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RESUMO 

 

 

INTRODUÇÃO: A inflamação pode reduzir a atividade das enzimas do citocromo-P450 
(CYPs), diminuindo a eficácia de drogas de uso clínico. A cloroquina (CQ) é metabolizado 
pelas CYP's, mas o papel dos diferentes perfis metabólicos desse fármaco não foi 
investigado adequadamente em relação às recorrências pelo P. vivax. OBJETIVOS: 
Avaliar a influência dos genótipos da enzima CYP450 na recorrência precoce por P. vivax 
e verificar o impacto da malária por P. vivax na atividade das CYP’s. MÉTODOS: Para 
investigar a influência dos genótipos CQ CYP’s (CYP2C8, CYP3A4 e CYP3A5) na 
recorrência precoce, foi realizado um estudo de caso-controle com indivíduos recorrentes 
à CQ e responsivos à CQ; um estudo ex vivo foi realizado para verificar a eficácia de CQ 
e DCQ em isolados de P. vivax. Para verificar a influência da malária por P. vivax no 
fenótipo das CYP’s, pacientes receberam doses subterapêuticas das sondas para 
CYP2D6 e CYP2C19 (metoprolol e omeprazol) na fase aguda de malária (fase 1 do 
estudo), pós-quimioterapia (fase 2) e convalescença (fase 3); os níveis de citocinas foram 
medidos usando Cytometric Bead Array. As concentrações plasmáticas de drogas e 
metabólitos foram medidas usando HPLC ou LC/MS/MS. A genotipagem de CYPs foi 
realizada usando ensaios de Taqman. RESULTADOS: A frequência de alelos associados 
ao metabolismo normal e lento foi semelhante entre casos e controles, para os genes 
CYP2C8, CYP3A4, CYP3A5 (teste exato de Fisher, P = 0,570, P = 0,105 e P = 1,038, 
respectivamente). Não houve diferença na razão DCQ/CQ entre os grupos, ou entre 
pacientes que tinham um genótipo normal ou mutante. DCQ e CQ mostraram eficácia 
semelhante ex vivo. As métricas farmacocinéticas do metoprolol e omeprazol e as 
concentrações plasmáticas das citocinas IL-6, IL-8 e IL-10 variaram nas três fases do 
estudo (ANOVA P <0,0001). Os testes post-hoc mostraram maiores proporções de 
metoprolol: α-OH metoprolol nas fases 1 e 2 em comparação à fase 3. Razões maiores 
de omeprazol: 5-OH omeprazol foram encontradas na fase 1 do que nas fases 2 e 3. IL-
6, IL-8 e IL-10 circulantes foram mais altas na fase 1 do que nas fases 2 e 3. 
CONCLUSÕES: Os genótipos de CQ CYP’s não influenciaram as taxas de recorrência 
precoce pelo P. vivax. A eficácia semelhante de CQ e DCQ ex vivo poderia explicar a 
ausência de falha terapêutica, apesar da presença de alelos associados a metabolismo 
lento. A malária e o tratamento para P. vivax alteraram os fenótipos metabólicos de 
CYP2D6 e CYP2C19. A inibição do CYP2C19 foi atribuída a um nível mais alto de 
citocinas pró-inflamatórias circulantes, enquanto a supressão do CYP2D6 pode ser 
atribuída principalmente à exposição à cloroquina. 

 

Palavras Chaves: citocromo-P450, Plasmodium vivax, malária, cloroquina, recorrência 
precoce, inflamação, citocinas. 
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ABSTRACT 

 

 

INTRODUCTION: Inflammation can reduce the activity of cytochrome-P450 enzymes 
(CYPs), decreasing the effectiveness of drugs for clinical use. The antimalarial 
chloroquine (CQ) is metabolized by CYP's, but the role of the different metabolism 
profiles of this drug has not been properly investigated concerning P. vivax recurrences. 
OBJECTIVES: To assess the influence of CYP450 enzyme genotypes on early P. vivax 
recurrence and to verify the impact of P. vivax malaria on CYP activity. METHODS: To 
investigate the influence of CQ CYP's (CYP2C8, CYP3A4, and CYP3A5) genotypes on 
early recurrence, a case-control study was carried out with CQ-recurrent and CQ-
responsive individuals; an ex vivo study was conducted to verify CQ and DCQ efficacy 
in P. vivax isolates. To verify the influence of P. vivax malaria on the CYP phenotype, 
patients were given subtherapeutic doses of CYP2D6 and CYP2C19 probes metoprolol 
and omeprazole, in acute malaria (study phase 1), post-chemotherapy (phase 2) and 
convalescence (phase 3). Cytokines levels were measured using Cytometric Bead 
Array. Plasma concentrations of drugs and metabolites were measured using HPLC or 
LC/ MS/ MS. Genotyping of CYPs was performed using Taqman assays. RESULTS: 
The frequency of alleles associated with normal and slow metabolism was similar 
between the cases and controls for CYP2C8, CYP3A4, CYP3A5 genes (Exact Fisher 
test P=0.570, P=0.105 and P=1.038, respectively). The DCQ / CQ rate, there was no 
difference between groups or between those patients who had a normal or mutant 
genotype. DCQ and CQ showed similar efficacy ex vivo. Both pharmacokinetic metrics 
for metoprolol and omeprazole, and plasma concentrations of cytokines IL-6, IL-8, and 
IL-10 varied across the three study phases (ANOVA P <0.0001). Post-hoc tests showed 
greater metoprolol: α-OH metoprolol ratios in phases 1 and 2 compared to phase 3; 
larger omeprazole: 5-OH omeprazole ratios in phase 1 than in phases 2 and 3; higher 
circulating IL-6, IL-8, and IL-10 in phase 1, than in phases 2 and 3. CONCLUSIONS: CQ 
CYP's genotypes did not influence P. vivax early recurrence rates. Similar efficacy of CQ 
and DCQ ex vivo could explain the absence of therapeutic failure, despite the presence 
of alleles associated with a slow metabolism. P. vivax malaria and treatment altered 
CYP2D6 and CYP2C19 metabolic phenotypes. CYP2C19 inhibition is attributed to a 
higher level of circulating pro-inflammatory cytokines, while suppression of CYP2D6 is 
ascribed mainly to chloroquine exposure. 

 
 

Keywords: cytochrome-P450, Plasmodium vivax, malaria, chloroquine, early recurrence, 
inflammation, cytokines.  
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RESUMO LEIGO 
 

 

Em nosso corpo, possuímos um grupo de proteínas, chamadas de CYP450, que são 
encontradas principalmente no fígado. Essas proteínas ajudam a ativar medicamentos 
que ingerimos, para que eles possam funcionar contra doenças. Um dos fatores que pode 
atrapalhar a função da CYP450 e fazer os medicamentos não funcionarem, é a presença 
de inflamação no nosso organismo. O medicamento para malária, chamado cloroquina, 
é um dos remédios que precisa ser ativado por essas proteínas, para fazer efeito contra 
a malária; algumas mudanças no nosso DNA, também podem influenciar no formato das 
CYP450, atrapalhar sua função, e fazer com a que a pessoa tenha a volta da malária, 
mesmo depois de tomar cloroquina.  Nós buscamos através desse trabalho, descobrir 
duas coisas: se a inflamação da malária pode atrapalhar na função das proteínas CYP450 
e se mudanças no nosso DNA também podem influenciar na função dessas proteínas, 
fazendo com que elas não funcionem e fazendo com que as pessoas tenham a volta da 
malária, mesmo depois de receber tratamento. Antes de participar da nossa pesquisa, os 
pacientes assinaram um documento chamado Termo de Consentimento (ou TCLE), que 
nos autoriza a fazer a pesquisa com eles. Nós fizemos um acompanhamento de 28 dias 
com pacientes com malária, onde fizemos entrevista e coletamos sangue para fazer os 
exames necessários para pesquisa; todos esses pacientes foram tratados com a 
cloroquina; alguns desses pacientes tiveram a volta da malária, dentro desse período de 
28 dias, e outros não tiveram o retorno da malária; fizemos exames para saber se o DNA 
dos pacientes tinham alguma alteração que pudesse atrapalhar as CYP450, e fazer com 
que a cloroquina não funcionasse. Em um outro grupo de pacientes com malária, fizemos 
um acompanhamento de 42 dias, onde nós oferecemos a eles uma pílula com 4 tipos de 
medicamentos, numa dose muito pequena (que não oferece nenhum mal a saúde); 
depois, através de exames, nós vimos se aqueles medicamentos ingeridos pelos 
pacientes estavam na quantidade certa no sangue deles, ou se a inflamação da malária 
atrapalhou as CYP450 e diminuiu a quantidade desses medicamentos no sangue. Os 
resultados da nossa pesquisa mostraram que tanto pessoas que tinham modificações em 
seu DNA, quanto pessoas que não tinham, tiveram chance de ter a volta da malária, 
mesmo depois de realizar seu tratamento com a cloroquina; essas alterações no DNA 
não atrapalharam a função das proteínas CYP450 e não influenciaram na quantidade de 
cloroquina no sangue. Porém, nós encontramos que a inflamação da malária, pode sim 
alterar a função de algumas proteínas das CYP450, e isso pode influenciar na 
funcionamento de outros medicamentos, não apenas contra a malária, mas também 
contra outras doenças. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos epidemiológicos da malária 

 

A malária permanece como importante problema de saúde pública no mundo.  

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2018, foram estimados 228 

milhões de casos de malária mundialmente e 435 mil mortes causadas pela doença.  A 

maioria dos casos de malária ocorre na região africana (93%), seguido pela região do 

Sudeste Asiático, com 3,4% dos casos e pela Região do Mediterrâneo Oriental, com 

2,1% (Figura 1). A região das Américas registrou um aumento no número de casos, em 

grande parte devido ao aumento da transmissão de malária na Bolívia e Venezuela (1).  

 

 

Figura 1. Mapa de incidência de casos de malaria (casos por/1000 habitantes com risco 
de infecção) por país em 2018. Fonte: Adaptado de World Malaria Report, 2019 (1). 
 

 

Plasmodium falciparum é o parasita da malária mais prevalente na região africana 

(99,7%), bem como na Região do Sudeste Asiático (50%), Região do Mediterrâneo 

Oriental (71%) e Região do Pacífico Ocidental (65%). Globalmente, 53% da carga de 

Plasmodium vivax está no Sudeste Asiático, principamente na Índia (47%). P. vivax 
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também é o parasita predominante na região das Américas, representando 75% dos 

casos de malária (1). 

 

Na América Latina, a maioria dos casos vem de países da América do Sul, onde a 

malária por P. vivax é mais prevalente, enquanto a incidência de malária por Plasmodium 

falciparum vem diminuindo nos últimos anos (2,3). O Brasil é o principal responsável pela 

morbidade atribuída à malária nas Américas; em território brasileiro, a região Amazônica 

é a principal responsável pelas notificações (99%), sendo o P. vivax responsável por 

88,4% dos casos notificados (2,4,5). 

 

No Amazonas houve uma redução da incidência da malária ao longo dos anos e 

da ocorrência de casos graves da doença, graças a melhorias no diagnóstico, 

continuidade das medidas de controle vetorial e a introdução da terapia combinada de 

artemisinina (ACTs), para tratamento de P. falciparum  (2,4,6). No Estado e em outras 

regiões na Amazônia, houve uma diminuição da transmissão da doença em áreas rurais, 

sendo superada por casos em populações peri-urbanas, favoráveis ao desenvolvimento 

do vetor. Nessas áreas há uma importante contribuição das infecções submicroscópicas 

e assintomáticas na manutenção do ciclo de transmissão da doença (7–9). 

 

No ano de 2019, o Brasil conseguiu reduzir em 23,8% o número de casos de 

malária, passando de 193.837 em 2018, para 156.629 em 2019 (1,10). Segundo dados 

da Fundação de Vigilância em Saúde do Amazonas (FVS-AM), no Estado do Amazonas, 

foram notificados 63.361 casos de malária e os municípios com maior incidência de casos 

foram São Gabriel da Cachoeira, Barcelos, Manaus e Santa Isabel do Rio Negro (Figura 

2) (5,11). 
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Figura 2. Mapa destacando áreas com risco de transmissão de malária no Brasil, de 
acordo com o IPA (incidência parasitária anual). Fonte: Adaptado de Ministério da Saúde, 
2020 (12). 

 

 

1.2 Agentes etiológicos de malária e ciclo biológico de Plasmodium spp. 

 

A malária é uma causada por protozoários do gênero Plasmodium spp., 

transmitidos ao homem por mosquitos vetores do gênero Anopheles sp. O principal 

mosquito vetor no Brasil é o Anopheles darlingi (13–15); outros vetores importantes no 

país são o Anopheles cruzii e o Anopheles bellator, presentes na região da Mata Atlântica, 

além do Anopheles aquasalis, presente na faixa litorânea brasileira (16–19). 

 

 As espécies de plasmódia infectantes ao homem e de importância para a saúde 

pública são P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi, P. simium. Na 

última década, o P. knowlesi se tornou uma fonte importante de infecções no Sudeste da 

Asiático (20). Além das espécies clássicas de malária humana, já foi descrita infecção 

por Plasmodium cynomolgi e Plasmodium brasilianum, no Camboja e na Venezuela, 

respectivamente (21,22). 
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O ciclo de vida de Plasmodium sp. é bastante complexo, sendo compartilhado 

entre o homem (ciclo de vida assexuado) e a fêmea de Anopheles sp. (ciclo de vida 

sexuado). O parasita inocula esporozoítos na pele do hospedeiro humano, no momento 

do repasto sanguíneo, que permanece nesse local por cerca de 3 horas (23). Os 

esporozoítos entram nos vaso sanguíneos e são levados ao fígado, saem dos sinusóides 

hepáticos e entram nos hepatócitos, dando início ao ciclo exo-eritrocítico, que ocorre por 

um período de cerca de 10 dias para P. falciparum e 12 dias para P. vivax. Nas células 

hepáticas o parasita fica em um vacúolo parasitóforo, e após a replicação por 

esquizogonia, os merozoítos formados são liberados em bolsas, chamadas de 

merossomos (24). Os merozoítos chegam à circulação sanguínea e infectam eritrócitos 

maduros ou reticulócitos dependendo da espécie de Plasmodium (24–26). Ainda no 

fígado, as espécies P. vivax e P. ovale são capazes de produzir formas dormentes no 

fígado, os hipnozoítos, que podem ser reativados e causar recaída da doença (27) (Figura 

3) . 

 

No ciclo eritrocítico, os merozoítos invadem os eritrócitos, assumem o estágio de 

trofozoítos (estágios em anel), que se replicam formando o esquizonte eritrocítico. A partir 

deste, novos merozoítos são formados e provocam a ruptura da hemácia infectada, 

liberando os merozoítos no sangue para um novo ciclo eritrocítico de infecção; um ciclo 

eritrocítico tem a duração de cerca 48h para P. falciparum e P. vivax (24,26,28). 

 

Alguns dos parasitas irão se diferenciar em gametócitos (estágios sexuais), que 

permanecem sequestrados na medula óssea por um período de aproximadamente 10 

dias, na infecção por P. falciparum (29); para o P. vivax, esse tempo de sequestro não 

está claro. Para P. falciparum, os gametócitos levam de 8 a 10 dias para a maturação, 

passando por cinco fases distintas (estágios I-V) (30), já na infecção por P. vivax, os 

gametócitos maduros aparecem na periferia de forma precoce, acompanhando as 

parasitemias assexuais e tem um tempo de vida de aproximadamente 3 dias, pós-

maturação (31). Os gametócitos maduros, enquanto presentes na circulação periférica, 

podem ser ingeridos pelo mosquito vetor no momento do seu repasto sanguíneo. 
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Figura 3. Ciclo de vida do parasita da malária. Adaptado de The Carter Center (32).  

 

Uma vez ingerido por mosquitos, os gametócitos se diferenciam em gametas 

masculinos (microgametócitos) e gameta feminino (macrogametócito), que pelo processo 

esporogonia irão dar origem a um zigoto. Este zigoto produz um oocineto, que migra para 

o intestino médio do mosquito, passando a barreira de células epiteliais até a chegada 

na lâmina basal, onde se diferenciam em oocistos. Após aproximadamente 12 dias no 

intestino do mosquito, o oocisto dará origem aos esporozoítos. Essas formas migram 

para as glândulas salivares, podendo ser transmitidos para um hospedeiro humano, 

dando continuidade ao ciclo de vida de Plasmodium sp (33,34) (Figura 3). 
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1.3 Malária por P. vivax 

 

P. vivax é a espécie de maior distribuição geográfica no mundo (1,35). Várias 

caracteristicas biológicas deste parasita, descritas nos parágrafos seguintes, são 

obstáculos para o seu controle. A elaboração de estratégias para eliminação utilizadas 

atualmente são menos eficazes para P. vivax do que para as demais espécies. 

 

P. vivax geralmente causa infecções mais leves que P. falciparum, embora tenham 

sido descritos casos de malária grave associados a essa espécie (36–39). Na infecção 

por P. vivax, a eliminação dos parasitas pode ser dificultada devido à presença de 

hipnozoítos no fígado, que podem ocasionar recaídas e persistir como reservatório de 

transmissão por meses após a infecção inicial (27,40,41). Já foi descrito também alta 

prevalência de infecções assintomáticas e submicroscópicas causadas por essa espécie 

(9,42–46), que ajudam a manter o ciclo de transmissão em áreas endêmicas para a 

doença. Em estudo recente realizado na Amazônia Brasileira, demonstrou-se que as 

infecções assintomáticas pelo P. vivax são capazes de causar infecção no vetor 

Anopheles aquasalis (47). 

 

Outra característica da biologia de P. vivax, ainda não esclarecida, refere-se ao 

sequestro e amadurecimento dos gametócitos. Estudos recentes apontam a medula 

óssea como o principal local de desenvolvimento e sequestro dessas formas, porém não 

se sabe ainda o momento dos eventos do sequestro, pois a disponibilidade de 

gametócitos maduros na corrente sanguínea dá-se de forma muito precoce, 

acompanhando as primeiras parasitemias assexuais, o que facilita a transmissão ao 

mosquito vetor antes mesmo do diagnóstico da doença (31,48,49). 

 

 Um outro fator importante a se considerar dentro da patogênese do P. vivax são 

os mecanismos de resistências aos antimaláricos, especialmente à Cloroquina (CQ), 

utilizada como primeira linha de tratamento em diversos países. Apesar da existência de 

estudos investigando a presença de mutações, expressão gênica e variação do número 

de cópias de genes codificadores de proteínas transportadoras de droga (pvcrt-o e 
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pvmdr-1), os mecanismos que levam à resistência a CQ não estão totalmente 

esclarecidos (50–57). 

 

 A ausência de um sistema bem estabelecido de cultivo in vitro de P. vivax, dificulta 

o entendimento de muitas das características mencionadas. Atualmente é feito o cultivo 

short-term associado ao teste de maturação de esquizontes para o estudo das 

características biológicas do parasita e suscetibilidade a drogas (58–61). Porém, os 

métodos ex vivo apresentam diversas limitações, relacionadas a sua execução (menor 

tempo de duração do ensaio, dificuldades de amadurecimento do parasita) e às 

condições necessárias para utilização  das amostras (alta densidade parasitária e maior 

porcentagem de estágios em anel) (60,62). 

 

 Fatores relacionados ao hospedeiro também podem influenciar nas medidas de 

controle utilizadas contra o P vivax. Indivíduos que apresentam deficiência da enzima 

glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), que possuem propensão ao dano oxidativo nas 

células, podem desenvolver anemia hemolítica após uso da primaquina (PQ), principal 

droga hipnozoiticida utilizada como terapia (63). Ainda em relação a esta droga, estudos 

apontam que indivíduos apresentando fenótipos de baixa atividade da enzima CYP2D6, 

exibem falha na metabolização da PQ e menores concentrações do metabólito ativo, o 

que pode levar a permanência de hipnozoítos no fígado e recaídas de malária pelo P. 

vivax (64–69). 

 

1.4 Tratamento para malária por P. vivax no Brasil 

 

O tratamento da malária não complicada por P. vivax utilizado no Brasil é a CQ na 

dose de 25 mg/Kg durante 3 dias e PQ na dose de 0,5 mg/Kg por 7 dias (12). Esta 

combinação é altamente efetiva contra a doença aguda e na prevenção de recaídas 

causadas por hipnozoítos (cura radical). Tratamento com ACTs pode ser indicado em 

casos de resistência de P. vivax à CQ, em recorrências por P. vivax e malária grave 

ocasionada por esta espécie (12,70). 
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A CQ é o esquizonticida sanguíneo mais utilizado para tratamento da malária 

aguda por P. vivax desde 1946 e ainda hoje continua sendo o tratamento de primeira 

linha para esta espécie na maioria das áreas endêmicas, devido à sua ampla 

disponibilidade, eficácia, baixo custo e excelente perfil de segurança e tolerabilidade  (71–

73). A CQ elimina a febre a as parasitemias de P. vivax em no máximo 72h após a 

primeira dose; trata-se de uma droga rapidamente absorvida, com meia vida plasmática 

de cerca de 50h, porém é eliminada de formal lenta, permanecendo em níveis 

terapêuticos até cerca de 21 a 35 dias após o tratamento (71,74,75). 

 

A CQ é biotransformada por enzimas do citocromo-P450 (CYPs), por meio da 

reação de desalquilação, nos metabólitos N-desetilcloroquina (DCQ) e N-bis-

desetilcloroquina (BDCQ) (76,77). As concentrações plasmáticas de DCQ podem ser 

rapidamente detectadas, em concentrações de até 50% em relação a concentração dos 

precursores, sendo esse o principal metabólito (77–79). Já foi descrito que a CQ pode 

ficar depositada no fígado, o baço, rins e pulmões (80). Acredita-se que essa droga esteja 

envolvida em várias interações medicamentosas devido as suas características 

farmacocinéticas, incluindo o potencial de inibir as CYPs  (81–83). 

 

A PQ é uma 8-aminoquinolina utilizada há mais de 60 anos como tratamento 

hipnozoiticida para o P. vivax. Para diminuir a toxicidade do medicamento em indivíduos 

deficientes de G6PD, a OMS recomenda o tratamento com 0,25 mg/kg/dia (dose total de 

3.5 mg/kg), por 14 dias; porém, devido a problemas de baixa adesão, em algumas 

localidades é realizado o regime curto, com terapia de 7 dias com PQ, em associação 

com um esquizonticida sanguíneo, como o esquema utilizado no Brasil (12,70). 

 

1.5 Recorrências de malária por P. vivax 

 

Na malária, o termo recorrência é utilizado para indicar um retorno da parasitemia 

assexual no sangue periférico, que pode ser originado de uma recrudescência, recaída 

ou reinfecção. A reinfecção ocorrer devido a uma nova exposição ao mosquito vetor 

seguida de inoculação de esporozoítos no hospedeiro humano. A recrudescência e a 
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recaída ocorrem após o desaparecimento de uma parasitemia assexuada primária, 

oriunda de episódio de inicial (71,84,85).  

 

Atualmente não existem marcadores moleculares adequados para a determinação 

da causa da recorrência por P. vivax (72,86). Acredita-se que as recorrências homólogas 

(quando parasitas do episódio inicial e posterior são geneticamente relacionados) 

estejam associadas à recaídas ou recrudescências, em áreas de baixa transmissão, 

enquanto parasitemias heterólogas (parasitas não relacionados) seriam resultantes de 

reinfecção (87); porém, métodos de genotipagem não conseguem diferenciar 

precisamente entre recrudescência ou recaída, quando encontrada uma cepa homóloga. 

Além disso, já foi descrita que a recaída também pode ocorrer devido a cepas heterólogas  

(88) não sendo possível definir a causa do retorno da parasitemia, especialmente em 

áreas endêmicas. A dosagem dos níveis plasmáticos de CQ e DCQ, no dia da 

recorrência, podem auxiliar na detecção de resistência à CQ (74); alguns estudos já 

descreveram marcadores genéticos (microssatélites), na tentativa de fazer a distinção 

entre as causas de recorrência (89,90); existem também marcadores sorológicos que 

podem ser usados para determinar infecção recente (91); estudos recentes utilizaram 

modelagem matemática considerando o tempo de infecção e tipo de tratamento, para 

determinar a causa provável de recorrência (92,93). 

 

A recaída por P. vivax ocorre após ativação de hipnozoítos no fígado que leva a 

retorno da parasitemia sanguínea (27,71,84,85). É sabido que essa ativação pode 

demorar semanas, meses e até anos, dependendo da localidade considerada (em zonas 

temperadas, recaídas mais tardias e em zonas tropicais, recaídas precoces) (35,94). 

Estudos mostram que as recaídas são responsáveis por grande parte das recorrências 

ocasionada pelo P. vivax (92,93). A ocorrência das recaídas, apesar da realização do 

tratamento para cura radical da doença, poderia ser explicada pela resistência ao 

medicamento hipnozoiticida, a PQ (que até o momento não foi comprovada), ou devido 

às alterações farmacogenéticas/farmacocinéticas de enzimas metabolizadoras deste 

medicamento, como a enzima CYP2D6 (64,65). 

 



21 
 

 

A outra causa comum para retorno da parasitemia, a recrudescência, tem como 

origem o merozoíto, oriundo de infecção subpatente, e que volta a causar parasitemias 

detectáveis e/ou doença (71,84,85). Alguns estudos demonstraram a presença do P. 

vivax na medula óssea e no baço, e especula-se que esses locais poderiam ser 

reservatórios de P. vivax que permitiriam a volta de parasitemias sanguíneas 

(48,49,95,96). Sobre a recrudescência, é importante considerar  ainda os casos de 

persistência de parasitemia assexuada na presença de doses terapêuticas de 

esquizonticidas sanguíneos (como a CQ), que caracteriza P. vivax resistente a estas 

drogas  (71,74). 

 

A resistência de P. vivax a CQ in vivo é definida como a persistência dos estágios 

sanguíneos assexuados de P. vivax, mesmo na presença de níveis adequados de CQ e 

DCQ no sangue total (74). A resistência à CQ pelo P. vivax foi descrita pela primeira vez 

em 1989, em Papua Nova Guiné (97). Posteriormente, houve relatos de resistência na 

Oceania, Sudeste Asiático e em países da América do Sul, incluindo o Brasil (98–101). 

A resistência de P. vivax à CQ tem hoje alta prevalência na Indonésia e em Papua Nova 

Guiné (72,102) (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Mapa destacando as localidades com relato de resistência de P. vivax à CQ. 
Categoria 1: estudos onde 10% de recorrências foram no D28 independentemente da 
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confirmação de concentração adequada de CQ no sangue (sugestivo de resistência); 
Categoria 2:  estudos que relatam recorrências dentro 28 dias, onde houve presença de 
concentrações de CQ > 100nM  no sangue total (confirmativo de resistência); Categoria 
3: estudos onde 5% de recorrências foram no D28, independentemente da confirmação 
de concentração adequada de CQ no sangue total (sugestivo de resistência). Fonte: 
Adaptado de Price et al., 2014 (72). 
 

 

No Brasil, trabalhos vêm reportando a resistência do P. vivax a CQ in vivo na 

região da Amazônia (57,98–100,103). O primeiro caso confiável de P. vivax resistente à 

CQ in vivo foi o de um paciente tratado na Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor 

Vieira Dourado (FMT-HVD), em Manaus, Amazonas (98). Em outro estudo realizado 

nesta localidade, com acompanhamento clínico de 42 dias e dosagem de CQ plasmática 

em 109 pacientes com diagnóstico de P. vivax, detectou-se resistência in vivo à CQ em 

10,1% dos casos (99). Outro estudo detectou resistência em 5,2% dos pacientes tratados 

com CQ e PQ simultaneamente, acompanhados por 28 dias, com níveis plasmáticos de 

CQ e DCQ acima de 100ng/uL (100). Um estudo recente relatou uma taxa de 11% de 

resistência do P. vivax a CQ, não influenciada pela ação da PQ, que foi administrada 

somente após 42 dias de seguimento dos participantes (103). 

  

A resistência de P. vivax ex vivo ocorre quando são obtidos valores de IC50% 

maiores que 100nM de CQ, após 42hs de cultivo do P. vivax (104–106). Estudos na 

Amazônia relataram entre 9,8% e 10,7% de resistência à CQ ex vivo (107,108). Apesar 

de suas as limitações, os ensaios ex vivo são a única alternativa para o monitoramento 

da presença de cepas de P. vivax resistentes à CQ, circulantes na região. 

 

Estudo realizados com isolados do Estado do Amazonas, Brasil, que investigaram 

marcadores e mecanismos de resistência à CQ, demonstraram que pacientes com 

resistência apresentaram níveis de expressão aumentados (6,1 vezes do gene pvcrt-o e 

2,4 vezes do gene pvmdr-1) quando comparados ao grupo suscetível (57) e ainda, que 

isolados resistentes a CQ apresentaram múltiplas cópias do gene pvcrt-o em comparação 

com isolados sensíveis (56). 
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Mesmo não sendo possível determinar com precisão a origem da recorrência 

causada pelo P. vivax, detectar esse fenômeno é importante para a avaliação da eficácia 

de drogas antimaláricas. Em muitas localidades são relatadas recorrências precoces pelo 

P. vivax (72,102) que estariam fortemente associadas a falha terapêutica, causada por 

resistência parasitária ou por problemas na metabolização de antimaláricos. Como já 

mencionado, critérios como dosagem dos níveis de CQ e DCQ no plasma de pacientes, 

análise de marcadores moleculares que determinam relação genética entre parasitas do 

episódio inicial e episódio recorrente, e ausência de problemas na metabolização da 

droga pelas CYPs, são fatores considerados em muitos estudos, como requisitos para 

afirmar a presença de P. vivax resistente à CQ. Quando não é possível mensurar todos 

esses determinantes o termo recorrência precoce vem sendo utilizado para sinalizar 

retorno de parasitemia assexual em até 28 dias após episódio inicial; é discutido ainda 

que, devido a meia vida longa da CQ e sua ação esquizonticida sanguínea, poderia-se 

classificar a recorrência precoce como resistência, independentemente de sua origem 

(72,74,109). 

 

1.6 Farmacogenética 

 

1.6.1 Farmacogenética das CYPs 

 

As CYPs são uma superfamília de enzimas essenciais para a 

produção/degradação de compostos endógenos e metabolização de xenobióticos (110). 

As CYPs catalisam vários tipos de reações, como por exemplo, oxirredução, hidroxilação, 

oxigenação, desalquilação, epoxidação, dessaturação, dentre outras (111,112). As CYPs 

estão presentes em muitos tecidos, mas as maiores concentrações estão no fígado e no 

intestino delgado (113,114). 

 

Com relação a atividade sobre compostos endógenos, esta envolve  

principalmente a produção de hormônios esteroides, prostaglandinas e ácidos biliares 

(115). Em relação aos xenobióticos, as CYPs são responsáveis pela biotransformação 

de 80% das drogas de uso clínico  (113,116). Além disso, fatores como idade, sexo, etnia, 
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presença de doenças, inflamação, presença de substâncias indutoras ou inibidoras, 

também podem influenciar na expressão ou atividade enzimática das CYPs 

(113,114,117–119). 

 

Estudos relatam a presença de 57 genes codificadores de CYPs em humanos, e 

58 pseudogenes; esses genes são distribuídos em 18 famílias e 44 subfamílias, baseado 

na semelhança entre suas sequências (120,121). Esses genes têm grande variabilidade, 

caracterizada pela ocorrência de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) e variações 

do número de cópias gênicas, as CNV (deleções, duplicações e multiplicações). As 

variantes dos genes das CYPs são denominadas de alelo estrela (*), e estão registradas 

na base de dados Human CYP Allele Nomenclature Database, atualmente gerenciada 

pelo Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium (122). Dentre as enzimas que 

apresentam maior variabilidade genética, podem-se citar CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9, 

CYP2A6 e CYP2B6 (113,123–125). 

 

Os alelos estrela podem ser classificados como nulos, de função normal, de função 

aumentada ou de função diminuída, e a partir dos diplótipos determinados pelos alelos, 

é possível predizer o fenótipo enzimático, como metabolizador lento (indivíduos 

homozigotos ou heterozigotos de um alelo de função nula); metabolizador intermediário 

(indivíduos com um alelo de função normal e um alelo de função diminuída), 

metabolizador normal ou extensivo e metabolizador ultrarrápido (indivíduos com alelos 

de função aumentada) (113,119). 

 

Para compreensão da influência das variantes dos genes de CYPs sobre a 

metabolização e a resposta à medicamentos, é necessário considerar as características 

farmacológicas de drogas e metabólitos. A presença de alelos associados a baixa 

atividade enzimática levará a biotransformação reduzida e aumento das concentrações 

do fármaco no plasma (podendo levar a reações adversas e toxicidade), enquanto a 

presença de alelos associados a metabolização rápida levará ao aumento do clearance 

e menores concentrações plasmáticas dos medicamentos (podendo resultar em falha 

terapêutica). No caso de uma pró-droga (o metabólito da droga é quem tem ação 
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farmacológica), ocorre efeito inverso, as alterações no fenótipo enzimático por alelos de 

perda de função levarão à falha no tratamento e, a presença de alelos associados a 

metabolização rápida, pode ocasionar toxicidade. 

 

A revisão da literatura sobre farmacogenética das CYPs aponta que nem sempre 

há um impacto das variantes alteradas na resposta clínica e na eficácia de drogas; 

estudos indicam que não é regra a correlação entre genótipo encontrado e fenótipo 

enzimático, e estimam 50% de erros de previsão, principalmente quando se consideram 

genes muito polimórficos, como o da enzima CYP2D6 (126–129). Sendo assim, o 

fenótipo predito pelo genótipo pode não corresponder a atividade enzimática real, pois, 

além da ocorrência de SNPs e CNV, a expressão das enzimas podem sofrer influência 

de mecanismos celulares naturais, como o splicing de genes, SNPs em regiões 

promotoras, características epigenéticas e controle de expressão gênica por RNAs 

regulatórios (129). 

 

Nesse contexto, pode-se considerar que as técnicas para fenotipagem das CYPs 

são mais fidedignas, pois mensuram a atividade metabólica in vitro utilizando culturas de 

hepatócitos, ou in vivo, utilizando sondas de droga específicas para a enzima da qual se 

quer avaliar a função, seguida de técnicas como cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC) e espectrometria de massas, para determinar níveis de droga e perfil 

farmacocinético (130–132). Porém, devido ao custo dessas análises, a genotipagem de 

CYPs utilizando ensaios de discriminação alélica por PCR em tempo real, ainda é a forma 

mais utilizada para estudar e predizer o fenótipo enzimático, por ser mais simples, rápido 

e relativamente mais barato. 

 

Um outro fator que pode ter papel importante na atividade das CYPs é a 

inflamação (117,133–136). Já foi verificada alteração na função das CYPs durante o 

status inflamatório ocasionado pelo câncer e pela insuficiência cardíaca (137,138). A 

presença de citocinas pró-inflamatórias como a IL-1β, TNF-α e IL-6, induzem mudanças 

na expressão gênica e resultam em regulação negativa das CYPs, aumentando a 

concentração plasmática de drogas e o risco de reações adversas (139,140). Uma das 
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subfamílias que parece ser mais afetada pela condição inflamatória é a CYP3A, 

especialmente a enzima CYP3A4, que já teve sua diminuição de atividade relacionada a 

presença de níveis altos de IL-6 (134,140).  

 

Para as doenças infecciosas, estudos mostraram a influência do status 

inflamatório na atividade de CYPs durante a malária por P. falciparum (CYP1A2 e família 

CYP3A) (141–143). Estudos utilizando modelos murinos para malária também 

verificaram inibição de CYPs na presença de infecção/inflamação, destacando-se a 

CYP1A2 e a CYP2E1 (144–146). Estudo recente, utilizando métodos de fenotipagem, 

relatou a inibição de CYP3A4 e CYP2C19 em pacientes com leishmaniose visceral, 

sendo a atividade das enzimas restaurada após a quimioterapia (147). 

 

Condições como infecção pelo vírus hepatite, vírus HIV, vacinação contra o vírus 

Influenza também já foram descritas como resultando em diminuição da atividade de 

CYP2A6, CYP1A2 e CYP2D6, respectivamente (148–150), Infecções bacterianas, 

inflamação consequente de síndromes metabólicas e de doenças crônicas também 

podem alterar a atividade das CYPs (151). 

 

Devido à potencial influência da farmacogenética das CYPs na resposta aos 

medicamentos, organizações como o Clinical Pharmacogenetics Implementation 

Consortium (CPIC), Dutch Pharmacogenetics Working Group (DPWG) e a 

Pharmacogenomics Knowledgebase (PharmGKB) avaliam evidências de influência entre 

variantes das CYPs e resposta às drogas, e publicam recomendações baseadas nessas 

evidências para auxiliar no manejo terapêutico de pacientes (152,153). Medicamentos 

como a varfarina, tamoxifeno, codeína e amitriptilina são exemplos de substâncias para 

as quais podem ser recomendados testes farmacogenéticos para orientar a dosagem 

administrada aos pacientes (114,129). 

  

1.6.2 Enzima CYP2C8 

 

A enzima CYP2C8 é codificada pelo gene CYP2C8, que está localizado no 
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cromossomo 10q24, no cluster 2C. O gene CYP2C8 possui 9 éxons e uma região de 

31Kb e possui cerca de 70% de homologia com o gene CYP2C9 (154,155) (Figura 5). 

 

A CYP2C8 possui peso molecular de aproximadamente 54 kDa, uma grande 

cavidade em seu sítio ativo e pode acomodar uma variedade de substratos (156). A 

presença da enzima já foi detectada em hepatócitos e em outros tecidos, como coração, 

rim, ductos salivares, intestino, células corticais adrenais e amígdalas (157). Dentre os 

medicamentos metabolizados pela enzima incluem-se a antimaláricos (amodiaquina e 

cloroquina), anti-câncer (imatinibe, paclitaxel), o anti-diarreico loperamida, o anti-

leucotrieno montelucaste, hipoglicemiantes (pioglitazona, repaglinida, rosiglitazona),  

hipolipêmicos (como a cerivastatina), anti-inflamatórios  (como a desloratadina) e 

antihistamínicos (como o dicoflenaco), por exemplo (158,159). 

 

Existem muitos SNPs, deleções curtas e variantes que foram encontrados no gene 

CYP2C8, mas apenas algumas delas são associadas à variabilidade funcional da 

enzima, destacando-se os alelos CYP2C8*2, CYP2C8*3 e CYP2C8*4, cujas frequências 

variam de acordo características inter-étnicas e geográficas (160,161). 

  

A variante CYP2C8*2 ocorre com frequência variando de 10% a 37% em africanos, 

sendo raro ou ausente nos países asiáticos, em populações européias e populações 

americanas misturadas. A variante CYP2C8*3 consiste em dois SNPs não sinônimos, 

que estão em equilíbrio de ligação; em indivíduos com ascendência européia, a 

frequência desta variante é cerca de 11% no sul da Ásia e nas populações americanas 

miscigenadas, a frequência do alelo é de cerca de 4% e 7%, respectivamente, enquanto 

nas populações africanas, possui frequência baixa. A variante CYP2C8*4 é mais comum 

em Europeus do que em outras populações (158,159,161). 
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Figura 5. Cluster de CYP2C, localizado no cromossomo 10, e variantes frequentes de 
CYP2C8 associadas a alteração do fenótipo enzimático. Fonte: Adaptado de Backman et 
al., 2016 (158). 

 

O significado clínico da farmacogenética do CYP2C8 é controverso para muitos 

medicamentos. A maioria dos estudos in vitro sugeriu que os alelos 2C8*2, 2C8*3 e 

2C8*4 resultam em função reduzida de CYP2C8; já foi relatada diminuição do 

metabolismo da cerivastatina, repaglinida, paclitaxel e rosiglitazona, em indivíduos que 

carreavam o alelo 2C8*3 (158,162–164). 

 

A variante 2C8*3 foi associada com uma redução de 80% na metabolização do 

paclitaxel e 40% do ácido araquidônico (165). Em relação a variante 2C8*2, estudos 

realizados com o paclitaxel mostraram dados divergentes em relação a presença da 

variante e alterações farmacocinéticas da droga; indivíduos heterozigotos para essa 

variante tinham taxas menores de eliminação do paclitaxel (166–168). 
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Foram feitos ainda estudos sobre as variantes de CYP2C8 e impacto na 

metabolização de medicamentos como a repaglinida, rosiglitazona e pioglitazona, onde 

também foram encontrados resultados controversos. A variante 2C8*3 foi associada a 

maior metabolização da pioglitazona (169) e em outros trabalhos, essa variante foi 

associada a maior eliminação dos medicamentos e níveis plasmáticos mais baixos em 

comparação com carreadores da variante do tipo selvagem (2C8*1)  (162,170). Outro 

trabalho indicou que 2C8*3 não afetou a farmacocinética ou a farmacodinâmica da 

repaglinida (171). Portanto, o impacto das variantes de CYP2C8 na farmacocinética 

destes medicamentos não está esclarecida. Já foi descrito que outras variantes alélicas 

inativas mais raras, como 2C8*5, 2C8*7 e 2C8*11 podem aumentar o risco de reações 

adversas aos medicamentos (158,160,161). 

 

Tabela 1. Variantes alélicas que podem alterar o fenótipo de CYP2C8 (citadas no texto). 

Variante Polimorfismo Efeito dbSNP ID Fenótipo enzimático 

2C8*2 805A> T Ile269Phe rs11572103  Indeterminado 

2C8*3 416G> A Arg139Lys rs11572080  Indeterminado 

2C8*4 792C>G Ile264Met rs1058930 Indeterminado 

2C8*5 2189delA Frameshift rs72558196 Nulo 

2C8*7 4517C>T  Arg186X rs72558195 Nulo 

2C8*11 23452G>T  Glu274X rs78637571 Nulo 

Fonte: The Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium (172). 

 

 

A enzima CYP2C8 também foi descrita como participante na metabolização de 

drogas antimaláricas. A metabolização da amodiaquina (AQ) é muito utilizada para 

fenotipagem in vitro da atividade da enzima por causa da alta afinidade da mesma com 

esse substrato (173). Indivíduos que carreavam a variante 2C8*2 apresentaram menor 

metabolização da AQ em metabólito ativo, N-desetilamodiaquina (174). Já foi 

demonstrado que a CQ também é biotransformada por CYP2C8, e pelas enzimas 

CYP3A4 e CYP3A5, com uma pequena contribuição de CYP2D6, in vitro  (77,175). Além 

disso, a CYP2C8 também parece ter participação no metabolismo in vitro da dapsona, 

halofantrina e piperaquina (158,176,177). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=67666821
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs72558195
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs78637571
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1.6.3 Enzima CYP3A4 

 

A CYP3A4 é uma das isoformas mais estudadas do CYP450, pois está envolvida 

na oxidação de mais da metade dos medicamentos de uso clínico. A família CYP3 

consiste apenas em uma subfamília, a CYP3A, localizada no cromossomo 7q22.1, com 

tamanho de 231kb. Compreende os genes CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 e CYP3A43. A 

expressão das três últimas isoformas é menor em comparação com a de CYP3A4 

(178,179). Os genes CYP3A4 e CYP3A5 apresentam alto grau de homologia, e as 

enzimas correspondentes, possuem especificidade semelhante em relação aos 

substratos (180,181) (Figura 6). 

 

 

 

 

Figura 6. Cluster de CYP3A localizado no cromossomo 7.  CYP3A4, CYP3A7, CYP3A5 
e CYP3A43 são genes funcionais; CYP3AP1 e CYP3AP2 são pseudogenes. Fonte: 
Adaptado de Lolodi et al., 2017 (182). 
 

 

A enzima CYP3A4 é predominante no fígado de adultos e no intestino delgado; 

possui grande variedade de substratos, pois pode acomodar e metabolizar compostos de 

diferentes tamanhos e estrutura química, permitindo ainda a ligação simultânea de 

substratos, preferencialmente com características lipofílicas (182–184). 

 

CYP3A4 tem papel importante na geração de esteróides endógenos, incluindo 

testosterona, progesterona, androstenediona, cortisol e ácidos biliares; como 

medicamentos que são substratos do CYP3A4, tem-se por exemplo os antibióticos 

macrolídeos (como a eritromicina), antidepressivos, drogas anticâncer (incluindo 

paclitaxel, ifosfamida e tamoxifeno), benzodiazepínicos, estatinas, opióides, anti-fúngicos 

(cetoconazol, fluconazol), anti-hipertensivos (nicardipina e diltiazem), entre outros 
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(113,182). As drogas mais utilizadas como sonda para medição da atividade da família 

CYP3A, seriam os anti-depressivos midazolam ou alprazolam, a eritromicina, e o 

dextrometorfano (anti-tussígeno) (185). 

 

Com relação às variantes genéticas do CYP3A4, têm-se o alelo do tipo selvagem 

CYP3A4*1A, que o predominante na população em geral; a variante CYP3A4*1B está 

presente em populações afro-americanas (66%), européias (4%) e asiáticas (0%). Não 

está esclarecida a relação entre a presença dessa variante e o fenótipo enzimático 

(113,159,161,186). Variantes mais raras já foram descritas como associadas à alteração 

na expressão de CYP3A4 ou na farmacocinética de drogas metabolizadas pela enzima, 

podendo-se citar as variantes CYP3A4*20 e CYP3A4*22 (182,187,188). 

 

Os principais estudos publicados sobre o impacto clínico de 3A4*1B dizem 

respeito à sua influência no risco ou progressão do câncer. A presença da variante foi 

associada com grau mais elevado de câncer de próstata e também à progressão de 

hipertrofia prostática benigna para câncer (189,190); houve associação entre a 

ocorrência de 3A4*1B e leucemia, após terapia medicamentosa com drogas que são 

substratos da subfamília CYP3A (191,192). Apesar desses dados, estudos posteriores 

demonstraram resultados divergentes, e até o momento não se conseguiu estabelecer 

um efeito funcional dessa variante na atividade da enzima, in vivo ou in vitro (193–197). 

 

Tabela 2. Variantes alélicas que podem alterar o fenótipo de CYP3A4 (citadas no texto). 

 

Variante Polimorfismo Efeito dbSNP ID Fenótipo enzimático 

3A4*1B -392A>G 
Polimorfismo em 
Promotor 

rs2740574 Indeterminado 

3A4*20 25889_25890insA Frameshift rs67666821 Nulo 

3A4*22 15389C>T 

Polimorfismo 
Intrônico 

rs35599367 Diminuído 

Fonte: The Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium (172). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=67666821
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=67666821
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=35599367
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1.6.4 Enzima CYP3A5 

 

Sabe-se que as enzimas CYP3A5 e CYP3A4 possuem similaridade estrutural e 

têm funções muito semelhantes, apesar de a estrutura da CYP3A5 não estar 

completamente elucidada. O gene da CYP3A5 está localizado no cromossomo 7q22.1 e 

possui nove éxons (198). Já foi descrito que a seletividade de CYP3A5 ao substrato é 

maior do que a do CYP3A4, e contribui significativamente para a atividade metabólica 

executada pela família CYP3A, principalmente em tecidos extra-hepáticos (199). 

 

A CYP3A5 é expressa no fígado, rins e pulmões (182,200). Muitas substâncias 

endógenas e drogas que são metabolizados por CYP3A4  também o são por essa 

enzima, incluindo medicamentos imunossupressores como a ciclosporina, tacrolimo, 

sirolimo, everolimo e corticosteróides (181,201,202). O tacrolimo, o anti-câncer 

vincristina, o midazolam e o anestésico lidocaína são preferencialmente metabolizados 

pela CYP3A5 (182,203,204). 

 

O gene CYP3A5 possui muitas variantes alélicas. O alelo do tipo selvagem é o 

CYP3A5*1. A variante CYP3A5*3, não funcional, é a mais comum e melhor estudada 

sendo comum em populações americanas misturadas, europeus e asiáticos, com uma 

frequência de aproximadamente 80%, 94%, 70% respectivamente. CYP3A5*6 e 

CYP3A5*7 são outros alelos não funcionais raros, mas que podem ocorrem em 

populações com ascendência com frequências 15% e 10%, respectivamente 

(113,159,161,198). 

 

Tabela 3. Variantes alélicas que podem alterar o fenótipo de CYP3A5 (citadas no texto). 

Variante Polimorfismo Efeito dbSNP ID Fenótipo enzimático 

3A5*3  6986A> G  
Defeito no 
splicing 

rs776746 Diminuído 

3A5*6 14690G>A 
Defeito no 
splicing 

rs10264272 Nulo ou diminuído 
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Fonte: The Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium (172). 

 

 

A evidência mais forte sobre o impacto da farmacogenética do CYP3A5 na 

resposta clínica às drogas é relacionada ao tacrolimo; indivíduos que expressam CYP3A5 

apresentam eliminação mais alta da droga dos que aqueles que não expressam  (205). 

A literatura indica divergências entre estudos avaliando o genótipo de CYP3A5 e 

metabolização de estatinas, que mostraram pior resposta em indivíduos que expressam 

CYP3A5 e em indivíduos que não expressam CYP3A5 (206,207). 

 

1.6.5 Enzima CYP2D6 

 

A  enzima CYP2D6 contribui para o metabolismo de cerca de 25% das drogas de 

uso clínico (159,208). O gene CYP2D6 está localizado no cromossomo 22q13.1 

possuindo 9 éxons (113,209). Existem mais de 100 variantes alélicas do gene 

contemplando SNPs e variação no número de cópias (incluindo deleções, duplicações e 

multiplicações); também é possível a ocorrência de rearranjos gênicos, que ficam com a 

sequência bastante similar a de CYP2D6, assim como os pseudogenes presentes no 

locus. Todas essas variações tornam análise dos genótipos e predição de fenótipos 

dessa enzima bastante complexa (125). 

 

A expressão da enzima foi demonstrada no fígado e em outras porções do trato 

gastrointestinal, além do cérebro humano (113,210). Os substratos da CYP2D6 incluem 

antidepressivos tricíclicos, inibidores da recaptação de serotonina (paroxetina, fluoxetina, 

fluvoxamina), outros antipsicóticos (venlafaxina, aripiprazol, risperidona), opióides 

(codeína, tramadol, oxicodona), antieméticos (ondansetron, tropisetron), o antimalárico 

PQ, o tamoxifeno e medicamentos para distúrbios cardiovasculares (metoprolol, timolol, 

propafenona) (113,159). Como exemplos de drogas que podem ser utilizadas como 

sonda fenotípica para avaliação da atividade da enzima, destacam-se o beta-bloqueador 

3A5*7 27131_27132insT Frameshift rs41303343 Inderteminado 
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metoprolol,  o dextrometorfano e o tramadol (211). 

 

 

Figura 7. Cluster de CYP2D6, localizado no cromossomo 22, e SNPs associados a 
alteração do fenótipo enzimático. Fonte: Adaptado de Koch et al., 2004 (212). 
 

 

Os alelos do gene CYP2D6 podem ser agrupados de acordo com sua 

funcionalidade, atribuindo-se valores a cada alelo para calcular um escore de atividade 

(AS) da enzima a partir do diplótipo do indivíduo: alelos nulos (valor = 0) (*3, *4, *4xN, *5, 

*6, *7, *8, *11, *12, *36, *40, *42, *56); alelo de função muito reduzida (valor = 0,25) (*10) 

(213); alelos de função reduzida (valor = 0,5) (*9, *17, *29, *41, *44, *49); alelos de função 

normal (valor = 1) (*1, *2, *35, *43, *45); e alelos de função aumentada (valor = 2) (*1xN, 

*2xN). Para o cálculo do AS deve considerar ainda a variação no número de cópias do 

gene. O fenótipo predito pelos diplótipos pode ser classificado em metabolizador lento, 

intermediário, normal ou ultrarrápido (125,214). 

 

Tabela 4. Polimorfismos frequentemente utilizados para genotipagem de CYP2D6. 

 

Polimorfismo dbSNP ID Efeito no gene Variante 

2549delA rs35742686 
T/- 
Inserção/Deleção 

*3 

100C>T rs1065852 
A/G 
Transição Substituição 

*4 e *10 
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1846G>A rs3892097 
C/T 
Transição Substituição 

*4 

4180G>C rs1135840 
C/G 
Transversão Substituição 

*2, *4, *10, *17, 
*29, *35, *39, *41 

2988G>A rs28371725 
C/T 
Transição Substituição 

*41 

3183G>A rs59421388 
C/T 
Transição Substituição 

*29 

-1584C>G rs1080985 
G/C 
Transversão Substituição 

*2, *35 e *41 

2615_2617del 
AAG 

rs5030656 
CTT/- 
Inserção/Deleção 

*9 

31G>A rs769258 
C/T 
Transição Substituição 

*35 

1023C>T rs28371706 
G/A 
Transição Substituição 

*17 

2850C>T rs16947 
A/G 
Transição Substituição 

*2, *17, *34, *29, 
*35, e *41 

Fonte: The Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium (172). 

 

 

A frequência dos alelos de CYP2D6 varia entre as populações. O alelo CYP2D6*2, 

de função normal, e a variante nula CYP2D6*4 ocorrem na Europa, África, Sul da Ásia e 

populações americanas misturadas, com frequências alélicas de 27%, 36%, 12% e 16%, 

respectivamente; outros alelos de função nula, CYP2D6*3 e CYP2D6*6 são encontrados 

em indivíduos com ascendência européia (2 e 4%, respectivamente). A variante 

CYP2D6*10 (função muito reduzida) possui 50% de frequência em Asiáticos. O alelo 

CYP2D6*14 é encontrado em populações do leste asiático (2%), enquanto os alelos 

CYP2D6*17, CYP2D6*29 e CYP2D6*43 são encontrados em populações africanas (20%, 

9% e 2%, respectivamente). O alelo de função diminuída CYP2D6*41 tem frequência de 

10% em caucasianos. Os alelos CYP2D6*1xN e CYP2D6*2xN (função aumentada) 

ocorrem com frequências de 1% a 2% em brancos e asiáticos, mas em certas populações 

africanas, a frequência pode ser de até 29%. A variante CYP2D6*5 (indicadora de 

deleção no gene) tem uma frequência que varia de 1% a 7% na população em geral 

(113,159,161,214). 
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Tabela 5. Variantes alelicas de CYP2D6 presentes na população brasileira. 

 

Variante Polimorfismos Fenótipo enzimático 

2D6*1 Alelo referência Normal 

2D6*2 4180G>C; -1584C>G; 2850C>T Normal 

2D6*3 2549delA Nulo 

2D6*4 100C>T; 1846G>A; 4180G>C Nulo 

2D6*5 Deleção do gene Nulo 

2D6*9 2615_2617delAAG Diminuído 

2D6*10 100C>T; 4180G>C Diminuído 

2D6*17 1023C>T; 2850C>T; 4180G>C Diminuído 

2D6*29 2850C>T; 3183G>A; 4180G>C Diminuído 

2D6*34 2850C>T Normal 

2D6*35 -1584C>G; 31G>A; 2850C>T; 4180G>C Normal 

2D6*39 4180G>C Normal 

2D6*41 2850C>T; 4180G>C; 2988G>A Diminuído  

2D6*_XN Amplificação do gene Alelo dependente 

Fonte: Friedrich et al., 2014 (215); The Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium 

(172). 

 

 

Com relação ao impacto das variantes de CYP2D6 na resposta aos 

medicamentos, estudos com codeína, antipsicóticos, agentes anti-câncer e, mais 

recentemente, antimaláricos, vêm sendo realizados, onde associam-se os fenótipos de 

metabolização lenta ou ultrarrápida a falha terapêutica ou ocorrência de reações 

adversas. No entanto, para certos medicamentos, existem muitos dados divergentes 

sobre a real influência das variantes encontradas na resposta clínica 

(65,113,159,216,217). 

 

Em relação a medicamentos como a codeína, oxicodona e tramadol, estudos que 

realizaram a análise de genótipos de CYP2D6 demonstraram que os mesmos podem 
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afetar a eficácia e segurança da droga; trabalhos realizados com indivíduos tratados com 

estes opióides, que possuíam genótipos associados a metabolização lenta para CYP2D6, 

relataram que não houve o efeito analgésico esperado pelo uso dos medicamentos, ao 

mesmo tempo em que observaram intoxicação em pacientes que possuíam genótipo 

contendo multiplicações gênicas (218–222). 

 

Em relação às drogas como o metoprolol, timolol e propafenona, assim como para 

medicamentos antidepressivos e antipsicóticos, foram encontrados resultados 

controversos sobre os efeitos das variantes genéticas na resposta clínica (223–230). 

Estudos realizados com o tamoxifeno indicaram que pacientes com câncer de mama pós-

menopausa, e com fenótipo de metabolização lenta de CYP2D6 foram menos 

beneficiados pela terapia com o medicamento já que os metabólitos gerados pela enzima 

é que são os responsáveis pelo efeito farmacológico (231,232). 

 

Recentemente, o metabolismo do antimalárico PQ vêm sendo muito estudado, 

pela associação entre genótipos que levam a baixa atividade enzimática e ineficácia do 

tratamento hipnozoiticida, causando as recaídas da malária por P. vivax (64,66–69). 

Pybus e cols., em 2012 demonstrou que o metabolismo da PQ ocorre por duas vias, a da 

CYP2D6 e a da monoamino oxidase (MAO-A); outros estudos demonstraram que as 

enzimas CYP2D6, MAO-A, CYP1A2, CYP2C19 e CYP3A4 (em ordem de atividade) 

apresentaram capacidade de metabolizar a PQ (233–235). 

 

1.6.6. Enzima CYP2C19 

 

A CYP2C19 contribui para metabolização de importantes drogas de uso clínico. A 

farmacogenética do CYP2C19 já foi bem explorada e o impacto clínico em relação a 

biotransformação de algumas drogas é bem estabelecido. O gene de CYP2C19 está 

localizado no cromossomo 10q23.33 e possui grande variabilidade (236–239) (Figura 8). 
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Figura 8. Representação da estrutura do gene CYP2C19. Variantes associadas à perda 
de função (*2, *3,*4, *5, *6, *7 e *8) e de variante associada ao ganho de função (*17). 
Fonte: Adaptado de Scott et al., 2012 (238). 
 

 

A enzima está presente predominantemente no fígado, mas também é encontrada 

no intestino. Dentre os medicamentos que são metabolizados pela CYP2C19, podem-se 

citar os antidepressivos, benzodiazepínicos, o anti-convulsivante mefenitoína, inibidores 

da bomba de prótons, o anti-trombótico clopidogrel, o antimalárico proguanil e o anti-

fúngico voriconazol (113,240–242). 

 

O gene CYP2C19 possui 35 haplótipos definidos. Dentre as variantes mais 

estudadas, tem-se a de função nula CYP2C19*2, que ocorre com frequência de 18% em 

Africanos e Europeus e maior que 30% em Asiáticos; a variante CYP2C19*3, também de 

função nula, que ocorre nas populações asiáticas com frequência de 7%; e o alelo 

CYP2C19*17, que resulta em aumento da expressão gênica da proteína e possui 

frequência de 23% em europeus e africanos e é menos presente em americanos e 

asiáticos (12% a 14%) (113,161,238).  

 

Em relação a influência de genótipos e fenótipos de CYP2C19 na resposta a 

drogas, os principais estudos são referentes aos medicamentos clopidogrel, 

antidepressivos e inibidores da bomba de prótons (113,159,238). A pró-droga clopidrogrel 

precisa ser metabolizada em substância ativa, com participação da CYP2C19 neste 

processo (243). Estudos demonstraram que a  biotransformação do clopidogrel é alterada 
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em indivíduos metabolizadores lentos para CYP2C19, que apresentam menores 

concentrações de metabólito ativo do que indivíduos com fenótipo de metabolização 

normal; outros estudos com pacientes síndrome coronariana também associaram os 

genótipos de CYP2C19 com reações adversas ao clopidogrel  (238,244,245). 

 

Vários estudos também já indicaram que fenótipos metabolizadores ultrarrápidos 

e lentos da enzima podem gerar falha terapêutica ou aumento dos efeitos colaterais de 

medicamentos como antidepressivos tricíclicos (como a amitriptilina, clomipramina, 

doxepina e imipramina) e inibidores da recaptação de serotonina (como citalopram e 

sertralina) (246–249). 

 

Em relação aos medicamentos inibidores da bomba de prótons (como o omeprazol 

e pantoprazol), já foi descrito que os genótipos de CYP2C19 também podem alterar a 

eficácia desses medicamentos; estudos realizados na Ásia demonstrou que pacientes 

com infecção por Helicobacter pilory, com fenótipo de metabolização lenta para 

CYP2C19 foram beneficiados pelo retardo na metabolização da droga, como maior efeito 

sobre o pH intragástrico (250,251). Indivíduos metabolizadores ultrarrápidos pela 

CYP2C19 exibiram falha no tratamento contra esta infecção  (252,253).  

 

Tabela 6. Variantes alélicas que podem alterar o fenótipo de CYP2C19 (citadas no  texto). 

 

Fonte: The Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium (172). 

 

 

Variante Polimorfismo Efeito dbSNP ID Fenótipo enzimático 

2C19*2  681G> A 
Defeito no 
splicing 

rs4244285 Nulo 

2C19*3 636G> A Trp212X rs4986893 Nulo 

2C19*17 -806C> T 
Gene 
Upregulado 

rs12248560 Aumentado 
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1.7 CYPs e recorrência de malária 

 

Atualmente a farmacogenética de antimaláricos vem sendo bastante explorada, 

por ser uma possibilidade de elucidar mecanismos de falha terapêutica que alguns 

indivíduos apresentam após o uso desses medicamentos (254,255). As variações 

resultantes nas concentrações plasmáticas dos fármacos podem levar a diminuição da 

eficácia ou toxicidade em pacientes. Trabalhos vem demonstrando que alterações nas 

CYPs e em transportadores de droga podem contribuir para a variação na resposta aos 

antimaláricos (influenciando na recrudescência, recaída ou resistência). 

(64,66,68,254,256). 

 

Estudos já associaram a presença de alelos função nula ou reduzida e de fenótipos 

de atividade enzimática diminuída à resposta alterada da terapia com PQ (64,66,67,69). 

Estudo realizado no Brasil, avaliando genótipos de CYP2D6 e recaídas de malária por P. 

vivax, demonstrou que a presença de polimorfismos no gene (associados a fenótipo 

predito de metabolização lenta e intermediária da enzima) estão implicados na falha do 

tratamento com o hipnozoiticida e poderiam explicar as recaídas pelo P. vivax 

apresentadas pelos pacientes (66) .  

 

Um estudo de coorte retrospectiva realizado com militares que retornaram de 

missões em Papua Nova Guiné e Timor leste, e que utilizam terapia anti-recaída com a 

PQ demonstrou uma maior frequência de alelos de função nula naqueles que tiveram 

recaída de malária por P. vivax do que nos que não apresentaram recaída (p<0.001); no 

entanto não houve diferença significativa entre os fenótipos preditos de CYP2D6 (p=0.39) 

e nem no AS (p=0.165) entre os grupos (69). 

 

Outro estudo, de caso controle, que foi realizado após um estudo de coorte com 

indivíduos que estiveram na Indonésia e foram tratados com PQ, analisou genótipos 

associados a atividade prejudicada de CYP2D6, além de seu fenótipo enzimático, com a 

falha terapêutica e encontrou que indivíduos possuindo AS≤1,0 tinham 9 vezes mais risco 

de recaída que indivíduos com AS>1; a partir da dosagem de sonda fenotípica 
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administrada aos pacientes, foi verificado que aqueles com razão metabólito/droga > -1 

(correspondente a baixa atividade metabólica) tinham 18 vezes mais risco de apresentar 

recaída (68). 

 

Estudo realizado na Amazônia Brasileira investigou o risco de recorrência por P. 

vivax e sua relação com genótipos de CYP2D6, avaliando a presença de 9 SNPs para 

determinação de haplótipos e fenótipos preditos. Os resultados apontaram a associação 

entre os polimorfismos associados a metabolização lenta e aumento do risco recorrência 

da malária por P. vivax, após terapia simultânea com CQ e PQ. O estudo não encontrou 

associação entre o AS determinado pelos genótipos e o tempo para recorrência (67). 

 

 A CQ é metabolizada pelas enzimas CYP2C8, CYP3A4, CYP3A5, de acordo com 

o que demonstraram estudos in vitro e, em menor grau, por CYP2D6, embora a 

contribuição desta enzima in vivo não esteja totalmente esclarecida  (77,175). Alguns 

trabalhos tentaram associar alterações no genótipo dessas enzimas com a 

farmacocinética e resposta clínica a CQ in vivo (66,256–258). 

 

 Estudo realizado em Burkina-faso, com pacientes com malária por P. falciparum, 

buscou investigar se a genética do hospedeiro influenciaria na seleção de parasitas 

resistentes ao tratamento com CQ e comparou a resistência parasitária entre indivíduos, 

considerando os genes CYP2C8 e CYP3A4. A análise demonstrou associação entre a 

variante 2C8*2 (relacionada ao fenótipo de metabolização lenta pela enzima) e infecções 

por P. falciparum resistente à CQ (definidas pela presença de mutações nos genes pfcrt 

e pfmdr-1) (p=0,008) (256). 

 

 Um outro estudo, utilizando dados de falha no tratamento com AQ por pacientes 

com P. falciparum, em Zanzibar, quis associar as variantes 2C8*2 e 2C8*3 à presença 

de infecções com parasitas resistentes (defininidas pela presença de SNPs no gene 

pfmdr-1). Foi demonstrado que carreadores da variante 2C8*3 tiveram maior frequência 

de infecções por P. falciparum possuindo o pfmdr-1 mutante, em comparação com o 

grupo possuindo genótipo selvagem (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) (257). Outros 
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trabalhos publicados anteriormente, também no continente Africano, não encontraram 

associação entre variantes de baixa atividade de CYP2C8 e resposta ao tratamento com 

AQ (174,259). 

 

Sortica e cols.  demonstraram em estudo realizado no Estado do Pará, que após 

tratamento simultâneo com CQ e PQ, indivíduos homozigotos para as variantes alélicas 

de baixa atividade enzimática, 2C8*2, 2C8*3 ou 2C8*4, tiveram uma menor taxa de 

clearance de gametócitos que indivíduos sem esse genótipo (p=0,007). O estudo sugere 

ainda uma influência de genótipos de baixa atividade de CYP2C9 e CYP3A5 na resposta 

tratamento antimalárico (258).  

 

No estudo de Silvino e cols, polimorfismos em CYP2C8 (variantes 2C8*2 e 2C8*3) 

foram associados à falha terapêutica, causando recorrência por P. vivax; os pacientes 

apresentaram recaída, em média, 42 dias após o episódio inicial ou abaixo dos 42 dias 

de seguimento (53,3% e 19,3%, respectivamente) (P = 0,038). O estudo não realizou 

dosagem dos níveis de CQ ou PQ, mas sugeriu que a baixa atividade de CYP2C8, predita 

pelo genótipo, interferiu nos níveis de CQ e ocasionou recorrência precoce, podendo 

tratar-se inclusive de cepas resistentes ao medicamento (66) 

 

Apesar dos estudos citados, ainda há uma escassez de dados no Brasil sobre a 

influência de polimorfismos em genes codificadores de CYPs e resposta ao regime 

terapêutico antimalárico adotado no país. As recorrências ocasionadas pelo P. vivax 

podem ocorrer, em muitos indivíduos, pela atividade enzimática prejudicada apresentada 

por carreadores de alelos mutados para as enzimas descritas como as principais na 

metabolização destas drogas: CYP2C8, CYP3A4 e CYP3A5 (metabolizadoras de CQ) 

(175); CYP2D6, CYP3A4, CYP1A2 e CYP2C19 (metabolizadoras de PQ) (234,254). É 

importante investigar se variantes de baixa atividade enzimática tem um efeito na 

resposta ao tratamento, influenciando o clearance da parasitemia assexuada e 

gametocitemia, risco de recorrência tardia ou precoce, concentração de droga e 

metabólito principal/ativo (CQ e DCQ; PQ, carboxiprimaquina e hidroxiprimaquina). 
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1.8 Relevância 

 

O P. vivax é a principal espécie causadora de malária na Amazônia Brasileira. 

Características particulares em seu ciclo de vida, como a presença de hipnozoítos no 

fígado, formação precoce de gametócitos e alta frequência de infecções 

assintomáticas/submicroscópicas, contribuem para manutenção da endemia na região. 

A malária por P. vivax é responsável por grande morbidade da doença. 

 

As recorrências ocasionadas pelo P. vivax constituem um importante obstáculo 

para eliminação da malária em todo o mundo. A dificuldade em distinguir o motivo dessas 

recorrências contribui para a inefetividade de algumas medidas de controle da doença, 

como o tratamento antimalárico. Recorrências precoces pelo P. vivax são associadas a 

falha terapêutica, devido a problemas de adesão a terapia, resistência parasitária aos 

medicamentos ou por problemas na metabolização dos fármacos e consequentemente 

diminuição de sua eficácia.  

 

As características farmacogenéticas do hospedeiro vem ganhando grande 

destaque nos últimos anos. Diretrizes para ajuste de dose de medicamentos baseado no 

resultado de testes farmacogenéticos são importantes para oferecer uma terapia mais 

eficaz ao paciente, levando em consideração suas características genotípicas. 

 

Variantes mutadas de genes codificadores de enzimas metabolizadoras de 

medicamentos vem sendo associadas a alteração na farmacocinética dos mesmos. A 

presença de polimorfismos em genes das CYPs pode influenciar na metabolização de 

drogas antimaláricas como a CQ, levando a falha terapêutica. 

 

Não se sabe se a presença de alelos associados a baixa atividade enzimática de 

CYPs pode influenciar na recorrência precoce P. vivax, devido a alteração dos níveis de 

CQ e metabólitos, com possível falha terapêutica. Além disso, há uma escassez de 

estudos mostrando qual substância teria maior ação antimalárica para P. vivax, a CQ ou 

o metabólito DCQ, e se uma falha na taxa de metabolização da droga poderia realmente 
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contribuir para a recorrência.  

 

Já foi demonstrada a presença de polimorfismos em genes de CYPs em 

populações de áreas endêmicas para a malária, bem como a ocorrência de recorrência 

precoce e resistência de P. vivax à CQ nestas mesmas áreas, o que torna oportuno a 

realização de estudos associando a farmacogenética do hospedeiro e as recorrências 

pelo P. vivax. 

 

Sabe-se que a inflamação causada por doenças crônicas, câncer e condições 

infecciosas alteram a atividade de enzimas metabolizadoras de medicamentos. Para 

doenças parasitárias esse conhecimento ainda é restrito. Já foi descrita redução da 

atividade de CYPs na leishmaniose visceral e na malária por P. falciparum. Não há dados 

até o momento sobre o impacto do status inflamatório ocasionado pela infecção por P. 

vivax no fenótipo de importantes enzimas metabolizadoras de drogas de uso clínico.  

 

Níveis aumentados de citocinas pró-inflamatórias poderiam levar a alterações na 

biotransformação de drogas, diminuindo a biodisponibilidade das mesmas em indivíduos 

afetados pela pela malária por P. vivax e levando a inefetividade de outras terapias 

medicamentosas utilizadas por esses pacientes. 

 

Diante do exposto, estudos sobre alterações farmacogenéticas e farmacocinéticas 

das CYPs são cada vez mais relevantes para avaliar a influência de características do 

hospedeiro na eficácia de medicamentos e a interferência de condições infecciosas ou 

inflamatórias na atividade de enzimas metabolizadoras de drogas. 

 

1.9 Hipóteses 

 

• Genótipos associados a baixa atividade de CYPs influenciam na recorrência 

precoce de P. vivax e na metabolização da CQ. 

• CQ ou seu principal metabólito, a DCQ, tem maior eficácia contra isolados de P. 

vivax, ex vivo. 
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• A atividade de CYPs está reduzida na malária aguda por P. vivax, devido ao 

aumento do nível de citocinas pró-inflamatórias, ocasionado pela infecção. 

• Os fenótipos de CYPs, alterados pela inflamação, são restaurados após 

quimioterapia antimalárica ou convalescença. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral: Avaliar a influência dos genótipos de CYPs na recorrência precoce 

por P. vivax e verificar o impacto da malária por P. vivax e do tratamento antimalárico na 

atividade de CYPs. 

 

2.2 Objetivos específicos - Manuscrito Científico 1 

 

• Verificar a frequência de alelos associados a metabolização lenta por CYP2C8, 

CYP3A4 e CYP3A5, em pacientes com e sem recorrência precoce por P. vivax. 

• Associar a presença de genótipos de baixa atividade de CYP2C8, CYP3A4 e 

CYP3A5 à alteração na metabolização da CQ. 

• Verificar se genótipos mutados de CYP2C8, CYP3A4 e CYP3A5 alteram o tempo 

para clearance da parasitemia assexual de P. vivax. 

• Verificar se o tempo de clearance da parasitemia assexual está associado à 

recorrência precoce por P. vivax. 

• Comparar a eficácia da CQ e da DCQ contra isolados de Plasmodium vivax, ex 

vivo. 

 

2.3 Objetivos específicos - Manuscrito Científico 2 

 

• Verificar se a atividade das enzimas CYP2D6 e CYP2C19 está reduzida na malária 

aguda por P. vivax. 

• Verificar se o fenótipo enzimático de CYP2D6 e CYP2C19 é restaurado após 

quimioterapia antimalárica ou convalescença. 

• Avaliar se os níveis de citocinas pró-inflamatórias estão associados à redução da 

atividade de CYP2D6 e CYP2C19 durante a malária por P. vivax. 
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3. PRODUTOS DA TESE 

 

3.1 Manuscrito Científico 1: “Influence of CYP2C8, CYP3A4, and CYP3A5 Host 

Genotypes on Early Recurrence of Plasmodium vivax“ (artigo publicado no periódico 

Antimicrobial Agents and Chemotherapy, em 23 de junho de 2020). DOI: 

https://doi.org/10.1128/AAC.02125-19. Resumo disponível em: 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32366712/. 

 

 



48 
 

 

 

ABSTRACT Cytochrome P450 (CYP) enzymes are involved in the biotransformation of 

chloroquine (CQ), but the role of the different profiles of metabolism of this drug in relation 

to Plasmodium vivax recurrences has not been properly investigated. To investigate the 

influence of the CYP genotypes associated with CQ metabolism on the rates of P. vivax 

early recurrences, a case-control study was carried out. The cases included patients 

presenting with an early recurrence (CQ-recurrent individuals), defined as a recurrence 

during the first 28 days after initial infection and plasma concentrations of CQ plus 

desethylchloroquine (DCQ; the major CQ metabolite) higher than 100 ng/ml. A control 

group with no parasite recurrence over the follow-up (the CQ-responsive group) was also 

included. CQ and DCQ plasma levels were measured on day 28. CQ-metabolizing CYP 

(CYP2C8, CYP3A4, and CYP3A5) genotypes were determined by real-time PCR. An ex 

vivo study was conducted to verify the efficacy of CQ and DCQ against P. vivax isolates. 

The frequency of alleles associated with normal and slow metabolism was similar 

between the cases and the controls for the CYP2C8 (odds ratio [OR] 1.45, 95% 

confidence interval [CI] 0.51 to 4.14, P 0.570), CYP3A4 (OR 2.38, 95% CI 0.92 to 6.19, 

P 0.105), and CYP3A5 (OR 4.17, 95% CI 0.79 to 22.04, P 1.038) genes. DCQ levels were 

higher than CQ levels, regardless of the genotype. Regarding the DCQ/CQ ratio, there 

was no difference between groups or between those patients who had a normal genotype 

and those patients who had a mutant genotype. DCQ and CQ showed similar efficacy ex 

vivo. CYP genotypes had no influence on early recurrence rates. The similar efficacy of 

CQ and DCQ ex vivo could explain the absence of therapeutic failure, de-spite the 

presence of alleles associated with slow metabolism. 

 

KEYWORDS CYP450, Plasmodium vivax, chloroquine, early recurrence, malaria 

 

INTRODUCTION  

 

Malaria remains an important public health problem worldwide. In 2018, there were 219 

million cases, and 435,000 deaths were caused by malaria (1). In Brazil, the Amazon 

region is the main area of transmission, and Plasmodium vivax accounts for 88.4% of the 
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reported cases in the country (2). An important obstacle to P. vivax malaria elimination in 

areas where P. vivax is endemic stems from the frequent recurrences caused by this 

parasite. These recurrences are characterized as a relapse when they are caused by 

activation of hypnozoites in the liver; as a reinfection if parasitemia returns due to a new 

infected mosquito bite; and as a recrudescence when there is an early return of asexual 

parasitemia despite adequate levels of chloroquine (CQ) and the metabolite 

desethylchloroquine (DCQ) in host plasma, which often indicates the presence of drug-

resistant parasites, leading to therapeutic failures (3). 

 

CQ undergoes hepatic biotransformation through the N-dealkylation pathway into two 

main metabolites: DCQ and bisdesethylchloroquine (BDCQ). DCQ is the major CQ 

metabolite, with the concentrations detected in plasma ranging from 20% to 50% of those 

of CQ (4). In contrast, BDCQ plasma or blood concentrations never reach more than 10% 

to 15% of CQ levels (5). The antimalarial action of DCQ, evaluated only for Plasmodium 

falciparum, was as active as that of CQ against a CQ-sensitive strain, but DCQ was 

significantly less active than the parent compound against a CQ-resistant strain (6) For 

P. vivax, in vivo studies to assess resistance to CQ, only CQ and DCQ levels are generally 

measured (7, 8), since they are the major CQ metabolites (4). 

 

P. vivax resistance to CQ has been reported, with a high prevalence of resistance being 

found in Indonesia and Papua New Guinea (9). In the Brazilian Amazon, CQ resistance 

rates range from 5% to 11% in vivo (8, 10, 11) and 9.8% to 10.7% ex vivo (12, 13). 

Although the mechanisms that lead to P. vivax resistance to CQ are not well understood, 

some studies have shown an association between gene expression and variations in the 

copy number of the pvcrt-o and pvmdr-1 genes and resistance to CQ (7, 14). CQ remains 

at therapeutic levels against P. vivax until 35 days after starting treatment (3, 15). After 

this period, with decreasing plasma levels of CQ and DCQ, the return of parasitemia is 

due to reinfection or relapse (9). Several studies used day 28 as the cutoff point to assess 

possible therapeutic failures by CQ (7, 8, 10, 11, 16), following the recommendation of 

the World Health Organization for monitoring the effectiveness of antimalarials (17). 

 



50 
 

 

Recent studies have demonstrated the importance of host genetics in antimalarial 

treatment outcomes (18–21), based on single nucleotide polymorphisms (SNPs) detected 

in genes encoding drug metabolizing enzymes (22). The presence of certain genotypes 

related to the metabolism of these enzymes may be associated with an increase in drug 

metabolism rates, generating adverse effects, and an increase in the elimination rate or 

a decrease in the rate of metabolism may lead to therapeutic failure (20, 22, 23). 

 

The biotransformation of primaquine (PQ), mediated by cytochrome P450 (CYP) 

enzymes, is attributed to the CYP2D6, CYP3A4, CYP1A2, and CYP2C19 enzymes (22, 

24). Therapeutic failures in the treatment of P. vivax malaria with PQ are generally 

attributed to the presence of CYP2D6 polymorphisms (19), a relationship that has also 

been reported in Brazil (21, 25). CYP2C8, CYP3A4, and CYP3A5 were reported to be 

the major enzymes involved in the formation of DCQ from CQ (26). An effect of the 

CYP2C8*2/*3/*4 gene on the gametocyte clearance rate in patients with malaria 

undergoing CQ and PQ treatment has been reported (27). 

 

Pharmacogenetics has gained great importance over the last few years, since it can 

enable patients to received personalized drug therapy for various diseases (28). 

However, the frequency of CYP alleles associated with the slow metabolism of CQ in 

individuals from the Brazilian Amazon has not been fully studied, in particular, whether 

the presence of these alleles influences early recurrence. In addition, there is a paucity 

of studies to understand which molecule (CQ or DCQ) has the best antimalarial action on 

P. vivax and whether a profile of low drug metabolism contributes to increased early 

recurrence rates. 

 

This study aimed to investigate the frequency of genotypes associated with slow CQ 

metabolism for the main metabolizing CYPs in patients from the Brazilian Amazon and 

verify the influence of these alleles in the early recurrence of P. vivax malaria. 
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RESULTS 

 
 
Allele frequencies of CYPs associated with CQ metabolism. Twenty-six cases (CQ-

recurrent individuals) and 99 controls (CQ-responsive individuals) were included in this 

study. The clinical and laboratory characteristics of the patients included in this study are 

presented in Table 1. All individuals with CQ-recurrent P. vivax malaria had a positive 

quantitative PCR result for P. vivax, and their mean blood levels of CQ plus DCQ were 

greater than 100 ng/ml at day 28. 

 
 
The allele frequencies of CYP2C8 (P 0.3196), CYP3A4 (P 0.0916), and CYP3A5 (P 

0.1064) were similar in the cases and the controls. Most individuals carried alleles 

associated with normal enzyme activity (*1 or *1A). Alleles associated with slow enzyme 

activity were found in both cases and controls (Table 2). 

 

The most frequent diplotypes for CYP2C8 were *1/*1 (76.2% of cases and 82.8% of 

controls) and *1/*3 (15.3% of cases and 10.1% of controls). For CYP3A4, the most 

frequent diplotypes were *1A/*1A (65.3% of cases and 81.2% of controls) and *1A/*1B 

(30.7% of cases and 16.1% of controls). For CYP3A5, *1/*1 (88.4% of cases and 96.9% 

of controls) was the most frequent diplotype, 1/*3 was found in both cases (7.6%) and 

controls (2.0%), and *1/*6 was found in both cases (3.8%) and controls (1.0%). The 

frequency of diplotypes associated with normal and slow metabolism was similar between 

cases and controls for the CYP2C8 (odds ratio [OR] 1.45, 95% confidence interval [CI] 

0.51 to 4.14, P 0.570), CYP3A4 (OR 2.38, 95% CI 0.92 to 6.19, P 0.105), and CYP3A5 

(OR 4.17, 95% CI 0.79 to 22.04, P 1.038) genes. 

 

Genotypes and P. vivax malaria recurrences. In addition to following up the patients 

until day 28, we also investigated the occurrence of vivax malaria recurrences in patients 

for up to 1 year by passive case detection using the SIVEP-Malaria platform (the Brazilian 

official malaria epidemiological surveillance information system). When considering 

individuals with alleles of CYP2C8, CYP3A4, and CYP3A5 associated with normal and 
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slow metabolism, no significant differences in the recurrence rates between the cases 

and the controls were found over the 1-year follow-up (Table 3). 

 

Drug levels and CQ-metabolizing CYP genotypes. When we compared the CQ and 

DCQ concentrations between the cases and the controls, no significant differences were 

found. Furthermore, no significant differences in the mean concentrations of CQ and DCQ 

were found between individuals carrying alleles associated with slow metabolism (Table 

3). The DCQ concentration was higher than the CQ concentration irrespective of 

genotype, indicating that most individuals had a drug biotransformation ability, despite 

the mutated genotypes found (for cases with CYP2C8*1, the DCQ concentration was 

108.4 nM [95% CI 89.7 to 127.1 nM]; for cases with CYP2C8*2/*3/*4, the DCQ 

concentration was 130.6 nM [95% CI 57.8 to 203.4 nM]; for controls with CYP2C8*1, the 

DCQ concentration was 93.3 nM [95% CI 68.2 to 118.4 nM]; and for controls with 

CYP2C8*2/*3/*4, the DCQ concentration was 79.9 nM [95% CI 40.2 to 119.6 nM]). 

 

The possibility that the genotype influenced the metabolite/drug ratio was analyzed. 

However, there was no significant difference in the DCQ/CQ ratio between individuals 

carrying alleles associated with the normal metabolism and the slow metabolism of 

CYP2C8 and CYP3A5. In the control group, the metabolite/drug ratio was higher in 

individuals carrying alleles associated with normal CYP3A4 metabolism than in 

individuals with a mutated genotype (Fig. 1). For CYP3A4, a significant difference was 

observed (for cases with CYP3A4*1A the mean DCQ/CQ was 1.76 and for cases with 

CYP3A4*1B the mean DCQ/CQ was 1.55 [P 0.629]; for controls with CYP3A4*1A the 

mean DCQ/CQ was 1.89 and for controls with CYP3A4*1B the mean DCQ/CQ was 1.21 

[P 0.0347]). No difference in CQ and DCQ levels (metabolite/drug ratio) was found 

between cases and controls for CYP2C8 and CYP3A5 (P 0.05) (Fig. 1). 

 

Clearance of P. vivax parasitemia and CQ-metabolizing CYP alleles. Most individuals 

had clearance of the asexual parasitemia on day 2 (58/125; 46.4%) or day 3 (39/125; 

31.2%). Late clearance (from days 4 to 7) was recorded for 23 patients (18.4%). The slow 

clearance of asexual parasitemia did not predict early recurrences (OR 2.49, 95% CI 0.92 
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to 6.75, P 0.088). Genotypes associated with normal and slow metabolism were found in 

these patients at a similar frequency (Table 3), which suggests that the presence of a 

mutated genotype is not associated with the clearance time for P. vivax. There was also 

no difference regarding the mean asexual parasitemia on days 1, 2, 3, and 7 between 

patients with alleles associated with normal activity and patients with alleles associated 

with low activity for all the enzymes studied (Fig. 2). Only 1 patient, belonging to the 

control group (1.01%, 1/99), showed gametocyte clearance on day 7. No association 

between late gametocyte clearance (days 3 to 7) and genotypes associated with the slow 

metabolism of CYP was observed in the cases (P 1.000) or the controls (P 0.259). 

 

P. vivax ex vivo assay. Twenty-four malaria patients not included in the cases or controls 

were enrolled in the ex vivo assays to evaluate the efficacy of CQ and DCQ against P. 

vivax. None of these isolates was resistant to CQ. The mean 50% inhibitory concentration 

(IC50) of CQ was 11.67 nM (95% CI 6.520 to 16.82 nM), and the mean IC50 of DCQ was 

8.95 nM (95% CI 4.25 to 13.65 nM) (Fig. 3). None of these 24 patients presented with an 

early recurrence. 

 

DISCUSSION 

 

This is the first study to investigate the role of CYP genotypes in the early recurrence of 

P. vivax malaria in samples from the Brazilian Amazon and the first to provide results 

regarding an evaluation of the sensitivity of P. vivax isolates to CQ and DCQ. 

 

The frequency of allelic gene variants has already been used to predict the activity of drug 

metabolizing enzymes (29). In Brazil, the frequency of these variants for cytochrome 

P450 enzymes has been described (30–33), but there is still little information regarding 

the influence of these genotypes on the failure of antimalarial therapy, including CQ 

therapy. Studies of P. falciparum have demonstrated the importance of 

pharmacogenetics in the elimination of this parasite (34, 35). 
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For the CYP2C8 gene, variant *2 is more frequent in Africans (11 to 17%) and CYP2C8*3 

is more frequent in Caucasians (15%) (36). The frequency of CYP2C8*4 is higher in 

European populations (4 to 7%) (37). For CYP3A4, the frequency of the *1B allele is 

variable, ranging from 3.6% among white Americans to 76% among Africans (38). For 

CYP3A5, the highest frequencies of *3 are among Asians (60 to 75%) and Caucasians 

(85 to 95%); *6 is present in Africans (22%) and rare in Caucasians and Asians (22). The 

frequency of mutated alleles for CYP2C8, CYP3A4, and CYP3A5*6 found in our study is 

in agreement with that found in other studies of Brazilian populations (27, 30, 33). Only 

the frequency of the CYP3A5*3 variant was found to be lower. 

 

The CYP2C8*2 variant is associated with a 50% reduction in metabolic activity and the 

CYP2C8*3 variant is associated with an 85% reduction in normal enzyme activity 

compared to the activity of the wild-type allele, which was found in a study with paclitaxel 

and arachidonic acid drugs in vitro (36, 39). In Burkina Faso and Ghana, the role of 

CYP2C8 variants in the response to amodiaquine and the correlation between CYP2C8*2 

and low levels of enzyme metabolism have been investigated, confirming their influence 

on drug metabolism (40, 41). However, they did not demonstrate an association between 

alleles associated with low enzyme activity and the treatment outcome. 

 

Studies conducted in Papua New Guinea and Thailand described the risk of P. vivax 

recurrence in individuals with late parasitemia clearance (41, 42). In our study, the 

clearance of asexual parasitemia at day 7 and gametocytemia after day 3 was not a 

predictor of an early recurrence by P. vivax and was not associated with the presence of 

mutated CYP genotypes. A recent study in Brazil found an association between 

CYP2C8*2*3/*4 and the gametocyte clearance rate in patients with malaria undergoing 

CQ/PQ treatment. From the baseline to the first day of treatment, individuals homozygous 

for wild-type CYP2C8 achieved a greater gametocyte reduction (P 0.007) than individuals 

without this genotype (27). There was no difference in CQ and DCQ levels between 

patients with normal genotypes and patients with mutated genotypes or in the frequency 

of these CYP2C8 alleles between cases and controls. 
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The CYP3A5*3 variant is related to decreased enzyme activity, and CYP3A5*6 and 

CYP3A5*7 are null alleles that cause enzyme absence (29). Kim et al. (26) demonstrated 

a role for CYP3A5 in CQ metabolism, but another study showed a smaller role for this 

enzyme in the formation of DCQ in vitro (42). A recent study demonstrated that 

polymorphisms of CYP3A5 and CYP3A4 did not show any significant association with the 

blood levels of hydroxychloroquine and desethylhydroxychloroquine in patients with 

systemic lupus erythematosus (43). In our study, in the control group, the metabolite/drug 

ratio was higher in individuals carrying alleles associated with normal CYP3A4 

metabolism than in individuals with mutated genotypes. However, studies conducted so 

far have not clarified whether the occurrence of SNPs alters the metabolism of the drug 

(22). 

 
 
In our study, we found no association between mutated genotypes and changes in CQ 

and DCQ levels. Although other studies have reported a role for the alleles associated 

with slow metabolism (CYP2C8, CYP3A4, and CYP3A5) in the levels of drugs for clinical 

use (37, 44, 45), evidence of the influence of these alleles on the enzyme phenotype is 

still limited (46). It is known that there may be a failure in the cytochrome P450 

genotype/phenotype correlation, with about 50% of errors in phenotype prediction being 

described. Factors such as gene splicing, transcriptional regulation, and the influence of 

microRNAs, in addition to other existing SNPs, may play a role in the final enzyme activity 

phenotype (47). These studies suggest that genotype information alone may not be 

sufficient to replace phenotype measurements, in this case, measurements of drug levels. 

In addition, the expression and activity of CYP enzymes can be affected by the 

inflammatory response triggered by the infection, as has already been demonstrated for 

P. falciparum malaria with CYP1A2 (48, 49) and CYP3A (50). 

 

In vivo resistance to CQ signifies a persistence of P. vivax asexual stages, despite the 

presence of adequate levels of CQ plus DCQ (a concentration higher than 100 ng/dl) 

(16). For ex vivo conditions, resistance occurs when IC50 values greater than 100 nM CQ 

are obtained after 42 h of P. vivax culture (13, 51). 

 



56 
 

 

It is known that DCQ’s action is similar to that of CQ and that it is effective against avian 

malaria, but little is known about its action in human malaria (52). According to Fu et al. 

(6), DCQ is as effective as CQ against sensitive isolates of P. falciparum, but its efficacy 

against resistant isolates is significantly reduced. In vivo sensitivity trials with CQ and 

DCQ showed that DCQ was more effective and that a combination of drugs had better 

potential than monotherapy with just CQ. For resistant isolates, better effective-ness was 

reported using CQ monotherapy, and the combination of drugs was shown to be better 

than when CQ or DCQ was used alone (53). 

 

A limitation of this study was that the possibility of recurrent parasitemia prior to day 28 

in the presence of normally lethal CQ blood levels could not be excluded, since there may 

have been a relapse of the CQ-recurrent parasite after clearance of the original CQ-

responsive parasitemia; however, the frequency of this event is not expected to vary 

between different CYP genotypes. Unfortunately, the ex vivo and in vivo studies were not 

performed with the same samples of P. vivax. According to our experience, the level of 

parasitemia on the recrudescent day (DR) is often very low and less than 50% of parasites 

are at the ring stage of development, making the experiment unfeasible on DR (54), but 

patients in the ex vivo study were followed up for 28 days, and none showed a recurrence 

during this period. The sample size used in the ex vivo study is not adequate to confirm 

CQ resistance rates. The study had a small sample size for the CQ-recurrent group; 

however, the frequency of recurrence was in agreement with that reported in previous 

studies (8, 10, 11). No genetic marker analysis for differentiating relapse, resistance, or 

reinfection was performed, as some researchers have stated that there are no ideal 

genetic markers for these (55, 56). 

 

Our results demonstrate that CQ and DCQ had similar efficacy against P. vivax isolates 

from the Amazon and can explain why alleles associated with low enzyme activity found 

in patients in the control group did not necessarily lead to the failure of CQ treatment and 

an early recurrence. The absence of drug metabolism problems, even in the occurrence 

of SNPs in CYP genes in the control group, indicates that these genetic host 

characteristics had little influence on the early recurrence caused by P. vivax. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Ethics statement. The study was approved by the Ethics Review Board of the Fundação 

de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD; approval number 343/2009). 

Participants were instructed regarding the objectives of the study and signed an informed 

consent form. In the case of minors, the consent form was signed by the parents or legal 

guardians. Patients diagnosed with malaria were treated according to Brazilian Ministry 

of Health guidelines (57). 

 

Study site. The study was carried out between 2012 and 2014 at FMT-HVD, an infectious 

disease referral center located in Manaus, western Brazilian Amazon. Ex vivo studies 

were carried out on samples obtained from 2017 to 2018. 

 

Selection of patients. The study included patients of either sex who were infected with 

P. vivax malaria; aged 6 months to 60 years; and had a body weight of greater than 5 kg, 

a blood parasite density of from 250 to 100,000 parasites/ml, and an axillary temperature 

of 37.5°C or a history of fever in the last 48 h. Exclusion criteria were the use of 

antimalarials in the previous 30 days, refusal to be followed up for 28 days, and any 

clinical complication (58). All patients received supervised treatment with 25 mg/kg of 

body weight of chloroquine phosphate over a 3-day period (10 mg/kg on day 1 and 7.5 

mg/kg on days 2 and 3). PQ was prescribed for a 7-day period at a dosage of 0.5 mg/kg 

per day, starting only at the end of the follow-up or on the day of recurrence. Patients who 

vomited the first dose within 30 min after drug ingestion were retreated with the same 

dose. Clinical and laboratory tests were performed, and interviews and sample collection 

were done on follow-up days 1, 2, 3, 4, 7, 14, and 28. If there were any extra days of 

follow-up, the same sample collection procedures were performed. 

 

This study was conducted by using a convenience sampling from previous patient follow-

ups. The enrolled patients were divided into cases (CQ-recurrent patients), when the 

patients presented with a P. vivax early recurrence, in which parasites returned during 

the first 28 days after initial infection, and plasma levels of CQ plus DCQ were higher than 
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100 ng/ml, and controls (CQ-responsive patients), a group that consisted of patients with 

no parasitemia recurrence during the 28 days of follow-up. 

 

P. vivax malaria diagnosis. Asexual and sexual parasitemia at day 1 and the clearance 

of asexual parasitemia were determined by microscopy by two experienced 

microscopists, using parasite counts per 500 leukocytes. Patients were actively followed 

up for 28 days. After day 28, recurrences were detected by passive case detection by use 

of the SIVEP-Malaria system, the official malaria epidemiological surveillance system 

used in Brazil. 

 

Genotyping of CQ CYPs. DNA was purified from whole-blood samples using a QIAamp 

DNA minikit (Qiagen, USA). We genotyped three single-nucleotide polymorphisms 

(SNPs) in CYP2C8 (A805T [rs11572103], C792G [rs1058930], G416A [rs11572080]), 

one SNP in CYP3A4 (A392G [rs2740574]), and two SNPs in CYP3A5 (G14690A 

[rs10264272], A6986G [rs776746]). Analyses were assessed using 7500 Fast real-time 

PCR software (version 2.3; Applied Biosystems). Amplification reactions and cycling 

parameters were determined according to the manufacturer’s protocols. 

 

CQ and DCQ levels. Three 100ml aliquots of the sample collected on day 28 of follow-

up were used for measuring CQ and DCQ levels. Analysis was assessed by high-

performance liquid chromatography (HPLC), as previously described (59). 

 

P. vivax ex vivo culture. Plasmodium isolates were collected between August 2017 and 

June 2018 from FMT-HVD patients. Patients were recruited if they presented with a 

monoinfection with P. vivax, a parasitemia of >10,000 parasites/ml, and a majority ( 50%) 

of parasites at the ring stage of development. Four milliliters of whole blood was collected 

by venipuncture. After removal of leukocytes by using CF11 cellulose (Sigma-Aldrich), 

infected red blood cells (IRBC) were used for ex vivo drug susceptibility testing. 

 

The CQ and DCQ susceptibilities of the P. vivax isolates were measured using a protocol 

modified from the WHO microtest (60). Two hundred microliters of a 2% hematocrit blood 
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medium mixture (BMM), which consisted of McCoy’s 5A medium plus 20% type AB 

human serum, was added to each well of pre-dosed drug plates containing 11 serial 

concentrations (2-fold dilutions) of the antimalarials (1.95 to 1,000 ng/ml) CQ diphosphate 

and DCQ, and each concentration of drug was tested in quadruplicate. A candle jar was 

used to mature the parasites at 37.5°C for 48 h. Incubation was stopped when >40% of 

the ring-stage parasites in the drug-free control well had reached the mature schizont 

stage. 

 

Thick blood smears were made from each well and then stained with 5% Giemsa solution 

and examined microscopically. The number of schizonts per 200 asexual-stage parasites 

was determined for each drug concentration and normalized to the value for the control 

well. 

 

Statistical analyses. Allele and genotype frequencies were estimated by gene counting, 

and haplotype frequencies and linkage disequilibrium were estimated with Haploview 

software. Fisher’s exact test or the x2 test was performed to compare the 

CYP2C8/CYP3A4/CYP3A5 alleles and the genotype frequencies between cases and 

controls. The odds ratios (OR) with their respective 95% confidence intervals (95% CI) 

were determined to verify the risk of CQ recurrence, depending on the diplotypes found, 

and to relate the late clearance of parasitemia and cases. In the ex vivo essay, the 

percentage of mature schizonts at each drug concentration was estimated for 200 

asexual-stage parasites, the results were entered in the online ICEstimator software to 

calculate the IC50 of each sample by nonlinear regression analysis and a t test of the 

average comparisons, and graph construction was performed. A P value of 0.05 was 

considered significant in all analyses. Analysis was performed using GraphPad Prism 

software. 
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FIG 1 Desethylchloroquine/chloroquine ratios of the different genotype groups. (A 

and C) No significant difference in the metabolite/drug ratios was found between patients 

with different genotypes (associated with low and normal enzyme activity) for patients with 

a P. vivax early recurrence (CQ-recurrent) and CQ-responsive patients with the CYP2C8 

(A) and CYP3A5 (C) genotypes. (B) The ratio was higher among CQ-responsive patients 

with the genotype associated with normal metabolism. Values were obtained by an 

unpaired t test. 
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FIG 2 Asexual parasitemia clearance between patients with genotypes with low and 

normal activity. The mean levels of parasitemia were evaluated at visits on days 1, 2, 3, 

4, and 7. There was no significant difference in the clearance day and asexual parasitemia 

between patients in the CQ-recurrent and CQ-responsive groups with genotypes 

associated with low and normal enzyme activity for CYP2C8 (A), CYP3A4 (B), and 

CYP3A5 (C). Values were obtained by a paired t test. 
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FIG 3 Ex vivo efficacy of chloroquine and desethylchloroquine against P. vivax 

isolates. The drug and metabolite showed similar efficacy against isolates in patients from 

the Brazilian Amazon. Values were obtained by a paired t test. 
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3.2 Manuscrito Científico 2: “Impact of Plasmodium vivax malaria and antimalarial 

treatment on cytochrome P450 activity in Brazilian patients” (artigo submetido ao 

periódico British Journal of Clinical Pharmacology, em 19 de junho de 2020). 
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WHAT IS ALREADY KNOWN ABOUT THE SUBJECT 

Inflammation and infection are known to modulate pharmacokinetic processes, with 

potential therapeutic implications. Cytochrome P450 (CYP) enzymes are major targets of 

inflammatory conditions: expression and activity of these important drug metabolizing 

pathways are reduced in clinical settings of high concentrations of circulating 

proinflammatory cytokines. Increased levels of proinflammatory and regulatory cytokines 

are hallmarks of human parasitic diseases, such as leishmaniasis and malaria. 

Suppression of CYP3A and CYP2C19 in acute visceral leishmaniasis has been reported 

and there is limited evidence of reduced activity of CYP1A2 and CYP3A in P. falciparum 
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malaria. However, the impact of P. vivax, the most geographically widespread human 

malaria parasite, on CYP enzymes is largely unknown. 

 
 

WHAT THE STUDY ADDS 

This is the first study to investigate the impact of vivax malaria and anti-malarial treatment 

on the activity of two major drug-metabolizing enzymes, namely CYP2D6 and CYP2C19. 

A distinguish strength of this study is that it reflects real-life management of vivax malaria 

patients in an endemic area of the Brazilian Amazon. Pharmacokinetic metrics obtained 

with the validated phenotypic probes, metoprolol (CYP2D6) and omeprazole (CYP2C19), 

revealed that both CYPs were inhibited during acute disease; after 7 days of combined 

chloroquine-primaquine chemotherapy CYP2C19 activity was restored, whereas CYP2D6 

remained suppressed. CYP2C19 inhibition is attributed to increased plasma 

concentrations of pro-inflammatory cytokines, whereas exposure to chloroquine is thought 

to be the major culprit for suppression of CYP2D6 activity. 

 

Abstract 
 

AIMS 

To investigate the impact of Plasmodium vivax malaria and chloroquine primaquine 

chemotherapy on CYP2D6 and CYP2C19 activity in patients from the Brazilian Amazon. 

 

METHODS 

Adult patients (n=30) were given subtherapeutic doses of CYP2D6 and CYP2C19 phenotypic 

probes metoprolol (10 mg) and omeprazole (2 mg), in three different stages of vivax malaria 

illness: acute disease (study phase 1), post-chemotherapy (phase 2) and convalescence 

(stage 3). Plasma concentrations of probes and CYP-hydroxylated metabolites (α-OH 

metoprolol and 5-OH omeprazole) were measured using LC/MS/MS. Two pharmacokinetic 

metrics were used to estimate CYP activity: i) ratio of plasma concentrations of 

probe/metabolite at 240 min after administration of the probes; ii) ratio of areas under the 

time-concentration curves for probe/metabolite (AUC0-12h). For statistical analysis, the 

pharmacokinetic metrics were normalized to the respective values in phase 3. Taqman 
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assays were used for CYP2D6 and CYP2C19 genotyping. Cytokines levels were 

measured using Cytometric Bead Array. 

 

RESULTS 

Both pharmacokinetic metrics for metoprolol and omeprazole, and plasma concentrations 

of cytokines IL-6, IL-8 and IL-10 varied significantly across the three study phases 

(ANOVA P<0.0001). Post-hoc tests showed greater metoprolol: α-OH metoprolol ratios 

in phases 1 and 2 compared to phase 3; larger omeprazole: 5-OH omeprazole ratios in 

phase 1 than in phases 2 and 3; higher circulating IL-6, IL-8 and IL-10 in phase 1, than in 

phases 2 and 3. 

 

CONCLUSION 

P. vivax malaria and treatment altered CYP2D6 and CYP2C19 metabolic phenotypes. 

CYP2C19 inhibition is attributed to higher level of circulating pro-inflammatory cytokines, 

while suppression of CYP2D6 is ascribed mainly to chloroquine exposure. 

 

Introduction 

 

Inflammation and infection have long been known to modulate pharmacokinetic 

processes, with potential therapeutic implications. Both phase I and phase II drug 

metabolizing enzymes, and drug transporters are targeted by the inflammatory response, 

through mechanisms triggered by increased circulating levels of proinflammatory 

cytokines, such as IL-1β, IL-6, tumor necrosis factor alpha (TNFα), and interferons (IFN) 

[1-5]. Cytochrome-P450 enzymes (CYPs) are major targets of acute and chronic 

inflammatory conditions: expression and activity of these important drug metabolizing 

enzymes are reduced in clinical settings of high concentrations of circulating 

proinflammatory cytokines, such as cancer and congestive heart failure [5 -8]. 

 

Increased levels of circulating proinflammatory cytokines are hallmarks of human parasitic 

diseases, such as leishmaniasis [9-10] and malaria [11-15]. We have previously shown 

that the phenotypic activities of CYP3A4 and CYP2C19 were significantly reduced during 
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acute visceral leishmaniasis and restored after curative chemotherapy; suppression of 

CYP activity was attributed to increased plasma concentrations of proinflammatory 

cytokines during active disease [16]. 

 

Regarding human malaria, there is only limited information for Plasmodium falciparum, 

suggestive of reduced activity of CYP1A2 and CYP3A enzymes [17-20]. However, four 

other Plasmodium sp. are malaria pathogens worldwide, among these P. vivax, the most 

geographically widespread human malaria parasite, which prevails in the Brazilian 

Amazon, where the present study was conducted. We investigated the phenotypic activity 

of CYP2D6 and CYP2C19 in the course of acute vivax malaria, after completion of anti-

parasite chemotherapy with primaquine/chloroquine and during convalescence. CYP 

selection was guided by the evidence that CYP2D6 is the major pathway for conversion 

of primaquine into its active metabolite(s) [21-27] and by our previous findings of reduced 

CYP2C19 activity during acute phase of visceral leishmaniosis [16]. 

 

Methods 

 

The study procedures were approved by the local Human Research Ethics Committee of 

the Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) (approval 

number 1.126.290/2015) All participants provided written informed consent. 

 

Study population 

We enrolled 30 unrelated adults (22 men), aged 23 - 59 years old, self-identified according 

to the Brazilian Census as Brown (Pardo in Brazilian Portuguese, n = 26), White (n = 2) 

or Amerindian (n = 2), presenting with an acute episode non-severe P.vivax malaria at the 

FMT-HVD in Manaus, Amazonas State, Brazil. All patients were treated with the 

therapeutic scheme recommended by the Brazilian Ministry of Health for P. vivax 

uncomplicated malaria in adults, which consists of association of oral chloroquine (150 

mg/day, 3 days) and primaquine (30 mg/day, 7 days). Drug treatment was supplied free 

of cost to all patients through the Brazilian Public Health System [28]. 
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Study design 

This open label study comprised three phases: Phase 1 within 24 h of diagnosis of the 

acute malaria episode, phase 2 within 24 h after completion of malaria chemotherapy and 

phase 3, during convalescence, 5 - 6 weeks after chemotherapy. In each phase, following 

an overnight (>8 h) fast, the patients were admitted to a clinical research ward at the FMT-

HVD, a catheter was introduced in a superficial vein, and a baseline (pre-dosing) blood 

sample (4 ml) was collected. Then, each patient ingested a capsule containing 

subtherapeutic doses of metoprolol (10 mg) and omeprazole (2 mg), used as phenotypic 

probes for CYP2D6 and CYP2C19 activity, respectively [29]. Blood samples were drawn 

at 90, 120 and 240 min after ingestion of metoprolol and omeprazole. A standard breakfast 

was provided after collection of the 120 min sample. The patients remained under 

observation by a physician and a protocol nurse until collection of the 240 min blood 

sample and were subsequently discharged. 

 

Laboratory procedures 

Malaria diagnosis was performed by light microscopy by an experienced microscopist 

[30]. Afterwards, real-time PCR was performed to confirm P. vivax mono-infection. The 

extraction of total DNA from whole blood was performed using the QIAamp DNA Blood 

Mini Kit (Qiagen, USA), according to the manufacturer’s protocol. The DNA was amplified 

in an Applied Biosystems 7500 Fast System using primers and TaqMan fluorescence 

labeled probes for real time PCR [31]. 

 

A 200µL aliquot of the pre-dosing blood sample from phase 1 was used for DNA extraction 

and subsequent genotyping of commonly reported CYP2C19 and CYP2D6 SNPs 

(Supplementary Table 1), CYP2D6 gene deletion and multiplication, using Taqman allele 

discrimination assays. The remaining volume of the pre-dosing phase 1 sample and all 

other blood samples were centrifuged at room temperature within 15 min after collection, 

the plasma was separated and stored at -20oC. Validated LC/MS/MS methods [32] were 

used for quantification of plasma concentrations of metoprolol, omeprazole and their CYP-

hydroxylated metabolites α-OH metoprolol and 5-OH omeprazole, respectively. Plasma 

concentrations of the cytokines interleukin-1β (IL -1β), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 
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(IL-8), interleukin10 (IL-10), interleukin -12 (IL-12) and tumor necrosis factor (TNF) were 

performed by Cytometric Bead Array (CBA) technique, with BD™ CBA Human 

Inflammatory Cytokine (BD® Biosciences, San Diego, CA, USA). A FACSCanto II flow 

cytometer was used for sample acquisition. The analysis of cytokine concentrations was 

conducted on FCAP-Array software v.3 (Soft Flow Inc., USA). 

 

Estimation of CYP2D6 and CYP2C19 metabolic activity 

Two metrics were adopted to estimate CYP metabolic activity: the first was based on the 

ratio of plasma concentrations of probe/metabolite at 240 min after administration of 

metoprolol and omeprazole [33-35]. The second metric applied a limited sampling strategy 

(LSS) validated for subtherapeutic doses of omeprazole and metoprolol in Brazilians [36]. 

Briefly, the ratio of plasma concentrations of probe: metabolite at 90, 120 and 240 min 

were inserted into LSS linear regression equations to estimate the ratio of the area under 

the time-concentration curves (AUC0-12h) for metoprolol/α-OH metoprolol and 

omeprazole/5-OH omeprazole [36]. 

 

Estimation of metoprolol and omeprazole systemic exposure 

The area under the plasma concentration versus time curve between 90 and 240 minutes 

(AUC90-240min) obtained by the trapezoidal method was used to estimate the systemic 

exposure to metoprolol and omeprazole. 

 

Definition of CYP2D6 and CYP2C19 alleles, diplotypes and phenotypes 

CYP2D6 and CYP2C19 haplotypes were defined according to the star allele (*) 

nomenclature adopted by the Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium 

[https://www.pharmvar.org] based on the interrogated CYP2D6 and CYP2C19 SNPs, and 

CYP2D6 copy number. The wild-type (*1) allele was attributed to each gene by default. 

CYP2D6 haplotypes and diplotypes were inferred using the HaploStats software (version 

1.7.7) implemented on the R platform. The activity score (AS) system [37] was used to 

define the perceived functionality of the CYP2D6 diplotypes and to assign four CYP2D6 

phenotypes: normal metabolizer (NM), intermediate metabolizer (IM), poor metabolizer 

(PM) and ultrarapid metabolizer (UM). CYP2C19 phenotypes (NM, IM and UM) were 
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assigned according to the CPIC guidelines [38], based on the SNPs interrogated 

(Supplementary Table 1). 

 

Statistical analyses 

Pharmacokinetic metrics and plasma concentrations of cytokines are presented as means 

(95% confidence interval; CI95%). Statistical analyses of the CYP pharmacokinetic 

metrics were performed after normalization of the individual values in phases 1 and 2 to 

the respective values in phase 3 (convalescence), which were taken as 1.0. Statistical 

analyses of cytokine data were based on the measured plasma concentrations. 

Differences across the three study phases were assessed by analysis of variance 

(ANOVA). When a significant difference was detected by ANOVA, post-hoc pair-wise 

comparisons between phases were carried out using the t-test with Tukey´s correction. 

Values of P < 0.05 were considered to indicate statistically significant differences. 

 

Sample Size Determination 

Based on previous data for healthy Brazilians exposed to the same subtherapeutic doses 

of metoprolol and omeprazole [32] we calculated that 22 patients were required for having 

80% power (β = 0.2) to detect, at the 5% significance level (α = 0.05), a 25% difference in 

the CYP2D6 and CYP2C19 metabolic ratios between phases 1 (acute malaria episode) 

and 3 (convalescence). Considering the social-economic status of the patients presenting 

with acute malaria at our institution, the fact that they may reside at a considerable 

distance from the study center and, additionally, that they might be at risk of re-infection 

before completing phase 3 of the clinical protocol, 30 patients were enrolled in the study. 

 

Results 

 

Three patients failed to complete the study protocol and three others had recurrence of 

vivax malaria between phases 2 and 3. These six patients were excluded from the data 

analyses, which were applied to the remaining 24 patients. There were no adverse events 

related to the CYP probe drugs that required medical intervention. We will next describe 

the findings for CYP2D6 and CYP2C19 separately. 
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CYP2D6 

The individual CYP2D6 genotypes and assigned metabolizer phenotypes are presented 

in Supplementary Table 2. Figure 1A shows the distribution of the metoprolol phenotypic 

metrics according to the CYP2D6 phenotypes. The phenotypic data refer to study phase 

3 (convalescence) and are taken as representing the baseline CYP2D6 activity. The 

individual values of the two metoprolol pharmacokinetic metrics were highly correlated 

(R2 = 0.98) and showed considerable overlap across CYP2D6 NM (n=14), IM (n=6) and 

UM (n=2). Of notice, among IM patients, there was a distinct outlier (data circled in Figure 

1A). This patient (number 13 in Supplementary Table 2) was genotyped as 

CYP2D6*41/*4, with attributed activity score = 0.5, whereas all other IM patients had 

activity scores of 1.0 (Supplementary Table 2). Two patients, classified as PMs 

(genotypes *4/*4 and *4/*4x2), had undetectable α-OH metoprolol in plasma (hence the 

infinite ratios in Figure 1A), and were excluded from all subsequent statistical analyses. 

 

The individual CYP2D6 metabolic ratios are plotted in Figure 2 and summarized in Table 

1. Both metoprolol metrics differed significantly across the three study phases (ANOVA 

P<0.0001). Post-hoc Tukey tests showed significantly greater CYP2D6 metabolic ratios 

in phases 1 and 2, compared to phase 3, but no difference between phases 1 and 2 (Table 

1). Compared to phase 3, the CYP2D6 metabolic ratios were, on average, 1.59 - 1.67-

fold higher in acute disease (phase 1), and 1.93 - 1.98-fold higher after completion of the 

7-day malaria chemotherapy (phase 2). 

 

We plotted in Figure 3A the individual values of metoprolol AUC90-240min and summarized 

the data in Table 2. On average, the AUC90-240min´s in phases 1 and 2 were 1.35 and 1.63-

fold greater than in phase 3, respectively. ANOVA confirmed significant difference across 

the three study phases (P<0.0001), and post-hoc Tukey tests disclosed significant higher 

AUC90-240min in phases 1 and 2 compared to phase 3, but no difference between phases 

1 and 2. 
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CYP2C19 

The distribution of omeprazole phenotypic metrics according to the CYP2C19 metabolizer 

phenotypes (Supplementary Table 2) is plotted in Figure 1B. The individual values of the 

omeprazole metrics were strongly correlated (R2 = 0.97), and overlapped across CYP2D6 

NM (n = 13), IM (n = 5) and UM (n = 6). The IM phenotype was assigned to patients 

genotyped as CYP2C19 *1/*2 (n = 5) or CYP2C19*1/*3 (n = 1). The patient with the 

CYP2C19*1/*3 genotype (patient # 1 in Supplementary Table 2) showed considerable 

higher values for both omeprazole phenotypic metrics (data circled in Figure 1B) relative 

to the other IM individuals. 

 

The individual CYP2C19 metabolic ratios are plotted in Figure 4 and summarized in Table 

1. Both omeprazole metrics differed significantly across the three study phases (ANOVA 

P<0.0001). Post-hoc Tukey tests showed significantly greater CYP2C19 metabolic ratios 

in phase 1 than in phases 2 and 3, and no difference between phases 2 and 3 (Table 1). 

The omeprazole AUC90-240min (Figure 3B; Table 2) varied significantly across the study 

phases (ANOVA P <0.0001), being, on average, 3-fold greater in phase 1 compared to 

phases 2 and 3. ANOVA indicated significant variation in omeprazole AUC90-240 min 

across the three phases (P<0.0001) and post-hoc Tukey tests confirmed significant larger 

AUC90-240min in phase 1 compared to phases 2 or 3, and no difference between phases 2 

and 3. 

 

Cytokine measurements 

Plasma concentration data for the investigated cytokines are presented in Table 3. 

ANOVA detected no difference in IL-1b, TNF or IL-12 concentrations across the three 

study phases, whereas significant differences were observed for IL-6, IL-8 and IL-10. Pair-

wise comparisons showed significantly higher concentrations of IL-6, IL-8 and IL-10 in 

acute P. vivax malaria (phase 1), relative to phases 2 (post-chemotherapy) and 3 

(convalescence). For IL-6 and IL-10 there was no difference between phases 2 and 3, i.e. 

the plasma concentrations of these cytokines were restored to baseline values after 7-

days of anti-malarial chemotherapy. IL-8 concentrations, however, remained elevated at 

the end of chemotherapy. Individual data for IL-6, IL-8 and IL-10 are plotted in Figure 5.  
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Discussion 

 

This is the first study to investigate the impact of vivax malaria and anti-malarial treatment 

on the activity of two major drug-metabolizing enzymes, namely CYP2D6 and CYP2C19. 

Pharmacokinetic metrics obtained with validated phenotypic probes, namely metoprolol 

(CYP2D6) and omeprazole (CYP2C19), revealed that both CYPs were inhibited during 

acute disease (phase 1); after 7 days of combined chloroquine-primaquine chemotherapy 

CYP2C19 activity was restored, whereas CYP2D6 remained suppressed. We suggest 

that distinct mechanisms may contribute to suppression of CYP activity and account for 

the different time courses of CYP2D6 and CYP2C19 inhibition. 

 

Cytokine-induced inhibition of expression and activity of CYP enzymes in hepatocytes is 

one likely mechanism. The host immune response against P. vivax triggers production 

and increased circulating levels of several pro-inflammatory and regulatory cytokines, 

which influence the pathogenesis and severity of the disease, and recurrence of acute 

episodes [11-15] Our results verified the increase in circulating IL-6, IL-8 and IL -10 in 

acute vivax malaria (phase 1), and reversal to baseline (IL-6 and IL-10) or considerable 

reduction (IL-8) at the end of the 7-day combined chloroquine-primaquine treatment 

(phase 2), in agreement with previous results [11]. The time course of changes in 

circulating IL-6 and IL-10, and to a lesser degree IL-8, parallels the transient inhibition of 

CYP2C19 activity observed in phase 1 of this study. Increased plasma concentrations of 

pro-inflammatory cytokines have been implicated in the suppression of the metabolic 

activity of distinct CYP enzymes in multiple clinical settings [2,8], including visceral 

leishmaniosis, another parasitic disease highly prevalent in Brazil [16]. We suggest that a 

similar mechanism, triggered by the increased circulating levels of the pro-inflammatory 

cytokines IL-6 and IL-8, account for the suppression of CYPC19 activity during the acute 

phase of vivax malaria. This suggestion is consistent with the reported inhibition of 

selected CYPs in murine malaria models, associated with pro-inflammatory cytokines [40-

43]. 

 

The regulatory cytokine IL-10, although detected at considerably higher concentrations in 
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study phase 1, has not been linked to inhibition of CYP enzymes in other clinical or 

experimental settings of inflammation [3,8]. Indeed, daily administrations of IL-10 to 

healthy volunteers induced an acute-phase response, but did not alter CYP1A2, CYP2C9, 

and CYP2D6 activities, as measured by selective phenotypic probes [39]. 

 

In contrast to CYP2C19, regulation of CYP2D6 activity in inflammation has not been 

consistently demonstrated [3,5]. The distinct time courses of increased circulating pro-

inflammatory cytokines and changes in CYP2D6 pharmacokinetic metrics, suggest that 

additional mechanism(s) account for suppression of CYP2D6 activity in acute vivax 

malaria and after completion of chloroquine-primaquine chemotherapy. There is a wealth 

of clinical and experimental data pointing to inhibitory effects of chloroquine on CYP2D6 

activity. Lancaster et al. [44] showed that chloroquine inhibited CYP2D6 -mediated alpha-

hydroxylation of metoprolol by human liver microssmes; importantly, this is the same 

metabolic reaction underlying our use of metoprolol as a CYP2D6 probe. Inhibition of 

CYP2D6 by chloroquine in human liver microsomes was confirmed by Masirimembwa et 

al. [45], using bufuralol as substrate. The Ki´s for CYP2D6 inhibition were within the range 

of chloroquine concentrations in liver following usual anti-malarial doses, which prompts 

the suggestion that chloroquine is capable to decrease CYP2D6 activity in vivo. 

Accordingly, Somooya et al. [46] verified inhibition of CYP2D6-mediated hydroxylation of 

debrisoquine - another selective CYP2D6 phenotype probe - in healthy Zambians, 2h and 

1 week after chloroquine dosing, and reversal of the inhibition at 2 weeks. Of especial 

relevance to vivax malaria are the findings of the pharmacokinetic interactions between 

chloroquine and primaquine, involving CYP2D6 activity. Pukrittayakamee et al. [47] 

reported that chloroquine increased the plasma levels of primaquine and its major 

metabolite, carboxyprimaquine in healthy subjects, whereas Fasinu et al. [48] showed that 

chloroquine inhibited the CYP2D6-mediated clearance of primaquine in human 

hepatocytes, with very modest effects on the oxidative deamination products of 

monoamino oxidase, the other major metabolic pathway for primaquine metabolism in 

humans. Fasinu et al.[48] discussed these results with respect to the apparent 

discrepancy between the well-demonstrated enhancement of primaquine anti-malarial 

efficacy by chloroquine and the compelling evidence that CYP2D6 activity is essential to 
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the anti-malarial efficacy of primaquine [21-27]. 

 

Collectively, the data presented in the preceding paragraph, support the notion that 

chloroquine-induced inhibition of CYP2D6 activity provides a major mechanism for the 

increased metoprolol/ -OH metoprolol ratio and systemic exposure to metoprolol upon 

completion of the anti-malarial treatment (phase 2). A similar mechanism may account, at 

least in part, for the increased metoprolol metabolic ratio and systemic exposure in phase 

1, which was carried out after initiation of chloroquine-primaquine treatment, following 

diagnosis of the acute vivax episode. Inhibition of CYP26 by pro-inflammatory cytokines 

cannot be excluded as contributing to the changes in metoprolol pharmacokinetic metrics 

in phase 1, although, as mentioned above, regulation of CYP2D6 activity in inflammation 

has never been consistently demonstrated [3,5]. Furthermore, there was a nominal 

increase in the metoprolol pharmacokinetic metrics of CYP2D6 inhibition at the end of the 

chloroquine-primaquine treatment, whereas the plasma concentrations of pro-

inflammatory cytokines IL-6 and IL-8 declined. 

 

In conclusion, this is the first investigation of the impact of malaria vivax and curative 

chemotherapy on the activity of two major drug-metabolizing enzymes. We report that the 

phenotypic activities of CYP2D6 and CYP2C19, assessed by the selective probes 

metoprolol and omeprazole, were suppressed in the acute phase of vivax malaria and that 

chloroquine-primaquine treatment restored CYP2C19, but not CYP2D6, activity. 

CYP2C19 inhibition is attributed to increased plasma concentrations of pro-inflammatory 

cytokines, whereas exposure to chloroquine is thought to be major culprit for suppression 

of CYP2D6 activity. A distinguish strength of this study is that it reflects real-life 

management of vivax malaria patients in an endemic area in the Brazilian Amazon. 

Nevertheless, we acknowledge limitations: Firstly, the prescribed antimalarial treatment 

followed the recommendations of the Brazilian Ministry of Health for P. vivax, but drug 

administration was not supervised and the possibility of poor adherence may not be 

excluded. Also, we cannot exclude undisclosed use by patients of non-prescribed drugs 

or xenobiotics that might affect CYP2D6 and/or CYP2C19 function. Thirdly, the results of 

this study derive from patients with uncomplicated vivax malaria, and may not predict 
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changes in CYP activity in the rarer, severe form of the disease. 
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Table 1 Metoprolol and omeprazole metabolic ratios in Plasmodium vivax malaria patients  
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

  

 

CYP probe   Metabolic ratio*  ANOVA**  Tukey t-test***  
 

n 
       

 

Phase 1 Phase 2 
Phase  

1 vs. 2 1 vs. 3 2 vs. 3    

  
3 

 

        

Metoprolol         

4h ratio [metoprolol]/[  -OH 
22 

1.59 (1.33 - 
1.98 (1.60 - 2.36) 1 <0.0001 0.14 0.03 <0.0001 

metoprolol] 1.85)        

AUC ratio metoprolol/  -OH 

22 
1.67 (1.39 - 

1.93 (1.64 - 2.22) 1 <0.0001 0.52 0.001 <0.0001 
metoprolol 1.95)        

Omeprazole         

4h ratio [omeprazole/5-OH 
24 

1.70 (1.32 - 
0.92 (0.72 - 1.12) 1 <0.0001 <0.0001 0.001 0.84 

omeprazole] 2.08)        

AUC ratio omeprazole/5-OH 
24 

1.58 (1.17 - 
0.89 (0.53 - 1.25) 1 <0.0001 <0.0001 0.01 0.75 

omeprazole 1.99)         

* Ratio of plasma concentrations of probe/metabolite, normalized to the 
respective invididual values in phase 3, expressed as mean (CI95%) 

 
** P values for ANOVA; significant values  shown in bold 

 

P values for post-hoc Tukey t-tests of pair-wise comparisons between phases 1, 2 and 3; 
significant values shown in bold 
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Table 2 Metoprolol and omeprazole AUC90-240 min in Plasmodium vivax malaria patients  
 

   
* AUC90-120 min, area under the plasma concentration versus time curve between 90 and 120 min, normalized to the respective 

individual values in phase 3. Data presented as mean (CI95%) 

** P values for ANOVA; significant values  shown in bold 
 
*** P values for post-hoc Tukey t-tests of pair-wise comparisons between phases 1, 2 and 3; significant values shown in bold 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

CYP probe 
n 

AUC90-120 min*    ANOVA**   Tukey t-test***  
           

 

Phase 1 Phase 2 Phase 3 
   

1 vs. 2 1 vs. 3 2 vs. 3      
          

Metoprolol 22 1.35 (1.15 - 1.55) 1.63 (1.40 - 1.85) 1 <0.0001 0.09 0.02 <0.0001 

Omeprazole 24 3.33 (1.15 - 4.36) 1.04 (0.76 - 1.32) 1 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.99 
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Table 3 Plasma concentrations of cytokines in Plasmodium vivax malaria patients  

 

 

 

  
 
 

Cytokine   Plasma concentration of cytokines (pg.mL-1)*   Post-hoc test***  
       ANOVA**    

  

Phase 1 

 

Phase 2 Phase 3 1 vs. 2 1 vs. 3 2 vs. 3     
         

IL-1β 4.67 (0.35 - 9.00) 3.66 (0.61 - 6.72) 3.58 (0 - 8.35) 0.23 0.53 0.53 0.33 

IL-6 23.26 (13.62 - 32.90) 1.61 (1.18 - 2.04) 1.65 (0.76 - 2.53) <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.92 

IL-8 9.49 (6.88 - 12.10) 4.25 (3.34 - 5.17) 3.04 (2.28 - 3.80) <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.006 

IL-10 81.52 (45.17 - 117.88) 1.61 (1.21 - 2.01) 1.36 (0.74 - 1.98) <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.52 

IL-12p70 0.46 (0 - 0.91) 0.40 (0.02 - 0.79) 0.53 (0 - 1.20) 0.09 0.86 0.86 0.75 

TNF 1.03 (0.05 - 2.01) 0.71 (0 - 1.58) 0.93 (0 - 1.86) 0.23 0.48 0.48 0.35  
 

* data expressed as mean (CI95%) 
 

** P values for repeated measures ANOVA, significant values  shown in bold 
 

*** P values for pair-wise comparisons (Tukey t-test) between phase 1, 2 and 3; significant values shown 
in bold 
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Figure 1. Distribution of metoprolol (A) and omeprazole (B) pharmacokinetic metrics 
according to the respective CYP2D6 and CYP2C19 metabolizer phenotypes. Data refer to 
phase 3 of the study (convalescence from acute vivax malaria episode). Open triangles: 
ratio of probe/metabolite concentrations in plasma 4 h after oral administration of the 

probes metoprolol (10 mg) and omeprazole (2 mg). Black squares: ratio of the areas under 

the plasma concentration versus time curves (AUC0-12h) of probe/metabolite, estimated by 
limited sampling regression equations. Metabolites: α-OH metoprolol and 5-OH omeprazole. 
PM, poor metabolizer; IM intermediate metabolizer; NM, normal metabolizer; UM, ultra-rapid 

metabolizer. Circles denote outliers. 
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Figure 2. Individual values of the metoprolol pharmacokinetic metrics in the 

three study phases: phase 1, acute vivax malaria; phase 2, after completion of 
the combined chloroquine-primaquine treatment; phase 3, convalescence. Data 

normalized to the values measured in phase 3. Pharmacokinetic metrics are: A, 
ratio of the areas under the plasma concentration versus time curves (AUC0-12h) 

of metoprolol/ α-OH metoprolol, estimated by limited sampling regression 
equations; B, metoprolol/ α-OH metoprolol concentration ratio in plasma 4 h 

after oral administration of 10 mg metoprolol. 

 

 



98 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Effect of vivax malaria and anti-malarial chemotherapy on systemic exposure to 
metoprolol and omeprazole. The plots show the individual areas under the plasma 

concentration versus time curves of metoprolol (A) and omeprazole (B) between 90 and 240 
minutes (AUC90-240min) after oral administration of 10 mg metoprolol and 2 mg omeprazole, 
in the three study phases: phase 1, acute vivax malaria; phase 2, after completion of the 
combined chloroquine-primaquine treatment; phase 3, convalescence. Data normalized to 

the values measured in phase 3. 
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Figure 4. Individual values of the omeprazole pharmacokinetic 
metrics in the three study phases: phase 1, acute vivax malaria; 

phase 2, after completion of the combined chloroquine-
primaquine treatment; phase 3, convalescence. Data normalized 
to the values measured in phase 3. Pharmacokinetic metrics are: 
A, ratio of the areas under the plasma concentration versus time 

curves (AUC0-12h) of omeprazole/5-OH omeprazole, estimated by 
limited sampling regression equations; B, omeprazole/5-OH 

omeprazole concentration ratio in plasma 4 h after oral 
administration of 2mg omeprazole. 
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Figure 5. Individual plasma concentrations of cytokines IL-6 (panel A), IL-8 (B) and IL-10 

(C) in the three study phases: phase 1, acute vivax malaria; phase 2, after completion of 
the combined chloroquine-primaquine treatment; phase 3, convalescence. 
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Supplementary Table 1. CYP2D6 and CYP2C19 SNP information*  
 

CYP2D6#  
rs1135840 NG_008376.3:g. 4180G>C 

rs28371725 NG_008376.3:g.2989G>A 

rs16947 NG_008376.3:g.2851C>T 

rs5030656 NG_008376.3:g.2616delAAG 

rs35742686 NG_008376.3:g.2550delA 

rs3892097 NG_008376.3:g.1847G>A 

rs28371706 NG_008376.3:g.1022C>T 

rs1065852 NG_008376.3:g.100C>T 

rs769258 NG_008376.3:g.31G>A 

rs1080985 NG_008376.3:g.-1584C>G 

CYP2C19##  
rs4244285 NG_008384.3:g.19154G>A 

rs4986893 NG_008384.3:g.17948G>A 

rs12248560 NG_008384.3:g.-806C>T   
# https://www.pharmvar.org/gene/C

YP2D6 
##

https://www.pharmvar.org/gene/C

YP2C19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.pharmvar.org/gene/CYP2D6
https://www.pharmvar.org/gene/CYP2D6
https://www.pharmvar.org/gene/CYP2C19
https://www.pharmvar.org/gene/CYP2C19
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Supplementary Table 2. CYP2D6 and CYP2C19 genotypes and phenotypes 

 

 

Patient CYP2D6  CYP2C19 
      

 Genotype Phenotype  Genotype Phenotype 
     

1 *1/*1 NM *1/*3 IM 

2 *2/*5 IM *1/ *17 UM 

3 *2/*2 NM *1/ *1 NM 

4 *29/*41 IM *1/ *2 IM 

5 *1/*1 NM *1/ *1 NM 

6 *4/*2x2 NM *1/ *1 NM 

7 *1/*41 NM *1/ *1 NM 

8 *1/*2 NM *1/ *1 NM 

9 *1/*5 IM *1/ *1 NM 

10 *1/*1 NM *1/ *17 UM 

11 *1/*41 NM *1/ *1 NM 

12 *1/*2x2 UM *1/ *1 NM 

13 *41/*4 IM *1/ *1 NM 

14 *2/*2 UM *1/ *17 UM 

15 *1/*5 IM *1/ *1 NM 

16 *4x2/*4 PM *1/ *1 NM 

17 *2/*2 NM *1/ *1 NM 

18 *4/*4 PM *1/ *17 UM 

19 *1/*2 NM *1/ *2 IM 

20 *41/*35 NM *1/ *2 IM 

21 *1/*41 NM *1/ *2 IM 

22 *1/*2 NM *1/ *2 IM 

23 *4/*1 IM *1/ *1 NM 

24 *2/*2 NM *1/ *17 UM 
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4. LIMITAÇÕES DA PESQUISA E PESPECTIVAS 

 

Em relação ao primeiro artigo produto da tese, onde estudamos a influência de 

genótipos de enzimas metabolizadoras de CQ na recorrência precoce pelo P. vivax, 

foram observadas as seguintes limitações: 

 

• Não foi realizada a genotipagem de de marcadores moleculares para a 

distinção dos motivos causadores da recorrência precoce, devido a 

inexistência de marcadores confiáveis para essa diferenciação. Este fato e 

a ausência de um acompanhamento clínico mais criterioso não nos permitiu 

afirmar que as recorrências tratavam-se de P. vivax resistente a CQ. 

• Não foi possível realizar ensaios de suscetibilidade a CQ ex vivo, 

simultâneamente ao estudo de genotipagem, em recorrentes e não 

recorrentes, pois as parasitemias do dia da recorrência foram muito baixas 

e a contagem dos estágios em anel foi menor que 50%.  

• Foi incluído um número limitado de isolados para os ensaios ex vivo, pois o 

mesmo requer algumas condições específicas, como amostras com 

parasitemia de P. vivax >10.000 paras/mm3, porcentagem de estágios em 

anel acima de 50% e amadurecimento da amostra até 42h de cultivo (% de 

esquizontes≥ 40%). A quantidade de isolados avaliados não foi suficiente 

para confirmar a ocorrência de resistência de P. vivax a CQ, ex vivo. 

• O estudo teve baixo n amostral de CQ-recorrentes. Porém, as taxas de 

recorrência encontravam-se dentro do esperado para a região. 

 

A partir dos dados encontrados neste estudo, não é possível afirmar que a 

presença de genótipos de baixa atividade de CYPs analisadas tem relação com a eficácia 

do tratamento com CQ, pois além de não alterar os níveis da droga e de seu metabólito, 

é provável que as duas possuam também a mesma eficácia in vivo. Como perspectivas 

sugere-se a realização de trabalhos complementares, considerando um maior número de 

pacientes com P. vivax recorrente, avaliando também o fenótipo de metabolização da 

PQ, para verificar a influência de genótipos de metabolização lenta na recorrência. 
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No segundo artigo produto da tese, investigamos se a malária aguda por P. vivax 

tinha impacto na atividade de CYPs, influenciando o metabolismo de medicamentos. As 

limitações deste estudo foram: 

 

• Impossibilidade de realizar a supervisão da quimioterapia com CQ e PQ. 

Desta forma, não foi confirmada adesão ao tratamento, e isto poderia 

influenciar o retorno da atividade enzimática original de CYPs nesses 

pacientes. 

• Não foi possível controlar o uso de outras medicações, bem como a 

alimentação, uso de chás e de outras substâncias durante o seguimento 

dos pacientes, exceto quando os mesmos estavam presentes nas visitas 

do estudo. O uso de outros xenobióticos pode causar a indução ou inibição 

das enzimas avaliadas no estudo e influenciar nos resultados fenotípicos 

encontrados. 

• Características como a quantidade de episódios prévios de malária, 

densidade parasitária na malária aguda, cepa de P. vivax infectante, 

gravidade da malária, presença de comorbidades desconhecidas pelo 

paciente, entre outras, podem influenciar o status inflamatório causado pela 

doença, e consequentemente a atividade de CYPs. A influência dessas 

caraterísticas não foi avaliada no estudo. 

 

Este foi o primeiro estudo a avaliar a influência da malária por P. vivax no fenótipo 

de importantes enzimas metabolizadoras de drogas de uso clínico. A partir dos dados 

encontrados, sugere-se o monitoramento da eficácia de medicamentos utilizados durante 

a infecção por P. vixax, levando em consideração uma possível inefetividade dos 

mesmos. A análise do fenótipo de outras enzimas metabolizadoras de medicamentos, 

como CYP3A4 e CYP1A2 poderia ser realizada para complementar os dados deste 

estudo. O efeito da malária grave por P. vivax na atividade de CYPs também pode ser 

avaliada em trabalhos futuros. 
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5. CONCLUSÃO 

 

• A presença de alelos associados a metabolização lenta pelas enzimas CYP2C8, 

CYP3A4 e CYP3A5 não influenciam na recorrência precoce por P. vivax ou a 

metabolização da CQ em paciente recorrentes e não recorrentes. 

 

• Genótipos mutados de CYP2C8, CYP3A4 e CYP3A5 não aumentaram o tempo 

para clearence da parasitemia assexual de P. vivax, e o clearence não está 

associado a recorrência precoce. 

 

• CQ e DCQ possuem a mesma eficácia em isolados de P. vivax, ex vivo. 

 

• A atividade das enzimas CYP2D6 e CYP2C19 foi variou durante o curso da 

infecção pelo P. vivax, considerando as fases de malária aguda, pós-quimioterapia 

e convalescença. 

 

• A quimioterapia foi suficiente para restaurar a atividade de CYPC19, mas não a de 

CYP2D6. 
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7. ANEXOS  

 

7.1 – PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS PADRÃO (POPs) 

7.1.1 – POP para Seguimento de pacientes para fenotipagem de CYPs 

 

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO 
 

INSTITUTO DE PESQUISA CLÍNICA CARLOS BORBOREMA 
 

FUNDAÇÃO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO 
 

Código POP POP_IPCCB_HO_009_PT 

Título 
Procedimento para seguimento de pacientes para fenotipagem de 
enzimas de CYP450, utilizando sondas de droga. 

Idioma da versão original PT 

Elaborado por: 
Anne C. G. de Almeida 
Erick F. G. Figueiredo 
 

Revisado por: 
Gisely C. de Melo 

Aprovado por: 
Gisely C. de Melo 

Data de aplicação: 

Data e assinatura Data e assinatura Data e assinatura 
 
 
 
 
 

Data da próxima 
revisão: 

 

Histórico de revisões 

Nome Assinatura 
Data 

(DD/MMM/AA) 
Alterações realizadas 

    

    

    

 
1. OBJETIVO 

Determinar o segmento realizado para inclusão e acompanhamento de pacientes em estudos de 

fenotipagem de enzimas de CYP450 na Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-

HVD). 

 

2. CAMPO DE APLICAÇÃO 

Pesquisador responsável, co-pesquisadores, farmacêutico-bioquímico, técnicos ou alunos de iniciação 

científica. 
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3. SIGLAS 

TCLE Termo de Compromisso Livre e Esclarecido 

CQ Cloroquina 

PQ Primaquina 

 

4. DEFINIÇÕES 

- Fenotipagem de CYP450s: procedimento para determinação da atividade enzimática de componentes do 

CYP450 , através de dosagem de sondas de droga previamente administrada, no plasma e urina de 

indivíduos. 

- Sonda Fenotípica: Cápsulas contendo doses subterapêuticas de fármacos que serão detectadas pela 

técnica de fenotipagem. 

 

5. RESPONSABILIDADES 

As pessoas responsáveis pela implantação e pelo treinamento nos procedimentos presentes deste POP 

são o PI, farmacêuticos- bioquímicos e os demais profissionais por ele designados. 

 

 
6. RESUMO DOS PROCEDIMENTOS REALIZADOS DURANTE O SEGUIMENTO DOS 

PACIENTES 

D1  
Recrutamento 

D2 
Inclusão 

D_ 
24/48h após trat. 

D42 
Convalescência 

Buscar pacientes 
positivo para P. vivax 
(a partir de meia cruz) 

Coletar sangue/urina 
(T0) 

Coletar sangue/urina 
(T0) 

Coletar sangue/urina 
(T0) 

Aplicar TCLE 
Administrar sonda 
fenotípica 

Administrar sonda 
fenotípica 

Administrar sonda 
fenotípica 

Entregar pote coletor 
de urina 

Coletar sangue/urina 
(T90) 

Coletar sangue/urina 
(T90) 

Coletar sangue/urina 
(T90) 

Orientar sobre jejum 
de 8 horas  

Coletar sangue/urina 
(T120) 

Coletar sangue/urina 
(T120) 

Coletar sangue/urina 
(T120) 

 Aplicar questionário Aplicar questionário Aplicar questionário 

 
Coletar sangue/urina 
(T240) 

Coletar sangue/urina 
(T240) 

Coletar sangue/urina 
(T240) 

 

7. RECRUTAMENTO DE PACIENTES – D1 

a. Serão recrutados pacientes maiores de 18 anos de idade, com diagnóstico positivo para 
malária vivax, acima de ½ (meia) cruz; 

b. Excluir pacientes que relatem doença reumática, insuficiência renal e hepática, gestantes, 
no puerpério ou amamentando, idosos e crianças, ou aqueles que fizerem uso da terapia 
antimalárica diferente do padrão; 
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c. Aplicar o TCLE e anotar as informações requeridas na Ficha do Paciente; 

d. Encaminhar o paciente para consulta médica e após consulta, orientar o paciente sobre o 
uso correto dos antimaláricos no 1°dia _ 4 CQ + 1 PQ; 

e. Entregar ao paciente um pote coletor de urina identificado e orientar que a coleta de urina 
deve ser realizada no dia seguinte, a 1ª urina da manhã; 

f. Orientar sobre o retorno no dia seguinte, com o pote coletor de urina, jejum de 8h e sem 
uso de medicamentos (exceto os antimaláricos), chás, café ou qualquer tipo de droga lícita 
ou ilícita; 

 

8. INCLUSÃO DE PACIENTES – D2 

a. Recolher o pote coletor de urina trazido pelo paciente, anotar o volume total de urina e 
alíquotar 20ml em dois tubos falcon de 15ml, identificados como tempo zero – T0 e 
armazenar a -20°C; 

b. Certificar que o paciente esteja em jejum de no mínimo 8 horas; 

c. Perguntar ao paciente se houve episódios de vômito ou se está com diarreia importante 
desde o dia anterior, que esteve no Hospital;  

Obs.: Caso a resposta seja “sim”, para qualquer das duas opções, é necessário avaliar 
se o indivíduo deve prosseguir no estudo, pois o vomito e a diarreia irão interferir 
diretamente na quantidade de medicamento disponível no organismo. 

d. Colocar o acesso venoso no paciente e coletar cerca de 5ml de sangue em tubo de EDTA 
(tampa roxa), identificados como tempo zero – T0; 

e. Administrar a sonda fenotípica; 

f. Fazer duas alíquotas de 500µl de sangue total em eppendorf de 1,5ml identificados e 
armazenar a -20°C (coleta realizada somente uma única vez); 

g. Centrifugar o restante do sangue e fazer quatro alíquotas de plasma de 500µl em 
eppendorf de 1,5ml identificados e armazenar a -20°C; 

h. Esperar 1h30 da 1ª coleta, fazer a 2ª coleta de sangue e urina no tempo 90 – T90; 

i. Centrifugar o sangue e fazer quatro alíquotas de plasma de 500µl em eppendorf de 1,5ml 
identificados e armazenar a -20°C; 

j. Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e aliquotar 20ml em dois 
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C; 

k. Esperar 30min da 2ª coleta, fazer a 3ª coleta de sangue e urina no tempo 120 – T120; 

l. Centrifugar o sangue e fazer quatro alíquotas de plasma de 500µl em eppendorf de 1,5ml 
identificados e armazenar a -20°C; 

m. Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e aliquotar 20ml em dois 
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C; 

n. Fornecer a refeição padronizada (leite sem café ou sucos não cítricos, bolacha água e sal, 
banana/mamão) e administrar o 2º dia de antimaláricos _ 3 CQ + 1 PQ, e orientar sobre a 
administração dos antimaláricos nos dias seguintes;  

o. Aplicar o questionário do estudo; 

p. Esperar 2h da 3ª coleta, fazer a 4ª coleta de sangue e urina no tempo 240 – T240;  

q. Fazer a retirada do acesso venoso; 
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r. Marcar retorno do paciente para o D_ (24-48horas após o tratamento) e anotar data e 
hora do retorno na Ficha do Paciente, assim como no Livro de Laboratório e em outras 
ferramentas de calendário disponíveis nos dispositivos móveis; 

s. Liberar o paciente, entregar um pote coletor de urina identificado para o próximo retorno;  

t. Centrifugar o sangue e fazer quatro alíquotas de plasma de 500µl em eppendorf de 1,5ml 
identificados e armazenar a -20°C; 

u. Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e alíquotar 20ml em dois 
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C;  

v. Entrar em contato com paciente de 1-2dias antes de seu retorno, para verificar se os 
medicamentos antimaláricos foram devidamente tomados, e também para lembrá-lo do 
retorno, da coleta de 1ª urina da manhã e jejum de no mínimo 8 horas. 

 

9. RETORNO 24-48 HORAS APÓS TRATAMENTO – D_ 

a. Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e alíquotar 20ml em dois 
tubos falcon de 15ml, identificados como tempo zero – T0 e armazenar a -20°C; 

b. Certificar que o paciente esteja com jejum de no mínimo 8 horas; 

c. Colocar o acesso venoso no paciente e coletar cerca de 5ml de sangue em tubo de EDTA 
(tampa roxa), identificados como tempo zero – T0; 

d. Administrar a sonda fenotípica; 

e. Centrifugar o sangue e fazer quatro alíquotas de plasma de 500µl em eppendorf de 1,5ml 
identificados e armazenar a -20°C; 

f. Esperar 1h30 da 1ª coleta, fazer a 2ª coleta de sangue e urina no tempo 90 – T90;  

g. Centrifugar o tubo de sangue e fazer quatro alíquotas de plasma de 500µl em eppendorf 
de 1,5ml identificados e armazenar a -20°C; 

h. Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e alíquotar 20ml em dois 
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C; 

i. Esperar 30min da 2ª coleta, fazer a 3ª coleta de sangue e urina no tempo 120 – T120; 

j. Centrifugar o sangue e fazer quatro alíquotas de plasma de 500µl em eppendorf de 1,5ml 
identificados e armazenar a -20°C;  

k. Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e alíquotar 20ml em dois 
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C; 

l. Fornecer a refeição padronizada (leite sem café ou sucos não cítricos, bolacha água e sal, 
banana/mamão);  

m. Aplicar o questionário do estudo; 

n. Esperar 2h da 3ª coleta, fazer a 4ª coleta de sangue e urina no tempo 240 – T240;  

o. Fazer a retirada do acesso venoso; 

p. Marcar retorno do paciente para o D42 (Convalescência) e anotar data e hora do retorno 
na Ficha do Paciente, assim como no Livro de Laboratório e em outras ferramentas de 
calendário disponíveis nos dispositivos móveis; 

q. Liberar o paciente, entregar um pote coletor de urina identificado para o próximo retorno;  

r. Centrifugar o sangue e fazer quatro alíquotas de plasma de 500µl em eppendorf de 1,5ml 
identificados e armazenar a -20°C;  
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s. Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e alíquotar 20ml em dois 
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C;  

t. Entrar em contato com paciente de 1-2dias antes de seu retorno, para lembrá-lo do retorno, 
da coleta de 1ª urina da manhã e jejum de no mínimo 8 horas. 

 

10. RETORNO CONVALESCÊNCIA – D42  

a. Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e alíquotar 20ml em dois 
tubos falcon de 15ml, identificados como tempo zero – T0 e armazenar a -20°C;  

b. Certificar que o paciente esteja com jejum de no mínimo 8 horas; 

c. Colocar o acesso venoso no paciente e coletar cerca de 5ml de sangue em tubo de EDTA 
(tampa roxa), identificados como tempo zero – T0; 

d. Administrar a sonda fenotípica; 

e. Centrifugar o sangue e fazer quatro alíquotas de plasma de 500µl em eppendorf de 1,5ml 
identificados e armazenar a -20°C; 

f. Esperar 1h30 da 1ª coleta, fazer a 2ª coleta de sangue e urina no tempo 90 – T90; 

g. Centrifugar o sangue e fazer quatro alíquotas de plasma de 500µl em eppendorf de 1,5ml 
identificados e armazenar a -20°C;  

h. Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e alíquotar 20ml em dois 
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C; 

i. Esperar 30min da 2ª coleta, fazer a 3ª coleta de sangue e urina no tempo 120 – T120; 

j. Centrifugar o sangue e fazer quatro alíquotas de plasma de 500µl em eppendorf de 1,5ml 
identificados e armazenar a -20°C;  

k. Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e alíquotar 20ml em dois 
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C; 

l. Fornecer a refeição padronizada (leite sem café ou sucos não cítricos, bolacha água e sal, 
banana/mamão);  

m. Aplicar o questionário do estudo; 

n. Esperar 2h da 3ª coleta, fazer a 4ª coleta de sangue e urina no tempo 240 – T240;  

o. Fazer a retirada do acesso venoso; 

p. Liberar o paciente e agradecer pela participação no projeto de pesquisa;  

q. Centrifugar o sangue e fazer quatro alíquotas de plasma de 500µl em eppendorf de 1,5ml 
identificados e armazenar a -20°C;  

r. Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e alíquotar 20ml em dois 
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C;  

 
11. Anexos 
 

Título Mudanças ou traduções realizadas 
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12. Referências 
 

Não se aplica.  
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7.1.2 POP para Confecção de Lâmina de Gota Espessa 
 
 

 



141 
 

 



142 
 

 



143 
 

 



144 
 

 



145 
 

 

 
 

 

 

 

 

 



146 
 

 

7.1.3 POP para Extração de DNA em placa. 
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7.1.4 POP para PCR em tempo real para detecção de plasmódio 
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7.1.5 POP para Genotipagem de SNPs de CYPs 
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Elaborado por: 
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1. OBJETIVOS 

Descrever o procedimento de realização da PCR em tempo real para genotipagem alélica 

de enzimas do citocromo P450 (CYP) com sistema TaqMan. 
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2. DEFINIÇÕES  

• PCR: A reação em cadeia da polimerase (do inglês polymerase chain reaction), é uma 

técnica da biologia molecular para amplificar pequenas quantidades de um DNA específico 

a partir de um molde do DNA, usando uma reação enzimática simples, sem um organismo 

vivo. 

• Alelo: Uma de duas ou mais formas alternativas de um gene que afetam a mesma 

característica de modo diferente. 

• Alelo selvagem: é aquele encontrado em organismos naturais, ou seja, sem que este tenha 

sofrido algum tipo de alteração nos seus genes. 

• Alelo estrela (*): é definido por variações de sequências específicas dentro do lócus do 

gene. 

• Variação no número de cópias (CNV): um segmento de DNA em que um número variável 

daquele segmento tem sido encontrado. 

• Haplótipo: uma série de alelos encontrados em um lócus ligado em um cromossomo. 

• Diplótipo: É a combinação específica dos dois haplótipos. 

• Genótipo: é a constituição genética de um indivíduo proveniente de ancestrais comuns. 

• Fenótipo: é o produto direto da informação proveniente no DNA, representa formas 

alternativas de expressão de um mesmo caráter que pode ser controlado por um ou vários 

genes. 

 

3. APLICAÇÃO 

Análise no laboratório de biologia molecular de amostras relacionadas à pesquisa clínica. 

Genotipagem das CYPs 2D6, 3A4, 3A5, 2C19 e 2C8. 

 

4. RESPONSABILIDADES 

Equipe do laboratório de biologia molecular envolvida na realização da PCR.  

 

5. POP'S RELACIONADOS  

▪ Procedimento para extração de DNA de Plasmodium spp. a partir de sangue total, utilizando 

o QIAmp DNA kit (Qiagen®) - POP_IPCCB_LB_003_v03D_PT  
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6. Recursos necessários 

      6.1. Materiais 

• Pipetas automáticas de 10μL, 100μL e 1000 μL  

• Ponteiras com filtro para pipetas automáticas  

• Pipeta multicanal  

• Multipipetador  

• Ponteiras para multipipetador (0,5 ml)  

• Tubos eppendorf de 1,5 e 2,0 mL  

• Microplacas de 0,1mL, com 96 poços, para sistema de PCR em Tempo Real  

• Adesivo óptico para vedar as microplacas  

6.2. Equipamentos 

• Vortex  

• Centrífuga  

• Termociclador de PCR em tempo real  

• Nanodrop 

6.3. Reagentes 

• Mastermix universal 

• Mastermix de genotipagem 

• RNAse P 

• Sondas genotipagem 

• Água nuclease free 

 

7. Reação de genotipagem  

7.1. Obtenção de DNA 

a. A extração do DNA deve ser feita de acordo com o 

POP_IPCCB_LB_003_v03D_PT; 

b. As amostras devem ser armazenadas em tubo eppendorf ou microplaca e devem ser 

mantidas em câmara fria a 4ºC. 
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7.2. Preparação do Mix de genotipagem 

a. O mix de genotipagem deve ser preparado e distribuído na microplaca para PCR na 

área apropriada (capela de fluxo laminar VECO CFLV estéril para preparo de 

reagentes PCR); 

b. Ligar a luz UV (germicida) da capela de fluxo laminar cerca de 30 minutos antes do 

início do preparo. Após esse período desligar; 

c. Com o fluxo laminar da cabine em operação, proceder o preparo do mix de 

genotipagem; 

d. Centrifugar as sondas; 

e. Em um tubo eppendorf, pipetar os reagentes nas seguintes proporções:. 

 

 

 

 

Obs: Pode-se utilizar também os reagentes e volumes (mix de genotipagem e DNA 

template) recomendados pelo fabricante das sondas de genotipagem, a Thermofisher 

Scientific 

f. Centrifugar o mix e pipetar 2,75µL em cada poço da microplaca; 

g. Cobrir a microplaca e seguir para a bancada de manipulação de DNA. 

 

7.3. Montagem da placa de genotipagem 

a. Vortexar e/ou centrifugar todos os tubos e microplacas de armazenamento de 

DNA; 

b. Pipetar 2,25µL de DNA em cada poço da microplaca de genotipagem contendo o 

mix de genotipagem; 

c. Os controles negativos devem ser feitos misturando 2,25µL de água (miliQ/água 

para injeção/água nuclease free) em cada poço selecionado como controle 

negativo; 

d. Aplicar o adesivo óptico para vedar a microplaca, evitando tocar em sua área 

central; 

e. Centrifugar a microplaca; 

 1x (VF=5µL) 

Mastermix universal 2,5µL 

Sonda de genotipagem 0,25µL 
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7.4. Reação de PCR real time 

a. A reação de PCR real time utiliza o software Applied Biosystems 7500 Fast Real-

time PCR System; 

b. Selecionar Advanced Setup na tela inicial; 

 

c. No Experiment Menu -> SETUP -> Experiment properties: 

▪ Identificar o nome do experimento; 

▪ Instrumento de corrida: 7500 fast (96wells); 

▪ Tipo de experimento: Genotyping; 

▪ Reagente: TaqMan® Reagents; 

▪ Velocidade: Standard (˜2 hours to complete run). 

 

d. No Experiment Menu -> SETUP -> Plate setup 
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▪ Atribuir SNP assay; 

▪ Criar novo SNP assay; 

▪ Identificar o SNP assay; 

▪ Definir alelo 1 ou base e selecionar VIC.  

▪ Definir alelo 2 ou base e selecionar FAM; 

▪ No Plate layout, selecionar os poços e definir o SNP assay. 

 

e. No Experiment Menu -> SETUP -> Run method 

▪ Para configurar a corrida, preencha a quantidade de µL da reação. A reação  

pode ter entre 10 e 30 µL; 
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▪ Na aba Tabular View selecione os tempos e temperatura da reação, bem como 

o número de ciclos. 

 

f. Após configurar PCR, conferir o Plate layout e salvar a reação; 

▪ Em seguida, clicar no botão START RUN. 

▪ O desenho da reação pode ser salvo como template para as demais análises; 

▪ No Experiment Menu -> ANALYSIS -> Multicomponent plot; 

▪ Analisar o resultado da curva de genotipagem. 

 

7.5. Análise da reação e definição do haplótipo 

a. No Experiment Menu -> ANALYSIS -> Multicomponent plot, analisar as curvas 

de genotipagem; 

b. Curva 1, curva de amostra heterozigoto para o alelo o SNP pesquisado; 
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c. Curva 2, curva de amostra homozigoto para o alelo o SNP pesquisado; 

 

d. Com o resultado das genotipagem construir uma tabela como as bases definidas 

para SNP. 

 

8. CYP2D6 

▪ A enzima CYP2D6 requer etapas extras para realização da genotipagem 

 

8.1. Definição do diplótipo para CYP2D6 

a. A definição do diplótipo deve ser feita no software Haplo.Stats, implementado na 

plataforma R. 

b. A definição dos alelos deve ser feita de acordo com a nomenclatura 

estabelecida em Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium; 

c. Para a designação de alelos, apenas devem ser consideradas 

combinações perfeitas.  

d. O alelo CYP2D6 *1 será determinado quando nenhuma alteração 

nucleotídica for observada em todos os SNPs genotipados (Tabela 1). 

e. Em casos de combinação de SNP que não pode ser atribuída a um alelo 

conhecido, eles estes devem agrupados como outros. 
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8.2. Reação CNV 

8.2.1. Concentração de DNA  

a. É necessário que a concentração de DNA das amostras seja igual a 5ng/µL; 

b. Com o auxílio do equipamento Nanodrop, dosar a concentração de DNA; 

c. As amostras com concentração maior que 5ng/µL devem ser diluídas com água 

nuclease free e, é preciso proceder nova extração das amostras com concentração 

menor. 

 

8.2.2. Preparação do Mix  

a. O mix deve ser preparado e distribuído na microplaca para PCR na área apropriada 

(capela de fluxo laminar VECO CFLV estéril para preparo de reagentes PCR); 

b. Ligar a luz UV (germicida) da capela de fluxo laminar cerca de 30minutos antes 

do início do preparo. Após esse período desligar; 

c. Com o fluxo laminar da cabine em operação, proceder o preparo do mix; 

d. Centrifugar a sonda e a RNAse P; 

e. Em um tubo eppendorf, pipetar os reagentes nas seguintes proporções;  

 

 

 

 

 

 

 

f. Centrifugar o mix e pipetar 8µL em cada poço da microplaca; 

g. Cobrir a microplaca e seguir para a bancada de manipulação de DNA. 

 

8.2.3. Montagem da placa de PCR 

a. Vortexar e/ou centrifugar todos os tubos e microplacas de armazenamento de 

DNA; 

b. Pipetar 2µL de DNA em cada poço da microplaca contendo o mix; 

c. As amostras deverão ser amplificadas em triplicata; 

 1x (VF=5µL) 

Mastermix universal 5µL 

TaqMan® copy number assay 0,5µL 

RNAse P 0,5µL 

Água nuclease Fre 2µL 
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d. É necessário ter uma amostra de controle positivo; 

e. Os controles negativos devem ser feitos misturando 2µL de água nuclease free em 

cada poço selecionado como controle negativo; 

f. Aplicar o adesivo óptico para vedar a microplaca, evitando tocar em sua área 

central; 

g. Centrifugar a microplaca; 

 

8.2.4. Reação de PCR real time 

a. Selecionar Advanced Setup na tela inicial; 

b. No Experiment Menu -> SETUP -> Experiment properties: 

▪ Identificar o nome do experimento; 

▪ Instrumento de corrida: 7500 fast (96wells); 

▪ Tipo de experimento: Standard curve 

▪ Reagente: TaqMan® Reagents; 

▪ Velocidade: Standard (˜2 hours to complete run). 

c. No Experiment Menu -> SETUP -> Plate setup 

▪ Definer alvos  

▪ RNase P TAMRA – VIC – TAMRA e CYP2D6 – FAM – NFQ-MGB; 

▪ Definir amostras; 

▪ Distribuir amostras na placa. 
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d. No Experiment Menu -> SETUP -> Run method 

▪ Para configurar a corrida, preencha a quantidade de µL da reação; 

▪ Na aba Tabular View selecione os tempos e temperatura da reação. 

 

e. Após configurar PCR, conferir o Plate layout e salvar a reação; 

▪ Em seguida, clicar no botão START RUN. 

▪ O desenho da reação pode ser salvo como template para as demais análises; 

 

8.2.5. Análise do resultado 

a. Após o término da reação, analisar primeiramente o arquivo de resultado “.eds”, 

no software do equipamento. Verificar se houve amplificação das amostras e 

controles, analisando a “Amplification plot” ou “Multicomponent plot”. 

b. Clicar em “Analysis settings”. Na janela “Ct settings” modificar os parâmetros 

de CT threshold e Baseline. Para cada alvo (CYP2D6 e RNAse P), desmarcar a 

opção “Auto Threshold” e configurar o CT threshold para 0.2. Para cada alvo, 

deixar selecionada a opção Automatic Baseline. Clicar em “Apply Analysis 

settings” para aplicar as novas configurações. 
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c. Voltar à tela principal. Selecionar todos os poços. Clicar em “Export” 

d. Na janela de “Export properties”, selecionar apenas a opção “Results”. Em “File 

type”. Selecionar a opção (*.txt). Selecionar também um local para o arquivo 

“.txt” exportado, em “Export file location”. 

 

 

 

e. Na janela “Customise export”, buscar a opção “Field Separator” → marcar a 

opção Commas. 

f.       Clicar em “Start Export”. Verificar se o arquivo “.txt” foi gerado. Fechar o 

software do aparelho. 

g.   Após estes procedimentos, a análise de CNV será feita utilizando o software 

CopyCaller, disponível para download no site da empresa Thermofisher  
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9. REFERÊNCIAS 

 

▪ Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-time PCR System. Genotyping Experiments. 

Part Number 4387784. Revision C. Applied Biosystems. Thermo Fisher Scientific. 

▪ Taqman® Copy Number Assays. User Guide. Publication 4397425. Revision E. 

Applied Biosystems. Thermo Fisher Scientific 
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10. APÊNDICE  

 

 

 

Tabela 1 - Polimorfismos CYP2D6, alelos inferidos e atividade enzimática estimada. 
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Quadro 1 – Polimorfismos CYP2C19 

Polimorfismo SNP ID Tipo Alelos Localização Contexto VIC/FAM 

681G>A rs4244285 
A/G, Transition 

Substitution 
*2 Chr.10:94781859 

TTCCCACTATCATTGATTATTTCCC[A/G] 

GGAACCCATAACAAATTACTTAAAA 

 

Quadro 2 – Polimorfismo CYP3A4 

Polimorfismo SNP ID Tipo Alelos Localização Contexto VIC/FAM 

-392A>G rs2740574 
C/T, Transition 

Substitution 
*1B Chr.7:99784473 

TAAAATCTATTAAATCGCCTCTCTC[C/T] 

TGCCCTTGTCTCTATGGCTGTCCTC 

 

Quadro 3 – Polimorfismos CYP2D6 

Polimorfismo SNP ID Tipo Alelos Localização Contexto VIC/FAM 

2549delA rs35742686 
T/-, 

Insertion/Deletion 
*3 Chr.22:42128242 

GGCTGGGCTGGGTCCCAGGTCATCC[T/-] 

GTGCTCAGTTAGCAGCTCATCCAGC 

100C>T rs1065852 
A/G, Transition 

Substitution 
*4 e *10 Chr.22:42130692 

CCGGGCAGTGGCAGGGGGCCTGGTG[A/G] 

GTAGCGTGCAGCCCAGCGTTGGCGC 

1846G>A rs3892097 
C/T, Transition 

Substitution 
*4 Chr.22:42128945 

AGACCGTTGGGGCGAAAGGGGCGTC[C/T] 

TGGGGGTGGGAGATGCGGGTAAGGG 

4180G>C rs1135840 
C/G, Transversion 

Substitution 

*2, *4, *10, *17, 

*29, *35, *39 e *41 
Chr.22:42126611 

AGCACAAAGCTCATAGGGGGATGGG[C/G] 

TCACCAGGAAAGCAAAGACACCATG 

2988G>A rs28371725 
C/T, Transition 

Substitution 
*41 Chr.22:42127803 

TTCATGGGCCCCCGCCTGTACCCTT[C/T] 

CTCCCTCGGCCCCTGCACTGTTTCC 

3183G>A rs59421388 
C/T, Transition 

Substitution 
*29 Chr.22:42127608 

TCTGGTCGCCGCACCTGCCCTATCA[C/T] 

GTCGTCGATCTCCTGTTGGACACGG 

-1584C>G rs1080985 
G/C, Transversion 

Substitution 
*2, *35 e *41 Chr.22:42132375 

TAATTTTGTATTTTTTGTAGAGACC[G/C] 

GGTTCTTCCAAGTTGTCCAGGCTGG 

2615_2617del

AAG 
rs5030656 

CTT/-, 

Insertion/Deletion 
*9 Chr.22:42128175 

CCCCACCGTGGCAGCCACTCTCAC[CTT/-] 

CTCCATCTCTGCCAGGAAGGCCTC 

31G>A rs769258 
C/T, Transition 

Substitution 
*35 Chr.22:42130761 

AGGAGCAGGAAGATGGCCACTATCA[C/T] 

GGCCAGGGGCACCAGTGCTTCTAGC 
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1023C>T rs28371706 
G/A, Transition 

Substitution 
*17 Chr.22:42129770 

ACGCGGCCCGAAACCCAGGATCTGG[G/A] 

TGATGGGCACAGGCGGGCGGTCGGC 

2850C>T rs16947 
A/G, Transition 

Substitution 

*2, *17, *34, *29, 

*35, e *41 
Chr.22:42127941 

GAGAACAGGTCAGCCACCACTATGC[A/G] 

CAGGTTCTCATCATTGAAGCTGCTC 
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7.1.6 POP para Análise de genótipos de CYP2D6 no ambiente R 
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1. OBJETIVOS 

Descrever o procedimento para determinação de haplótipos e predição de fenótipo a partir 

do genótipo de CYP2D6. 

2. DEFINIÇÕES  

• Alelo: Uma de duas ou mais formas alternativas de um gene que afetam a mesma 

característica de modo diferente. 

• Alelo estrela (*): é definido por variações de sequências específicas dentro do lócus do 

gene. 

• Variação no número de cópias (CNV): um segmento de DNA em que um número variável 

daquele segmento tem sido encontrado. 

• Haplótipo: uma série de alelos encontrados em um lócus ligado em um cromossomo. 

• Diplótipo: É a combinação específica dos dois haplótipos. 

• Genótipo: é a constituição genética de um indivíduo proveniente de ancestrais comuns. 

• Fenótipo: é o produto direto da informação proveniente no DNA, representa formas 

alternativas de expressão de um mesmo caráter que pode ser controlado por um ou vários 

genes. 

• Score de atividade enzimática (AS): ferramenta que permite a tradução do genótipo em uma 

medida qualitativa do fenótipo que pode ser utilizada pra predizer a atividade de CYP2D6. 

 

3. APLICAÇÃO 

Análise no laboratório de biologia molecular de amostras relacionadas à pesquisa clínica e 

predição de fenótipos da enzima CYP2D6. 

4. RESPONSABILIDADES 

Equipe do laboratório de biologia molecular envolvida na realização da análise de CYP2D6. 
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5. POP'S RELACIONADOS  

• Procedimento para extração de DNA de Plasmodium spp. a partir de sangue total, 

utilizando o QIAmp DNA kit (Qiagen®) - POP_IPCCB_LB_003_v03D_PT  

• Procedimento para realização da genotipagem de SNPs de enzimas do citocromo P450 

(CYPs) utilizando sistema TaqMan® -  POP_IPCCB_LB_044_v01D_PT 

 

6. RECURSOS NECESSÁRIOS 

6.1.  Instalar o R e Rstudio 
 

• O R é um software livre para computação estatística e construção de gráficos que pode ser 

baixado e distribuído gratuitamente. 

● Como baixar o R  para o Windows: 

○ Para baixar o R para o Windows entre no site do R www.r-project.org 

○ Clique em CRAN (Comprehensive R Archive Network); 

○ Escolha o espelho de sua preferência (CRAN mirrors); 

○ Clicar em Windows 95 or later; 

○ Clicar em base e salve o arquivo do R para Windows. Em seguida, executar o arquivo. 

 

• Como baixar o Rstudio  para o Windows: 

○ Acessar https://www.rstudio.com/products/rstudio/download/preview/ 

○ Em Desktop Version - Installers, clicar em Windows 7+; 

○ Seguir os passos da instalação. 

 

• Ao instalar o R, apenas as configurações mínimas para seu funcionamento básico são 

instaladas (pacotes que vem na instalação “base”). Para análise de haplótipos de CYP2D6 

será necessário instalar o pacote adicional (packages) denominado Haplo-stats. 

• Para instalar o pacote, deve-se abrir o Rstudio, e na aba “Console” (mostrada na figura a 

seguir), digitar o seguinte comando: > install.packages("haplo.stats") 
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6.2 Determinação de diplótipos do gene CYP2D6 utilizando o Haplo-stats (ambiente 

R) 

 

• Antes da análise no R, deve ser preparada uma Tabela em arquivo do Microsoft Excel (com 

alelos encontrados pela genotipagem) para ser lida no RStudio, conforme modelo a seguir: 
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• As posições onde não foi possível determinar o alelo pela genotipagem, devem ser 

preenchidas na Tabela com “NA” (Não se aplica). 

• Salvar a Tabela com alelos no formato de arquivo de texto (.txt). 

• Abrir o arquivo de texto para modificação da referência dos SNP (primeira linha). A referência 

de cada SNP deve estar como no exemplo: “N*1584,1” (que corresponderia ao SNP -

1584C>G). A tabela deve ficar como no modelo a seguir: 

 

 
 

 

• Verificar se não estão sobrando linhas ou colunas a mais no arquivo de texto (colunas após a 

última referência de SNP), pois isso pode interferir na leitura da tabela pelo RStudio. 
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o Observação: Para facilitar este passo, é preferível utilizar um template de tabela no 

formato .txt, onde a primeira linha contendo a referência de SNPs já esteja 

configurada. Isso evita também possíveis erros de leitura da tabela no RStudio. 

 

 

• Abrir o programa RStudio. 

• Selecionar “New file” >> “R script”. 

• Colar o Script  do quadro a seguir na área em branco da aba “Untitled 1*”. 

library(haplo.stats) 
geno = read.table(file.choose(), head= TRUE, sep = "\t",row.names=NULL) 
 
save.em <- haplo.em(geno,  miss.val=c(0, NA),locus.label=c(1584, 31, 100, 1023, 1846, 
2549, 2615, 2850, 2988, 3183, 4180)) 
names(save.em) 
 
save.em 
resultado <- summary(save.em) 
resultado 
write.csv(resultado, file = "resultado.csv" ) 
 

 

 

 

• Para rodar o comando desejado, colocar o cursor em qualquer ponto da respectiva linha e 

clicar tecla ENTER do computador ou clicar a opção “Run”. 
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• Ao clicar o segundo comando (geno = read.table ...), o programa irá solicitar a escolha da 

tabela a ser lida. Localizar o arquivo de texto com a tabela e clicar em ABRIR. 

• Verificar se o comando foi executado com sucesso. No canto direito da tela deverá aparecer a 

informação com numero de observações e variáveis da tabela que acabou de ser lida pelo 

programa. 
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• Clicar no campo destacado na figura acima. Uma aba “geno” será aberta onde poderá se 

verificar se a tabela com alelos foi lida corretamente (observar o número de linhas, colunas, 

SNPs, quantidade de variáveis). Se corretas as informações, retornar para aba “Untitled 1*”. 

 
 
 
• Rodar o terceiro comando (save.em <- haplo.em...),  seguido do quarto comando 

(names(save.em)) e quinto comando (save.em).  

• Após rodar o quinto comando, aparecerá a tabela “Haplotypes” com haplótipos e frequências 

(determinados pelos dados contidos na tabela de alelos) na janela inferior, aba “Console”: 

 

 
• A tabela com haplótipos pode ser copiada para outro tipo de arquivo (Word, Excel, Power 

Point). 
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• Rodar o sexto comando (resultado <- summary(save.em))  e sétimo comando e (resultado). 

Na aba “Console” aparecerá a tabela “Subjects: Haplotype Codes and Posterior 

Probabilities”, contendo os diplótipos por indivíduo/amostra  e suas probabilidades.  

• A segunda coluna desta  tabela, “Subj..id”, corresponde ao número da amostra. 

o Observação: Uma amostra pode ter mais de uma probabilidade de diplótipo. Nesse 

caso, selecionar o diplótipo do indivíduo considerando a probabilidade maior e a 

coerência do resultado. 

 

• A tabela com os diplótipos pode ser copiada para outro tipo de arquivo (Word, Excel, Power 

Point). 

 

 
 

 

 

• O último comando do script (write.csv(resultado, file = "resultado.csv" )) permite exportar 

os resultados da análise para planilha do Microsoft  Excel. Deve-se utilizar a ferramenta de 

busca do Windows para acessar o local desta planilha (buscando o arquivo da planilha pelo 

nome “resultado.csv”). 

 

 

6.3 Determinação de Alelo Estrela 
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• A partir dos haplótipos obtidos pela análise no ambiente R (tabela “Haplotypes”), deve ser 

feita a comparação dos mesmos com bases de dados/artigos para determinação do alelo 

estrela correspondente a cada haplótipo.  

• Esta comparação pode ser feita utilizando as tabelas de SNPs disponíveis no site da 

PharmGKB, PharmVar e, no caso de alelos existentes na população brasileira, pode-se 

utilizar diretamente a tabela do artigo de Friedrich et al., 2014 (dados da Rede Nacional de 

Farmacogenética), que consta nos Apêndices deste POP. 

• Após a identificação do alelo estrela, deve-se determinar o diplótipo de cada indivíduo (Ex:  

Amostra 1 = *1/*2; Amostra 2 = *1/*4, etc) utilizando os dados da tabela “Subjects: 

Haplotype Codes and Posterior Probabilities”. 

• Após determinação dos diplótipos, deve-se seguir para as etapas de predição do fenótipo de 

CYP2D6, utilizando o score de atividade (AS), como descrito nos tópicos a seguir. 

o Caso se faça determinação de CNV (copy number variation) de CYP2D6, as 

deleções, duplicações ou multiplicações do gene devem ser consideradas da 

determinação do diplótipo final. 

 

7. PREDIÇÃO DE FENÓTIPO A PARTIR DO GENÓTIPO 

7.1 Variação do número de cópias 

A predição de fenótipo é realizada somente após a determinação de diplótipos e 

análise da variação do número de cópias de CYP2D6 conforme descrito no item 8 de 

POP_IPCCB_LB_044_v01D_PT. 

 

7.2 Score de atividade enzimática (AS) 

 
Durante a análise de CYP2D6, é comum utilizar o sistema de score de atividade enzimática 

para predizer o fenótipo a partir do genótipo. Esse sistema emprega valores aos alelos conforme a 

sua atividade enzimática correspondente (Tabela 1). Os valores podem variar entre os alelos, para 
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descobrir qual valor é empregado a um alelo deve-se checar os estudos de Gaedigk et al., 2017 e, 

Caudle et al., 2019. 

 

 

7.2.1 Multiplicações 

As multiplicações são reportadas somente aos alelos *2, *4, *10 e *35. 

Observação: Se houver outro alelo presente no diplótipo, a multiplicação é reportada 

ao alelo *1.  

 

Tabela 2. Valores atribuídos aos alelos utilizando o sistema AS. 

 

 

 

 

7.2.2 Deleções 

As deleções devem ser reportadas somente em casos de homozigose.  

• Se houver deleção, o alelo é substituído por *5 (não funcional). 

 

7.3 Cálculo de AS 

 
O cálculo para a determinação de AS é realizado a partir do resultado obtido da 

determinação de diplótipos e análise de CNV. 

a. Os valores dos alelos presentes no diplótipo de um indivíduo serão somados 

conforme apresentado na tabela 2; 

b. O fenótipo é determinado a partir do valor obtido para o AS. 

 

ATIVIDADE ENZIMÁTICA VALOR ATRIBUÍDO 

Aumentada > 2,25 

Normal 1,25 – 2,25 

Intermediária 0,25 – 1,0 

Não funcional 0 
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Tabela 3. Exemplos de determinação de AS a partir do genótipo. 

a O alelo *2 é substituído por *5 (não funcional). O diplótipo final seria: *2/*5. 
 

 

7.4 Predição do fenótipo 

 Após o cálculo de AS, a predição de fenótipo pode ser realizada conforme descrito na 

tabela 3. 

 

Tabela 4. Determinação de fenótipo a partir do AS. 

AS Fenótipo 

0 PM (metabolização lenta) 

0,25 – 1,0 IM (metabolização intermediária) 

1,25 – 2,25 NM (metabolização normal) 

>2,25 UM (metabolização ultrarrápida) 

 

 

8. REFERÊNCIAS 

 

▪ Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-time PCR System. Genotyping Experiments. 

Part Number 4387784. Revision C. Applied Biosystems. Thermo Fisher Scientific. 

 

DIPLÓTIPO CNV SOMA AS 

*1/*1 2 1 + 1 2 

*2/*2 a 1 1 + 0 1 

*2/*4 2 1 + 0 1 

*1/*10 3 1 + 0,25 + 0,25 1,5 

*2/*17 3 1 + 1 + 0,5 2,5 

*4/*4 2 0 + 0 0 
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9. APÊNDICES 

 

Tabela 1: Determinação do haplótipo (alelo estrela), de acordo com SNPs encontrados pela genotipagem de CYP2D6. Os 

alelos estrela na tabela são os principais já descritos na população Brasileira (Fridrich et al., 2013) 
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Quadro 1 – Polimorfismos (SNPs) do gene CYP2D6 

Polimorfismo SNP ID Tipo Alelos Localização Contexto VIC/FAM 

2549delA rs35742686 
T/-, 

Insertion/Deletion 
*3 Chr.22:42128242 

GGCTGGGCTGGGTCCCAGGTCATCC[T/-] 
GTGCTCAGTTAGCAGCTCATCCAGC 

100C>T rs1065852 
A/G, Transition 

Substitution 
*4 e *10 Chr.22:42130692 

CCGGGCAGTGGCAGGGGGCCTGGTG[A/G] 
GTAGCGTGCAGCCCAGCGTTGGCGC 

1846G>A rs3892097 
C/T, Transition 

Substitution 
*4 Chr.22:42128945 

AGACCGTTGGGGCGAAAGGGGCGTC[C/T] 
TGGGGGTGGGAGATGCGGGTAAGGG 

4180G>C rs1135840 
C/G, Transversion 

Substitution 
*2, *4, *10, *17, *29, 

*35, *39 e *41 
Chr.22:42126611 

AGCACAAAGCTCATAGGGGGATGGG[C/G] 
TCACCAGGAAAGCAAAGACACCATG 

2988G>A rs28371725 
C/T, Transition 

Substitution 
*41 Chr.22:42127803 

TTCATGGGCCCCCGCCTGTACCCTT[C/T] 
CTCCCTCGGCCCCTGCACTGTTTCC 

3183G>A rs59421388 
C/T, Transition 

Substitution 
*29 Chr.22:42127608 

TCTGGTCGCCGCACCTGCCCTATCA[C/T] 
GTCGTCGATCTCCTGTTGGACACGG 

-1584C>G rs1080985 
G/C, Transversion 

Substitution 
*2, *35 e *41 Chr.22:42132375 

TAATTTTGTATTTTTTGTAGAGACC[G/C] 
GGTTCTTCCAAGTTGTCCAGGCTGG 

2615_2617del
AAG 

rs5030656 
CTT/-, 

Insertion/Deletion 
*9 Chr.22:42128175 

CCCCACCGTGGCAGCCACTCTCAC[CTT/-] 
CTCCATCTCTGCCAGGAAGGCCTC 

31G>A rs769258 
C/T, Transition 

Substitution 
*35 Chr.22:42130761 

AGGAGCAGGAAGATGGCCACTATCA[C/T] 
GGCCAGGGGCACCAGTGCTTCTAGC 

1023C>T rs28371706 
G/A, Transition 

Substitution 
*17 Chr.22:42129770 

ACGCGGCCCGAAACCCAGGATCTGG[G/A] 
TGATGGGCACAGGCGGGCGGTCGGC 

2850C>T rs16947 
A/G, Transition 

Substitution 
*2, *17, *34, *29, 

*35, e *41 
Chr.22:42127941 

GAGAACAGGTCAGCCACCACTATGC[A/G] 
CAGGTTCTCATCATTGAAGCTGCTC 
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7.1.7 POP para Ensaio de suscetibilidade de P. vivax, ex vivo. 
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1. OBJETIVOS 

Descrever os recursos necessários e etapas do teste de avaliação de sensibilidade de P. vivax 

à droga, ex vivo. 

2. DEFINIÇÕES  

• Ensaios ex vivo – testes utilizando cultura de tecidos de um organismo ou micro-organismo 

em um ambiente externo com alteração mínima das condições naturais, para avaliação de 

algima característica. 

• Teste de maturação de esquizontes -  método para avaliar o amadurecimento de estágios 

jovens de Plasmodium sp., em esquizontes, frente a alguma condição adversa, como a 

presença de drogas. 

• IC50% - Concentração de um composto necessária para reduzir o crescimento de 

organismos, em 50%, in vitro. 

3. APLICAÇÃO 

Análises em laboratório de cultivo de Plasmodium sp., a partir de amostras de P. vivax 

coletadas de paciente infectados (após assinaura de TCLE) 

4. RESPONSABILIDADES 

Equipe do laboratório de cultivo de Plasmodium sp, envolvida na realização de ensaios in 

vitro. 

 

5. POP'S RELACIONADOS  

• Preparo, coloração e leitura da gota espessa para pesquisa de plasmódio - 

POP_IPCCB_LAB_001_PT_D 

 

6. RECURSOS NECESSÁRIOS 

 

6.1.  Materiais 
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Placa de Petri 

Tubos com anticoagulante Citrato de 4mL 

Microtubos eppendorf 

Tubos falcon de 15mL 

Seringas de 10mL 

Fita adesiva 

Gazes 

Lã de vidro 

Lâminas de vidro para microcopia óptica 

Pipeta pasteur 

Pipeta monocanal de 10uL, 200uL e 1000uL 

Pipeta multicanal de 200uL 

Pipeta volumétrica de 10mL 

Pêra 

Placa sensibilizada com droga 

Recipiente para descarte de líquidos  

 

6.2 Reagentes 

 

Álcool etílico 70% 

Hipoclorito de Sódio 5% 

Celulose CF11 (Sigma-Aldrich) 

Meio McCoy completo 

Meio RPMI 

Soro AB inativado 

Corante Giemsa ou Panótico 

Mistura de gases com CO2 

 

 

6.3. Equipamentos 

 

Cabine de fluxo laminar 

Centrífuga 

Candle jar 

Estufa a 37º 

Microscópio óptico 

 

 

7. PROCEDIMENTOS 

7.1 Coleta e seleção da amostra 

 

• Abordar pacientes com diagnóstico de P. vivax, com acima de 10.000 parasitas/mm3. 
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• Entrevistar o paciente, aplicar TCLE para participação do mesmo na pesquisa. 

• Coletar amostras de sangue total em tubo com anticoagulante citrato. Manter os tubos em 

temperatura de 37ºC (estufa) até o momento do ensaio. 

• Verificar se a amostra está adequada para o cultivo: 

o Fazer um esfregaço em lâmina e corar com panótico (10 imersões para cada 

corante).  

o Observar em microscópio, em objetiva de 100x, verificando se há predomínio de 

estágios em anel (>50%). 

 

7.2 Depleção de leucócitos 

 

• Realizar limpeza da cabine de fluxo laminar e pipetas utilizando gaze embebida de álcool 

etílico 70%. 

• Preparar um recipente para descarte de líquidos, contendo hipoclorito de sódio 5%, e uma 

sacola para autoclave, para descarte de tubos e ponteiras usadas, ao longo do procedimento. 

o Ao final de todo ensaio ex vivo, o descarte de líquidos e de materiais contaminados 

deve ser feito de acordo com as normas de biossegurança laboratório do IPCCB. 

 

• Montar uma coluna de separação de células, utilizando o pó de celulose, como se segue:  

o Inserir uma pequena porção de lã de vidro dentro de seringa de 10mL, de forma a 

cobrir o orifício de saída da seringa). 

o Acoplar um tubo falcon de 15mL abaixo da seringa, de forma que o canal de saída 

de líquido fique voltado para dentro do tubo falcon. Utilizar uma fita adesiva para 

fixar seringa no tubo. 

o Colocar a celulose dentro da coluna montada, utilizando a entrada da seringa. 

Preencher com o pó até a marca de 2-3ml da seringa).  

o Deixar a coluna completa sob luz ultra-violeta, por 15 min. 

 
• Centrifugar os tubos com a amostra de P. vivax e também um tubo com amostra controle, 

sem malária (“hemácias sadias”), a 2000 rpm, por 5min. 
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• Descartar o plasma sobrenadante dos tubos. 

• Lavar os pellets restantes nos tubos com meio de cultura RPMI (adicionando quantidade 

corrspondente ao dobro da quantidade de pellet). Centrifugar novamente os tubos a 

2000rpm, por 5min. Descartar o sobrenadante de RPMI e repetir este passo. 

• Adicionar uma pequena quantidade de RPMI à coluna de celulose, para umidecê-la e 

verificar se ela está passando pelo tampão de lã de vidro (caso isso aconteça, será necessário 

refazer a coluna de separação). 

• Após retirar dos tubos com AMOSTRA DE P. VIVAX o sobrenadante de RPMI, colocar 

novamente o meio em quantidade correspondente ao dobro do pellet, homogeneizar por 

inversão o pellet + RPMI e transferir a mistura do tubo para a coluna com celulose. 

o Obs.: Após retirar o sobrenadante de RPMI dos tubos com HEMÁCIAS SADIAS, 

dividir o pellet em 2 tubos eppendorfs, identificá-los com a sigla “HS” e a data de 

coleta. Separar um dos tubos HS para uso no ensaio, e pode-se armazenar o outro 

tubo a 4ºC, para uso em outro ensaio. 

 

• Observar a passagem da amostra de P. vivax pela coluna com celulose, e após algum tempo, 

adicionar cerca de 1.5mL de meio RPMI sobre a celulose, para auxiliar na passagem da 

amostra pela coluna de separação. 

o Obs.: O tempo para passagem da amostra pela coluna de separação varia entre 1h-

1h30min. Os leucócitos ficarão retidos na celulose, e o filtrado com hemácias ficará 

no tubo falcon da coluna. 

 

• Após a amostra de P. vivax passar completamente pela coluna, deve-se desacoplar o tubo 

falcon da mesma, centrifugar o filtrado no tubo falcon por 5min, a 2000 rpm. 

• Retirar o sobrenadante de RPMI, adicionar mais 2mL de meio RPMI ao pellet, 

homogeneizar e centrifugar novamente por 5min, a 2000 rpm.  

• Descartar sobrenadante de RPMI. 

 

7.3 Diluição do pellet de células com Soro AB inativado e meio McCoy completo 
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• Preparar a placa de petri que será utilizada no ensaio: identificar a base da placa com a sigla 

“MAL” e a tampa da placa com a sigla “HS”. 

• Transferir o pellet da amostra de P. vivax para outro tubo falcon de 15mL. Pipetar 1200µL 

de pellet + 800µL de Soro AB inativado. Homogeneizar com a pipeta. 

• Em um tubo eppendorf, adiconar 120µL de pellet do tubo HS + 80µl de Soro AB inativado. 

Homogeneizar com a pipeta. 

• Pipetar primeiramente 19mL de meio McCoy completo na base da placa “MAL”. Em 

seguida pipetar 1 mL da amostra de P. vivax com soro AB na placa, homogeneizando 

delicadamente com a pipeta. 

• Na tampa da placa “HS”, pipetar primeiramente 1,9 mL de meio McCoy completo. Em 

seguida pipetar 0,1mL do pellet HS com soro AB na tampa, homogeneizando 

delicadamente com a pipeta. 

 

7.4 Teste de maturação de esquizontes 

 

• Retirar a placa sensibilizada com as drogas (ver o exemplo do Apêndice 9.1), armazenada 

à 4ºC ou 20ºC. 

• Usando pipeta multicanal, pipetar 200 µL do conteúdo da placa “MAL” nas colunas 1 a 11 

da placa sensibilizada com droga. 

• Usando pipeta monocanal, pipetar 200uL do conteúdo da placa “HS”, em cada poço da 

coluna 12 da placa sensibilizada com droga (controle negativo do ensaio). 

• Fechar a placa sensibilizada, que agora contém drogas + amostras de P. vivax e controle. 

• Incubar com gás e em ambiente hipóxico (candle jar), na temperatura de 37ºC (estufa), por 

no máximo de 42hs. O tempo pode variar dependendo do nível de maturação dos anéis em 

esquizontes. 

• Verificar a maturação de esquizontes nos tempos de 24h e 48h, interrompendo a incubação; 

deve-se deixar a placa em repouso na posição semivertical, pipetar 5µL-10µL do pellet de 

qualquer poço da coluna 11 em lâmina, confeccionar uma gota espessa ou esfregaço para 

avaliação microscópica da porcentagem de estágios. 
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o Obs.: pode-se interromper definitivamente a incubação e o ensaio quando a 

porcentagem de esquizontes for ≥ 40%. 

 

• Após o período total de 42h (ou o necessário para maturação das formas em 40%), retirar a 

placa da incubação, deixar a placa em repouso na posição semivertical, pipetar os pellets 

de todos poços em lâminas para confeccionar esfregaços (10uL de pellet) ou gotas espessas 

(5uL). Fazer quatro esfregaços/gotas por lâmina (correspondente as réplicas de cada 

diluição de droga), ver POP_IPCCB_LAB_001_PT_D. 

• Corar as lâminas com Panótico ou Giemsa (POP_IPCCB_LAB_001_PT_D) 

• Armazenar as lâminas em caixa  apropriada, com sílica-gel. 

 

7.5 Determinação de IC50% 

• Após a leitura das lâminas por microscopia, deve-se registrar as contagens em planilha do 

Microsoft excel. 

• Inserir a quantidade de esquizontes encontrada em cada diluição de droga, além das 

concentrações de droga utilizadas no ensaio, na plataforma online ICEstimator v 1.2. O 

software calculará os valores de IC50% para a droga utilizada. 

 

8. REFERÊNCIAS 

 

▪ ICEstimator. Disponível em: http://www.antimalarial-icestimator.net/ 

▪ World Health Organization. 2001. In vitro micro-test (Mark III) for the assessment of 

the response of Plasmodium falciparum to chloroquine, mefloquine, quinine, 

amodiaquine, sulfadoxine/pyrimethamine and artemisinin. World Health Organization, 

Geneva, Switzerland. 

 

http://www.antimalarial-icestimator.net/
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9. APÊNDICES 

 

9.1 Modelo de placa sensibilizada com diferentes concentrações (ng/µl) de CQ e DCQ. 

 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,95 CN HS 

B 1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,95 CN HS 

C 1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,95 CN HS 

D 1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,95 CN HS 

E 1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,95 CN HS 

F 1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,95 CN HS 

G 1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,95 CN HS 

H 1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,95 CN HS 

 

Colunas 1 a 10, de A a D – poços com Cloroquina 

Colunas 1 a 10, de E a F – poços com Desetilcloroquina 

CN – poço para controle negativo (amostra de P. vivax, 

sem droga) 

HS – poço controle com Hemácias sadias 
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7.2 DOCUMENTOS DE PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA E PESQUISA 

 
7.2.1 PARECER DO CEP sobre o projeto “COASURCAM” 
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7.2.2 - PARECER DO CEP sobre o projeto “FENOTIPAGEM DE CYPs NA MALÁRIA 

VIVAX” 

 

 

 

 



198 
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7.2.3 - PARECER DO CEP sobre o projeto “RCQ” 
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7.3 TERMOS DE CONSENTIMENTO E ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

7.3.1 TCLE aplicado no projeto “FENOTIPAGEM DE CYPs NA MALÁRIA VIVAX” 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Você está sendo convidado (a) a participar da pesquisa chamada “Impacto da malária por P. 

vivax no metabolismo de medicamentos”, porque você está doente de malária. O Dr. Wuelton Marcelo 

Monteiro é a pessoa responsável pelo estudo.  

Nesta pesquisa estamos buscando entender se a malária influencia na forma como o nosso 

organismo transforma os medicamentos que nós usamos para tratas diversas doenças. Com esse objetivo, 

estamos convidando a participar a pacientes doentes de malária causada pelo parasito chamado 

Plasmodium vivax. Se você aceitar participar, faremos seu acompanhamento médico e coletaremos sangue 

para malária e sangue e urina para a dosagem de medicamentos. As coletas serão feitas em 3 momentos: 

Coleta 1: dia que teve o exame positivo de malária (5 mL de sangue e uma amostra de urina) 

Coleta 2: um dia após o término do tratamento de malária (3 mL de sangue e uma amostra de 

urina) 

Coleta 3: dia 42 após o exame positivo de malária (3 mL de sangue e uma amostra de urina) 

Você será acompanhado através de visitas programadas para os dias 8 e 42 para verificar se você 

melhorou da malária e para as coletas 2 e 3. 

 

As três etapas do projeto requerem a sua permanência no hospital, sem precisar se internar, por 

período de 4 horas, a partir das 7:30 da manhã. Você deverá estar em jejum de, pelo menos, 8 horas, nas 

suas visitas do dia 8 e 42. Durante sua permanência na unidade de estudo, serão efetuados os seguintes 

procedimentos: 1. você esvaziará a bexiga e toda a sua urina será coletada. 2. coleta de sangue de veia 

do braço, conforme explicado acima. 3. administração oral de omeprazol (20 mg) e dextrometorfano (30 

mg). 4. Você receberá o seu de café da manhã preparado no próprio hospital, 2 h após tomar os 

medicamentos. 5. Coleta de amostra de sangue (3 ml) 3 h após tomar os medicamentos. 6. Você será 

liberado após esta coleta das 3h.  

 

Durante esse período de tempo, você será acompanhado por médicos e enfermeiros que te darão 

todo o atendimento necessário. Esses medicamentos são muito seguros e são poucos os efeitos ruins 

deles. O dextrometorfano pode dar um pouco de sono, por isso você NÃO deverá fazer atividades como 

dirigir durante aquele dia. É a dosagem desses medicamentos no seu sangue e urina que mostrarão como 

a malária influencia na transformação o que os remédios sofrem no nosso corpo. Durante a sua 

permanência no hospital, desde o momento em que tomar o medicamento, até o café da manhã, assim 

como em todos os demais momentos, você permanecerá na enfermaria de pesquisa clínica ou no hospital-
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dia, onde será devidamente observado e alimentado. 

 

A identificação das amostras de sangue e urina será feita por códigos para evitar que as pessoas 

tenham informação sobre seus exames. Apenas os pesquisadores poderão ter essa informação. Em 

nenhum momento você será identificado, mesmo quando os resultados do estudo forem divulgados. Você 

não gastará nem ganhará dinheiro por participar na pesquisa, pois nos seus retornos para as coletas 2 e 3 

vocês receberá o dinheiro do transporte e alimentação daquele dia.  

 

          Você poderá sentir alguma dor pela coleta de amostra de sangue na veia do braço. Mas qualquer 

dor deve durar apenas alguns instantes. Existe um risco pequeno de infecção onde o sangue for coletado, 

mas qualquer infecção será monitorada e tratada pela equipe médica.  A amostra de sangue colhida é 

pequena e não representa risco à sua saúde. Os pesquisadores  do estudo contatará você para lembrar a 

data da segunda coleta.  

 

Como benefícios, você estará contribuindo para o conhecimento do efeito da malária na 

transformação que os medicamentos tem no nosso organismo. O restante do material que não for utilizado 

no estudo será descartado de acordo com as regras para não poluir o meio ambiente nem contaminar as 

pessoas. Você é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuízo. Se 

você tiver algum dano decorrente deste projeto, você terá direito à indenização. Se você tiver alguma 

pergunta ou dúvida sobre esse estudo, procure um de nossos pesquisadores para que eles possam tirar 

sua dúvida.  Você poderá também fazer contato com o Dr. Wuelton Marcelo Monteiro, responsável pelo 

projeto, na Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, em Manaus (de segunda a sexta 

feira, das 8 às 12 horas e das 14 às 18 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone 

(92) 99165 2486 (qualquer dia e horário).   

O Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor 

Vieira Dourado também poderá prestar esclarecimentos ou receber qualquer reclamação a respeito desta 

pesquisa, em Manaus (de segunda a sexta feira, das 9 às 14 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom 

Pedro) ou pelo telefone (92) 2127 3572 (de segunda a sexta feira, das 9 às 14 horas).   

Este Termo de Consentimento foi elaborado em duas vias iguais, sendo que uma via assinada 

ficará guardada com o pesquisador responsável e a outra com você. 

Eu entendi o que me foi explicado e aceito participar da pesquisa.   

 

_________________________________  

(Assinatura do participante da pesquisa) 

Manaus, _____  de ______________________ de _____________  

 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o assentimento deste indivíduo para a participação no 
estudo.  
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7.3.2 TCLE aplicado no projeto “RCQ” 
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7.4. FICHAS DE ACOMPANHAMENTO E QUESTIONÁRIOS 

7.4.1 Ficha de acompanhamento do paciente aplicada no projeto “Fenotipagem de CYPs na malária vivax”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DATA DE NASC.

Cor autodeclarada (IBGE):      Branco  [   ]    Pardo  [   ]   Preto  [   ]     Indígena  [   ]     Amarelo  [   ]

É fumante? Sim  [   ]     Não  [   ]

EPI. PRÉVIOS DE MALÁRIA

PESO

PROJETO "FENOTIPAGEM DE CYP NA MALÁRIA VIVAX"

FICHA DE ACOMPANHAMENTO DO PACIENTE

PRONTUÁRIO
CÓDIGO NO 

PROJETO
IDADE SEXONOME DO PACIENTE

Ass inatura  e data: ____________________________________________________Data: ___/___/___

End:

Bairro:

Telefone:

Agendamento de Visitas
D1

Data:

OBS: 

Queixas:

P.A:

Temp.:

Queixas:

D2

Data:

P.A:

Temp.:

D8/9

Data:

P.A:

Temp.:

Queixas:

Data:

P.A:

Temp.:

Queixas:

P.A:

Temp.:

Queixas:

D42 VISITA EXTRA

Data:
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7.4.2 QUESTIONÁRIO DE VISITA DO PACIENTE – D2, aplicado no projeto “Fenotipagem de CYPs na malária vivax”. 

 

 

INSTITUTO DE PEQUISA CLÍNICA CARLOS BOROREMA 

PROJETO “FENOTIPAGEM DE CYP NA MALARIA VIVAX”  

QUESTIONÁRIO DE VISITA DO PACIENTE – D2 

 
Código do Paciente 

 

 

Data:     /       / D2 

(preenchimento pelo Pesquisador) 

Resultado da Gota Espessa 

Resultado da gota:     P. vivax  Parasitemia em cruzes: Parasitemia por mm3: 

 

Medicamento/Alimentação Prévia 

O paciente fez uso de chá ou café nos últimos 7 dias?     Sim  [   ]     Não  [   ] 

O paciente fez uso de álcool ou droga ilícita nos últimos 7 dias?     Sim  [   ]     Não  [   ] 

Todos os medicamentos, incluindo os naturais e drogas homeopáticas, tomados nos últimos 7 dias devem ser listados 

abaixo: 

Nome da 

droga(genérico) 
Data de início Em curso Dosagem 

diária total 

Via 

administração 
Indicação 



211 

 

  
  

Data de 
término 

(marque se 
sim) 

  /         / 

  /        / 
[   ] 

   

         /         / 

        /        / 
[   ] 

   

 

 

        /         / 

        /        / 
[   ] 
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7.4.3 QUESTIONÁRIO DE VISITA DO PACIENTE – D8/9, aplicado no projeto “Fenotipagem de CYPs na malária vivax”. 

 

 

INSTITUTO DE PEQUISA CLÍNICA CARLOS BOROREMA 

PROJETO “FENOTIPAGEM DE CYP NA MALARIA VIVAX”  

QUESTIONÁRIO DE VISITA DO PACIENTE – D8/9 

 
Código do Paciente 

 

 

Data:     /       / D8/9 

(preenchimento pelo Pesquisador) 

Resultado da Gota Espessa 

Resultado da gota:     P. vivax  Parasitemia em cruzes: Parasitemia por mm3: 

 

Medicamento/Alimentação Prévia 

O paciente fez uso de chá ou café nos últimos 7 dias?     Sim  [   ]     Não  [   ] 

O paciente fez uso de álcool ou droga ilícita nos últimos 7 dias?     Sim  [   ]     Não  [   ] 

Todos os medicamentos, incluindo os naturais e drogas homeopáticas, tomados nos últimos 7 dias devem ser listados 

abaixo: 

Nome da 
droga(genérico) 

Data de início Em curso Dosagem 
diária total 

Via 
administração 

Indicação 



213 

 

  
  

Data de 
término 

(marque se 
sim) 

  /         / 

  /        / 
[   ] 

   

         /         / 

        /        / 
[   ] 

   

 

 

        /         / 

        /        / 
[   ] 
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7.4.4 QUESTIONÁRIO DE VISITA DO PACIENTE – D42, aplicado no projeto “Fenotipagem de CYPs na malária vivax”. 

 

 

INSTITUTO DE PEQUISA CLÍNICA CARLOS BOROREMA 

PROJETO “FENOTIPAGEM DE CYP NA MALARIA VIVAX”  

QUESTIONÁRIO DE VISITA DO PACIENTE – D42 

 
Código do Paciente 

 

 

Data:     /       / D42 

(preenchimento pelo Pesquisador) 

Resultado da Gota Espessa 

Resultado da gota:     P. vivax  Parasitemia em cruzes: Parasitemia por mm3: 

 

Medicamento/Alimentação Prévia 

O paciente fez uso de chá ou café nos últimos 7 dias?     Sim  [   ]     Não  [   ] 

O paciente fez uso de álcool ou droga ilícita nos últimos 7 dias?     Sim  [   ]     Não  [   ] 

Todos os medicamentos, incluindo os naturais e drogas homeopáticas, tomados nos últimos 7 dias devem ser listados 

abaixo: 

Nome da 

droga(genérico) 
Data de início Em curso Dosagem 

diária total 

Via 

administração 
Indicação 
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Data de 
término 

(marque se 
sim) 

  /         / 

  /        / 
[   ] 

   

         /         / 

        /        / 
[   ] 

   

 

 

        /         / 

        /        / 
[   ] 

   

 

 


