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RESUMO 

Inoue J. Marcadores moleculares para análise do polimorfismo genético 
relacionado à resposta de Plasmodium falciparum aos antimaláricos. [tese]. 
São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2014. 

 
A malária é responsável por cerca de 207 milhões de casos e 627 mil óbitos 
em todo o mundo. No Brasil, em 2013, foram registrados mais de 167 mil 
casos. Um dos grandes desafios para o controle da doença é o 
desenvolvimento de resistência aos antimaláricos. Dentre as cinco espécies 
que podem causar malária em seres humanos, Plasmodium falciparum é a que 
apresenta maior habilidade de desenvolver resistência a quase todas as 
classes de medicamentos utilizados no tratamento. Estudos com marcadores 
moleculares têm associado mutações em diversos genes à resistência aos 
antimaláricos. A mutação K76T no gene pfcrt é relacionada à resistência à 
cloroquina. Mutações em pfmdr1 e aumento de seu número de cópias foram 
associados à resistência a diversos antimaláricos, como quinino, mefloquina e 
derivados de artemisinina. A resistência aos antifolatos é associada a 
mutações nos genes pfdhfr e pfdhps. Mutações nos genes pfATPase6 e pfAP2-
µ têm sido relacionadas à diminuição de sensibilidade à artemisinina. O 
monitoramento dessas mutações e suas associações às respostas in vivo e in 
vitro aos antimaláricos pode contribuir para a escolha de terapêutica para o 
controle da doença. O objetivo deste estudo foi analisar o perfil genético 
relacionado à resistência em P. falciparum ao longo de 27 anos. Foram 
analisadas amostras de P. falciparum coletadas no período entre 1984 e 2011, 
de pacientes atendidos em serviços de saúde nos estados do Pará e São 
Paulo, com infecções provenientes principalmente de países da América do Sul 
e África. A análise do gene pfcrt mostrou frequência de 100% da mutação K76T 
nas amostras de países da América do Sul ao longo das décadas analisadas. 
Este resultado é concordante com o fenótipo de resistência à cloroquina 
observado em 100% das amostras testadas in vitro para sensibilidade a este 
antimalárico. Amostras de países africanos apresentaram o genótipo selvagem 
em infecções únicas ou mistas. Com relação ao gene pfmdr1, a análise do 
códon 86 mostrou surgimento do mutante 86Y na última década em amostras 
da América do Sul e ocorrência de alelos selvagens e mutantes em amostras 
da África. Na análise do códon 1246 foi observada predominância do mutante 
1246Y nas amostras sul-americanas e do selvagem D1246 nas africanas. Com 
relação ao gene pfdhfr, as amostras brasileiras apresentaram frequência de 
100% dos mutantes 51I e 108N. O mutante 59R não foi observado no período 
1980-1990, mas estava presente em 22,6% das amostras de 2000-2010. A 
análise do gene pfdhps das amostras brasileiras mostrou frequência de 100% 
do mutante 437G em todas as décadas e diminuição da frequência de 540E no 
período 2000-2010 em relação aos anteriores. O sequenciamento do gene 
pfATPase6 revelou a ocorrência de mutações que já haviam sido relatadas 
anteriormente, porém seu papel na resistência aos derivados de artemisinina 
ainda não foi elucidado. Na análise do gene pfAP2-µ foram observadas duas 
novas mutações. Não foram observadas associações entre as mutações 
estudadas e a resposta in vivo e in vitro à mefloquina, quinino e derivados de 
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artemisinina. Este estudo permitiu a avaliação do perfil genético de P. 
falciparum, com análise de marcadores moleculares relacionados à resistência 
a diversos antimaláricos, em amostras coletadas ao longo de 27 anos em que o 
parasito foi submetido à pressão de diferentes esquemas terapêuticos 
adotados no Brasil.  
 
Descritores: 1.Malária; 2.Plasmodium falciparum; 3.Resistência a 

medicamentos; 4.Antimaláricos; 5.Marcadores genéticos; 6.Polimorfismo 
genético. 
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ABSTRACT 

 
Inoue J. Molecular markers for analysis of genetic polymorphism related to the 

response of Plasmodium falciparum to antimalarials. [thesis]. São Paulo: 
“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2014. 
 

Malaria is responsible for 207 million cases and 627 thousand deaths 

worldwide. In Brazil, in 2013, more than 167 thousand cases were reported. 

The major challenge for malaria control is the emergence and spread of 

resistance to antimalarials. Among the five species able to cause malaria in 

humans, Plasmodium falciparum presents ability to develop resistance to 

almost all classes of drugs for malaria treatment. Studies with molecular 

markers have associated mutations in several genes to antimalarial resistance. 

The mutation K76T in pfcrt is related to chloroquine resistance. Polymorphisms 

in pfmdr1 and increased copy number were associated to several antimalarials 

resistance, such as quinine, mefloquine and artemisinin derivatives. Resistance 

to antifolates is associated to mutations in pfdhfr and pfdhps genes. Mutations 

in pfATPase6 and pfAP2-µ were linked to decreased sensibility to artemisinins. 

The monitoring of these mutations and their association with in vivo and in vitro 

responses may contribute to the choice of therapeutics for malaria control. The 

aim of the present study was to analyze the genetic profile related to resistance 

in P. falciparum over twenty-seven years. Samples collected from 1984 to 2011 

from patients enrolled at health facilities in Para and Sao Paulo States were 

assessed. The origin of infections was mainly from South America and Africa 

countries. Pfcrt analysis showed that all samples from South America countries 

harbored the K76T mutation over the four decades, in agreement with the 

resistant phenotypic response of samples tested in vitro for chloroquine. African 

samples presented the wild type in mixed or single infections. Regarding to the 

pfmdr1 gene, the emergence of the mutant 86Y was observed in the last 

decade in South American samples and occurrence of both, mutant and wild 

type, in African ones. The analysis of 1246 showed only the mutant 1246Y in 

South American samples and the wild type D1246 in samples from Africa. 

Regarding to pfdhfr gene, the frequency of mutants 51I and 108N was 100% in 

Brazilian samples. The mutant 59R was not observed in the period 1980-1990 

and it was present in 22.6% in samples from 2000-2010. The mutant 437G of 

pfdhps gene was observed in 100% of Brazilian samples in all decades and the 

frequency of mutant 540E decreased in the period 2000-2010 when compared 

to 1980-1990. The sequence analysis of pfATPase6 gene showed mutations 

previous described, but their role in artemisinin resistance is not well defined. 

Two novel mutations were observed in pfAP2-µ gene. No association between 

the polymorphisms studied and in vivo or in vitro responses to mefloquine, 

quinine and artemisinin derivatives was observed. This study enabled the 
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knowledge of P. falciparum genetic profile regarding to mutations related to 

resistance in samples collected over twenty-seven years, when the parasite 

was exposed to selective pressure of several therapeutic schemes adopted in 

Brazil. 

 

Descriptors: 1.Malaria; 2.Plasmodium falciparum; 3.Drug resistance; 

4.Antimalarials; 5.Genetic markers; 6.Genetic polymorphism. 
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INTRODUÇÃO 

 

1. MALÁRIA: HISTÓRICO  

A malária é uma doença infecciosa que surgiu na África, acometendo 

primeiramente os primatas antecessores ao homem. Desenvolveu-se 

juntamente com os seres humanos e sua dispersão pelo mundo, 

disseminando-se pela região Mediterrânea, a partir do vale do Nilo, e então 

pela Ásia e Europa, onde teve papel importante em diversas civilizações 

(BRUCE-CHWATT, 1965). Sintomas clássicos da malária, como o padrão febril e 

esplenomegalia, foram relatados por Nei Ching 2700 a.C., no antigo Chinese 

Canon of Medicine e posteriormente pelas civilizações Egípcia, Grega, Indiana, 

Romana, entre outras (RETIEF e CILLIERS, 2006). Documentos datados de 476 a 

221 a.C. citam que a malária era causada pela picada de um mosquito, 

principalmente durante o final do verão e início do outono (SALLARES, 2002). Na 

Grécia Antiga, Hipócrates (460–377 a.C.) foi o primeiro médico a descrever o 

paroxismo da malária e seus diferentes aspectos clínicos de acordo com a 

periodicidade da febre (CUNHA e CUNHA, 2008). A malária teve papel 

determinante na evolução de diversas civilizações da península italiana. 

Durante o Império Romano, no início do século X a.C. a decadência da 

economia e também da agricultura facilitou a disseminação da malária. No 

século I a.C. casos da doença foram relatados na região que atualmente 

compreende o sudeste da Bélgica e Holanda (SALLARES, 2002). No início do 

século XVI, a malária disseminou-se a partir da região do Mediterrâneo até o 

nordeste da Europa. No século XVII ela atingiu a Finlândia, e no século 

seguinte foram registrados muitos óbitos no país (HULDEN et al., 2005). No leste 
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da França a malária era endêmica durante o século XIX, diminuindo a 

expectativa de vida (SÉRANDOUR et al., 2007). Na América do Norte, tornou-se 

endêmica após a vinda de escravos da África durante os séculos XVI e XVII e 

atingiu seu pico em 1875 (RUSSELL, 1968).  

O ciclo da doença foi descrito no final do século XIX por Manson, e em 

1880 Laveran descobriu o parasito no sangue humano, denominando-o 

inicialmente Oscillaria malariae.  

 

2. CARACTERÍSTICAS GERAIS DA MALÁRIA 

A malária é uma parasitose causada por protozoários do gênero 

Plasmodium, que pertencem ao Filo Apicomplexa, transmitida na natureza pela 

picada de mosquitos infectados do gênero Anopheles, que possui cerca de 400 

espécies diferentes, sendo somente 30 de relevância como vetor da doença. 

Também pode ser transmitida através de transfusão sanguínea, uso 

compartilhado de agulhas contaminadas e por via congênita no momento do 

parto. As espécies que infectam humanos são P. falciparum, P. vivax, P. 

malariae, P. ovale e P. knowlesi (DI SANTI e BOULOS, 1999). Este último foi 

recentemente descrito como a quinta espécie que acomete o homem, podendo 

causar infecções graves, segundo estudo que utilizou nested PCR para 

identificar as espécies de Plasmodium em amostras de sangue de pacientes na 

Malásia. Este estudo revelou a presença de DNA de P. knowlesi em 83,7% das 

amostras extraídas a partir de lâminas de gota espessa com diagnóstico de P. 

malariae (COX-SINGH et al., 2008). P. vivax e P. falciparum são consideradas as 

espécies de maior importância: malária por P. falciparum é responsável pelo 

maior número de óbitos e é predominante na África, P. vivax tem ampla 
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distribuição mundial, pois se desenvolve no vetor Anopheles em baixas 

temperaturas e sobrevive em altas altitudes e climas mais frios (WHO, 2013). 

Os primeiros sintomas são pouco específicos e incluem mal-estar, dor 

de cabeça, dor muscular, fadiga e desconforto abdominal, seguidos de febre 

regular. Náusea, vômito e hipotensão ortostática são frequentes. Convulsões 

são associadas especificamente à malária causada por P. falciparum e podem 

ser seguidas de malária cerebral. Pode ocorrer aumento no tamanho do fígado, 

especialmente em crianças. Icterícia é mais comum em adultos. Em crianças 

que vivem em regiões de transmissão estável, infecções recorrentes podem 

causar anemia crônica e esplenomegalia. As manifestações de malária grave 

por P. falciparum variam com a idade. Anemia severa e hipoglicemia são mais 

comuns em crianças, enquanto edema pulmonar agudo, lesão renal aguda e 

icterícia são mais comuns em adultos. Malária cerebral e acidose ocorrem em 

todas as faixas etárias (WHITE et al., 2013). Mais recentemente foram relatados 

casos graves, incluindo óbitos, devido a infecções por P. knowlesi e P. vivax 

(COX-SINGH et al., 2008; SHARMA e KHANDURI, 2009). A malária causada por P. 

falciparum pode apresentar episódios de recrudescência, motivados por 

resistência do parasito ao antimalárico utilizado (BRUCE-CHWATT et al., 1981).  

 

3. DIAGNÓSTICO 

Tradicionalmente, o diagnóstico é realizado através do encontro do 

parasito no sangue periférico pelo método da gota espessa, que é considerado 

padrão ouro e consiste da coloração do sangue com Giemsa (ROSS, 1903) e 

visualização do parasito em microscópio óptico. Esta técnica requer profissional 

capacitado e infraestrutura laboratorial adequada. 
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Como alternativa, surgiram os testes rápidos que se baseiam na 

detecção de antígenos do Plasmodium, como a proteína rica em histidina de P. 

falciparum (PfHRP-2), a aldolase, comum a todas as espécies de Plasmodium 

e a lactato desidrogenase (pLDH), que pode ser específica para P. falciparum 

ou P. vivax/P. ovale/P. malariae. Os testes rápidos imunocromatográficos 

consistem de uma fita de nitrocelulose que contém um ou mais anticorpos 

contra estes antígenos e permitem a detecção da espécie de Plasmodium 

(MURRAY et al., 2008). 

Adicionalmente, diversos métodos moleculares foram desenvolvidos 

para o diagnóstico de Plasmodium, como a PCR convencional baseada na 

detecção de genes da subunidade menor do RNA ribossomal (SNOUNOU et al., 

1993; RUBIO et al., 1999; KIMURA et al., 1995) e a PCR em tempo real, uma 

técnica rápida e acurada que permite o processamento de grande número de 

amostras (PERANDIN et al., 2004). A PCR tem alta sensibilidade e 

especificidade quando comparada com a gota espessa, uma vantagem na 

detecção de infecções mistas e de baixas parasitemias.  

 

4. CICLO BIOLÓGICO DO PLASMODIUM  

Os parasitos do gênero Plasmodium possuem um complexo ciclo de 

vida (Figura 1). Ao realizar o repasto sanguíneo, a fêmea infectada do mosquito 

Anopheles transmite os esporozoítos ao hospedeiro vertebrado. Através da 

corrente sanguínea os esporozoítos migram até o fígado onde atravessam as 

células de Kupffer através do vacúolo parasitóforo e penetram nos hepatócitos. 

Duas proteínas principais da superfície dos esporozoítos, a circumsporozoite 

protein (CSP) e a thrombospondinrelated adhesive protein (TRAP) ligam-se a 
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proteoglicanas de heparan sulfato da superfície dos hepatócitos durante a 

invasão (MILLER et al., 2002). Inicia-se assim o ciclo esquizogônico exo-

eritrocítico. No interior dos hepatócitos um esporozoíto divide-se em milhares 

de merozoítos contidos em vesículas denominadas merossomos, que os 

transportam até o sinusóide hepático (STURM et al., 2006) e de onde são 

liberados para a corrente sanguínea (Figura 2). Parte dos parasitos da fase 

hepática das espécies de P. ovale e P. vivax desenvolvem-se para uma fase 

dormente, denominada hipnozoíto (KROTOSKI, 1989). Os merozoítos liberados 

na corrente circulatória invadem as hemácias, iniciando o ciclo eritrocítico. No 

interior dos eritrócitos os merozoítos reproduzem-se assexuadamente, 

formando trofozoítos e após esquizontes. Cada esquizonte pode originar de 6 a 

32 merozoítos, de acordo com a espécie de Plasmodium. Quando liberados na 

corrente sanguínea os merozoítos invadem novas hemácias, dando 

continuidade ao ciclo. Os receptores para a invasão estão nos micronemas e 

nas roptrias. O ciclo eritrocítico é responsável pela patogenia e manifestações 

clínicas da malária (ALY et al., 2009). Alternativamente à reprodução 

assexuada, os parasitos podem se diferenciar nas formas sexuadas, os macro 

e microgametócitos.  A fêmea do vetor ingere essas formas e no interior de seu 

intestino ocorre a formação dos gametas masculinos e femininos. Diversos 

fatores influenciam a gametocitogênese, como a queda na temperatura, o 

aumento de dióxido de carbono e metabólitos do mosquito.  Os microgametas 

são formados a partir de um processo denominado exflagelação, após o que 

fertilizam o macrogameta e dão origem ao zigoto. Este se desenvolve em uma 

forma móvel, o oocineto, que migra para o interior das células epiteliais do 

intestino, evolui para oocisto e sofre múltiplos ciclos de replicação assexuada, 
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resultando na produção de esporozoítos. Com o rompimento do oocisto 

maduro, os esporozoítos são liberados na hemolinfa do mosquito e migram até 

as glândulas salivares. Ao realizar um novo repasto, o mosquito inocula 

esporozoítos no hospedeiro vertebrado, dando continuidade ao ciclo (MILLER et 

al., 2002; ALY et al., 2009). 

 

 

 
Figura 1 - Ciclo de vida do Plasmodium  
FONTE: http://mappingignorance.org/2013/01/03/the-flick-of-a-switch-controls-
the-fate-of-human-parasiteSParasites_figure2/ 
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Figura 2 - Liberação dos merozoítos de Plasmodium na corrente sanguínea via 
formação de merossomos, dando início ao ciclo eritrocítico  
FONTE: Prudêncio et al., 2006  
 

5. EPIDEMIOLOGIA DA MALÁRIA NO MUNDO 

Estima-se que 3,4 bilhões de pessoas estejam sob-risco de contrair 

malária no mundo (Figura 3). Em 2013, a malária foi considerada endêmica em 

104 países e territórios. Em 2012, a Organização Mundial de Saúde estimou 

cerca de 207 milhões de casos e 627.000 óbitos no mundo, com 77% dos 

óbitos ocorrendo em crianças abaixo dos cinco anos de idade. A maioria dos 

casos (80%) e dos óbitos (90%) ocorreu na África. Apesar destes dados, 

apenas 14% dos casos estimados em 2012 no mundo foi detectado pelos 

sistemas de saúde de informação. As taxas de detecção de casos foram 

menores em países com número de casos de malária mais elevado. A 

proporção de óbitos que são reportadas também é menor em países com 

elevados números de morte por malária. Observa-se, portanto, que os sistemas 
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de informação são mais fracos em locais onde o ônus da malária é maior 

(WHO, 2013). 

As principais estratégias dos programas de controle integrado visam 

conter o avanço desta endemia através das seguintes intervenções: (I) controle 

vetorial através do uso de mosquiteiros tratados com inseticidas, borrifação 

intra-domiciliar e, em alguns locais, controle de larvas; (II) tratamento 

preventivo de gestantes e crianças; (III) diagnóstico precoce através da 

microscopia ou testes rápidos para cada caso suspeito; e (IV) terapêutica 

adequada de acordo com a espécie de Plasmodium e o status de resistência 

aos antimaláricos. O controle vetorial tem como objetivos reduzir o contato 

humano-vetor, protegendo os indivíduos de mosquitos infectados, e diminuir a 

intensidade de transmissão da malária através da redução da vida média da 

população de mosquitos. O objetivo da quimioterapia preventiva é prevenir a 

infecção e reduzir morbidade e mortalidade devido à malária. As terapias 

recomendadas pela OMS são: o tratamento preventivo intermitente de 

gestantes e crianças e a quimioprevenção sazonal da malária. A confirmação 

parasitológica através da microscopia ou de testes rápidos é recomendada em 

todos os pacientes com suspeita de malária antes do início do tratamento, 

sendo que a suspeita clínica sozinha somente deve ser considerada quando o 

diagnóstico parasitológico não é acessível. As ACTs (artemisinin-based 

combination therapy) são a recomendação da OMS para tratamento de casos 

não complicados de malária por P. falciparum (WHO, 2013). 
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Figura 3 - População sob-risco de contrair malária no mundo, 2013, de acordo 
com o nível de endemicidade 
FONTE: http://www.worldmalariareport.org/node/57 

 

6. EPIDEMIOLOGIA DA MALÁRIA NO BRASIL 

No Brasil, em 2013, foram notificados 167.525 casos de malária. No país 

considera-se endêmica para a doença a região da Amazônica Legal, composta 

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

Rondônia, Roraima e Tocantins. Esta região foi responsável por 166.864 

(99,6%) casos, sendo o estado do Amazonas responsável pelo maior número, 

com 73.996, seguido dos estados do Acre com 30.685 e Pará com 23.557. No 

triênio 2011-2013 observou-se uma redução no número de casos nesta região, 

como mostra a Figura 4.  
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Figura 4 - Número de casos de malária notificados na Região Amazônica 
brasileira e diferença percentual entre 2011 e 2013  
FONTE: SINAN/SVS – Ministério da Saúde 

É possível observar que ao longo do ano, o período de maior 

transmissão ocorre logo após a estação chuvosa, quando o número de 

criadores do vetor aumenta. No país, a espécie de maior relevância na 

transmissão da doença é o Anopheles darlingi, que possui ampla distribuição 

em nosso território (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Distribuição do vetor Anopheles darlingi no Brasil, 2012  
FONTE: SVS/PNCM – Ministério da Saúde 
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Com relação à região Extra Amazônica, dos 661 casos notificados em 

2013, 88 foram confirmados como casos autóctones, e os estados do Espírito 

Santo, São Paulo e Piauí foram responsáveis pelo maior número, contribuindo 

com 37, 16 e 14 casos, respectivamente (BRASIL, 2014). No país há 

transmissão de três espécies de Plasmodium e P. vivax é a espécie mais 

prevalente, contribuindo com 86,9% dos casos. P. falciparum e infecções 

associadas correspondem a 13,1% (BRASIL, 2012). P. malariae é espécie de 

ocorrência rara, provavelmente devido à dificuldade de diferenciação com P. 

vivax no exame diagnóstico da gota espessa. A redução nos casos de malária 

por P. falciparum em praticamente todos os estados pode em parte ser 

atribuída à mudança no tratamento de primeira escolha, substituindo o 

esquema terapêutico de quinino e doxiciclina por combinações com derivados 

da artemisinina (Figura 6). Dados do Programa Nacional de Controle da 

Malária mostram que 78% dos casos de P. falciparum foram tratados com 

ACTs (artemeter com lumefantrine ou artesunato com mefloquina) em 2011 

(Figura 7). Com o objetivo de monitorar a resistência às drogas antimaláricas, 

foi criada em 2001 a Rede Amazônica de Vigilância da Resistência às Drogas 

Antimaláricas (Ravreda) com foco nos estudos sobre a eficácia dos 

tratamentos de primeira escolha e avaliação da resistência para P. vivax e P. 

falciparum, além do impacto do uso de tratamento combinado com derivados 

de artemisinina na transmissão da malária, o que indica a necessidade 

constante de monitoramento da resistência nas diferentes regiões brasileiras.  
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Figura 6 - Série histórica de casos de malária no Brasil, mostrando o total de 
casos (       ), casos de P. vivax (        ) e P. falciparum (       ) . A seta indica a 
implantação do tratamento com ACTs (artemisinin-based combination therapy) 
e redução de casos de P. falciparum  
FONTE: SISMAL e SIVEP-Malária 
 

 

Figura 7 - Antimaláricos utilizados para tratamento de malária por P. falciparum 
no Brasil, em 2011. “Inadequado” inclui tratamento com cloroquina  
FONTE: SVS/PNCM – Ministério da Saúde  

 

7. TRATAMENTO E ANTIMALÁRICOS 

O objetivo imediato do tratamento é abolir o ciclo de reprodução 

sanguínea do parasito, responsável pelas manifestações clínicas agudas e por 
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eventuais complicações, impedir as recidivas e eliminar os gametócitos. Os 

esquizonticidas teciduais atuam nas formas pré-eritrocíticas impedindo a 

invasão das hemácias, sendo fundamentais para a obtenção da cura radical. 

São empregados nas infecções por P. vivax e P. ovale, que apresentam 

hipnozoítos no seu ciclo de vida. Os esquizonticidas sanguíneos agem nas 

formas eritrocíticas do parasito objetivando a cura clínica. Os gametocitocidas 

têm a função de eliminar os gametócitos, com objetivo de evitar a transmissão. 

A cloroquina e a amodiaquina continuam sendo as drogas de escolha 

para tratar a fase eritrocítica do P. vivax e P. ovale, porém há relatos de P. 

vivax resistente na Papua Nova Guiné (RIECKMANN et al., 1989), na Indonésia 

(BAIRD et al., 1991), na Índia (KSHIRSAGAR et al., 2000), na Colômbia (SOTO et 

al., 2001) e no Brasil (SANTANA FILHO et al., 2007). Os medicamentos que 

atuam na fase exo-eritrocítica pertencem ao grupo dos 8-aminoquinoleínicos, 

cujo representante único disponível é a primaquina. É necessário destacar a 

possibilidade de falha terapêutica a despeito do esquema completo de 

primaquina, que varia de 7,5 a 24,5% no Brasil (BOULOS et al., 1991), 

ocasionando recaídas.  

O tratamento da malária por P. malariae, a exemplo da malária por P. 

falciparum, se restringe ao emprego de medicamentos que atuem nas formas 

eritrocíticas, já que não existem hipnozoítos nestas duas espécies. O 

medicamento por excelência para P. malariae é a cloroquina, nas mesmas 

doses preconizadas para malária por P. vivax (WHO, 2010). 

A partir de 1945 os 4-aminoquinoleínicos foram utilizados para 

tratamento de malária por P. falciparum, com excelentes resultados até o início 

dos anos 60, quando foram descritos casos de resistência. A alternativa foi 
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então o uso da associação de sulfadoxina e pirimetamina (SP), que 

rapidamente perdeu sua eficácia. No Brasil, para tratamento de malária por P. 

falciparum não grave, a associação de sulfato de quinino e tetraciclina, 

doxiciclina ou clindamicina foi considerada a melhor alternativa (DI SANTI e 

BOULOS, 1999), até que fosse adotada como tratamento de primeira linha a 

associação de derivados de artemisinina com outros antimaláricos, conforme 

orientação da OMS, com o objetivo de retardar o aparecimento de resistência 

(WHO, 2013). De acordo com a OMS, malária não complicada por P. 

falciparum deve ser tratada com ACTs. As cinco combinações recomendadas 

atualmente pela OMS são: arteméter mais lumefantrina, artesunato mais 

amodiaquina, artesunato mais mefloquina, artesunato mais SP e 

dihidroartemisinina mais piperaquina. A escolha do ACT deve basear-se na 

eficácia terapêutica da combinação de acordo com o país ou área em que se 

pretende usar. A Figura 8 apresenta os países em que são utilizados ACTs 

como primeira linha de tratamento para P. falciparum. A artemisinina e seus 

derivados não devem ser utilizados em monoterapia devido à baixa aderência 

ao tratamento que requer sete dias, o que resulta em clareamento parcial da 

parasitemia e contribuiu para o desenvolvimento de resistência (WHO, 2013). 

No Brasil as associações de arteméter mais lumefantrina ou artesunato mais 

mefloquina foram instituídas como tratamento de primeira linha para malária 

por P. falciparum não grave a partir de 2006. Para tratamento de malária grave, 

que exige rápida negativação da parasitemia, são preconizados os esquemas 

com derivados de artemisinina de uso endovenoso ou intramuscular, como o 

artesunato e artemeter. Um fato que merece destaque é a alta taxa de 

recrudescência observada com os esquemas que utilizam derivados de 
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artemisinina isoladamente, sendo indicado o tratamento sequencial com outra 

droga, como por exemplo, a clindamicina endovenosa. Na indisponibilidade dos 

derivados da artemisinina o esquema alternativo é a associação de cloridrato 

de quinino e clindamicina por via venosa (BRASIL, 2010). É fundamental a 

pesquisa contínua de novas drogas para tratamento da malária por P. 

falciparum, pois a resistência é um fenômeno dinâmico, que surge através da 

seleção de parasitos pela pressão exercida pelo antimalárico e dissemina-se 

rapidamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Países em que as ACTs são recomendadas como primeira linha de 
tratamento para P. falciparum  
FONTE: http://www.worldmalariareport.org/map?color=102 

 

O quinino é o mais antigo composto utilizado para o tratamento de P. 

falciparum, tendo sido amplamente adotado por mais de 300 anos e substituído 

pela cloroquina na década de 1940 (BENNETT e DESFORGES, 1967). Relatos 

históricos reportam seu uso desde 1630, quando jesuítas no Peru utilizavam a 
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casca da Cinchona para tratamento de febre. O alcaloide extraído da casca 

desta planta foi isolado em 1820 e nomeado quinino (OKOMBO et al., 2011). Foi 

utilizado isoladamente na forma de sulfato e cloridrato, este último indicado 

para tratamento de infecções com maior gravidade. Seu uso associado a 

antibióticos como as tetraciclinas foi introduzido com a finalidade de diminuir a 

toxicidade e a disseminação de resistência. A estrutura química é formada por 

um grupo quinolínico ligado a um anel quinuclidínico, através de um grupo 

alcoólico secundário (ASHLEY et al., 2006). O modo de ação proposto para o 

quinino é pouco compreendido. Algumas evidências sugerem que o quinino 

compartilha características em comum com outros antimaláricos da mesma 

classe. Dessa forma, acredita-se que o quinino impeça a detoxificação do 

heme no vacúolo digestivo do parasito ocasionando sua morte (SANCHEZ et al., 

2008).  

A cloroquina é uma 4 – aminoquinoleína desenvolvida para substituir o 

quinino e inicialmente denominada Resochin. Acreditava-se que fosse 

altamente tóxica para uso clínico e por esse motivo foi ignorada durante uma 

década. Durante a Segunda Guerra Mundial esta droga foi reavaliada e 

comprovou-se segura em concentrações terapêuticas. Foi então renomeada 

como cloroquina e ensaios clínicos foram realizados em 1943 (LOEB et al., 

1946). A partir de então foi utilizada durante muitos anos para tratamento da 

malária, devido à sua eficácia, disponibilidade e segurança, inclusive para 

gestantes. Na década de 1950, em uma ação na tentativa de erradicar a 

malária, foram distribuídas toneladas de cloroquina no Brasil para adição em 

sal de cozinha, fato que pode ter contribuído para surgimento de resistência a 

essa droga. Outros países também participaram deste projeto de adição de 
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cloroquina ao sal, entre eles Indonésia, Cambodia, Guiana, Gana, Iran, 

Tanzânia, Suriname, Guiana Francesa, Angola e Filipinas (PAYNE, 1988). A 

cloroquina possui meia vida de aproximadamente 60 dias, o que lhe confere 

um efeito quimioprofilático durante a fase de eliminação da droga e, por outro 

lado, pode selecionar parasitos resistentes devido à exposição de baixas 

concentrações da droga (PETERSEN et al., 2011). Há várias teorias propostas 

para o modo de ação da cloroquina, entre elas inibição de proteases e 

fosfolipases no vacúolo digestivo, aumento do pH nesta organela e inibição da 

polimerização do heme (SLATER, 1993). O mecanismo de ação amplamente 

aceito considera que a cloroquina acumula-se no vacúolo digestivo e liga-se a 

moléculas heme, produzidas pela digestão da hemoglobina pelo parasito. O 

heme é um intermediário tóxico que é destoxificado mediante polimerização, 

originando cristais de hemozoína. A ligação da cloroquina ao heme impede a 

polimerização, ocasionando a morte do parasito (ORJIH et al., 1994; OLLIARO, 

2001).  

A mefloquina é um 4 - quinolinometanol similar ao quinino, introduzida 

na década de 1970 tendo sido amplamente utilizada para tratamento e 

profilaxia, principalmente da malária por P. falciparum. Possui meia vida de 14 

a 18 dias. O mecanismo de ação está relacionado com a formação de 

complexos tóxicos com o heme livre assim como o quinino e a cloroquina 

(OLLIARO, 2001). Adicionalmente, demonstrou-se que a mefloquina é capaz de 

inibir a importação de outros solutos para dentro do vacúolo digestivo e pode 

ter outros alvos como a proteína Pgh-1, por exemplo (RUBIO e COWMAN, 1996; 

ROHRBACH et al., 2006). A mefloquina tem sido utilizada como quimioprofilático 
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na Europa desde 1985 e nos Estados Unidos desde 1990 (SCHLAGENHAUF, 

1999). 

A pirimetamina e a sulfadoxina são drogas antifolato utilizadas no 

tratamento da malária. A pirimetamina liga-se à enzima dihidrofolato redutase 

(DHFR) do parasito, inibindo sua ação. Esta enzima cataliza a redução 

NADPH-dependente do ácido fólico para ácido dihidrofólico e ácido 

tetrahidrofólico, desempenhando um papel essencial no crescimento do 

parasito. O ácido tetrahidrofólico é um cofator necessário à biosíntese de 

timidilato, purinas e certos aminoácidos (FERONE et al., 1969; FERONE, 1977). 

Inibidores da DHFR mimetizam o anel piridínico do substrato natural da DHF e 

competem com o sítio ativo da enzima. A sulfadoxina inibe a enzima 

dihidropteroato sintetase (DHPS), competindo com o sítio ativo da DHPS o que 

impede a formação de dihidropteroato a partir de um derivado do pirofosfato 

(OLLIARO, 2001). A inibição das proteínas DHFR e DHPS do parasito na via de 

síntese do folato leva à diminuição dos níveis de tetrahidrofolato podendo inibir 

a divisão nuclear (MITA et al., 2009). A combinação SP, com o nome comercial 

Fansidar, foi introduzida nos anos 1970 após surgimento de parasitos 

resistentes à cloroquina. Sua meia vida é de cerca de quatro a cinco dias. O 

tratamento com SP era altamente eficaz e possuía boa aderência do paciente 

devido à sua utilização em dosagem única. Atualmente esta combinação é 

indicada para o tratamento interminente preventivo em gestantes (PETERSEN et 

al., 2011). 

A artemisinina é um produto natural isolado a partir da planta Artemisia 

annua e tem sido utilizada na China como remédio fitoterápico há séculos 

(EASTMAN E FIDOCK, 2009).  A artemisinina age sobre todas as formas 



20 

 

assexuadas e sexuadas sanguíneas de P. falciparum (TERKUILE et al., 1993; 

CHEN et al., 1994). Devido à sua baixa solubilidade, vários derivados 

semissintéticos são utilizados clinicamente como o arteméter, o artesunato e a 

dihidroartemisinina. O mecanismo de ação da artemisinina permanece incerto. 

A integridade da ponte endoperóxido é necessária para a atividade 

antimalárica. A alquilação íon-dependente pelo Fe++ parece representar o 

mecanismo de ação (HAYNES et al., 2007) e a proteína SERCA PfATPase6 

(sarcoplasmic endoplasmic reticulum calcium adenosine triphosphatase) tem 

sido proposta como o alvo primário (ECKSTEIN-LUDWIG et al., 2003). As ACTs 

são preconizadas pela OMS como o tratamento de 1ª linha para P. falciparum 

não complicado em todas as regiões onde a malaria é endêmica, 

principalmente com o objetivo de conter o aparecimento de resistência aos 

antimaláricos (WHO, 2010). As famílias químicas e a esquematização dos 

alvos de ação para diferentes antimaláricos são apresentados no Quadro 1 e 

na Figura 9, respectivamente. 

Família química Antimaláricos 

4-Aminoquinoleínas Cloroquina, amodiaquina, piperaquina 

Amino-álcoois Quinino, mefloquina, lumefantrina 

Sulfonamidas Sulfadoxina 

Diaminopirimidinas Pirimetamina 

8-Aminoquinolinas Primaquina 

Sesquirtepeno lactonas Artemisinina, arteméter, artesunato, dihidroartemisinina 

Antibióticos Clindamicina, doxiciclina, tetraciclina 

 

Quadro 1 - Principais antimaláricos utilizados no tratamento e respectivas 
famílias químicas  
FONTE: Modificado a partir de WHO, Global report on antimalarial drug efficacy 
and drug resistance: 2000–2010; 2010  
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Figura 9 - Representação de forma sanguínea assexuada de P. falciparum e 
sítios-alvos propostos para vários antimaláricos  
FONTE: Eastman RT e Fidock DA, 2009 
 

 

8. RESISTÊNCIA 

A resistência aos antimaláricos tem sido um dos principais obstáculos 

para o controle da malária. Dentre as cinco espécies que podem causar 

malária em humanos, a resistência já foi relatada em três: P. falciparum, P. 

vivax e P. malariae.  

A resistência aos antimaláricos foi definida como a capacidade que os 

parasitos possuem de sobreviver ou multiplicar-se em doses iguais (resistência 

relativa) ou superiores (resistência completa) àquelas toleradas pelo 

hospedeiro, em condições de administração e absorção adequadas (WHO, 

1967). Posteriormente, foi incluída a seguinte frase: “A forma da droga ativa 

contra o parasito deve ser capaz de ter acesso ao parasito ou ao eritrócito 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eastman%20RT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19881520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fidock%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19881520
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infectado pelo período de tempo necessário para sua ação normal” (BRUCE-

CHWATT et al., 1986). Esta nova definição considera que a farmacocinética dos 

antimaláricos é amplamente variada, portanto a definição de resistência é 

aperfeiçoada ao se considerar também o perfil de concentração da droga ativa. 

Um fator agravante é a resistência cruzada, que pode ocorrer entre drogas que 

pertencem à mesma família química ou que possuem o mesmo modo de ação. 

A resistência resulta em demora ou falha no clareamento parasitário de formas 

assexuadas no sangue, permitindo a produção de gametócitos que são 

responsáveis pela transmissão do genótipo mutante (WHO, 2010). A 

recrudescência caracteriza-se pelo reaparecimento da parasitemia, geralmente 

até um mês após o início do tratamento (WHO, 1973). 

Falha terapêutica é definida como a inabilidade de clareamento da 

parasitemia ou desaparecimento de sintomas clínicos apesar da administração 

de antimalárico. Entretanto, a falha terapêutica não ocorre sempre devido à 

resistência, outros fatores podem contribuir principalmente a redução da 

concentração do fármaco. Dentre os fatores que podem colaborar para a 

ocorrência de falha terapêutica estão dosagem incorreta, baixa aderência do 

paciente ao tratamento, baixa qualidade da droga e interações 

medicamentosas. Mesmo após administração supervisionada do antimalárico, 

variações individuais na farmacocinética podem levar à falha terapêutica devido 

à baixa absorção ou rápida eliminação através de diarreia ou vômito. Estudos 

de eficácia terapêutica podem descartar a influência desses fatores, pois são 

conduzidos em ambiente controlado. Métodos como testes in vitro e análise 

molecular, quando disponíveis e validados, concomitantemente à avaliação da 
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concentração das drogas complementam os resultados de estudos de eficácia 

terapêutica (BASCO, 2007; WHO, 2010).  

A avaliação in vitro da resistência aos antimaláricos tem sido realizada 

com base em diferentes metodologias: o microteste (RIECKMANN et al., 1968) 

constitui-se de microculturas do parasito, realizadas em placas pré-doseadas 

com o antimalárico a ser avaliado. A análise é realizada mediante observação 

microscópica do desenvolvimento ou da inibição do crescimento da fase de 

trofozoíto para esquizonte. Di Santi e colaboradores (1987) utilizaram este 

método em estudo de caracterização de cepas do Estado de Rondônia. Em 

1979, Desjardins e colaboradores descreveram um método para medir a 

atividade antimalárica de drogas contra formas assexuadas sanguíneas de P. 

falciparum de cultivo contínuo. A inibição de incorporação pelos parasitos, de 

um precursor de DNA marcado com radioisótopo ([3H] Hipoxantina), serviu 

como indicador da atividade antimalárica dos compostos. Em 1993 Makler e 

Hinrichs descreveram um teste para avaliar a resposta do P. falciparum a 

antimaláricos, denominado DELI (doublesite enzyme-linked lactate 

dehydrogenase immunodetection assay). Este teste é um ensaio enzimático 

que detecta a pLDH do Plasmodium, que utiliza a 3-acetyl piridina NAD como 

uma coenzima na reação que transforma lactato em piruvato. A formação deste 

produto é a base para detecção de P. falciparum in vitro e em amostras 

clínicas.  

Quanto à resposta terapêutica in vivo, os parasitos podem ser 

classificados em: 

S - Sensível: desaparecimento da parasitemia assexuada nos sete dias 

seguintes ao início do tratamento, sem recrudescência posterior; 
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RI - Resistente: desaparecimento da parasitemia assexuada como no 

caso anterior, porém seguido de recrudescência; 

RII - Resistente: redução considerável da parasitemia assexuada, mas 

sem o completo desaparecimento; 

RIII - Resistente: ausência de redução considerável da parasitemia 

assexuada (WHO, 1967). 

Em 1996 a OMS elaborou uma classificação aplicável especificamente a 

áreas de alta endemicidade: 

 ETF - Early Treatment Failure: agravamento ou persistência dos 

sintomas clínicos com parasitemia nos três primeiros dias após o tratamento; 

 LTF - Late Treatment Failure: reaparecimento dos sintomas com 

parasitemia entre o quarto e o décimo quarto dia após o tratamento; 

 ACR - Adequate Clinical Response: ausência de parasitemia ou de 

sintomas clínicos no décimo quarto dia após o tratamento (WHO, 2001). 

O acompanhamento parasitológico do paciente por sete dias não 

permite a diferenciação entre S e RI, o que só é possível com seguimento por 

28 dias ou mais, para drogas com vida média longa, como a mefloquina. 

Considera-se que o desenvolvimento de resistência aos antimaláricos 

ocorra em duas fases. Inicialmente, um evento genético produz uma mutação 

capaz de conferir resistência (mutação de novo), o que permite ao parasito 

sobreviver mesmo na presença da droga. Em uma segunda fase, os parasitos 

mutantes são selecionados e se multiplicam, levando ao surgimento de uma 

população parasitária que não é susceptível ao tratamento. O surgimento de 

mutações que levam à resistência é um evento espontâneo e raro, ocorrendo 

de forma aleatória independentemente da droga (WHO, 2010). A seleção de 
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parasitos resistentes ocorre provavelmente quando os mesmos são expostos a 

concentrações subterapêuticas das drogas (WHITE e PONGTAVORNPINYO, 2003), 

visto que uma concentração inadequada é capaz de erradicar somente os 

parasitos sensíveis. A população de parasitos resistente restante pode então 

ser transmitida a outros indivíduos. Após o surgimento de parasitos resistentes 

e sua seleção, é difícil prever a dispersão da resistência. Sabe-se que drogas 

de vida média longa podem contribuir para dispersão do mutante resistente, 

atuando com um filtro, pois previnem a infecção por parasitos sensíveis, mas 

não por resistentes. 

Estudos epidemiológicos demonstram que o surgimento da resistência 

ocorre originalmente em locais de baixa transmissão. Como nestes locais as 

infecções são geralmente sintomáticas, um número maior de pessoas 

infectadas recebe tratamento, o que fornece mais oportunidade para seleção 

(ROPER et al., 2004). O mesmo não ocorre em áreas de alta transmissão, locais 

em que a maioria das infecções é assintomática e os indivíduos adquirem 

imunidade parcial e controlam a infecção (DYE e WILLIAMS, 1997). Além disso, 

visto que o sistema imune é capaz de matar os parasitos independentemente 

de seu fenótipo de resposta aos antimaláricos, há uma redução na 

probabilidade de sobrevivência destes em todos os estágios do ciclo, 

consequentemente diminuindo a transmissão. Este quadro torna áreas de alta 

endemicidade menos susceptíveis ao surgimento de resistência.  

Dentre os fatores que influenciam o desenvolvimento de resistência aos 

antimaláricos estão: a frequência intrínseca com a qual mudanças genéticas 

ocorrem, o grau de resistência que a mutação confere, o custo de adaptação 

do mecanismo de resistência, a proporção de transmissão de parasitos 
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expostos à droga (pressão seletiva), o número de parasitos expostos à droga, 

as concentrações da droga às quais o parasito é exposto, a farmacocinética e 

farmacodinâmica dos antimaláricos, padrões de uso dos antimaláricos em 

indivíduos (dosagem, duração, aderência) e comunidade (qualidade, 

disponibilidade, distribuição), o perfil de imunidade do indivíduo e da 

comunidade, a presença simultânea de outros antimaláricos ou substâncias no 

sangue ao qual o parasito não é resistente e a intensidade de transmissão. 

(WHO, 2010). Considerando estes fatores e apesar da natureza aleatória do 

surgimento genético de resistência, é possível a adoção de algumas medidas 

no sentido de minimizar o risco, como por exemplo, prescrição correta do 

medicamento, aderência ao tratamento e fornecimento de regimes terapêuticos 

eficazes, principalmente em pacientes hiperparasitados (WHITE et al., 2009). 

A origem de parasitos resistentes à cloroquina ocorreu em pelo menos 

seis regiões geográficas distintas (Figura 10). Na Ásia, a resistência foi relatada 

no final da década de 50, na fronteira da Tailândia com o Cambodia e 

disseminou-se pelo interior da Tailândia em 1959. Posteriormente atingiu 

países vizinhos, disseminando-se pela Malásia, Cambodia e Vietnam no início 

da década de 60 e após para todo o Sudeste Asiático (HARINASUTA et al., 1965; 

WHO 1973; 1984). Na América do Sul foi reportada na Colômbia e Venezuela 

em 1961 em pacientes com nível sérico adequado da droga (MOORE e LANIER, 

1961). No Brasil, a resistência do P. falciparum à cloroquina foi detectada na 

década de 1960, em Rondônia (RODRIGUES DA SILVA, 1961) Hoje ela é útil 

apenas para o tratamento da malária causada por outras espécies de 

Plasmodium, que não o P. falciparum (BRASIL, 2010). Posteriormente, atingiu a 

Guiana em 1969, Suriname em 1972, Equador em 1976 e o Peru e a Bolívia 
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em 1980 (WHO, 1984). Quase todas as cepas africanas resistentes à 

cloroquina parecem ter sido originadas a partir de uma cepa do Sudeste 

Asiático. A resistência entrou na África no final da década de 1970, no Quênia 

e Tanzânia (CAMPBELL et al., 1979; FOGH et al., 1979), disseminando-se para o 

Leste, África Central. Atualmente é também descrita no Oeste do continente 

(PLOWE, 2009). Alguns estudos relatam reversão da resistência após 

descontinuação do uso da cloroquina. Em 1993, o Malaui foi o primeiro país do 

continente africano a substituir o tratamento de P. falciparum com cloroquina 

pela combinação SP. Kublin et al. (2003) relataram uma redução do genótipo 

resistente de 85% em 1992 para 13% em 2000, sugerindo um ressurgimento 

de parasitos sensíveis à cloroquina. O mesmo fenômeno foi observado em 

menor escala em Haina, na China, onde a retirada da droga ocorreu em 1979 

(WANG et al., 2005). Mwai et al. (2009) também reportaram uma diminuição do 

genótipo resistente à cloroquina de 95% para 60% em isolados do Quênia. No 

Haiti, embora já tenha sido reportada a existência de alelos mutantes em genes 

relacionados à resistência (LONDONO et al., 2009), os parasitos continuam 

apresentando sensibilidade à cloroquina. Em estudo realizado entre 2010 e 

2011, Neuberger et al. (2012) relataram não haver falha terapêutica em 

indivíduos tratados com cloroquina, embora não tenha sido possível realizar o 

seguimento completo do paciente. Adicionalmente, nenhum isolado de P. 

falciparum continha o haplótipo relacionado à resistência no gene pfcrt.  
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Figura 10 - Origem e dispersão de cepas de P. falciparum resistentes à 
cloroquina  
FONTE: Wellems et al., 2009 
 
 

A resistência do P. falciparum ao quinino foi detectada no leste da 

Tailândia (MIGASENA et al., 1980) no início da década de 80. Na mesma época, 

Reacher e colaboradores (1981), mostraram cura em apenas 66% dos 

pacientes tratados com quinino por 7 a 10 dias, em casos de resistência à 

associação SP. No Brasil, os primeiros casos de resistência foram descritos em 

Xerém e Mantiquira, Rio de Janeiro (NEIVA, 1910). No Sudeste Asiático, na 

fronteira entre Tailândia e Cambodia, a falha terapêutica ao quinino é 

constantemente relatada (NA-BANGCHANG e CONGPUONG, 2007). Casos 

esporádicos de resistência ao quinino em monoterapia já foram reportados na 

Papua Nova Guiné (AL-YAMAN et al., 1994), Brasil (SEGURADO et al., 1997), 

Guiana Francesa (DEMAR e CARME, 2004) e África (JELINEK et al., 1995).  

O primeiro caso de resistência à mefloquina foi descrito na fronteira da 

Tailândia com o Cambodia (BOUDREAU et al., 1982). Atualmente a mefloquina 

em monoterapia não é mais eficaz nesta região e na fronteira Tailândia-

Myanmar. Posteriormente, foi descrita na Tanzânia (BYGBERG et al., 1983) e no 
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Brasil (BOULOS et al., 1986). Hoje a resistência à mefloquina está disseminada 

no Sudeste asiático, sendo descrita também em alguns países africanos e na 

Índia (MUCKENHAUPT, 1995; SHARMA, 1996). 

A pirimetamina começou a ser utilizada em 1952, porém, já em 1953 a 

resistência do P. falciparum a este antimalárico foi descrita na África (AVERY-

JONES, 1954 apud ONORI, 1984). Hoje, a distribuição da resistência à 

pirimetamina é praticamente idêntica à distribuição do P. falciparum e P. vivax 

(WERNSDORFER, 1982). A resistência do P. falciparum à associação SP foi 

descrita por Rumans e colaboradores em 1979, na Indonésia, por Hurwitz e 

colaboradores em 1981, na Tailândia e por De Geus e colaboradores em 1982, 

na Tanzânia. No Brasil, a resistência do P. falciparum à associação SP foi 

descrita em 1982, por Alencar e colaboradores, em um paciente que adquiriu 

malária no Estado de Rondônia. Também Alecrim e colaboradores (1982) 

estudaram o fenômeno em pacientes oriundos dos Estados de Pará, 

Amazonas, Rondônia e Mato Grosso, e encontraram 63,1% de resistência in 

vivo. Mais tarde, Boulos e colaboradores (1986) relataram 100% de falha 

terapêutica aos esquemas de SP em 54 pacientes atendidos no Laboratório de 

Malária da SUCEN. O uso da tripla combinação de mefloquina com SP mostrou 

resposta em nível de RI, em três de 46 pacientes. 

Pouco tempo após a adoção das ACTs, relatos sugerem o aparecimento 

de casos de resistência do P. falciparum à combinação de artesunato com 

mefloquina, na fronteira do Cambodia com a Tailândia. Assim como ocorrido 

com o uso combinado de mefloquina e SP para tentar conter a resistência ao 

antifolato, o aparecimento de falha terapêutica com uso de mefloquina-

artesunato pode estar relacionado com a resistência pré-existente à mefloquina 
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(WONGSRICHANALAI et al., 2004; WONGSRICHANALAI e MESHNICK, 2008). Casos 

de infecções por P. falciparum com susceptibilidade in vivo reduzida aos 

derivados de artemisinina foram relatados no Cambodia (NOEDL et al., 2008; 

DONDORP et al., 2009). Estudo longitudinal realizado na Tailândia entre 2001 e 

2010 demonstrou um aumento no tempo de clareamento parasitário em 

pacientes tratados com artesunato em monoterapia ou em combinação com 

outros antimaláricos (PHYO et al., 2012). Segundo a OMS, a resistência de P. 

falciparum às artemisininas foi detectada em quatro países do Sudeste 

Asiático: Cambodia, Mianmar, Tailândia e Vietnam (WHO, 2013 a). 

De acordo com a OMS, somente pacientes que atendem aos seguintes 

critérios são classificados como portadores de infecção resistente à 

artemisinina: (I) persistência de parasitos após sete dias de tratamento ou 

recrudescência dentro de 28 dias do início do tratamento com artemisinina em 

monoterapia, (II) concentração plasmática adequada de dihidroartemisinina, 

(III) demora no clareamento parasitário e (IV) reduzida sensibilidade in vitro à 

dihidroartemisinina (WHO, 2010). 

 

9. GENES RELACIONADOS À RESISTÊNCIA 

A caracterização de marcadores moleculares de resistência às drogas é 

um importante aspecto para o entendimento deste fenômeno. Ao identificar as 

associações entre mudanças genéticas e resistência, é possível confirmar a 

resistência através de técnicas moleculares. Estudos de marcadores 

moleculares têm várias vantagens em relação aos estudos in vivo e in vitro: 

muitos isolados podem ser estudados dentro de um curto período de tempo e 

as amostras podem ser coletadas, estocadas e transportadas de forma mais 
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fácil do que para testes in vitro. Além disso, o sangue pode ser coletado em 

papel filtro que pode ser estocado durante meses. 

 

9.1 pfcrt  

A resistência à cloroquina está ligada ao gene pfcrt (P. falciparum 

chloroquine resistant transporter), localizado no cromossomo 7 de P. 

falciparum, tendo sido descrito após cruzamentos entre parasitos sensíveis 

HB3 e resistentes Dd2 (WELLEMS et al., 1990; 1991). Este gene codifica a 

proteína Pfcrt, localizada na membrana do vacúolo digestivo do parasito 

(FIDOCK et al., 2000; COOPER et al., 2002; MARTIN e KIRK, 2004). A proteína 

PfCRT é formada por 424 aminoácidos e contém 10 domínios transmembrana 

(KUHN et al., 2010), como demonstra a Figura 11A.  Dentre as vinte mutações 

pontuais detectadas no pfcrt, a substituição de lisina (Lys-AAA) por treonina 

(Thr-ACA) na posição 76 é encontrada nos parasitos resistentes e tem sido 

utilizada em estudos de campo como marcador molecular de resistência à 

cloroquina (FIDOCK et al., 2000; DJIMDE et al., 2001). A variedade de alelos 

polimórficos de pfcrt pode conferir diversos graus de resistência à cloroquina 

(SÁ et al., 2009). Experimentos com indução de resistência em parasitos 

sensíveis mostraram que o mutante resistente pode albergar duas outras 

mutações na posição 76: 76I ou 76N, entretanto estas mutações não são 

encontradas em amostras clínicas e são consideradas um genótipo deletério 

para o parasito adaptar-se em campo (COOPER et al., 2002; WELLEMS e PLOWE, 

2001). O mecanismo de resistência à cloroquina ocorre através da troca de 

carga positiva para neutra devido à substituição de aminoácidos, que impede 

que a cloroquina seja retida dentro do vacúolo digestivo (COOPER et al., 2002; 
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FIDOCK et al., 2000; SIDHU et al., 2002). A resistência à cloroquina pode ser 

revertida por verapamil, um bloqueador do canal de cálcio, através do aumento 

da cloroquina dentro do vacúolo digestivo (MARTIN et al., 1987). A proteína 

mutante PfCRT parece interagir não somente com a cloroquina, mas também 

com outros antimaláricos (SANCHEZ et al., 2004; MARTIN et al., 2009) (Figura 

11B). Estudo realizado em oocistos de Xenopus laevis, que expressavam em 

sua superfície a PfCRT mutante, demonstrou que o verapamil e antimaláricos 

do grupo dos quinolinos, como o quinino, eram capazes de inibir o transporte 

de cloroquina pela proteína mutante. Por outro lado, piperaquina e artemisinina 

não demonstraram interação com a proteína (MARTIN et al., 2009). Estes dados 

sugerem que PfCRT atue como transportadora de derivados quinolínicos e 

arilaminoalcóois (Figura 11B). 

 

 

Figura 11 - Topologia e função da proteína PfCRT. (A) Modelo topológico de 
PfCRT. As setas pretas indicam aminoácidos polimórficos. A substituição de 
lisina por treonina encontrada em parasitos resistentes é indicada pela seta 
vermelha. (B) Substratos propostos de PfCRT. Esta proteína parece transportar 
drogas para fora do vacúolo digestivo onde são acumuladas. CQ, chloroquina; 
QN, quinino; MQ, mefloquina; PQ, primaquina. Verapamil (Ver) bloqueia o 
transporte de drogas mediado por PfCRT  
FONTE: Modificado de Sanchez et al., 2010 
 

Outros estudos também relatam associações entre mutações no gene 

pfcrt e a resposta ao quinino (COOPER et al., 2002, 2007; GRIFFIN et al., 2012) e 
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a outros antimaláricos como a mefloquina, por exemplo (SIDHU et al., 2002; SÁ 

et al., 2009).  

O parasito que alberga mutações em genes associados à resistência à 

cloroquina possui um custo de adaptação (HAYWARD et al., 2005). Em alguns 

países em que a cloroquina foi retirada do tratamento, ocorreu o ressurgimento 

de parasitos sensíveis, sugerindo que o mutante possui uma desvantagem de 

adaptação em relação ao genótipo selvagem (SÁ et al., 2009). 

 

9.2 pfmdr1 

O gene pfmdr1 (P. falciparum multidrug resistant) localizado no 

cromossomo 5 de P. falciparum tem sido associado à resposta de P. falciparum 

a diversos antimaláricos. Este gene codifica uma glicoproteína transmembrana 

homóloga 1 (Pgh1) localizada no vacúolo digestivo do parasito (COWMAN et al., 

1991). Em células cancerígenas de mamíferos, a resistência a drogas 

frequentemente ocorre a partir de uma elevada expressão desta glicoproteína, 

que pertence à família de transportadores ABC e é capaz de expelir ativamente 

uma ampla gama de quimioterápicos com estrutura e funções diversos 

(HIGGINS, 2007). Estes transportadores ABC também estão relacionados a 

algumas doenças hereditárias e à susceptibilidade a medicamentos utilizados 

em outras doenças, incluindo a malária. São responsáveis pelo transporte de 

nutrientes e de agentes citotóxicos, reduzindo a acumulação destes últimos 

(PRADINES et al., 2005).  Esta proteína parece estar associada à resposta à 

diversos antimaláricos. Dentre as mutações que foram associadas à resistência 

à cloroquina estão: N86Y, Y184F, S1034C, N1042D e D1246Y (WHO, 2010). 

Entretanto, o gene pfmdr1 parece não conferir resistência à cloroquina, mas 
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sim exercer um importante papel com efeito modulador (ROEPE, 2009). 

Adicionalmente, o alelo selvagem N86 de pfmdr1 é um potencial marcador de 

resistência in vivo à lumefantrina, como foi observado em Zanzibar, onde a 

seleção deste alelo ocorreu após tratamento com a combinação arteméter mais 

lumefantrina, e na Uganda, em que foi observada a seleção dos alelos N86, 

184F e D1246 após tratamento com a mesma combinação (SISOWATH et al., 

2005; DOKOMAJILAR et al., 2006). Rohrbach et al. (2006) em trabalho utilizando 

o fluoróforo Fluo-4 demonstraram que a proteína PfDMR1 era capaz de 

transportá-lo para dentro do vacúolo digestivo do parasito. Este fenótipo ocorria 

somente em formas polimórficas de PfDMR1 que são associadas a respostas 

alteradas a drogas. Observou-se que na presença de mefloquina, halofantrina, 

quinino ou artemisinina, uma diminuição significante deste fluoróforo ocorria em 

clones de P. falciparum que albergam a PfDMR1 mutante, demonstrando uma 

competição destes antimaláricos pelo transporte por PfMDR1. A perda na 

capacidade de importar a droga é uma vantagem para o parasito se a droga 

tem como alvo o vacúolo digestivo, como parece ser o caso da cloroquina e do 

quinino (FITCH, 2004). Deste modo, as variantes de PfMDR1 que seriam 

selecionadas são aquelas que não contribuem para o acúmulo de droga e, 

consequentemente, para citotoxicidade para esta organela. Por outro lado, se 

uma droga não tem como alvo o vacúolo digestivo, então sua importação para 

dentro do vacúolo através de PfMDR1 pode ser mais vantajoso, pois mantém a 

droga em um compartimento onde é menos prejudicial ao parasito. Relatos de 

que a artemisinina e a mefloquina tem como alvo fatores citoplasmáticos são 

consistentes com esse último modelo (RUBIO e COWMAN, 1996; ECKSTEIN-

LUDWIG et al., 2003). 
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 A amplificação do número de cópias do pfmdr1 foi relacionada à 

diminuição da sensibilidade à mefloquina e associa-se também a um valor 

maior de CI50 para antimaláricos do grupo dos aril-amino metanóis, como 

quinino e halofantrina (COWMAN et al., 1994). Sidhu e colaboradores (2006) 

também associaram o aumento no número de cópias do pfmdr1 com 

resistência in vitro aos derivados de artemisinina, quinino e lumefantrina. 

Estudos realizados na região do Cambodia e da Tailândia mostraram que o 

aumento no número de cópias deste gene é responsável pela resistência à 

mefloquina e aumenta o risco de falha terapêutica ao artesunato mais 

mefloquina e arteméter mais lumefantrina (PRICE et al., 2004; 2006). Entretanto, 

alguns autores postularam que a amplificação do pfmdr1 não é obrigatória para 

o aumento da resistência à mefloquina e sugerem que outros genes estariam 

envolvidos (JEFFRESS e FIELDS, 2005; LIM et al., 1996; RITCHIE et al., 1996).  

 

 

Figura 12 - Topologia e função da proteína PfMDR1. (A) Modelo topológico de 
PfMDR1. Setas em preto indicam aminoácidos polimórficos associados à 
resposta alterada de P. falciparum a antimaláricos. DL, domínio ligante. (B) 
Substratos propostos de PfMDR1. PfMDR1 parece bombear compostos, 
incluindo fluorocromos (Fluo-4, Fluo-4 AM) para dentro do vacúolo digestivo.  
CQ, cloroquina; QN, quinino; MQ, mefloquina; HF, halofantrina; ART, 
artemisinina  
FONTE: Modificado de Sanchez et al., 2010 
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9.3 pfmrp E pfnhe 

As mutações H191Y e S437A no gene pfmrp (P. falciparum multidrug 

resistance-associated gene), foram relacionadas a elevados valores de CI50 

para o quinino. Este gene codifica a proteína PfMRP membro da subfamília C 

de transportadores ABC e expressa em todas as fases do Plasmodium. 

Acredita-se que esta proteína atue como uma bomba molecular, expelindo 

drogas e metabólitos para fora do parasito (RAJ et al., 2009). Outro gene 

associado à resposta ao quinino é o pfnhe-1 (NaH exchanger), localizado no 

cromossomo 13 de P. falciparum, que codifica a proteína responsável pela 

troca Na+/H+ (FERDIG et al., 2004; BENNETT et al., 2007). 

 

9.4 pfdhfr E pfdhps 

O gene pfdhfr que codifica a proteína DHFR-TS foi relacionado com a 

resistência à pirimetamina por Peterson e colaboradores (1988) que mostraram 

sua localização no cromossomo 4 de P. falciparum. A análise da sequência 

revelou a mutação pontual S108N, codificando para asparagina (Asn-AAC) em 

lugar de serina (Ser-AGC). O estudo foi realizado em cepas e clones de 

regiões geográficas distintas, e os resultados mostraram que os parasitos 

sensíveis à pirimetamina continham treonina (Thr-ACC) ou serina (Ser-AGC) 

na posição 108 e todos os resistentes ao antimalárico continham a mutação 

108N. Um clone altamente resistente à pirimetamina apresentou mutações 

adicionais N51I, com substituição de asparagina (Asn-AAT) por isoleucina (Ile-

ATT), e C59R com substituição de cisteína (Cys-TGT) por arginina (Arg-CGT). 

Estas mutações pontuais e a I164L reforçam a resistência de P. falciparum aos 

antifolatos e o nível de resistência aumenta conforme o número de mutações 
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(BASCO e RINGWALD, 2000). Estudo realizado com amostras clínicas coletadas 

em nosso laboratório, procedentes de pacientes da Região Amazônica e 

utilizando PCR específico para a mutação 108N, revelou que esta estava 

presente em 90% dos isolados (PETERSON et al., 1991). Estes resultados foram 

consistentes com as falhas in vivo reportadas anteriormente com a associação 

pirimetamina/sulfadoxina (BOULOS et al., 1986). 

Foi relatada em parasitos da América do Sul uma inserção repetitiva de 

cinco aminoácidos (GKKNE) entre os códons 30 e 31, denominada Bolivia 

repeat. A inserção desta repetição é encontrada em associação com a I164L e 

leva à falha terapêutica (BACON et al., 2009b).  

Parasitos com as mutações A437G, substituição de alanina (Ala-GCT) 

por glicina (Gly-GGT), e K540E, substituição de lisina (Lys-AAA) por ácido 

glutâmico (Glu-GAA) no gene pfdhps apresentam fenótipo de resistência à 

sulfadoxina. As mutações A581G e A613T/S também podem contribuir para 

este fenótipo (HYDE, 2007). De acordo com alguns autores (BWIJO et al., 2003; 

KUBLIN et al., 2002), a dupla mutação em pfdhps (A437G e K540E) associada à 

tripla (N51I/C59R/S108N) no gene pfdhfr é considerada um marcador 

molecular para falha à combinação SP. Adicionalmente, as mutações 

quíntuplas podem criar condições necessárias para o surgimento da mutação 

I164L em pfdhfr e A581G em pfdhps (LYNCH et al., 2008). Mutações 

acumulativas em pfdhfr aumentam o tempo de clareamento parasitário e o risco 

de desenvolvimento de gametócitos. Embora SP permaneça eficaz em alguns 

países, o surgimento de uma ou duas mutações pode aumentar a transmissão 

de malária e dispersão da resistência (MENDEZ et al., 2002). 
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No Brasil, Vasconcelos et al. (2000) encontraram alto grau de 

homogeneidade em amostras de municípios de Mato Grosso com relação a à 

mutações nos genes pfdhfr e pfdhps, relacionados à resistência à SP, 

distintamente de Porto Velho. Gama et al. (2009) constataram que dentre sete 

haplótipos de Porto Velho e Paragominas, seis eram associados com 

resistência à pirimetamina. Com relação à pfdhps foram encontrados três 

haplótipos com as mutações 437G, 540E e 581G relacionados à resistência à 

sulfadoxina.  

 
9.5 pfATPase6 e pfAP2-µ 

A diminuição da sensibilidade à artemisinina foi relacionada à 

substituição de serina (Ser-AGT) por asparagina (Asn-AAT) na posição 769 do 

gene pfATPase6, que codifica a proteína SERCA. Estudo realizado em 

amostras provenientes da Guiana Francesa sugere que esta mutação 

relaciona-se a diferentes graus de resposta in vitro do P. falciparum aos 

derivados de artemisinina (JAMBOU et al., 2005). Entretanto, estudos de campo 

realizados com amostras de Camarões e da China não confirmam a hipótese 

desta proteína como alvo das artemisininas (ZHANG et al., 2008; TAHAR et al., 

2009).  

Utilizando técnica de ressequenciamento do genoma completo, estudo 

realizado com a linhagem AS-ART de P. chabaudi, resistente aos derivados de 

artemisinina, revelou o SNP I568T no gene AP2-µ. Este gene codifica a cadeia 

mu (µ) do complexo adaptador AP2 que está envolvido, em outros organismos, 

no processo de endocitose. No gene ortólogo de P. falciparum, esta mutação 

ocorre na posição 592 (HENRIQUES et al., 2013). Estes dados sugerem um 
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caráter multigênico da resistência à artemisinina, como ocorre com os 

compostos quinoleínicos.  

A avaliação in vivo da resistência deve ser criteriosa, visto que 

alterações nos esquemas de cura ou diferenças individuais de absorção, 

metabolismo e excreção das drogas, podem ser responsáveis por uma 

resposta inadequada. Portanto, o uso de marcadores moleculares é proposto 

como um mecanismo de monitoramento do genótipo de resistência. 

Para que os órgãos responsáveis pelo controle da malária tenham 

capacitação para enfrentar o problema da resistência do P. falciparum aos 

diversos antimaláricos, faz-se necessário o conhecimento da epidemiologia da 

resistência, isto é, onde foram identificados os primeiros casos de falha de 

resposta à terapêutica utilizada, e como se deu a dispersão da resistência para 

outras regiões. Desta maneira torna-se possível, mediante o mapeamento das 

regiões-problema, a adoção de medidas profiláticas e terapêuticas alternativas. 

Os testes moleculares realizados simultaneamente à avaliação in vivo da 

sensibilidade do P. falciparum a antimaláricos possibilitam o mapeamento da 

resistência e de sua progressão. O surgimento de uma única cepa de P. 

falciparum resistente é suficiente para que os órgãos responsáveis pelo 

controle da endemia reconsiderem as recomendações terapêuticas, 

principalmente para os indivíduos não imunes (SPENCER, 1985).  
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OBJETIVOS 

 

1. GERAL 

Analisar o perfil genético relacionado à resposta de P. falciparum a 

antimaláricos ao longo de 27 anos, nos quais o parasito foi submetido à 

pressão seletiva de diferentes antimaláricos. 

 

2. ESPECÍFICOS 

2.1 Verificar a frequência de mutações nos genes de P. falciparum 

relacionados à resistência, nomeadamente, pfcrt, pfmdr1, pfdhfr, pfdhps, 

pfATPase6 e pfAP2-µ; 

2.2 Investigar a existência de associação entre o perfil genético e a 

resposta in vivo e in vitro aos antimaláricos. 
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MATERIAL E MÉTODOS  

 

1. LOCAL DE REALIZAÇÃO DO ESTUDO 

As coletas de amostras realizadas a partir do começo do estudo foram 

efetuadas em três unidades de saúde: (I) Hospital Municipal de Santarém, 

Pará; (II) Serviço de Endemias do Município de Alenquer, Pará (Figura 13) e 

(III) Laboratório de Malária/SUCEN localizado no Ambulatório dos 

Viajantes/HCFMUSP, São Paulo. Os ensaios laboratoriais foram realizados no 

Núcleo de Estudos em Malária/SUCEN localizado no Instituto de Medicina 

Tropical de São Paulo/USP, São Paulo, Brasil e no Instituto de Higiene e 

Medicina Tropical/UNL, Lisboa, Portugal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Mapa do Estado do Pará destacando em azul escuro o município 
de Alenquer e em azul claro Santarém, que pertencem ao 9º Centro Regional 
de Saúde de Santarém (área em verde)  
FONTE: http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Para_MesoMicroMunicip.svg  
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2. AMOSTRAS 

Foram estudadas amostras retrospectivas de P. falciparum, provenientes 

do Biorrepositório do Núcleo de Estudos em Malária/SUCEN/IMTSP e 

amostras prospectivas, coletadas a partir do início do estudo de pacientes 

atendidos nas unidades de saúde participantes. 

  

2.1 AMOSTRAS RETROSPECTIVAS 

O painel de amostras retrospectivas foi composto por amostras de P. 

falciparum criopreservadas em nitrogênio líquido, integrantes do Biorrepositório 

do Núcleo de Estudos em Malária/SUCEN/IMTSP. Após descongelamento, 50 

µL de cada amostra foram colocados em papel filtro Whatman 3® (Sigma-

Aldrich®, St. Louis, MO, USA), em duplicatas e guardados em temperatura 

ambiente até o momento do uso. As amostras retrospectivas são 

representativas das seguintes décadas: 1980, 1990 e 2000. 

 

2.2 AMOSTRAS PROSPECTIVAS 

O painel de amostras prospectivas foi composto por amostras de sangue 

coletadas de pacientes com exame de gota espessa positivo para P. 

falciparum. Os pacientes foram convidados a participar do estudo mediante 

assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo I). As 

amostras foram colhidas em duplicatas através de punção digital em papel filtro 

Whatman 3® e cartão FTA® Elute (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, 

Suécia), conforme mostra a Figura 14, antes do início de tratamento e mantidas 

em temperatura ambiente até o momento do uso. A cada retorno do paciente 

para verificação de cura, mais uma amostra foi coletada para confirmação 
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molecular da parasitemia. Com relação às datas de coleta, este grupo abrange 

isolados coletados em 2010 e 2011.  

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Coleta de amostras. (A) coleta em papel filtro através de punção 
digital. (B) papel filtro e cartão FTA® Elute com amostras de sangue coletadas. 
 

3. ASPECTOS ÉTICOS DO ESTUDO 

Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética para Análise de 

Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (Protocolo de Pesquisa nº 0493/10) e 

pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional 

de Saúde, Ministério da Saúde (Parecer Nº 206/2012 – Anexo II). 

 Foi obtida anuência do 9º Centro Regional de Saúde de Santarém 

(Anexo III) para que a coleta de amostras de pacientes atendidos em unidades 

de saúde desta região fosse realizada.  

Este estudo foi realizado de acordo com as normas da Resolução 

196/96 do Conselho Nacional de Saúde. 

 

4. SEGUIMENTO DOS PACIENTES 

Quando confirmada a infecção por P. falciparum, o paciente foi orientado 

a retornar nos dias 3, 7, 14, 28, 42 e 56 após o início do tratamento para 

A B 
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realização de exame de verificação de cura, através do exame da gota 

espessa, conforme orientação do Ministério da Saúde. 

 

5. IDENTIFICAÇÃO MICROSCÓPICA DA ESPÉCIE DE Plasmodium 

O exame de gota espessa consistiu da coleta de sangue fresco do 

paciente por punção digital ou venosa. O sangue foi colocado em lâmina de 

vidro formando dois quadrados com cerca de 1,0 cm2 e seco a temperatura 

ambiente ou em estufa. Para coloração, a lâmina foi mergulhada em azul de 

metileno que possui a função de corante e lisa os eritrócitos. Em seguida, a 

lâmina foi corada com Giemsa durante 7 minutos e lavada em água destilada 

por imersão. A lâmina foi então visualizada em microscópio óptico para a busca 

de parasitos em objetiva de 100x. O cálculo da parasitemia foi realizado 

mediante contagem do número de parasitos em 100 leucócitos e obtido o 

número por milímetro cúbico de sangue. 

 

6. IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DA ESPÉCIE DE Plasmodium 

6.1  EXTRAÇÃO DE DNA DE PAPEL FILTRO 

O DNA das amostras em papel filtro Whatman 3® foi extraído de acordo 

com protocolo de Plowe et al., 1995, através do método de extração com 

Chelex® 100 (Bio-Rad™, Hercules, CA, USA). 

Resumidamente, um pedaço de papel de filtro contendo a amostra de 

sangue foi incubado com 1,0 mL de saponina 0,5% em 1x PBS durante uma 

hora e 30 minutos a 37 ºC. Após incubação, a solução foi descartada e 

realizadas lavagens com PBS e nova incubação a 4 ºC, durante 30 minutos. A 

solução de lavagem foi descartada e 50 μL de Chelex® 100 a 20% foram 
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adicionados. As amostras foram fortemente homogeneizadas e incubadas a 

100 ºC durante 10 minutos, com uma homogeneização no meio e no término 

da incubação. Duas centrifugações (10.000 x g/2 minutos) foram realizadas, a 

primeira para separar o papel filtro e a segunda para eliminar os resíduos de 

Chelex® em suspensão na amostra de DNA. Todas as amostras foram 

estocadas a -20 ºC. 

 

6.2 EXTRAÇÃO DE DNA DE CARTÃO FTA®
 ELUTE 

As coletas de amostras de sangue realizadas no estado do Pará foram 

feitas, adicionalmente ao papel filtro, em cartão FTA® Elute. A extração de DNA 

a partir deste cartão foi realizada conforme as indicações do fabricante. 

Resumidamente, um disco de 3,0 mm foi removido com o auxílio de um 

perfurador a partir do centro da mancha de sangue e transferido para um tubo 

de 1,5 mL. Foram adicionados 500 µL de água estéril ao tubo e fortemente 

homogeneizado durante cinco segundos. Após, o disco foi removido para um 

tubo de 0,5 mL contendo 30 µL de água estéril e centrifugado rapidamente por 

10 segundos. O tubo foi transferido para bloco quente à 95 °C por 15 a 30 

minutos, homogeneizado ao final da incubação e centrifugado por 30 segundos 

para separar a matriz do eluato, que contém o DNA. O disco foi removido e o 

DNA estocado a -20 °C até o momento do uso. 

 

6.3 NESTED PCR 

A confirmação de infecção única por P. falciparum foi realizada através 

da nested PCR, que consiste de duas reações de amplificação de fragmentos 

de DNA. Na primeira reação foram usados primers gênero-específicos, rPLU1 
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e rPLU5, que amplificam um fragmento de 1600 a 1700 pb e têm como alvo o 

gene que codifica a menor subunidade do ácido ribonucléico ribossomal 

(ssrRNA) 18S. Na segunda reação foram utilizados primers espécie-específicos 

(Tabela 1), que amplificam fragmentos de tamanhos diferentes para cada 

espécie de Plasmodium. O volume de reação foi de 25 µL em 2 mM MgCl2, 50 

mM KCl, 10 mM Tris pH 8,3 (HCl), 125 µM de dNTPs, 250 nM de cada primer e 

0,4 U de Taq DNA polimerase (CALDERARO et al., 2007; SINGH et al., 1999; 

SNOUNOU et al., 1993). 

 

Tabela 1 - Primers e condições de PCR utilizados na identificação molecular da 
espécie de Plasmodium 
 

Primer Sequência 5'  3' 
Tamanho 

(pb) 
Condições da 

PCR 

1ª reação 
  

1640 

 
95 °C, 5'      
58 °C, 2'        
72 °C, 2'      
94 °C, 1'       
58 °C, 2'         
72 °C, 5' 

25 
ciclos 

 
rPLU1 TCAAAGATTAAGCCATGCAAGTGA 

rPLU5 CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 

P. falciparum 
    

rFAL1 TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT 
205   

rFAL2 ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC 
  

P. vivax 
   

 rVIV1 CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC 
117 

 
 

95 °C, 5'       
58 °C, 2'        
72 °C, 2'       
94 °C, 1'        
58 °C, 2'         
72 °C, 5' 

30 
ciclos 

rVIV2 ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA 

P. malariae 
  

rMAL1 ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC 
144 

rMAl2 AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA 

P. ovale 
  

rOVA1 ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA 
787 

rOVA2 GGAAAAGGACACATTAATTGTATCCTAGTG 
  

P. ovale 
variante     
rOVA1v ATCTCCTTTACTTTTTGTACTGGAGA 

780   
rOVA2v GGAAAAGGACACTATAATGTATCCTAATA     
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6.4 ELETROFORESE  

Os fragmentos obtidos após PCR foram separados por eletroforese em 

gel de agarose 1%, preparado em 1x TBE. Foram adicionados 2 µL de loading 

dye e 1 µL de GelRed (Biotium, Hayward, CA, USA) diluído 20x a 10 µL do 

produto de PCR para aplicação no gel. Um marcador de peso molecular de 100 

pb foi usado. A eletroforese foi realizada em cuba horizontal contendo 1x TBE 

durante 60 minutos, a 90 Vcm-1. Os fragmentos foram visualizados através de 

luz UV em equipamento transiluminador (Loccus Biotecnologia, São Paulo, SP, 

Brasil).  

 

7. ANÁLISE DE POLIMORFISMOS RELACIONADOS À RESISTÊNCIA ATRAVÉS DE 

TÉCNICAS MOLECULARES 

 

7.1 GENES 

Neste estudo foram analisados genes relacionados à resposta de P. 

falciparum à cloroquina, quinino, mefloquina, SP e derivados de artemisinina. A 

Tabela 2 indica os genes analisados neste estudo, sua localização 

cromossômica, bem como o polimorfismo pesquisado e a técnica utilizada. 
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Tabela 2 - Genes de P. falciparum relacionados à resistência a antimaláricos 
analisados neste estudo 
 

Gene Cromossomo Polimorfismo Técnica 

pfcrt 7 SNP K76T PCR-RFLP 

pfmdr1 5 

SNP N86Y PCR-RFLP 

SNP D1246Y PCR-RFLP 

Nº cópias qPCR tempo real 

pfdhfr 4 

SNP N51I PCR-RFLP 

SNP C59R PCR-RFLP 

SNP S108N PCR-RFLP 

pfdhps 8 
SNP A437G PCR-RFLP 

SNP K540E PCR-RFLP 

pfATPase6 1 
SNP S769N PCR-RFLP 

SNPs Sequenciamento 

pfAP2-µ 12 SNPs Sequenciamento 

 

7.2 PCR-RFLP 

Esta técnica consiste de amplificação de um fragmento do gene através 

da PCR, seguida por digestão com enzimas de restrição (LOPES et al., 2002; 

FERREIRA et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2008, MENDES et al., 2013), que 

reconhecem palíndromos originados ou eliminados devido a um polimorfismo. 

Os primers utilizados nas reações de amplificação estão descritos na Tabela 3. 

Visto que não há sítio de restrição no local em que ocorre a mutação S769N no 

gene pfATPase6, utilizou-se primers desenhados através do software PIRA-

PCR (FERREIRA et al., 2008). Neste caso, uma base nitrogenada é inserida no 

primer na região da mutação de modo a criar um sítio para uma enzima de 
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restrição. Como controle para análise dos polimorfismos foi utilizado DNA dos 

clones 3D7 (genótipo pfcrt K76, pfmdr1 N86, D1246, pfdhfr N51, C59, S108, 

pfdhps 437G, K540), Hb3 (genótipo pfcrt K76, pfdhps A437) e Dd2 (genótipo 

pfcrt 76T, pfmdr1 86Y, pfdhfr 51I, 59R, 108N). 

O volume das reações para o códon 76 do gene pfcrt foi 50 µL em 1x 

tampão de PCR, 2 mM MgCl2, 0,2 μM de cada primer, 0,2 mM dNTPs, 0,625 U 

de Taq DNA polimerase e 2 μL de DNA molde. 

Para os códons 86 e 1246 do gene pfmdr1 o volume de reação foi 20 μL 

em 1x tampão de PCR, 2,5mM MgCl2, 1 µM de cada primer, 0,2 mM dNTPs, 1 

U de Taq DNA polimerase e 1 μL de DNA.  

Para análise dos códons 51, 59 e 108 do gene pfdhps e 437 e 540 do 

gene pfdhfr foi realizada nested PCR com volume de reação de 20 μL em 1x 

tampão de PCR, 2,5mM MgCl2, 1 µM de cada primer, 0,2 mM dNTPs, 1 U de 

Taq DNA polimerase e 1 μL de DNA. As mesmas concentrações foram 

utilizadas na segunda PCR, porém com 0,5 μL do produto da primeira reação 

como template. 

O volume das reações de amplificação para o códon 769 do gene 

pfATPase6 foi de 25 µL em 1x tampão de PCR, 2,5 mM MgCl2, 0,5 μM de cada 

primer, 0,2 mM dNTPs, 1,25 U de Taq DNA polimerase e 1 μL de DNA. 

Após amplificação dos fragmentos por PCR, foram realizadas digestões 

enzimáticas em volume final de 20 μL com 0,2 μL de enzima, 2 μL de tampão e 

10 μL do produto amplificado. As temperaturas de incubação utilizadas para 

cada enzima foram definidas de acordo com as instruções do fabricante. As 

enzimas e as condições de restrição encontram-se na Tabela 4. 
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Tabela 3 - Primers e condições de PCR para amplificação de fragmentos dos 
genes, pfcrt, pfmdr1, pfdhfr, pfdhps e pfATPase6 
 

Gene Códon Primer Sequência 5'  3' 
Condições 

PCR 

p
fc

rt
 

76 

pfcrt76A    GCGCGCGCATGGCTCACGTTTAGGTGGAG 

95 °C, 5'  1x 

92 °C, 30'' 

45x 45 °C, 30'' 

pfrcrt76B   GGGCCCGGCGGATGTTACAAAACTATAGTTACC 

65 °C, 45'' 

72 °C, 15' 1x 

    

p
fm

d
r1

 

86 

pfmdr186OF ATGGGTAAAGAGCAGAAAGAG 

94 °C, 3’ 1x 

94 °C, 45’' 

45x 52 °C, 45’' 

pfmdr186R  CGTACCAATTCCTGAACTCAC 

72 °C, 1’ 

72 °C, 5’ 1x 

    

1246 

pfmdr11246F CTACAGCAATCGTTGGAGAAA 

94 °C, 3’ 1x 

94 °C, 45’’ 

35x 55 °C, 30’’ 

pfmdr11246R  GCTCTAGCTATAGCTATTCTC 

72 °C, 45’’ 

72 °C, 10’ 1x 

    

p
fd

h
fr

 

1
ª 

re
a
ç
ã

o
 dhfrexF TTTATGATGGAACAAGTCTGC 

92 °C, 3’ 1x 

92 °C, 30’’ 

45x 50 °C, 30’’ 

dhfrexR AGTATATACATCGCTAACAGA 

72 °C, 1’ 

72 °C, 3’ 1x 

    

2
ª 

re
a
ç
ã

o
 

51 
dhfr51F TTTATGATGGAACAAGTCTGCGACGTT 92 °C, 3’ 1x 

dhfr51R GATTCATTCACATATGTTGTAACTGCAC 92 °C, 1’ 

45x 
59 

dhfr59 F GAAATGTATTTCCCTAGATATGgAATATT 55 °C, 1’ 

dhfr59 R TTAATT TCCCAAGTAAAACTATTAGATCTTC 72 °C, 1’ 

108 
dhfr108F TTTATGATGGAACAAGTCTGCGACGTT 72 °C, 3' 1x 

dhfr108R AAATCCTTGATAAACAACGGAACCTTTTA     

p
fd

h
p

s
 1

ª 
re

a
ç
ã

o
 dhpsF AACCTAAACGTGCTGTTCAA 

94 °C, 3’ 1x 

94 °C, 1’ 

40x 45 °C, 1’ 

dhpsR AATTGTGTGATTTGTCCACAA 

72 °C, 1’ 

72 °C, 3’ 1x 

    

2
ª 

re
a
ç
ã

o
 

437 
dhps437F TGCTAGTGTTATAGATATAGGATGAGCATC 

94 °C, 3’ 1x 

94 °C, 1’ 

40x dhps437R CTATAACGAGGTATTGCATTTAATGCAAGAA 45 °C, 1’ 

540 
dhps540F TGCTAGTGTTATAGATATAGGTGGAGAAAGC 72 °C, 1’ 

dhps540R CTATAACGAGGTATTCCATTTAATACAAGAA 72 °C, 5’ 1x 
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Tabela 3 (continuação) - Primers e condições de PCR para amplificação de 
fragmentos dos genes, pfcrt, pfmdr1, pfdhfr, pfdhps e pfATPase6  
 

Gene Códon Primer Sequência 5'  3' Condições PCR 

p
fA

T
P

a
s

e
6

  

769 

pfATP6769SF ACTTAGCTTTGCTTATAAAAACTTAA 

94 °C, 3’ 1x 

94 °C, 45'' 

40x 54 °C, 45'' 

pfATP6769SR AATTATCCTTTTCATCATCTCC 
72 °C, 45'' 

72 °C, 3' 1x 

 
 
 
Tabela 4 - Enzimas de restrição e tamanho dos fragmentos obtidos após 
incubação para análise de polimorfismos pontuais nos genes pfcrt, pfmdr1, 
pfdhfr, pfdhps e pfATPase6 
 

Gene Códon 
Tamanho do 
fragmento 

pós-PCR (pb) 

Enzimas de 
restrição e 

temperatura de 
incubação 

Tamanho dos fragmentos 
pós- incubação (pb)  

pfcrt 76 206 ApoI - 50 ºC                                       
 144 + 62 - selvagem  

206 - mutante  

pfmdr1 

86 504 ApoI - 50 ºC                                      
  255 + 249 - selvagem  

504 - mutante  

1246 508 Eco321 - 37 ºC               
 268 + 240 - mutante  

508 - selvagem 

pfdhfr 

51 206 TasI - 65 ºC  
153 + 53 - selvagem 

206 - mutante  

59 326 PdmI - 37 ºC  
 189 + 137 - selvagem  

163 + 137 + 26 - mutante  

108 522 AluI - 37 ºC  
326 + 196 - selvagem  

522 mutante 

pfdhps 

437 438 HpyF10VI - 37 ºC  
387 + 32 + 19 - selvagem  

419 + 19 - mutante  

540 438 BsegI - 55 ºC  
438 - selvagem 

354 + 84 - mutante 

pfATPase6 769 272 BspTI - 37 ºC  
250 + 22 - selvagem  

272 - mutante 

 

7.3 ELETROFORESE 

Um volume de 10 µL dos produtos da digestão foi aplicado em gel de 

agarose 2% 1x TBE, corado com brometo de etídio para análise do resultado 
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da PCR-RFLP dos genes pfcrt, pfmdr1, pfdhfr e pfdhps. Após corrida de 60 

minutos a 110 Vcm-1, o gel foi visualizado através de luz UV e fotografado em 

transiluminador UVIDOC (Uvitec®, Cambridge, UK). 

Um volume de 15 µL dos produtos da digestão foi aplicado em gel de 

agarose 2,5% 1x TBE, juntamente com 2 µL de loading dye, para análise do 

códon 769 do gene pfATPase6. Após corrida de 90 minutos a 140 Vcm-1, o gel 

foi corado em solução de GelRed 3x em NaCl 0,1 M e visualizado através de 

luz UV em transiluminador (Loccus Biotecnologia, São Paulo, SP, Brasil). 

 

7.4 PCR TEMPO REAL 

A análise do número de cópias do gene pfmdr1 foi realizada através da 

PCR quantitativa em tempo real com SYBR Green I, em placas de 96 poços. O 

volume de reação foi de 20 µL em 1x iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad™, 

Hercules, CA, USA), 300 nM de cada primer (Tabela 5) e 2 µL de DNA. As 

reações foram efetuadas no aparelho iCycler iQ Multicolor Real-Time PCR 

Detection System (Bio Rad™, Hercules, CA, USA), utilizando o programa pré-

definido de ciclagem: 10 minutos de incubação inicial a 95 ºC seguido de 40 

ciclos de 15 segundos a 95 ºC e 1 minuto a 60 ºC. Curva de melting foi obtida 

com um ciclo de 10 minutos a 95 ºC. 

Há dois métodos para quantificação da expressão gênica através de 

PCR em tempo real. O método de quantificação relativa quantifica a expressão 

gênica através do sinal de PCR do alvo transcrito em um grupo controle tratado 

em relação ao da amostra do grupo controle não tratado, por exemplo. A 

quantificação absoluta é mais acurada, porém requer elaboração de curva 

padrão para cada gene estudado, que deve ser corrida em cada experimento, 
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aumentando os custos e diminuindo o rendimento da reação. Foi utilizado o 

método 2−ΔΔCt de quantificação relativa adaptado para estimar o número de 

cópias de pfmdr1. Este método requer dois pré-requisitos principais. O primeiro 

é a existência de pelo menos um calibrador com número de cópias conhecido 

de cada um dos genes estudados. Neste caso foi utilizado DNA dos clones de 

P. falciparum 3D7, que possui uma cópia do gene pfmdr1 e Dd2, que possui 

quatro. O segundo requisito é a necessidade de um gene house keeping com 

número de cópias constante em todas as amostras para normalização dos 

dados. Para este propósito foi utilizado o gene pfβactin1.  As amostras foram 

ensaiadas em triplicata para os dois genes e o Ct (cycle threshold) de cada 

poço foi registrado. Foram calculados a média e o desvio padrão dos três Cts e 

o valor da média era aceito caso o desvio padrão fosse menor que 0,38. Todas 

as amostras cujas triplicatas apresentaram desvio padrão maior que 0,38 foram 

ensaiadas novamente. Os resultados foram expressos em N-vezes em relação 

ao número de cópias de pfmdr1 em P. falciparum 3D7. Nos casos em que o 

valor de N-vezes estava entre 0,7 e 1,3, aceitou-se que a amostra em questão 

continha uma cópia de pfmdr1. (FERREIRA et al., 2006; CHAIJAROENKUL et al., 

2010). 

Tabela 5 - Sequências dos primers utilizados na PCR em tempo real para 
quantificação relativa do número de cópias do gene pfmdr1 e tamanho do 
fragmento obtido 

 

Gene Primers Sequência 5' 3' 
Tamanho do 

fragmento (pb) 

pfβactina1 
senso CGGATCAGGTAATGTAAAAGC 

90 
antisenso CCTGGATTCTTTGGTCTTCC 

pfmdr1 
senso CAAGTGAGTTCAGGAATTGGTAC 

230 
antisenso GCCTCTTCTATAATGGACATGG 
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7.5 SEQUENCIAMENTO 

Foram selecionadas 19 amostras para sequenciamento dos genes 

pfATPase6 (3996 pb) e pfAP2-µ (1866 pb). Para esta finalidade, foram 

amplificados fragmentos sobrepostos de forma que cada gene completo fosse 

sequenciado. Para o gene pfATPase6 foram amplificados cinco fragmentos 

sobrepostos e para o gene pfAP2- µ três (Figuras 15 e 16). 

 

Figura 15 - Ilustração esquemática dos fragmentos (em azul) amplificados por 
PCR para sequenciamento do gene pfATPase6, indicando a posição de início e 
término de cada fragmento no gene. As setas em verde indicam primers senso 
e em vermelho os primers antisenso.  

 

 

Figura 16 - Ilustração esquemática dos fragmentos (em azul) amplificados por 
PCR para sequenciamento do gene pfAP2-µ, indicando a posição de início e 
término de cada fragmento no gene. As setas em verde indicam primers senso 
e em vermelho os primers antisenso. O primer 1F hibridiza em local anterior ao 
início do gene (fragmento em rosa). 
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O volume das reações de amplificação dos fragmentos do gene 

pfATPase6 foi de 25 µL em 1x tampão de PCR, 2,5 mM MgCl2, 0,5 μM de cada 

primer (Tabela 6), 0,2 mM dNTPs, 0,05 U/μL de Taq DNA polimerase e 1 μL de 

DNA. 

  

Tabela 6 - Primers, tamanho dos fragmentos e condições de PCR utilizados 
para amplificação de cinco fragmentos sobrepostos do gene pfATPase6  
 

  Primers Sequência 5' 3' 
Tamanho 

(pb) 
Condições PCR 

F
ra

g
m

e
n
to

 1
 

1F CATACGATGTTGAGGATGTAC 

694 

94 ºC, 3’ 

40 
ciclos 

94 °C, 30'' 

53 °C, 45'' 

2R GACCTATTTCAGTCTTCATACC 
72 °C, 60'' 

72 °C, 10' 

F
ra

g
m

e
n
to

 2
 

3F GAGAATCCTGTTCAGTTGAC 

750 

94 ºC, 3’ 

40 
ciclos 

94 °C, 30'' 

52 °C, 45'' 

4R ATCCTTCTTCTCCATCATCC 
72 °C, 60'' 

72 °C, 10' 

F
ra

g
m

e
n
to

 3
 

5F ACCGTGTTTCATTTGTTTAGAG 

754 

94 ºC, 3’ 

40 
ciclos 

94 °C, 30'' 

53 °C, 45'' 

6R CCATTTGTTGTTGCCTGAGC 
72 °C, 60'' 

72 °C, 10' 

F
ra

g
m

e
n
to

 4
 

7F AATCACCAAGGGGTATCAAC 

696 

94 ºC, 3’ 

40 
ciclos 

94 °C, 30'' 

8R ACGTATACCAGCCATATGG 

52 °C, 45'’ 

72 °C, 60'' 

72 °C, 10' 

F
ra

g
m

e
n
to

 5
 

9F TTCAAAATATGGGAAAAAGAGCA 

793 

94 ºC, 3’ 

40 
ciclos 

94 °C, 30'' 

53 °C, 45'' 

10R TGTTGCTGGTAATCCGTCAG 
72 °C, 60'' 

72 °C, 10' 
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O volume das reações de amplificação do primeiro e último fragmentos 

do gene pfAP2-µ foi de 50 µL em 1x tampão de PCR, 1,5 mM MgCl2, 0,2 μM de 

cada primer (Tabela 7), 0,2 mM de dNTPs, 1,25 U de Taq DNA polimerase e 

1,0 μL de DNA.  O fragmento intermediário do gene pfAP2-µ foi amplificado 

através de nested PCR nas condições a seguir: 25 μL de volume total em 1x 

tampão de PCR, 4 mM de MgCl2, 0,2 μM de cada primer, 0,4 mM de dNTPs, 1 

U de Taq DNA polimerase e 5 μL de DNA na primeira reação. A segunda 

reação foi realizada com as mesmas concentrações e 5 μL do produto da 

primeira. Nas amostras em que não foi possível a amplificação do segundo 

fragmento como par de primers PfClR-3F e PfClR-4R, outro primer (PfClR-3Fn) foi 

desenhado e utilizado (FERREIRA et al., 2007; HENRIQUES et al., 2013) 

O produto da PCR foi submetido à purificação com QIAquick PCR 

Purification Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as instruções do 

fabricante e quantificado com Low DNA Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) em gel de agarose 2% em 1x TBE. Este método de quantificação baseia-

se na intensidade da banda do produto purificado em comparação com o 

marcador de peso molecular fornecido. 

O produto purificado foi encaminhado para o serviço de sequenciamento 

do Centro de Estudos do Genoma Humano/USP e cada amostra foi 

sequenciada nos sentidos senso e antisenso.  
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Tabela 7 - Primers, tamanho dos fragmentos e condições de PCR utilizados 
para amplificação de fragmentos sobrepostos do gene pfAP2-µ  
 

  Primers Sequência 5'  3’ 
Tamanho 

(pb) 
Condições PCR 

F
ra

g
m

e
n
to

 1
 

PfClR-1F GTTAACACGATTAGCGTCATTTG 

578 

94 ºC, 3’ 
 

94 °C, 30” 35 

53 °C, 45” ciclos 

PfClR-2R GTCCTATTATGTATATGTGGATC 
72 °C, 60” 

 
72 °C, 10’   

F
ra

g
m

e
n
to

 2
 

1
ª 

re
a
ç
ã

o
 

F AAGACTGTCAAATGTAAAAGACCC 

2247 

94 ºC, 3’ 

30 
ciclos 

94 °C, 30” 

50 °C, 30” 

R CTCATGTAAAACAAAAAGTGAGG 
68 °C, 60” 

68 °C, 15’ 

PfClR-3F GATATCCACAAACATTAGAAGTG 

841 

94 ºC, 3’ 

 94 °C, 30” 40 

PfClR-3Fn TGGATATCCACAAACATTAGAAG 52 °C, 30” ciclos 

PfClR-4R CCATCTGGTGGTGTGAAGG 
68 °C, 45” 

 
68 °C, 15’   

F
ra

g
m

e
n
to

 3
 

PfClR-5F GCATATTTCATCATTGTGTTACC 

753 

94 ºC, 3’ 
 

94 °C, 30” 35 

53 °C, 45” ciclos 

PfClR-6R ACACCCGATTGAACTATTTATAC 
72 °C, 60” 

 
72 °C, 10’   

 

Para análise das sequências do gene pfATPase6 foi utilizado o 

programa de bioinformática CLC Genomic Workbench (CLC Bio, Qiagen, 

Hilden, Alemanha). A análise das sequências do gene pfAP2- µ foi realizada 

em programa online (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Utilizou-se como 

referência para composição dos contigs as sequências de cada um dos genes 

do clone de referência 3D7 depositadas no banco de dados PlasmoDB: 

PF3D7_0106300 para pfATPase6 e PF3D7_1218300 para pfAP2- µ. 
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8. TESTES IN VITRO 

Foram realizados testes de sensibilidade in vitro à cloroquina, quinino e 

mefloquina para estabelecimento de concentração mínima inibitória (CMI). Os 

isolados foram expostos a diferentes concentrações das drogas, por 72 horas, 

em microplacas pré-doseadas fornecidas pela OMS e mantidos em candle jar 

em estufa a 37 ºC. As concentrações utilizadas foram 10, 20, 40, 57, 80, 160 e 

320 nM para cloroquina; 40, 80, 160, 640, 1280 e 2560 nM para quinino e 5, 

10, 20, 40, 57, 80 e 160 nM para mefloquina. A avaliação da resposta aos 

antimaláricos foi realizada através da contagem do número de esquizontes/200 

parasitos em lâminas coradas com Giemsa, usando como controle 

microculturas realizadas nas mesmas condições, porém sem adição da droga. 

Os isolados de referência Palo Alto e K1 foram utilizados como controle para 

resposta sensível e resistente à cloroquina, respectivamente (DI SANTI et al, 

1988). 

 

9. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Todos os dados relacionados às amostras e resultados dos testes 

moleculares foram inseridos em tabela do Excel 2007. Os estudos de 

associação foram realizados em programa estatístico GraphPad QuickCalcs 

disponível online (http://www.graphpad.com/quickcalcs/). O Teste Exato de 

Fisher foi aplicado para busca de associações entre as respostas in vivo ou in 

vitro aos antimaláricos e a presença de mutações nos genes estudados. As 

associações foram consideradas estatisticamente significantes se p<0,05. 
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1. AMOSTRAGEM 

Foram selecionadas 84 amostras retrospectivas sorteadas através da 

ferramenta “Aleatório” do Excel 2007. 

Com relação às amostras prospectivas foram coletadas: (I) 32 amostras 

de sangue de pacientes atendidos no Hospital Municipal de Santarém, PA; (II) 

nove amostras de sangue de pacientes atendidos pelo Serviço de Endemias do 

Município de Alenquer, PA, e (III) 12 amostras de sangue de pacientes 

atendidos no Laboratório de Malária/SUCEN localizado no Ambulatório dos 

Viajantes/HCFMUSP. 

Foram excluídas duas amostras retrospectivas, três coletadas em 

Santarém e duas coletadas em Alenquer devido ao resultado negativo da PCR 

para identificação da espécie de Plasmodium. Desta forma, a amostragem final 

que foi analisada para a genotipagem dos polimorfismos relacionados à 

resistência foi de 130 amostras. A Tabela 8 mostra a origem das amostras e as 

décadas em que foram coletadas. 
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Tabela 8 - Década de coleta, número de amostra por década e por local de 
origem das amostras analisadas neste estudo 
 

Década 
de coleta 

Número de 
amostras/ década 

Local de origem 
Número de 

amostras/local 

1980 27 

Brasil, PA 5 

Brasil, RO 11 

Brasil, RR 3 

Brasil, MT 6 

Brasil, Amazônia Legal 1 

Indonésia 1 

1990 39 

Brasil, PA 3 

Brasil, RO 4 

Brasil, MT 31 

Angola 1 

2000 16 

Brasil, RO 3 

Brasil, AP 1 

Angola 5 

Malawi 2 

Moçambique 1 

Nigéria 2 

Serra Leoa 2 

2010 48 

Brasil, AC 1 

Brasil, PA 27 

Angola 3 

Costa do Marfim 2 

Gana 1 

Moçambique 1 

Nigéria 2 

Haiti 1 

Guiana Francesa 1 

Guiana 7 

Suriname 1 

Indonésia 1 

TOTAL 130 
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2. IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DA ESPÉCIE DE Plasmodium 

A PCR para confirmação de infecção única por P. falciparum obteve 

resultado positivo em 130 amostras. Não foi possível amplificação de duas 

amostras retrospectivas: uma amostra coletada na década de 1990 e outra de 

2000, três amostras coletadas no Hospital Municipal de Santarém e duas 

amostras coletadas no município de Alenquer em 2011, devido à baixa 

parasitemia ou a problemas relacionados à extração de DNA. Estas seis 

amostras com resultado negativo para P. falciparum foram excluídas das 

análises realizadas posteriormente dos polimorfismos relacionados à reposta 

aos antimaláricos. 

 

3. ACOMPANHAMENTO DOS PACIENTES 

Do total de amostras analisadas neste estudo, 49 eram provenientes de 

pacientes em que foi possível realizar o seguimento de pelo menos 28 dias 

para acompanhamento da resposta ao tratamento. Destes, 31 apresentaram 

resposta sensível ao antimalárico utilizado sem ocorrência de recrudescência 

no período de seguimento e 18 apresentaram recrudescência. A Figura 17 

mostra o número de amostras de pacientes que recrudesceram e que 

responderam adequadamente a cada tratamento. 
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Figura 17 - Número de pacientes que responderam adequadamente ao 
tratamento (A) e número de pacientes que apresentaram recrudescência (B) 
durante o período de acompanhamento. ART, artemeter; ART-MFQ, artemeter 
e mefloquina; ATS-CLD, artesunato e clindamicina; ATS-MFQ, artesunato mais 
mefloquina; ATS-QN, artesunato e quinino; DOX, doxiciclina; MFQ, mefloquina; 
QN, quinino; QN-TT, quinino e tetraciclina; QN-MFQ, quinino e mefloquina. 
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4. GENOTIPAGEM 

 

4.1. pfcrt – CÓDON 76 

Ao todo foram analisadas 129 amostras para o códon 76 do gene pfcrt, 

não sendo possível a amplificação de uma amostra para este gene. Como 

controle para a mutação foi utilizado o clone Dd2, que não possui sítio de 

restrição para ApoI e o clone Hb3, como controle para o genótipo selvagem, 

que possui restrição para a enzima. Todas as amostras brasileiras 

apresentaram a mutação K76T ao longo dos 27 anos, conforme é possível 

observar na Figura 18. Todas as amostras dos demais países da América do 

Sul também apresentaram a mutação K76T. Com relação aos isolados 

provenientes de países africanos, coletados nas décadas de 1990, 2000 e 

2010, o genótipo selvagem K76 foi encontrado em 31,8% das amostras, o 

mutante 76Y em 45,5% e misto K+Y em 22,7%. Serra Leoa, Malaui, 

Moçambique e Gana são os países que apresentaram o genótipo selvagem 

K76.  O isolado do Haiti continha o genótipo selvagem K76. As duas amostras 

da Indonésia apresentaram a mutação K76T. A distribuição geográfica do 

mutante 76T ao longo das quatro décadas de estudo pode ser visualizada na 

Figura 19.  

 

4.2. pfmdr1 – CÓDONS 86 E 1246 

Com relação ao códon 86, o genótipo selvagem foi detectado em 100% 

das amostras brasileiras da década de 1980, 95% em 1990 e 100% em 2000. 

Na década de 2010, esta porcentagem caiu para 71,4% e todos os isolados 

mutantes eram do estado do Pará (Figura 18). Resultado semelhante foi 
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encontrado nas amostras da Guiana coletadas na década de 2010, com 43% 

apresentando a mutação N86Y. As amostras da Guiana Francesa e do 

Suriname apresentaram o genótipo selvagem N86. Nos isolados africanos, o 

genótipo selvagem foi encontrado em 63,6% das amostras, o mutante em 

27,3% e misto em 9,0%.  

Todas as amostras de países sul-americanos apresentaram a mutação 

D1246Y em todas as décadas, assim como os dois isolados da Indonésia. Com 

relação aos países africanos, todas as amostras apresentaram o genótipo 

selvagem D1246, com exceção de uma amostra do Malaui, que apresentou a 

mutação 1246Y. O isolado do Haiti apresentou o alelo selvagem nas duas 

posições. A distribuição geográfica das mutações no gene pfmdr1 ao longo das 

quatro décadas de coleta é representada na Figura 19. 

 

 

 

 
Figura 18 - Distribuição das mutações em pfcrt e pfmdr1 em amostras 
brasileiras ao longo das décadas de 1980 a 2010: detecção de K76T e D1246Y 
em todos os isolados e surgimento de N86Y na última década 
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Figura 19 - Distribuição geográfica das mutações pfcrt K76T (A), pfmdr1 N86Y 
(B) e D1246Y (C) ao longo das quatro décadas estudadas: 1980 (   ), 1990 (   ), 
2000 (  ) e 2010 (   ) 
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4.3. pfdhfr – códons 51, 59 e 108 e pfdhps – códons 437 e 540 

Foram analisadas 96 amostras brasileiras para os códons 51, 59 e 108 

do gene pfdhr, através da PCR-RFLP. Considerando o período 1980-1990, 

foram analisadas 64 amostras e 100% apresentaram as mutações N51I e 

S108N. Na posição 59, todas as amostras apresentaram o genótipo selvagem 

C59. Com relação ao período 2000-2010, foram analisadas 32 amostras do 

Brasil, exceto para a posição 59, em que não foi possível amplificar uma 

amostra. Neste período, 81,25% das amostras apresentaram a mutação N51I e 

18,75% genótipo misto N+I. Para o códon 59, 77,4% das amostras continham o 

genótipo selvagem C59, 16,1% misto C+R e 6,5% o mutante C59R. Todos os 

isolados deste período apresentaram a mutação S108N. Estes resultados são 

apresentados na Tabela 9. 

 

Tabela 9 - Frequência de genótipos selvagem (s), mutante (mt) e misto nos 
códons 51, 59 e 108 do gene pfdhfr em amostras brasileiras dos períodos 
1980-1990 e 2000-2010 
 

Período 

51 59 108 

s mt misto s mt misto s mt 

N I N+I C R C+R S N 

1980-1990 0% 100% 0% 100% 0% 0% 0% 100% 
2000-2010 0% 81,25% 18,75% 77,40% 6,50% 16,10% 0% 100% 

 

 

Com relação aos códons 437 e 540 do gene pfdhps, foram analisadas 

96 amostras brasileiras. Considerando o período de 1980-1990, as 64 

amostras apresentaram a mutação A437G. No códon 540, 93,7% 

apresentaram a mutação K540E, 4,6% o genótipo selvagem K540 e 1,7% misto 

K+E. No período 2000-2010, a mutação A437G manteve-se presente em 100% 
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das amostras. Para o códon 540, 75% foram mutantes K540E e 25% selvagem 

K540. Estes dados são apresentados na Tabela 10. 

 

Tabela 10 - Frequência de genótipos selvagem (s) e mutante (mt) nos códons 
437 e 540 do gene pfdhps em amostras brasileiras dos períodos 1980-1990 e 
2000-2010 
 

Período 

437 540 

s mt s mt 

A G K E 

1980-1990 0% 100% 4,60% 95,40% 
2000-2010 0% 100% 25% 75% 

 

 

Com relação às amostras dos outros países sul-americanos todas 

apresentaram o genótipo selvagem nas posições 51 e 59 de pfdhfr, exceto uma 

amostra da Guiana Francesa que apresentou genótipo misto I+N na posição 51 

e uma amostra da Guiana que apresentou genótipo misto C+R na posição 59. 

Todos os isolados apresentaram o mutante 108N. Na análise do gene pfdhps 

todas as amostras apresentaram os mutante 437G e 540E, exceto uma 

amostra em que não foi possível a amplificação na posição 437. 

O isolado do Haiti apresentou genótipo misto I+N na posição 51 e 

selvagem nas posições 59 e 108 de pfdhfr. Com relação ao gene pfdhps, 

apresentou alelos selvagens nas duas posições: 437 e 540. 

Com relação às amostras da Indonésia, o isolado da década de 1980 

apresentou genótipo selvagem em todas as posições de pfdhfr. No gene 

pfdhps continha o alelo mutante para o códon 437 e selvagem para 540. O 

isolado da década de 2010 apresentou genótipo misto I+N na posição 51 de 
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pfdhfr e selvagem nas posições 59 e 108. No gene pfdhps este isolado 

apresentou genótipo mutante no códon 437 e selvagem no códon 540. 

Adicionalmente, foi analisada a ocorrência de quíntuplas mutações nas 

posições 51, 59 e 108 de pfdhfr e 437 e 540 de pfdhps, considerado um 

marcador de resistência à combina SP. Nas amostras brasileiras do período 

1980-1990, o quíntuplo mutante não foi encontrado, 95,3% das amostras 

apresentaram mutação quádrupla (ICNGE) e 4,7% mutação tripla (ICNGK). No 

período 2000-2010, foi detectada mutação quíntupla IRNGE em 12,9% das 

amostras e quádrupla em 61,3% (ICNGE) e 9,7% (IRNGK). Também foram 

detectadas mutações triplas (ICNGK) em 16,1% das amostras (Figura 20).  

 

 

 

 
Figura 20 - Distribuição das frequências de mutações quíntupla (IRNGE), 
quádruplas (ICNGE e IRNGK) e tripla (ICNGK) nos genes pfdhfr e pfdhps, em 
isolados brasileiros de Plasmodium falciparum em dois diferentes períodos 

 

Nas amostras africanas o quíntuplo mutante IRNGE foi observado em 

9,1% das amostras. O quádruplo mutante IRNGK foi detectado em 31,8% e o 

ICNGE em 4,5%. Três combinações de mutação tripla foram observadas: 
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ICNGK (36,4%), IRNAK (13,7%) e NRNGK (4,5%). Estes resultados são 

apresentados na Figura 21. 

 

 

 

Figura 21 - Distribuição das frequências de mutações quíntupla (IRNGE), 
quádruplas (IRNGK e ICNGE) e triplas (ICNGK, IRNAK e NRNGK) nos genes 
pfdhfr e pfdhps, em isolados africanos de Plasmodium falciparum coletados no 
período de 2000 a 2011 

 

4.4. pfATPAase6 – CÓDON 769 

No total, 118 amostras foram ensaiadas para verificação de polimorfismo 

no códon 769, conforme protocolo descrito anteriormente. Nenhuma amostra 

apresentou a mutação S769N, como exemplificado na Figura 22. Como 

controle positivo para o polimorfismo foi utilizada uma amostra pós-PCR não 

submetida à incubação para restrição com BspTI, visto que o mutante não 

apresenta sítio de reconhecimento da enzima. 
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Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose, de amostras de P. falciparum 
submetidas à PCR-RFLP para análise de polimorfismo no códon 769 do gene 
pfATPase6. K+, amostra não digerida; M, ladder 100pb. 

 

5. NÚMERO DE CÓPIAS DE pfmdr1 

Foram analisados 98 isolados provenientes de países da América do 

Sul. Na década de 1980, 56.5% continham uma cópia do gene pfmdr1, em 

1990 66,5%, em 2000 25% e em 2010 60%. Com relação aos isolados 

africanos, em 1990 somente uma amostra foi analisada e continha um cópia do 

gene. Amostras com uma cópia das décadas de 2000 e 2010 representam, 

respectivamente, 58% e 75%. A amostra proveniente do Haiti continha uma 

cópia do gene e as duas amostras da Indonésia apresentaram duas cópias.  

 

 

6. FENOTIPAGEM POR MICROTESTES IN VITRO 

Foram realizados testes de sensibilidade in vitro em 21 amostras de P. 

falciparum para a cloroquina, 19 para o quinino e 22 para a mefloquina. Todos 

       M          K+          R5         R28        R32        R83        PF        P29            

  Fragmentos com sítio de restrição para BspI: 250 pb + 22pb (selvagem – Ser) 

  Fragmento sem sítio de restrição para BspI: 272pb (mutante – Asn) 

400 pb 
 

300 pb 
 

200 pb 
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os isolados testados para a cloroquina mostraram fenótipo resistente com CMI 

≥ 80 nM. Com relação aos isolados testados para o quinino, apenas uma 

(5,2%) mostrou resposta resistente com CMI ≥ 2560 nM. Nos testes realizados 

com mefloquina, 27,3% dos isolados apresentaram fenótipo resistente com 

CMI ≥ 160 nM. 

  

7. RESPOSTA IN VITRO À CLOROQUINA VERSUS ANÁLISE MOLECULAR DE pfcrt 

A análise molecular de todos os isolados resistentes in vitro à cloroquina 

demonstrou que 100% albergavam a mutação K76T no gene pfcrt. 

 

8. RESPOSTA IN VITRO AO QUININO E À MEFLOQUINA VERSUS ANÁLISE 

MOLECULAR DE pfmdr1  

Foram testadas 19 amostras para avaliação da resposta in vitro ao 

quinino e apenas uma (5,2%) mostrou fenótipo resistente com CMI > 2560 nM. 

Esta amostra continha o genótipo selvagem no códon 86 e mutante no 1246. 

Por outro lado, todas as amostras sensíveis apresentaram o mesmo perfil 

molecular. Com relação aos testes de sensibilidade à mefloquina, foram 

ensaiadas 22 amostras e 27,3% apresentaram fenótipo resistentes, com CMI > 

160 nM. O genótipo selvagem no códon 86 e mutante no 1246 foram 

observados em todas as amostras resistentes. Uma amostra sensível continha 

a mutação N86Y. 
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9. RESPOSTA IN VIVO AO QUININO E À MEFLOQUINA VERSUS ANÁLISE MOLECULAR 

DE pfmdr1  

Com relação ao tratamento in vivo, 30,4% dos pacientes com 

seguimento de 28 dias ou mais apresentaram recrudescência ao quinino, 30% 

à mefloquina e 66,6% a derivados de artemisinina em monoterapia. A 

porcentagem de mutações N86Y e D1246Y encontradas nas amostras 

recrudescentes para o quinino, mefloquina e derivados de ART foi 

respectivamente: 0% e 100%, 0% e 66%, 14,3% e 85,7%.  Isolados de 

pacientes que apresentaram cura sem recrudescências nos 28 dias de 

seguimento continham as mutações N86Y e D1246Y nas seguintes 

porcentagens de 0% e 93,75% para quinino, 9% e 100% para mefloquina e 0% 

e 44% para derivados de ART. 

 

10.  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Não foram encontradas associações entre a resposta in vivo ao quinino 

e mutações nos códons 86 e 1246 do gene pfmdr1 (p=1,000) e número de 

cópias deste gene (p=0,657). Também não foi encontrada associação entre a 

resposta in vivo à mefloquina e mutações nos códons 86 (p=1,000), 1246 

(p=0,214) e número de cópias (p=1,000). Da mesma forma, mutações nos 

códons 86 e 1246 e variações no número de cópias não foram associadas com 

resposta aos derivados de artemisinina com p=0,438, 0,145 e 0,615 

respectivamente. Não houve associação estatisticamente significante entre a 

resposta in vivo ao quinino e mefloquina com mutações nos códons 86 e 1246 

de pfmdr1 (p=1,000) nem entre número de cópias e resposta in vitro à 

mefloquina (p=0,3498) ou quinino (p=1,000). 
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11. SEQUENCIAMENTO DOS GENES pfATPase6 E pfAP2-µ 

Para sequenciamento do gene pfATPase6 foram selecionadas 19 

amostras: seis sensíveis ao tratamento com derivados de artemisinina, seis 

recrudescentes a este tratamento e sete provenientes de locais com alta 

pressão seletiva para desenvolvimento de resistência devido ao uso 

indiscriminado deste antimalárico. A Tabela 11 mostra polimorfismos 

encontrados nas amostras sequenciadas. O polimorfismo mais frequente 

(73,7%) nas amostras foi a substituição T  A no nucleotídeo 2694, que leva à 

mutação sinônima I898I. Este polimorfismo foi encontrado em amostras da 

América do Sul, incluindo o Brasil, África e Haiti, em isolados sensíveis e 

recrudescentes aos derivados de artemisinina. Outras mutações encontradas 

em amostras brasileiras foram: R37K, L402V, A630S e G639D. Estas amostras 

eram provenientes de pacientes que recrudesceram ao tratamento com 

derivados de artemisinina e foram coletadas em décadas anteriores à adoção 

dos ACTs no Brasil. As demais mutações observadas foram: E431K, N569K, 

G632E e H747Y. Estas mutações ocorreram em amostras sensíveis ao 

tratamento com derivados de artemisinina e provenientes de países africanos e 

do Haiti. 

Para o sequenciamento do gene pfAP2-µ foram selecionadas 19 

amostras: cinco sensíveis ao tratamento com derivados de artemisinina, seis 

recrudescentes a este tratamento, quatro provenientes de locais com alta 

pressão seletiva para desenvolvimento de resistência devido ao uso 

indiscriminado deste antimalárico, uma amostra que respondeu ao tratamento 

com mefloquina e uma ao quinino e duas amostras recrudescentes à 

mefloquina. O SNP de maior frequência (47,4%) foi G  T no nucleotídeo 381, 
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que resulta na mutação sinônima V127V, não ocorrendo mudança no 

aminoácido. Outro SNP que resulta em mutação sinônima observado em 

somente uma amostra foi T  G no nucleotídeo 1434, que resulta em S478S. 

Duas amostras sensíveis ao tratamento in vivo com derivados de artemisinina 

apresentaram deleção de uma asparagina a partir do códon 234. Uma amostra 

apresentou deleção de duas asparaginas a partir do códon 234. Duas amostras 

apresentaram uma inserção de duas asparaginas no códon 234. Uma amostra 

apresentou inserção de uma asparagina no códon 234. Uma amostra, 

recrudescente a derivados de artemisinina, apresentou a mutação W250R. 

Uma amostra apresentou a mutação D3Y. A Tabela 12 mostra os 

polimorfismos encontrados nas amostras submetidas ao sequenciamento.
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Tabela 11 - Polimorfismos observados nas amostras em que foi realizado o sequenciamento do gene pfATPase6, resposta in 
vivo, origem e década de coleta das amostras. Em verde, amostras de pacientes que apresentaram recrudescência ao 
tratamento com derivados de artemisinina; em vermelho, amostras de pacientes que responderam adequadamente ao 
tratamento; em azul, amostras provenientes de lugar com alta pressão seletiva de antimaláricos e sem acompanhamento. 
 

Amostra 
Resposta in 

vivo 
Origem Década R37K L402V E431K N569K A630S G632E G639D H747Y I898I 

R17 R ART Rondônia 1980 
    

X 
   

X 

R26 R ATS + QN Amazônia 1980 
        

X 

R28 R ART Roraima 1980 
 

X 
       R32 R ATS + MF Pará 1990 

        
X 

R59 R ART Mato Grosso 1990 
 

X 
      

X 

R85 R ATS + CLIND Pará 1990 X 
     

X 
  R63 S ATS Mato Grosso 1990 

        
X 

R71 S ART Nigéria 2000 
  

X X 
    

X 

R72 S ART Serra Leoa 2000 
 

X 
       R74 S ART  Malawi 2000 

       
X X 

R86 S ART Rondônia 2000 
        

X 

R73 S ATS Haiti 2010 
     

X 
  

X 

P1 Ø Pará 2010 
        

X 

P5 Ø Guiana Francesa 2010 
      

X 
  P9 Ø Guiana  2010 

        
X 

P10 Ø Guiana 2010 
        

X 

P26 Ø Guiana Francesa 2010 
        

X 

P27 Ø Guiana  2010 X 
     

X 
  P33 Ø Suriname 2010                 X 
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Tabela 12 - Polimorfismos observados nas amostras em que foi realizado o sequenciamento do gene pfAP2-µ, resposta in vivo, 

origem e década de coleta das amostras. Em verde, amostras de pacientes que apresentaram recrudescência ao tratamento 

com derivados de artemisinina; em vermelho, amostras de pacientes que responderam adequadamente ao tratamento; em azul, 

amostras provenientes de lugar com alta pressão seletiva de antimaláricos; em amarelo, amostras de pacientes que 

recrudesceram ao tratamento com mefloquina; em cinza, amostras de pacientes que responderam adequadamente ao 

tratamento com mefloquina e quinino. 

 

Amostra 
Resposta in 
vivo 

Origem Década D3Y V127V 
Inserção 234 

 +N 
Inserção 234 

+NN 
Deleção 234 

-NN 
Deleção 234     

-N 
W250R S478S 

R17 R ART Rondônia 1980 
 

X 
      R26 R ATS + QN Amazônia 1980 

 
X 

      R28 R ART Roraima 1980 
 

X 
    

X 
 R32 R ATS + MF Pará 1990 

 
X 

      R59 R ART Mato Grosso 1990 
        R85 R ATS+CLIND Pará 1990 
        R63 S ATS Mato Grosso 1900 
 

X 
      R71 S ART Nigéria 2000 

        R72 S ART Serra Leoa 2000 
     

X 
  R73 S ATS Haiti 2010 

        P6s S ART Indonésia 2010 
     

X 
  P1 Ø Pará 2010 

 
X 

      P9 Ø Guiana  2010 
    

X 
   P27 Ø Guiana  2010 

   
X 

    P33 Ø Suriname 2010 
 

X 
      R5 R MF Rondônia 1980 

 
X 

      R78 R MF Moçambique 2000 
  

X 
    

X 

R25 S MF Rondônia 1980 X 
  

X 
    R60 S QN Mato Grosso 1990   X             
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1. ANÁLISE DO GENE pfcrt E RESPOSTA IN VITRO À CLOROQUINA 

Neste estudo, a análise do gene pfcrt mostrou que todas as amostras da 

América do Sul continham a mutação K76T, fortemente associada à resistência 

à cloroquina por diversos autores. Em estudo realizado na Colômbia, Restrepo 

et al. (2008) analisaram códon do gene pfcrt através de PCR-RFLP e 

observaram a presença da mutação K76T em todas as amostras. Outra 

investigação, realizada em amostras da Guiana Francesa, mostrou fixação do 

haplótipo resistente de pfcrt SMNVT, que inclui a mutação K76T (LEGRAND et 

al., 2012). Apesar do pouco número de amostras estudas, Gbotosho et al. 

(2012) também observaram o haplótipo SMNVT em todas as amostras 

brasileiras analisadas. Adhin et al. (2013) observaram prevalência de 100% de 

K76T em amostras coletadas no Suriname em uma coorte baseline em 2005 e 

também em amostras coletadas em 2010. A avaliação de mutações no gene 

pfcrt é essencial para o monitoramento de mudanças no perfil molecular que 

podem levar à reversão da resistência à cloroquina após a retirada da droga, 

como ocorreu no Malaui. Neste país, a ausência de pressão da droga levou ao 

retorno de genótipos sensíveis à cloroquina na população parasitária (LAUFER 

et al., 2010). Fenômeno semelhante foi relatado no Quênia com reversão 

substancial do fenótipo selvagem/sensível de P. falciparum (MANG’ERA et al., 

2012). Com relação às amostras provenientes de países africanos, os 

resultados deste estudo confirmam esta tendência, visto que isolados do 

Malaui, Moçambique, Serra Leoa e Gana apresentaram o genótipo selvagem 

K76. Isolados de Angola e da Costa do Marfim apresentaram infecções mistas 

K+T e mutantes. Na África, P. falciparum representa a maioria das infecções de 

malária em humanos e a retirada da cloroquina após introdução de ACTs 
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descontinuou a pressão seletiva no parasito. Entretanto, não é esperado que a 

reversão do genótipo e de sensibilidade ocorra em países da América do Sul, 

visto que a prevalência de outras espécies de Plasmodium, com P. vivax, é alta 

nesta região, levando ao uso ininterrupto da cloroquina. Dessa forma, a 

pressão seletiva é contínua, resultando na fixação da mutação. Além disso, é 

importante considerar que a cloroquina é amplamente utilizada para o 

tratamento de doenças reumáticas e lúpus eritematoso, aumentando a pressão 

da droga no genoma de P. falciparum (RASTER et al., 2011). Embora apenas 

uma amostra do Haiti tenha sido estudada, o resultado encontrado concorda 

com trabalho de Elbadry et al. (2013) que observaram ocorrência somente do 

haplótipo selvagem CVMNK em isolados deste país. 

Com relação aos isolados brasileiros, considerando que a análise de 

pfcrt mostrou a presença da mutação em todos os isolados testados in vitro 

para cloroquina coletados em número representativo de estados da região 

Amazônica, podemos concluir que este marcador molecular é uma ferramenta 

adequada para caracterização de parasitos resistente à cloroquina. 

Com relação ao genótipo mutante encontrado em todos os isolados 

brasileiros, resultados similares foram reportados por Vieira e colaboradores 

(2004) e por Viana e colaboradores (2006). Estudo realizado com amostras de 

Rondônia e Pará sugeriu que o encontro de um haplótipo sensível à cloroquina 

pudesse estar relacionado com reversão da resistência a este antimalárico 

(GAMA et al., 2009). Embora esta 4-aminoquinoleína tenha sido substituída por 

outros esquemas terapêuticos para P. falciparum na segunda metade da 

década de 80, continua a ser preconizada para o tratamento de P. vivax no 

Brasil, que responde por 87% das espécies diagnosticadas. Este fato pode ter 



83 

 

contribuído para que esta mutação tenha se fixado no genoma parasitário pela 

pressão exercida com a continuidade do uso deste antimalárico para P. vivax. 

Nossos resultados apontam para esta última hipótese, visto que isolados 

coletados em período recente apresentaram o genótipo K76T, marcador 

molecular para resistência à cloroquina.  

 

2. ANÁLISE DO GENE pfmdr1 E RESPOSTAS IN VITRO E IN VIVO AO QUININO E À 

MEFLOQUINA 

A dispersão da resistência à cloroquina no Sudeste Asiático, América do 

Sul e África contribuiu para o aumento de óbitos devido à malária na década de 

1980 (TRAPE, 2001). Adicionalmente, o surgimento da resistência à SP e à 

mefloquina ou quinino em monoterapia, levou à mudança da primeira linha de 

tratamento para as ACTs em todo o mundo (EGAN e KASCHULA, 2007) com 

associação dos derivados de artemisinina com mefloquina ou lumefantrina. O 

gene pfmdr1 parece estar envolvido com a resposta à cloroquina, mefloquina e 

artemisininas: de acordo com Duraisingh et al. (2000), estudo com amostras de 

Gambia revelaram que o mutante 86Y estava associado com aumento da 

resistência à cloroquina e ao quinino e aumento da sensibilidade à mefloquina 

e artemisininas. Por outro lado, Rason et al. (2007) não encontraram 

associação entre a resposta à cloroquina ou quinino e a mutação N86Y em 

isolados do Madagascar. De fato, o papel de pfmdr1 na resposta aos 

antimaláricos é controverso: Bustamante et a.l (2012) encontraram um 

aumento de CI50 para o artemeter em isolados da Nigéria com a mutação 

N86Y. A amplificação de pfmdr1, com aumento na expressão do transportador 

de membrana no vacúolo digestivo, parece estar associado com diminuição à 



84 

 

susceptibilidade à mefloquina (PRICE et al., 2004) e lumefantrina (PRICE et al., 

2006). 

Neste trabalho, o genótipo pfmdr1 N86 foi detectado em quase todas as 

amostras das décadas de 1980, 1990 e 2000. Estes resultados concordam com 

Adhin et al. (2013), que não encontraram parasitos mutantes neste códon em 

uma coorte de 2005 e de 2010 no Suriname. Resultado semelhante foi 

reportado por Bacon et al. (2009) em amostras do Peru de dois períodos 

diferentes (1999 e 2006 a 2007) com todos os isolados mostrando o genótipo 

selvagem N86. O trabalho de Griffing et al. (2010) concorda com a prevalência 

de N86 em países americanos. No nosso estudo, embora não tenha sido 

observada a associação entre a mutação N86Y e falha na resposta terapêutica 

in vivo aos derivados de artemisinina, é importante notar que a substituição de 

asparagina por tirosina na posição 86 ocorreu em amostras resistentes a este 

tratamento, mas não em isolados resistentes ao quinino e à mefloquina. Ainda, 

o mutante 86Y foi detectado na última década em 28,6% das amostras 

brasileiras, todas coletadas no estado do Pará. Além disso, 43% dos isolados 

da Guiana, país que faz fronteira com o Brasil, apresentaram o mutante 86Y. 

Considerando a introdução das ACTs na metade da década de 2000, podemos 

sugerir que o surgimento desta mutação pode estar relacionado à pressão 

exercida pelos derivados de artemisinina no genoma de P. falciparum. 

Todas as amostras de países sulamericanos continham a mutação 

D1246Y em pfmdr1 em todas as décadas estudadas. Estes resultados 

concordam com outros estudos realizados na América do Sul em que a análise 

deste códon revelou somente parasitos mutantes (ADHIN et al., 2013; GRIFFING 

et al., 2010). Por outro lado, Bacon et al. (2009a) detectaram o genótipo 
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selvagem em número significativo de amostras do Peru. Com relação aos 

isolados de países africanos, exceto um proveniente do Malaui, todos 

continham o genótipo selvagem D1246. A prevalência do genótipo selvagem 

também foi observada em Gana, onde o haplótipo N86F184-D1246 teve 

significante aumento após introdução das ACTs (DUAH et al., 2013). Este 

haplótipo parece ser selecionado pela combinação artemeter-lumefantrina. 

Estes resultados podem ser explicados pelo diferentes níveis de endemicidade 

entre América do Sul e a África, onde P. falciparum é a espécie mais 

prevalente e, portanto, submetida à alta pressão pelas ACTs. 

Não foi encontrada associação estatisticamente significante entre as 

mutações nos códons 86 e 1246 nem número de cópias em pfmdr1 com as 

respostas in vivo ou in vitro ao quinino e à mefloquina ou resposta in vivo aos 

derivados de artemisinina. Entretanto, a literatura apresenta resultados 

controversos quanto ao papel de pfmdr1 na resposta aos antimaláricos em 

diferentes regiões geográficas. A mutação 86Y foi associada com resistência 

ao quinino e aumento da susceptibilidade à mefloquina e ao artesunato em 

Gambia (DURAISINGH et al., 2000), em desacordo com Phompradit et al. (2011), 

que associaram esta mutação a um aumento na sensibilidade ao quinino em 

isolados da fronteira Thai-Mianmar. A sensibilidade ao quinino não foi 

associada à amplificação no número de cópias de pfmdr1 por Anderson et al. 

(2005). Diferentemente, Sidhu et al. (2006) enfatizaram que o número de 

cópias de pfmdr1 está relacionado à resposta de P. falciparum ao quinino. 

Com relação à genotipagem de pfmdr1, nossos resultados mostram a 

necessidade de contínuo monitoramento, visto que foi detectado o surgimento 

da mutação N86Y em região com alta taxa de migração entre países vizinhos 
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em que P. falciparum é prevalente. Este fato resulta em alto nível de pressão 

das ACTs na população parasitária, contribuindo para seleção de parasitos.  

 

3. ANÁLISE DOS GENES pfdhfr E pfdhps 

Os resultados da análise do gene pfdhfr em amostras de países sul 

americanos neste estudo revelaram ausência do mutante 59R, exceto em uma 

amostra da Guiana, que apresentou genótipo misto C+R. Foi observada alta 

frequência de isolados mutantes nas posições 51 e 108. Com relação ao gene 

pfhdps também foi observada alta frequência de mutantes nos códons 437 e 

540 nas amostras da América do Sul. Estes resultados concordam com relatos 

anteriores que não encontraram o mutante 59R em amostras do Peru (BACON 

et al., 2009b) e da Colômbia (HERNÁNDEZ et al., 2013). Por outro lado, nas 

amostras africanas o mutante 59R estava presente em 45,4% das amostras em 

três haplótipos distintos e o selvagem K540 foi observado na maioria das 

amostras em quatro haplótipos diferentes. Estudo realizado em Gana também 

relata alta frequência do mutante 59R e do selvagem K540, com significante 

presença de triplo (IRN) e quádruplo (IRNG) mutantes (DUAH et al., 2012). 

Estudo realizado por Plowe et al. (1997) também mostrou diferentes haplótipos 

em amostras da América do Sul e da África, com uma menor prevalência da 

mutação 59R em isolados da Bolívia em relação aos africanos. Em contraste 

com o presente estudo, o códon selvagem K540 foi encontrado em todos os 

haplótipos de amostras coletadas na Colômbia. Este trabalho relatou uma 

frequência de 35% do haplótipo selvagem em amostras coletadas na localidade 

de Tumaco, na Colômbia, e sugere que uma redução significante na frequência 

de mutações possa ocorrer nos próximos anos neste local (HERNÁNDEZ et al., 
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2013). No Brasil, o tratamento com SP foi retirado na década de 1980. No 

presente estudo, observou-se o surgimento do alelo selvagem para o códon 51 

de pfdhfr em amostras coletadas a partir da década de 2000, assim como um 

aumento do alelo selvagem para o códon 540 de pfhps. Estudo realizado na 

Venezuela após oito anos da retirada do tratamento com SP mostrou que as 

mutações relacionadas à resistência à SP estavam fixadas na população, 

sugerindo que em locais com baixo fluxo gênico, a fixação de parasitos 

resistentes é estável mesmo após retirada da pressão seletiva exercida pelo 

tratamento (MCCOLLUM et al., 2007). No Peru, em estudo realizado após quatro 

anos da retirada do tratamento com SP, houve uma redução significativa de 

47% para 16,9% do haplótipo mutante em pfdhfr, assim como no gene pfdhps, 

em que 83,8% dos isolados contrinham alelos selvagens. Diferentemente do 

quadro reportado para a Venezuela, estes autores acreditam que no Peru, os 

alelos mutantes não tenham se fixado e, portanto, são substituídos por alelos 

selvagens ainda presentes na população e que não carregam o custo 

adaptativo do mutante (ZHOU et al., 2008). No presente estudo, embora a 

diferença entre a frequência de alelos selvagens em pfdhfr e pfdhps nas 

amostras sul-americanas mais recentes em relação às amostras das décadas 

de 1980 e 1990 não seja estatisticamente significativa, o contínuo 

monitoramento destes marcadores pode indicar no futuro a reversão de 

mutações que conferem resistência à SP. 
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4. ANÁLISE DO GENE pfatpase6  

A mutação S769N não foi encontrada em nenhuma amostra neste 

estudo. Esta mutação foi associada a elevados valores de CI50 em amostras da 

Guiana Francesa (JAMBOU et al., 2005) e também foi observada em estudo 

realizado no Irã com amostras coletadas entre 2003 e 2010, em que a 

frequência desta mutação foi de 2,6% das amostras quatro anos após a 

introdução dos ACTs nesta região (ZAKERI et al., 2012). Estudo realizado com 

amostras de viajantes detectou as mutações A623E e S769N em 39% das 

amostras de oito países africanos. Observou-se aumento significativo da 

resistência in vitro ao artemeter nas amostras com mutações na pfATPase6 

(PILLAI et al., 2012). Por outro lado, trabalhos realizados em diversos países 

não observaram a presença da mutação neste códon. Na China, esta mutação 

não foi observada em nenhuma amostra coletada entre 2006 e 2007 nas 

províncias de Hainan e Yunnan (ZHANG et al, 2008). Este polimorfismo também 

não foi observado em estudos conduzidos na Tanzânia, Brasil, Niger e em 

países do Sudeste Asiático (MUGITTU et al., 2006; IBRAHIM et al., 2009; MIAO et 

al., 2013). Cui et al. (2012), utilizando linhagens selvagens e mutante para este 

códon, demonstraram que a mutação S769N não afetava a resposta dos 

parasitos ao artemeter, ao artesunato e à dihidroartemisinina. Estes resultados 

divergentes apontam para a necessidade de esclarecimento quanto ao papel 

desta mutação na resistência aos derivados de artemisinina.  

Com relação ao sequenciamento do gene pfATPase6, o polimorfismo 

encontrado com maior frequência foi o T2694A, que leva à mutação sinônima 

I898I. Este polimosrfismo foi observado em amostras provenientes do Brasill, 

Guiana, Guiana Francesa, Suriname, Haiti, Malaui e Nigéria. Esta mutação já 
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havia sido relatada anteriormente em amostras do Brasil, Guiana Francesa, 

Guiné Equatorial e Senegal (BRASIL et al., 2012; GARDNER et al., 2011). As 

outras mutações encontradas em amostras do Brasil, R37K, L402V, A630S e 

G639D, também já foram observadas anteriormente em outros trabalhos. R37K 

foi observada em amostras do Brasil (BRASIL et al., 2012) e Venezuela (TANABE 

et al., 2011); L402V foi relatada em amostras do Brasil (GAMA et al., 2010), 

Níger (MENEGON et al., 2008), Guiana Francesa, Senegal (JAMBOU et al., 2010), 

e Tailândia (MIAO et al., 2013); A630S foi observada no Brasil (GAMA et al., 

2010) e em Angola (MENEGON et al., 2008); G639D foi reportada na Venezuela 

(TANABE et al., 2011), no Brasil (JAMBOU et al., 2010) e na Tailândia (Miao et al., 

2013). Um isolado brasileiro recrudescente ao tratamento com derivados de 

artemisinina apresentou as mutações R37K e G639D. A mutação E431K, 

associada a elevados valores de CI50 em amostras do Senegal (JAMBOU et al., 

2005), não foi encontrada em isolados brasileiros, mas estava presente em 

uma amostra proveniente da Nigéria. No trabalho de ZAKERI et al. (2012) esta 

mutação foi encontrada em isolados do Irã coletados antes e após o início do 

tratamento com ACTs. Também já foi observada em isolados do Mianmar e do 

Vietnam. Adicionalmente, a amostra proveniente da Nigéria também 

apresentou a mutação N569K. Esta mutação havia sido descrito anteriormente 

em amostras do Vietnam, Tailândia (MIAO et al., 2013), Guiné Equatorial 

(JAMBOU et al., 2010) e Zanzibar (DAHLSTROM et al., 2008). Entretanto, a 

amostra que albergava estas duas mutações, E431K e N569K, apresentou 

resposta sensível in vivo ao tratamento com derivados de artemisinina. As 

mutações G632E e H747Y, observadas neste trabalho em isolados da Nigéria 

e do Malaui, respectivamente, não haviam sido relatadas anteriormente nestes 
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países. A mutação L402V foi a única compartilhada em comum por isolados da 

América do Sul e da África analisados neste estudo. 

Todos os SNPs encontrados neste estudo foram reportados por Tanabe 

et al. (2011) em trabalho conduzido com 656 sequências de pfATPase6 de 

isolados de diversas origens no mundo, que não haviam sido expostos às 

ACTs. Este trabalho demonstrou que a África era o local com maior número de 

SNPs restritos a este continente e que a América do Sul compartilhava 70% de 

SNPs com a África.  

Estes resultados concordam com o que foi observado no presente 

estudo, visto que as mutações detectadas aqui também foram observadas em 

amostras coletadas anteriormente à adoção das ACTs para tratamento de P. 

falciparum e, portanto, não surgiram devido à pressão exercida pelo 

medicamento, pois já estavam presentes na população parasitária.  

 

5. SEQUENCIAMENTO DO GENE pfap2-µ 

O gene pfAP2-µ foi associado a diversos graus de resposta aos 

derivados de artemisinina. Os resultados de sequenciamento revelaram 

frequência de 47,9% do SNP G381I que leva à mutação sinônima V127V. 

Todas as amostras que apresentaram esta mutação eram provenientes da 

América do Sul. Nenhuma amostra africana apresentou esta mutação. Estes 

resultados concordam com estudo anterior que revelou a presença deste 

polimorfismo em 87,5% dos isolados coletados no Brasil, mas não em isolados 

africanos coletados em Ruanda e em São Tomé e Príncipe, sugerindo que esta 

mutação parece ser característica de isolados brasileiros (HENRIQUES et al., 

2013). Três novas mutações foram encontradas neste estudo: duas mutações 
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não sinônimas, D3Y e W250R, e uma sinônima S478S. A mutação W250R foi 

encontrada em isolado recrudescente ao tratamento com derivados de 

artemisinina e sua implicação precisa ser investigada. Ao contrário do estudo 

de Henriques et al. (2013) que relatou maior grau de polimorfismo em amostras 

africanas do que em brasileiras, neste estudo, embora em pequena 

amostragem, isolados africanos foram menos polimórficos. As mutações 

S160N e F437L, associadas a elevados valores de CI50 em amostras de 

Ruanda, não foram encontradas em nenhum isolado neste estudo. 

A clatrina é uma proteína que atua como revestimento de vesículas. O 

gene pfAP2-µ codifica um adaptador de clatrina, que é uma subunidade do 

adaptador AP2 responsável pela endocitose. Acredita-se que a entrada da 

hemoglobina no vacúolo digestivo do parasito seja mediada por vesículas 

ligadas à membrana revestidas por clatrina. O complexo AP2 conecta proteínas 

carregadoras e lipídeos à clatrina em locais específicos da vesícula, assim 

como liga proteínas acessórias que regulam a montagem e desmontagem do 

revestimento.  Consequentemente, mutações neste adaptador podem alterar 

sua especificidade de ligação afetando o transporte de hemoglobina pelas 

vesículas revestidas com clatrina para dentro do vacúolo digestivo. Propõe-se 

que os derivados trioxanos de artemisinina acumulam-se rapidamente no 

vacúolo digestivo e são ativados por heme associado a lipídios neutros. Dentro 

do vacúolo, as vesículas de hemoglobina revestidas com clatrina são digeridas, 

liberando aminoácidos, componentes lipídicos (fosfolipídios) e heme. Os 

fosfolipídios são degradados e seus componentes são reconstituídos para 

formar lipídios neutros associados ao heme. Os autores propõem que 

mutações no gene pfAP2-µ podem prejudicar o transporte de hemoglobina para 
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dentro do vacúolo digestivo via vesículas revestidas por clatrina. Utilizando vias 

alternativas de captação de hemoglobina, o parasito pode ter acesso a 

hemoglobina sem liberar dos fosfolipídios, necessários para ativação da 

artemisinina, consequentemente modulando a resposta à ART (HENRIQUES et 

al., 2013; EDELING et al., 2004). 

Desde a metade do século XX, os antimaláricos têm desempenhado 

papel fundamental no controle da malária. Juntamente com os antipiréticos, 

estão entre os medicamentos mais utilizados na região tropical. Entretanto, seu 

uso extensivo exerceu grande pressão seletiva nos parasitos, favorecendo o 

surgimento e disseminação de resistência. Adicionalmente, o uso incorreto dos 

medicamentos, baixa aderência ao tratamento e disseminação de antimaláricos 

falsos favorece a seleção de parasitos resistentes. Acredita-se que os efeitos 

da resistência na mortalidade e morbidade sejam subestimados, mas sabe-se 

que contribuiu para o aumento da malária em todo o mundo. Diagnóstico 

precoce e tratamento de malária com antimaláricos adequados são os 

principais pilares dos programas de controle da doença. Para que seja possível 

o desenvolvimento de políticas de tratamento eficazes é crucial a capacidade 

de prever e monitorar o surgimento de resistência. O monitoramento in vivo é 

amplamente utilizado, entretanto requer uma boa logística e suporte financeiro 

para sua realização. Fatores como reinfecção, farmacocinética e imunidade do 

hospedeiro podem influenciar a interpretação dos resultados. O uso de 

marcadores moleculares e sua associação à falha terapêutica representa um 

avanço para o monitoramento da resistência. Esta abordagem pode fornecer 

dados importantes sobre a população parasitária de cada local ao caracterizar 

genotipicamente os parasitos quanto à resposta aos antimaláricos. 
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Adicionalmente, pode detectar o retorno do genótipo selvagem após a retirada 

do medicamento, como ocorreu com a cloroquina no Malaui. Desta forma, 

marcadores moleculares podem auxiliar a adoção de políticas de tratamento 

adequadas e capazes de retardar o surgimento e disseminação da resistência.  

Este estudo, com análise de marcadores relacionados à resistência a 

diversos antimaláricos em amostras coletadas ao longo de 27 anos, em que o 

parasito foi submetido à pressão de diferentes esquemas terapêuticos 

adotados no Brasil, permitiu a caracterização do perfil genético de P. falciparum 

com relação às mutações associadas à resistência. 
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 A mutação K76T em pfcrt apresentou frequência de 100% em 

amostras brasileiras ao longo das décadas estudadas. Amostras 

africanas apresentaram genótipos selvagem, mutante e misto 

para este marcador. 

 A mutação N86Y em pfmdr1 apresentou frequência de 0% nas 

três primeiras décadas e de 29,7% na década de 2010 em 

amostras de países da América do Sul. A mutação D1246Y 

esteve presente em 100% das amostras sul-americanas em todas 

as décadas analisadas e em 0% das amostras africanas. O 

selvagem D1246 foi observado em todas as amostras de países 

africanos, exceto em uma do Malaui. 

 A análise de ocorrência de mutações quíntuplas em pfdhfr e 

pfdhps revelou que: (I) a mutação quádrupla ICNGE foi a mais 

frequente em amostras brasileiras em todos os períodos 

analisados e (II) a mutação IRNGK foi a mais frequente nas 

amostras africanas.  

 Mutações no gene pfATPase6 estavam presentes em amostras 

anteriores e posteriores ao início do tratamento com ACTs no 

Brasil. 

 Foi observada associação entre a mutação K76T em pfcrt e a 

reposta in vitro resistente à cloroquina. 

 Não foi observada associação entre as respostas in vitro e in vivo 

ao quinino, mefloquina e derivados de artemisinina e mutações 

nos genes analisados. 
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