9. Representação esquemática dos intervalos entre as recidivas 

submicroscópicas assintomáticas e clínicas. Os indivíduos de Porto Velho/RO (n=27) aparecem 

agrupados por grupo de tratamento (CQ+PQ em verde, AM+PQ em vermelho, AL+PQ em azul), em ordem 

crescente entre o dia de recrutamento (d0) e o dia da recidiva clínica. A linha do tempo na parte superior do 

quadro compreende o tempo de acompanhamento dos indivíduos (máximo de 63 dias). Quadrados em cinza 

indicam PCR negativo. Quadrados contendo um ponto escuro indicam recidiva submicroscópica detectada por 

PCR. Quadrados em vermelho contendo uma seta indicam a recidiva clínica detectada tanto por microscopia 

óptica quanto por PCR. 
 

Entre os pacientes do grupo tratado com CQ+PQ, dois deles apresentaram infecção 

submicroscópica assintomática, caracterizada por DNA detectável por qPCR, no dia 22 e 29, 

sendo que um deles desenvolveu recidiva clínica no dia 41 e o outro no dia 62, 

respectivamente. Nos pontos anteriores à recidiva clínica desses indivíduos a presença do 

parasito não foi detectada por qPCR. Em um terceiro paciente, com recidiva clínica no dia 63, 

infecção submicroscópica assintomática foi identificada no dia 42. No grupo AM+PQ, 4 

pacientes apresentaram DNA de P. vivax nos dias 41 ou 42, sendo que um destes também 

apresentou infecção submicroscópica assintomática no dia 27. É importante destacar que 

todos os pacientes incluídos nesse grupo apresentaram recidiva clínica após o dia 46. No 

grupo tratado com AL+PQ, os 3 pacientes que apresentaram recidivas anteriores ou iguais a 

28 dias tiveram DNA do parasito detectado  nos dias 14, 22 e 19, sendo esse intervalo, 

respectivamente, 7, 5 e 9 dias antes da recidiva clínica. 
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5.3 Classificação das recidivas em recrudescência ou recaída 

 

Considerando as infecções submicroscópicas assintomáticas identificadas nos pacientes 

de Porto Velho/RO (n=27) pelo controle molecular de cura, em conjunto às recidivas clínicas 

dos pacientes de Manaus/AM (n=8), a recidiva dos pacientes foi reclassificada em 

recrudescência ou recaída, considerando a detecção de infecção submicroscópica 

assintomática ou recidiva clínica em dois momentos: ≤28 ou ≤42 dias (FIGURA 10, 

APÊNDICE C). Não há um consenso do período em que uma recidiva pode ser considerada 

como recrudescência em tratamentos com mefloquina ou lumefantrina, por isso, foi 

considerado o tempo de meia-vida dos fármacos para utilização dos critérios de 28 e 42 dias. 

Pacientes tratados com mefloquina foram incluídos nessas análises visto que o tempo de 

meia-vida da droga (33 dias) é próximo dos critérios de 28 e 42 dias. Essas análises não foram 

expandidas para pacientes tratados com lumefantrina pois o tempo médio de meia vida é de 

até 6 dias, acentuadamente inferior ao critério de 28 dias. 

A princípio, o controle de cura molecular permitiu identificar somente três pacientes 

com recrudescência submicroscópica assintomática anterior a 28 dias (consideramos também 

o dia 29 de um paciente), sendo dois tratados com CQ+PQ e outro com AM+PQ. No entanto, 

não foi detectado o DNA do parasito no ponto subsequente à recrudescência submicroscópica 

desses indivíduos, que vieram a apresentar recidiva clínica no dia 41 e 62, respectivamente. 

Diante disso, somente a recidiva do paciente tratado com AM+PQ foi classificada como 

recrudescência considerando o critério de 28 dias, enquanto as demais foram incluídas como 

recaídas. 

Considerando como critério de recrudescência as recidivas clínicas que ocorreram até 

42 dias após o tratamento, 50% (5 em 10 pacientes) dos indivíduos tratados com CQ+PQ 

apresentaram recrudescência clínica confirmada por microscopia óptica. Além destes, outro 

paciente deste grupo apresentou detecção de DNA do parasito no dia 42, permitindo 

identificar, assim, 6 em 10 pacientes com recrudescência. No grupo tratado com AM+PQ 

nenhum paciente apresentou recidiva clínica anterior ao dia 42, mas 4 tiveram infecção 

submicroscópica identificada pela qPCR antes deste dia. Assim, a detecção molecular do 

parasito permitiu reclassificar as recidivas e identificar proporções maiores de recrudescência 

em ambos os grupos, nos quais somente o critério clínico não foi suficiente para identificá-las. 

A utilização do critério de 42 dias juntamente com a detecção molecular permitiu aumentar de 
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5 para 6 episódios (aumento de 10%) de recrudescência no grupo CQ+PQ e de zero para 4 no 

grupo AM+PQ (aumento de 33%). As demais recidivas foram classificadas como recaídas da 

infecção por P. vivax. 
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FIGURA 10. Proporções de recrudescências e recaídas identificadas considerando os 

critérios de 28 e 42 dias por grupo de tratamento. À esquerda, a recidiva clínica dos indivíduos 

confirmada por microscopia positiva anterior ao critério estabelecido (≤28 ou ≤42 dias) foi classificada como 

recrudescência. À direita, indivíduos com sintomas e microscopia positiva ou infecção submicroscópica 

assintomática (qPCR positiva subsequente a recidiva clínica) anterior ao critério estabelecido (≤28 ou ≤42 dias) 

apresentaram recidiva classificada como recrudescência. Infecção submicroscópica assintomática identificada no 

dia 29 foi incluída como dia 28 (paciente ID35).  

 

5.4 Classificação molecular dos parasitos pareados em infecção primária/recidiva e 

avaliação de multiplicidade de infecção 

 

Os isolados da infecção primária e da recidiva dos 35 indivíduos incluídos no presente 

estudo foram genotipados com sucesso para os três microssatélites e dois fragmentos 

polimórficos do gene codificador da proteína MSP-1, totalizando 70 isolados. O painel de 5 

marcadores moleculares revelou uma alto nível de diversidade haplotípica (0.9818 ± 0.0056), 

sendo encontrados 42 haplótipos únicos e uma diversidade genética avaliada pelo índice de 

heterozigosidade esperada (HE) que variou de 0,51 a 0,83 entre os loci (média = 0,71 ± 0,13 

(TABELA 8). Somente a análise de HE dos lócus polimórficos de MSP1bl2 apresentou 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos de tratamento (teste de AMOVA, 
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p=0.005). Nas infecções primárias e nas recidivas, o índice HE foi similar, variando entre 0,44 

e 0,83, para o primeiro grupo de isolados, e 0,58 e 0,84 para o segundo. 

 

TABELA 8. Características dos microssatélites identificados: tamanho dos fragmentos, 

frequência alélica, total de alelos e heterozigosidade esperada (HE) 

Alelos 
Frequência alélica por fragmento1 por lócus (%) 

MS2 MS6 MS7 MSP1bl2 MSP1bl10 

1 292 (0,14) 200 (0,08) 340 (0,01) 381 (0,01) 223 (0,13) 

2 294 (0,18) 209 (0,68) 343 (0,03) 392 (0,01) 233 (0,03) 

3 298 (0,51) 224 (0,03) 349 (0,40) 397 (0,23) 237 (0,13) 

4 300 (0,11) 230 (0,11) 352 (0,08) 405 (0,03) 242 (0,11) 

5 302 (0,01) 233 (0,07) 355 (0,16) 408 (0,03) 249 (0,01) 

6 312 (0,01) 257 (0,01) 358 (0,11) 409 (0,01) 255 (0,24) 

7 342 (0,01)  361 (0,10) 410 (0,34) 264 (0,06) 

8   385 (0,03) 414 (0,04) 290 (0,27) 

9   388 (0,01) 426 (0,26) 327 (0,01) 

10   390 (0,01) NA (0,03)  

11   393 (0,01)   

12   427 (0,01)   

13   430 (0,01)   

Total de alelos2 7 6 13 9 9 

Tamanho3 292-342 200-257 340-430 381-426 223-327 

HE 0,677 0,511 0,793 0,757 0,829 

1Tamanho dos fragmentos em pares de bases; 2Número de alelos identificados por lócus; 3Intervalo de tamanho 

dos fragmentos amplificados por loci em pares de bases. 

 

A análise dos alelos predominantes por loci possibilitou classificar o pareamento 

infecção primária/recidiva de acordo com a similaridade genética entre os parasitos isolados 

nestes dois momentos. Somente em dois isolados de pacientes distintos, sendo um isolado da 

infecção primária e outro da recidiva, não foi possível amplificar um dos marcadores. Por 

isso, a comparação entre os parasitos destes dois indivíduos foi realizada considerando os 

quatro marcadores restantes.  

As frequências de parasitos idênticos (tamanho dos fragmentos idênticos entre os alelos 

predominantes da infecção primária e da recidiva), similares (1 alelo predominante de 

tamanho diferente) e heterólogos (2 ou mais alelos predominantes de tamanhos diferentes) 

foram representadas na TABELA 9 e no FIGURA 11. Parasitos idênticos e similares 

apareceram em maior frequência (92,3%) no grupo tratado com AL+PQ, consequentemente, 
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somente 7,7% das recidivas deste grupo correspondiam a parasitos heterólogos, entretanto as 

diferenças entre os grupos não foram estatisticamente significativas.  

 

TABELA 9. Frequência de recidivas idênticas, similares ou heterólogas em relação à 

infecção primária por grupo de tratamento 

Grupo Idênticas, (n) Similares, (n) Heterólogas, (n) 

CQ+PQ 0,50 (5) 0,30 (3) 0,20 (2) 

AM+PQ 0,66 (8) 0,17 (2) 0,17 (2) 

AL+PQ 0,62 (8) 0,31 (4) 0,07 (1) 

Total 0,60 (21) 0,26 (9) 0,14 (5) 

Teste Qui-Quadrado comparando a frequência de recidivas por parasitos idênticos, similares e heterólogos entre 

os grupos, p-value = 0,824. 
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FIGURA 11. Frequência de parasitos idênticos, similares e heterólogos nos diferentes 

grupos de tratamento. Foram considerados idênticos os parasitos com alelos de mesmo tamanho em todos 

os loci estudados; similares os parasitos com alelos de tamanhos distintos em apenas 1 locus analisado; e 

heterólogos os parasitos que apresentaram tamanhos diferentes na genotipagem em mais de 1 locus estudado. 
 

Especificamente em dois indivíduos tratados com CQ+PQ, que apresentaram infecção 

submicroscópica assintomática nos dias 22 e 29, a caracterização molecular dos parasitos no 

dia 41 e 62 da recidiva clínica foi heteróloga, entretanto, estes dois pacientes apresentaram um 

ponto do acompanhamento de cura negativo por qPCR entre a recidiva clínica (sintomas e 

MO+) e a falha parasitológica (qPCR+). O terceiro indivíduo desse grupo que apresentou 

recrudescência submicroscópica no dia 42 apresentou parasito classificado como similar na 

recidiva clínica. Entre os pacientes tratados com AM+PQ, que apresentaram recrudescência 

submicroscópica nos dias 41 e 42 (n=4), as recidivas foram classificadas como homólogas (3 

de 4 indivíduos) ou similar (1 de 4 indivíduos), reforçando que a recidiva desses pacientes de 

fato se tratava de uma recrudescência. 

Diante dessas observações, A caracterização molecular dos parasitos permitiu 

identificar ainda a alteração das proporções de parasitos idênticos, similares e heterólogos de 

acordo com a classificação da recidiva (recrudescência ou recaída). De fato, as recidivas 
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classificadas como recrudescências incluíram predominantemente parasitos idênticos e 

similares à infecção inicial nos grupos tratados com CQ+PQ e AM+PQ. (FIGURA 12). 
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FIGURA 12. Caracterização molecular dos parasitos das recidivas clínicas classificadas 

enquanto recrudescência. A frequência (%) em cada barra indica a soma das frequências de parasitos 

idênticos e similares somente na recidiva clínica. A classificação em recrudescência ou recaída considerou a 

detecção molecular do parasito e a recidiva clínica confirmada por microscopia óptica positiva em dois 

momentos distintos (até 28 dias e até 42 dias), conforme descrito no item 5.3. 
 

Em parte dos isolados, foi observado mais de um pico de fluorescência (com menor 

intensidade que o pico predominante) em pelo menos um loci, o que identifica a presença de 

mais de uma variante de P. vivax na infecção. A análise da complexidade das infecções 

correspondente à multiplicidade de variantes do parasito por episódio (2 ou mais picos de 

fluorescência em pelo menos um loci) evidenciou maior frequência de infecções múltiplas na 

recidiva (40%) e em 17% das infecções primárias (FIGURA 13). Infecções múltiplas não 

foram identificadas na infecção primária dos indivíduos tratados com CQ+PQ, porém metade 

deles desenvolveu recidiva clínica com 2 até 4 variantes. Cinco em 7 (42%) pacientes tratados 

com AM+PQ e 4 em 13 (31%) indivíduos do grupo AL+PQ desenvolveu recidiva clínica com 

2 ou 3 variantes. 
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FIGURA 13. Frequência de variantes de P. vivax por episódio de infecção clínica. A 

detecção de dois ou mais alelos em um mesmo loci classificam a infecção como múltipla. *p-value = 0,013, 

Teste Exato de Fisher. 
 

5.5 Frequência dos alelos e fenótipos de CYP2D6 e CYP2C8 

 

Todos os indivíduos incluídos (n=35) no estudo foram genotipados para CYP2D6 com 

sucesso. As frequências dos polimorfismos de CYP2D6 estão apresentadas na TABELA 10. 

Os SNPs C2850T e G4180C (presentes em alelos com atividade nula, reduzida ou normal) 

foram observados com maior frequência entre todos os indivíduos, correspondendo a 80% e 

60% do total de alelos, respectivamente. Os SNPs C-1584G, C100T e G1846A, determinantes 

de alelos com função nula ou reduzida da enzima, apresentaram, frequência de 54%, 40% e 

31%  do total de alelos, respectivamente (TABELA 10, APÊNDICE B). O SNP G3183A não 

foi identificado na população estudada. Não foram observadas diferenças significativas das 

frequências dos genótipos em nenhum lócus analisado entre os grupos estudados. 

Em relação à genotipagem de CYP2C8, foi identificado um único indivíduo homozigoto 

mutado para o SNP G416A, indicativo de atividade enzimática reduzida. Somado a este 

paciente, 4 dos 5 heterozigotos para o SNP G416A pertenciam ao grupo tratado com AM+PQ, 

e somente 1 foi tratado com CQ+PQ. Nenhum deles apresentou recidiva clínica ou 

submicroscópica anterior ao dia 28. Quanto ao SNP A805T, nenhum alelo mutado foi 

identificado na população de estudo (TABELA 11, APÊNDICE B). 
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TABELA 10. Frequência genotípica e alélica de CYP2D6, % (nº de indivíduos) 
CYP2D6 

C-1584G CC CG GG CG+GG p-value1 G2 

CQ+PQ 0,500 (5) 0,300 (3) 0,200 (2) 0,500 (5) 

0,824 

0,350 

AM+PQ 0,667 (8) 0,167 (2) 0,167 (2) 0,334(4) 0,250 

AL+PQ 0,615 (8) 0,308 (4) 0,077 (1) 0,384 (5) 0,231 

Total 0,600 (21) 0,286 (9) 0,143 (5) 0,400 (14) 0,543 

C100T CC TC TT TC+TT  T 

CQ+PQ 0,900 (9) 0,100 (1) . 0,100 (1) 

0,232 

0,050 

AM+PQ 0,416 (5) 0,500 (6) 0,083 (1) 0,583 (7) 0,333 

AL+PQ 0,615 (8) 0,384 (5) . 0,384 (5) 0,192 

Total 0,628 (22) 0,343 (12) 0,028 (1) 0,371 (13) 0,400 

C1023T CC CT TT CT+TT  T 

CQ+PQ 1,000 (10) . . . 

0,235 

. 

AM+PQ 1,000 (12) . . . . 

AL+PQ 0,769 (10) 0,154 (2) 0,077 (1) 0,231 (3) 0,154 

Total 0,914 (32) 0,057 (2) 0,028 (1) 0,086 (3) 0,114 

G1846A GG GA AA GA+AA  A 

CQ+PQ 0,900 (9) 0,100 (1) . 0,100 (10) 

0,398 

0,050 

AM+PQ 0,583 (7) 0,333 (4) 0,083 (1) 0,416 (5) 0,250 

AL+PQ 0,692 (9) 0,308 (4) . 0,308 (4) 0,154 

Total 0,714 (25) 0,514 (18) 0,028 (1) 0,543 (19) 0,314 

2615_2617delAAG AA CA CC CA+CC  C 

CQ+PQ 1,000 (10) . . . 

NA 

. 

AM+PQ 0,083 (10) 0,167 (2) . 0,167 (2) 0,083 

AL+PQ 1,000 (13) . . . . 

Total 0,943 (33) 0,057 (2) . 0,057 (2) 0,057 

C2850T CC TC TT TC+TT  T 

CQ+PQ 0,400 (4) 0,300 (3) 0,300 (3)  0,600 (6) 

0,923 

0,450 

AM+PQ 0,583 (7) 0,167 (2) 0,250 (3) 0,417 (5) 0,333 

AL+PQ 0,461 (6) 0,231 (3) 0,308 (4) 0,538 (7) 0,423 

Total 0,486 (17) 0,228 (8) 0,286 (10) 0,514 (18) 0,800 

G2988A GG GA AA GA+AA  A 

CQ+PQ 0,800 (8) 0,200 (2) . 0,200 (2) 

NA 

0,100 

AM+PQ 0,833 (10) 0,167 (2) . 0,167 (2) 0,083 

AL+PQ 0,846 (11) 0,154 (2) . 0,154 (2) 0,077 

Total 0,829 (29) 0,171 (6) . 0,171 (6) 0,171 

G3183A GG GA AA GA+AA  A 

CQ+PQ 1,000 (10) . . . 

NA 

. 

AM+PQ 1.000 (12) . . . . 

AL+PQ 1,000 (13) . . . . 

Total 1,000 (35) . . . . 

G4180C GG GC CC GC+CC  C 

CQ+PQ 0,400 (4) 0,200 (2) 0,400 (4) 0,600 (6) 

0,087 

0,500 

AM+PQ . 0,667 (8) 0,333 (4) 1,000 (12) 0,667 

AL+PQ 0,231 (3) 0,308 (4) 0,461 (6) 0,769 (10) 0,615 

Total 0,200 (7) 0,400 (14) 0,400 (14) 0,800 (28) 0,600 
1Teste Qui-Quadrado (n=70), comparando a frequência genotípica (heterozigoto e homozigoto mutado versus 

não mutado) entre indivíduos tratados com CQ+PQ, AM+PQ e AL+PQ; 2Frequência de alelos mutados em um 

total de 70 alelos. NA, Não testado; Frequências iguais a 0 estão representadas por “.”. 
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TABELA 11. Frequência genotípica e alélica de CYP2C8, % (n) 
CYP2C8 

G416A GG GA AA GA+AA p-value A 

CQ+PQ 0,900 (9) 0,100 (1) . 0,100 (1) 

0,080 

0,050 

AM+PQ 0,583 (7) 0,333 (4) 0,083 (1) 0,417 (5) 0,250 

AL+PQ 1,000 (13) . . . . 

Total 0,823 (29) 0,143 (5) 0,028 (1) 0,171 (6) 0,100 

A805T AA AT TT GA+AA  A 

CQ+PQ 1,000 (10) . . . 

NA 

. 

AM+PQ 1,000 (12) . . . . 

AL+PQ 1,000 (13) . . . . 

Total 1,000 (35) . . .  
1Teste Qui-Quadrado (n=70), comparando a frequência genotípica (heterozigoto e homozigoto mutado versus 

não mutado) entre indivíduos tratados com CQ+PQ, AM+PQ e AL+PQ; NA, Não testado; Frequências iguais a 0 

estão representadas por “.”. 

 

A inferência haplotípica de CYP2D6 foi construída a partir das variantes polimórficas 

genotipadas e analisadas concomitantemente ao número de cópias gênicas, a fim de identificar 

potenciais alelos associados à função reduzida da enzima. Todavia, os resultados genotípicos 

de dois indivíduos impediram a identificação dos alelos correspondentes, uma vez que a 

combinação de nucleotídeos não correspondeu aos alelos de CYP2D6 descritos no banco de 

dados PharmVar. Estes dois pacientes receberam tratamento com AL+PQ. 

Quatro pacientes (11%) apresentaram amplificação gênica de CYP2D6 (3 cópias), 

enquanto nenhum paciente foi identificado como homozigoto para deleção do gene. Foram 

identificados 10 haplótipos que permitiram caracterizar variantes alélicas distintas: *1, *2D, 

*9, *2A/*35, *17, *10, *41, *4 e *5 (deleção); bem como alelos duplicados: *35xN/*2xN e 

*4x2 (TABELA 12). Os alelos mais frequentes foram *1/*1xN (37,1%) e *2A/*35 (22,9%), 

que determinam atividade normal da enzima, enquanto alelos que levam ao aumento da 

função enzimática foi observada em apenas 1 cromossomo dentre os investigados. 

Interessantemente, houve maior frequência de alelos de função reduzida (reduzida ou nula) no 

grupo de pacientes tratados com AM+PQ (54,2%) em relação aos pacientes tratados com 

AL+PQ (30,8%) e CQ+PQ (15%) , sendo essa diferença estatisticamente significativa quando 

comparada com o grupo tratado com antimaláricos convencionais para P. vivax (p-value = 

0,011, teste Exato de Fisher) (FIGURA 14). 
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TABELA 12. Frequência de alelos de CYP2D6 observados nos 35 indivíduos que 

apresentaram recidiva clínica após tratamento com diferentes esquemas de 

antimaláricos 
Atividade de 

CYP2D6 

Alelos de 

CYP2D6 
CQ+PQ, % (n) AM+PQ, % (n) AL+PQ, % (n) Total, % (n) 

Normal *1/*1xN 50,0 (10) 25,0 (6) 38,5 (10) 37,1 (26) 

Normal *2D . . 3,8   (1) 1,4   (1) 

Normal *2A/*35 35,0 (7) 16,7 (4) 19,2   (5) 22,9 (16) 

Aumentada *2xN/ *35xN . 4,2 (1) . 1,4   (1) 

Reduzida *9 . 8,3 (2) . 2,9   (2) 

Reduzida *10 . 8,3 (2) 3,8   (1) 4,3   (3) 

Reduzida *17 . . 11,5   (3) 4,3   (3) 

Reduzida *41 10,0 (2) 8,3 (2) 7,7   (2) 8,6   (6) 

Nula *4/*4x2 5,0 (1) 25,0 (6) 7,7   (2) 12,9   (9) 

Nula *5 . 4,2 (1) . 1,4   (1) 

ND Outros . . 7,7   (2) 2,9   (2) 

n, número de cromossomos; n(CQ+PQ) = 20, n(AM+PQ) = 24, n(AL+PQ) = 26, n (Total) = 70. Frequência 

igual a zero está representada por “.”; ND, não determinado. 

 

 

C Q + P Q A M + P Q A L + P Q

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

F
re

q
u

ê
n

c
ia

 (
%

)

N o rm al

R eduzido

*

 
FIGURA 14. Frequência de alelos de CYP2D6 por grupo de tratamento. Alelos de função 

reduzida incluem alelos de atividade reduzida ou nula, e alelos de função normal ou aumentada foram agrupados 

como alelos de função normal; CQ+PQ, cloroquina e primaquina; AM+PQ, artesunato, mefloquina e 

primaquina; AL+PQ, arteméter, lumefantrina e primaquina. *p-value = 0,011, teste Exato de Fisher comparando 

CQ+PQ vs. AM+PQ. 
 

Para verificar a relevância clínica das frequências alélicas de CYP2D6, os fenótipos da 

enzima foram preditos utilizando o sistema Activity Score, visto que somente a análise 

qualitativa dos alelos é insuficiente para predizer a atividade fenotípica da enzima dos 

indivíduos. Entre os 35 pacientes do estudo, um único indivíduo (3%) foi predito como 

metabolizador ultrarrápido (gUM), este tratado com AM+PQ. Além disso, 23 pacientes 

(65,7%) foram preditos como metabolizadores normais (gNM-F) e 9 (25,7%) indivíduos com 

comprometimento da atividade de CYP2D6: metabolizador nulo (gPM; 1 indivíduo, 3%), 



55 

 

intermediário (gIM; 1 indivíduo, 3%) e atividade normal-reduzida (gNM-S; 7 indivíduos, 

20%). Os haplótipos de dois indivíduos (5,7%) impediram a predição dos fenótipos da 

enzima. 

Nas recidivas classificadas como recaídas após o dia 28, é importante destacar que a 

maior frequência de alelos de atividade enzimática reduzida no grupo tratado com AM+PQ 

refletiu em uma maior frequência de fenótipos preditos com atividade reduzida neste mesmo 

grupo (54% vs. 11% em CQ+PQ), embora essa diferença não tenha sido estatisticamente 

significativa (FIGURA 15, p-value=0,064, teste Qui-Quadrado). As frequências dos fenótipos 

reduzidos de CYP2D6 permaneceram similares quando todos os episódios de recidiva foram 

considerados, ou seja, 1 paciente em 10 tratado com CQ+PQ e 6 em 12 tratados com 

AM+PQ. As proporções se alteram somente nas classificações das recaídas consideradas após 

42 dias, registrando todos os indivíduos que receberam CQ+PQ como metabolizadores 

normais de CYP2D6 (4 indivíduos) e 38% (3 em 8) dos pacientes tratados com AM+PQ. No 

grupo tratado com AL+PQ, a frequência de fenótipo reduzido foi de 19% (2 em 11 

indivíduos). 
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FIGURA 15. Frequência de fenótipos normais e reduzidos de CYP2D6 nas recaídas ≥28 

dias por grupo de tratamento. Fenótipos de função reduzida incluem gPM, gIM e gNM-S, e fenótipos 

normais incluem gNM-F e gUM; CQ+PQ = 9 indivíduos; AM+PQ = 12 indivíduos; AL+PQ = 11 indivíduos; p-

value = 0,064, teste Qui-Quadrado.  

 

Explorando os dados de genotipagem dos parasitos da infecção primária e da recidiva e 

cruzando esses resultados com o fenótipo de CYP2D6, foi possível identificar que, embora a 

frequência de recidivas por parasitos idênticos e similares à infecção primária tenha sido 

semelhante entre os pacientes com fenótipo normal e reduzido de CYP2D6, (75 e 89%, 

respectivamente), houve uma frequência maior de parasitos idênticos nas recidivas dos 

pacientes com fenótipo reduzido da enzima (78% contra 50% nos pacientes com fenótipo 

normal) (FIGURA 16). 
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FIGURA 16. Frequência de recidivas por parasitos idênticos, similares e heterólogos à 

infecção primária em relação ao fenótipo predito de CYP2D6. Fenótipos de função reduzida 

incluem gPM, gIM e gNM-S (n=9), e fenótipos normais incluem gNM-F e gUM (n=24); Foram considerados 

idênticos os parasitos com alelos de mesmo tamanho em todos os loci estudados; similares os parasitos com 

alelos de tamanhos distintos em apenas 1 locus analisado e heterólogos os parasitos que apresentaram tamanhos 

diferentes na genotipagem em mais de 1 locus estudado. p-value = 0,536, Teste Qui-Quadrado. 

 

5.6 Variação do número de cópias de pvmdr-1 e pvcrt-o 

 

5.6.1 Padronização de qPCR 

 

Para caracterizar o número de cópias gênicas de pvmdr-1 e pvcrt-o dos isolados de P. 

vivax, foi utilizada a técnica de PCR em tempo real adaptada do método de detecção por 

sondas (SILVA et al., 2018) para o método de sybr green. Inicialmente, foi necessário 

otimizar a concentração de iniciadores para os genes alvos e o gene normalizador (pvtubulin, 

codificante da β-tubulina de P. vivax, presente em única cópia no genoma do parasito), bem 

como verificar a eficiência das reações para cada gene a fim de determinar o método de 

análise a ser aplicado para as amostras. 

A otimização de iniciadores permitiu identificar a concentração de 900 nM como 

concentração ótima dos iniciadores senso e anti-senso para amplificação dos três alvos, 

caracterizada pelo menor valor de Cq (ciclo da reação em que a intensidade de fluorescência 

ultrapassa a intensidade basal, chamada de threshold) e maior ΔRn (diferença entre o sinal de 

fluorescência máximo e o sinal de fluorescência basal do reporter normalizado). 

Quanto à eficiência, a construção das curvas-padrão para pvmdr-1, pvcrt-o e pvtubulin 

permitiu identificar que as três reações possuem eficiência muito próxima, definida pelo valor 

de slope próximo a -3,32, sendo -3,19, -3,32 e -3,30 (r2 = 0,999) respectivamente para cada 

gene, o que implica em eficiências de 105% para o primeiro alvo e 100% para dois restantes. 

Por definição, quando as reações para o gene alvo e para o gene normalizador apresentam 
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eficiência similar, próxima a 100%, aplica-se o método de Livak (2-ΔΔCq) para inferir o 

número de cópias, tornando necessária a utilização de amostra referência, caracterizada como 

portadora de cópia única dos genes alvos. 

 

5.6.2 Estimativa do número de cópias gênicas de pvmdr-1 e pvcrt-o dos isolados da 

infecção primária e da recidiva 

 

A caracterização do número de cópias de pvmdr-1 e pvcrt-o ocorreu com sucesso em 64 

isolados. Somente em um paciente, incluído no grupo tratado com AL+PQ, não foi possível 

estimar o número de cópias de ambos os genes tanto do isolado da infecção primária quanto 

da recidiva. Outros quatro isolados da recidiva de quatro indivíduos diferentes também não 

puderam ter o número de cópias gênicas de pvmdr-1 e pvcrt-o estimado. 

Dois pontos são importantes de serem destacados. Primeiramente, sendo haploide o 

parasito de fase sanguínea, na qual o DNA do parasito é isolado, considera-se amplificação 

gênica quando 2 ou mais cópias são estimadas. Além disso, uma estimativa acima de 1,5 

cópias (RQ mínimo > 1,5) foi considerada como amplificação gênica. Considerando esses 

preceitos, apenas um isolado apresentou duas cópias de pvmdr-1 (FIGURA 17), 

correspondente à infecção primária de paciente tratado com AM+PQ, enquanto os demais 

apresentaram cópia única tanto para pvmdr-1 quanto para pvcrt-o (FIGURA 18). 

Dentre os 42 haplótipos identificados pela caracterização por microssatélites, o parasito 

identificado com duas cópias de pvmdr-1 corresponde ao haplótipo 26, único entre os 70 

isolados, classificado como heterólogo em relação à recidiva do paciente. Os demais isolados, 

incluindo todos de pacientes tratados com antimaláricos convencionais, apresentaram cópia 

única para ambos os genes. 
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FIGURA 17. Variação do número de cópias de pvmdr-1 nos isolados de infecção 

primária e recidiva clínica. pvmdr1x1, isolado de P. vivax previamente caracterizado como portador de 

cópia única de pvmdr-1. O asterisco indica amplificação estimada em duas cópias gênicas de pvmdr-1 no isolado 

da infecção inicial do paciente. As barras indicam o desvio padrão da quantidade estimada do gene alvo após 

triplicata. 
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FIGURA 18. Variação do número de cópias de pvcrt-o de isolados de infecção primária e 

recidiva clínica. pvcrt-ox1, isolado de P. vivax previamente caracterizado como portador de cópia única de 

pvcrt-o. As barras indicam o desvio padrão da quantidade estimada do gene alvo após triplicata. 
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6 DISCUSSÃO 

 

No atual cenário brasileiro caracterizado por maior prevalência de infecções maláricas 

causadas por P. vivax e relatos de falhas terapêuticas após tratamento por CQ e PQ, investigar 

os aspectos genéticos tanto do hospedeiro quanto do parasito que contribuem para esse 

processo merecem destaque a fim de contribuir para o controle e eliminação da malária. O 

tratamento preconizado atualmente já é utilizado há 60 anos, e sendo a PQ o único fármaco 

licenciado para cura radical e segura dos pacientes, a ocorrência de episódios de recidiva 

chama atenção e impõe um desafio a mais para se avaliar a otimização do regime terapêutico 

e garantir a cura radical efetiva, que implique na redução da transmissão e consequente 

diminuição do número de casos da doença. 

Terapias combinadas com derivados de artemisinina (ACT) já são usadas para 

tratamento de malária causada por P. falciparum no Brasil desde a década de 1990, o que foi 

essencial para mudança no perfil de prevalência entre as espécies, com redução na prevalência 

de P. falciparum. A introdução recente de ACT no tratamento da malária vivax pretende inibir 

impedir que variantes resistentes sejam selecionadas, entretanto, pouco se sabe a respeito do 

impacto desse novo regime na ocorrência de recidivas da doença, principalmente em 

episódios de recaída e recrudescência. 

Nesse contexto, o presente trabalho propôs estudar aspectos genéticos tanto do 

hospedeiro quanto de isolados de P. vivax que podem influenciar as recidivas da doença, com 

ênfase no perfil genético de variantes enzimáticas do complexo hepático Citocromo P450 de 

pacientes de área endêmica tratados com ACT, bem como no perfil genético de P. vivax, 

isolados destes pacientes, relacionado à resistência a antimaláricos. 

 

6.1 Implicações do controle de cura por protocolo molecular nas classificações das 

recidivas 

 

Os indivíduos aqui incluídos, recrutados para comporem um estudo de eficácia e 

segurança de ACT para tratamento de malária vivax não complicada, apresentaram intervalo 

de recidiva curto, de 3 a 9 semanas, correspondendo ao perfil de variantes de regiões tropicais 

(WHITE, 2011). É importante ressaltar que o acompanhamento dos pacientes foi apenas até o 

dia 63, último ponto do acompanhamento de cura preconizado pelo Ministério da Saúde. 
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Apesar de não haver diferença estatisticamente significativa entre a mediana do tempo de 

recidiva de cada grupo de tratamento, os 35 pacientes analisados apresentaram recidiva 

anterior à mediana brasileira, que é de 71 dias (DAHER et al., 2019), semelhante à mediana 

registrada para o município de Porto Velho/RO em 2009, 69,5 dias (SIMÕES et al., 2014). 

Alguns fatores de risco contribuem para um tempo mais curto de recidiva no Brasil, como 

idade, gênero masculino, ocupação doméstica e background genético caucasiano (DAHER et 

al., 2019). Além de mediana do tempo de recidiva ser menor entre as mulheres aqui incluídas 

(54 vs. 59 dias para os homens), sem diferença estatística, os demais fatores de risco não 

puderam ser observados entre os indivíduos aqui estudados. Os fatores de risco associados à 

recidiva em infecções causadas por P. vivax após tratamento com ACT deverão ser avaliados 

nos próximos anos, após nova recomendação do Ministério da Saúde, que incluiu artesunato e 

mefloquina ou arteméter e lumefantrina para tratamento de malária não complicada causada 

por P. vivax, principalmente após recidiva (SVS/MS, 2019). 

Embora não tenha sido observada diferença estatística entre o tempo de recidiva em 

cada grupo de tratamento, o grupo de indivíduos tratados com CQ+PQ apresentou a menor 

mediana do tempo de recidiva (49 dias). Apesar disso, o menor tempo de recidiva foi 

observado em um indivíduo do grupo tratado com AL+PQ (21 dias), seguido por indivíduo do 

grupo CQ+PQ (37 dias) e do grupo AM+PQ (47 dias). Sabe-se que derivados de artemisinina 

possuem tempo de depuração plasmática rápida, com meia-vida de cerca de 2 horas. Já 

lumefantrina e mefloquina são antimaláricos de duração plasmática longa, com tempo de 

meia-vida de 4 a 6 dias e 15 a 33 dias, respectivamente. Já para CQ, é consenso que até 28 

dias ainda há droga circulante (SIMÕES et al., 2014). Considerando esses valores, identifica-

se que nenhuma nas recidivas clínicas ocorreu em momento anterior ao tempo de meia-vida 

de, pelo menos, um dos antimaláricos usados no esquema terapêutico, o que exclui as 

recidivas enquanto episódio de recrudescência e enquadra-as enquanto prováveis recaídas 

precoces. Uma limitação do desenho do estudo é que recaídas tardias não puderam ser 

detectadas devido ao curto período de acompanhamento (até dia 63). Acompanhamentos mais 

longos são importantes mesmo em infecções por variantes tropicais visto que recaídas após 

um longo período de latência (superior a um ano) já foram relatadas após inoculação única 

por mosquito infectado (WHITE, 2011), indicando que a ocorrência de recaídas tardias não 

pode ser excluída entre os indivíduos que participaram do estudo. 

Em áreas endêmicas, diferenciar episódios de recidiva em recaída, recrudescência ou 

nova infecção, não é possível somente considerando aspectos clínicos. A ausência de um 

biomarcador ou assinatura do parasito que diferencie a origem da recidiva dificulta as 
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estimativas correspondentes a cada tipo de episódio. No Brasil, alguns critérios podem ser 

utilizados de maneira a caracterizar cada episódio de recorrência identificado, considerando 

sua endemicidade de baixa a média, esquema terapêutico utilizado e baixa ocorrência de 

variantes resistentes do parasito. Recidivas dentro de um intervalo de 28 dias são episódios de 

recrudescência em potencial nos casos de tratamentos com CQ, visto que neste tempo ainda 

há dosagem terapêutica da droga em circulação. Após 28 dias até 6 meses, considera-se 

recaída em potencial, pois é a faixa de maior ocorrência deste tipo de episódio de malária. 

Acima deste período, há chances mais altas de se tratar de uma nova infecção, visto que a 

região endêmica brasileira apresenta uma periodicidade curta de recaída. 

Uma estratégia importante para auxiliar a distinção de recrudescência e 

recaída/reinfecção é o acompanhamento após administração do tratamento pela execução de 

lâminas de microscopia para verificação de cura. Entretanto, a baixa sensibilidade deste 

método sugere a necessidade em realizar o acompanhamento de cura por protocolos 

moleculares, ainda sendo realizado apenas pelos laboratórios de referência. Entre as novas 

recomendações para tratamento de malária preconizadas pelo Ministério da Saúde, um 

resultado positivo por métodos moleculares é suficiente para confirmação do diagnóstico, o 

que exige notificação e administração do tratamento apropriado a situação (SVS/MS, 2019). 

A detecção indireta do parasito por protocolo molecular permitiu identificar 10 

pacientes (28,5%) que apresentaram infecção submicroscópica em coletas anteriores ao dia da 

recidiva clínica, nos quais aparasitemia foi detectável molecularmente de 5 a 21 dias antes do 

aparecimento dos sintomas. No nordeste do Cambodia, Popovici e colaboradores (2018) 

encontraram uma frequência inferior, especificamente 10% dos pacientes com recidiva 

submicroscópica no dia 28. De fato, alguns trabalhos tem relatado altas frequências de 

recidivas submicroscópicas e assintomáticas após administração de antimaláricos de fase 

sanguínea e PQ (NGUYEN et al., 2018; VAN DEN EEDE et al., 2011), o que pode 

representar um problema do ponto de visto epidemiológico visto que indivíduos com 

infecções subpatentes podem apresentar gametócitos circulantes e potencialmente infectantes 

para o vetor (MARTINS-CAMPOS et al., 2018; VALLEJO et al., 2016). 

Diferentes trabalhos que comparam a eficácia de tratamentos com ACT e CQ avaliam o 

efeito dos antimaláricos nos dias 28 e 42 após o primeiro dia de tratamento (COMMONS et 

al., 2019; POPOVICI et al., 2018; SIQUEIRA et al., 2017), conforme recomendação da 

Organização Mundial da Saúde (WHO, 2009). Embora as recaídas possam ser consideradas 

como aquelas recidivas que ocorrem após 28 dias do tratamento, há relatos em que dosagens 

terapêuticas da CQ (100 ng/mL) podem permanecer no sangue até aproximadamente o dia 42 
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(POPOVICI et al., 2018; SIQUEIRA et al., 2017). Estes dados sugerem que a utilização do 

critério de 28 dias para detecção do parasito por microscopia óptica, por ser um método de 

baixa sensibilidade, pode subestimar ainda mais as recrudescências. 

As recrudescências também podem ser subestimadas quando são utilizados tratamentos 

que envolvem a combinação com mefloquina ou outro antimalárico de longa duração. Diante 

da ausência da dosagem dos metabólitos dos antimaláricos no plasma dos pacientes incluídos 

no presente estudo, a detecção molecular dos parasitos nos pontos incluídos para controle de 

cura, somada a utilização dos dias 28 e 42 como ponto de corte para definição das 

recrudescências e recaídas, permitiram sugerir a ocorrência de outras recrudescências 

principalmente no grupo tratado com AM+PQ, indetectáveis apenas pela microscopia óptica. 

Apesar do pequeno número de indivíduos analisados, o critério de 28 dias parece insuficiente 

para definição das recrudescências após AM+PQ, o que, a longo prazo, pode dificultar a 

detecção de resistência e contribuir para seleção de variantes resistentes a esse regime, 

principalmente à mefloquina. 

 

6.2 Caracterização molecular das infecções por P. vivax 

 

No cenário endêmico em que indivíduos estão constantemente expostos à transmissão, 

uma nova infecção não pode ser descartada, assim, a estimativa de falha terapêutica por PQ é 

dificultada. Durante o período em que os pacientes foram recrutados, que compreendeu os 

anos de 2012 a 2015, o risco de transmissão de malária no município de Porto Velho/RO foi 

classificado como médio (IPA 10-49 casos/1.000 habitantes) nos três primeiros anos e baixo 

no último (IPA <10 casos/1.000 habitantes) (dados disponíveis em: 

<http://saude.gov.br/saude-de-a-z/malaria#epidemiologia>). Esses dados sugerem um risco 

de baixo a médio de reinfecção durante o período de acompanhamento do estudo. 

Compreender quais recidivas corresponderam a episódio de recaída ou nova infecção é 

complexo, por isso, a abordagem por microssatélites pretende auxiliar nessa distinção, embora 

não resolva completamente, ao permitir classificar as recidivas de acordo com a similaridade 

genética entre os parasitos de cada episódio. 

A análise genotípica dos parasitos isolados dos 35 pares de infecção primária/recidiva 

permitiu identificar, em média, 60% de parasitos idênticos por grupo de tratamento, além de 

alta diversidade genética (AMOVA = 0.9818 ±0.0056) que corrobora dados da literatura. 

Entretanto, estudos moleculares das recaídas por P. vivax, que também utilizaram 

microssatélites para caracterização molecular, evidenciaram uma frequência elevada de 
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recaídas heterólogas (parasitos geneticamente distintos dos parasitos da infecção primária), 

além de alta diversidade genética dos parasitos (IMWONG et al., 2007; RESTREPO et al., 

2011; VAN DEN EEDE et al., 2010). No Brasil, um estudo realizado com pacientes em área 

de baixa transmissão identificou 26 recorrências, em 28, provenientes de parasitos diferentes à 

infecção primária (ORJUELA-SÁNCHEZ et al., 2009). De maneira semelhante, um estudo de 

nosso grupo de pesquisa, investigando casos importados registrados em área não endêmica, 

evidenciou uma frequência de 46% (N=30) de recaídas heterólogas. Todavia, recaídas 

homólogas (parasitos geneticamente idênticos entre infecção primária e recidiva) foram 

identificadas em todos os pacientes primoinfectados (DE ARAUJO et al., 2012) como 

também identificado na Papua Nova Guiné (IMWONG et al., 2012). O contexto dos pacientes 

do trabalho de Araujo e colaboradores (2012) (residentes em área sem transmissão de malária, 

mas que haviam viajado e se infectado em área endêmica) garantiu uma alta probabilidade de 

tratar-se de recaída. 

Embora os pacientes tenham sido atendidos em centros de referência inseridos em área 

endêmica, dados referentes ao número de malárias prévias, primo-infecção e tempo de 

residência em área endêmica não foram coletados no momento do recrutamento. Apesar 

disso, a frequência elevada de recidivas homólogas contrariam os achados da literatura, que 

atribuem maior frequência de recidivas heterólogas em indivíduos de área endêmica. Todavia, 

a distinção das recaídas em relação às rescrudescência, principalmente pelo critério de 42 dias 

como ponto de corte, permitiu identificar frequências de 25% e 38% para recaídas heterólogas 

nos grupos CQ+PQ e AM+PQ, respectivamente. 

A despeito da ausência de diferença significativa na frequência dos genótipos do 

parasito entre os grupos de tratamento, chama atenção principalmente o grupo tratado com 

CQ+PQ. Apesar de nenhum paciente ter sofrido recidiva clínica anterior a 28 dias, o que 

classificaria uma recrudescência clínica em potencial, somente 2 indivíduos (20%) 

apresentaram parasito heterólogo na recidiva, uma frequência baixa quando comparado aos 

achados com isolados de P. vivax do Brasil. Outro fato interessante sobre esses dois pacientes 

é que ambos apresentaram infecção submicroscópica assintomática no dia 22 e 29, 

respectivamente, mas que foi indetectável no ponto subsequente, ou seja, logo antes da 

recidiva clínica, sugerindo cura parasitológica. Entretanto, a ausência da genotipagem dos 

parasitos das infecções submicroscópicas identificadas dificulta dizer se estes correspondem 

aos parasitos da recidiva clínica, não sendo detectado entre os dois momentos devido ao limite 

de detecção da técnica, ou mesmo da infecção inicial. Alternativamente, levanta-se a hipótese 
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de que o sistema imune pode ter contribuído para eliminar os parasitos recrudescentes, e a 

ativação de hipnozoítos heterólogos levou a recaída clínica nesses pacientes. 

A caracterização molecular dos parasitos das infecções submicroscópicas se faz 

necessária para sugerir que o parasito é geneticamente idêntico ao da infecção inicial, o que 

caracterizaria, de fato, uma recrudescência submicroscópica assintomática no dia 29. Por 

outro lado, a identificação de parasito na infecção submicroscópica idêntico ao da recidiva 

clínica levantaria a hipótese de que o indivíduo recaiu precocemente, com ativação do 

hipnozoíto heterólogo anterior ao dia 28. 

É importante salientar que foi identificada maior ocorrência de infecções múltiplas na 

recidiva (40% vs. 17,4%, p-value = 0,013). Essa multiplicidade de variantes por infecção 

torna complexa a definição de uma ativação heteróloga de hipnozoítos, visto que diferentes 

variantes podem estar presentes. Isso significar dizer que o mesmo parasito predominante em 

uma primeira infecção pode ser encontrado nos episódios subsequentes, porém em menor 

frequência. A busca e identificação por alelos raros ilustra bem esse processo. Utilizando a 

técnica de clonagem em bactérias, Araujo e colaboradores (2012) identificaram uma flutuação 

da predominância de alelos em cada momento da infecção, com parasitos geneticamente 

idênticos podendo ser encontrados tanto na infecção primária quanto na recaída, mas em 

frequências distintas. Dessa forma, no contexto de área endêmica, genótipos distintos do 

parasito podem ressurgir ao longo dos processos de recidiva. O mesmo foi observado nos 

pacientes aqui estudados. Dentre os parasitos de recidivas similares ou distintos ao genótipo 

da infecção primária, a presença de alelos comuns aos dois momentos da infecção foi 

observada em diferentes pacientes, havendo alteração da predominância entre os mesmos na 

recidiva (dados não mostrados). 

Alguns trabalhos têm sugerido que o sistema imune possui alguma influência nas 

recidivas por P. vivax (MANEERATTANASAK et al., 2017; WHITE, 2011). Embora não 

tenha sido foco do presente trabalho avaliar essa influência, a alta frequência de recidivas por 

parasitos idênticos entre os pacientes e o maior número de infecções múltiplas na recidiva 

levantam a hipótese de que o sistema imune dos indivíduos não foi capaz de reconhecer e 

gerar uma resposta humoral eficiente contra os parasitos da infecção inicial, 

consequentemente mantendo-os susceptíveis a recidiva pelos mesmos parasitos iniciais. Essa 

falha do sistema imune pode ser devido à baixa exposição destes indivíduos à transmissão, já 

que existe uma correlação direta entre tempo de exposição e resposta imune (KANO et al., 

2018). Esse processo merece ser investigado em estudos futuros, uma vez que indivíduos não 
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imunes que não respondem bem ao tratamento representam um desafio para o controle da 

transmissão de P. vivax.  

 

6.3 Diversidade alélica de CYP2D6 e implicações no metabolismo de PQ 

 

A compreensão dos aspectos farmacogenéticos envolvidos na biotransformação da PQ, 

somado aos estudos que verificam as distribuições alélicas de CYP2D6 em diferentes 

populações e seu impacto na atividade terapêutica do fármaco, desenvolvido nos últimos 

anos, tem permitido identificar o papel relevante da enzima hepática CYP2D6 no processo de 

biotransformação e consequente eficácia contra as formas teciduais hepáticas (AVULA et al., 

2018; CAMARDA et al., 2019). O Brasil, tendo passado por diferentes processos de 

imigração e sofrido políticas de miscigenação ao longo da história, teve o background 

genético populacional alterado ao longo dos séculos. Uma vez que as frequências alélicas de 

CYP2D6 variam de acordo com o background genético das populações (FRIEDRICH et al., 

2014), elucidar a distribuição dos alelos de CYP2D6 em diferentes subpopulações brasileiras 

constitui uma ferramenta importante, principalmente em área endêmica para malária, para 

orientar a escolha do regime terapêutico, assim como a dosagem terapêutica mais adequada, 

sempre com o objetivo de evitar as recidivas e efeitos adversos da droga. 

Embora o presente trabalho não ofereça dados suficientes para esse tipo de 

compreensão, todos os alelos identificados entre os indivíduos correspondem a variantes de 

CYP2D6 já descritos anteriormente na população brasileira, incluindo alelos pouco 

frequentes. A opção por utilizar categorias fenotípicas para predição da atividade enzimática 

em substituição aos dados de genótipo deve ser feita com cautela, visto que alguns relatos têm 

indicado heterogeneidade na correspondência genótipo-fenótipo entre grupos populacionais, 

isto é, diferentes fenótipos podem ser inferidos pelo mesmo genótipo em regiões e grupos 

étnicos distintos (GAEDIGK et al., 2017; LLERENA et al., 2014; NARANJO et al., 2018). 

Por isso, no presente estudo, foi utilizada a classificação proposta como padrão pelo 

Consórcio de Implementação Farmacogenética Clínica (CPIC), feita pelo Sistema de 

Pontuação de CYP2D6, que tem sido utilizada em estudos de malária que avaliam CYP2D6 e 

resposta à PQ (BENNETT et al., 2013; BRASIL et al., 2018; HE et al., 2019; JOAN 

INGRAM et al., 2014). Nesse sistema, dados da literatura sugerem que o genótipo gNM-S 

(AS=1) tem atividade próxima ao gIM. Consequentemente, indivíduos com AS igual a zero 

(gPM), 0,5 (gIM), 1 (gNM-S) e 2 (gUM) foram agrupados como metabolizadores alterados, 
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sendo os três primeiros classificados como metabolizadores nulos/reduzidos e o último como 

metabolizadores ultrarrápidos, identificado em um único indivíduo tratado com AM+PQ. 

Ainda que a frequência de metabolizadores alterados tenha sido baixa (25,7%, n=9), 6 

deles estavam incluídos no mesmo grupo de esquema terapêutico (AM+PQ). A combinação 

entre AM e PQ já foi avaliada e recomendada para tratamento de malária falciparum, pois 

contribui para redução do tempo de eliminação dos gametócitos (SMITHUIS et al., 2010; 

VÁSQUEZ et al., 2009; WHITE, 2013), inclusive no Brasil (SVS/MS, 2010, 2019). Além 

disso, sabe-se que a mefloquina é primeiramente metabolizada por enzimas CYP3A 

(FONTAINE et al., 2000), especificamente pela enzima CYP3A4, o que foi evidenciado pela 

coadministração de cetoconazol e rifampicina, inibidor e indutor da enzima, respectivamente, 

em indivíduos saudáveis (RIDTITID et al., 2000, 2005). Ainda que Bangchang e 

colaboradores (1992a, 1992b) tenham evidenciado um comprometimento da metabolização de 

mefloquina e primaquina in vitro quando co-incubadas em microssomos hepáticos, nenhum 

estudo clínico demonstrou alguma alteração na farmacocinética destes fármacos quando co-

administrados. 

Devido à ausência de dados fenotípicos de CYP2D6 dos 229 pacientes que não 

manifestaram recidiva clínica no período de acompanhamento, não é possível afirmar que o 

fenótipo alterado da CYP2D6 tenha maior impacto nos pacientes tratados com AM+PQ. 

Embora existam evidências suficientes que demonstram que a metabolização de mefloquina e 

da PQ ocorram por vias diferentes, sendo CYP2D6 o principal determinante para o sucesso 

terapêutico da PQ, a CYP3A4 participa em alguma medida da metabolização da mesma 

(PYBUS et al., 2012). Portanto, a competição dos dois fármacos em questão, com impacto na 

formação dos metabolitos ativos atuantes contra hipnozoítos, não pode ser descartado e 

merece ser investigado. 

O metabolismo da CQ é feito predominantemente pela isoforma hepática do citocromo 

P450 CYP2C8. Pacientes com mutação em CYP2C8 apresentaram recidiva precoce (<42 dias) 

em maior frequência, além de uma proporção maior de parasitas geneticamente semelhantes 

(idênticos ou similares), o que sugere a possibilidade de recrudescência devido à falha 

terapêutica da CQ (SILVINO et al., 2016). Curiosamente, mutações em CYP2C8 foram 

identificados somente em 5 indivíduos, heterozigotos para um alelo mutado em G416A. 

Apenas um deles foi tratado com CQ+PQ, e os demais com AM+PQ. O único indivíduo do 

grupo CQ+PQ de fato apresentou PCR positivo no dia 42, seguido de recaída por parasito 

geneticamente similar à infecção inicial no dia 63. 
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Outro aspecto importante no tratamento de malária com potencial implicação nas 

recidivas que merecem ser investigados são as interações entre antimaláricos que podem 

interferir no tratamento. Especificamente a mefloquina administrada após lumefantrina pode 

contribuir para redução dos níveis plasmáticos de lumefantrina (LEFÈVRE et al., 2000). No 

presente estudo, não é possível falar em interação medicamentosa de lumefantrina com outros 

antimaláricos entre o grupo tratado com esse fármaco ou mesmo entre os pacientes dos 

demais grupos, uma vez que a ausência de uso de antimalárico nos últimos 63 dias foi um dos 

critérios de inclusão para participação no estudo, garantindo que a meia-vida terminal dos 

fármacos já estaria superada. Por outro lado, há inibição in vitro descrita de enzimas do 

complexo P450, incluindo a CYP2D6, por lumefantrina (WHITE; VAN VUGT; EZZET, 

1999), o que sugere o comprometimento da farmacocinética da PQ visto que sua eficácia 

depende da atividade enzimática de CYP2D6. Uma vez que os três indivíduos que 

apresentaram recidiva anterior a 30 dias, após o tratamento com AL+PQ, possuem fenótipo 

extensivo de CYP2D6, sugere-se que a eficiência da atividade da PQ contra os hipnozoítos 

pode ter sido comprometida pela inibição da principal enzima envolvida no processo de 

biotransformação do fármaco. Entretanto, um estudo de metanálise recente, que compilou 

estudos prospectivos que avaliaram a eficiência de antimaláricos contra P. vivax publicados 

entre 2000 e 2018, evidenciou que a co-administração de PQ e AL resulta em uma redução de 

80% na taxa de recorrência até o dia 42 (COMMONS et al., 2019), sugerindo que, havendo 

alguma inibição de CYP2D6 por lumefantrina, trata-se de inibição parcial, que não 

compromete significativamente o efeito da PQ. 

 

6.4 Variação do número de cópias de pvmdr-1 e pvcrt-o e sua relação com resistência 

aos diferentes antimaláricos 

 

Devido ao impacto que a resistência aos antimaláricos pode oferecer, monitorar o 

desenvolvimento de fenótipos e genótipos de resistência aos atuais fármacos utilizados para 

tratamento da malária vivax é de suma importância para o controle da doença, principalmente 

em áreas endêmicas. Diferentes fatores podem contribuir para a seleção e propagação de 

variantes resistentes, como o uso de dosagens subterapêuticas devido à ausência de ajuste pelo 

peso do paciente, má qualidade do medicamento instituído e abandono do tratamento 

(DUARTE et al., 2001), ou ainda fatores genéticos do próprio parasito, tais como 

polimorfismos em genes importantes envolvidos na atividade dos fármacos (SILVINO et al., 

2016). Os pacientes aqui incluídos foram tratados adequadamente, de acordo com os métodos 
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da OMS para vigilância da eficácia dos medicamentos antimaláricos, e acompanhados até o 

final do tratamento, garantindo que a adesão fosse mantida mesmo após eliminação dos 

sintomas clínicos. 

No Brasil, a resistência à CQ já foi reportada em algumas localidades, caracterizada 

como recidiva clínica anterior a 28 dias e persistência da parasitemia na presença de dosagem 

terapêutica (100 ng/mL de CQ e desetil-CQ) verificada através de dosagem por HPLC. Os 

marcadores de resistência têm sido bem caracterizados para P. falciparum, entretanto, na 

malária vivax ainda não estão bem esclarecidos. Embora a relação entre pvcrt-o e resistência 

de P. vivax à CQ tenha sido sugerida nos últimos anos, ainda não foi descrito um marcador 

genético de resistência para essa espécie. Evidências que demonstram o aumento da expressão 

gênica de pvcrt-o e pvmdr-1 levantam a hipótese de que polimorfismo do tipo CNV destes 

genes pode estar relacionado à diminuição da susceptibilidade à CQ (MELO et al., 2014; SÁ 

et al., 2019; SILVA et al., 2018). Outros trabalhos realizados com indivíduos de área 

endêmica do Brasil identificaram polimorfismos do tipo CNV em pvmdr-1 em isolados do 

Acre, embora em baixa frequência (2 isolados em 215) (VARGAS-RODRÍGUEZ et al., 

2012), bem como um trabalho do nosso grupo de pesquisa, que identificou 7 em 35 isolados 

com amplificação de pvmdr-1, derivados de diferentes regiões como Mato Grosso, Pará, 

Rondônia e Guiana Francesa (COSTA et al., 2017). Em Manaus, a amplificação gênica de 

pvmdr-1 foi observada em 10,7% e 11,1%, respectivamente, de isolados susceptíveis e 

resistentes à CQ antes do tratamento. A mesma similaridade de frequências, nos mesmos 

isolados, com amplificação de pvcrt-o foi observada (7,1% e 7,7%, respectivamente), não 

associando assim a amplificação destes alvos à resistência. Entretanto, entre os isolados da 

recidiva, 33% apresentaram múltiplas cópias de pvcrt-o no dia da recorrência (SILVA et al., 

2018). 

Em regiões onde a mefloquina é utilizada para tratamento de malária causada por P. 

falciparum, múltiplas cópias de pvmdr-1 tem sido associadas à resistência a esse antimalárico 

e ao aumento da sensibilidade a CQ (ROSS; FIDOCK, 2019). É importante lembrar que 

pvmdr-1 codifica uma proteína no vacúolo digestivo, que remove a mefloquina do seu sítio de 

ação (citoplasma do parasito) para o interior do vacúolo, impedindo seu efeito. Já para CQ, o 

efeito é o inverso, visto que a proteína promove o efluxo do fármaco para o seu sítio de ação, 

consequentemente aumentando a susceptibilidade do parasito. No Brasil, a mefloquina já foi 

utilizada para tratamento de malária falciparum e infecções mistas por P. vivax e P. 

falciparum nos anos 2000, o que pode ter contribuído para a seleção do genótipo de aumento 

de número de cópias de pvmdr-1, descritos nos trabalhos supracitados. 
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Entre os indivíduos incluídos no presente estudo, somente um isolado da infecção 

primária de paciente tratado com AM+PQ apresentou duas cópias para pvmdr-1, 

correspondendo a único haplótipo entre os 42 identificados pelo painel de microssatélite. Já 

em relação a pvcrt-o, nenhum isolado foi identificado com duas ou mais cópias do gene. A 

despeito desta única exceção encontrada, os demais isolados apresentavam cópia única para 

ambos os genes, sugerindo que polimorfismos do tipo CNV não contribuíram para as 

recidivas destes indivíduos, independente do tratamento administrado. Porém, não é possível 

excluir que o aumento da expressão gênica tenha contribuído entre os episódios, uma vez que 

a expressão gênica a nível de RNA e proteína não foi avaliada. Além disso, esses achados 

evidenciam que a utilização de artesunato e mefloquina para tratamento de infecções mistas 

por P. falciparum e P. vivax no Brasil parece não estar contribuindo para a seleção de isolados 

de P. vivax com duplicação gênica de pvmdr-1, indicativo de resistência à mefloquina e 

aumento da sensibilidade a CQ. Com relação a pvcrt-o, os achados evidenciam que o 

tratamento com CQ, já utilizado há pelo menos cinco décadas, parece não estar selecionando 

variantes com múltiplas cópias do gene, o que poderia implicar em aumento da expressão do 

transportador e ineficácia do tratamento com CQ. 

Ao contrário do que é observado para P. falciparum, em que a rápida disseminação de 

variantes resistentes à CQ demandou a substituição do tratamento por ACT, a resistência em 

P. vivax parece alterar a capacidade de desenvolvimento do parasito. Sá e colaboradores 

(2019) verificou que só era possível detectar a variante resistente à CQ em infecção 

experimental em chimpanzé após pressão seletiva da droga. Uma vez retirada a pressão 

seletiva, a variante susceptível tornava a prevalecer. Isso explica em alguma medida a razão 

pela qual a resistência a CQ é pouco disseminada, principalmente no Brasil. 

Embora os polimorfismos de pvmdr-1 e pvcrt-o não tenham sido suficientes para 

identificar se variantes resistentes aos esquizonticidas sanguíneos foram selecionados após o 

tratamento, a elevada frequência de recidivas homólogas não descarta que exista a redução da 

susceptibilidade dos parasitos, mas sugerem uma possível influência do sistema imune dos 

pacientes. Ausência da imunidade dos indivíduos contra a infecção inicial somada a atividade 

reduzida de CYP2D6, que interfere em uma resposta adequada ao tratamento, representa mais 

um importante desafio para controle da transmissão. O processo de recidivas da malária 

causada por P. vivax é complexo e merece ser investigado profundamente. Os resultados 

obtidos permitem atentar-se principalmente quanto a utilização de artesunato e mefloquina, 

visto que metade dos indivíduos tratados com esse regime são metabolizadores lentos de 

CYP2D6. Os dados de genotipagem por microssatélites e a utilização do ponto de 42 dias 
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para classificação das recaídas permitiram corroborar as evidências que identificam uma 

proporção expressiva de recaídas heterólogas. Embora o número de indivíduos aqui estudado 

seja reduzido, as detecções precoces do parasito por protoloco molecular em conjunto com o 

critério de 42 dias e a genotipagem dos parasitos parece o método mais apropriado para 

identificar as recrudescências. A implementação de ACTs no tratamento da malária vivax no 

Brasil poderá tornar obsoleto o critério de 28 dias para definição das recrudescências. Estudos 

que incluam um número maior de indivíduos precisam ser realizados para confirmar essa 

mudança.  

7 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusões:  

 

i. O uso de diferentes antimaláricos de fase sanguínea não influenciou no 

intervalo entre a infecção inicial e a recidiva dos pacientes, visto que não houve 

diferença significativa da mediana do tempo de recidiva entre os grupos; 

ii. Recidivas subpatentes foram detectadas molecularmente antes da 

recidiva clínica, sugerindo serem recrudescências em alguns pacientes. A dosagem dos 

metabólitos dos antimaláricos faz-se necessária para comprovar a resistência como 

causa desta recrudescência; 

iii. Recidivas homólogas e similares foram mais frequentes em todos os 

grupos de tratamento (entre 80-93%), o que sugere uma ausência de resposta imune 

eficaz nestes pacientes; 

iv. A recidiva envolve maior complexidade genética dos parasitos, indicada 

pela maior frequência de infecções múltiplas, sugerindo ausência de modulação da 

infecção pelo sistema imune e consequente aumento da susceptibilidade às recidivas; 

v. Apesar de não ter sido observada relação entre fenótipo de CYP2D6 

alterado e tempo de recidiva, o fenótipo de CYP2D6 predito como alterado parece 

influenciar principalmente recidivas após o tratamento com AM+PQ. O fenótipo dos 

indivíduos que não apresentaram recidivas durante o período de acompanhamento 

deve ser investigado em pesquisas futuras; 

vi. As recidivas após ACT não foram influenciadas pela presença de por 

variantes com amplificação nos genes pvmdr-1 e pvcrt-o. Investigações sobre 

expressão desses genes em nível de mRNA e proteína após o tratamento e sua relação 

com polimorfismos de número de cópias merecem ser investigadas.
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GLOSSÁRIO 

 

Infecção: presença de parasitos no organismo em qualquer uma de suas formas. 

 

Infecção assintomática: presença de parasitemia assexuada sem sintomas clínicos 

característicos da malária. 

 

Infecção submicroscópica: presença de parasitos assexuados de fase sanguínea detectável 

por métodos moleculares, mas indetectáveis por métodos convencionais (microscopia ou teste 

rápido), podendo ocorrer sintomas clínicos ou não. 

 

Nova infecção: parasitemia originada de inoculação de novos esporozoítos subsequente ao 

tratamento da infecção inicial. 

 

Recidiva: sinônimo de recorrência, parasitemia que ocorre em qualquer momento após a 

eliminação da parasitemia da infecção inicial, detectada por métodos convencionais 

(microscopia óptica ou teste rápido) e acompanhada de sintomas clínicos, sem origem 

conhecida enquanto reinfecção, recrudescência ou recaída. 

 

Recrudescência: evento após tratamento da infecção inicial, quando os parasitos assexuados 

de fase sanguínea permanecem presentes devido à eliminação incompleta dos parasitos após o 

tratamento, causando infecção sintomática ou assintomática. 

 

Recaída: parasitemia originada da ativação de hipnozoítos. 

 

Terapia combinada à base de artemisinina: Combinação de um derivado de artemisinina 

com outro antimalárico de longa duração com mecanismo de ação distinto. 
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APÊNDICES 

APÊNDICE A. Valores de Cq na detecção molecular de P. vivax para controle de cura 

dos pacientes de Porto Velho/RO 
ID do 

paciente 
Dia da 
coleta 

NR-qPCR1 

(100 μL)2 

NR-qPCR 
(100 μL) 

NR-qPCR 
(50 μL) 

NR-qPCR NR-qPCR Snounou3 Culleton4 Microssatélite 

011 

0 . . . 29,9 . + . + 

21 . . . . ND . . . 
28 ND ND . ND ND ND ND . 

42 . . . 39,2 . . . + 

020 

0 . . . 23,7 . + . + 

28 . . . . ND . . . 
44 ND ND . ND ND ND ND . 

63 . . . 31,7 . + . + 

024 

07 . . . ND ND ND . + 

28 . . . . ND . . . 

42 ND ND . ND ND ND ND . 

63 . . . 37,9 38,5 + . + 

033 

0 . . . 25,3 . + . + 
28 . . . . ND . . . 

41 ND ND . ND ND ND ND . 

62 . . . 32,9 . + . + 

035 

0 . . . 28,1 . + . + 

29 . . . . 34,9 . . . 

42 ND ND . ND ND ND ND . 
62 . . . 25,9 . + . + 

043 

0 . . . 22,7 . + . + 

27 . . . . 38,4 . . . 
41 37,3 35,5 36,8 ND ND ND ND . 

51 . . . 28,9 . + . + 

050 

0 . . . 24,9 . + . + 

22 . . . . 31,2 . . . 
28 ND ND . ND ND ND ND . 

41 . . . 24,6 . + . + 

053 

0 . . . 19,9 . + . + 
21 . . . ND ND . . . 

32 . . . . ND . . . 

42 37,6 . ND ND ND ND ND . 
49 . . . 27,5 . + . + 

060 

0 . . . 24,7 . + . + 

28 . . . . ND . . . 

42 . . ND ND ND . . . 
63 . . . 31,9 . + . + 

067 

0 . . . 25,9 . + . + 

21 . . . ND ND . . . 
30 . . . . ND . . . 

41 36,9 ND ND 36,4 ND ND ND . 

54 . . . 29,3 . + . + 

069 

0 . . . 36,2 . + . + 

08 . . . . ND . . . 

19 ND 36,5 ND ND ND ND ND . 
28 . . . 24,6 . + . + 

073 

0 . . . 31,2 . + . + 

21 . . . . ND . . . 

28 ND ND . ND ND ND ND . 
37 . . . 30,8 . + . + 

102 

0 . . . 30,1 . + . + 

28 . . . . ND . . . 
42 ND ND . ND ND ND ND . 

63 . . . ND ND + . + 

103 

0 . . . 31,8 . + . + 

21    ND ND . . . 
28 ND ND . ND ND ND ND . 

40    32,5 . +  + 
1NR indica protocolo de qPCR de alvo não ribossomal. 2Volume de hidratação do DNA após extração. 3PCR 

convencional, detecção de alvo ribossomal de P. vivax. 4PCR convencional, detecção de alvo mitocondrial de P. 

vivax. Os pontos (.) indicam amostras não submetidas ao protocolo de amplificação. ND indica amostra 

submetida ao protocolo e ausência de amplificação do DNA alvo Sinal de positivo (+) indica amplificação 

qualitativa por protocolo convencional.  
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APÊNDICE A. Valores de Cq na detecção molecular de P. vivax para controle de cura 

dos pacientes de Porto Velho/RO 
ID do 

paciente 
Dia da 
coleta 

NR-qPCR1 

(100 μL)2 

NR-qPCR 
(100 μL) 

NR-qPCR 
(50 μL) 

NR-qPCR 
(50 μL) 

NR-qPCR 
(50 μL) 

Snounou Culleton 
 

Microssatélite 

111 

0 . . . ND ND + . + 

14 . . . . ND . . . 

42 . . . ND ND . . . 
50 . . ND 34,1 . + . + 

119 

0 . . . 35,5 . + . + 

14 . . . . ND . . . 
22 32,8 38,8 39,0 ND ND + + . 

27 . . . 31,0 . + . + 

126 

0 . . . ND 33,2 + . + 
29 ND ND . ND ND ND ND . 

42 . . ND 31,3 31,8 ND ND . 

47 . . . ND . + . + 

133 

0 . . . 30,2 . + . + 

27 . . . . ND . . . 

42 ND ND . ND ND ND ND . 

62 . . . 31,1 . + . + 

136 

0 . . . 33,9 . + . + 

28 . . . . ND . . . 

43 ND ND . ND ND ND ND . 
63 . . . 34,7 . + . + 

153 

0 . . . 31,9 . + . + 

28 ND ND . . ND ND ND . 

42 . . 35,8 30,6 30,3 ND ND . 
63 . . . 33,9 . + . + 

156 

0 . . . 21,2 . + . + 

28 . . . . ND . . . 
42 ND ND . ND ND ND ND . 

63 . . . 28,6 . + . + 

157 

0 . . . 28,4 . + . + 

28 ND ND . . ND ND ND . 
42 . . ND ND ND ND ND . 

63 . . . 33,9 . + . + 

160 

0 . . . 27,4 . + . + 
28 . . . . ND . . . 

42 ND ND . ND ND ND ND . 

61 . . . 29,3 . + . + 

162 

0 . . . 23,2 . + . + 

28 . . . . ND . . . 

42 ND ND . ND ND ND ND . 
56 . . . 24,0 . + . + 

163 

0 . . . 27,8 . + . + 

21 . . . . ND . . . 

28 ND ND . ND ND ND ND . 
42 . . . 30,4 . + . + 

166 

0 . . . 24,3 . + . + 

29 . . . . ND . . . 
43 ND ND . ND ND ND ND . 

57 . . . 24,7 . + . + 

182 

0 . . . 25,1 . + . + 

7 . . . . ND . . . 
14 33,9 36,4 36,7 37,4 37,3 ND + . 

21 . . . 31,4 . + . + 
1NR indica protocolo de qPCR de alvo não ribossomal. 2Volume de hidratação do DNA após extração. 3PCR 

convencional, detecção de alvo ribossomal de P. vivax. 4PCR convencional, detecção de alvo mitocondrial de P. 

vivax. Os pontos (.) indicam amostras não submetidas ao protocolo de amplificação. ND indica amostra 

submetida ao protocolo e ausência de amplificação do DNA alvo Sinal de positivo (+) indica amplificação 

qualitativa por protocolo convencional.  
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APÊNDICE B. Genotipagem de CYP2C8 e CYP2D6 e predição da atividade fenotípica de CYP2D6 

Código do 

paciente
G416A A805T G1846A G2988A G3183A C100T C1023T -1584 G>C C2850T G4180C

2615_2617

delAAG
Haplótipo

a Alelo 1 Alelo 2
Número 

de cópias
AS

b
 Alelo 1 AS Alelo 2

Total Score 

Activity
c

Fenótipo 

CYP2D6
b

73 GG AA GG GG GG CC CC CG TC GC AA PV073: (2,4) *1 *2A/*35 2 1 1 2 gNM-F

103 GG AA GG GA GG CC CC CG TT CC AA PV103: (4,7) *2A/*35 *41 2 1 0,5 1,5 gNM-F

50 GG AA GG GG GG CC CC CC CC GG AA PV050: (2,2) *1 *1 2 1 1 2 gNM-F

163 GG AA GA GA GG TC CC CC TC CC AA PV163: (7,8) *41 *4/*4x2 3 0,5 0 0,5 gIM 

214 GG AA GG GG GG CC CC GG TT CC AA PV214: (4,4) *2A/*35 *2A/*35 2 1 1 2 gNM-F

162 GG AA GG GG GG CC CC CG TC GC AA PV162: (2,4) *1 *2A/*35 2 1 1 2 gNM-F

35 GG AA GG GG GG CC CC CC CC GG AA PV035: (2,2) *1 *1 2 1 1 2 gNM-F

133 GG AA GG GG GG CC CC CC CC GG AA PV133: (2,2) *1 *1 2 1 1 2 gNM-F

153 GA AA GG GG GG CC CC CC CC GG AA PV153: (2,2) *1 *1 2 1 1 2 gNM-F

156 GG AA GG GG GG CC CC GG TT CC AA PV156: (4,4) *2A/*35 *2A/*35 2 1 1 2 gNM-F

126 GG AA GA GG GG TC CC CC CC GC AA PV126: (2,8) *1 *4 2 1 0 1 gNM-S

53 GG AA GG GG GG TC CC CC CC GC AA PV053: (2,6) *1 *10 2 1 0,5 1,5 gNM-F

43 GG AA GA GG GG TC CC CC CC GC AA PV043: (2,8) *1 *4 2 1 0 1 gNM-S

67 GG AA AA GG GG TT CC CC CC CC AA PV067: (8,8) *4 *4 2 0 0 0 gPM 

216 GA AA GA GG GG TC CC CC CC GC AA PV216: (2,8) *1/*1xN *4/*4x2 3 2 0 2 gNM-S

207 GA AA GG GG GG CC CC CG TC GC CA PV207: (3,4) *9 *2A/*35 2 0,5 1 1,5 gNM-F

160 GG AA GA GG GG TC CC CC CC GC AA PV160: (2,8) *1 *4 2 1 0 1 gNM-S

198 GG AA GG GG GG TC CC CC CC GC CA PV198: (3,6) *9 *10 2 0,5 0,5 1 gNM-S

60 GG AA GG GG GG CC CC GG TT CC AA PV060: (4,4) *2A/*35 *35xN/*2xN 3 1 2 3 gUM

102 GA AA GG GA GG CC CC CC TC GC AA PV102: (2,7) *1 *41 2 1 0,5 1,5 gNM-F

157 GG AA GG GG GG CC CC GG TT CC AA PV157: (4,4) *2A/*35 *5 1 1 1 2 gNM-F

251 GA AA GG GA GG CC CC CG TT CC AA PV251: (4,7) *2A/*35 *41 2 1 0,5 1,5 gNM-F

182 GG AA GG GA GG CC CC CC TC GC AA PV182: (2,7) *1 *41 2 1 0,5 1,5 gNM-F

119 GG AA GG GG GG CC CT CG TT CC AA PV119: (4,5) *2A/*35 *17 2 1 0,5 1,5 gNM-F

69 GG AA GG GG GG CC CC CC CC GG AA PV069: (2,2) *1 *1 2 1 1 2 gNM-F

246 GG AA GA GG GG TC CC CC CC GC AA PV246: (2,8) *1 *4 2 1 0 1 gNM-S

11 GG AA GG GA GG CC CC CG TT CC AA PV011: (4,7) *2A/*35 *41 2 1 0,5 1,5 gNM-F

111 GG AA GG GG GG CC CC CC CC GG AA PV111: (2,2) *1 *1 2 1 1 2 gNM-F

166 GG AA GG GG GG CC CC CG TT CC AA PV166: (1,4) *2D *2A/*35 2 1 1 2 gNM-F

33 GG AA GA GG GG TC TT CC TC CC AA PV033: (5,10) *17 NP 2 0,5 ND ND ND

20 GG AA GG GG GG TC CC CC CC GC AA PV020: (2,6) *1 *10 2 1 0,5 1,5 gNM-F

24 GG AA GG GG GG CC CT CG TT CC AA PV024: (4,5) *2A/*35 *17 2 1 0,5 1,5 gNM-F

136 GG AA GA GG GG TC CC CC CC GC AA PV136: (2,8) *1 *4 2 1 0 1 gNM-S

231 GG AA GA GG GG TC CC GG TC CC AA PV231: (4,9) *2A/*35/*2xN NP 3 1 ND ND ND

250 GG AA GG GG GG CC CC CC CC GG AA PV250: (2,2) *1 *1 2 1 1 2 gNM-F

(a) Haplótipo de CYP2D6 inferido usando o software PHASE. (b) Activity Score e inferência dos fenótipos de CYP2D6: metabolizador normal-fast (gNM-F, AS = 1,5 ou 2); metabolizador ultrarápido (gUM, AS>2, mais de 2 cópias do alelo normal);

metabolizador normal-slow (gNM-S, AS=1); metabolizador intermediário (gIM, AS=0,5); metabolizador nulo (gPM, AS=0), de acordo com Gaedigk e colaboradores (2008). (c) Soma dos valores de AS atribuídos ao alelo 1 e alelo 2 de CYP2D6 .

CYP2C8 CYP2D6

C
Q

+
P

Q
A

M
+

P
Q

A
L

+
P

Q
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APÊNDICE C. Resultados encontrados para os 35 pacientes incluídos no estudo: 

fenótipo de CYP2D6, dia da recidiva clínica, genótipo do parasito isolado da recidiva, 

detecção de infecções submicroscópicas assintomáticas 

Código do 

paciente

Fenótipo 

CYP2D6
a

Dia da 

recidiva 

clínica
b

Parasito da 

recidiva
c

PCR+ d28 ou 

anterior?

PCR+ entre 

d28 e d42?

73 gNM-F 37 Idêntico Não Sim

103 gNM-F 40 Idêntico Não Sim

50 gNM-F 41 Heterólogo Sim Sim

163 gIM 42 Idêntico Não Sim

214 gNM-F 42 Idêntico . Sim

162 gNM-F 56 Similar Não Não

35 gNM-F 62 Heterólogo Sim
e

Não
e

133 gNM-F 62 Idêntico Não Não

153 gNM-F 63 Similar Não Sim

156 gNM-F 63 Idêntico Não Não

126 gNM-S 47 Similar Não Sim

53 gNM-F 49 Idêntico Não Sim

43 gNM-S 51 Idêntico Sim Sim

67 gPM 54 Idêntico Não Sim

216 gNM-S 55 Heterólogo . .

207 gNM-F 56 Similar . .

160 gNM-S 61 Idêntico Não Não

198 gNM-S 62 Idêntico . .

60 gUM 63 Heterólogo Não Não

102 gNM-F 63 Idêntico Não Não

157 gNM-F 63 Heterólogo Não Não

251 gNM-F 63 Similar . .

182 gNM-F 21 Idêntico Sim Sim

119 gNM-F 27 Idêntico Sim Sim

69 gNM-F 28 Idêntico Sim Sim

246 gNM-S 39 Idêntico . Sim

11 gNM-F 42 Idêntico Não Sim

111 gNM-F 50 Heterólogo Não Não

166 gNM-F 57 Similar Não Não

33 ND 62 Similar Não Não

20 gNM-F 63 Idêntico Não Não

24 gNM-F 63 Heterólogo Não Não

136 gNM-S 63 Idêntico Não Não

231 ND 63 Idêntico . .

250 gNM-F 63 Similar . .

C
Q

+
P

Q
A

M
+

P
Q

A
L

+
P

Q

(a) Fenótipos inferidos de CYP2D6. (b) Recidiva confirmada por microscopia óptica positiva e

sintomas clínicos presentes. (c) Caracterização molecular do parasito isolado da recidiva clínica

confirmada por microscopia óptica. (d) Recidivas clínicas (MO+) confirmadas por PCR ou infecção

assintomática detectável por qPCR. (e) d29 do paciente foi incluído no acompanhamento como dia

28. (ND) Não determinado. 
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APÊNDICE D. Artigo 

 



85 

 



86 

 



87 

 



88 

 



89 

 



90 

 



91 

 



92 

 

 

 


