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RESUMO 

 

 

De elevada prevalência no Brasil, especificamente na Região Amazônica, a malária é uma 
doença infecto-parasitária com impactos socioeconômicos em áreas endêmicas. O 
Plasmodium vivax é o agente de maior prevalência e tem sido associado a casos graves de 
malária antes atribuída apenas ao Plasmodium falciparum. A variabilidade genética do 
hospedeiro no metabolismo de fármacos antimaláricos, influenciada pelo polimorfismo de 
isoformas do citocromo P450 (CYP), poderia levar a alterações significativas na resposta 
terapêutica antimalárica. Pouco se conhece sobre a influência dos fatores genéticos no 
aumento da susceptibilidade individual do hospedeiro ao desenvolvimento de formas graves 
da doença. Portanto este projeto objetivou determinar a frequência dos alelos CYP2B6*6, 
CYP2C8*3 e CYP2D6*4 em pacientes com malária vivax, avaliar a relação entre os alelos 
encontrados e a ocorrência de malária grave e ainda estabelecer o perfil hematológico e 
bioquímico entre os portadores dos alelos encontrados. Para tanto foram utilizadas amostras 
de sangue periférico de pacientes com malária vivax atendidos numa unidade de saúde de 
referência na cidade de Manaus-AM. Dos quais foram extraídos o DNA leucocitário, que por 
sua vez foram amplificado por PCR em tempo real usando o sistema TaqMan® para a 
discriminação alélica. As freqüências dos alelos CYP2B6*6, CYP2C8*3 e CYP2D6*4 foram 
28,26%, 6,7%, 8,87%, respectivamente. O alelo CYP2D6*4 foi o mais prevalente entre os 
pacientes diagnosticados com malária vivax grave, e também foi associado a níveis normais 
de reticulócitos, eritrócitos e hematócrito. Estudos futuros são necessários para compreender 
as implicações clínicas dos polimorfismos encontrados em pacientes com malária vivax. 

 

 

Palavras-chave: Polimorfismo, citocromo P450, malária vivax  
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ABSTRACT 

 

 

High prevalence in Brazil, specifically in the Amazon Region, malária is a parasitic infectious 
disease with socioeconomic impact sin endemic areas. Plasmodium vivax is the most 
prevalent agent and has been associated with cases of severe malária before attributed only to 
Plasmodium falciparum. Genetic variability in host metabolism of antimalárial drugs, 
influenced by the polymorphism of cytochrome P450(CYP), could lead to significant changes 
in antimalárial treatment response. Little is known about the influence of genetic factors in the 
increase of the individual susceptibility of the host to development of severe disease. 
Therefore, this project aimed to determine the frequency of alleles CYP2B6*6, CYP2C8*3 
and CYP2D6*4 in patients with vivax malária, to evaluate the relationship between the alleles 
found and the occurrence of severe malária and further establish the hematological and 
biochemical profile among carriers of alleles found. Therefore, we used peripheral blood 
samples of patients with vivax malária treated at a health care reference in Manaus-AM. 
Which were extracted leukocyte DNA, which in turn were amplified by real-time PCR using 
TaqMan ® system for allelic discrimination. The frequencies of the alleles CYP2B6*6, 
CYP2C8*3 and CYP2D6*4 were 28.26%, 6.7%, 8.87%, respectively. The CYP2D6*4 allele 
was more prevalent among patients diagnosed with severe vivax malária, and was associated 
with normal levels of reticulocytes, erythrocytes and hematocrit. Future studies are needed to 
understand the clinical implications of the polymorphisms found in patients with vivax 
malária. 

 

 

 

Keywords: Polymorphism, cytochrome P450, vivax malária 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A malária é uma doença infecto-parasitária que afeta a saúde de diferentes populações 

distribuídas em áreas endêmicas ao redor do mundo (WESTENBERGER et al., 2010). O 

Brasil concentra a maioria dos casos notificados da doença na América Latina e o agente de 

maior prevalência é o Plasmodium vivax (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; WHO, 

2011a).  

No passado a malária vivax foi considerada uma doença benigna e auto-limitada, 

entretanto estudos têm demonstrado a importância desta espécie no desenvolvimento de 

formas graves da doença, antes atribuída apenas ao P. falciparum em diferentes partes do 

mundo, inclusive com óbitos (KOCHAR et al., 2005; LOMAR et al., 2005; ALECRIM  et al., 

2000; WELLS  et al., 2009; ALEXANDRE  et al., 2010; WHITE, 2011).  

Segundo critérios da Organização Mundial de Saúde – OMS (2010), a malária grave é 

definida como uma infecção com complicações potencialmente fatais ao homem. Entre as 

principais manifestações clínicas descritas na literatura para malária grave por P. vivax 

podemos citar: anemia grave, trombocitopenia, síndrome da angústia respiratória, síndrome 

neurológica, insuficiência renal, edema pulmonar, ruptura de baço, icterícia, acidose 

metabólica e hipoglicemia. (KIRCHGATTER & PORTILLO, 2005; ALEXANDRE et al., 

2010, COSTA  et al., 2011; LACERDA  et al., 2012). 

É amplo o conhecimento e publicações sobre os tipos de manifestações clínicas que 

vem sendo comumente observadas na malária grave vivax. Entretanto, comparativamente, 

pouco se conhece sobre os mecanismos fisiopatogênicos envolvidos na malária grave por P. 

vivax, bem como a influência dos fatores genéticos no aumento da susceptibilidade individual 

do hospedeiro ao desenvolvimento de formas graves da doença. 
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A terapia antimalárica adequada é empregada a fim de se evitar a progressão clínica da 

infecção. De acordo com Mehlotra et al. (2010), a resposta ao tratamento antimalárico pode 

ser monitorada pela concentração plasmática do fármaco ou metabólito ativo. Estes autores 

consideram ainda que a variabilidade genética do hospedeiro no metabolismo de fármacos 

antimaláricos pode gerar concentrações plasmáticas inadequadas, contribuindo para ineficácia 

devido a níveis subterapêuticos ou mesmo pela seleção de parasitas resistentes. 

O metabolismo é uma etapa farmacocinética extremamente importante para que o 

fármaco alcance concentrações plasmáticas adequadas no seu sítio de ação (WALKER & 

EDWARDS, 1994). Há uma grande variedade interindividual no perfil farmacocinético de 

muitos agentes antimaláricos que pode resultar em alteração na concentração plasmática do 

fármaco (KERB et al., 2009). As enzimas do citocromo P450 (CYP) são as principais 

responsáveis pelo metabolismo de antimaláricos no organismo (GUSMÁN & CARMONA-

FONSECA, 2006). Essas enzimas são altamente polimórficas, polimorfismos de forma 

isolada ou associada a outros fatores podem contribuir para a variabilidade na resposta 

terapêutica (cura, recaída ou resistência) ou na toxicidade frequentemente relatada com o uso 

de antimaláricos (TOMALIK-SCHARTE  et al., 2008; KERB  et al., 2009). 

Polimorfismos dos genes de isoformas do CYP têm sido frequentemente relatados na 

literatura associados a alterações no perfil metabólico de isoformas para vários fármacos, 

incluindo antimaláricos (PARIKH et al., 2007; TIONG et al.,2010; HONDA  et al., 2011; 

DESTA et al., 2012; HARMSZE  et al., 2012; YOSUF & HUA, 2012). Estudos que 

descrevam a prevalência de polimorfismos em áreas endêmicas da malária ou relacionem a 

resposta terapêutica antimalárica e características fenotípicas e genotípicas do CYP são 

escassos.  E, ainda, não há descrições na literatura a respeito dos polimorfismos nos genes do 

CYP e uma possível associação com a gravidade da infecção por P. vivax. 
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Estudos dessa natureza poderiam contribuir para caracterização genotípica de 

indivíduos de áreas endêmicas da malária quanto ao CYP450, bem como para o entendimento 

de fatores determinantes da malária grave, em função de alterações metabólicas, e ainda 

possibilitar a descoberta de possíveis marcadores moleculares de risco para o 

desenvolvimento de formas clínicas graves da malária vivax. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1Malária 

 

2.1.1 Aspectos gerais 

 

A malária é considerada um importante problema de saúde pública com impactos na 

economia e na sociedade de países onde a doença é endêmica (WESTENBERGER et 

al.,2010, Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Trata-se de uma doença infecciosa que pode ser ocasionada no homem por quatro 

espécies do protozoário Plasmodium spp. (P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. maláriae). A 

transmissão ocorre através da picada do mosquito fêmea de mais de 30 espécies de Anopheles 

(ALONSO et al., 2011). P. falciparum é a espécie responsável pela maioria dos casos de 

morte por malária, sobretudo na África Subsaariana, entretanto P. vivax é a mais difundida 

geograficamente, em particular no sul e sudeste da Ásia, América Central e América do Sul, 

respondendo por mais de 40% dos casos de malária no mundo. No Brasil, esta espécie é 

Figuras 1 - Representação gráfica de áreas de transmissão da malária no mundo. Adaptado de CDC-EUA, 2010c. 



20 

 

responsável por aproximadamente 84% dos casos registrados (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 

2010; WESTENBERGER  et al., 2010). 

Em 2010, cerca de 216 milhões de casos de malária foram notificados, com 

estimativas de 655.000 mortes, principalmente em crianças africanas (WHO, 2011a). 

O Brasil responde por quase metade dos casos de malária na América Latina. Em 2010 

foram notificados 334.618 casos de malária no país (WHO, 2011a). A região amazônica, 

constituída pelos estados do Acre, Amazonas, Amapá, Maranhão, Mato Grosso, Pará, 

Rondônia, Roraima e Tocantins, é responsável por mais de 99% dos casos notificados no 

Brasil, sendo registrado no estado do Pará o maior número de casos (34%) (BRASIL, 2013; 

Figura 2). No Amazonas foram notificados 59.431 casos em 2011 (BRASIL, 2013). Em 

Manaus, ano de 2012, foram registrados pela Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor 

Vieira Dourado (FMT-HVD) 3.434 casos de malária dos quais 95,8% foram causados pela 

espécie P. vivax (VIGIWEB/FMT-HDV, 2013; Figura 3). 

 

 

 

Esses dados revelam que o P. vivax tem se tornado espécie dominante em áreas 

endêmicas da malária. Entre as razões que justificam essa alta prevalência é a maior 

disponibilidade do diagnóstico molecular para distinguir as infecções causadas por essa 

Figura 2 e 3- Representação gráfica de áreas de transmissão da malária no Brasil e número de casos de malária em 
Manaus por espécies de plasmódios registrados pela FMT-HVD (2012), respectivamente. Fonte: WHO (2011a) e 
VIGIWEB/FMT-HDV, 2013. 

Fig. 2 Fig. 3 
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espécie daquelas ocasionadas pelo P. falciparum e mistas, e ainda a dificuldade em controlar 

a doença causada por esse agente (produção precoce de gametócitos e presença de 

hipnozoítos), além da corrente resistência a cloroquina e a falta de eficácia da primaquina, 

medicamento de primeira linha para a prevenção de recaídas da doença (COSTA  et al., 

2012). 

Por muito tempo a malária por P. vivax foi considerada erroneamente benigna, 

entretanto estudos recentes revelam que esse agente provoca uma resposta inflamatória no 

hospedeiro mais intensa quando comparado a equivalente parasitemia de P.falciparum. 

(WELLS et al., 2009; WHITE, 2011). 

 

2.1.2 Ciclo biológico do Plasmodium spp. 

 

O parasita da malária apresenta um complexo ciclo biológico que envolve o inseto 

vetor e o hospedeiro vertebrado (Figura 4). Todas as espécies do parasita apresentam ciclo 

biológico semelhante (WISER, 1990). 

A infecção se inicia quando esporozoítos são injetados com a saliva do mosquito 

infectado, os quais são carreados pela circulação sistêmica para o fígado onde ocorre a 

invasão dos hepatócitos. Nas células hepáticas os parasitas se reproduzem assexuadamente em 

um processo conhecido como esquizogonia tecidual (fase pré-eritrocítica). O 

desenvolvimento do parasito nos hepatócitos requer aproximadamente uma semana para o P. 

falciparum e P. vivax e cerca de duas semanas para o P. malariae.  A esquizogonia tecidual 

culmina na produção de merozoítos que são liberados na corrente sanguínea e invadem os 

eritrócitos iniciando a segunda fase do ciclo (fase eritrocitária).  Nesta fase, novamente se 

multiplicam de forma assexuada (trofozoítos), ocorrendo dentro de 48 horas nas infecções por 
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P. vivax e P. falciparum e 72 horas nas infecções por P.malariae, quando, então aparecem os 

sintomas da malária (NEVES  et al., 2009). 

Nas infecções por P. vivax alguns parasitos se desenvolvem rapidamente, enquanto 

outros podem ficar em estado de latência no hepatócito, sendo por isso, denominados 

hipnozoítos. Estas formas podem levar semanas, meses ou mesmo anos para se reativarem 

depois da infecção primária e são responsáveis pela recaída (WISER, 1990). Essa espécie tem 

preferência por reticulócitos e podem durante a infecção, apresentar gametócitos no sangue 

periférico antes mesmo do aparecimento das manifestações clínicas, dificultando o controle 

da doença (COSTA et al., 2011). 

Depois de várias gerações, alguns parasitas se diferenciam sexuadamente dando 

origem às formas gametocíticas que não se dividem e, uma vez ingeridos pelos insetos vetores 

irão fecundar-se para dar origem ao ciclo sexuado do parasito dentro do trato gastrointestinal 

do mosquito. Mais tarde, após passar por várias etapas evolutivas que formarão os 

esporozoítos, os parasitas  

migrarão até as glândulas salivares, de onde serão transferidos para o sangue do 

hospedeiro humano durante o repasto sanguíneo, dando início a um novo ciclo (NEVES et al., 

2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4 – Ciclo evolutivo do Plasmodium spp. Adaptado de MMV (2012). 
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2.1.3 Manifestações clínicas e patogênese da malária 

 

No hospedeiro humano, a infecção pelo Plasmodium spp. geralmente pode manifesta-

se de forma assintomática, não grave e grave. Os mecanismos fisiopatogênicos não estão 

totalmente elucidados. Sabe-se, entretanto, que a susceptibilidade às infecções é determinada 

por uma complexa interação entre os fatores do hospedeiro, do parasita e do meio ambiente. 

Entre os fatores do hospedeiro estão incluídos a idade, sexo, etnia, imunidade, presença de co-

morbidades crônicas, co-infecções e vários polimorfismos genéticos (LACERDA, 2007; 

ANDRADE E BARRAL-NETO, 2011). 

 

2.1.3.1 Malária não grave e grave 

 

Os sinais e sintomas da malária (febre, cefaléia, calor, calafrios, sudorese, astenia) não 

são específicos e se assemelham a infecções virais sistêmicas.  A suspeita clínica de malária 

tem por base principalmente a febre ou a história de febre relatada pelo paciente (WHO, 

2010a).  

A síndrome febril aguda que caracteriza a malária não grave forma mais comum da 

doença, é justificada pela ruptura das hemácias pelos esquizontes e pela síntese e liberação de 

citocinas (Il-6, IL-10), TNF, linfócitos T e monócitos ativados (KARUNAWEERA et al., 

2003; NEVES  et al., 2009). 

A malária grave, classicamente encontrada na África subsaariana, é responsável pelo 

maior número de casos de mortes da doença e o P. falciparum tem sido, tradicionalmente, 

implicado nesses casos (LACERDA, 2007). Entretanto, casos esporádicos de malária vivax 
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grave, inclusive com óbitos, têm sido relatados por diversos estudos (KOCHAR et al., 2005; 

LOMAR et al., 2005, ALECRIM et al., 2000; ALEXANDRE et al., 2010).  

Entre os fatores implicados na patogênese da malária grave por ambas as espécies 

incluem-se o descontrole na produção de citocinas, hemólise intensa e supressão da 

eritropoiese (ANDRADE E BARRAL-NETO, 2011). Os critérios para classificação de 

malária grave foram estabelecidos a partir de infecções causadas por P. falciparum sendo 

reconhecida por alguns sinais e sintomas clínicos e resultados de exames laboratoriais. O 

diagnóstico de malária grave é estabelecido quando o paciente apresenta pelo menos uma 

destas complicações (WHO, 2010a, Quadro 1). Uma classificação de malária grave por P. 

vivax foi proposta por Alecrim (2000), na qual o autor considerou além dos critérios já 

estabelecidos para P. falciparum que também fosse avaliado ruptura esplênica e 

plaquetopenia abaixo de 50.000 plaquetas/uL. 

Quadro 1 – Critérios de diagnóstico para malária grave. Adaptado de WHO, 2010a. 
 

 

 

Critérios para Malária Grave segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) 

Clínicos Laboratoriais 

Alterações da consciência ou coma 
Hipoglicemia 

(glicose sanguínea  < 40 mg/dl) 

Prostração (fraqueza generalizada) 
Acidose metabólica 

 (bicarbonato plasmático <15 mmol/l) 
Convulsões múltiplas (mais de 

dois episódios em 24 h) Anemia normocítica grave 
 (Hb <5 g/dl, hematócrito <15%) 

Dificuldade respiratória 

Colapso circulatório ou Choque (pressão 
arterial sistólica <70 mm Hg em adultos e 

<50 mmHg em crianças) 

Hiperparasitemia 
(>2% /100 000/μl em áreas de baixa intensidade de 
transmissão ou > 5% / 250000/μl em áreas de 
intensidade transmissão estável ou elevada de malária) 

Icterícia clínica associada à evidência de 
disfunção de outros órgãos vitais 

Hiperlactatemia 
 (lactato > 5 mmol/l) 

Hemoglobinúria 
Insuficiência renal 

 (Creatinina sérica > 265 mmol /l) Sangramento Espontâneo 

Edema Pulmonar (com evidência radiológica) 
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2.1.3.2 Malária grave por P. vivax 

 

Estudos realizados em diferentes partes do mundo têm relatado o envolvimento do P. 

vivax em casos graves de malária (KOCHAR et al., 2005; POESPOPRODJO et al., 2009; 

ALEXANDRE et al., 2010; SARAVU et al., 2011) 

 As complicações mais comumente observadas decorrentes da infecção na malária 

grave observadas em infecções por P. falciparum e mais recentemente também por P. vivax 

são: anemia grave, trombocitopenia, síndrome da angústia respiratória, síndrome neurológica, 

insuficiência renal, edema pulmonar, ruptura de baço, icterícia, acidose metabólica e 

hipoglicemia, além de frequentes comorbidades agudas e crônicas com mortes ocasionais 

(KIRCHGATTER & PORTILLO, 2005; ALEXANDRE et al., 2010, COSTA et al.,  2011; 

LACERDA  et al., 2012).  

A anemia grave é uma das principais manifestações descritas, especialmente em 

indivíduos com deficiência de glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD) (ANDRADE et al., 

2010). Esta complicação ocorre geralmente em resposta ao estresse oxidativo gerado por 

fármacos (p.ex. primaquina, cloroquina), ingestão de certos alimentos (p.ex. fava), infecções 

(p.ex. plasmódio), algumas doenças sistêmicas e estados patológicos (p.ex. acidose diabética) 

(OLIVEIRA, 2007). De acordo com a OMS é considerada anemia grave quando os níveis de 

hemoglobina estão menores que 5g/dL em crianças e abaixo de 7g/dL em adultos. A 

primaquina, único fármaco disponível para a eliminação dos hipnozoítos do P. vivax, é o 

principal antimalárico precipitante de crises hemolíticas (SILVA et al., 2004; KRUDSOOD  

et al., 2006; ALEXANDRE et al., 2010; RAMOS JÚNIOR  et al., 2010; SHEKALAGHE  et 

al., 2010). A hemotoxicidade conferida por seus metabólitos (6-metoxi-8-

hidroxilaminoquinolina e 5-hidroxiaminoprimaquina) bem como a participação do CYP 
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devido à formação de tais compostos tem sido relatada em diferentes estudos (BOLCHOZ et 

al., 2001; BOWMAN et al., 2005; MCMILLAN  et al., 2005; GANESAN et al., 2009; 2012). 

A malária por P. vivax também pode apresentar manifestações clínicas atípicas. Um 

estudo realizado por Mohapatra et al. (2002) envolvendo 110 pacientes com malária vivax 

revelaram ausência de paroxismos, cefaléia migranosa, mialgia, episódios de erupção cutânea 

urticariforme, bradicardia relativa e hipotensão postural. 

 

2.2 Tratamento da malária 

 

Os fármacos antimaláricos atuam sobre formas evolutivas específicas do Plasmodium 

spp. durante a infecção no homem. Os esquizonticidas sanguíneos (p.ex. cloroquina, quinina, 

mefloquina e derivados de artemisinina) atuam sobre os estágios assexuados do parasito, 

responsáveis pela patogenia e manifestações clínicas da doença.  Já os esquizonticidas 

teciduais (única droga disponível na prática clínica é a primaquina) promovem a destruição 

das formas latentes ao atuarem sobre os hipnozoítas hepáticos das espécies P. vivax e P. 

ovale, evitado assim as recaídas tardias. Há ainda os gametocitocidas que impedem o 

desenvolvimento das formas sexuadas (p.ex. cloroquina e primaquina) interrompendo dessa 

forma a transmissão do parasita. (BRASIL, 2010; WHO, 2010a) 

Os principais objetivos do tratamento medicamentoso com antimaláricos é 

proporcionar a cura, diminuir a parasitemia e consequentemente a transmissão, bem como 

minimizar a resistência (WHO, 2010a). 

As orientações sobre indicação e uso de antimaláricos preconizados no Brasil levam 

em consideração fatores como idade, peso, espécie do plasmódio infectante, comorbidades 

associadas, gravidade da doença, entre outros (BRASIL, 2010). 
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 A resistência a antimaláricos surgiu no século XX, sendo mais evidente no P. 

falciparum. A OMS refere-se à resistência quando há falha terapêutica após a administração 

de uma dose padrão de antimalárico (WHO, 2006). Entretanto, apesar de a resistência a 

fármaco ser o principal fator responsável pela falha terapêutica, sabe-se que outros fatores 

como a falta de adesão do paciente, dosagem e duração de tratamento inadequado, estado de 

saúde e nutricional ou interações com outros fármacos podem levar a falha terapêutica sem 

que haja resistência de fato (KERB et al.,  2009; WHO, 2010b).  

A introdução dos derivados de artemisinina no arsenal terapêutico contra a malária 

trouxe perspectivas otimistas sobre o controle e erradicação da malária. Em 2006, a OMS 

definiu o uso de derivados de artemisinina em combinação com outro fármaco antimalárico 

como primeira linha para o tratamento da malária não complicada por P. falciparum (WHO, 

2006). Entretanto, a resistência a medicamentos antimaláricos tem sido documentada para 

todas as classes de antimaláricos incluindo os derivados de artemisinina (WHO, 2010a). 

Dentre as causas para a falha terapêutica e recidiva da infecção malárica, podem-se 

citar as baixas concentrações plasmáticas alcançadas pelo fármaco, como no caso da 

cloroquina. Por outro lado, a formação de metabólitos reativos gerados pelo CYP pode 

ocasionar toxicidade diferencial de acordo com o polimorfismo destes genes, especialmente 

pela primaquina (KERB et al., 2009). 

 

2.3 Metabolismo de fármacos 

 

A escolha correta e racional de uma terapia medicamentosa é base fundamental para o 

sucesso terapêutico. Ao se implementar um tratamento deve ser considerado  as características 

fisiopatológicas do indivíduo, tais como sexo, idade, peso corporal e também a etnia do 

indivíduo (FUCHS & WANNMACHER, 1998). 
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A obtenção do efeito terapêutico ou tóxico depende da concentração do fármaco em 

seu sítio de ação, garantindo que o fármaco atinja, em concentrações adequadas, o órgão ou 

sistema suscetível ao efeito ideal e necessário requerido (WALKER & EDWARDS, 1994). 

Além da escolha da dose que garanta a manutenção das concentrações terapêuticas aos 

sítios de ação no organismo, deve-se verificar se a quantidade presente no sítio receptor é 

adequada, pois o fármaco poderá ser ineficaz mesmo sendo o indicado, falseando, dessa 

forma, a eficácia do fármaco escolhido. Situações como essa, podem descartar erroneamente, 

o correto efeito terapêutico alcançado se a dose e/ou o intervalo de administração desejados 

fossem prescritos (ROWLAND & TOZER, 1995). 

O metabolismo no organismo é o fator determinante na resposta terapêutica de 

qualquer medicamento, levando a formação de compostos mais ativos que o fármaco original 

ou compostos com pouca ou nenhuma atividade (GUSMÁN & CARMONA-FONSECA, 

2006), e a possível formação de compostos tóxicos, contribuindo para desenvolvimento de 

eventos adversos.  

 

2.3.1 Citocromo P450 

 

As enzimas do CYP são pertencentes às enzimas microssomais e são responsáveis pela 

oxidação e redução de fármacos, catalisando uma variedade de reações redutoras e oxidantes 

e abrange um grupo de substratos quimicamente diferentes (GILLIES  et al.,  1989). 

O metabolismo de xenobióticos ocorre basicamente em duas etapas: as reações de fase 

I (oxidação, redução ou hidrólise) catalisadas principalmente pelo sistema das 

monooxigenases dependentes do CYP e as reações de fase II (conjugação) 

predominantemente realizadas pelas enzimas do sistema UGT (uridina-difosfato-glucoronil 

transferase) (ORLLANA & GUAJARDO, 2004). 
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Comumente, em ambas as fases, ocorrem o aumento da hidrofilicidade de alguns 

compostos, o que pode facilitar sua excreção e/ou perda da atividade farmacológica e do 

potencial tóxico. Entretanto, em alguns casos, a biotransformação converte certos 

xenobióticos originalmente pouco reativos em produtos mais reativos com maior potencial de 

ligação a macromoléculas celulares e, portanto, mais tóxicos (PARKINSON, 2001, Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Até o momento são conhecidas 27 famílias do CYP humana, com apenas três 

envolvidas no processo de biotransformação de fármacos (CYP1, CYP2 e CYP3), 

respondendo com aproximadamente 75% de toda a fase I do metabolismo de fármacos 

(JOHANSSON & INGELMAN-SUNDBERG, 2011; HANC CYP, 2013, Figura 6).  

Figura 5– O metabolismo (fase I e II) na ativação e inativação de fármacos. 
Adaptado de Pirmohamed et al. (1996).  
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2.3.2 Polimorfismos genéticos envolvendo citocromo P450 e metabolismo de 

fármacos 

 

A resposta a fármacos é influenciada por múltiplos fatores. A capacidade de 

metabolização apresenta variabilidades intra e interindividual, com a intraindividual 

envolvendo fatores ambientais, enquanto a interindividual fatores genéticos e ou ambientais. 

Os fatores genéticos são importantes já que estes podem modificar a estrutura e função das 

enzimas metabolizadoras de fármacos (WENNERHOLM, 2003).  

Apesar dos primeiros estudos relacionando polimorfismos genéticos de enzimas 

metabolizadoras em humanos terem iniciado nos anos 50, Garrod, em 1902, já havia sugerido 

que o componente genético estivesse envolvido nas diferenças interindividuais e surgimento 

de reações adversas por deficiência enzimática.  

 
Figura 6– Genes do CYP ativos no genoma humano . Adaptado de Ingelman-Sundberg 
& Rodriguez-Antona (2005). 
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Bonicke & Reif (1953) foram os pioneiros ao observarem diferenças interindividuais e 

o surgimento de reações adversas, e que tais manifestações estariam associadas à eliminação 

lenta do fármaco. Posteriormente, Mitchell et al. (1958) propuseram que as variações na 

inativação de fármacos poderiam estar ligadas ao controle genético. 

Estudos envolvendo especificamente polimorfismos das enzimas do CYP foram 

publicados na década de 70 (EICHELBAUM et al., 1975; GOEDDE et al., 1978) A 

fenotipagem de indivíduos tratados com os fármacos debrisoquina e esparteína resultou no 

maior conhecimento da ampla variabilidade interindividual nas concentrações plasmáticas dos  

fármacos acompanhada de eventos adversos relativos a essas concentrações. Tais 

manifestações foram justificadas pela presença de alelos mutantes no loci gênico CYP2D6, as 

quais não permitiam a síntese da enzima CYP2D6, responsáveis pelo metabolismo de 

diversos compostos endógenos e xenobióticos (KAGIMOTO et al., 1990; LARES-ASSEF & 

TRUJILLO-JIMÉNEZ, 2001). 

Estes estudos possibilitaram que mais tarde fosse criado um sistema de classificação 

baseado nas diferenças fenotípicas individuais quanto ao perfil metabólico de determinada 

enzima do CYP (INGELMAN-SUNDBERG, 2004): os metabolizadores lentos (ML), 

portadores de dois alelos mutantes ou da deleção dos genes e, portanto, sem atividade 

enzimática; metabolizadores intermediários (MI) com apenas um dos alelos mutante; 

metabolizadores rápidos (MR) com os dois alelos funcionais e ainda, os metabolizadores 

ultrarrápidos (MU), que carregam mais de duas cópias ativas do gene. 

Neste sentido, supõe-se que indivíduos ML apresentam elevado risco de sofrerem 

reações tóxicas mesmo em doses terapêuticas, já que estes apresentam uma menor taxa de 

metabolismo e, portanto, deficiência na detoxificação do fármaco pelo organismo. Enquanto 

que indivíduos portadores dos fenótipos MR e MU apresentam risco de ineficácia terapêutica, 

sendo necessárias doses maiores que as usuais para atingirem o efeito terapêutico desejado ou 
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apresentam risco aumentando de sofrerem reações tóxicas em caso de terapia com fármacos 

de janela terapêutica estreita (AUDI & PUSSI, 2000). 

Diversos fatores genéticos podem alterar a atividade ou expressão das enzimas do 

CYP. A duplicação gênica pode levar a superexpressão enzimática, já alterações quantitativas 

e ou qualitativas no gene como deleção, mutações pontuais, splincing incorreto do RNA, 

podem levar a síntese de uma enzima com menor, maior ou sem nenhuma atividade funcional. 

Fatores relacionados ao ambiente ou a exposição a um xenobiótico também podem diminuir 

ou mesmo inibir a síntese e a atividade das enzimas do CYP (INGELMAN-SUNDBERG, 

2001). 

No genoma humano existem 115 genes que codificam as enzimas do CYP, com 

apenas 57 destes funcionais (JOHANSSON & INGELMAN-SUNDBERG, 2011; HANC 

CYP, 2013). A família CYP1 inclue 3 subfamílias codificadas por 3 genes e 1 pseudogene. Já 

CYP2 inclue 13 subfamílias codificadas por 16 genes e 16 pseudogenes, enquanto CYP3 

inclue 1 subfamília codificadas por 4 genes e 2 pseudogene (NELSON et al.,  1996). 

 

  

2.4 Metabolismo de antimaláricos: papel do CYP e a influência de 

isoformas polimórficas na farmacocinética e na resposta terapêutica 

 

 Várias enzimas do CYP participam do metabolismo de fármacos antimaláricos 

(GUSMÁN & CARMONA-FONSECA, 2006). Dentre os principais antimaláricos utilizados 

atualmente, podemos citar: cloroquina - CQ (CYP2C8, CYP3A4, CYP2D6) (PROJEAN et 

al.,  2003); primaquina - PQ (CYP1A2, CYP2B6, CYP2D6, CYP3A4) (LI et al.,  2003; 

GANESAN et al.,  2009); mefloquina - MQ (CYP3A4) (Li et al.,  2003); arteméter - AM 

(CYP2B6, CYP3A4) (HONDA et al.,  2011); artesunato - AS (CYP2A6) (YUSOF & HUA, 
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2012) e amodiaquina - AQ (CYP2C8) (HONDA et al.,  2011). No Quadro 2 estão listadas 

algumas características do metabolismo dos principais antimaláricos usados na clínica. 

Há uma grande variabilidade interindividual no perfil farmacocinético de muitos 

fármacos antimaláricos que pode resultar em alteração na concentração plasmática do fármaco 

(KERB et al., 2009). As enzimas do CYP são altamente polimórficas e esses polimorfismos 

de forma isolada ou associada a outros fatores podem contribuir para a variabilidade na 

resposta terapêutica (cura, recaída ou resistência) ou na toxicidade frequentemente relatada 

com o uso de antimaláricos. (TOMALIK-SCHARTE  et al.,  2008). 

As variações na atividade de uma ou de várias enzimas do complexo CYP, podem 

fazer com que o fármaco não seja convertido para a forma ativa ou que este processo ocorra 

tão lentamente que haja redução na concentração do metabólito antimalárico necessária para 

eliminar o parasita. Pode ocorrer também que a conversão seja tão rápida que conduza a 

rápida eliminação, e, ainda poderia levar a acumulação de alguns derivados tóxicos que 

provoquem reações adversas (GUSMÁN & CARMONA-FONSECA, 2006). Ganesan et al. 

(2009) ao estudarem a relação entre as isoformas do CYP e a ocorrência de efeitos adversos 

demonstraram que múltiplas isoformas contribuíram para a ocorrência de hemotoxicidade da 

primaquina em eritrócitos humanos in vitro. 

Hellgren et al. (1994) compararam as variações nas concentrações plasmáticas da 

cloroquina (CQ) e de seu metabólito desetilcloroquina (DCQ) com a parasitemia em escolares 

diagnosticados com malária na Tanzânia. A concentração da CQ e DCQ variaram, 

respectivamente, entre 6-950 nmol/L e 10-299 nmol/L. Os autores verificaram também que 

apenas 9% das crianças apresentaram níveis plasmáticos de CQ acima da concentração 

mínima inibitória que é de 100 nmol/L, e que nestes pacientes o número de trofozoítos de 

falciparum foi significativamente menor se comparados ao grupo que apresentou níveis de 

CQ abaixo de 100 nmol/L.  



34 

 

Diferenças regionais na resposta terapêutica a primaquina na malária vivax têm sido 

relatada por diferentes estudos. Esses sugerem que dose ou concentrações subterapêuticas 

sejam fatores de risco para falha terapêutica com primaquina (DUARTE et al., 2001; 

GOLLER et al.,  2007). 

Estudos que descrevam a prevalência de polimorfismos em áreas endêmicas da 

malária ou mesmo que relacionem eficácia terapêutica antimalárica às características 

fenotípicas e genotípicas do CYP são escassos. Estudos realizados em pacientes com malária 

classificaram alguns indivíduos como ML quando portadores de determinados polimorfismos 

nas isoformas CYP2C8 e CYP2C19, responsáveis, pelo metabolismo dos fármacos 

amodiaquina e proguanil, respectivamente (MBERU et al., 1995; KANEKO et al., 1999; 

CAVACO et al., 2005, PARIKH et al., 2007). Mais recentemente, Honda et al. (2011) 

relataram a participação de diferentes alelos do CYP2B6 envolvidos na desmetilação do 

artesunato. Entretanto, faz-se necessário a realização de outros estudos para que haja uma 

melhor compreensão do significado clínico da influência de polimorfismos nessas enzimas na 

eficácia terapêutica de fármacos antimaláricos.  
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         Referências: BRUNTON  et al.,  20061; GANESAN   et al.,  20092; HONDA   et al.,  20113; LI    et al.,  20034; YUSOF & HUA, 20125; PROJEAN   et al.,  20036;  
         ZHANG et  al., 19977; WYNALDA    et al.,  20038). 
 
 

Quadro 2– Características do metabolismo dos principais antimaláricos usados na clínica. Adaptado de GUSMÁN & CARMONA-FONSECA, 2006.  
 

Fármacos Estrutura química Principais metabólitos Vias  Principais isoformas do 
CYP envolvidas Principais efeitos adversos1 

Amodiaquina 4-aminoquinolina3 

Ativos: N-
Desetilamodiaquina. Outros 

menos ativos: 2-
hidroxildesamodia quina, 
N-bisdesetilamodiaquina, 

etc3 

Eliminação da cadeia 
lateral e outras vias de 

N-oxidação3 
CYP2C83              Hepatotoxicidade, agranulocitose 

Arteméter 
Peróxido de lactona 

sesquiterpênica3 
Ativo: Diidroartemisinina3 Desmetilação3 CYP2B6; CYP3A4//3A53 

TGI (náusea, dor abdominais, anorexia), 
teratogenicidade 

Artesunato 
Peróxido de lactona 

sesquiterpênica5 
Ativo: Diidroartemisinina5 Desmetilação5 CYP2A6; CYP2B65 

TGI (náusea, dor abdominais, anorexia), 
teratogenicidade 

Clindamicina Lincosaminas8 

Ativo: Sufóxido de 
clindamicinaOutro menos 

ativo: N-
desmetilclindamicina8 

S-oxidação8 CYP3A48 
TGI (náusea, dor abdominais, anorexia, colite 
pseudomembranosa), leucopenia, eosinofilia, 

reações dehipersensibilidade. 

Cloroquina 4-aminoquinolina6 

Ativos: N-
desetilcloroquina, N-

bisdesetilcloroquina. Outros 
menos ativos: 7-cloro 4 
aminoquinolona, etc6. 

Desaminação 
oxidativa, eliminação 

da cadeia lateral e 
outras vias de N- 

oxidação6. 

CYP2C8; CYP3A4/3A5; 
CYP2D66 

TGI (náusea, dor abdominais, anorexia), 
dermatite, retinopatia, hemólise grave, 

alterações neuropsíquicas 

Mefloquina Aril-aminoálcool4 
Inativo: 

Carboximefloquina4 
Carboxilação e 
hidroxilação4 

CYP3A44 
TGI (náusea, dor abdominais, anorexia), 
alterações de sono ede comportamento, 

leucocitose, trombocitopenia 

Primaquina  8-aminoquinolina2 

Ativo: 5-hidroxiprimaquina 
e 5-

dimetilhidroxiprimaquina. 
Inativo: carboxiprimaquina2 

Carboxilação e 
hidroxilação2 

CYP1A2; CYP2B6; 
CYP2D6; CYP3A42,4 

TGI (náusea, dor abdominais, anorexia), 
hemólise grave, leucopenia 

Quinina Aril-aminoálcool7 Ativo: 3-hidroxiquinina7 Hidroxilação7 CYP3A4; CYP2C197 
TGI (náusea, dor abdominais, anorexia), 

hemólise grave, leucopenia, cinchonismo, 
trombocitopenia 
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2.5 Farmacogenética das principais isoformas do CYP envolvidas no 

metabolismo de fármacos antimaláricos  

 

2.5.1 CYP2B6 

 

CYP2B6 é expressa primariamente no fígado, compreendendo entre 2 a 10% do 

conteúdo total de CYP hepático, e em alguns tecidos extra-hepáticos incluindo o rim, 

cérebro, intestino e pele (WANG & TOMPKINS, 2008). Esta isoforma exerce um papel 

importante no metabolismo de fármacos tais como os agentes antineoplásicos, 

anticonvulsivantes, benzodiazepínicos e antimaláricos como os derivados de 

artemisinina e primaquina (GANESAN et al.,  2009; HONDA et al.,  2011).  

O gene CYP2B6 está localizado no cromossomo 19 (entre 19q12 e 19q13,2), é 

composto por 9 exons e está dentro de um grupamento gênico de 112 pb (HOFFMAN   

et al.,  2001).  

A expressão gênica varia amplamente entre indivíduos. Tal variabilidade pode 

ser atribuída a diferenças na regulação transcricional e a fatores genéticos hereditários. 

A transcrição de CYP2B6 é regulada pelos receptores nucleares CAR e PXR, sendo 

fortemente induzida por ligantes desses receptores que são indutores clássicos como a 

rifampicina, barbitúricos, ciclofosfamida, efavirenz, derivados de artemisinina que são 

também substratos da enzima, sendo esta, a indução enzimática, um dos principais 

fatores que contribuem para a elevada variabilidade. Outros fatores como a idade, sexo, 

inflamação e polimorfismos também vêm sendo citado (AITKEN & MORGAN, 2007; 

HOFMANN et al., 2008; CROOM et al., 2009; THORN et al., 2010; ZANGER & 

KLEIN, 2013; ZANGER & SCHWAB, 2013).  
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Mais de 25 alelos variantes já foram identificados em adição ao CYP2B6*1 (tipo 

selvagem) com variação na sequência de aminoácido e/ou efeito funcional comprovado 

(HANC CYP, 2013; ZANGER & SCHWAB, 2013). A distribuição dos alelos do 

CYP2B6 varia de acordo com a população e etnia (MEHLOTRA et al., 2006; ARENAZ   

et al., 2010).  O alelo mais comum é o CYP2B6*6, ocorrendo com frequência entre 15 a 

60% em diferentes populações e é caracterizado pela presença de duas variantes, 

CYP2B6:516G>T (rs3745274, CYP2B6:Gln172His), no exon 4 e CYP2B6:785A>G 

(rs2279343, CYP2B6:Lys262Arg), no exon 5 (WANG &TOMPKINS, 2008). 

A variante CYP2B6:516G>T ocorre com maior frequência em negros e 

americanos africanos quando comparados a caucasianos (HAAS et al., 2004; THORN   

et al., 2010). 

Estudos prévios sugerem que CYP2B6:516G>T pode alterar tanto a expressão 

quanto a eficiência catalítica da enzima e que tais alterações são substrato-dependentes. 

Hofmann et al. (2008) verificaram que os níveis de mRNA hepático encontravam-se 

reduzidos na presença do alelo CYP2B6*6, resultando na diminuição da expressão 

enzimática. Segundo os autores, um splicing incorreto do pré-mRNA, levando ao 

encurtamento do mRNA com a ausência dos exons 4 a 6, seriam responsáveis pela 

redução dos níveis de mRNA. Ariyoshi et al. (2011) demonstraram que a substituição 

do aminoácido glicina por histidina na proteína foi capaz de alterar a eficiência 

catalítica de CYP2B6. 

Polimorfismos em CYP2B6*6, predominantemente CYP2B6:516G>T, estão 

associados a alterações farmacocinéticas com repercussões clínicas importantes para 

alguns substratos. Essa variante tem sido frequentemente associada com a redução da 

atividade enzimática de CYP2B6, elevação da concentração plasmática, redução do 

clearance e consequente aumento da neurotoxicidade do efavirenz e também ao 
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aumento do risco de desenvolvimento de resistência e esse fármaco por descontinuidade 

do tratamento (HAAS et al., 2004; RODRIGUEZ-NOVOA et al., 2005; GOULDEN   et 

al., 2010, WYEN et al., 2011). Alterações farmacocinéticas semelhantes têm sido 

verificadas para outros fármacos, por exemplo, a metadona, onde a elevação na 

concentração plasmática conferida pela proteína mutante potencializa o risco de 

desenvolvimento de arritmias cardíacas graves (DOBRINAS et al., 2013).  

De acordo com Nakajima et al. (2007) e Ariyoshi et al. (2011) essa variante 

estaria associada com o aumento da atividade catalítica da enzima e o aumento da 

concentração plasmática do metabólito ativo da ciclofosfamida. 

Honda et al. (2011) em estudo in vitro para caracterização funcional de variantes 

polimórficas de CYP2B6 envolvidas na atividade de desmetilação do arteméter 

revelaram que o alelo CYP2B6*6 conferiu atividade enzimática aumentada de CYP2B6, 

sendo esta a principal variante relacionada ao aumento da concentração  do metabólito 

ativo - diidroartemisinina (DHA).  

Segundo Wang et al. (2013) é complexo estabelecer uma relação entre o 

genótipo dessa enzima e o metabolismo in vivo, já que há um efeito combinado entre os 

alelos envolvidos na expressão e atividade catalítica de CYP2B6, e ainda, esta relação é 

substrato-dependente. 

 

2.5.2 CYP2C8 

 

Essa isoforma é responsável pelo metabolismo oxidativo de classes 

farmacológicas importantes incluindo alguns antimaláricos (cloroquina, amodiaquina, 

dapsona), hipoglicemiantes (repaglinida, rosiglitazona), quimioterápicos (paclitaxel), 

hipolipêmicos (sinvastatina) (KIM et al., 2003; INGELMAN-SUNDBERG et al.,  
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2007). É expressa em maior quantidade no fígado, compondo cerca de 7% do total de 

CYPs nesse órgão e em menor quantidade em alguns tecidos extra-hepáticos (DAILY & 

AQUILANTE, 2009). 

A expressão hepática do gene CYP2C é regulada constitutivamente pelos fatores 

de transcrição HNF4α, HNF3γ, C/EBPα, RORs além de ser induzida por ligantes dos 

receptores nucleares PXR, CAR, GR, VDR (CHEN & GOLDSTEIN, 2009).  

O gene CYP2C8 está localizado no cromossomo 10q24 e é composto por nove 

exons (KLOSE et al.,1999). Apresenta ampla variabilidade fenotípica intra e inter-

individual para o metabolismo de alguns substratos de CYP2C8. Os principais fatores 

que contribuem para essa variabilidade são polimorfismos genéticos e alta 

inducibilidade quando expostas a diferentes xenobióticos (GOLDSTEIN, 2001; FEIDT   

et al.,  2010). 

Mais de 20 alelos variantes do gene CYP2C8*1 estão descritos (HANC CYP, 

2013). Os alelos de maior frequência encontrados em diferentes populações são 

CYP2C8*2, CYP2C8*3, CYP2C8*4 (DAI et al., 2001; BAHADUR et al., 2002).  

O alelo CYP2C8*3 é caracterizado pela presença de duas variantes: 

CYP2C8:416G>A (rs11572080, Arg139Lys) e CYP2C8:1196A>G (rs10509681, 

Lys399Arg), nos exons 3 e 8, respectivamente (DAI et al., 2001). Ocorre com maior 

frequência em brancos e raramente em africanos e asiáticos (DAI et al., 2001; 

BAHADUR et al., 2002; WU et al., 2013). Em estudo realizado por Cavaco et al. 

(2006) a frequência do alelo CYP2C8*3 foi de 19,8% entre os caucasianos portugueses. 

Estudos que avaliam o impacto do CYP2C8*3 na atividade catalítica da proteína 

variante apresentam resultados controversos. Essa variante foi inicialmente associada à 

redução da atividade metabólica in vitro do paclitaxel, ácido araquidônio, amodiaquina, 

ciclosporina A (DAI et al., 2001; PARIKH et al., 2007; SMITH et al., 2008).  
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Investigações recentes, in vitro e in vivo, sugerem que o impacto do alelo 

CYP2C8*3 na atividade da enzima depende do substrato. Este alelo foi associado ao 

aumento do clearance de amodiaquina, repaglinida, paclitaxel, cerivastatina e redução 

do clearance do ibuprofeno (KASPERA et al., 2011; YU et al., 2013). Stage et al. 

(2013) demonstraram que CYP2C8*3 estava associado a baixos níveis plasmáticos de 

rosiglitazona, bem como, a redução na resposta terapêutica em indivíduos portadores da 

desse alelo.  

Estudos têm demonstrado que a enzima CYP2C8 é a principal responsável pelo 

metabolismo da cloroquina (PAGANOTTI et al., 2011; STAGE et al., 2013). Não 

foram encontrados na literatura estudos que descrevessem, especificamente, a influência 

de CYP2C8*3 no metabolismo desse fármaco, o que justifica a realização de um ensaio 

desta natureza. 

 

2.5.3 CYP2D6 

 

A enzima CYP2D6 é responsável pelo metabolismo de aproximadamente 25% 

dos fármacos empregados na clínica, com a dose necessária para atingir a mesma 

concentração plasmática variando de 10 a 30 vezes entre os indivíduos (INGELMAN-

SUNDBERG & RODRIGUEZ-ANTONA, 2005). Entre as principais classes de 

fármacos metabolizados por essa enzima incluem-se os antimaláricos como a cloroquina 

e primaquina, antidepressivos, antipsicóticos, antiarrítmicos, betabloqueadores, 

antiéméticos e opióides (PROJEAN et al., 2003; GARDINER  et al.,  2006, PYBUS et 

al.,  2012). 

CYP2D6 é uma das isoformas do CYP que tem sido mais amplamente estudada 

em relação aos polimorfismos genéticos. Uma das razões que justificam o interesse 
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nessa enzima é o tipo de variação interindividual na sua atividade o que tem levado a 

descobertas de deleções ou duplicações do gene CYP2D6, bem como o papel da 

farmacogenômica na farmacologia clínica (TEH & BERTILSSON, 2011). Entretanto, 

pouco se sabe sobre os mecanismos de regulação e variabilidade na expressão desse 

gene. Acredita-se que haja a participação do fator HNF4α no processo de regulação 

transcricional (CAIRNS et al.,  1996; ZANGER & SCHWAB, 2013). 

O gene CYP2D6 está localizado no cromossomo 22q13.1, é composto por nove 

exons e 4.383 bp (KIMURA et al.,1989). Já foram descritos mais de 105 alelos 

variantes do CYP2D6*1(HANC CYP, 2013). 

O alelo CYP2D6:1846G>A  (rs3892097) é gerado por um splicing  incorreto na 

região intrônica do gene que leva a formação de uma proteína não funcional 

(KAGIMOTO et al., 1990; OWEN  et al., 2009). Portadores heterozigotos desse alelo 

tendem a apresentar uma menor atividade enzimática quando comparado aqueles que 

portam os dois alelos funcionais (ZANGER & SCHWAB, 2013).  

Trabalhos já demonstraram que a frequência alélica para a CYP2D6 é 

influenciada por diferenças regionais e sua atividade enzimática por diferentes etnias 

(CHIBA et al., 2012). O alelo CYP2D6*4 possui elevada frequência entre os 

caucasianos (TEH & BERTILSSON, 2011). No Brasil, a frequência do alelo 

CYP2D6*4 foi de 0,24 incluindo indivíduos descendentes de africanos e europeus 

(SILVEIRA  et al., 2009)  

Estudos têm demonstrado a influência de polimorfismos genéticos de CYP2D6 

no desfecho terapêutico de desordens no sistema nervoso central, cardiovasculares, 

câncer, bem como interações medicamentosas (RODRIGUEZ-ANTONA et al., 2010; 

MADLENSKY  et al., 2011). O polimorfismo dessa enzima tem sido frequentemente 

implicado no fenótipo ML (SACHSE et al.,1997). CYP2D6 tem sido citada como 
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enzima chave para o metabolismo do antimalárico primaquina e em menor extensão da 

cloroquina (GANESAN et al., 2009; PYBUS et al., 2012), entretanto não se sabe o 

papel de polimorfismos nessa enzima no metabolismo desses fármacos, bem como a sua 

influência na resposta clínica.  

 

2.6 Papel do CYP na patogênese e evolução clínica de doenças: Um 

breve esboço  

 

Tem sido reportado que polimorfismos nas enzimas do CYP podem interferir na 

susceptibilidade ao desenvolvimento e/ou na evolução clínica de diversas doenças. 

Brown et al. (2000) em estudo de caso-controle relatou uma associação 

significativa entre homozigotos para o alelo CYP2D6*4 e pacientes com espondilite 

anquilosante. Esse mesmo alelo, em conjunto com outros dois, esteve associado a um 

maior risco de desenvolvimento de câncer de pulmão em chineses (HUANG et al.,  

2013). Indivíduos fenotipados como metabolizadores lentos para o gene CYP2D6 foram 

associados com um maior risco para o desenvolvimento da doença de Parkinson 

(MCCANN  et al.,1997). 

Yuan et al. (2011) concluíram que o alelo CYP2B6*6 pode ser considerado um 

fator de risco predisponente à patogêneses da leucemia aguda. 

Feng et al. (2012) ao estudar crianças chinesas com tuberculose encontrou uma 

associação significativa entre polimorfismos nas isoformas CYP2C19 e CYP3A4 e uma 

menor susceptibilidade para tuberculose pediátrica. Pacientes homozigotos para o alelo 

CYP2C19*2 portadores de doença arterial coronariana apresentaram um pior 

prognóstico em relação aos não portadores, essa associação foi significativa, de acordo 
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com Chen et al. (2012). Shi & Chen (2004) ao investigar a associação entre 

polimorfismo em CYP2C19 e susceptibilidade ao câncer, relatou uma alta incidência de 

metabolizadores lentos para esse gene em pacientes com câncer de estômago, esôfago e 

pulmão. 

Em estudo realizado no Japão, Tamaki et al. (2011), relataram uma maior 

frequência de indivíduos homozigotos para o alelo CYP2A6*4 entre os pacientes 

portadores de câncer de pulmão, os autores sugerem que possa haver uma associação 

entre o polimorfismo e a doença na população estudada.  

Wickliffe et al. (2011) demonstraram que alelo CYP1A2*1F esteve associado à 

porfiria cutânea tardia, indicando, segundo os autores, que esse polimorfismo é fator de 

risco para o desenvolvimento dessa doença. Já o alelo CYP1A1*2A foi considerado 

preditor de alto risco para o desenvolvimento de leucemia linfoblástica aguda 

(KRAJINOVIC et al., 2013). 

Como mencionado anteriormente, estudos envolvendo polimorfismos de 

enzimas do CYP e a doença malárica são escassos. Os poucos estudos disponíveis sobre 

esse assunto estão focados no efeito de isoformas polimórficas no metabolismo de 

antimaláricos. No entanto, conforme visto acima, a tendência atual na literatura 

científica é buscar a relação entre os polimorfismos dessas enzimas e a evolução de 

diferentes patologias, sejam infecciosas ou não. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Geral: 

 

Caracterizar molecularmente as principais isoformas do citocromo P450 

envolvidas no metabolismo de antimaláricos em pacientes com malária por Plasmodium 

vivax. 

 

3.2 Específicos 

 

1. Avaliar a frequência dos alelos CYP2B6*6, CYP2C8*3 e CYP2D6*4 em 

pacientes atendidos na Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira 

Dourado diagnosticados com malária vivax; 

2. Avaliar a relação entre os polimorfismos encontrados e a ocorrência de malária 

grave por P. vivax; 

3. Descrever o perfil hematológico e bioquímico dos pacientes portadores de 

polimorfismos.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Casuística 

 

4.1.1 Modelo do estudo 

 

Trata-se de um estudo observacional, retrospectivo, do tipo descrito transversal. 

Foram utilizadas amostras e dados clínicos obtidos de estudo epidemiológico realizado 

pelo projeto “Caracterização clínica da malária complicada por Plasmodium vivax”, 

desenvolvido na Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado – FMT-

HVD, nos anos de 2009 e 2010. 

 

4.1.2 Local de estudo 

 

O estudo foi realizado na cidade de Manaus (AM), Brasil. Os procedimentos 

laboratoriais foram realizados no Laboratório de Biologia Molecular da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da UFAM e no Laboratório Multidisciplinar da Fundação de 

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas – HEMOAM. 

 

4.1.3 População de estudo 

  

Pacientes com malária por Plasmodium vivax atendidos na FMT-HDV no 

período compreendido entre março de 2009 a abril de 2010. O diagnóstico da malária 
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foi realizado pelo método de gota espessa e a confirmação de monoinfecção realizada 

por diagnóstico molecular pela técnica da Reação da Polimerase em Cadeia - PCR. Para 

todos os indivíduos, as informações clínico-laboratoriais foram extraídas do prontuário 

médico e questionário padronizado e referem-se ao estado do paciente na admissão. O 

diagnóstico de malária grave foi realizado segundo critérios adotados pela OMS (2010) 

para doença causada pelo P. falciparum, já que até o momento não foram estabelecidos 

critérios específicos para as infecções causadas pelo P. vivax. 

 

4.1.4 Aspectos éticos  

 

 As amostras de sangue utilizadas no estudo foram obtidas por meio do projeto 

“Caracterização clínica da malária complicada por Plasmodium vivax”, aprovado 

pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP), em junho de 2009, pelo 

parecer n°343/2009, protocolo de n° 25.000.011.792/2009-15 (Anexo 1), em que 

justifica ao paciente, via Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE (Anexo 

2), que parte do material biológico colhido foi armazenada para ser usado em estudos 

futuros sobre malária.   

Os experimentos realizados seguirão as normas de Biossegurança de acordo com a 

Lei no. 11.105 de 24 de março de 2005, regulamentada pelo decreto no. 5.591 de 22 de 

novembro de 2005, seguindo as normas técnicas do Manual de Biossegurança de 

Procedimentos da Comissão Técnica de Biossegurança da FIOCRUZ (2005). 
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4.1.5 Amostra clínica  

 

Foram utilizadas amostras de sangue periférico de 231 pacientes atendidos na 

FMT-HDV, diagnosticados com malária pelo P. vivax, coletadas no período de março 

de 2009 a abril de 2010, de pacientes atendidos na FMT-HVD. O procedimento técnico 

utilizado para a coleta das amostras está descrito no Anexo 3. As amostras encontram-se 

armazenadas em "freezer " a -700C no Laboratório de Biologia Molecular da Faculdade 

de Ciências Farmacêuticas da UFAM e foram provenientes do Banco de Materiais 

Biológicos da FMT-HVD. 

 

4.1.6 Critérios de inclusão e exclusão 

 

Foram incluídos na pesquisa todos os pacientes com diagnóstico microscópico 

de malária por P. vivax. 

 Foram excluídos da pesquisa os pacientes que: 

� Apresentaram diagnóstico de malária mista (P. vivax e P. falciparum) ou por P. 

falciparum à PCR; 

� Apresentaram as seguintes comorbidades infecciosas: Hepatites A, B, C, D e E, 

HIV e dengue; 

� Encontravam-se grávidas ou lactantes; 

� Uso corrente de prescrição médica, incluindo contraceptivos orais; 

� Faziam uso de fármacos oxidantes, senão aquelas utilizadas no tratamento 

antimalárico;  

� Tabagista; 
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� Uso recente ou frequente de bebidas alcóolicas;  

� Apresentavam comprometimento hepático e renal prévio. 

 

4.2 Delineamento experimental 

 

4.2.1 Análise molecular 

 

4.2.1.1 Extração do DNA genômico 

 

O DNA genômico foi extraído a partir de 300µL de sangue, utilizando o kit 

comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit, conforme protocolo do fabricante 

(Anexo 3). Após a extração, o DNA foi armazenado a -70oC até o momento das análises 

moleculares. 

 

4.2.1.2 Amplificação e identificação dos polimorfismos 

 

Os polimorfismos foram analisados pelo método de PCR em Tempo Real e 

sistema TaqMan® para a discriminação alélica (Quadro 3). A reação de amplificação 

foi realizada para um volume de 10uL/reação, contendo 5uL de 2x TaqMan Universal 

Master Mix, 0,200uL de 20x SNP Genotyping Assay, 2,800uL de água esterilizada, com 

2 uL de DNA da amostra. 

Os produtos amplificados foram detectados e analisados através da plataforma 

StepOnePlus™ v. 2.0 (Applied Biosystems). As condições das reações foram às 

seguintes: uma pré-desnaturação inicial a 95ºC por 10 minutos, seguindo-se 45 ciclos de 
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92ºC por 15 segundos para desnaturação e de 60ºC durante 1 minuto para 

emparelhamento dos primers e extensão.  

 

Alelos Ref. SNP ID 

CYP2B6*6 (15631 G>T) rs37455274 

CYP2C8*3 (2130 G>A) rs11572080 

CYP2D6*4 (1846 G>A) rs3892097 

Quadro 3 – Polimorfismos selecionados nos genes CYP2B6, CYP2C8 e CYP2D6. 

 

 

4.3 Análises estatísticas 

 

4.3.1 Programa utilizado 

 

 Os dados foram analisados estatisticamente no programa SPSS, versão 19.0. 

Foram considerados significativos os valores de p<0,05. 

 

4.3.2 Distribuição das Variáveis 

 

A análise de normalidade da distribuição das variáveis foi realizada pelo teste de 

Kolmogorov-Smirnov. 
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4.3.3 Análise das Variáveis Qualitativas ou Categóricas 

 

A análise das variáveis qualitativas ou categóricas foi realizada pelo teste não 

paramétrico do Qui-quadrado (χ2). As análises de valores inferiores a 4, foram 

realizadas pelo teste exato de Fisher. Para estimar a força de associação entre duas 

variáveis foi calculada a razão de prevalência, sua significância foi estimada pelo 

intervalo de confiança de 95% e pelos testes de Mantel-Haenszel e Yates. 

 

4.3.4 Análise das Variáveis Quantitativas ou Não Categóricas 

 

Para análise de diferença entre duas médias numéricas utilizou-se o teste T 

independente para variáveis com distribuição normal e o teste U de Mann-Whitney para 

aquelas de distribuição não normal. Para análise de diferenças de médias entre três ou 

mais grupos, utilizou-se o teste ANOVA para variáveis com distribuição normal, com o 

teste de comparações múltiplas (ou post hoc) para identificar quais grupos diferem ente 

si. No caso de distribuições fora do normal utilizou-se o teste não-paramétrico Kruskal-

Wallis. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Caracterização dos pacientes 

 

Dos 231 pacientes com malária vivax incluídos no estudo, 85 (36,8%) foram 

portadores de malária grave, 136 (58,9%) de malária não grave e 10 (4,3%) não foram 

classificados quanto à gravidade em virtude da ausência de dados clínico-laboratoriais, 

os quais foram avaliados somente com relação à frequência alélica. 

Na Tabela 1 estão listadas as características sócio-demográficas dos pacientes 

onde se observa média de idade similar entre os dois grupos, não havendo diferença 

também na frequência de indivíduos entre os gêneros. A ocorrência de gravidade da 

doença foi maior no gênero masculino (p=0,020) e no grupo de pacientes de maior peso 

(p<0,01). Não foram encontrados relatos na literatura de diferenças entre os sexos 

quanto à gravidade da malária vivax.  

A Tabela 2 demonstra que a maior parte dos pacientes acometidos previamente 

por malária não desenvolveu a forma grave na doença malárica atual (36,1% versus 

63,9%). Embora essa relação não tenha sido estatisticamente significativa, acredita-se 

que haja uma proteção clínica em pacientes expostos frequentemente a infecções 

maláricas, corroborando os achados neste trabalho (ALVES et al., 2009). 
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Tabela 1 - Características sócio-demográficas dos pacientes diagnosticados com 
malária vivax, por gravidade da doença. 
 

Características Total (N) Malária grave Malária não grave p 

Gênero M/F, n (%) 221 51(45,5) / 34(31,2) 61(54,5) / 75(68,8) 0,020 

Idade (anos) 217 33,46 ± 19,97 31,83 ±24,871 0,611 

Peso (kg) 221 62,505 ±20,471 51,622 ±26,31 <0,01 

N - número total de pacientes; M - masculino; F – feminino; 
 

 

 

Tabela 2 – História clínica dos pacientes diagnosticados com malária vivax, por 
gravidade da doença. 
 

Características Total (N) Malária grave Malária não grave p 

Malária prévia 

S/N, n(%) 
221 30(36,1)/55(39,9) 53(63,9)/83(60,1) 0,343 

 N de episódios (1) 93 1,34 ±2,02 1,22 ±1,26 0,728 

Duração da doença (dias) 128 4,04 ±5,29 3,09 ±2,03 0,219 

Uso prévio de 

antimaláricos (2) 

S/N, n(%) 

212 35(40,7)/ 47(37,3) 51(59,3)/ 79(62,7) 0,361 

N - número total de pacientes; S-sim; N-não (1) – Número de episódios de malária prévia; (2) – Uso de 
antimaláricos nos últimos 30 dias. 
 

 

Quando questionados sobre o uso de antimaláricos nos últimos 30 dias que 

antecederam a consulta, 40,57% dos pacientes relataram fazer uso de algum fármaco 

antimalárico. Provavelmente esses já haviam sido expostos a infecção malárica e 

retornaram ao serviço porque houve falha terapêutica, ou a doença recidivou ou ainda 
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foram novamente infectados pelo Plasmodium spp. No Gráfico 1 estão listados os 

antimaláricos que foram usados pelos pacientes antes ou durante a doença malárica 

atual. Observa-se que padrão está de acordo com o usual para o tratamento de malária 

vivax em que cloroquina e primaquina são os mais empregados na rotina (BRASIL, 

2010). 

 

 

 

 

 

5.2 Caracterização clínica e laboratorial 

 

A Tabela 3 resume os sinais e sintomas clínicos apresentados pelos pacientes 

diagnosticados com malária vivax. 

Considerando o total de pacientes, verificou-se que a hepatomegalia e 

esplenomegalia foi diagnosticada em 48,05% e 27,7% dos pacientes incluídos no 

4%
4%

6%

47%1%
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Fármacos antimaláricos

Artesunato

Arteméter

Clindamicina

Cloroquina

Lumefantrina
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Gráfico 1 – Uso de fármacos antimaláricos pelos pacientes portadores de malária vivax 
incluídos na pesquisa. 
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estudo, respectivamente. O estudo realizado por Latif et al. (2012), no Paquistão, com 

pacientes diagnosticados com malária vivax e mista (vivax e falciparum) revelou um 

percentual menor 32,3% e 9,6%, respectivamente. Essa discrepância pode estar 

associada tanto às diferenças clínicas entre as populações como ao fato da FMT-HVD 

ser uma unidade de referência mundial no tratamento da malária e, portanto, apresentar 

resultados com melhor diagnóstico. 

Em nosso estudo a icterícia foi observada em 71,4% (60/84) dos casos graves 

(p=0,000) (dados não mostrados). De acordo com a OMS (2010) a icterícia deve estar 

associada à disfunção em outro órgão vital para ser critério de gravidade em pacientes 

com malária vivax. Estudos demonstram ser essa a clínica principal observada em 

portadores de malária grave (KOCHAR et al., 2010; RAMOS-JUNIOR et al., 2010). 

O acometimento cerebral na malária pode ser caracterizado por alterações ao 

nível de consciência, desorientação, prostração, podendo evoluir para o coma. 

Recentemente tem sido relatado que essa condição, apesar de pouco frequente, pode 

manifestar-se devido à monoinfecção pelo P. vivax (TANWAR et al., 2011). Neste 

estudo apenas um paciente foi admitido com malária cerebral (dado não mostrado). 

A correlação entre clínica e gênero demonstrou que as mulheres foram mais 

acometidas por calafrios, mioartralgia e vômitos, enquanto os homens por icterícia, 

hepatomegalia, gengivorragia. Nosso estudo, assim como outros na literatura, 

demonstra que os sinais e sintomas clínicos na malária vivax podem manifestar-se de 

forma e intensidade diferente entre os gêneros sem que haja, até o momento, uma 

explicação clínica para isso (KOCHAR et al., 2005; RODRIGUEZ-MORALES et al., 

2005; RODRIGUEZ-MORALES et al., 2006). 
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Tabela 3 – Perfil clínico dos pacientes diagnosticados com malária vivax. 
 

 Total 
(N) 

Masculino 
(N) 

Feminino 
(N) p RP (IC 95%) 

 Sim Não Sim Não Sim Não   
Hemoglobinúria 25 106 13 54 12 52 0,551 1,043 (0,436-2,435) 
Leucocitúria 53 78 28 39 25 39 0,444 1,120 (0,557-2,252) 
Hematúria 5 90 2 41 3 49 0,590 0,797 (0,127-5,000) 
Dor abdominal 137 77 66 43 71 34 0,175 0,735 (0,419-1,288) 
Anorexia 164 57 83 29 81 28 0,547 0,989 (0,541-1,808) 
Calafrios 198 22 94 18 104 4 <0,01 0,201 (0,066-0,615) 
Esplenomegalia 63 158 35 77 28 81 0,222 1,315 (0,731-2,364) 
Hepatomegalia 110 111 63 49 47 62 0,034 1,696 (0,996-2,887) 
Colúria 128 92 69 42 59 50 0,142 1,392 (0,813-2,384) 
Convulsões 8 213 4 108 4 105 0,624 0,972 (0,237-3,989) 
Febre 218 3 109 3 109 0 0,128 0,973(0,944-1,004) 
Tosse 68 152 30 82 38 70 0,115 0,674 (0,379-1,198) 
Cefaléia 183 28 89 17 94 11 0,162 0,613 (0,272-1,380) 
Icterícia 90 130 54 57 36 73 0,013 1,921 (1,113-3,316) 
Mioartralgia  163 48 75 31 88 17 0,018 0,467 (0,240-0,911) 
Oligúria 23 194 14 95 9 99 0,195 1,621 (0,670-3,922) 
Palidez 168 53 89 23 79 30 0,145 1,469 (0,789-2,737) 
Vômito 161 60 73 39 88 21 <0,01 0,447 (0,242-0,826) 
Consciência alterada 8 144 5 71 3 73 0,360 1,714 (0,395-7,439) 
Edema 16 144 6 76 10 68 0,185 0,537 (0,185-1,555) 
ARDS 6 158 4 78 2 76 0,365 1,949 (0,347-10,95) 
Equimose 4 91 1 42 3 49 0,384 0,389 (0,039-3,880) 
Petéquias 19 76 6 37 13 39 0,139 0,486 (0,167-1,414) 
Hemorragia 54 106 23 59 31 47 0,081 0,591 (0,305-1,145) 
Transfusão 21 139 14 68 7 71 0,099 2,088 (0,795-5,488) 
Epistaxe 14 81 7 36 7 45 0,460 1,250 (0,402-3,891) 
Gengivorragia 5 90 5 38 0 52 0,017 --- 
Hiperbilirrubinemia (1) 71 86 43 37 28 49 0,021 2,034 (1,073-3,854) 
Prostração 3 79 2 45 1 34 0,610 1,511 (0,132-17,36) 
ARDS - Síndrome de Angústia Respiratória Aguda; N- Número total de pacientes; DP- Desvio padrão; 
RP - razão de prevalência; IC - intervalo de confiança;(1) Bilirrubina sérica total > 3mg/dL; 

 

 

O perfil hematológico tem papel importante na evolução clínica da malária. As 

infecções pelo Plamodium vivax podem causar alterações hematológicas importantes, 

tais como linfopenia, eritropenia, plaquetopenia, redução nos níveis de hemoglobina, 

hematócrito e índices hemantimétricos (AKHTAR et al., 2012; LACERDA et al., 2012; 

BHAWNA  et al., 2013). Na Tabela 4 estão discriminadas as médias dos resultados para 

parasitemia e perfis hematológico e bioquímico, entre os gêneros. 
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Tabela 4 – Parasitemia e perfis hematológico e bioquímico dos pacientes 
diagnosticados com malária vivax. 
 

Parâmetros N 

 
Total 

 
Masculino Feminino 

P 

Média± DP 

Parasitemia/uL 220 10267,1 ±  
14166,4 

8555,6± 
13039,4 

12010,0± 
15089,6 0,070 

WBC (x103/ µL) 160 6,68 ± 3,64 7,74 ± 4,24 5,55 ± 2,47 <0,01 
Bastonetes (%) 156 1,85 ± 3,85 1,64 ± 3,86 2,07 ± 4,05 0,494 
Neutrófilos (%) 157 58,3 ± 14,9 60,82 ± 14,89 55,62 ± 14,89 0,028 
Eosinófilos (%) 158 2,05 ± 2,06 2,37 ± 2,09 1,72 ± 2,2 0,117 
Monócitos (%) 158 8,83 ± 4,95 9,04 ± 5,17 8,06 ± 4,74 0,576 
Linfócitos (%)  159 28,17 ± 14,00 26,00 ± 13,43 30,48 ± 14,31 0,044 
RBC (x106/µL) 160 3,64 ± 0,1 3,65 ± 1,11 3,63 ± 0,85 0,900 
Hb (g/dL) 160 10,42 ± 2,75 10,50 ± 3,06 10,35 ± 2,41 0,747 
Ht (%) 160 31,42 ± 8, 68 31,33 ± 9,07 31,51 ± 8,29 0,900 
VCM (fL)  160 86,65 ± 7,5 86,63 ± 7,91 86,69 ± 7,07 0,966 
HCM (pg) 160 28,85 ± 2,78 29,03 ± 2,94 28,67 ± 2,59 0,399 
CHCM (g/dL) 160 33,27 ± 1,60 33,4 ± 1,27 33,11 ± 1,88 0,257 
RDW (%) 160 13,59 ± 2,24 13,55 ± 2,33 13,61 ± 2,14 0,865 
Reticulócitos (%) 127 3,10 ± 3,64 4,02 ± 4,43 2,06 ± 2,04 <0,01 
Plt (x103/µL) 160 111,05 ± 122,73 138,18 ± 147,50 81,55 ± 81,32 <0,01 
VPM 159 9,49 ± 1,70 9,50 ± 2,1 9,46 ± 1,13 0,868 
Lactato (mmol/L) 122 2,05 ± 2,50 1,81 ± 1,25 2,30 ± 3,34 0,274 
Albumina (g/dL) 144 3,63 ± 0,58 3,65 ± 0,63 3,62 ± 0,50 0,771 
Globulina (g/dL) 132 2,75 ± 0,73 2,91 ± 0,80 2,59 ± 0,61 <0,01 
Pt (g/dL) 134 6,4 ± 0,9 6,59 ± 1,02 6,19 ± 0,68 0,011 
FA 146 325,8 ± 196,64 311,20 ± 201,74 341,21 ± 191,33 0,358 
ALT (U/L)  155 80,30 ± 156,45 95,42 ± 208,30 64,14 ± 64,09 0,215 
AST (U/L) 156 73,67 ± 114,36 81,79 ± 119,62 65,13 ± 108,70 0,365 
Glicose 157 111,05 ± 51,15 116,68 ± 57,81 105,38 ± 43,01 0,167 
BD(mg/dL) 159 2,22 ± 3,05 2,41 ± 4,23 2,03 ± 2,05 0,498 
BI (mg/dL)  156 2,30 ± 4,09 3,04 ± 5,31 1,52 ± 1,94 0,020 
BT(mg/dL) 156 4,58 ± 6,45 5,49 ± 8,13 3,61 ± 3,82 0,069 
Uréia (mg/dL) 157 44,07 ± 45,17 56,98 ± 58,08 30,67 ± 15,40 <0,01 
Creatinina(mg/dL)  154 1,10 ± 1,40 1,41 ± 1,91 0,78 ± 0,37 <0,01 
CK  109 81,97 ± 241,55 125,84 ± 322,276 30,19 ± 24,55 0,039 
LDH (U/L)  143 839,40 ± 454,51 931,3 ± 544,32 740,84 ± 307,03 0,012 
Lactato (mmol/L) 122 2,05 ± 2,50 1,81 ± 1,25 2,30 ± 3,34 0,274 
N- Número total de pacientes; DP- Desvio padrão; RBC – hemácias; WBC – leucócitos; Hb – 
hemoglobina; Ht – hematócrito;HCM – hemoglobina corpuscular média; VCM – volume corpuscular 
médio; CHCM - concentração de hemoglobina corpuscular média; RDW – dispersão do tamanho dos 
eritrócitos; VPM – volume plaquetário médio; Pt – proteínas totais; FA – fosfatase alcalina; BD – 
bilirrubina direta; BI – bilirrubina indireta; BT – bilirrubina total; Crea – creatinina; CK – creatina 
quinase; ALT – alanina aminotransferase; AST – aspartatoaminotransferase; LDH – lactato 
desidrogenase;  
 

           A análise dos dados demonstrou número de leucócitos dentro dos valores de 

referência adotados neste estudo (4.600 – 10.200/mm3). Entretanto verificou-se 
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diferença significativa no percentual de linfócitos e neutrófilos entre os gêneros, com 

discreto aumento de neutrófilos seguido de redução de linfócitos no gênero masculino. 

Ramos Júnior et al. (2010) em estudo de caracterização clínica da hemólise em 

pacientes diagnosticados com malária vivax do gênero masculino na cidade de Manaus 

relataram que 66,7% dos pacientes apresentaram leucocitose (leucócitos > 12 x 103/uL). 

Na infecção malárica ocorre degradação de cerca de 60 a 80% dos eritrócitos 

circulantes (DAI et al.,  2012). A ruptura de células vermelhas causadas pelo ciclo do 

Plasmodium spp. e a depuração de eritrócitos deformados infectados ou não são as 

principais causas de anemia (AUTINO et al.,  2012).  

Em nosso estudo 76,3% e 57,5% dos pacientes apresentaram eritropenia e 

reticulocitose, respectivamente. Os níveis de hematócrito encontravam-se reduzidos em 

81,9% dos pacientes e em 83,8% dos indivíduos houve aumento no grau de anisocitose. 

O percentual dessas variações apontados em estudo por Bhawna et al. (2013) foi menor 

ao encontrado em nosso estudo, em que a eritropenia e  reticulocitose ocorreu em 19,5% 

e 27,5% dos pacientes, respectivamente e os níveis de hematócrito encontravam-se 

reduzidos em 69,5% dos pacientes.  

Anemia tem sido frequentemente associada com todas as malárias, e sua 

gravidade tem sido relacionada principalmente com a idade e local endêmico. 

Tradicionalmente, infecções por P. falciparum têm produzido maior frequência para 

anemia grave que P. vivax (WHO, 2000; SINA, 2002). Entretanto, trabalhos recentes 

têm demonstrado elevada frequência e diferentes graus de anemia grave em malária 

vivax (MOHAPATRA et al., 2002;  ALEXANDRE et al., 2010; COSTA  et al., 2012) o 

que foi demonstrado em nosso estudo, principalmente quando referente ao gênero 

masculino, onde a frequência de anemia grave foi maior. 
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Plaquetopenia (plaqueta <150.000/µL) na malária é uma manifestação comum e 

um dos sinais laboratoriais de confirmação para malária, tanto em crianças como em 

adultos. Tal condição está presente, principalmente nos estágios iniciais da infecção 

malárica (AUTINO  et al., 2012). Em nosso estudo, 53,7% dos pacientes apresentaram 

plaquetopenia, sendo mais acentuada nas mulheres do que nos homens. Cerca de 50% 

dos pacientes foram acometidos com plaquetopenia grave (plaqueta < 50.000/µL). Em 

geral esses resultados foram semelhantes aos relatados em outros estudos (LATIF et al.,  

2012; AKHTAR et al., 2012; BHAWNA et al., 2013). 

Em relação ao perfil bioquímico dos pacientes, a análise dos resultados 

demonstra que os níveis de uréia, creatinina sérica e proteína quinase foram 

significativamente maiores entre os pacientes do gênero masculino. Estudo realizado 

por Moses & Johnkennedy (2013) em pacientes portadores de malária pelo P. 

falciparum e grupo controle também demonstrou diferenças nestes parâmetros, em que 

se verificaram maiores níveis de uréia e menores de creatinina sérica nas mulheres do 

que nos homens. 

Níveis elevados de bilirrubina indireta, LDH, reticulócitos, associados à anemia, 

hepatomegalia e icterícia são parâmetros indicativos da ocorrência de hemólise 

extravascular (OMS, 2010). Observou-se que as médias dos níveis plasmáticos e as 

frequências desses marcadores foram significativamente maiores entre os pacientes do 

gênero masculino.  
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5.3 Caracterização molecular 

 

5.3.1 Frequências alélicas 

 

Do total de 231 pacientes, 230 foram genotipados para o gene CYP2B6, 222 para 

o CYP2C8 e todos para o gene CYP2D6. Os genótipos estavam em equilíbrio de Hardy-

Weinberg. 

A frequência de indivíduos portadores do alelo CYP2B6*6 foi de 42,2%, sendo 

27,8% em heterozigose (G/T) e 14,3% em homozigose (T/T). Já para o alelo CYP2C8*3 

a frequência de portadores foi de 13,5%, todos em heterozigose. Para o alelo 

CYP2D6*4 a frequência de portadores foi de 16,5%, sendo 15,2% em heterozigose 

(G/A) e 1,3% em homozigose (A/A).  

Apesar desse estudo não ter sido desenhado com o objetivo de avaliar o impacto 

dos polimorfismos encontrados no metabolismo dos antimaláricos algumas inferências 

poderam ser realizadas sob o ponto de vista farmacológico.  

Polimorfismos em enzimas do CYP podem contribuir para variações na eficácia 

e segurança de fármacos antimaláricos (TOMALIK-SCHARTE et al., 2008). Ambos, 

eficácia e segurança, são dependentes de concentrações plasmáticas e tempo de 

exposição adequados, já que exposições insuficientes ao fármaco estão associadas ao 

maior risco de falha ou resistência terapêutica enquanto que um maior tempo de 

exposição está relacionado a uma maior chance de desenvolvimento de reações adversas 

(GUSMAN & CARMONA-FONSECA, 2006). 

No Brasil, a cloroquina e a primaquina ainda são base do tratamento da malária 

vivax não complicada (BRASIL, 2010). Atividade antiparasitária desses antimaláricos é 
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dependente da biotransformação (PROJEAN et al., 2003; GANESAN et al., 2009; 

PYBUS et al., 2013). Polimorfismos nessas isoformas podem alterar a atividade 

catalítica da enzima. Estudos sugerem que os alelos CYP2D6*4 e CYP2C8*3 reduzem a 

atividade catalítica das enzimas CYP2D6 e CYP2C8, envolvidas no metabolismo da 

primaquina e da cloroquina, respectivamente (SACHSE  et al.,  1997; PAGANOTTI et 

al.,  2011; STAGE et al., 2013). Assim, o metabolismo desses fármacos estaria 

comprometido na presença desses alelos, portanto, pode-se sugerir que a conversão da 

primaquina e da cloroquina em seus respectivos metabólitos ativos seria menor, 

resultando, consequentemente, em menor efeito farmacológico dos antimaláricos em 

portadores desses alelos. 

O tratamento de formas graves da doença malárica, independente do agente 

infeccioso, é baseado no uso de derivados de artemisinina combinado a outros 

antimaláricos (OMS, 2010). Estudos anteriores realizados por Nakajima et al. (2007), 

Ariyoshi et al. (2011) e Honda et al. (2011) relataram o aumento da atividade 

metabólica in vivo e in vitro da enzima CYP2B6 associada a variante  CYP2B6*6, 

objeto deste estudo. Supõe-se que atividade antimalárica dos derivados de artemisinina 

é realizada pelo diidroartemisinina (DHA), que é o principal metabólito ativo desse 

grupo farmacológico (HONDA et al., 2011). Portanto, indivíduos portadores dessa 

variante poderiam apresentar maiores concentrações de DHA o que, teoricamente, 

aumentaria o efeito farmacológico, assim ao ser instaurada a farmacoterapia com 

derivados de artemisinina, esses indivíduos seriam beneficiados. 

 Por outro lado, estudos têm reportado que a própria malária reduz o conteúdo e 

pode alterar a capacidade metabólica das enzimas do CYP (AKINYINKA   et al.,  2000; 

CARVALHO et al.,  2009). Tais efeitos podem ser decorrentes da resposta inflamatória 

intensa gerada na infecção malárica. Acredita-se que a relação entre a inflamação e 
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atividade das monooxigenases seja mediada pelas citocinas IL1β, IL6, TNFα e 

interferons α e γ (AITKEN  et al., 2006). Vet et al. (2011), cita em artigo de revisão, 

diversos estudos demonstrando que a inflamação está associada a uma regulação 

negativa na expressão e atividade dessas enzimas. Foi reportado que houve a redução da 

atividade de CYP2D6 em pacientes em processo inflamatório agudo (JONES  et al.,  

2010). Tais alterações promoveriam aumento na concentração plasmática do fármaco, 

devido à redução do clearance, com consequente aumento do risco de reações adversas. 

No caso de fármacos que precisam ser biotransformados para exercerem seu papel 

farmacológico, o efeito contrário poderia ser esperado, ou seja, uma menor 

disponibilidade de fármaco ativo.  

Assim poderíamos sugerir que as alterações nas enzimas do CYP ocasionadas 

não somente pelos polimorfismos detectados nos pacientes portadores de malária vivax 

como também o próprio processo inflamatório, através da regulação negativa, de forma 

isolada ou conjuntamente, podem ter repercussões relevantes em termos do tratamento 

farmacológico da doença.  

As frequências dos alelos CYP2B6*6 (T), CYP2C8*3 (A) e CYP2D6*4 (A) 

foram de 28,26%, 6,7% e 8,87%, respectivamente, na população estudada. Não foram 

encontrados estudos prévios relatando a frequência desses polimorfismos 

especificamente em pacientes portadores de malária vivax. Em geral, as frequências 

alélicas encontradas neste estudo foram semelhantes a outros relatos descritos na 

literatura e aos dados dispostos na página do NCBI (Tabela 5). 
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Tabela 5 – Frequências alélicas de CYP2B6*6, CYP2C8*3 e CYP2D6*4 em pacientes 
diagnosticados com malária vivax neste estudo e em outras populações 
 

População N % alelo Referências 

  CYP2B6*6 CYP2C8*3 CYP2D6*4  

Brasileiros 231 28,26 6,7 8,87 Este estudo 

Brasileiros 1.034 36,9 9,8 11,7 
Suarez-Kurtzet al., 

2012 

Brasileiros 115 --- --- 14,5 Maciel   et al.,  2009 

Colombianos 152 36,5 --- --- Bahadur et al., 2002 

Indianos 

malasianos 
123 --- 12 --- Muthiah et al., 2005 

Chineses 123 38 0 0 Hodel   et al.,  2013(1) 

Negros africanos 148 34 0 4,1 Hodel et al., 2013(1) 

Caucasianos 

europeus 
35 28,6 --- --- Lang   et al.,  2001 

Negros europeus 146 34 --- --- Wyen et al., 2008(2) 

N - Número total de pacientes;(1) e (2) População estudada era portador de malária falciparum e HIV/AIDS, 
respectivamente; --- Não foi avaliado pelos autores. 

 

Polimorfismos em isoformas do CYP têm sido considerados como fatores de 

riscos predisponentes ao desenvolvimento ou podem interferir na evolução clínica de 

diversas doenças. A maior parte dos estudos tem associado às variantes de CYP a 

patogêneses de diferentes tipos de câncer, entre os quais pulmão, estômago, esôfago e 

leucemia (CYP2D6*4 / CYP2C19*2 / CYP2A6*4 / CYP1A2*1F) (YUAN et al., 2011; 

TAMAKI  et al. 2011; HUANG et al., 2013;  KRAJINOVIC et al., 2013) . Outros têm 

avaliado o envolvimento dos genes polimórficos desse complexo enzimático na 

susceptibilidade ou na evolução clínica de doenças inflamatórias, infecciosas e crônicas, 

como a espondilite anquilosante (CYP2D6*4), porfiria cutânea tardia (CYP1A2*1F), 

tuberculose (CYP2C19*3), doença arterial coronariana (CYP2C19*2) e doença de 

Parkinson (ML de CYP2D6) (MCCANN et al., 1997; BROWN  et al.,  2000; FENG et 

al., 2012; CHEN et al., 2012; WICKLIFFE et al., 2011). 
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Esses estudos revelam que a importância do CYP pode estar além da 

farmacogenética, já que polimorfismos nessas enzimas podem atuar como coadjuvantes 

na patogênese ou mesmo interferir no prognóstico de muitas doenças, independente da 

introdução de terapia medicamentosa. 

 No caso específico da malária, já se sabe que alguns fatores genéticos ligados ao 

hospedeiro, p. ex. as hemoglobinopatias, oferecem riscos diferenciais ao 

desenvolvimento de gravidade a infecção pelo Plasmodium spp. Em nosso estudo 

observou-se que o número de portadores do CYP2B6*6 foi maior entre os casos não 

grave (60 versus 31) da doença, embora essa diferença não fosse estatisticamente 

significativa (p<0,059). Não foram observadas diferenças significativas entre a 

distribuição dos genótipos, o número de portadores do alelo CYP2C8*3 e a gravidade 

da doença malárica. Já para o alelo CYP2D6*4, pode-se verificar que a frequência dos 

portadores desse polimorfismo foi maior no grupo grave, havendo uma associação 

significativa entre o genótipo heterozigoto e a gravidade da doença. E ainda, a chance 

do desenvolvimento de gravidade entre os pacientes portadores desse polimorfismo, 

neste estudo, foi 2,647 vezes maior se comparado aos não portadores (Tabela 6). 

 No entanto, por se tratar de um trabalho pioneiro e inovador na tentativa de 

associar os polimorfismos CYP2B6*6, CYP2C8*3 e CYP2D6*4 para a gravidade na 

doença malárica, não foi possível estabelecer se essas foram aleatórias ou se de fato 

houve relação significativa na evolução da doença malárica. 
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Tabela 6 – Frequência genotípica e alélica de CYP2B6*6, CYP2C8*3 e CYP2D6*4 em pacientes diagnosticados com malária vivax grave e não 
grave. 
 

Alelo Perfil  
Genético Genótipo 

 
Total de pacientes 

 

 
Malária grave 

 

 
Malária não grave 

 
p(1) p(2) 

RP(IC95%) 

   
 

(N) 
 

%alelo (N) %alelo (N) % alelo   

CYP2B6*6 

Selvagem G/G 133   54  75  

0,059 0,152 
0,728(0,411-1,253) Portador G/T 64  

28,26 25 
21,76 35 

31,48 
T/T 33  6 25 

Total  230   85  135  
           

CYP2C8*3 

Selvagem G/G 192   73  111  

0,180 0,180 
0,608(0,254-1,454) Portador G/A 30  

6,7 8 
9,87 20 

15,27 
A/A  0 0 0 

Total  222   81  131  
           

CYP2D6*4 

Selvagem G/G 193   64  121  

0,026 <0,01 
2,647 (1,277- 5,485) Portador G/A 35  

8,87 19 13,52 14 5,88 
A/A  3 2 1 

Total  231   85  136  
N - Número total de pacientes; RP - razão de prevalência; IC – intervalo de confiança p(1) – Valor de p para diferenças entre o genótipo dos pacientes e gravidade da doença; 
p(2)– Valor de p para diferenças entre o perfil genético dos pacientes e gravidade da doença; % alelo – alelo mutante. 
. 
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5.3.2 Associações entre os polimorfismos estudados, as manifestações 

clínicas e os exames laboratoriais  

 

Na Tabela 7 estão sumarizadas as manifestações clínicas associadas aos alelos 

CYP2B6*6 e CYP2D6*4, por gênero. Não foi encontrada nenhuma associação 

estatisticamente significativa para o alelo CYP2C8*3. 

Associações entre as manifestações clínicas e os genótipos estudados revelaram 

que dos 3 pacientes afebris observados neste estudo, 2 foram heterozigotos para o 

CYP2C8*3, tal resultado foi estatisticamente significativo. 

A ocorrência de calafrios foi significativamente menor (p=0,04) nos pacientes 

portadores do alelo CYP2D6*4 do que no grupo selvagem. Do total pacientes 

genotipados como homozigotos para esse alelo, todos foram do gênero masculino e, 2 

relataram não sentir calafrios, sendo essa relação estatisticamente significativa.  Houve 

um aumento significativo no número médio de dias de calafrios, febre e mioartralgia 

relatados pelos pacientes portadores do alelo CYP2B6*6 se comparado aos não 

portadores. 

Na prática clínica a ocorrência de petéquias e gengivorragia indica deficiência 

plaquetária (LACERDA, 2007). A presença de petéquias foi significativamente menor 

nos portadores do alelo CYP2D6*4 do que em não portadores (p=0,024). 

A associação do aparecimento de hemoglobinúria e de leucocitúria entre os 

genótipos dos alelos estudados não apresentou dados estatísticos significativos, 

entretanto ao se considerar o gênero dos indivíduos, verificou-se que 50% das mulheres 

que não apresentaram hemoglobinúria era portadora do alelo CYP2B6*6 em 

heterozigose. E que 60,71% dos homens que não apresentaram leucocitúria era portador 
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do genótipo selvagem, a análise dos resultados evidenciou uma associação 

estatisticamente significativa entre a ausência de hemoglobinúria nas mulheres e de 

leucocitúria nos homens com os genótipos mencionados para este alelo na população de 

estudo (p<0,01).  

Foi demonstrada uma associação significativa entre os pacientes do gênero 

masculino diagnosticados com malária não grave e o genótipo homozigoto para o 

CYP2B6*6. 

 

Tabela 7 – Frequência genotípica dos alelos CYP2B6*6, CYP2D6*4 entre os eventos 
clínicos e o gênero dos pacientes diagnosticados com malária vivax.   
 

Alelo  Total 
Masculino 

N (%) 
Feminino 

N(%) 
  Sim Não Sim Não 

CYP2B6*6 Hemoglobinúria 
G/G 73 8(11) 38(52,1) 6(8,2) 2(28,8) 
G/T 39 5(12,8) 7(17,9) 1(2,6) 26(66,7) 
T/T 18 0(0) 8(44,4) 5(27,8) 5(27,8) 

Total 130 13(10) 53(40,8) 12(9,2) 52(40) 

p 
0,544 0,056 <0,01 

 <0,01 
CYP2B6*6 Leucocitúria 

G/G 73 17(23,3) 29(39,7) 10(13,7) 17(23,3) 
G/T 39 9(23,1) 3(7,7) 12(30,8) 15(38,5) 
T/T 18 2(11,1) 6(33,3) 3(16,7) 7(38,9) 

Total 130 28(21,5) 38(29,2) 25(19,2) 39(30) 

p 
0,108 0,034 0,698 

 0,011 
CYP2B6*6 Malária grave 

G/G 131 38(29,5) 36(27,9) 16(12,4) 39(30,2) 
G/T 60 11(18,3) 10(16,7) 14(23,3) 25(41,7) 
T/T 31 2(6,5) 14(45,2) 4(12,9) 11(35,5) 

 222 51(23,2) 60(27,3) 34(15,5) 75(34,1) 

p 
0,059 0,015 0,719 

 <0,01 
CYP2D6*4 Calafrios 

G/G 185 80(43,2) 12(6,5) 90(48,6) 3(1,6) 
G/A 32 13(40,6) 4(12,5) 14(43,8) 1(3,1) 
A/A 3 1(33,3) 2(66,7) 0(0) 0(0) 
Total 220 94(42,7) 18(8,2) 104(47,3) 4(1,8) 

p <0,01 0,030 0,513 
 0,014 

N- número total de pacientes 
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Ao associarmos os parâmetros hematológicos listados na Tabela 8 com os 

polimorfismos pesquisados, por gênero, obtiveram-se resultados estatisticamente 

significativos. Em que, para o gênero masculino, a eritropenia (He < 4,5 x 106/µL) 

esteve associada a não portadores do alelo CYP2B6*6, enquanto que níveis normais de 

eritrócitos estiveram associados aos portadores heterozigotos de CYP2C8*3 e 

homozigotos de CYP2D6*4. A redução do hematócrito (HCT<40%) esteve associada ao 

genótipo selvagem de CYP2D6*4, enquanto que níveis normais foram associados aos 

portadores do alelo CYP2D6*4 e CYP2C8*3. O grau de anisocitose (RDW>14%) foi 

maior entre os indivíduos do gênero masculino não portador do alelo CYP2B6*6.  

Em nosso estudo verificou-se uma associação estatisticamente significativa entre 

os níveis de reticulócitos e o alelo CYP2D6*4, em que os indivíduos portadores desse 

polimorfismo apresentaram níveis normais enquanto que os selvagens níveis 

aumentados (>3%) (p=0,025) (dados não mostrados). 

A hemólise é uma manifestação clínica ocasionada pela infecção malárica, 

podendo levar a complicações sistêmicas graves e danos em órgão-alvos (DAI et al., 

2012). Além de a própria malária cursar com hemólise, o quadro pode ser agravado com 

uso de 8-aminoquinolonas, principalmente a primaquina. No entanto, este fármaco é o 

único agente antimalárico disponível para eliminar os hipnozoítos de P.vivax 

(ALEXANDRE et al., 2010; RAMOS JÚNIOR et al., 2010; SHEKALAGHE et al.,  

2010).  

O principal limitante do uso desse fármaco é sua hemotoxicidade, especialmente 

em pacientes portadores de deficiência em G6PD (ANDRADE et al., 2010). Sabe-se 

que a hemotoxicidade das 8-aminoquinolonas é mediada pelas enzimas do citocromo 
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P450, isto é, os metabólitos responsáveis pelo dano nos eritrócitos são produtos do 

metabolismo desse fármaco via, p.ex., a isoforma CYP2D6 (GANESAN et al., 2009).  

Como já mencionado, polimorfismos em CYP2D6 foi associado a 

metabolizadores lentos (SACHSE et al.,1997). A hemotoxicidade da primaquina, assim 

como a atividade farmacológica, também é dependente da biotransformação hepática. 

Portanto, do ponto de vista farmacológico, pode-se inferir que indivíduos portadores do 

alelo CYP2D6*4 apresentariam níveis plasmáticos reduzidos dos metabólitos desse 

fármaco, com consequente redução na toxicidade hematológica. Assim, sabendo que, 

neste estudo, esse polimorfismo esteve associado a níveis normais de reticulócitos, 

eritrócitos e hematócrito e que sua ausência esteve associada a níveis alterados desses 

parâmetros no gênero masculino, ao ser instaurado o esquema terapêutico com a 

primaquina, poderiamos sugerir que os portadores desse polimorfismo, em especial 

aqueles com deficiência de G6PD, cursariam com quadros hemolíticos mais brandos. 

Entretanto dada a complexidade dos fatores fisiopatogênicos envolvidos nas 

síndromes hemolíticas em portadores de malária, sabemos que tais dados não são 

suficientes para avaliar o impacto desses polimorfismos nesse evento clínico. Além 

disso, a complexidade que envolve a relação genótipo-metabolismo in vivo requer um 

estudo desenhado especificamente para esse fim. 

Não foi encontrada nenhuma associação estatisticamente significativa entre os 

parâmetros bioquímicos dos pacientes incluídos neste estudo e os polimorfismos 

pesquisados. 
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Tabela 8 – Frequência genotípica dos alelos CYP2B6*6, CYP2C8*3 e CYP2D6*4 entre 
os parâmetros hematológicos e o gênero dos pacientes diagnosticados com malária 
vivax.   
 

Alelo Total 
Masculino 

N (%) 
Feminino 

N (%) 
 Hemácia (x 106/µL) 

CYP2B6*6  <4,5 <4,5 <4,5 <4,5 
G/G 92 47(51,1) 10(10,9) 24(26,1) 11(12,0) 
G/T 46 13(28,3) 1(2,2) 21(45,7) 11(23,9) 
T/T 21 9(42,9) 1(4,8) 8(38,1) 3(14,3) 

Total 159 69(43,4) 12(7,5) 53(33,3) 25(15,7) 

p 
0,809 0,556 0,904 

 0,036 
 RDW (%) 

CYP2B6*6  < 14 >14 <14 >14 
G/G 92 8(8,7) 49(53,3) 8(8,7) 27(29,3) 
G/T 46 3(6,5) 11(23,9) 4(8,7) 28(60,9) 
T/T 21 1(4,8) 9(42,9) 2(9,5) 9(42,9) 

Total 159 12(7,5) 69(43,4) 14(8,8) 64(40,3) 

p 
0,913 0,706 0,544 

 0,028 
  Hemácia (x 106/µL) 

CYP2C8*3  <4,5 >4,5 <4,0 >4,0 
G/G 135 59(43,7) 7(5,2) 45(33,3) 24(17,8) 
G/A 16 6(37,5) 5(31,3) 5(31,3) 0(0) 
Total 151 65(43) 12(7,9) 50(33,1) 24(15,9) 

p 
0,232 <0,01 0,132 

 <0,01 
                                              Hematócrito (%) 

CYP2C8*3  <40 >40 <40 >40 
G/G 135 58(43,0) 8(5,9) 54(40,0) 15(11,1) 
G/A 16 6(37,5) 5(31,3) 5(31,3) 0(0) 
Total 151 64(42,4) 13(8,6) 59(39,1) 15(9,9) 

p 
0,148 0,017 0,311 

<0,01 
  Hemácia (x 106/µL) 

CYP2D6*4  <4,5 >4,5 <4,0 >4,0 
G/G 132 58(43,9) 8(6,1) 46(34,8) 20(15,2) 
G/A 26 11(42,3) 3(11,5) 7(26,9) 5(19,2) 
A/A 2 0(0) 2(100) 0(0) 0(0) 
Total 160 69(43,1) 13(8,1) 53(33,1) 25(15,6) 

p 
0,022 <0,01 0,438 

 <0,01 
  Hematócrito (%) 

CYP2D6*4  <40 >40 <40 >40 
G/G 132 57(43,2) 9(6,8) 55(41,7) 11(8,3) 
G/A 26 11(42,1) 3(11,5) 8(30,8) 4(15,4) 
A/A 2 0(0) 2(100) 0(0) 0(0) 
Total 160 68(42,5) 14(8,8) 63(39,4) 15(9,4) 

p <0,01 <0,01 0,178 
 <0,01 

N - número total de pacientes 
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5.4 Limitações e perspectivas  

 

A falta de informação sobre os dados hematológicos, bioquímicos e a 

parasitemia durante e após a instauração da farmacoterapia nos pacientes incluídos 

nesse estudo, somados a escassez de dados na literatura sobre a influência desses 

polimorfismos no metabolismo dos antimaláricos de uso corrente em nossa região 

foram fatores limitantes para avaliarmos o desfecho dos polimorfismos estudados na 

terapêutica dos pacientes portadores de malária vivax. Este estudo foi pioneiro ao 

descrever a frequência dos alelos CYP2B6*6, CYP2C8*3 e CYP2D6*4 em pacientes 

portadores de malária vivax e avaliar a relação de tais polimorfismos a gravidade da 

doença, entretanto há de se comentar a importância de se desenvolver estudos futuros 

focados na avaliação do impacto do perfil farmacogenético no metabolismo dos 

antimaláricos, especialmente a primaquina, único fármaco disponível usado no 

tratamento e prevenção de recaídas pelo P. vivax, e também para a confirmação e 

esclarecimento das associações encontradas neste estudo, pois somente assim será 

possível predizer qual é a real contribuição desses fatores genéticos no desfecho da 

doença malárica. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados apresentados neste estudo, pode-se concluir que: 

 1. As frequências dos alelos CYP2B6*6, CYP2C8*3 e CYP2D6*4 nos pacientes 

portadores de malária vivax foram de 28,26%, 6,7%, 8,87%, respectivamente. De 

maneira geral, as frequências encontradas estão de acordo com outros relatos descritos 

na literatura para diferentes populações. 

2. O alelo CYP2D6*4 foi o mais prevalente entre os pacientes que 

desenvolveram gravidade à doença malárica. As frequências dos alelos CYP2B6*6 e 

CYP2C8*3 não foram diferentes entre os grupos grave e não grave. 

3. Houve associação significativa entre indivíduos portadores heterozigotos para 

o CYP2D6*4 e casos graves da doença malárica.  

4. A contagem normal para reticulócitos foi associada aos portadores do alelo 

CYP2D6*4. 

5. Indivíduos do gênero masculino portadores dos alelos CYP2C8*3 e 

CYP2D6*4 foram associados significativamente a níveis normais de eritrócitos e de 

hematócrito. 
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6. ANEXOS 

 

6.1 Anexo 1 - Documento de Aprovação do Projeto “Caracterização 

clinica da malária complicada por Plasmodium vivax”,em Comitê de 

Ética (CONEP) 
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6.2 Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para  

pacientes com malária vivax 

 

Você está sendo convidado para participar do projeto intitulado Marcadores bioquímicos e 

moleculares das modificações oxidativas em pacientes com malária vivax.Você foi selecionado 

por ter sido assistido pelo médico responsável no Ambulatório ou estar internado na FMT-AM, 

hospital de referência para o tratamento da malária em Manaus. A qualquer momento você pode 

desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa não trará nenhum prejuízo em sua 

relação com o pesquisador ou com a instituição. O acompanhamento da sua doença e tratamento 

continuará sendo realizado independentemente de você estar na pesquisa ou não. Você será retirado 

do estudo caso você deixe de seguir as orientações para a participação no estudo.  Trata-se de um 

estudo observacional sobre malária vivax diagnosticada como grave e não grave, em pacientes 

atendidos no Ambulatório e/ou internados na unidade hospitalar da FMT-AM e terá duração de 36 

meses. Você não precisa fazer qualquer coisa especial para participar desse projeto e receberá o 

mesmo tratamento e acompanhamento estabelecido de acordo com as normas do Ministério da 

Saúde. Como parte do estudo, nós vamos estabelecer um sistema de monitoramento para malária 

durante sua internação até o momento em que você puder receber alta hospitalar ou durante seus 

retornos ambulatoriais. Nós coletaremos além de várias informações clínicas, amostras de sangue 

nos seguintes dias: primeiro (18 mL), segundo (9mL) e no último dia (22,5 mL) através de uma 

agulha (venopunção) para fazer o teste de malária (gota espessa) e outros exames laboratoriais. Nós 

gostaríamos de sua permissão para fazer testes com as parasitas de malária nas amostras de sangue 

coletadas e para guardar o restante do sangue para ser usado em estudos sobre malária no futuro. 

Você pode sentir alguma dor por causa da picada no dedo ou pela coleta de amostra de 

sangue na veia do braço. Mas qualquer dor deve durar apenas alguns instantes. Existe um risco 

muito pequeno de infecção onde o sangue for coletado, mas qualquer infecção será monitorada e 

tratada pela equipe médica.  A amostra de sangue colhida é muito pequena e não representa nenhum 

risco à sua saúde. O benefício em estar participando deste estudo será um aumento de informações 

sobre malária vivax e seus riscos na nossa cidade, mas você não será pago nem receberá incentivo 

financeiro durante o acompanhamento. Se você concordar em participar, todas as informações 

coletadas serão confidenciais, usadas somente no estudo. Nós não compartilharemos suas 

informações, e um código será usado para identificar você em vez de seu nome. Nós não tornaremos 

público qualquer detalhe sobre você. No caso de algum pesquisador tirar uma foto sua, ele cuidará 

para que você não seja identificado. Esta imagem sua será publicada apenas em revistas para 

médicos. 
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Pessoas para contato 

Se você tiver qualquer pergunta ou preocupação sobre o estudo, por favor, vamos esclarecer 

isso agora. Mesmo assim, se depois você desejar esclarecer suas dúvidas sobre a pesquisa ou sobre 

ser um sujeito de pesquisa, por favor, sinta-se à vontade para contatar Dr. Marcus Vinícius 

Guimarães de Lacerda, pesquisador principal do projeto na Fundação de Medicina Tropical do 

Amazonas.O endereço do hospital é Av. Pedro Teixeira, nº 25, Dom Pedroe o número do telefone é 

(92) 36560620. O endereço do Comitê de Ética em Pesquisa da FMT-AM (que é um grupo de 

pessoas que avaliam este projeto e acompanham a pesquisa) é também na Av. Pedro Teixeira, n° 25, 

Bairro Dom Pedro, e o telefone para contato é o (92) 2127 3432. O presidente deste comitê é o Dr. 

Luiz Carlos de Lima Ferreira. 

Eu, ________________________________________________, participante desse estudo ou 

responsável pelo paciente ___________________________________________, entendi todas as 

informações dadas a mim sobre o estudo Caracterização da Malária Grave por Plasmodium 

vivax na Fundação de Medicina Tropical do Amazonas, Brasil , com subprojeto 

intituladoBiomarcadores do estresse oxidativo em pacientes com malária vivax grave e não 

grave, inclusive o seu propósito e a forma como será executado. Eu tive a chance de fazer perguntas 

sobre o estudo e concordo em participar do mesmo.  

 

________________________________                                                   Data ___/___/___ 

 

 

_________________________________________________ Data___/___/____ 

 

________________________________________________             Data___/___/____ 

 

 

Assinatura do participante ou responsável 

ou impressão do polegar direito 

Nome do entrevistador Assinatura do 

Nome do pesquisador 

responsável 

Assinatura do pesquisador 

responsável 
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6.3 Anexo 3 – Delineamento experimental 

 
 
1. Roteiro para Coleta e Preparação das Amostras  

 

1. Coletar 1 tubo de EDTA; 

2. Ligar centrífuga BIOPHAR 2 e incubadora ambas a 37 grau; 

3. Identificar; 

- 1 tubo de EDTA: Polimorfismos de enzimas, dosagem qualitativa de G6PD 

- 1 tubo S/AC: BIOQUÍMICA 

4. Separar 1 mL de sangue total para PDNA  sem conservante. 

5. Separar 1 mL de sangue total para FO. 

6. Separar soro por 10 min a 3500 rpm. Reservar o soro para perfis bioquímicos 

(fofastase alcalina, gama GT, bilirrubinas totais e frações, acido úrico, creatinina, uréia, 

perfil lipídico completo, glicose).  

 

2. Extração de DNA 

 

Reagentes 

 

REAGENTES PARA AS ETAPAS DE EXTRAÇÃO ARMAZENAMENTO 

Isopropanol Temp. ambiente 

Etanol 70% Temp. ambiente 

Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) Temp. ambiente 

 

Obtenção de Sangue Total  

 

Obter 300-400µL de sangue total, em tubo microcentrífuga estéril de 1,5 mL 

identificado contendo 15 µL de EDTA. 
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Procedimentos para extração do DNA a partir de tubo 

 

• Protocolo de extração retirado da “bula” do Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit. 

Volume de amostra sanguínea: 300µL 

Obs: Antes de dar início ao procedimento homogeneizar o tubo com sangue até o 

mesmo ficar completamente homogeneizado. 

 

Procedimentos: 

 

1. Adicione 900µL de solução Cell Lysis. Inverta o tubo 5 a 6 vezes para misturar o 

sangue e a solução de lise. 

2. Incube por 10 minutos à temperatura ambiente, homogeneizando por inversão 

duas a três vezes.  

3. Centrifugue entre 13.000 e 16.000 x g por 20 minutos a temperatura ambiente. 

4. Descarte o sobrenadante. 

5. Agite o tubo vigorosamente no vortex. Ressuspenda completamente as células 

brancas. 

6. Adicione 300 µL de solução Nuclei Lysis. Pipete a mistura 5-6 vezes para lisar as 

células brancas. 

7. OPCIONAL: Adicione 1,5 µL de solução RNAase ao lisado nuclear e misture as 

amostras invertendo o tubo 2-5 vezes.Incube a mistura a 37ºC por 15 minutos e esfrie a 

temperatura ambiente. 

8. Adicione 100µL de solução Protein Preciptation ao lisado nuclear e homogeneíze 

vigorosamente no vórtex de 10-20 segundos. 

9. Centrifugue o tubo entre 13.000-16.000 x g por três minutos à temperatura 

ambiente. 

10. Transfira o sobrenadante para um tubo limpo de 1,5mL contendo 300µL de 

isopropanol a temperatura ambiente. 

11. Gentilmente misture a solução por inversão até que as brancas cadeias de DNA 

formem uma cadeia visível. 

12. Centrifugue entre 13.000-16.000 x g por um minuto à temperatura ambiente. 
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13. Decante o sobrenadante e adicione uma amostra de um volume de etanol a 70% 

à temperatura ambiente. Gentilmente inverta o tubo algumas vezes para lavar o 

precipitado de DNA e os lados do microtubo. 

14. Centrifugue como na etapa 11. 

15. Cuidadosamente aspire o etanol. Inverta o tubo em um papel absorvente limpo e 

seque ao ar o precipitado por 10 a 15 minutos. 

16. Adicione 100µL da solução DNA rehydration ao tubo e reidrate o DNA 

incubando à 65ºC por uma hora. Periodicamente homogeneíze gentilmente a solução. 

Alternativamente reidrate o DNA incubando a solução overnigth à temperatura 

amibiente. 

17. Armazene o DNA entre 2-8ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


