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RESUMO 
 

 
 
 

A biotransformação da primaquina ocorre por duas vias: a das enzimas do 

Citocromo P-450 (CYPs) e da Monoamina oxidase A (MAO-A), que podem ser 

influenciada por características genéticas. A influência das CYPs no sucesso da 

terapia antimalárica permanece incerto. Para investigar a associação de 

polimorfismos das CYP2D6, CYP2C19 e CYP3A4 e dos fenótipos de metabolização 

com a episódios de recorrência da infecção por malária, uma casuística de 311 

indivíduos que foi acompanhada por 180 dias após o diagnóstico de malária e 

tratados com a combinação de cloroquina+primaquina foi realizada. Esses indivíduos 

foram divididos em dois grupos: com e sem recorrência. A genotipagem das CYP2D6, 

CYP2C19 e CYP3A4 foi feita usando ensaios Taqman PCR em tempo real. Os 

fenótipos das CYP2D6 e CYP2C19 foram preditos a partir do genótipo. As 

frequências dos alelos e fenótipos de função lenta e normal de todas as CYPS 

investigadas foram similares entre os dois grupos, com exceção do alelo 

CYP2D6*2xN (p=0.047) e do fenótipo CYP2D6 UM (p=0.057) que foram mais 

frequentes em indivíduos sem recorrência. Apesar disso, as CYP2D6, CYP2C19 e 

CYP3A4 não tiveram associação com o aumento de risco de recorrência. Os 

polimorfismos das CYPS também não tiveram influência no clareamento de estágios 

sanguíneos do parasita nem com o tempo e o número de episódios de recorrência. 

Conclui-se que os resultados desse estudo sugerem que indivíduos com fenótipo 

CYP2D6 ultrarrápido são menos suscetíveis a falha terapêutica da primaquina e que 

estudos adicionais de farmacogenética e farmacocinética são necessários a fim de 

avaliar o efeito clínico da primaquina. 

 
 
 
 
 
 

Palavras Chaves: Malária, primaquina e farmacogenética 
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ABSTRACT 

 

 
Biotransformation of primaquine occurs through two pathways: Monoamine 

oxidase (MAO-A) and cytochrome P-450 enzymes (CYPs), which can be influenced 

by genetic characteristics. The influence of the CYPs in the success of antimalarial 

therapy success remains uncertain. To investigate the association of CYP2D6, CYP 

2C19 and CYP3A4 polymorphisms and phenotypes with malaria recurrence, a 

casuistry of 311 individuals were followed for 180 days after malaria vivax diagnose 

and chloroquine+ primaquine therapy and were separated in two groups, those with 

recurrence episodes and those without. Genotyping of CYP2D6, CYP 2C19 and 

CYP3A4 were performed using Taqman assay by real-time PCR. CYP2D6, CYP 2C19 

phenotypes were inferred from the genotype. The frequencies of slow function and 

normal function alleles and phenotypes for all CYPs were similar between the groups, 

except for the CYP2D6*2xN allele (p=0.047) and the CYP2D6 UM phenotype 

(p=0.057) that were more frequent in individuals without recurrence. Despite that, the 

CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 had no association with increased risk of 

recurrence. CYPs polymorphisms had also no influence in the blood stage parasites 

clearance, neither in the time and number of recurrence episodes. These results 

suggest that individuals with CYP2D6 UM phenotype are less susceptible to 

primaquine failure and additional investigation of pharmacogenetics and 

pharmacokinetics are needed to evaluate the primaquine clinical effect. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Keywords: Malaria, primaquine and pharmacogenetics 
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RESUMO LEIGO 

 
A malária causada por P. vivax continua sendo um grande desafio de saúde 

devido a sua presença em várias regiões do mundo, capacidade de causar recaídas e 

infecção grave. A primaquina, medicamento usado para o tratamento da malária, 

precisa ser transformada para que possa exercer sua ação. A transformação do 

medicamento sofre grande variação na população, o que pode resultar em falha do 

tratamento. Nesse estudo foi mostrado que variações genéticas não estavam 

associadas com um maior risco de falha terapêutica, tampouco com o número de 

episódios de malária e com o tempo entre os episódios. No entanto, foi mostrado que 

indivíduos com algumas variações genéticas parecem ser menos suscetíveis a falha 

no tratamento e que novos estudos são necessários com o objetivo de esclarecer o 

efeito clínico da primaquina. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 MALÁRIA  
 

 
A malária é uma hemoparasitose infecciosa febril aguda responsável por 

doença e morte de crianças e adultos em países onde é endêmica (1). É 

transmitida quando o mosquito do gênero Anopheles, durante o repasto 

sanguíneo, infecta o hospedeiro humano com protozoários do gênero 

Plasmodium. Seis espécies de Plasmodium são conhecidas como causa da 

infecção: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi e  P. simium 

(1–3). 

 

Figura 1 – Incidência de malária por Plasmodium vivax no ano de 2017  

A incidência em casos por 1000 pessoas por ano é mostrada em um espectro de 

branco (zero incidência) a cinza escuro (1 caso/1000) e depois azul a vermelho (> 1 

caso/1000 a> 600 casos/1000) para o ano de 2017.  

Fonte: Battle et al, 2019 (4)  

 

Entre as espécies de Plasmodium que causam doença no homem, P. 

falciparum é o principal responsável pela morbidade e mortalidade da malária 

em todo o mundo (1).  No entanto, a infecção causada pelo P. vivax, que 

inicialmente era considerada uma infecção não fatal, tem ganhado expressão 

devido a sua ampla distribuição geográfica e, também, a sua capacidade de 

causar malária grave e morte (1,5,6). Em 2018, P. falciparum apresentou maior 

frequência na África (99,7%), seguida pelo Mediterrâneo Oriental (71%), 

Pacífico Ocidental (65%) e Sudeste Asiático (50%), De todos os casos 
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estimados mundialmente para o mesmo ano, 3,3% foram causados por P. 

vivax. Nas Américas, onde cerca de 138 milhões de pessoas estão em risco da 

doença, P. vivax é o parasita predominante representando 79,5% dos casos de 

malária (1) (Figura 1). 

 

1.2. CICLO BIOLÓGICO DO Plasmodium sp.  
 

O ciclo biológico do parasita da malária envolve a infecção intermitente 

de humanos e mosquitos anofelinos. Nos seres humanos ocorre a fase 

assexuada, onde os parasitas crescem e se multiplicam primeiro nas células do 

fígado (esquizogonia exoeritrocítica) e depois nos eritrócitos (esquizogonia 

eritrocítica). Já no mosquito ocorre a reprodução sexuada do parasito, o ciclo 

esporogônico (7) (Figura 2). 

 

 

Figura 2 – Ciclo biológico de Plasmodium.  

Fonte: Adaptado de The Carter Center (8) 
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Durante o repasto sanguíneo, o mosquito anofelino fêmea infectado por 

malária inocula esporozoítos no hospedeiro humano. Os esporozoítos         

                                                                  

                                                                  

                                                            P. vivax e P. ovale, 

alguns parasitos se desenvolvem                                         

                                                                             

são capazes de persistir no fígado e, podem ser ativados após semanas, 

meses ou até mesmo anos da infecção inicial, causando novo episódio de 

malária (7,9).  

 

Dentro dos eritrócitos, os trofozoítos em estágio de anel amadurecem 

em esquizontes, que se rompem liberando merozoítos, os quais por sua vez, 

invadem novos eritrócitos e dão continuidade ao ciclo. A esquizogonia 

                   -                                     P. vivax e P. 

falciparum. Os parasitas sanguíneos são responsáveis pelas manifestações 

clínicas da doença. Durante o ciclo eritrocitário, alguns parasitas se diferenciam 

em gametócitos, forma sexuada e infectante para o mosquito. Durante um novo 

repasto sanguíneo, o mosquito ingere os gametócitos machos 

(microgametócitos) e fêmeas (macrogametócitos) (7,9).  

 

P. vivax possui a característica de invadir estritamente os reticulócitos, 

células jovens da linha eritrocítica, indicando a presença de um mecanismo de 

identificação desse tipo celular (7). A invasão de eritrócitos pelos merozoítos 

depende da interação entre moléculas ligantes dos parasitos e receptores 

específicos no eritrócito. O receptor Duffy tem sido apontado como um 

determinante para a invasão dos reticulócitos por P. vivax (10). Esta 

preferência seletiva na invasão de glóbulos vermelhos é um fator importante 

que limita o crescimento de P. vivax in vitro e in vivo (11) . 

 

O início do ciclo esporogônico dá-se pela ingestão de gametócitos pelo 

mosquito, mas a presença de gametócitos no sangue periférico não 

necessariamente resulta em infecção do mosquito. Após a ingestão, a chance 

de infecção depende de fatores como a maturidade do gametócito, a 
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concentração de formas masculina e feminina e a resposta imune do 

hospedeiro (12). Caso a infecção seja bem-sucedida, a reprodução sexuada do 

parasita ocorrerá no mosquito.  

 

No estômago do mosquito, os microgametas penetram os 

macrogametas gerando zigotos. Os zigotos se desenvolvem no lúmen do 

intestino médio do mosquito em oocinetos móveis que invadem a parede do 

intestino médio do mosquito, onde se desenvolvem em oocistos. Os oocistos 

crescem, rompem e liberam esporozoítos que se dirigem às glândulas salivares 

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

dá continuidade ao ciclo biológico do Plasmodium sp. O desenvolvimento bem-

sucedido do parasita da malária no mosquito leva cerca de 10 a 18 dias (9,13–

15) 

 

1.3. MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS E DIAGNÓSTICO 
 

O período de incubação da malária pode variar de 7 a 30 dias, no 

entanto, pode acontecer após meses em condições especiais, no caso de P. 

vivax  (13).  

 

Os sintomas iniciais de malária são inespecíficos e similares aos de 

diferentes doenças infecciosas, como dengue, leptospirose, hepatite viral ou 

sepse bacteriana. O quadro clínico da malária pode ser leve, moderado ou 

grave, dependendo da espécie de parasitas, do tempo da doença, da idade do 

paciente, do seu status imune e constituição nutricional (5,13).  

 

A gravidade dos sintomas varia de assintomático a sintomas graves, 

podendo evoluir para morte. Os sintomas incluem calafrios, febre, sudorese, 

cefaleia, mialgia, náuseas, vômitos, cansaço, fadiga, desconforto abdominal e 

dores musculares e articulares. Em crianças pequenas, a malária também pode 

se apresentar com letargia, desnutrição e tosse (13,16).  

` 

Se não tratada precocemente, a malária pode evoluir para malária 

grave. Essa evolução pode levar dias, mas também pode ocorrer dentro de 
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algumas horas. A infecção pode afetar múltiplos órgãos e resultar em alteração 

da consciência, anemia grave, edema pulmonar, falha renal, lesão renal grave, 

coma e morte (13,16,17). A anemia, uma das principais complicações da 

malária, se não tratada pode levar a morte pessoas de grupos vulneráveis, 

como crianças e grávidas (1,18) 

 

De modo geral, a malária é uma doença curável se diagnosticada e 

tratada rápida e corretamente. Em áreas endêmicas, deve-se suspeitar de 

malária sempre que algum paciente apresentar histórico de febre ou 

temperatura igual ou superior a 37,5ºC sem outra causa óbvia. Em áreas de 

baixa endemicidade, as equipes de saúde devem estar treinadas para 

identificar pacientes que tiveram possibilidade de exposição ao parasita, como 

por exemplo, pacientes que viajaram para áreas endêmicas (17). 

 

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

suspeita de malária, visando o tratamento adequado. A microscopia e os testes 

rápidos imunocromatográficos são os dois métodos recomendados para o 

diagnóstico da malária, que se baseia na identificação do parasita na amostra 

sanguínea (17,19). Além desses, os exames moleculares, como a PCR (reação 

em cadeia da polimerase), também têm sido utilizados no diagnóstico  

(9,16,19). 

 

O método mais utilizado, considerado padrão de referência, é a gota 

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

diferenciação da espécie, do estágio sanguíneo e da densidade parasitária. É 

um método simples e barato, mas que exige qualidade no preparo da lâmina, 

profissional treinado e equipamento apropriado (9,13,16,19). 

 

                                       são uma alternativa à 

microscopia, principalmente em áreas remotas, onde não existe estrutura 

compatível, e em áreas de baixa transmissão onde nem sempre existe 

profissional treinado para a identificação do parasita (9,20). Os testes rápidos 

baseiam-se na detecção de antígenos dos parasitos por anticorpos 

monoclonais, que são revelados por método imunocromatográfico (13). São 
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testes rápidos e de fácil execução. No entanto são mais caros, não detectam 

infecções mistas (de mais de uma espécie de Plasmodium sp), além de 

identificarem apenas infecções por P. vivax e P. falciparum e não serem 

capazes de quantificar a parasitemia (13,19). Os testes rápidos apresentam 

menor sensibilidade do que a microscopia e, por isso, recomenda-se a 

confirmação do resultado positivos (16). 

 

Testes moleculares para detecção de parasitemia têm sido utilizados 

devido sua alta sensibilidade e especificidade, sendo capazes de identificar 

parasitas em baixas concentrações (9,21). Exames de PCR são capazes de 

identificar as diferentes espécies de Plasmodium sp (20). Embora sejam úteis 

na identificação das espécies, o tempo longo para análise impede que a PCR 

seja utilizada no diagnostico da malária aguda (9,16,20) 

 

1.4. Plasmodium vivax 

 

1.4.1. Situação epidemiológica da malária vivax 
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Figura 3 – Mapa de risco de malária por munícipio de infecção, 

Brasil, 2019 

Fonte: Ministério da Saúde, Brasil (22)  

 

Em 2018, P. vivax foi responsável por cerca de 7.5 milhões de casos de 

malária em todo o mundo. Embora o Sudoeste Asiático seja a região mais 

acometida, na região das Américas, P. vivax foi responsável pelo maior 

percentual de casos em relação às demais espécies, sendo o Brasil, o 2º país 

em número de casos (1).  

 

No Brasil, dados preliminares de 2019, demonstram que foram 

registrados 155.638 casos e 27 óbitos. P. vivax foi o agente etiológico em mais 

de 90% dos casos (24). As áreas endêmicas localizam-se na Região da 

Amazônia Legal, com graus de risco expressos em valores do IPA: baixo (0,1 a 

9,9) médio (10,0 a 49,9) e alto (maior ou igual a 50,0) (23) (Figura 3). Em 2019, 

na Amazônia Legal, foram registrados 155.103 casos de malária. Destes, 

36,6% ocorreram no Amazonas. Em Manaus, capital do Estado, foram 

notificados 4.678 casos (22). 

 

1.4.2. Recaídas    

 

P. vivax apresenta características que o distinguem do P. falciparum, 

tais como o desenvolvimento em temperaturas mais baixas durante a 

esporogonia, a preferência pela invasão de reticulócitos e a capacidade dos 

gametócitos de P. vivax se desenvolverem precocemente, sendo observados 

na circulação periférica antes ou no início dos sintomas clínicos (7,24). 

Contudo, a diferença fundamental entre as duas espécies é a capacidade do P. 

vivax permanecer latente no fígado para causar recaídas (25). 

 

De modo geral, o tempo de incubação da maior parte das cepas é curto, 

mas o tempo de recaída sofre grande variabilidade. As cepas de zonas 

temperadas e subtropicais exibem longos períodos de latência, de seis a dez 

meses. São elas as cepas St. Elizabeth, Madagascar e McCoy. Já as cepas 

tropicais apresentam latência curta, de três a seis semanas, e são 
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denominadas cepas Chesson (26–28). Apesar dessa divisão, evidências 

demonstram a presença de diferentes tipos de cepa em uma mesma região 

(29). Períodos mais curtos de recaída, menos de 90 dias, são observados no 

sudeste Asiático, na Melanésia e América do Sul. As regiões da América 

Central, norte da África e do Mediterrâneo apresentam períodos de recaídas 

entre 3 e 5 meses. Já os países da América do Norte, norte Europeu e Asiático 

exibem períodos longos de recaída, variando de 6 a 10 meses (26). 

 

O mecanismo de regulação da ativação de hipnozoítos é desconhecido. 

No entanto, tem sido proposto que as recaídas podem ser desencadeadas por 

outras doenças infecciosas e por picadas de mosquitos (30,31). Acreditava-se, 

inicialmente, que as populações de parasitas emergentes durante recaídas 

seriam idênticas àquelas encontradas no episódio primário. No entanto, 

análises de genotipagem revelaram que os parasitas presentes em episódios 

primários e de recaída são, com frequência, geneticamente distintos, 

ocorrendo, assim, a ativação de hipnozoítos heterólogos (32,33). Foi sugerido 

que populações residentes em regiões endêmicas possuem um reservatório de 

hipnozoítos decorrente de infecções anteriores. Essa teoria é apoiada pela 

observação de que recaídas homólogas ocorrem em indivíduos não expostos 

anteriormente ao parasita (18,34).  

 

1.4.3. Tratamento  
 

O tratamento da malária visa atingir o parasito em postos-chave de seu 

ciclo evolutivo: (i) interrupção da esquizogonia sanguínea, responsável pela 

patogenia e manifestações clínicas da infecção; (ii) destruição de formas 

latentes do parasito das espécies P .vivax, evitando assim as recaídas tardias; 

(iii) interrupção da transmissão do parasito, pelo uso de drogas que impedem o 

desenvolvimento de formas sexuadas dos parasitos (13). 

 

Os medicamentos antimaláricos podem ser divididos pelo seu alvo de 

ação no ciclo biológico do parasito em: esquizonticidas teciduais ou 

hipnozoiticidas (cura radical do P. vivax                              
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(promovem a cura clínica), gametocitocidas (bloqueiam a transmissão) e 

esporonticidas (impedem a infecção pelos esporozoítos) (35) (Figura 4).  

 

O objetivo do tratamento da malária causada pelo P. vivax é a 

eliminação das formas sanguíneas e hepáticas, prevenindo assim a recorrência 

da doença. Uma infecção recorrente ocorre quando há detecção de novo 

episódio de parasitemia após uma infecção prévia. A recorrência pode ocorrer 

por: reinfecção, por uma nova picada do mosquito; recrudescência, devido o 

reaparecimento de parasitas por falha terapêutica; e recaída, por reativação do 

hipnozoítos. De modo geral, é difícil fazer a distinção dos tipos de recorrência 

em áreas endêmicas (26,28,36). 

 

 

Figura 4 – Antimaláricos e seus alvos de ação no ciclo biológico do 

parasita 

Fonte: Adaptado de Delves et al, 2012 (37) 

 
A OMS recomenda que o tratamento de malária vivax seja feita com a 

associação da cloroquina (CQ) ou derivados da artemisinina com a primaquina 

(PQ) (17). O esquema terapêutico recomendado consiste na administração de 

cloroquina por 3 dias (10mg base/kg no 1º e no 2º dia e 5mg/kg no 3ºdia) 

combinada com primaquina por 7 dias (0,5mg/kg/dia) (17).  
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1.4.3.1. Primaquina 

 

A primaquina foi desenvolvida, na década de 1940, pelo Exército 

Americano durante a Segunda Guerra Mundial como medida de controle da 

malária nas tropas atuantes na região do Pacífico (38,39). É indicada para a 

cura radical da malária por P. vivax e por P. ovale, redução da transmissão de 

malária por P. falciparum e como uma alternativa para a profilaxia primária 

contra todas as espécies de malária (13,17,40). 

 

A PQ pertence à classe das 8-aminoquinolina, cujo mecanismo de ação 

não é totalmente compreendido. No entanto, foi proposto que a hidroxilação da 

PQ dá origem a metabólitos instáveis que são responsáveis tanto pela sua 

eficácia como pela sua toxicidade hemolítica. As reações de oxidação-redução 

geradas por seus metabólitos formam espécies reativas de oxigênio que 

resultam em estresse oxidativo e dano celular (38).  

 

Rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal, a PQ atinge picos de 

concentração em 1- 4 h, com biodisponibilidade de 96% e meia-vida de 

eliminação de 4-6h (17,41). Por ser biologicamente inativa, necessita ser 

biotransformada em metabólito ativo para exercer seu efeito antimalárico (42).  

 

A biotransformação passa por duas vias principais: a via monoamina 

oxidase (MAO-A) e a via citocromo P-450 (Figura 5) (38). A via da MAO-A gera 

derivados de aldeídos, como a carboxiprimaquina, metabólito predominante, 

porém inerte (17,43). A biotransformação mediada pelas enzimas do citocromo 

P-450 é atribuída às enzimas CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 (43). Pybus et. al. 

(2012) demonstraram que a MAO-A e a CYP2D6 são responsáveis por cerca 

de 93% dos metabólitos de PQ e que, embora somente traços de metabólitos 

oxidados e dimetilados sejam gerados por CYP3A4 e CYP2C19, estas enzimas 

não devem ser desconsideradas como fonte de metabólitos do medicamento 

(43). O papel das CYP3A4 e CYP2C19 no metabolismo da PQ também foi 

observado em outros estudos (44,45).   
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A compreensão da biotransformação é primordial para determinação da 

eficácia e toxicidade da PQ. Estudo recente que analisou as diferentes vias 

metabólicas foi capaz de identificar 35 metabólitos, entre eles, a produção de 

metabólitos hidroxilados e da 5,6-ortoquinona após a incubação da CYP2D6 

com a PQ (46). A 5,6-ortoquinona, metabólito estável produto da oxidação-

redução da 5-hidroxiprimaquina (5-HPQ), é usado para mensurar a presença 

desse metabólito instável que tem sido apontado como responsável tanto pelo 

efeito terapêutico quanto pela toxicidade atribuída à PQ (38,46). No entanto, 

apesar de metabólitos hidroxilados serem apontados como responsáveis pelo 

efeito terapêutico, até o momento, a nenhum metabólito é atribuída a eficácia 

e/ou toxicidade do medicamento (46).  

 

 

Figura 5 – Metabólitos gerados pelas vias CYP2D6 e MAO-A  

Fonte: Adaptado de Marcsisin et al, 2016 (38) 

 

A PQ é geralmente bem tolerada, porém, pode causar desconforto 

gastrintestinal relacionado à dose, levando a dor abdominal, náusea e vômito 

(18). Leucopenia, metahemoglobinemia com cianose e granulocitopenia 
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também podem ocorrer. O efeito adverso mais importante é a hemólise em 

pacientes com deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDd) (17). 

 

Em indivíduos deficientes de G6PD, os eritrócitos têm capacidade 

reduzida de defesa contra o estresse oxidativo causado por alguns 

medicamentos, incluindo a PQ, e se tornam vulneráveis à hemólise. São 

conhecidas cerca de 180 variantes genéticas de G6PD, no entanto, nem 

todas são clinicamente significantes (47,48). O grau de hemólise depende do 

grau de deficiência, da dose e da duração da exposição (49). A variante 

africana G6PD A- possui atividade enzimática residual de cerca de 5-10% dos 

níveis normais e a toxicidade da PQ nesses indivíduos é relativamente leve e 

autolimitada. Enquanto que a variante G6PD Mediterrânea apresenta atividade 

enzimática <1% e pode ocasionar anemia hemolítica aguda após tratamento 

com PQ. Já a G6PD Mahidol apresenta sensibilidade intermediária entre as 

variantes mencionadas (48). As Américas apresentam a menor frequência de 

indivíduos com deficiência de G6PD entre as regiões endêmicas para malária 

(50). No Brasil, há o predomínio da variante G6PD A-, apesar de existirem 

registros da identificação de outras variantes (48). 

 

Na terapia com PQ em indivíduos com variantes menos graves, a 

hemólise começa no primeiro ou segundo dia após a dose inicial. No entanto, 

se a terapia não for descontinuada, há uma tendência da concentração de 

hemoglobina voltar a níveis normais e a crescer devido à introdução de 

reticulócitos na corrente sanguínea. Em indivíduos com a variante mais grave, 

no entanto, isso não ocorre e a continuação da terapia pode levar a anemia 

grave (18). No Brasil, existem registros de mortes relacionadas ao uso de PQ 

em pacientes com deficiência de G6PD (51,52).  

 

A PQ é contraindicada em pacientes com hipersensibilidade conhecida à 

PQ ou a compostos relacionados e em pacientes com deficiência grave de 

G6PD ou deficiência grave de nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) 

metemoglobina redutase (17). A PQ atravessa a placenta e pode causar 

hemólise em fetos com deficiência de G6PD, e por isso, não é recomendada 

para uso durante a gravidez. Além disso, a menos que o status G6PD do bebê 
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seja conhecido, a amamentação também não é recomendada pela incerteza da 

excreção de PQ pelo leite materno. Caso a PQ seja prescrita para a mãe, o 

bebê precisa ser acompanhado. O uso de PQ em crianças menores de seis 

meses também não é recomendado devido à falta de dados sobre sua  total 

segurança (Figura 7) (17,18,53). 

 

 
Figura 6 - Fluxograma da população elegível para cura radical com 

primaquina  

Boxes vermelho indicam exclusão, enquanto boxes verdes indicam elegibilidade 

para utilização da primaquina. AS – score de atividade; G6PDd – G6PD deficiente; 

hemi – hemizigoto; hetero – heterozigoto; homo – homozigoto; PQ – primaquina.  

Fonte: Adaptado de Baird et al, 2018  (54) 

 

 

1.5. CITOCROMO P450 E FARMACOGENÉTICA 

 

A biotransformação de fármacos envolve enzimas metabolizadoras que 

realizam reações de oxidação/redução (fase I) e de conjugação/hidrólise (fase 

População 
total 

> 6 meses 

Homens 

G6PDd (hemi) G6PDd normal 

Mulheres 

Não grávida 
ou lactante 

G6PD normal 

Elegível PQ 

CYP2D6 
metabolizador 

normal 

Cura Radical 
segura e efetiva 

CYP2D6 
metabolizador 
fraco (AS≤1.0) 

G6PDd (homo 
+ hetero) 

Grávida 
Lactante criança  

< 6 meses 

< 6 meses 
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II). As reações de fase I, que em geral são responsáveis pela inativação de 

fármacos, podem também resultar em ativação de um pró-fármaco em 

metabólito ativo. Já as reações de fase II favorecem a eliminação de fármacos 

e a inativação de metabólitos potencialmente tóxicos (55). As reações de 

oxidação de fase I são realizadas em grande parte pelas enzimas da classe 

citocromo P450 (CYP). A monoamina oxidase é outra enzima importante nesse 

tipo de reação (56).  

 

As enzimas CYP integram uma superfamília de enzimas encontradas 

principalmente no fígado e que estão envolvidas no metabolismo de compostos 

endógenos e exógenos (55). De todas as enzimas conhecidas dessa 

superfamília, as mais ativas no metabolismo de fármacos pertencem as 

subfamílias 1, 2 e 3, em especial as CYP3A4/5, CYP2C9, CYP2D6, CYP2C19, 

CYP1A2, CYP2C8 e CYP2B6 (57,58). Existe grande variabilidade nos níveis 

de expressão de cada CYP, intra e interindividualmente, que são influenciados 

por fatores ambientais, como as interações de indução e inibição entre 

fármacos;  fatores biológicos, incluindo sexo e idade; e fatores genéticos, como 

a presença de polimorfismos (55,57).   

 

Polimorfismo é uma variação na sequência do DNA que está presente a 

uma frequência alélica igual ou superior a 1% em determinada população (55). 

Variações nos genes do CYP450 podem afetar a função das enzimas 

modificando o metabolismo de fármacos, levando a variações no fenótipo 

clínico. São associados à variação fenotípica alguns tipos de variantes 

genéticas, como por exemplo, polimorfismos de um único nucleotídeo (SNP) e 

a variação no número de cópias (CNV) (55). A maior parte dos SNPs não são 

funcionalmente relevantes, isto é, não são capazes de influenciar na atividade 

enzimática. Por outro lado, algumas dessas variantes genéticas podem ajudar 

a prever a resposta de um indivíduo a certos medicamentos, a suscetibilidade a 

fatores ambientais, como toxinas, e o risco de desenvolver doenças específicas 

(55,57,59) .  

 

Os fenótipos resultantes das variações genéticas em CYP são 

classificados como metabolizadores ultrarrápidos, extensos, intermediários e 
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fracos. Metabolizadores ultrarrápidos (UM) são aqueles com variação no 

número de cópias do gene de um mesmo alelo, enquanto metabolizadores 

intermediários (IM) e fracos (PM) possuem um ou dois alelos com atividade 

diminuída ou nula. São metabolizadores extensivos (EM) ou normais indivíduos 

que possuem pelo menos um alelo com atividade normal da enzima CYP 

(59,60). 

1.5.1. CYP2C19 

 

O gene do citocromo P450, família 2, subfamília C, polipeptídeo 19 

(CYP2C19) pertence à classe do citocromo P450. A enzima CYP2C19 tem 

papel importante no metabolismo de um grande número de fármacos como 

antidepressivos, inibidores da bomba de prótons, entre outros. Esta enzima é 

expressa predominantemente no fígado e em menor escala no intestino (61).  

 

Algumas variações alélicas da CYP2C19 apresentam importância clínica 

em razão da influência que exercem na atividade enzimática. A CYP2C19 é 

altamente polimórfica e são conhecidas mais de 30 variações alélicas estrela 

(*) (62). O alelo não funcional CYP2C19*2 é o mais comumente relacionado à 

atividade enzimática nula, sendo a variante mais frequente em todo o mundo e 

apresentando frequência de 12,5% no Brasil (62,63). O alelo CYP2C19*3, 

também de função nula, apresenta maior frequência na Ásia (45) e na Oceania 

(62), enquanto no Brasil a frequência desse alelo é quase nula (63). Além 

desses, o alelo CYP2C19*17, com considerável frequência no Brasil (16,5%) e 

no mundo, está relacionado com o aumento na função enzimática (61–63).  

 

O clopidogrel, um antiagregante plaquetário, é biotransformado pela 

CYP2C19 e a presença de polimorfismos dessa enzima foi associada a baixas 

concentrações do metabólito ativo (64,65). Outro medicamento 

biotransformado pela CYP2C19 é o proguanil, usado em associação com 

atovaquona no tratamento da malária (17,66). Taphar et al encontraram 

associação entre fenótipos PM e diminuição nas concentrações de cicloguanil, 

metabólito ativo do proguanil (67). Essa CYP também tem papel na 

biotransformação da PQ (43). Estudo recente realizado na Malásia associou o 
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alelo CYP2C19*2 com a diminuição da biotransformação de PQ em 

carboxiprimaquina (45). 

 

1.5.2. CYP2D6 

 

O gene CYP2D6 está localizado no Chr22q13.1 próximo a dois 

pseudogenes não funcionais, CYP2D7 e CYP2D8 (68). A enzima CYP2D6 está 

relacionada com a biotransformação de cerca de 25% de todos os fármacos 

clinicamente em uso, entre eles antidepressivos, beta-bloqueadores, 

neurolépticos, antiarrítmicos, antieméticos, anti-histamínicos e antivirais 

(68,69).  

 

A enzima, diferente de outras CYPs, não sofre influência por fatores 

ambientais e por indução enzimática (57,69). No entanto, é fortemente 

influenciada por fatores genéticos, sendo considerada a CYP mais polimórfica 

(69). Atualmente, são conhecidas mais de 100 variantes da CYP2D6 e seu 

polimorfismo afeta a farmacocinética de cerca de 50% dos fármacos que são 

substratos dela (62,69). As variantes genéticas de CYP2D6 dão origem a 

alelos com atividade nula, reduzida, normal ou aumentada, levando a variações 

na atividade enzimática (59,62). Entre as variantes mais importantes estão 

CYP2D6*2 (atividade normal), CYP2D6*4 e CYP2D6*5 (atividade nula), e 

CYP2D6*10, CYP2D6*17 e CYP2D6*41 (atividade reduzida) (68,69).  

 

Gaedigk et.al (2007) desenvolveram um sistema capaz de traduzir o 

genótipo de um indivíduo em atividade predita de CYP2D6. O sistema baseia-

se na atribuição de valores de atividade para cada alelo de acordo com a sua 

função enzimática e na soma da atividade de cada alelo resultando em um 

escore de atividade (AS) da enzima. Sendo assim, os alelos receberam os 

valores 0 para não funcionais, 0,5 para função reduzida, 1,0 para funcionais e 

2,0 para alelos de função aumentada. A partir desses valores, a combinação 

dos alelos permite que o fenótipo do individuo seja predito a partir do genótipo 

em metabolizadores fracos, intermediários, normais e ultrarrápidos, com 

valores de AS iguais a 0,0, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 ou >2,0 (68,70). Segundo ensaio 
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clínico realizado por Baird et.al (201                     S ≤1 0     

considerados metabolizadores fracos da PQ (Figura 8) (54,71). 

 

A frequência alélica de CYP2D6 varia amplamente na população. O 

alelo selvagem CYP2D6*1, que confere atividade enzimática normal, é 

predominante em todo o mundo. Entre as variantes alélicas, prevalece os 

alelos CYP2D6*17 entre africanos, CYP2D6*2 entre europeus e americanos e 

CYP2D6*10 no leste asiático (72). O fenótipo mais comum é o de 

metabolizador normal. Metabolizadores ultrarrápidos são encontrados 

principalmente na Oceania, metabolizadores fracos na Europa e 

metabolizadores intermediários na África (72). No Brasil, o alelo CYP2D6*1 é 

frequente em cerca de 38% da população, seguido dos alelos CYP2D6*2 

(21,5%), CYP2D6*4 (9,4%), CYP2D6*17 (5,6%) e CYP2D6*41 (5,5%) (73). 

Prevalece no país o fenótipo de metabolizador normal (83,5%). 

Metabolizadores intermediários, ultrarrápidos e fracos representam 7,1%, 3,7% 

e 2,5%, respectivamente (73). 

 

 

Figura 7 - Resumo do escore de atividade do fenótipo CYP2D6  
*Os escores de atividade para cada alelo componente no genótipo (alelo 1 e alelo 

2) somam-se para fornecer os escores de atividade do genótipo. Fenótipos com AS 

≤ 1 0 (                                                                      

gradiente de cor representou o espectro de pontuações de atividade de muito baixa 

a muito alta
.  

Fonte: Adaptado de Baird et al, 2018  (54) e atualizado de Caudle et. al., 2020 (74) 
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Bennet et al, 2013 reportaram falha terapêutica da PQ no tratamento do 

P. vivax atribuída à presença de polimorfismo em CYP2D6, resultando em 

diminuição da biotransformação do fármaco e, consequentemente, baixos 

níveis de metabólito ativo (75). A dependência da CYP2D6 na eficácia da PQ 

também foi demonstrada em experimento com modelo animal, onde a ausência 

de CYP2D6 e o uso de paroxetina, um inibidor da CYP2D6, foram capazes de 

reduzir a produção de metabólitos fenólicos gerados por essa via (76). Baird et 

al, 2018 evidenciaram que a atividade diminuída de CYP2D6 estava associada 

a um risco elevado de falha terapêutica, sugerindo a relação da CYP2D6 com a 

biotransformação da PQ e do aumento do risco de recaída  (71). A relação 

entre a falha terapêutica da PQ e a presença de polimorfismo de CYP2D6 

também foi reportada no Brasil (77,78). 

 

 

Figura 8 - Farmacocinética predita da primaquina no tratamento de 

malária vivax  

Fonte: Adaptado de Marcsisin et al, 2016 (38) 

 

De acordo com as variações alélicas do gene da CYP2D6, é possível 

predizer o fenótipo farmacocinético e a resposta a drogas metabolizadas por 

essa via. O fenótipo de CYP2D6 é classificado em metabolizador fraco, 
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intermediário, normal e ultrarrápido (Figura 6). A concentração de PQ varia de 

acordo com o fenótipo, sendo maior em metabolizadores fracos que não são 

capazes de metabolizar amplamente o medicamento e que, 

consequentemente, terão maior risco de falha terapêutica devido a 

concentração subterapêutica do metabólito ativo. Em metabolizadores normais 

as concentrações do metabólito ativo atingem a janela terapêutica resultando 

em sucesso da terapia. Em metabolizadores intermediários, a concentração de 

metabólito fica entre o observado em metabolizadores normais e fracos, sendo 

o desfecho clínico difícil de ser predito devido à existência de fatores 

confundidores. Já em metabolizadores ultrarrápidos a resposta clínica ainda 

precisa ser determinada (38). 

 

1.5.3. CYP3A4 

 

As enzimas da subfamília CYP3A, CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 e 

CYP3A43, são responsáveis pelo metabolismo de um grande número de 

fármacos de diferentes categorias terapêuticas, como os imunossupressores 

ciclosporinas A e tacrolimo, antibióticos macrolídeos como eritromicina, 

benzodiazepínicos, inibidores da HMG-CoA redutase como sinvastatina e 

atorvastatina, anestésicos e muitos outros. Além disso, atuam no metabolismo 

de várias substâncias endógenas (57,79).  

 

A CYP3A4 é enzima CYP3A dominante no fígado e contribui em média 

de 15-30% para o pool microssomal do P450 (80). Essa enzima é influenciada 

tanto por fatores ambientais quanto por fatores genéticos. Mais de 30 alelos 

são conhecidos, no entanto, apesar de polimorfismos genéticos terem sido 

propostos como determinantes do fenótipo do CYP3A4, não há até então uma 

relação genótipo-fenótipo clara para essa enzima (57,62). 

 

A variante CYP3A4*1B foi o primeiro polimorfismo identificado de 

CYP3A4 (81). A frequência alélica de CYP3A4*1B varia amplamente na 

população: 76% em Guiné Bissau (82), 6,58% no México (83), 3,6% entre 

americanos brancos e nula entre americanos de origem chinesa (84). No Brasil 

a frequência varia de 10% entre brancos e 38% entre negros (85).  
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O significado funcional dessa variante tem sido amplamente estudado. A 

associação entre CYP3A4*1B e o câncer de próstata foi identificada, 

mostrando um maior risco desse tipo de câncer entre populações africanas 

(86). Além disso, foi sugerido o ajuste de dose de tacrolimo em pacientes 

portadores de CYP3A4*1B (87,88). Diferentemente, não foi detectado efeito 

dessa variante no metabolismo do midazolam (89).  Ademais, a presença 

desse polimorfismo não foi suficiente para determinar doses individualizadas de 

ciclosporina visando ao sucesso terapêutico sem efeitos adversos (90). Embora 

muitos estudos busquem associar esse polimorfismo ao metabolismo de 

fármacos ou à suscetibilidade a doenças, o efeito dessa variante permanece 

controverso (57,79). 

1.6. JUSTIFICATIVA 

 

Muitos fatores podem afetar a resposta do indivíduo aos medicamentos, 

incluindo gênero, idade, dieta e as características genéticas. O conhecimento 

dessas características individuais é fundamental no sucesso das terapias 

farmacológicas.  

 

A PQ, o único medicamento hipnozoiticida aprovado no Brasil, é 

biotransformada em parte pelas enzimas do citocromo P450 e a presença de 

polimorfismos dessas enzimas é capaz de alterar a resposta clínica de 

pacientes com malária, levando inclusive à falha terapêutica. Quando se 

combina o metabolismo ineficiente da PQ com a população excluída da terapia 

por motivos de segurança, estima-se que quase um terço da população que 

vive em regiões de risco de infecção por P. vivax é incapaz de receber uma 

terapia preventiva segura e eficaz. 

 

Sendo assim, conhecimento da variabilidade genética e a influência das 

CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 na resposta clínica de pacientes com malária 

causada pelo P. vivax se torna de grande importância por conta da ampla 

incidência da infecção e da observação de variantes polimórficas dessas CYPs 

na população local. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.2. GERAL  

 

 Avaliar a influência de polimorfismos genéticos em CYP2D6, 

CYP3A4, CYP2C19 na resposta clínica de pacientes com malária 

vivax tratados com primaquina. 

 

2.3. ESPECÍFICOS 

 

 Investigar a frequência de polimorfismos dos genes CYP2D6, 

CYP3A4 e CYP2C19. 

 

 Determinar a influência dos fenótipos na resposta clínica dos 

pacientes com diagnóstico de infecção por Plasmodium vivax tratados 

com primaquina.  

 

 Determinar a influência dos fenótipos no tempo e no número de 

recorrências  

 

 Estudar a associação dos fenótipos com o tempo de clareamento de 

gametocitemia. 
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ABSTRACT 
 

Biotransformation of primaquine occurs through two pathways: 

cytochrome P-450 enzymes (CYPs) and Monoamine oxidase A (MAO-A), which 

can be influenced by genetic characteristics. The influence of the CYPs in the 

success of antimalarial therapy remains uncertain. To investigate the 

association of CYP2D6, CYP 2C19 and CYP3A4 polymorphisms and 

phenotypes with malaria recurrence, a casuistry of 311 individuals were 

followed for 180 days after malaria vivax diagnose and chloroquine+ primaquine 

therapy. They were separated in two groups, those with recurrence episodes 

and those without. Genotyping of CYP2D6, CYP 2C19 and CYP3A4 were 

performed using Taqman assay by real-time PCR. CYP2D6 and CYP2C19 

phenotypes were predicted from the genotype. The frequencies of slow function 

and normal function alleles and phenotypes for all CYPs were similar between 

the groups, except for the CYP2D6*2xN allele (p=0.047) and the CYP2D6 UM 

phenotype (p=0.057) that were more frequent in individuals without recurrence. 

Despite that, the CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 genotypes had no 

association with increased risk of recurrence. CYPs polymorphisms had also no 

influence in the blood stage parasites clearance, neither in the time and number 

of recurrence episodes. In conclusion, these results suggest that individuals 

with CYP2D6 UM phenotype are less susceptible to primaquine failure and 

additional investigation of pharmacogenetics and pharmacokinetics are needed 

to evaluate the CYPs influence in primaquine clinical effect.  

 

INTRODUCTION 
 

Malaria is a globally distributed infectious disease. In 2018, 228 million 

cases and 405 thousand deaths from malaria were reported worldwide (1). In 

Brazil there were approximately 217,000 cases and 44 deaths, of these, 77.7% 
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were caused by Plasmodium vivax (1). P. vivax has characteristics that are an 

obstacle for its elimination, such as its ability to remain latent in the liver in the 

form of hypnozoites that can cause relapses when reactivated (2). Furthermore, 

malaria recurrence can occur by reinfection, due to a new mosquito bite or even 

by recrudescence, due to therapeutic failure, leading to the reappearance of 

parasites (3–5). 

Primaquine (PQ), an hypnozoiticidal drug, needs to be biotransformed 

into an active metabolite to exert its antimalarial effect (6). Biotransformation 

occurs through two main pathways: the cytochrome P-450 and the monoamine 

oxidase (MAO-A) (7). Biotransformation mediated by CYPs is attributed to the 

enzymes CYP2C19, CYP2D6 and CYP3A4 (8). The MAO-A pathway generates 

aldehyde derivatives, such as carboxyprimaquine, a predominant but inert 

metabolite (8,9). 

The human host genetics contribution to the results of antimalarial 

treatment has been demonstrated in recent studies. Bennet et al. reported 

therapeutic failure of PQ in the treatment of vivax malaria attributed to the 

presence of polymorphism in CYP2D6, resulting in decreased biotransformation 

of the drug and, consequently, low levels of active metabolite (10). Baird et al. 

showed that decreased CYP2D6 activity was associated with an increased risk 

of therapeutic failure, suggesting the relation between CYP2D6 with PQ 

biotransformation and an increased risk of relapse (11). The relation between 

therapeutic failure of PQ and the presence of CYP2D6 polymorphism has also 

been reported in Brazil (12,13). The most important genetic variants of CYP2D6 

are CYP2D6*2 (normal activity allele), CYP2D6*4 and CYP2D6*5 (null activity 

allele), CYP2D6*10, CYP2D6*17 and CYP2D6*41 (reduced activity allele) (14–

16).   

Pybus et al. demonstrated that MAO-A and CYP2D6 are responsible for 

about 93% of PQ metabolites and, even though only traces levels of oxidated 

and dimethylated metabolites are generated by CYP3A4 and CYP2C19, these 

enzymes should not be disregarded as a source of metabolites of the drug (8). 

Ariffin et al. associated the presence of the CYP2C19*2 allele with the decrease 

in PQ biotransformation into carboxyprimaquine (17). This null activity allele has 

also been related to the decrease in biotransformation of other antimalarial 

drugs  (9,18,19). Although CYP3A4 has a role in the biotransformation of PQ 
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and genetic polymorphisms have been proposed as determinants of its 

phenotype, there is no clear genotype-phenotype association for this enzyme 

and the effect of its variants remains controversial (8,20–22). 

Polymorphic variants of CYP2C19, CYP2D6 and CYP3A4 have been 

widely reported in local population as well as incidence of P. vivax malaria 

infection. Genetic variability of these CYPs are likely to have impact on the 

clinical response of patients. This reason, this study aimed to investigate the 

frequency of genotypes and phenotypes of CYP2D6, CYP3A4 and CYP2C19 

and explore the association with recurrence of P. vivax from the Brazilian 

Amazon. Also, to determinate the influence of the alleles at the time of 

recurrence, number of recurrence episodes and clearance of asexual 

parasitemia and gametocyte. 

RESULTS 

 

Population study 

A total of 311 patients diagnosed with P. vivax malaria were selected for 

the study, of which 102 with recurrence and 209 without recurrence were 

included. Of all 311 patients recruited for the study, 256 samples were 

genotyped for CYP2D6, 309 samples for CYP3A4 and 303 samples for 

CYP2C19. Genotyping of the 3 CYPs was achieved for 249 samples (Figure 1).  
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Figure 1 - Flowchart of processed samples. 
 

The baseline characteristics of the participants are shown in Table 1. 

Between the two groups, sex distribution was similar. The mean age for patients 

with recurrence and without recurrence was 40 and 36.7, respectively 

(p=0.036). For malaria recurrence episodes, 80.4% had only 1 recurrence 

episode, which occurred between 61-120 days (56.9%) after the initial malaria 

episode, with mean time of 85.5 days (3.60 CI 95% 78.4-92.6). 
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Table 1 - Baseline characteristics of individuals involved in this study. 

 
Total (311) Recurrence (102) No recurrence (209) p value 

Age  

37.8 (0.89; 

36.139.5) 40 (1.36; 37.442.7) 36.7 (1.12; 34.538.9) 0.036 
      

      

Gender 
Men 210 (67.5) 72 (72.5) 136 (65.1) 

0.186 
Women 101 (32.5) 28 (27.5) 72 (34.9) 

 
 

    
 

Malaria 
recurrence 
episodes 

1 - 82 (80.4) - 

- 
2 - 18 (17.6) - 

3 - 1 (1.0) - 

4 - 1 (1.0) - 
      

Time to first 
recurrence 
(days) 

<60 - 24 (23.5) - 

- 61-120 - 58 (56.9) - 

121-180 - 20 (19.6) - 
      

Parasite 
clearance 
day 

1 9 (6.5) 2 (4.2) 7 (7.7) 

0.159 
 

2 86 (61.9) 32 (72.9) 51 (56.0) 

3 29 (20.8) 9 (18.7) 20 (22.0) 

7 15 (10.8) 2 (4.2) 13 (14.3) 
      

Gametocyte 
clearance 
day 

1 24 (17.3) 8 (16.7) 16 (17.6) 

0.452 
2 83 (59.7) 32 (66.7) 51 (56.0) 
3 24 (17.3) 7 (14.6) 17 (18.7) 

7 8 (5.7) 1 (2.1) 7 (7.7) 

 
*n (%) or mean ( standard deviation; IC 95%)
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Most patients had the asexual parasitemia and gametocytemia clearance 

at the D2. The clearance of asexual parasitemia at D1, D3 and D7 was similar 

between patients with and without recurrence (p>0.05). At D2, the clearance 

occurred in 72,9% with recurrence and 56.0% without recurrence (p=0.05). For 

gametocyte clearance, there was no significant difference between the groups 

according the clearance day (p>0.05). 

 

Allele frequencies of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 and predicted 

CYP2D6 and CYP2C19 phenotypes 

The allele frequency distribution of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 and 

of predicted CYP2D6 and CYP2C19 phenotypes are presented in Table 2 for all 

patients included.  

 

Table 2 - Allele frequency of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 and predicted CYP2D6 
and CYP2C19 phenotypes. 

Gene Allele Total             Recurrence        No recurrence  p value 

   frequency n frequency n frequency  

 *1 234 0.376 77 0.377 154 0.368 0.827 

 *2 191 0.307 63 0.308 128 0.306 0.947 

 *4 55 0.088 22 0.108 33 0.079 0.233 

 *5 37 0.059 12 0.059 25 0.060 0.961 

CYP2D6 *9 6 0.010 1 0.005 5 0.012 0.398 

 *10 14 0.022 7 0.034 7 0.017 0.166 

 *17 13 0.021 3 0.015 10 0.024 0.451 

 *29 7 0.013 2 0.010 5 0.012 0.811 

 *35 6 0.009 2 0.010 4 0.009 0.978 

 *39 14 0.022 7 0.035 7 0.017 0.166 

 *41 16 0.026 4 0.019 12 0.029 0.501 

 *1x 3 0.005 - - 3 0.007 0.225 

 *2x 8 0.013 - - 8 0.019 0.047 

 ND 21 0.034 4 0.019 17 0.041 0.172 

Predicted 
phenotype 
CYP2D6  

PM 5 0.019 2 0.023 3 0.018 0.789 

IM 71 0.277 26 0.295 45 0.268 0.639 



43 

 

 

NM 164 0.641 58 0.660 106 0.632 0.656 

UM 16 0.062 2 0.023 14 0.083 0.057 

 *1 544 0.875 182 0.892 362 0.866 0.356 

CYP2C19 *2 62 0.100 20 0.098 42 0.105 0.924 

 ND 16 0.026 2 0.010 14 0.033 0.080 

Predicted 
phenotype 
CYP2C19  

PM 5 0.016 2 0.020 3 0.015 0.750 

IM 52 0.172 4 0.158 44 0.178 0.667 

NM 246 0.812 83 0.822 163 0.807 0.755 

 *1 527 0.847 172 0.843 355 0.849 0.970 

CYP3A4 *1B 91 0.146 30 0.147 61 0.146 0.841 

 ND 4 0.006 2 0.098 2 0.048 0.462 

*PM – poor metabolizer; IM – intermediate metabolizer; NM – normal metabolizer; UM – ultrarapid 
metabolizer; ND: Not determined 

 

The star allele frequencies of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 were 

similar between the groups of study (p>0.05). The proportions of CYP2D6 null 

function alleles (*4 and *5), decreased function alleles (*9, *10, *17, *29 and 

*41) and normal function alleles (*1, *2, *35 and *39) were similar between the 

groups (p>0.05). CYP2D6 ultrarapid alleles (*1xN and *2xN) were observed 

only in patients without recurrence (p=0.018, data not shown). CYP2C19*2 null 

function allele was present in 9.8% and 10.5% of the patients with and without 

recurrence, respectively (p=0.924). The CYP3A4 *1B mutated allele had similar 

frequency in both groups (p=0.841) (Table 2). 

The predicted CYP2D6 phenotype frequency was not different between 

the groups (p=0.372). The most frequent phenotype in both groups was the 

normal metabolizer phenotype (p=0.656). The ultrarapid phenotype was 

observed in patients with recurrence and without recurrence, 2.3% and 8.3% 

respectively (p=0.057) (Table 2).  

The frequency of predicted CYP2C19 phenotype was similar in both 

groups (p=0.873). The normal phenotype frequency was 82.2% with recurrence 

and 80.7% without recurrence (p=0.755).  
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Predicted CYP2D6 and CYP2C19 phenotypes and CYP3A4 mutated allele 

versus asexual parasitemia clearance and gametocytemia clearance 

The predicted CYP2D6 phenotype did not present different distribution of 

frequencies between the days of asexual parasite elimination (p=0.066).  

However, even with no statistical significance, it was observed that asexual 

parasitemia clearance occurred earlier in individuals with ultrarapid metabolizer 

phenotype (p=0.108). There was no difference in the asexual parasitemia 

clearance according to predicted CYP2C19 phenotype and mutated allele of 

CYP3A4 (p>0.05) (Table 3).  

Kaplan-     ’      y           time to asexual parasitemia clearance 

was not significant for the predicted CYP2D6 and CYP2C19 phenotype and the 

presence of mutated allele of CYP3A4 (p>0.05) (Figure 2).  

 

 
Figure 2 - Kaplan–Meier curve for malaria parasite clearance time between 

individuals with normal and reduced predicted CYP2D6 and CYP2C19 activity 

phenotype and normal and mutated CYP3A4 allele. A – CYP2D6 phenotype; B 

– CYP2C19 phenotype; C – CYP3A4 allele; PM – poor metabolizer; IM – 

intermediate metabolizer; NM – normal metabolizer; UM – ultrarapid 

metabolizer 
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No association was found between gametocytes clearance and predicted 

CYP2D6 and CYP2C19 phenotype and the presence of mutated allele of 

CYP3A4 (p=0.576, p=0.676 and p=0.535, respectively) (Figure 3 and Table 4). 
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Table 9 - Predicted phenotype of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 allele x parasite clearance day 

Gene 
 

Parasite clearance day 
p 

value Day 1 Day 2 Day 3 Day 7 

n frequency n frequency n frequency n frequency 

Predicted 
phenotype 
CYP2D6 

PM 1 0.025 2 0.500 0 0 1 0.250 0.285 

IM 2 0.053 26 0.684 10 0.263 0 0 0.080 

NM 5 0.059 51 0.600 17 0.200 12 0.141 0.193 

UM 1 0.500 1 0.500 0 0 0 0 0.108 

Total 9 0.070 80 0.620 27 0.209 13 0.101 0.066 

Predicted 
phenotype 
CYP2C19 

PM 0 0 1 0 0 0 0 0 0.886 

IM 2 0.100 10 0.500 4 0.200 4 0.200 0.457 

NM 7 0.061 72 0.626 25 0.217 11 0.096 0.546 

Total 9 0.066 83 0.610 29 0.213 15 0.110 0.785 

CYP3A4 

*1 16 0.889 136 0.791 50 0.862 25 0.833 

0.521 *1B 2 0.039 36 0.209 8 0.138 5 0.167 

Total 18 0.065 172 0.618 58 0.208 30 0.108 

*PM – poor metabolizer; IM – intermediate metabolizer; NM – normal metabolizer; UM – ultrarapid metabolizer.
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Table 4 - Predicted phenotype of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 allele x gametocyte clearance day 

 

Gene  

Gametocyte clearance day 

p value Day 1 Day 2 Day 3 Day 7 

N frequency n frequency n frequency n frequency 

Predicted 
phenotype 
CYP2D6 

PM 1 0.250 2 0.500 1 0.250 0 0 0.881 

IM 3 0.079 30 0.789 5 0.131 0 0 0.031 

NM 18 0212 46 0.541 14 0.165 7 0.082 0.060 

UM 1 0.500 1 0.500 0 0 0 0 0.649 

Total 23 0.178 79 0.612 20 0.155 7 0.054 0.273 

Predicted 
phenotype 
CYP2C19 

PM 0 0 1 0.012 0 0 0 0 0.882 

IM 3 0.150 11 0.550 5 0.250 1 0.050 0.778 

NM 20 0.174 70 0.609 18 0.156 7 0.061 0.827 

Total 23 0.162 82 0.603 23 0.170 8 0.059 0.943 

CYP3A4 

*1 39 0.812 134 0.807 42 0.875 12 0.750 

0.644 *1B 9 0.188 32 0.193 6 0.125 4 0.250 

Total 48 0.173 166 0.597 48 0.173 16 0.057 

*PM – poor metabolizer; IM – intermediate metabolizer; NM – normal metabolizer; UM – ultrarapid metabolize
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Figure 3 - Kaplan–Meier curve for malaria gametocyte clearance time between 
individuals with normal and reduced CYP2D6 and CYP2C19 activity phenotype 
and normal and mutated CYP3A4 allele. A – CYP2D6 phenotype; B – 
CYP2C19 phenotype; C – CYP3A4 allele; PM – poor metabolizer; IM – 
intermediate metabolizer; NM – normal metabolizer; UM – ultrarapid 
metabolizer. 

 

 

Predicted CYP2D6 and CYP2C19 phenotypes and CYP3A4 mutated allele 

versus malaria recurrence episodes 

The number of malaria recurrence episodes did not differ for the 

predicted phenotype of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 allele (p>0.05). Also, 

there were no significant differences in the occurrence of one or more malaria 

episodes (CYP2D6 p=0.455, CYP2C19 p=0.832 and CYP3A4 p=0.437). 

 

Predicted CYP2D6 and CYP2C19 phenotypes and CYP3A4 mutated allele 

versus time to first recurrence 

For CYP2D6 and CYP2C19, the time of first recurrence episode was 

similar between the two groups (poor metabolizer + intermediate metabolizer x 

normal metabolizer) (p=0.868 and p=0.916, respectively). For CYP3A4, the time 

did not differ with the presence of mutated allele (p=0.847) (Figure 4). 
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Figure 4 -Kaplan–Meier curve for malaria recurrence time between individuals 
with normal and reduced CYP2D6 and CYP2C19 activity phenotype and normal 
and mutated CYP3A4 allele. A – CYP2D6 phenotype; B – CYP2C19 
phenotype; C – CYP3A4 allele; PM – poor metabolizer; IM – intermediate 
metabolizer; NM – normal metabolizer 

 
 

Influence of predicted CYP2C19 and CYP2D6 phenotype, CYP3A4 mutated 

allele and combined CYP2C19+CYP2D6 on the occurrence of recurrence  

The relative risk (RR) was measured to evaluate the influence of 

predicted CYP2C19 and CYP2D6 phenotype, CYP3A4 mutated allele and 

combined CYP2C19+CYP2D6 in the clinical response of patients treated with 

PQ (Table 5). The RR of recurrence with classification PM or IM predicted 

CYP2C19 phenotype was 0.93 (95%CI, 0.61-1.42; p=0.758) compared with a 

classification of normal metabolizer. For CYP2D6, the RR with decreased 

predicted phenotype (PM+IM) was 1.10 (95%CI, 0.77-1.58; p=0.585) in 

comparation with normal and ultrarapid metabolizers. For CYP3A4, there was 

no association of recurrence with mutated allele RR 1.01 (95%CI, 0.73-1.38; 

p=0.951).  

Finally, it was also measured the association between 

CYP2C19+CYP2D6 with recurrence. The presence of one or two PM or IM in 

any of the CYPs was not associated with risk for recurrence (p=0.972). 
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Figure 5 – Relative risk for recurrence associated with CYP2C19 and CYP2D6 predicted phenotype, 
CYP3A4 genotype and combined CYP2C19+CYP2D6 

 Recurrence (n) No recurrence (n) RR (95% CI) p value 

CYP2C19 decreased 

predicted phenotype 
18 39 0.93 (0.61-1.42) 0.758 

CYP2D6 decreased 

predicted phenotype 
28 48 1.10 (0.77-1.58) 0.585 

CYP3A4 mutated 

genotype 
61 30 1.01 (0.73-1.38) 0.951 

Combined decreased 

predicted phenotype 

CYP2C19+CYP2D6 

39 73 0.99 (0.70-1.39) 0.972 

 

DISCUSSION 

 

Some drugs are biotransformed by multiple CYP450 pathways, which alone do not 

correspond to the real pharmacokinetics of the drug (8,16,23). This study is the first to 

evaluate the influence of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 genetic polymorphisms 

simultaneously in recurrence of P. vivax in the Brazilian Amazon.  

Several studies have estimated the CYP2D6 frequency around the world and 

CYP2D6*2 is the most frequent CYP2D6 variant (13,16,24–26). In Brazil, the most 

frequent null functional allele is *4 (9.4%) and the most frequent decreased function allele 

is *17 (5.6%) (24,25). In our study, the frequency of the *1, *4 and *1xN alleles were 

similar to those previously reported in Brazil, differing in relation to *2, *5, *39 and *2xN 

alleles that presented higher frequency, and to *17, *29, *35 and *41, that were less 

frequent (13,24,25). Despite we genotyped 11 SNPs, the CYP2D6 genotyping tests a 

limited number of SNPs, for this reason it is possible that some infrequent alleles can be 

misclassified as more frequent alleles like *1 and *2 (27).  Although the alleles are 

categorized into functional groups, no significant difference was found between allele 

frequencies and patients with recurrence or without recurrence (p=0.646). Besides that, 

increased function alleles were only observed in patients without recurrence (p=0.018). In 

general, the frequency of these alleles is low and once that the majority of the studies are 

conducted to evaluate the association of impaired genotype and PQ failure, this is the 

first study to report the high frequency of multiplication in individuals without recurrence. 
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Furthermore, the UM phenotype presented higher frequency in those without 

recurrence (p=0.05). Some studies have showed that the presence of UM phenotype is 

related to high risk of toxicity of codeine, a prodrug that is converted in morphine, and 

high risk of failure of tricyclic antidepressant (16,28). Moreover, for individuals with UM 

             y      ’                                                        e estrogen 

receptor modulator, achieve the therapeutic effect in breast cancer treatment (29). For 

PQ    ’                            w             y   w             the most metabolism 

through the CYP2D6 pathway. Gonçalves et al. evaluated the effect of CYP2D6 activity 

score (AS) on PQ plasma concentration over time after a PQ single dose, they showed 

that the prodrug concentration decreased faster in children with AS=3 than the AS≤2 

(30).  Besides that, the clinical effect of UM phenotype is still unknown (7). In our study, 

the CYP2D6 predicted PM, IM and NM phenotypes frequencies were similar between 

those with or without recurrence, similar to previously observed in Amazon region (13).  

The influence of decreased CYP2D6 phenotypes (PM+IM) in the recurrence was 

not associated with high risk of recurrence. No significant effect of predicted CYPD6 

phenotype in recurrence episodes was also reported in Australia and Thailand  (31,32). 

However, the effect of the CYP2D6 impaired phenotype and the increased risk of PQ 

failure was demonstrated in other studies suggesting that the PQ metabolism is 

dependent of CYP2D6 (10,11,13,33).  

In this study, we did not find association between CYP2D6 phenotype and 

gametocytemia clearance or asexual parasitemia clearance. However, regarding the 

asexual parasitemia clearance, a non-significant trend (p=0.06) for difference in 

frequency distribution among the different phenotypes was observed. A recent study in 

the Amazon region also did not show association between the presence of polymorphism 

in CYP2C8, CYP3A4 and CYP3A5 and late asexual clearance of P. vivax (34). Despite of 

Pett el.al. demonstrated the effect of CYP2D6 PM/IM phenotype in extending 

Plasmodium falciparum        y  ’            (35), it was also demonstrated that the 

                     PQ   ’                                                         (        

and sexual) of P. berghei (36) .The CYP2D6 phenotype was also not associated with the 

number of recurrence episodes neither with the time to the first episode of recurrence, 

similar to previously observed (13,31,33).  

CYP2C19*2 frequency is higher in Oceanians (60%) and less frequent in Latin 

Americans (10%) (16). In Brazilians, the allele frequency varied between 12.5% to 13.2% 
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and in the North region this frequency is about 9.5% (25,37). The frequency measured in 

the current study was similar to the Brazilian average and did not differ statistically 

between the individuals with or without recurrence (p=0.212). In recent study carried out 

in the North region of Brazil, the CYP3A4*1B frequency was 19% in individuals with early 

recurrence episodes (34). In our study, the frequency of this allele is in agreement with 

north Brazilians. 

A study that investigated the effect of CYP2C19 polymorphism on PQ metabolism 

demonstrated that the presence of CYP2C19*2 allele was associated with less 

production of carboxyprimaquine (17). In this study, the frequency of PM+IM was 18.8%, 

similar to that seen in Latin Americans (16). Even though the PM phenotype was more 

observed in individuals with recurrence, the frequencies of PM and IM phenotypes were 

similar between the groups. Furthermore, this study demonstrated that there is no 

association between the CYP2C19 polymorphism and the recurrence episodes neither 

with asexual parasitemia clearance nor gametocyte clearance. Pybus et. al. had showed 

that CYP2C19 plays a role in PQ metabolism, although it is not clear  the influence of this 

CYP                      PQ’       y       /                          (8).  

For CYP3A4, no statistical difference was found in the allele frequency between 

the individuals with or without recurrence (p=0.762). Several studies were conducted to 

explain the importance of polymorphism in the CYP3A4 genotype–phenotype 

relationship, although the functional effect of the polymorphism remains contentious 

(20,38). Although CYP3A4 have a role in PQ biotransformation (8)  w        ’     w     

effect of CYP3A4*1B in the recurrence episodes in individuals treated with PQ, neither in 

the asexual parasitemia clearance nor gametocyte clearance. A previous study 

conducted in Amazon also showed no association between this allele and the recurrence 

episodes nor between the presence of mutated allele and the clearance time (34) 

Because PQ is not metabolized by only one enzyme (8,17), a multigenic analysis 

might be more suitable to determine the effect of CYP450 polymorphism in the PQ 

failure. In our study, we found a single individual representing the CYP2D6 PM (*4/*4), 

CYP2C19 IM (*1/*2) that had 2 recurrence episodes.  Despite that, a CYP2D6 + 

CYP2C19 analysis was not associated with higher risk of recurrence. 

To improve the efficacy and reduce the adverse drug reactions, precision medicine 

aims a drug therapy by genotype-based prescribing. This genotype-based prescribing 

assume that the genotyping predicts precisely the metabolic activity (39,40). However, 
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the prediction of phenotype from genotype has not been undoubtedly correlated, since 

about 50% of the translation is mistaken (41,42). Gene splicing, single nucleotide 

polymorphisms, epigenetics and microRNA, transcription regulation and multiple gene 

copies are narrow down genetic factors that can modify the enzymatic activity (27,41,43). 

Furthermore, the difference between the genotype and the enzymatic activity can be 

caused by a phenomenon known as phenoconversion, whereby a genotypic NM can be 

converted into a transient phenotypic IM or PM, once the genotype is immutable, mainly 

caused by extrinsic factors, such as drug-drug interactions and some pro-inflammatory 

cytokines in the inflammatory process (27,39,40).  

This study had some limitations. The phenotype was predicted by the genotype 

and PQ metabolites were not assessed to confirm the impact of CYP2D6 in the 

pharmacokinetic of the drug. Drug-interaction and the presence of other inflammatory 

conditions were not evaluated. PQ administration was not supervised, but at each follow-

up visit it was asked about the administration of the drug. The low sample size for 

individuals with recurrence find here is in agreement with other studies (11,13) . 

However, data about recurrence episodes were accessed using the SIVEP Malaria 

platform (Malaria Epidemiological Surveillance System) that is susceptible to 

underreporting issues.  

This prospective cohort demonstrated no influence of CYP2D6, CYP2C19 and 

CYP3A4 polymorphisms as a determining factor for vivax malaria recurrence. Despite 

this, our findings suggest that CYP2D6 ultrarapid phenotype was less susceptible to 

recurrence (p=0.057). Although we found a single individual with CYP2D6 and CYP2C19 

impaired phenotype, the multigenic analysis did not predict a higher risk of recurrence. 

Future studies are warranted to understand the association of PQ and CYP450, 

considering factors as the metabolites concentration, the drug–drug interactions and the 

presence of some inflammatory conditions, to improve vivax malaria treatment. 

 

MATERIALS AND METHODS 
Ethics statement  

This study was approved by the Ethics Review Board of Fundação de Medicina 

Tropical Dr Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) (CAAE 0002.0.114.000-11 and 

44605015.4.0000.0005). The individuals invited to participate were informed about the 
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objectives of the study and signed an informed consent form. In case of individuals under 

18 years old, the consent was signed by the parents or a legal representat. 

 

Study area 

This study was conducted in a reference center of infeccious diseases in Manaus, 

Brazil. Individuals with P. vivax malaria diagnosis were selected for the study. These 

patients were treated according to the Brazilian Ministry Health Guideline (44).  

 

Selection of patients 

The study included individuals of both genders, aged 6 months old or more, 

bodyweight greater than 5 kg, blood parasite density from 250 to 100,000 parasites/mL 

and axillary temperature of 37.5°C or history of fever in the last 48 hours. Use of 

antimalarial drugs in the previous 30 days, refusal to be followed up, pregnancy, or any 

clinical complication were considered non-inclusion criteria. 

All individuals were treated with 25mg/kg of chloroquine phosphate for 3 days 

(10mg/kg on day 1 and 7.5mg/kg on days 2 and 3). PQ was administrated 0.5mg/kg/day 

for 7 days, starting at the same time or at the 42th day. Clinical and laboratory tests were 

performed, interviews and sample collection were done on D1, D2, D3, D4, D7, D14, D28 

and D42 of follow-up. If there were any extra days of follow-up, the same sample 

collection procedures were performed.  

This study was made using convenience sampling from other previous follow-ups. 

The individuals were alocated in two groups: recurrence group (patients with at least one 

                         1 0   y                               (      w       ’         

new register of malaria episode in 180 days). Dates of recurrence episodes were 

obtained during the follow-up or by passive detection via SIVEP-Malaria System, the 

official malaria epidemiological surveillance system in Brazil. 

The asexual parasite clearance and gametocyte clearance analyse was perfomed 

with 147 individuals that took primaquine at the the day 1 of the treatment. 

 

Malaria diagnosis 

Asexual and gametocytes parasitemia, as well as clearance of parasitemia were 

determined by optical microscopy. All diagnostic were performed by an experienced 

microscopist using parasite counts per 500 leucocytes. 
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Laboratory procedures 

Genomic DNA was purifed from whole blood sample using the QIAmp® Blood Mini 

kit (Qiagen, Hilden, Germany). Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) genotyped were 

chosen according to the functional importance and the frequency in Brazilian population. 

It was selected 11 polymorphisms in  CYP2D6 (2549delA [rs35742686], 100C>T 

[rs1065852], 1846G>A [rs3892097], 4180G>C [rs1135840], 2988G>A [rs28371725], 

3183G>A [rs59421388], -1584C>G [rs1080985], 1023C>t [rs28371706], 

2615_2617delAAG [rs5030656], 31G>A [rs769258], 2850C>T [rs16947]); one 

polymorphism in CYP2C19 (681G>A [rs4244285]); and one polymorphism in CYP3A4 (-

392A>G [rs2710574]).  

The analysis was performed by allelic discrimination assay using Taqman probes 

at 7500 Fast Real-time PCR System (Applied Biosystems) software. Polymorphisms 

discrimination of CYP2D6, CYP2C19, CYP3A4, the identification of CYP2D6 gene 

deletion and multiplication were performed according                    ’             

CYP2D6 haplotype were inferred using the HaploStats software (version 1.7.7). The 

haplotypes identified were compared to the Human Cytochrome P450 (CYP) Allele 

Nomenclature Database, for star (*) allele designation. The wild-type allele (*1) was 

determined when there was no mutated polymorphism (21). 

Determination of predicted CYP2D6 phenotype was performed according to the 

activity score system (AS). Alleles were grouped according to their perceived 

functionality: 0, null-function alleles (*4,*4xN,*5); 0.5, decreased-function alleles (*9, *17, 

*29, *41) and 0.25 (*10); 1, normal-function alleles (*1, *2, *35, *39); and 2 or more, 

increased-function alleles (*1xN, *2xN), depending on the number of copies (N). The 

predicted phenotype was obtained from the sum of diplotype activity scores. Individuals 

with AS = 0 and AS >2.5 were designated as genetic poor and ultrarapid metabolizers 

(gPM and gUM), respectively. On the other hand, individuals with AS=0.25-1 and 

AS=1.25-2.25 were designated as genetic intermediate and normal metabolizer (gIM and 

gNM), respectively (45). 

The predicted CYP2C19 phenotype was classified as normal metabolizer (*1/*1), 

intermediate metabolizer (*1/*2) and poor metabolizer (*2/*2)(46). 

 

Statistical analysis 
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Difference in frequency values of the star alleles of CYP2D6, CYP2C19 and 

CYP3A4 were assessed by chi-square test. To evaluate the influence of the genotype in 

the recurrence and clearance time, survival analysis method was applied through Kaplan-

Meier curves and Wilcoxon test. Poisson regression was used to assess the effect of 

genotype in the number or recurrence episodes. The association between the genetic 

polymorphisms on CYP2D6, CYP3A4 and CYP2C19 in the clinical response of patients 

who were treated with PQ were evaluated by multiple log-binomial generalized linear 

regression model. Analysis was performed using software Stata 14. 
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4. LIMITAÇÕES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS 

 
Esse estudo teve algumas limitações. O fenótipo das CYP2D6 e CYP2C19 foram 

preditos a partir do genótipo e os metabolitos da PQ não foram mensurados para 

confirmar o impacto das enzimas na farmacocinética do medicamento. Além disso, a 

interação medicamentosa e a presença de outras condições inflamatórias não foram 

avaliadas. A administração da PQ não foi supervisionada, mas a cada visita do 

acompanhamento foram feitos questionamentos quanto a tomada do medicamento.  

 

O número reduzido de indivíduos com recorrência encontrados nesse estudo 

estava em acordo com estudos prévios. Os dados de recorrência foram obtidos por 

acesso ao banco de dados da plataforma SIVEP Malária (Sistema de Vigilância 

Epidemiológica da Malária), que é suscetível a subnotificação de casos. 

 

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que o entendimento do 

efeito clínico da PQ ainda necessita de mais esclarecimentos. Embora estudos 

anteriores tenham demonstrado que a biotranformação da PQ é depende da CYP2D6, 

fatores adicionais precisam ser analisados. As interações medicamentosas e a 

existência de outros processos inflamatórios têm se mostrado capazes de interferir na 

função enzimática e estudos que analisem os seus efeitos no tratamento de malária são 

necessários. 

 

Embora amplamente usada, a predição de fenótipo a partir do genótipo não é 

capaz de determinar a função enzimática indubitavelmente. Por essa razão, estudos 

complementares que determinem as concentrações dos metabólitos gerados são 

necessários para o entendimento da relação genótipo/fenótipo na biotransformação da 

PQ. Além disso, poderiam auxiliar na proposição de diretrizes que permitiriam a 

interpretação dos resultados de genotipagem para orientar o tratamento da malária.  
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5. CONCLUSÃO 

 

 As frequências de variantes genéticas das CYP2D6, CYP3A4, CYP2C19 foram 

investigadas com o intuito de se determinar o perfil genético da população local. 

As frequências alélicas apresentadas nesse estudo concordam com estudos 

anteriores realizados no Brasil e no Amazonas. 

 

 Não foi observada diferença significativa nas frequências alélicas entre os dois 

grupos de investigação em relação as CYPs estudadas, com exceção do alelo 

CYP2D6*2xN que foi observado somente nos indivíduos sem recorrência. Essa 

foi a primeira vez que esse achado foi reportado. Tendo em vista que a frequência 

de alelos com múltiplas cópias de atividade aumentada representa um percentual 

muito pequeno e que estudos anteriores foram feitos com número de amostra 

reduzidas, a influência desses alelos não pode ser devidamente avaliada. 

 

 O fenótipo CYP2D6 de metabolização ultrarrápida foi observado com maior 

frequência nos indivíduos sem recorrência. Sendo a PQ um pró-fármaco que 

precisa ser biotransformado para que exerça sua atividade antimalárica, é 

esperado que indivíduos com esse fenótipo apresentem concentrações ideais de 

metabólitos ativos e com isso seja menos suscetíveis a falha terapêutica. 

Contudo, a concentração de metabólitos da PQ em indivíduos com fenótipo 

CYP2D6 UM ainda não foi indubitavelmente determinada. 

 

 Embora o fenótipo CYP2D6 UM tenha apresentado frequências significativamente 

diferentes entre os grupos de análise, a determinação da influência dos fenótipos 

na resposta clínica dos pacientes não mostrou diferentes riscos de recorrência de 

acordo com o fenótipo predito. Diferentes fatores que podem afetar a função 
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enzimáticas das CYPs estudadas não foram avaliados nesse estudo. 

 

 Semelhante ao observado anteriormente, o perfil fenotípico dos indivíduos 

estudados não teve influência no tempo e no número de recorrências; 

 

 O tempo de clareamento da parasitas sanguíneos não foi influenciada pelo perfil 

fenotípico dos indivíduos estudados, mostrando que a biotransformação da PQ 

pelas enzimas CYPs não é essencial para a eliminação parasitária. 

 

 Por fim, conclui-se que estudo de farmacogenética e farmacocinética da PQ são 

necessários para maior compreensão da dinâmica de biotransformação do 

medicamento e seu efeito clínico no tratamento da malária. 
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7.1.  PROCEDIMENTO OPERACIONAI PADRÃO – POP EXTRAÇÃO DE DNA 
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7.2. PROCEDIMENTO OPERACIONAI PADRÃO – POP – GENOTIPAGEM 
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7.3.  PROCEDIMENTO OPERACIONAI PADRÃO – POP – DETERMINAÇÃO 

DE HAPLÓTIPOS DO GENE CYP2D6 
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1. OBJETIVOS 

Descrever o procedimento para determinação de haplótipos e predição de 

fenótipo a partir do genótipo de CYP2D6. 
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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 

                                                                                 

                                          CYP2 6. 

4. RESPONSABILIDADES 

                                                                               

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  

 P                                              S P                

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. 

● C             R  para o Windows: 

○ P             R        W    w                   R www.r-project.org 

○ C         CR   (C             R            w  k ; 

○                                      (CR           ; 

○ C         W    w  95         ; 

○ C                                   R      W    w                          

arquivo. 

 

 Como baixar o Rstudio  para o Windows: 

○         https://www.rstudio.com/products/rstudio/download/preview/ 

○       k            - Installers, clicar em Windows 7+; 

○ S                               

 

 Ao instalar o R, apenas as configurações mínimas para seu funcionamento 

                      (                              “    ”   P  a análise de 

haplótipos de CYP2D6 será necessário instalar o pacote adicional (packages) 

denominado Haplo-stats. 
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 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") 

 

 

 
 
 

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 

                          “  ” (                

 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 

                   S P                           : “ *15   1” (    

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. 

 S          “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. 

 
 

 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*”. 
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 Rodar o terceiro comando (save.em <- haplo.em...),  seguido do quarto comando 

(names(save.em)) e quinto comando (save.em).  

                                                 “      y   ”                  

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). 

 Rodar o sexto comando (resultado <- summary(save.em))  e sétimo comando e 

(resultado). Na aba “Console”                    “S  j    :  aplotype Codes and 

P         P            ”                                      /                

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). 
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 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 n    “             ”   

 
6.3 Determinação de Alelo Estrela 
 

                                                          R (       “      y   ”   

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 Fridrich 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 

       “S  j    :       y   C         P         P            ”  
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 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 descobrir qual valor é empregado a um alelo deve-

se checar os estudos de Gaedigk et al., 2017 e, Caudle et al., 2019 

 

T

abela 

3. 

Valore

s 

atribuí

dos 

aos alelos utilizando o sistema AS. 

ATIVIDADE ENZIMÁTICA VALOR ATRIBUÍDO 
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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. 

 

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. 

 

Tabela 4. 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. 

Aumentada > 2,25 

Normal 1,25 – 2,25 

Intermediária 0,25 – 1,0 

Não funcional 0 

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 



118 
 

  
  

 

 

7.4 Predição do fenótipo 
 Após o cálculo de AS, a predição de fenótipo pode ser realizada conforme 

descrito na tabela 3. 

 

Tabela 5. 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) 
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8. 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 
rs3574268

6 

T/-, 
Insertion/Deleti

on 
*3 

Chr.22:4212824
2 

GGCTGGGCTGGGTCCCAGGTCATCC[T/-] 
GTGCTCAGTTAGCAGCTCATCCAGC 

100C>T rs1065852 
A/G, Transition 

Substitution 
*4 e *10 

Chr.22:4213069
2 

CCGGGCAGTGGCAGGGGGCCTGGTG[A/
G] GTAGCGTGCAGCCCAGCGTTGGCGC 

1846G>A rs3892097 
C/T, Transition 

Substitution 
*4 

Chr.22:4212894
5 

AGACCGTTGGGGCGAAAGGGGCGTC[C/T
] TGGGGGTGGGAGATGCGGGTAAGGG 

4180G>C rs1135840 
C/G, 

Transversion 
Substitution 

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

*41 

Chr.22:4212661
1 

AGCACAAAGCTCATAGGGGGATGGG[C/G
] TCACCAGGAAAGCAAAGACACCATG 

2988G>A 
rs2837172

5 
C/T, Transition 

Substitution 
*41 

Chr.22:4212780
3 

TTCATGGGCCCCCGCCTGTACCCTT[C/T] 
CTCCCTCGGCCCCTGCACTGTTTCC 

3183G>A 
rs5942138

8 
C/T, Transition 

Substitution 
*29 

Chr.22:4212760
8 

TCTGGTCGCCGCACCTGCCCTATCA[C/T] 
GTCGTCGATCTCCTGTTGGACACGG 

-1584C>G rs1080985 
G/C, 

Transversion 
Substitution 

*2, *35 e *41 
Chr.22:4213237

5 
TAATTTTGTATTTTTTGTAGAGACC[G/C] 

GGTTCTTCCAAGTTGTCCAGGCTGG 

2615_2617de
lAAG 

rs5030656 
CTT/-, 

Insertion/Deleti
on 

*9 
Chr.22:4212817

5 
CCCCACCGTGGCAGCCACTCTCAC[CTT/-

] CTCCATCTCTGCCAGGAAGGCCTC 

31G>A rs769258 
C/T, Transition 

Substitution 
*35 

Chr.22:4213076
1 

AGGAGCAGGAAGATGGCCACTATCA[C/T] 
GGCCAGGGGCACCAGTGCTTCTAGC 

1023C>T 
rs2837170

6 
G/A, Transition 

Substitution 
*17 

Chr.22:4212977
0 

ACGCGGCCCGAAACCCAGGATCTGG[G/A
] TGATGGGCACAGGCGGGCGGTCGGC 

2850C>T rs16947 
A/G, Transition 

Substitution 
*2, *17, *34, 

*29, *35, e *41 
Chr.22:4212794

1 
GAGAACAGGTCAGCCACCACTATGC[A/G] 

CAGGTTCTCATCATTGAAGCTGCTC 
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7.4. PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA E PESQUISA  
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7.5. PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA E PESQUISA 
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7.6. TERMO DE ESCLARECIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  



129 

 

  
  

 



130 

 

  
  

 



131 

 

  
  

 

 



132 

 

  
  

 



133 

 

  
  

 



134 

 

  
  

 



135 

 

  
  

 



136 

 

  
  

 



137 

 

  
  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



138 

 

  
  

7.7. TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
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7.8. TERMO DE ESCLARECIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  
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