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RESUMO 

Um dos maiores desafios do controle da malária é a resistência do parasito aos 

antimaláricos. A biologia molecular tem permitido a compreensão desse fenótipo 

com o estudo de marcadores associados a ela, tais como o Polimorfismo de Base 

Única (SNP) e o Polimorfismo de Variação de Número de Cópias Gênicas (CNV). 

Alterações gênicas atribuídas ao CNV podem levar a alterações fenotípicas no 

parasito, conferindo resistência ou suscetibilidade aos antimaláricos. Sua presença 

foi relacionada com a falha terapêutica a drogas como cloroquina (CQ) e 

mefloquina (MQ) em diversas regiões do mundo. Os genes pfmdr1 e pfgch1 de P. 

falciparum e pvmdr1 de P. vivax são relacionados com resistência a diferentes 

fármacos. Entretanto, no Brasil poucos estudos caracterizaram esses genes quanto 

à presença de CNVs, sendo que sua maioria investigou a diversidade genética 

associada aos SNPs. O objetivo deste estudo foi investigar a presença de CNV nos 

genes pfmdr1 e pfgch1 de P. falciparum e pvmdr1 e pvcrt-o de P. vivax, assim 

como SNPs nos genes pfcrt e pfmdr1 de P. falciparum. O CNV foi determinado por 

qPCR utilizando sondas de hidrólise e os SNPs por PCR-RFLP. As amostras foram 

coletadas entre 2002 a 2012, em 3 diferentes estados brasileiros – Mato Grosso 

(n=31), Rondônia (n=27) e Amapá (n=10). As 31 amostras analisadas de P. 

falciparum apresentaram cópia única para pfmdr1 e pfgch1, apesar do histórico de 

resistência do parasito a vários antimaláricos utilizados ao longo do tempo no 

Brasil. Entretanto, um importante SNP em pfcrt (K76T), relacionado com resistência 

à CQ, foi identificado em todas as amostras analisadas. Nesse estudo, também 

foram analisados 38 isolados de P. vivax, sendo reportado a amplificação gênica 

em 7 (18%) amostras para pvmdr1. No sudoeste asiático altas taxas de CNV em 

pvmdr1 foram reportadas (38%), sendo relatado por um único estudo no Brasil 

(0,9% de amplificação). Um resultado importante desse estudo foi a observação, 

pela primeira vez, da amplificação de pvcrt-o. Embora estudos anteriores o 

associem com resistência e casos graves da doença, nenhum avaliou a presença 

de CNV em pvcrt-o. Este estudo é um dos primeiros a avaliar a presença de CNV 

nos genes pvmdr1, pvcrt-o e pfgch1 no Brasil, assim como estudar a distribuição de 

CNV no mundo através de uma revisão sistemática. 

Palavras-chave: malária; Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, resistência 

às drogas; variação do número de cópias gênicas 



ABSTRACT 

One of the greatest challenges on malaria control is the parasite resistance to 

antimalarials. Molecular genotyping aims to identify and to monitor genetic markers 

related to parasite resistance, as single nucleotide polymorphisms (SNP) and copy 

number variation (CNV). Genetic alterations related to CNV could lead to 

phenotypic alterations in parasite, conferring resistance or susceptibility to 

antimalarials. The presence of CNV was identified e related with therapeutic failure 

to drugs like chloroquine and mefloquine in different regions of the world. The mdr1 

and gch1 genes of P. falciparum and mdr1 of P. vivax are related with resistance, 

however in Brazil few studies have characterized these genes in relation to CNV, 

being more associated with SNPs. The objective of this project was investigate the 

presence of CNV in pfmdr1 and pfgch1 genes and pvmdr1 and pvcrt-o, as well as 

evaluate SNP on mdr1 and crt genes of P. falciparum. The CNV was estimated by 

qPCR using the TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) system 

and SNPs was assessed by RFLP-PCR. The samples comprise a period between 

2002 to 2012 from 3 different areas of Brazil – Mato Grosso (n=31), Rondônia 

(n=27) and Amapá (n=10). All 31 samples analyzed to P. falciparum showed no 

amplification to mdr1 and gch1 genes. However, an important SNP on crt gene 

(K76T), related to chloroquine resistance, was observed. Despite the resistance 

history in Brazil, in this study the CNV was not present on the P. falciparum genes. 

To the 38 P. vivax isolates, amplification was observed in 7 samples to mdr1 gene e 

1 to crt-o. The change on the therapeutic scheme could be related to the reversion 

of the genetic amplification genotype, with the withdrawal of drug with historic of 

resistance, as chloroquine. High rates of CNV are observed in Southeast Asia 

countries (reaching 38%), but in Brazil just one study reported a low rate of 

amplification (0,9%). For the first time, the presence of CNV on pvcrt-o was reported 

in Brazilian samples. Other studies have associated this gene with resistance and 

severe cases, but none evaluated the association of CNV and this outcome. This 

study is one of the first to evaluate CNV on pvmdr1, pvcrt-o and pfgch1 in Brazil, as 

well as to evaluate the CNV distribution in the world through a systematic review.  

Keywords: malaria; Plasmodium vivax; Plasmodium falciparum; drug resistance; 

copy number variation   
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1 Introdução 

1.1 Aspectos gerais da malária 

 Conhecida como a doença parasitária de maior letalidade, a malária é 

prevalente em diversas regiões tropicais e subtropicais do mundo. Segundo dados 

da Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2015 aproximadamente 3,2 bilhões 

de pessoas estavam sob o risco de infecção em 97 países e territórios (WHO, 

2015). A malária é causada por parasitos do gênero Plasmodium, sendo cinco 

espécies causadoras da doença no humano: Plasmodium falciparum, Plasmodium 

vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi, 

transmitidos pela picada da fêmea do mosquito vetor do gênero Anopheles spp. 

(WHO, 2015).  

No Brasil, as espécies endêmicas são P. vivax, P. falciparum e P. malariae, 

ocorrendo principalmente na Região da Amazônia Legal. Essa região é composta 

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

Rondônia, Roraima e Tocantins (Figura 1) (SVS/MS, 2015). Porém, um processo 

de migração de pessoas a partir região Amazônica e de outros países endêmicos 

para regiões extra-amazônicas é um dos principais fatores responsáveis pela 

ocorrência da doença também nessas áreas (Lorenz et al., 2015). 

 
Figura 1: Mapa de risco de infecção da malária por município, Brasil, 2014. Sinan/SVS/MS e Sivep-
Malária/SVS/MS 



15 
 

 
 

 Plasmodium falciparum é a espécie mais prevalente no continente Africano 

e é responsável por grande parte dos casos graves e óbitos de malária, enquanto 

P. vivax possui a maior distribuição geográfica fora deste continente (Figura 2). No 

Brasil, P. vivax é responsável por 85% dos casos notificados de malária e P. 

falciparum por 15% do número total de casos notificados em 2012 (SVS/MS, 2015). 

Embora por longo tempo tenha sido considerada uma doença benigna e, por isso, 

negligenciada, nos últimos anos o número de relatos de casos graves causados 

por P. vivax têm aumentado em diferentes áreas endêmicas no mundo, inclusive no 

Brasil (Anstey et al., 2009; Fernández-Becerra et al., 2009; Genton et al., 2008; 

Melo et al., 2014; Tjitra et al., 2008). 

 

Figura 2: Distribuição das espécies P. falciparum e P. vivax no mundo. Feachem et al., 2010. 

1.2 Ciclo biológico do Plasmodium 

 O ciclo biológico do Plasmodium inicia-se pela inoculação de esporozoítos 

na pele durante a picada do mosquito vetor (Figura 3). Recentemente foi 

descoberto que aproximadamente 50% destes esporozoítos podem permanecer na 

pele do hospedeiro (Menard et al., 2013) e cerca de 10% podem se desenvolver na 

epiderme, derme e folículos pilosos, podendo sobreviver durante semanas 

(Gueirard et al., 2010). Antes destas descobertas, pensava-se que estas formas 

atingiam os vasos sanguíneos ou linfáticos a partir do local da picada e migravam 

para o fígado. Neste órgão, ocorre uma migração através de várias células, 

processo importante para seu ciclo de vida, tornando o parasito mais apto à 
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invasão. Nesse processo, o vacúolo parasitóforo é formado, onde o parasito se 

desenvolve antes de invadirem os hepatócitos, nos quais irão se diferenciar (Mota 

et al., 2001). Após o desenvolvimento intra-hepático por esquizogonia, ocorre a 

liberação de merozoítos capazes de infectar eritrócitos maduros, ou sua forma 

jovem, o reticulócito. Esses merozoítos são liberados diretamente na corrente 

sanguínea no interior de vesículas denominadas merossomos (Sturm et al., 2006).  

 A invasão dos eritrócitos começa pelo reconhecimento e ligação dos 

merozoítos a essas células. No vacúolo parasitóforo, o parasito passa pelas fases 

de anel, trofozoíto e esquizonte. A partir dos esquizontes, novos merozoítos são 

formados e liberados com a lise dos eritrócitos, e em seguida infectando novas 

células (Bannister and Mitchell, 2003). Alguns merozoítos se diferenciam em 

gametócitos masculino e feminino, que ao serem ingeridos pelo mosquito vetor 

durante o repasto sanguíneo, se diferenciam nos gametas masculino e feminino. 

Uma vez no intestino do mosquito, o parasito passa por uma série de 

transformações, culminando no desenvolvimento dos esporozoítos, que ao 

invadirem as glândulas salivares, poderão ser inoculados em outro hospedeiro 

(Mueller et al., 2009).  

 Plasmodium vivax possui características particulares em seu ciclo de vida 

que o difere das demais espécies: (1) o aparecimento precoce de gametócitos na 

circulação sanguínea, tornando a transmissão possível antes mesmo do 

aparecimento dos sintomas clínicos (White, 2017); (2) baixas parasitemias e 

infecções assintomáticas favorecendo um grande número de reservatórios do 

parasito (Imwong et al., 2016); (3) a capacidade de desenvolver formas latentes no 

fígado, chamadas de hipnozoítos, que permanecem dormentes por intervalo de 

tempo variável e podem levar a recaídas da doença (Mueller et al., 2009); e (4) 

preferência dos merozoítos pela invasão dos reticulócitos (Galinski et al., 1992).  
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Figura 3: Ciclo de vida do Plasmodium spp. Adaptado de Mueller et al., 2009. 

1.3 Tratamento e Resistência aos antimaláricos 

 Como ainda não existe uma vacina para prevenção da malária, seu 

tratamento e profilaxia são feitos por meio de drogas antimaláricas. Entretanto, um 

dos maiores desafios no controle da doença é o desenvolvimento da resistência 

pelo Plasmodium às diferentes classes de drogas disponíveis para o tratamento 

(Figura 4). Atualmente, este é um problema em praticamente todas as áreas 

endêmicas ao redor do mundo. 

 A primeira droga antimalárica a ser usada foi a quinina (QN) durante o 

século XVIII, introduzida na Europa pelos jesuítas, tornando-se a droga de uso para 

o tratamento de doenças febris (Foley and Tilley, 1998). Posteriormente, a 

primaquina (PQ) e cloroquina (CQ) foram utilizadas nos períodos da Primeira e 

Segunda Guerra Mundiais, respectivamente. A CQ foi amplamente utilizada 

durante os anos 1950 em todo o mundo, na campanha da Erradicação da Malária 

empregada pela OMS (Hay et al., 2004).  
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A primeira menção sobre a resistência à QN surgiu em 1910 no jornal 

Memórias do Instituto Oswaldo Cruz (Neiva, 1910), enquanto a resistência à CQ 

começou a ser relatada na Ásia nos anos 1950 (Harinasuta et al., 1965). Nas 

décadas seguintes, estes relatos se estenderam ao continente Africano e 

Americano (Ambroise-Thomas and Rossignol, 1986; Moore and Lanier, 1961). Com 

a disseminação da resistência à CQ, a sulfadoxina-pirimetamina (SP) passou a ser 

utilizada como primeira linha de tratamento em diversas regiões endêmicas. 

Entretanto a resistência à essa droga foi relatada poucos anos depois de seu 

emprego (Travassos and Laufer, 2009). Nos anos 1980, a droga mefloquina (MQ) 

passou a ser utilizada para o tratamento da malária, mas semelhante às outras 

drogas, a resistência apareceu rapidamente (Severini and Menegon, 2015). O 

tratamento baseado em derivados da artemisinina (ACT), especificamente a 

combinação de MQ com artemeter (ART), começou a ser usado nos anos 1990 

(Looareesuwan et al., 1992) e teve grande impacto na redução dos casos de P. 

falciparum (Nosten et al., 2000; Price et al., 1996). Embora uma redução in vitro da 

sensibilidade à droga e um aumento na persistência da parasitemia tenham sido 

reportados na Guiana Francesa, Senegal e sudeste asiático (Das et al., 2009; 

Gama et al., 2011; Jambou et al., 2005; Phyo et al., 2012), a terapia com ACT 

continua sendo o tratamento mais efetivo para malária não grave.  

No Brasil, vários estudos já reportaram resistência de P. falciparum à CQ, 

SP, MQ, QN e amodiaquina (AQ) (De Souza, 1992; de Souza, 1983; Noronha et 

al., 2000; Zalis et al., 1998). No final da década de 1980 registraram-se níveis tão 

elevados quanto 90% e 100% de falha no tratamento com SP e CQ, 

respectivamente (De Souza, 1992; Zalis et al., 1998). Atualmente, a OMS 

preconiza a utilização do ACT para o tratamento de malária não complicada por P. 

falciparum. Até o momento, não houve registro de falha no tratamento utilizando 

estas combinações de drogas no Brasil (Gama et al., 2011). 

O primeiro relato de resistência de P. vivax à CQ surgiu no final dos anos 

1990 na Indonésia e Papua Nova Guiné (Baird et al., 1991; Rieckmann et al., 

1989). No Brasil, os primeiros casos de resistência de P. vivax à CQ e PQ foram 

descritos na década de 1990 em Manaus (Alecrim et al., 1999; Brasil et al., 1999). 

Nesta mesma região, estudos mais recentes têm reportado uma taxa de até 10% 

de falha terapêutica por CQ (de Santana Filho et al., 2007; Chehuan et al., 2013; 



19 
 

 
 

Marques et al., 2014). Por sua vez, um segundo estudo realizado fora da área de 

transmissão de malária demonstrou uma elevada taxa de resistência (24,5%) de P. 

vivax à PQ (Boulos et al., 1991). Diversos fatores dificultam o estudo molecular em 

P. vivax como a dificuldade de se estabelecer um protocolo efetivo e reprodutível 

de cultura in vitro contínuo (Gonçalves et al., 2014) e a possibilidade de recidiva 

devido aos hipnozoítos (recaída). Desta forma, define-se a recidiva devido à falha 

no tratamento (recrudescência) quando há parasitos na corrente sanguínea durante 

os primeiros 28 dias após o início do tratamento com CQ (Baird et al., 1997). Neste 

período, quando a droga está presente em níveis terapêuticos, nenhum parasito 

deve ser encontrado na corrente sanguínea. A fim de se descartar a possibilidade 

de falha terapêutica, a Organização Pan-Americana de Saúde (OPAS) recomenda 

a dosagem dentro de um período de 28 dias dos níveis plasmáticos da cloroquina e 

de seu metabólito ativo, a desetilcloroquina (OPAS). 

 
Figura 4. Esquema indicando o período aproximado de introdução das drogas antimaláricas (caixas 
em verde) e de notificação da resistência aos antimaláricos (caixas em vermelho). QNR, resistência 
à quinina; CQ, cloroquina; CQR, resistência à cloroquina; SP, sulfadoxina-pirimetamina; SPR, 
resistência à sulfadoxina-pirimetamina; MQ, mefloquina; HF, Halofantrina; MQR, resistência à 
mefloquina; HFR, resistência à Halofantrina; ACT, terapia baseada em derivados de artemisinina.   

1.4 Modo de ação das drogas antimaláricas 

Classe das quinolonas 

 Essa classe inclui os antimaláricos mais comuns: tipo 1 (as 4-

aminoquinolona cloroquina e amodiaquina) e tipo 2 (as arilaminas álcool QN, MF e 

halofantrina) (Olliaro, 2001). As drogas do tipo 1 são bases fracas, desprotonadas e 

hidrofílicas em pH neutro, enquanto as do tipo 2 são bases ainda mais fracas e 

lipossolúveis em pH neutro (Warhurst, 1987). Apesar de não totalmente 

compreendidos, alguns mecanismos de ação para estas classes são propostos. 

Alguns deles são: inibição da síntese proteica (Surolia and Padmanaban, 1991), 

inibição da síntese de ácido desoxirribonucleico (DNA) e ácido ribonucleico (RNA) 
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(Meshnick, 1990) e inibição da proteinase aspártica (Vancer Jagt et al., 1986). 

Entretanto, para que estas drogas apresentassem tais mecanismos seriam 

necessárias altas concentrações das mesmas no organismo humano. No vacúolo 

parasitóforo é realizada a degradação da hemoglobina onde o grupo heme, o qual 

é tóxico para o parasito, é convertido em um produto não tóxico chamado 

hemozoína (Jani et al., 2008). O mecanismo de ação mais aceito é a interferência 

no metabolismo do grupo heme, já demonstrada em diferentes estudos (Bray et al., 

1998; Mungthin et al., 1998), resultando na produção de compostos altamente 

tóxicos. Em pH neutro, a CQ se difunde através de diversas membranas, entretanto 

em pH ácido (por exemplo, no vacúolo digestivo) ela se torna impermeável, se 

acumulando nesta organela (Ginsburg and Geary, 1987). 

Classe dos antifolato 

Esta classe resulta na inibição das enzimas da via do folato, reduzindo a 

síntese de bases pirimidínicas, e, consequentemente, a produção de DNA. Além 

disso, os antifolatos interferem na formação dos aminoácidos serina e metionina 

(Olliaro, 2001). A droga pirimetamina afeta a atividade da enzima diidrofolato 

redutase de P. falciparum (pfdhfr), enquanto a sulfadoxina impede a atividade da 

diidropeteroato sintase (pfdhps) (Figura 5) (Severini and Menegon, 2015). O 

desenvolvimento da resistência resultou do acúmulo de polimorfismos nestes 

genes, diminuindo a afinidade das drogas pelos seus alvos e levando a altos 

índices de falha terapêutica pelo parasito in vivo na Ásia, América do sul e África 

(Heinberg and Kirkman, 2015). 
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Figura 5. Via de novo do folato de P. falciparum. GTP-ciclohidrolase é a primeira enzima desta via. 
As demais enzimas estão indicadas nas caixas pretas, seguidas de seus respectivos substratos. As 
setas vermelhas indicam os inibidores da via do folato. Adaptado de Heinberg et al., 2013. 

Classe dos derivados de artemisinina (ART) 

 Os compostos derivados de ART podem ser extratos naturais da planta 

Artemisia annua (Alesaeidi and Miraj, 2016) ou compostos sintéticos como a 

dihidroartemisinina, artesunato (AS), artemeter e arteeter (Olliaro, 2001).  Estes 

compostos conseguem reduzir maiores taxas de parasitemias por ciclo do que as 

demais classes de antimaláricos e são utilizadas para casos de malária grave e 

não complicada (White, 1997). Porém, por possuírem um tempo de meia-vida 

curto, é recomendado seu uso em combinação com drogas com tempo de meia-

vida longo para garantir sua eficácia (WHO, 2001). Seu mecanismo de ação não é 

compreendido totalmente, mas a hipótese mais aceita é que a ponte 

endoperoxídica, comum aos derivados da artemisinina, é reduzida pelo grupo 

heme ou pelo ferro iônico ou a protonação da ponte endoperoxídica levará a 

produção de radicais livres de oxigênio, levando à morte do parasito (Bray et al., 
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2005; Olliaro et al., 2001). Porém, alguns estudos mostram que somente esta ponte 

endoperoxídica não é suficiente para a atividade antimalárica (Golenser et al., 

2006; White, 2008), sendo outros mecanismos de ação também propostos, como a 

despolarização da membrana mitocondrial (Krishna et al., 2006) e inibição da 

enzima reticulo-endoplasmático Ca2+ ATPase, codificado pelo gene pfatp6 

(Eckstein-Ludwig et al., 2003). 

 1.5 Mediadores da resistência aos antimaláricos 

PfCRT – Transportador de resistência à cloroquina de Plasmodium falciparum 

Esta proteína possui 45 kDa, compreendendo 10 domínios transmembrana 

inseridos na membrana do vacúolo digestivo (Cooper et al., 2002). O vacúolo 

digestivo é alvo de diversos antimaláricos, como a CQ e QN (Figura 6) (Fitch, 

2004). Uma menor concentração de CQ é encontrada no vacúolo digestivo de 

parasitos resistentes quando comparados àqueles sensíveis. Portanto, 

aparentemente este transportador reduz a quantidade de droga localizada na 

organela (Cabrera et al., 2009). Uma vez que os polimorfismos encontrados em 

PfCRT estão associados com a redução do acúmulo de CQ, é levantada a hipótese 

de que a proteína mutada regule o acesso da CQ ao seu alvo (Bray et al., 1998). 

O PfCRT foi identificado a partir da análise de um cruzamento genético entre 

um clone resistente de P. falciparum e outro sensível à CQ. No estudo de Fidock et 

al. (2000), a presença de diversos polimorfismos (Figura 6) foi associada com o 

aumento da acidificação do vacúolo parasitóforo, refletindo uma alteração no fluxo 

de CQ ou redução de sua ligação com o grupo heme. Além disso, a comparação 

da sequência de PfCRT de isolados sensíveis e resistentes evidenciou a presença 

de tais polimorfismos nos isolados resistentes (Fidock et al., 2000).  

Posteriormente, o papel deste gene na resistência à CQ foi confirmado através de 

experimentos onde o alelo selvagem foi substituído pelo alelo mutado, conferindo o 

fenótipo de resistência (Sidhu et al., 2002). Uma substituição de treonina pela lisina 

na posição 76 parece ter importante papel na resistência à CQ, sendo conservada 

em diferentes isolados com este fenótipo. Tais resultados são consistentes tanto 

em análises in vitro, quanto em achados in vivo, permitindo que este polimorfismo 

seja um bom marcador molecular de resistência à CQ (Hyde, 2005; 

Wongsrichanalai et al., 2002). 
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Figura 6. Topologia de PfCRT. As setas pretas indicam aminoácidos polimórficos. A substituição de 
lisina para treonina na posição 76, conservada em parasitos resistentes à CQ, está indicada pela 
seta em vermelho. Os resíduos que podem ser fosforilados são indicados em verde. Adaptado de 
Sanchez et al., 2010. 

Pfmdr1 – Gene da multirresistência em Plasmodium falciparum 

 A resistência a múltiplas drogas é um fenótipo comum em células 

cancerígenas e frequentemente associada à uma proteína chamada P-

glicoproteína, codificada pelo gene mdr1 (multidrug resistance 1). A P-glicoproteína 

é um transportador da família ABC, capaz de transportar diferentes classes de 

drogas (Higgins, 2007). As similaridades entre a multirresistência das células 

cancerígenas com a resistência à CQ em P. falciparum levaram ao estudo de seu 

homólogo, a P-glicoproteína 1 (Pgh-1) (Foote et al., 1989). Esta proteína possui 

162 kDa e está localizada na membrana do vacúolo digestivo (Duraisingh and 

Cowman, 2005).  

 Polimorfismos nos aminoácidos 86, 184, 1034, 1042 e 1246 podem alterar a 

susceptibilidade in vitro a diversos antimaláricos como QN, HF, MQ e artemisinina 

(ART) (Figura 7) (Pickard et al., 2003; Reed et al., 2000; Sidhu et al., 2005). As 

substituições de asparagina para ácido aspártico na posição 1042 e asparagina 

para tirosina na posição 86 têm um papel fundamental na resistência à QN e CQ, 

respectivamente (Duraisingh and Cowman, 2005; Sidhu et al., 2005). Diversos 

estudos mostraram que a Pgh-1 funciona como uma bomba de efluxo, 

transportando substâncias do citoplasma para o vacúolo digestivo (Higgins, 2007; 

Karcz et al., 1993; Rohrbach et al., 2006; van Es et al., 1994). Desse modo, se o 

alvo de determinado antimalárico, como CQ e QN, está presente no vacúolo 
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digestivo, um menor efluxo pela Pgh-1 é vantajosa para o parasito (Fitch, 2004). De 

forma similar, se o alvo se encontra no citoplasma, o transporte destas drogas para 

um compartimento onde elas não serão prejudiciais ao parasito é igualmente 

vantajoso (Eckstein-Ludwig et al., 2003; Rubio and Cowman, 1996).  

 
Figura 7. Topologia e função de PfMDR1. (A) As setas pretas indicam posições de aminoácidos 

polimórficas (destacados em vermelho) associadas com a alteração da resposta a diferentes 

antimaláricos. NBD, domínio de ligação a nucleotídeos. (B) A Pgh-1 parece atuar como bomba de 

efluxo de diversos antimaláricos para dentro do vacúolo digestivo. Adaptado de Sanchez et al., 

2010. 

Pfgch1 – GTP-ciclohidrolase 1 de Plasmodium falciparum 

 O gene pfgch1 codifica a primeira enzima da via do folato, tendo grande 

importância na síntese de ácidos nucléicos (Dittrich et al., 2008; Kapatos et al., 

1999). As drogas antifolato têm como alvo duas enzimas desta mesma via, DHPS 

(diidropeteroato sintase) e DHFR (diidrofolato redutase), agindo como 

competidores de seu substrato, o ácido 4-aminobenzoico ou PABA. Polimorfismos 

nessas enzimas resultam em altos níveis de resistência (Peterson et al., 1988; 

Triglia and Cowman, 1994), além de reduzirem a estabilidade destas enzimas e, 

consequentemente, sua eficiência (Fohl and Roos, 2003; Sirawaraporn et al., 

1997). Dessa forma, um aumento na expressão de GTP-ciclohidrolase 1, associado 

à amplificação deste gene, agiria como um mecanismo compensatório, 

aumentando a eficiência desta via ao disponibilizar uma maior quantidade de 

enzimas, contribuindo para a manutenção destas populações resistentes aos 

antifolatos (Heinberg et al., 2013; Kidgell et al., 2006). 
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Marcadores moleculares de resistência aos antimaláricos em P. vivax 

 Diferente da compreensão sobre os mecanismos de resistência aos 

antimaláricos em P. falciparum, esse entendimento ainda é limitado para P. vivax. 

Ainda que modelos biológicos, como o de macacos do gênero Aotus, tenham 

permitido avanços na compreensão dos mecanismos de resistência desta espécie, 

a maioria dos dados disponíveis atualmente vem da investigação de genes 

ortólogos de P. falciparum (Khim et al., 2014). Entretanto, essa extrapolação pode 

não refletir o real mecanismo de resistência devido a diferenças biológicas 

intrínsecas entre estas espécies. Diversos fatores dificultam o estudo molecular em 

P. vivax como a dificuldade de estabelecer um protocolo de cultura in vitro contínuo 

(Gonçalves et al., 2014) e de diferenciar uma recrudescência devido a falha 

terapêutica de uma recaída ou nova infecção.  

 As principais evidências dos mecanismos de resistência em P. vivax são 

provenientes de experimentos com o gene pvcrt-o. Este gene foi transfectado em 

P. falciparum e Dictyoselium discoideum, onde foi observado que sua 

superexpressão era responsável por uma diminuição na susceptibilidade à CQ, 

sugerindo que PvCRT-O poderia modular o acúmulo de CQ em P. vivax (Sá et al., 

2006). Além disso, o aumento da expressão deste gene já foi relacionado com a 

resistência à CQ, porém o estudo avaliou somente o aumento na quantidade de 

RNAm (Fernández-Becerra et al., 2009).  

Outro importante gene em P. vivax que pode apresentar relação com 

resistência é o pvmdr1. Uma correlação entre resistência à CQ e polimorfismos 

neste gene já foi demonstrada em amostras da Papua Nova Guiné (Suwanarusk et 

al., 2007). Entretanto, como a resistência à CQ foi descrita frequentemente em 

isolados do parasito que não apresentavam mutação em pvmdr1 (Kim et al., 2011; 

Sá et al., 2005), tais polimorfismos não são considerados bons marcadores de 

resistência para P. vivax.   

Diante deste cenário, apesar das evidências clínicas de falha do tratamento 

in vivo, a associação entre polimorfismos nos genes pvcrt-o e pvmdr1 e resistência 

ainda não é bem estabelecida e são necessários mais estudos para sua 

compreensão (Nomura et al., 2001; Orjuela-Sanchez et al., 2009; Suwanarusk et 

al., 2007).  
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1.6 Marcadores moleculares de resistência aos antimaláricos 

Uma abordagem importante utilizada no monitoramento e estudo da 

resistência é a genotipagem de marcadores associados com este fenótipo. 

Comumente, estes marcadores são polimorfismo de base única (SNP) e variação 

no número de cópias gênicas (CNV). O SNP é o polimorfismo mais amplamente 

estudado e vários deles em genes de P. falciparum e P. vivax foram associados à 

resistência aos antimaláricos, como descrito anteriormente. Por outro lado, o 

estudo de CNVs em Plasmodium é recente, sendo a maioria em P. falciparum. Os 

CNVs são observados nos genomas de eucariotos em geral e estima-se que entre 

0,3 a 1,0% do genoma de P. falciparum difira em número de cópias gênicas entre 

isolados do parasito (Jiang et al., 2008; Kidgell et al., 2006; Ribacke et al., 2007). 

Como estes polimorfismos alteram a dosagem gênica, espera-se que o nível de 

expressão gênica e o fenótipo também sejam alterados.  

As bases moleculares da resistência aos diferentes antimaláricos não é 

totalmente compreendida, mas CNVs em diferentes genes de P. falciparum já 

foram associados à resistência, tais como no gene pfmdr1 (múltiplas drogas – QN, 

CQ, MQ e HF) e pfgch1 (SP) (Mita et al., 2009; Nair et al., 2008). O pfmdr1 está 

localizado no cromossomo 5 (Cowman et al., 1991; Foote et al., 1989) e para este 

gene, tanto SNPs quanto alterações no nível de expressão de Pgh-1 podem afetar 

o fenótipo de resistência à CQ (Barnes et al., 1992; Foote et al., 1990; Sidhu et al., 

2005). Desta forma, a redução no nível de expressão de Pgh-1 como consequência 

da diminuição do número de cópias gênicas de pfmdr1 está associada à maior 

resistência à CQ (Barnes et al., 1992). A alteração no número de cópias deste gene 

também está associada à resistência a MQ, AS, QN e HF. Porém ao contrário do 

que ocorre com a CQ, a resistência a estas drogas se deve ao aumento no número 

de cópias de pfmdr1 (Cowman et al., 1994; Peel et al., 1994; Pickard et al., 2003; 

R. Price et al., 2004).  

O gene pfgch1 está localizado no cromossomo 12 e também está associado 

ao fenótipo de resistência em P. falciparum (Bzik et al., 1987; Dittrich et al., 2008; 

Triglia and Cowman, 1994). Este gene é caracterizado por apresentar CNV, porém 

não está claro como o tratamento com os antifolatos seleciona um maior número 

de cópias de pfgch1. As duas possíveis explicações são: (1) a amplificação gênica 
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pode ser diretamente selecionada pelas drogas ou (2) a amplificação de pfgch1 

pode ter um efeito compensatório sobre a redução da eficácia das enzimas pfdhfr 

e/ou pfdhps mutadas (Kidgell et al., 2006; Nair et al., 2008). 

Para P. vivax, a principal abordagem utilizada no estudo da resistência é a 

genotipagem de pvmdr1 e pvcrt-o (Brega et al., 2005; Nomura et al., 2001).  

Até o momento, poucos estudos envolvendo amostras apenas do sudeste 

asiático investigaram a relação entre os CNVs e resistência em P. vivax, onde foi 

observada a amplificação do gene pvmdr1 (Imwong et al., 2008; Lu et al., 2011; 

Suwanarusk et al., 2008). Estes resultados são intrigantes, uma vez que em P. 

falciparum o aumento do número de cópias gênicas de pfmdr1 está associado a 

maior resistência a drogas como MQ, AR, QN e HF. Porém estas drogas não são 

as comumente utilizadas no tratamento da malária por P. vivax nas regiões 

estudadas. Uma possível explicação dada por Suwanarusk et al. (2008) para o 

aumento do número de cópias de pvmdr1 em isolados da Tailândia é que o 

diagnóstico frequentemente errado das infecções por P. vivax resulta na 

quimioterapia com drogas utilizadas no tratamento de infecção por P. falciparum, 

como a MQ. 

Em relação ao gene pvcrt-o, estudos sugerem uma associação entre 

gravidade clínica e aumento da expressão deste gene (Fernández-Becerra et al., 

2009; Melo et al., 2014), assim como para o gene pvmdr1 (Melo et al., 2014). 

Entretanto, nestes estudos não foi avaliado se o aumento observado na expressão 

destes genes correlacionava-se com o aumento no número de cópias gênicas. 

Como já foi evidenciada uma associação entre malária grave e a presença de 

isolados de P. vivax resistente a drogas antimaláricas (Melo et al., 2014; Tjitra et 

al., 2008), os estudos de Fernández-Becerra et al. (2009) e Melo et al. (2014) 

podem indicar uma associação entre resistência e amplificação de pvcrt-o e 

pvmdr1. 
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2 Justificativa 

 Muitas questões permanecem pouco esclarecidos sobre as bases genéticas 

da resistência em P. falciparum e P. vivax. A maioria dos estudos busca 

estabelecer associações entre polimorfismos de base única e a resistência aos 

antimaláricos. Entretanto, é evidente que outros mecanismos também estão 

envolvidos na resistência do Plasmodium. O papel do CNV tem sido avaliado nos 

últimos anos em diferentes países, indicando a importância deste polimorfismo no 

fenótipo de resistência do parasito. Entretanto, no Brasil as informações sobre a 

presença e distribuição do CNV se limitam a poucos estudos, tornando necessária 

a realização de uma investigação que abranja outros genes relacionados à 

resistência, assim como um maior número de isolados que representem diferentes 

populações do parasito. Assim, esse estudo tem como objetivo definir o perfil 

genético dos isolados de P. falciparum e P. vivax de diferentes regiões da 

Amazônia brasileira, fornecendo uma linha de base para o monitoramento 

molecular da resistência aos antimaláricos na região da Amazônia brasileira. De 

importância, este estudo foi o primeiro a avaliar a presença de CNV em genes 

relacionados com resistência aos antimaláricos (pfgch1 e pvcrt-o) no país. 

Paralelamente, este trabalho teve como objetivo mapear o CNV ao redor do mundo 

por meio de uma revisão sistemática, a fim de entender sua presença em 

diferentes áreas endêmicas.  

3 Objetivos  

 Avaliar a variabilidade no número de cópias em genes associados à 

resistência aos antimaláricos em isolados de P. falciparum e P. vivax da região 

amazônica brasileira. 

3.1 Objetivos específicos 

Investigar a presença da variação do número de cópias nos genes pfmdr1 e pfgch-

1 de P. falciparum e pvmdr1 e pvcrt-o de P. vivax. 

Genotipar os polimorfismos de base única nos genes pfcrt e pfmdr1 de P. 

falciparum. 



29 
 

 
 

Realizar uma revisão sistemática acerca da distribuição nos vários países do 

mundo de CNV nos genes pfmdr1 e pfgch-1 de P. falciparum e pvmdr1 e pvcrt-o de 

P. vivax. 

4 Metodologia 

4.1 Pacientes e obtenção de amostras 

 Cento e doze amostras de sangue de pacientes infectados pelo P. vivax ou 

P. falciparum de três diferentes estados brasileiros (65 de Mato Grosso, 37 de 

Rondônia e 10 do Amapá) foram incluídas neste estudo (Tabela 1). A confirmação 

da infecção de Plasmodium spp. foi baseada na gota espessa corada por solução 

de Giemsa, analisada por microscopistas treinados, de acordo com o manual de 

diagnóstico da malária do Ministério da Saúde Brasileiro (Ministério da Saúde, 

2010). As amostras de DNA foram extraídas do sangue periférico coletados em 

tubos contendo EDTA utilizando o sistema QIAamp DNA (QIAGEN, Chatsworth, 

CA, USA). As coletas foram realizadas entre agosto de 2002 e maio de 2012 pelo 

nosso grupo de pesquisa ou pelo colaborador Dr. Cor Jesus Fontes (Universidade 

Federal de Mato Grosso/ MT). 

Tabela 1. Característica dos pacientes incluídos no estudo.  

Região (N)
1
 Período Gênero (masculino, %) 

Média de Idade, anos 

(intervalo
2
) 

P. falciparum 

Amapá (10) 2004 70 35 (11-62) 

Rondônia (4) 2008 75 41 (31-52) 

Mato Grosso (17) 2002-2012 82 37 (15-64) 

P. vivax 

Rondônia (23) 2008 74 36 (12-60) 

Mato Grosso (14) 2005-2012 86 34 (10-54) 
1 
Estado da coleta da amostra e número de isolados analisados. 

2 
Intervalo, mínimo e máximo. 

4.2 Estimativa do número de cópias dos genes de Plasmodium spp. 

 O CNV em genes de Plasmodium foi determinado pela Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR) em Tempo Real usando sondas de hidrólise e iniciadores 

específicos para cada gene. Sondas e iniciadores descritos na literatura foram 

usados para amplificação do gene pfmdr1 e pftubulin (R. Price et al., 2004), pfgch1 
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(Nair et al., 2008) e pvmdr1 e pvtubulin (Imwong et al., 2008). Os iniciadores e 

sonda do gene pvcrt-o foram desenhados para este estudo (Tabela 2).  

Tabela 2. Sequência dos iniciadores e sonda utilizados neste estudo. 

Gene   Sequência 

pfmdr1 
(R. N. Price et al., 2004) 

Iniciador senso 5' - TGC ATC TAT AAA ACG ATC AGA CAA A 

Iniciador anti-senso 5' - TCG TGT GTT CCA TGT GAC TGT 

Sonda 5' - TTT AAT AAC CCT GAT CGA AAT GGA ACC TTT G 

pfgch1 
(Nair et al., 2008) 

Iniciador senso 5' - CCT TTT GAA GGT ACA TGT GAT ATT GAG T 

Iniciador anti-senso 5' - GCG TTA CAA ATA TCG TTA GTT AAA TCT TCT 

Sonda 5' - CTT GAA AAT TTA GAT AAC CCG A 

Pftubulin 
(R. N. Price et al., 2004) 

Iniciador senso 5' - TGA TGT GCG CAA GTG ATC C 

Iniciador anti-senso 5' - TCC TTT GTG GAC ATT CTT CCT C 

Sonda 5' - TAG CAC ATG CCG TTA AAT ATC TTC CAT GTC T 

pvcrt-o 

Iniciador senso 5´- AAC GCA GGA GGA GAA TTC CA  

Iniciador anti-senso 5´- GGG TCG CCA AAT CCT ACA ATC  

Sonda 5´- TGT TTA ACC TCG TGT TGA TTG CCT CGC  

pvmdr1 
(Imwong et al., 2008) 

Iniciador senso 5' - CAG CCT GAA AGA TTT AGA AGC CTT  

Iniciador anti-senso 5' - CGG CTG TTG GAA TCA CTT TGA 

Sonda 5' - CGG AGG AGT CGA ACG AAG ATG GTT TTT CTT 

Pvtubulin 
(Imwong et al., 2008) 

Iniciador senso 5' - TCG CTT AAC GAC GTC CCC 

Iniciador anti-senso 5' - TGG AAT GTC ACA AAC GCT GG 

Sonda 5' - TTC CGC TTC CCC CTC CAC AGG 

 

As reações de amplificação foram realizadas em um volume total de 10 µL 

na presença de 5 µL de Taqman® Universal PCR Master MIX 2x (Applied 

Biosystems, AB, Foster City, CA, USA), 1 µL de DNA (~100-200 ng), 900 nM 

(pfmdr1, pfgch1 e pvmdr1) ou 300 nM (pftubulin, pvtubulin e pvcrt-o) para os 

iniciadores senso, 900 nM dos iniciadores anti-senso para todos os genes, e 200 

nM (pfmdr1, pfgch1, pvmdr1 e pvcrt-o) ou 250 nM (pftubulin e pvtubulin) para as 

sondas. Os parâmetros de ciclagem para a PCR foram as seguintes: desnaturação 

inicial a 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 

°C.  A PCR foi realizada em triplicada no sistema Applied Biosystems Viia7 real-

time PCR (AB) em placas de 384 poços. O gene contendo cópia única, β-tubulina, 

foi usado como referência (normalizador) (Imwong et al., 2008; R. Price et al., 

2004) e uma amostra de campo com uma única cópia do gene alvo foi usado como 

calibrador. O método 2-∆∆ct foi usado para estimar o número de cópias dos genes 

pfmdr1, pvmdr1 e pvcrt-o em relação a o gene calibrador beta-tubulina (cópia única 

no genoma de Plasmodium). Para o gene pfgch1, uma curva de calibração foi 

usada com plasmídeos contendo o inserto do mesmo gene devido à diferença de 
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eficiência das reações de amplificação do gene alvo e do normalizador. As 

amostras foram consideradas como cópia única quando o valor estimado do 

número de cópias foi de 0,5 a 1,5, enquanto valores acima de 1,5 foram definidos 

como amplificação gênica. Somente amostras com CT - cycle threshold (definido 

como o número do ciclo da reação no qual a fluorescência gerada supera o limiar 

de fluorescência) < 32 ou desvio padrão das triplicatas < 0,3 foram consideradas 

nas análises. Cada experimento foi desenvolvido em triplicata e a amplificação 

gênica foi confirmada por três experimentos independentes. 

4.3 Detecção de Polimorfismo de Base Única nos genes pfmdr1 e pfcrt 

 PCR seguida por análise de polimorfismo de fragmentos de restrição (PCR-

RFLP) foi realizada para identificar SNPs nos códons 76 do gene pfcrt e 86 em 

pfmdr1, de acordo com o protocolo de Durand et al. (2002) e Lopes et al. (2002), 

respectivamente. De acordo com essa técnica, após a amplificação das sequências 

específicas de cada gene, o produto foi submetido à digestão com uma enzima que 

reconhece como sítio de restrição o polimorfismo na sequência a ser analisada. 

Nesse estudo, o amplicon foi submetido à digestão enzimática com ApoI (New 

England BioLabs, Ipswich, MA, USA) durante 2 horas a 50o C, seguido pela 

inativação enzimática por 2 minutos a 80o C. Os fragmentos de restrição foram 

visualizados em um gel de poliacrilamida 12% corado com prata. A cepa 3D7 de P. 

falciparum foi usada como controle (possui ambos os códons não mutados que são 

clivados em dois fragmentos para ambos os genes). 

Tabela 3. Perfil da digestão enzimática dos genes pfmdr1 e pfcrt. 

 
Amplicon (pares de bases) Produto da digestão (pares de bases) 

pfmdr1 504 255 e 249 
pfcrt 199 126 e 73 

 

4.4 Revisão sistemática da literatura 

 Uma revisão sistemática da literatura foi conduzida entre maio de 2014 e 

novembro de 2015. Uma busca avançada foi realizada usando as palavras-chave: 

plasmodium; copy number; resistance; gene; copy number resistance e gene copy, 

nos bancos de dados: Pubmed, Malaria Journal, Science Direct e CAPES. Essas 

palavras-chave foram identificadas no título, resumo e corpo do texto, de acordo 



32 
 

 
 

com o algoritmo de busca de cada banco de dados. Um critério de exclusão 

manual foi aplicado: (1) estudos com outra espécie de Plasmodium que não P. 

falciparum ou P. vivax; (2) estudos com cepas de laboratório cultivadas in vitro; (3) 

outras revisões sistemáticas; e (4) estudos com outros genes relacionados com a 

resistência aos antimaláricos que não pfmdr1, pfgch1, pvmdr1 e pvcrt-o. Todos os 

artigos duplicados e artigos de revisão foram excluídos; os estudos clínicos foram 

incluídos nesta revisão sistemática. O título, resumo e métodos de todos os 301 

artigos selecionados foram analisados para identificar aqueles que estavam de 

acordo com os critérios de inclusão. Dos artigos elegíveis os seguintes dados 

foram extraídos: autor; ano da coleta da amostra (quando disponível); país onde o 

estudo foi realizado; número amostral e frequência do CNV naquela população de 

parasitos.  

5 Resultados 

5.1 Padronização da PCR em tempo real para o gene pvcrt-o 

Para este estudo, os iniciadores e sonda para o gene pvcrt-o foram 

desenhados, uma vez que não havia outro trabalho a amplificar este gene para 

cálculo de CNV. A tabela 4 resume as concentrações utilizadas para os iniciadores 

senso e anti-senso durante a padronização. Para padronizar a sonda, foram 

utilizadas as concentrações de 150, 200 e 250 nM, de acordo com as instruções do 

fabricante.  

Tabela 4. Concentrações utilizadas para os iniciadores. 

  
Iniciador senso (nM) 

  
300 900 

Iniciador anti-senso (nM) 
300 300/300 900/300 

900 300/900 900/900 

 

 A concentração de 300/900 nM para os iniciadores demonstrou melhor 

amplificação. A melhor concentração para a sonda foi a de 200 nM, apresentando 

amplificação média no ciclo 19, com desvio padrão de 0,101.  

5.2 Estimativa de Variação de Número de Cópias em pfmdr1 e pfgch1  

 A análise da variação do número de cópias para os genes pfmdr1 e pfgch1 

(Figura 8) foi realizada com sucesso em trinta e uma amostras de pacientes 
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infectados por P. falciparum de Mato Grosso, Rondônia e Amapá. Para todos os 

isolados analisados, nenhum apresentou amplificação gênica. 

 
Figura 8. Distribuição da variação do número de cópias para os isolados de P. falciparum. (A) Perfil 
de amplificação para o gene pfdmr1 para alguns dos isolados analisados. (B) Perfil de amplificação 
gênica para pfgch1. As barras horizontais representam os valores estimados de quantificação 
mínima e máxima do número de cópias do gene obtidas dos experimentos em triplicata. Costa, 
2017. 

5.3 Análise de Polimorfismo de Base Única em pfcrt e pfmdr1 

 As amostras de P. falciparum foram genotipadas para polimorfismos em pfcrt 

(K76T) e pfmdr1 (N86Y). Vinte e sete amostras foram analisadas com sucesso (10 

de Amapá, 16 de Mato Grosso e 1 de Rondônia) para ambos os genes (Figura 9). 

Para pfcrt, todas as amostras continham o polimorfismo no códon 76 (Figura 9 A). 

Para todas as amostras analisadas, o polimorfismo no códon 86 de pfmdr1 não foi 

encontrado (Figura 9 B). 
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Figura 9. Perfil eletroforético dos genes pfcrt e pfmdr1 para isolados de P. falciparum (A) Perfil 
eletroforético do gene pfcrt. Não houve clivagem do fragmento pela ezima de restrição, indicando a 
presença do polimorfismo K76T (AAA>ACA). A banda não clivada apresenta 199 pares de bases. 
(B) Perfil eletroforético do gene pfmdr1. Houve clivagem do fragmento original em outros dois 
fragmentos de 255 e 249 pares de bases, indicando a ausência do polimorfismo no códon 86 
(AAT>TAT). Gel de poliacrilamida 12% corado com nitrato de prata. Costa, 2017. 

5.4 Variação do Número de Cópias em pvmdr1 e pvcrt-o 

 Para caracterizar o padrão de CNV dos isolados de P. vivax da região 

Amazônica Brasileira, trinta e oito amostras foram analisadas. Em Mato Grosso, 

considerando todos os períodos analisados, seis de quatorze (43%) isolados 

apresentaram múltiplas cópias do gene pvmdr1 (Figura 10). Em Rondônia, de vinte 

e três amostras analisadas, apenas uma amostra (4%) apresentou múltiplas cópias 

do gene (Figura 10 B). Para o gene pvcrt-o, apenas uma de quinze amostras (7%) 

de Mato Grosso tinha múltiplas cópias do gene (Figura 11) e nenhuma amostra de 

Rondônia mostrou amplificação (Figura 11 B). 

199pb 

249pb 

255pb 

     AAT            AAT         AAT         AAT          AAT         AAT          AAT         AAT   

 ACA     ACA      ACA     ACA     ACA    ACA    ACA     ACA   ACA    ACA   ACA 
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Figura 10. Variação do número de cópias para o gene pvmdr1 e pcvrt-o. Para o gene pvmdr1, 7 
amostras apresentaram amplificação para as regiões de Mato Grosso e Rondônia. Para o gene 
pvcrt-o, a amplificação foi observada em apenas uma amostra de Mato Grosso. 
 

5.5 Variação do Número de Cópias em Plasmodium spp.: revisão sistemática 

da literatura 

 Um total de 307 artigos foi selecionado de quatro bancos de dados e 81 

destes artigos foram incluídos na revisão sistemática, de acordo com os critérios 

estabelecidos (Tabela 3). Estudos incluindo amostras de quatro continentes 

constituíram a revisão, onde a Ásia e África foram as regiões com mais trabalhos 

selecionados (86%). A maioria dos estudos avaliou a variabilidade genética em 

isolados de P. falciparum, relacionado com o número de cópias em pfmdr1. 

Somente dois estudos analisaram o gene pfgch1. Para o gene pvmdr1, oito 

estudos foram selecionados para inclusão e nenhum para o gene pvcrt-o.  

Nas Américas e África, a amplificação de pfmdr1 é restrita a certas 

localidades (Figura 12). Assim, a maioria dos estudos nas Américas reportou 

ausência de amplificação em pfmdr1 em isolados de P. falciparum; a taxa de 

amplificação variou de 6% a 38% (Figura 12). Para alguns países como Brasil e 

Guiana Francesa foram descritos cerca de 30% de amplificação de pfmdr1 (entre 2 

a 4 cópias) nas amostras analisadas. Em contraste, na África a prevalência de 

isolados com cópia única de pfmdr1 chega a quase 100% em diferentes países, 

com exceção da Etiópia.  
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Diferente dessas regiões, os países asiáticos apresentaram uma alta taxa e 

distribuição de isolados com amplificação de pfmdr1 (Figura 12). Os estudos 

mostram que na fronteira da Tailândia-Mianmar a taxa de amplificação é maior, 

chegando a 100%. De forma geral, os países do sudeste asiático tiveram uma 

maior prevalência de isolados de P. falciparum com amplificação de pfmdr1, 

enquanto isolados do sudoeste asiático não apresentaram amplificação gênica. 

Em relação ao gene pfgch1, apenas dois estudos avaliaram a presença de 

CNV em isolados de campo. Na África, Kiwuwa et al., (2013) não detectou 

amplificação em 21 isolados analisados. Entretanto, no sudeste asiático uma 

diferença significativa nas taxas de amplificação deste gene foi reportada em 

isolados da Tailândia (72%) e Laos (2%), países que têm histórias de seleção 

contrastantes.  

Nas Américas e na África, poucos estudos avaliaram o CNV no gene 

pvmdr1, encontrando baixas taxas de amplificação (1 a 3%) (Figura 13). Na Ásia, a 

amplificação deste gene foi reportada no Camboja (4%) e principalmente na 

Tailândia (7 a 39%) (Figura 13). 

Tabela 5. Artigos elegíveis para a inclusão na revisão sistemática. 

Bando de dados Selecionados Incluídos 

Pubmed
a
 90 50 

Malaria Journal
b
 135 18 

Science Direct
c
 26 4 

CAPES
d
 50 5 

TOTAL 301 78 
a 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 

b 
https://malariajournal.biomedcentral.com/ 

c 
http://www.sciencedirect.com/ 

d 
http://www.capes.gov.br/ 
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Figura 11. Distribuição dos isolados de P. falciparum avaliados quanto à presença de CNV para o gene pfmdr1. Em vermelho, está representada a 
frequência de isolados com amplificação gênica e a área em azul se refere à frequência de isolados com uma única cópia gênica. O raio do gráfico é 
proporcional ao número de amostras analisadas. Costa et al, 2017. 
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Figura 12. Distribuição dos isolados de P. vivax avaliados quanto à presença de CNV no gene pvmdr1. Em vermelho, está representada a frequência de 
isolados com amplificação gênica e a área em azul se refere à frequência de isolados com uma única cópia gênica. O raio do gráfico é proporcional ao 
número de amostras analisadas. Costa et al, 2017. 
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6 Discussão 

 A eficácia de diversas drogas antimaláricas é limitada devido à resistência 

dos parasitos. Diversos fatores contribuem para o aparecimento e propagação da 

resistência, como polimorfismos em genes importantes para o estabelecimento 

deste fenótipo. Estes polimorfismos servem como marcadores moleculares, 

atuando como ferramentas de vigilância e monitoramento da resistência.  

Alguns genes já foram identificados e relacionados com a resistência como o 

pfmdr1 e, amplificações deste gene são relacionadas com a alteração na 

susceptibilidade e resistência a diferentes antimaláricos como CQ, MQ, QN e HF 

(Reed et al., 2000). Um aumento no número de cópias desse gene é o 

determinante mais importante de resistência à MQ e pela redução da sensibilidade 

ao AS in vitro (Cowman et al., 1994; Peel et al., 1994; R. Price et al., 2004). No 

Brasil, a resistência aos antimaláricos por P. falciparum é reportada desde 1910  

(Gama et al., 2011). Entretanto, em nosso estudo, não foi observada a amplificação 

do gene pfmdr1 em nenhuma das regiões estudadas para os trinta e um isolados 

analisados. Outro trabalho também avaliou a presença de CNV em pfmdr1 em 

amostras coletadas durante quatro décadas no Brasil (de 1984 e 2011), quando 

pacientes eram tratados com QN combinada com tetraciclina, MQ ou ACT (Inoue et 

al., 2014). Nesse período, a taxa de amplificação de pfmdr1 chegou a 42%. 

Particularmente, o uso de drogas como MQ pode ser uma das explicações para a 

alta taxa de amplificação observada. Uma notável diferença entre o presente 

estudo e o de Inoue et al. (2014) é a região e o período de coleta das amostras 

(anos 2000 no presente estudo), o que poderia levar às diferenças observadas no 

perfil de diversidade genética descrito em ambos os estudos. De acordo com isso, 

a distribuição de P. falciparum com estruturas populacionais distintas tem sido 

descritas na região da Amazônia Brasileira (Machado et al., 2004). Uma vez que os 

dados do estudo de Inoue et al. (2014) não foram demonstrados por região, 

diferenças na distribuição do CNV com nosso estudo devido ao local de infecção 

não puderam ser avaliadas. Com a ausência de amplificação aqui observada, outra 

hipótese seria a reversão do fenótipo de resistência devido à retirada das drogas, 

e, consequentemente, a pressão exercida por elas, como já reportado na África 

(Duah et al., 2013; Ngalah et al., 2015)..  
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O genoma de P. falciparum é conhecido por ser plástico (Wootton et al., 

2002), o que significa que o parasito pode passar por uma rápida e extensiva 

variação em resposta a mudanças de acordo com o ambiente que está inserido, 

também conhecido como plasticidade fenotípica (Reece et al., 2009). Em um curto 

período de tempo, essa plasticidade fenotípica pode modificar ou produzir novos 

fenótipos. Assim, esse fenômeno permite que os parasitos alterem seu fitness por 

mecanismos como a expressão gênica diferencial (Mideo and Reece, 2011). Um 

exemplo foi dado por Preechapornkul et al. (2009) em que cepas de P. falciparum 

contendo uma única cópia do gene pfmdr1 sobreviveram preferencialmente na 

ausência de MQ quando comparadas àquelas com múltiplas cópias. Assim, 

parasitos que apresentavam um menor número de cópias de pfmdr1 

provavelmente tinham uma chance de sobrevivência maior devido à demanda 

energética gerada pela Pgh-1. Essa proteína age como uma bomba de efluxo que 

transporta substratos contra seu gradiente de concentração com hidrólise de ATP 

(Hoffmann and Kroemer, 2004). A MQ foi usada no início dos anos 2000 como 

segunda linha de tratamento, e somente em 2006 o ACT foi adotado no Brasil. 

Assim, a utilização restrita da MQ e, desse modo, a baixa pressão exercida por 

essa droga pode ter colaborado para a seleção de parasitos com uma única cópia 

de pfmdr1 nas nossas amostras. 

 A resistência à SP foi relatada pela primeira vez na fronteira da Tailândia e 

Mianmar nos anos 1970 e pouco tempo depois esse fenótipo já podia ser 

observado em diversas áreas endêmicas pelo mundo (Hurwitz, 1981). Este fenótipo 

em P. falciparum está relacionado com SNPs em dois genes da via do folato, pfdhfr 

e pfdhps (Peterson et al., 1988; Triglia et al., 1997). Entretanto, polimorfismos 

nesses genes podem alterar a eficiência de seus produtos enzimáticos. O gene 

pfgch1 codifica a primeira enzima desta via e o aumento do seu número de cópias 

pode agir como um mecanismo compensatório, uma vez que está associado com 

um grande número de SNPs em pfdhfr e pfdhps (Heinberg et al., 2013; Kümpornsin 

et al., 2014; Nair et al., 2008). Poucos estudos avaliaram o papel do CNV na 

resistência à SP, particularmente nas Américas. O presente estudo foi o primeiro a 

avaliar CNV em pfgch1 em isolados de P. falciparum do Brasil. Não foi observada 

amplificação gênica nos isolados nas regiões estudadas. As amostras aqui 

estudadas datam dos anos 2000, mais de 20 anos depois da retirada da SP do 
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esquema terapêutico nacional no final dos anos 1980. Assim, a ausência de 

amplificação deste gene nos isolados brasileiros pode ser um resultado da retirada 

dos antifolatos do esquema de tratamento da malária. De fato, a presença de CNV 

neste gene parece não ser vantajoso na ausência da pressão dos antimaláricos, 

tendo impacto no crescimento do parasito, uma vez que a amplificação deste gene 

pode resultar no acúmulo de metabólitos intermediários da via do folato, podendo 

ser deletéria ao parasito (Heinberg et al., 2013). Uma vez que a evolução dos 

parasitos resistentes aos antifolatos é multifacetada e complexa, e a atividade do 

gene pfcgh1 está relacionada com outras enzimas, análises adicionais devem ser 

realizadas para confirmar o significado do CNV na aquisição de resistência à SP. 

 Diversos polimorfismos genéticos têm sido associados com a resistência à 

CQ nos genes pfmdr1 e pfcrt. Em nosso estudo, o polimorfismo na posição 76 do 

gene pfcrt foi encontrado em todas as amostras analisadas, apesar da CQ não ser 

usada para o tratamento de malária por P. falciparum desde meados de 1980 

(Boulos et al., 1997). O polimorfismo K76T é essencial para resistência à CQ, como 

demonstrado por experimentos de transfecção, e é sugerido que essa mutação em 

pfcrt age reduzindo a quantidade de droga no vacúolo digestivo do parasito 

(Durand et al., 2001; Durrand et al., 2004; Sidhu et al., 2002; Wellems and Plowe, 

2001). Estudos com isolados de campo realizados na África observaram uma 

significativa associação entre este polimorfismo e a substituição N86Y em pfmdr1, 

sugerindo uma combinação entre os produtos desses dois genes na resistência à 

CQ (Holmgren et al., 2006; Mockenhaupt et al., 2005; Ochong et al., 2003; Tinto et 

al., 2008). Nas nossas amostras, não foi observada a substituição no códon 86 

entre os isolados analisados. No Brasil, outros estudos também reportaram baixa 

frequência ou ausência da substituição N86Y em pfmdr1 (Aguiar et al., 2014; 

Gbotosho et al., 2012; Inoue et al., 2014). De maneira diferente, outros 

polimorfismos (Y184F, S1034C, N1042D e D1246Y) que influenciam a resposta do 

parasito a diferentes drogas como CQ, MQ, QN, HF e ART (Duraisingh et al., 2000; 

Pickard et al., 2003; Reed et al., 2000) são altamente frequentes na América do Sul 

(Adhin et al., 2013; Aguiar et al., 2014; Bacon et al., 2009; Duraisingh et al., 2000; 

Griffing et al., 2010; Inoue et al., 2014). Em conjunto, esses resultados sugerem 

que os SNPs que conferem resistência à CQ podem ser diferentes entre isolados 

do parasito da América do Sul e de outras áreas endêmicas. Desse modo, torna-se 
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necessário definir marcadores mais precisos para caracterizar as amostras sul-

americanas. 

 No Brasil e em diversas outras áreas endêmicas, CQ e PQ ainda são as 

drogas de escolha usadas para tratar P. vivax (WHO, 2013). Apesar da PQ ser 

atualmente a única droga comercialmente disponível contra os hipnozoítos, outra 8-

aminoquinolina chamada Tafenoquina está sendo desenvolvida e testada para ser 

usada em combinação com CQ (Llanos-Cuentas et al., 2014). Essa droga, além de 

ser menos tóxica que a PQ, possui uma meia vida de 2 a 3 semanas, o que 

possibilita o tratamento com uma única dose da droga (Brueckner et al., 1998; 

Walsh et al., 1999). Porém, a resistência à CQ já foi reportada na Amazônia 

Brasileira (Alecrim et al., 1999; Chehuan et al., 2013; de Santana Filho et al., 2007; 

Marques et al., 2014). De forma semelhante ao P. falciparum, o CNV no gene 

pvmdr1 de P. vivax é supostamente relacionado com resistência aos antimaláricos 

(Imwong et al., 2008). No Brasil, apenas um estudo descreveu CNV em pvmdr1, 

mostrando uma amplificação de 0,9% (2/215) em isolados do estado do Acre 

(Vargas-Rodríguez et al., 2012). Além disso, os autores não observaram qualquer 

relação entre SNPs descritos para este gene e resistência à CQ. 

Em nosso estudo, a amplificação de pvmdr1 foi observada em amostras de 

dois diferentes estados brasileiros (43% em Mato Grosso e 4% em Rondônia). 

Como anteriormente sugerido em outras áreas geográficas, essa amplificação pode 

estar associada com utilização de MQ (Imwong et al., 2008; Snounou and White, 

2004), em um contexto de infecção mista, quando essa droga era usada como 

monoterapia ou em combinação para tratar a malária por P. falciparum. Um dado 

que reforça nossos achados é a descrição de isolados de P. vivax resistentes à MQ 

na região da Amazônia Brasileira: 42% no estudo de Aguiar et al. (2014); 6% por 

Chehuan et al. (2013) e 21,2% por Pratt-Riccio et al. (2013). A resistência de P. 

falciparum à MQ está associada com o aumento do número de cópias de pfmdr1, e 

um mecanismo similar é associado à resistência de P. vivax a essa droga (R. Price 

et al., 2004). Isso porque em algumas regiões do Sudeste Asiático com intensa e 

continuada pressão por esta droga, amplificações gênica de pvmdr1 são 

significativamente mais comuns do que em pacientes de outras localidades onde 

há menos exposição dos parasitos à MQ (Imwong et al., 2008). Adicionalmente, 

Suwanarusk et al. (2008) reportou amplificação de 21% em pvmdr1 em isolados da 
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Tailândia, que foi associado com um aumento de 2 vezes no IC50 desta droga 

(Suwanarusk et al., 2008). 

 De forma interessante, em nosso estudo, o isolado com amplificação gênica 

de pvcrt-o era de um paciente com relato de recaída após tratamento de CQ com 

PQ. Até o presente momento, nenhum estudo avaliou a presença de CNV neste 

gene. A malária grave causada por P. vivax e resistência aos antimaláricos tem 

sido relacionada com o aumento da expressão de pvcrt-o, mas somente os níveis 

de expressão do gene foram avaliados e não se essa amplificação era uma 

consequência da amplificação gênica (Fernández-Becerra et al., 2009; Melo et al., 

2014). O gene crt de P. falciparum é um dos principais determinantes de 

resistência à CQ e SNPs neste gene são descritos como marcados moleculares 

para esse fenótipo do parasito (Wellems and Plowe, 2001). Diferente de P. 

falciparum, nenhum estudo evidenciou uma clara associação entre SNPs no gene 

pvcrt-o e resistência à CQ. Entretanto, esse gene parece afetar a resposta a esta 

droga independentemente dessas mutações pontuais, uma vez que um 

experimento de transfecção de pvcrt-o em P. falciparum demonstrou que a 

expressão aumentada desse gene resultou em uma maior tolerância à CQ (Sá et 

al., 2006). Assim, apesar da escassez de informação sobre este gene e sua 

relação com resistência à CQ em P. vivax, a expressão aumentada em casos de 

gravidade e homologia com pfcrt podem fornecer evidência de seu papel na 

resistência aos antimaláricos. 

 Analisando os dados obtidos pela revisão sistemática da literatura 

observamos que a distribuição de isolados resistentes aos antimaláricos é diferente 

entre as regiões endêmicas do mundo, assim como o perfil de CNV nos diferentes 

genes. Essas diferenças nas taxas de amplificação gênica, quanto tomadas em 

conjunto, podem ser o resultado da adoção de diferentes esquemas terapêuticos 

para a malária nos diferentes países e através dos anos. De fato, existem 

evidências que a amplificação de pfmdr1 em P. falciparum surgiu como múltiplos 

eventos independentes, sugerindo que essa região do genoma está sobre forte 

pressão seletiva (Triglia et al., 1991). Considerando que a amplificação gênica tem 

um custo para o fitness do parasito, a retirada da pressão da droga pode, por sua 

vez, favorecer parasitos sem amplificação gênica (Ochong et al., 2013; 

Preechapornkul et al., 2009). Um exemplo da influência do esquema terapêutico é 
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observado quando se compara o uso da SP no Laos e Tailândia. Esta droga não foi 

usada amplamente no Laos, apesar de sua utilização como segunda linha de 

tratamento até 2006, e de forma oposta, a Tailândia tem um histórico de longo uso 

das drogas antifolato (Bunnag and Harinasuta, 1987; Heinberg et al., 2013; Mayxay 

et al., 2007). A diferença observada na amplificação gênica entre as áreas 

endêmicas para o gene pfgch1 sugere uma adaptação local à pressão da droga, 

que foi corroborada experimentalmente (Heinberg et al., 2013). 

Assim como descrito para P. falciparum, há diferenças em relação à 

frequência de distribuição de CNV para isolados de P. vivax nas áreas endêmicas. 

Nestas regiões, os autores sugerem que a alta taxa de infecção policlonal poderia 

ter um impacto no desenvolvimento de resistência aos antimaláricos, influenciando 

a taxa de recombinação sexual e permitindo uma supressão competitiva entre os 

clones resistentes e sensíveis em uma coinfecção (Lin et al., 2013). 

 Em resumo, pela primeira vez no Brasil CNV em pvcrt-o foi avaliado e uma 

amplificação deste gene foi observada em isolados de P. vivax. Assim, é possível 

que os casos de malária grave e resistência à CQ possam estar associados com 

esse polimorfismo, uma vez que estudos anteriores reportaram uma relação entre o 

fenótipo de resistência e aumento nos níveis de expressão de pvcrt-o. De forma 

interessante, uma extensa variação na taxa de amplificação de pvmdr1 foi 

observada entre as regiões estudadas. Para os isolados de P. falciparum, nenhuma 

amplificação foi observada em pfmdr1 e pfgch1, mas o polimorfismo K76T em pfcrt 

associado com resistência à CQ estava presente 
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7 Conclusão 

• Entre as amostras analisadas de três regiões da Amazônia Brasileira (AP, 

MT e RO), não foi observada a presença de CNV nos genes pfmdr1 e 

pfgch1 de P. falciparum; 

• O principal polimorfismo associado à resistência à CQ no gene pfcrt (K76T) 

foi observado em todas as amostras analisadas de P. falciparum, porém o 

polimorfismo no códon 86 do gene pfmdr1 não foi encontrado; 

• A amplificação gênica de pvmdr1 foi observada em amostras do Mato 

Grosso e Rondônia; 

• A presença de CNV no gene pvcrt-o foi identificada pela primeira vez no 

Brasil em uma amostra coletada em Mato Grosso; 

• A revisão sistemática da literatura mostrou grande presença de isolados com 

altas taxas de CNV nos genes pfmdr1 e pvmdr1 na Ásia para P. falciparum e 

P. vivax, respectivamente. De forma contrária, nas Américas e na África as 

taxas de amplificação gênicas são significativamente menores. 
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