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RESUMO 

 

As alterações no ciclo redox eritrocitário tem sido associadas a fisiopatogenia da 
malária grave em modelos experimentais e em humanos. Entretanto, poucos 
estudos avaliaram mudanças no equilibrio redox em pacientes com malária por 
Plasmodium vivax sem gravidade, que representam a maioria dos casos da doença. 
Não foram caracterizadas as variações do dano oxidativo e a respectiva resposta 
antioxidante do hospedeiro humano durante a evolução da doença, quer seja, antes, 
durante e após a quimioterapia, assim como, não foram identificadas em cada fase, 
os responsáveis pela geração de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, quer 
sejam, a degradação do heme, o uso de antimaláricos ou a explosão respiratória de 
macrófagos. Este estudo objetivou estimar marcadores de dano oxidativo e as 
defesas antioxidantes assim como, os níveis de primaquina e carboxiprimaquina na 
malária por P. vivax. Para tanto, foram incluidos 38 pacientes de ambos os sexos, 
com diagnóstico positivo para malária por P. vivax acompanhados durante 28 dias, 
nos quais foram realizadas coletas seriais de amostras de sangue antes do 
tratamento (D0) e após 2(D2), sete (D7) e quatorze dias (D14). O dano oxidativo e a 
defesa antioxidante foram avaliados pela medida espectrofotométrica da 
metemoglobina e dos compostos reativos ao ácido tiobarbitúrico e da capacidade 
antioxidante total e glutationa reduzida, respectivamente. O grupo controle foi 
composto de 19 voluntários saudáveis pareados em proporção por sexo e idade. A 
primaquina e seu metabólito foram determinados por cromatografia líquida de alta 
eficiência. Os resultados indicaram maior incidência da doença em indivíduos do 
sexo masculino em idade produtiva. Os parâmetros hematológicos mantiveram-se 
constantes no decorrer do estudo, apesar de monocitose e discreta plaquetopenia. A 
avaliação bioquímica mostrou redução significativa da fração HDL do colesterol. Os 
níveis de metemoglobina foram associados ao uso de antimaláricos, pois foram 
semelhantes ao grupo controle, e aumentaram no decorrer do tratamento. Os 
compostos reativos ao ácido tiobarbitúrico foram associados a presença de 
parasitas, pois foram maiores em comparação ao grupo controle, e não variaram de 
forma significativa após administração dos fármacos. A capacidade antioxidante total 
e o índice de estresse oxidativo foram semelhantes durante o estudo, assim como, 
com o grupo controle. Os teores de glutationa reduzida diminuiram signifcativamente 
no decorrer do experimento em relação ao grupo controle e não houve correlação 
com a parasitemia. A primaquina não se acumulou significativamente no organismo 
humano no decorrer do estudo e suas concentrações e da carboxiprimaquina não se 
associaram a metemoglobinemia e aos níveis de compostos reativos ao ácido 
tiobarbitúrico. 
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ABSTRACT 

 

The changes in redox cycle has been associated with the physiopathology of severity 
of malaria in experimental models and in humans. However, a few studies evaluated 
the changes in redox equilibrium of patients with no severe malaria by P.vivax, which 
comprise the majority of the cases of disease. The variations of oxidative damage 
and the respective antioxidant response of human host were not compared before, 
during and after chemotherapy. Also, the mechanisms responsible by the generation 
of free radical in each phase that is, the heme degradation, respiratory burst of 
macrophages or antimalarials uses, were not determined. The objective of this study 
was to estimate the levels of biomarkers of oxidative damage and the respective 
antioxidant response, as well as primaquine and carboxyprimaquine whole blood 
levels in malaria by P. vivax. Therefore, were enrolled 38 patients with slide 
confirmed infection by P. vivax followed by 28 days. Serial blood samples were 
collected on pre-doses samples (D0) and on D2, D7 and D14. The oxidative damage 
and the antioxidant defense were estimated by the spectrophotometric measures of 
thiobarbituric acid reatives substances and methemoglobinemia, and by total 
antioxidant capacity and reduced glutathione, respectively. The control group 
consisted of 19 healthy volunteers matched for age and gender ratio. Primaquine and 
its major metabolite were determined by high performance liquid chromatography. 
The results revealed that the disease occurred in male patients of working age. 
Haematological parameters remained constant during the study. Biochemical 
evaluation showed a significant decrease in HDL-cholesterol levels during the study. 
Methemoglobinemia was associated with antimalarials uses, because the levels were 
similar to control group and increased significantly during the treatment. The levels of 
thiobarbituric acid reatives substances were associated with plasmodium and 
probably respiratory burst of macrophages, because they were higher than control 
group on D0, and no significant changes were observed after antimalarials usage. 
Total antioxidant capacity and oxidative stress levels were similar during the study as 
well as in the control group. The levels of reduced glutathione decreased significantly 
during the study and doesn’t be associated with both parasitaemia. Primaquine does 
not show a significant accumulation, and the concentrations of parent drug and its 
carboxyl metabolite were not associated with methemoglobinemia and thiobarbituric 
acid reatives substances levels. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Key-words: malaria, Plasmodium vivax, oxidative stress, primaquine. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A malária é uma doença infecciosa, aguda e febril, causada por protozoários do 

gênero Plasmodium, transmitidos ao homem pelas fêmeas do mosquito do gênero 

Anopheles, que inoculam formas infectantes durante o repasto sanguíneo (BRASIL, 

2010). Constitui um dos mais sérios problemas de saúde pública do mundo e a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que mais de 40% (3,4 bilhões de 

pessoas) da população mundial residente em 104 países está sob risco de contrair a 

doença, sobretudo àqueles situados nas regiões tropicais e subtropicais, como: 

África, Ásia e América Latina. Em 2012, foram notificados 207 milhões de casos da 

doença, sendo estimados 627.000 óbitos, dos quais, 91% ocorreram na África. 

Naquele ano, foram estimados 469.000 casos no continente Americano, dos quais 

0,1% evoluindo a óbito, principalmente crianças abaixo de 5 anos de idade e 

primoinfectados (WHO, 2013). 

As espécies de plasmódio causadoras da malária em humanos são: 

Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium 

ovale e Plasmodium knowlesi. O P. vivax e P. falciparum apresentam maior 

prevalência mundial, sendo a última, mais letal e predominante na África.  O P. 

malariae se difunde pela África subsaariana, na maior parte do sudeste da Ásia, 

Indonésia e nas ilhas do Pacífico Ocidental. Tem sido relatado em áreas da bacia 

amazônica. O P. ovale é restrito ao continente africano, no entanto foram relatadas 

infecções no Oriente Médio, Papua Nova Guiné e sudeste da Ásia e o P. knowlesi, 

no Sul e Sudeste da Ásia (WHO, 2013). 

 As medidas de controle propostas pela OMS para erradicação da malária, 

como o uso de mosquiteiros impregnados com inseticidas de poder residual 

prolongado e os derivados da artemisinina, contribuiram significativamente para 

redução da incidência global de P. falciparum, contudo, sem efeito significativo sobre 

o P. vivax, que predomina em várias áreas endêmicas (WHO, 2013). Atualmente, 

esta espécie é responsável por cerca de 65% dos casos da doença fora do 

continente africano (África Sub saareana), como no sudeste da Ásia, Índia e nas 

Américas Central e do Sul (WHO,2013). 

O tratamento da malária por P. vivax objetiva a cura radical da infecção, isto 

é, a interrupção da esquizogonia sanguínea, responsável pela patogenia e 

manifestações clínicas da doença e a erradicação das formas latentes do parasito 
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nos hepatócitos (hipnozoítos), responsáveis pela recaída tardia da infecção 

(BRASIL, 2009). Para tanto, o Ministério da Saúde (MS) recomenda a associação 

cloroquina (CQ) e primaquina (PQ), com dosagens adequadas a idade e peso do 

paciente (FREITAS et al., 2007). São propostos dois esquemas de tratamento em 

função da dose de PQ: o longo de 14 dias (0,25mg/Kg por dia) e o curto de sete dias 

(0,50mg/Kg por dia; BRASIL, 2010). 

O P. vivax é responsável por 80% dos casos de malária na Amazônia legal. É 

considerado menos letal que P. falciparum, pois geralmente não alcança elevada 

densidade parasitária, assim como, não sofre sequestro nos capilares e vênulas 

(PUKRITTAYAKAMEE et al., 2000), ocasionando formas clínicas menos graves, 

entretando pela elevada morbidade acarreta perdas socioeconômicas significativas 

em nossa região. Estudos recentes reportam o agravamento de alguns casos de 

malária por P. vivax como: icterícia, comprometimento cerebral, anemia grave, 

hemoglobinúria, síndrome da angustia respiratória aguda e outras complicações 

pulmonares, insuficiência renal, hemólise, choque e coma (GARCIA, 2010; 

LACERDA et al., 2012). 

Não foram esclarecidos os mecanismos fisiopatológicos responsáveis pelo 

agravamento do quadro clínico, entretanto alguns autores sugeriram a participação 

das espécies reativas de oxigênio e do nitrogênio (ERON’s; PABÓN et al., 2003; 

HUBER et al., 2002; DONDORP et al., 2003; OMODEO-SALÉ et  al., 2003; BECKER 

et al., 2004; YAZAR et al., 2004; WILMANSKI et  al., 2005; KUMAR e 

BANDYOPADHYAY, 2005; JARAMILLO et al., 2005; DEY et al., 2009). De fato, 

foram relatadas alterações no ciclox redox de eritrócitos infectados, resultantes do 

aumento da geração de radicais livres no metabolismo do plasmódio, da explosão 

respiratória dos macrófagos com o intuíto de debelar a infecção e do uso de 

antimaláricos (POTTER et al., 2005; KELLER et al., 2004), levando a resposta 

antioxidante do parasita e do hospedeiro humano no decorrer da infecção para 

contrapor a ação das ERON's (SOHAIL et al., 2007). Por fim, alterações genéticas 

das enzimas envolvidas no ciclo redox eritrocitário e a síndrome de isquemia e 

reperfusão nos casos graves da doença, contribuem para as alterações redox na 

fase aguda da infecção (BECKER et al., 2004; VASCONCELOS et al.,2007). 

 Estudos destinados a avaliar as alterações no equilíbrio oxidativo eritrocitário 

na fase aguda da doença se detiveram nos modelos experimentais e em pacientes 

com P. falciparum, de forma que, há poucos relatos acerca da malária por P. vivax 
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sem sinais e sintomas sugestivos de gravidade, os quais prevalecem em áreas 

endêmicas (PERCÁRIO et al., 2012). Considerando-se a elevada incidência de 

malária por P. vivax  na região amazônica, a repercussão socioeconômica e a 

possibilidade de agravamento de alguns casos, tornou-se necessária a 

compreensão da interação parasito-hospedeiro e a repercussão no ciclo redox 

eritrocitário, nos levaram a realização desta pesquisa, que objetivou determinar 

índices de estresse oxidativo (EO), antes, no decorrer e após o tratamento da 

malária por P. vivax, fornecendo informações para entendimento de mecanismos 

responsáveis pelas alterações redox na Infecção, como por exemplo: O dano 

oxidativo aumenta em pacientes com malária por P. vivax? A defesa antioxidante do 

hospedeiro compensa de forma adequada o aumento da geração de ERON's? As 

concentrações de PQ se associam ao dano oxidativo eritrocitário, uma vez que, seu 

mecanismo de ação é devido a metabólitos oxidados?    

  Para tanto, foi realizado estudo prospectivo de casos não graves de malária 

por P. vivax, os quais foram acompanhados por 28 dias de acordo com 

recomendações da OMS, e avaliados em três momentos distintos, antes, durante e 

após tratamento, os compostos reativos ao ácido tiobarbitúrico e a 

metamoglobinemia, como marcadores de lipoperoxidação e estado oxidativo 

eritrocitário, respectivamente, assim como, a capacidade antioxidante total não 

enzimática e o consumo de glutationa reduzida, como marcadores da defesa 

antioxidante do hospedeiro. Um grupo controle pareado por sexo e idade foi 

constituído para comparação dos diferentes marcadores. Por fim, as concentrações 

de PQ e carboxiprimaquina (CPQ) também foram estimadas e associadas aos 

referidos compostos.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

Determinar marcadores de estresse oxidativo associando-os as 

concentrações sanguíneas de primaquina e carboxiprimaquina em pacientes com 

malária por Plasmodium vivax, antes, durante e após tratamento. 

 

 

2.2 Específicos 

 

· Descrever o perfil epidemiológico dos pacientes incluidos no estudo; 

· Estimar parâmetros hematológicos e bioquímicos no decorrer do estudo; 

· Determinar as concentrações plasmáticas de primaquina e carboxiprimaquina; 

· Quantificar as substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico e a metemoglobina 

para estimar o dano oxidativo; 

· Quantificar a capacidade antioxidante não enzimática total e os níveis de 

glutationa reduzida para estimar as defesas antioxidantes; 

· Comparar os níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, 

metemoglobina, glutationa reduzida e a capacidade antioxidante total entre os 

diferentes dias de estudo e com o grupo controle; 

· Correlacionar as concentrações de primaquina e carboxiprimaquina com os 

níveis de metemoglobina e das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico. 
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3  REFERECIAL TEÓRICO 
 

3.1 Malária 

         

 A malária é uma das principais endemias mundiais, pois cerca de 40% da 

população mundial vive sob risco de contrair a protozoose. Em 2012, foram 

estimados 207 milhões de casos no mundo, principalmente no continente africano 

(80%), seguido pela Ásia (13%), Mediterrâneo Oriental e América Latina. Foram 

registrados cerca de 627 mil óbitos, dos quais, 90% na África, 7% no sudeste 

asiático e 3% no Mediterrâneo Oriental. Destes, cerca de 482 mil (72%) foram em 

menores de cinco anos (WHO, 2013). 

Nas Américas, a malária é endêmica em 21 Países, nos quais se estima 

aproximadamente 120 milhões de pessoas sob risco de contrair a doença. Em 2012, 

foram registrados 469.000 casos no continente americano. Destes, 52% no Brasil, 

onde o P. vivax responsável por cerca de 80% dos casos (WHO, 2013). 

No Brasil, o MS (2014), reportou diminuição na média do número de casos 

em 2013 (181.643 registros), destes 97,54% foram notificados na Amazônia Legal, 

onde a maioria ocorre na área rural. O risco de contrair malária, que é determinado 

pelo Indice Parasitário Anual (IPA), não é homogêneo na região, em razão das 

formas de ocupação do solo resultante da mobliidade populacional associada a 

exploração econômica dos recursos naturais (Figura 1) (BRASIL, 2010; TAUIL, 

2011; BRASIL, 2014). O elevado número de casos compromete a capacidade 

produtiva do amazônida e o consequente desenvolvimento da região. 

 

 

Figura 1. Distribuição de casos de malária confirmados (por 1000 habitantes) no Brasil. Fonte: 

WHO, 2013. 
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3.1.1  Agente etiológico 

  

Os causadores da malária são protozoários obrigatórios, pertencentes ao filo 

Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidiida, ordem Hemosporidiida, família 

Plasmodiidae e gênero Plasmodium. Cinco espécies podem infectar o homem: P. 

falciparum (Welch, 1897), P. vivax (Grassi e Feletti,1890), P. malariae (Laveran, 

1881), P. ovale (Stephens,1922) e P. knowlesi (Knowles e Gupta, 1932; GARCIA, 

2010; BRAGA e FONTES, 2011; WHO, 2013). 

 O P. falciparum é responsável pelos casos mais graves, enquanto o P. vivax 

pelas recaídas tardias da doença. Estas espécies são as mais prevalentes, a 

primeira na África e o P. vivax nas demais áreas endêmicas (WHO, 2013). O P. 

malariae é pouco frequente e ocorre na África subsaariana, no sudeste da Ásia, 

Indonésia, nas ilhas do Pacífico Ocidental e em áreas da bacia amazônica. O P. 

knowlesi tem sido relatado no sul e sudeste da Ásia e o P. ovale em algumas 

regiões da África Ocidental, ilhas do Pacífico Ocidental e sudeste da Ásia (WHO, 

2013). 

 

3.1.2  Biologia do parasito 

        

O ciclo sexuado do Plasmodium ocorre na fêmea do mosquito Anopheles, e o 

assexuado no homem. O P. vivax tem ciclo eritrocitário de 48 horas e produz a 

malária terçã benigna, assim denominada pela menor gravidade, quando comparada 

à malária ocasionada por P. falciparum (CORNEJO e ESCALANTE, 2006). 

            O ciclo pré-eritrocítico se inicia quando a fêmea do mosquito Anopheles 

durante o repasto sanguíneo em um indivíduo, inocula os esporozoítos, que migram 

para os hepatócitos iniciando o processo de desenvolvimento e multiplicação, se 

diferenciando em criptozoítos, que crescem e iniciam a reprodução assexuada 

(esquizogonia tecidual) formando os esquizontes, que dão origem a milhares de 

merozoítos. Nas infecções pelo P. vivax e P. ovale, o vetor inocula populações 

geneticamente distintas de esporozoítos. Algumas se desenvolvem rapidamente, 

enquanto outras ficam latentes nos hepatócitos, conhecidas como hipnozoítos, 
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responsáveis pelas recaídas da doença após meses ou anos. (BRAGA e FONTES, 

2011). 

           Ao final do ciclo tecidual, os merozoítos liberados invadirão os eritrócitos, 

diferenciando-se em trofozoítos, que irão se multiplicar por divisão nuclear (esquizogonia 

sanguínea) formando esquizontes que liberam os merozoítos na circulação sanguínea, os 

quais invadirão novos eritrócitos. Após algumas gerações, alguns merozoítos se 

diferenciam para formas sexuadas (ALECRIM e ALECRIM, 2005). 

          O hospedeiro invertebrado após ingerir sangue humano contendo as formas 

sexuadas (gametócitos) inicia então o ciclo vital (esporogônico) em seu aparelho 

digestivo. No estômago do anofelino, os microgametas fecundam os macrogametas, 

gerando os zigotos, que se transformam em oocinetos (forma móvel) que migram até 

a parede do intestino médio, formando os oocistos, que crescem, rompem e liberam 

os esporozoítos na hemolinfa, que se dirigem às glândulas salivares, e são 

transferidos para o sangue do hospedeiro humano durante o repasto sanguíneo, 

iniciando novo ciclo de vida do Plasmodium (Figura 2) (RICHIE e SAUL, 2002 ; 

CDC,2014). 
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Figura 2. Esquema adaptado do Ciclo Biológico da Malária Humana. FONTE: CDC, 2014. 

  

 O ciclo de vida do P. vivax subsiste a temperatura de até 15°C, abaixo da 

qual, fica comprometido. Por outro lado, em locais quentes é encurtado, aumentando 

assim a possibilidade de transmissão. O período de incubação varia de 12 a 17 dias, 

entretanto, nos climas temperados e subtropicais, poderá ser prolongado em 

algumas cepas (ANDRADE, 2005; CDC, 2014). 

 

3.1.3  Transmissão 

                

Depende da presença dos portadores de gametócitos (humanos) e dos 

vetores. Estes são insetos da ordem Díptera, família Culicidae e gênero Anopheles, 

compreendendo cerca de 400 espécies. Poucas espécies têm importância para 

transmissão da malária humana (BRASIL, 2009). No Brasil, cerca de cinco espécies 

são importantes: Anopheles (Nyssorhyunchus) darlingi, A. (N.) aquasalis, A.(N.) 

albitarsis, A.(Kerteszia) cruzii e A.(K.) bellator (BRASIL, 2010). 
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         Também pode ser transmitida acidentalmente por transfusão de sangue 

infectado, pelo compartilhamento de seringas (em usuários de drogas ilícitas) ou por 

acidentes com agulhas e/ou lancetas contaminadas. Há possibilidade de 

transmissão congênita (BRASIL, 2009). 

 

3.1.4  Patogenia 

          

O ciclo eritrocítico assexuado é responsável pelas manifestações clínicas da 

doença, uma vez que a destruição dos eritrócitos infectados e consequente 

liberação de compostos resultante da degradação do heme na circulação estimulam 

macrófagos e outras células a produzirem citocinas responsáveis pelo quadro clínico 

característico da infecção, com febre alta acompanhada de calafrio, sudorese 

intensa e cefaleia, que ocorrem em padrões cíclicos, dependendo da espécie de 

plasmódio infectante, que é de 48 horas para P. falciparum  e P. vivax e 72 horas 

para P. malariae. Em alguns pacientes, ocorrem sintomas prodrômicos, como 

náuseas, vômitos, astenia, fadiga e anorexia (PIMENTEL et al., 2007; BRASIL, 

2009). Nos indivíduos imunes alguns destes sinais e sintomas podem ser brandos 

ou ausentes (BRASIL, 2009). Ressalta-se que a infecção também pode resultar das 

recaídas ocasionadas pelas formas tissulares latentes (PIMENTEL et al., 2007).  

         Cada espécie de Plasmodium produz um padrão característico de 

manifestações clínicas que podem ser leve, moderada ou grave. (BRASIL, 2010). Na 

maioria dos casos, a malária pelo P. vivax é benigna, com sinais e sintomas típicos 

do acesso malárico, contudo, pode evoluir para forma grave, que é caracterizada por 

hipoglicemia, vômitos repetidos, comprometimento cerebral, insuficiência renal, 

complicações pulmonares, icterícia, anemia grave, distúrbios hidroeletrolíticos e do 

equilíbrio ácido-base, distúrbios hemorrágicos e da coagulação e coma, que 

geralmente cursa com hiperparasitismo (mais de 5% dos eritrócitos infectados). 

Ressalta-se que continuam desconhecidos os mecanismos patogênicos 

responsáveis pelos casos graves de malária por P. vivax (MYOUNG-DON et al., 

2001; MOHAPATRA et al., 2002; WHO, 2010; ANSTEY et al., 2012). 

 O P. vivax tem maior capacidade de induzir resposta inflamatória, resultando 

em menor limiar pirogênico, quando comparado ao P. falciparum. Por outro lado, a 

aderência das células endoteliais é menos frequente na infecção pelo P. vivax. 
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Porém o risco de anemia grave é semelhante nas duas espécies (ANSTEY et al., 

2012). 

 

3.1.5  Diagnóstico laboratorial 

 

          Diversos métodos laboratoriais podem ser utilizados para o diagnóstico da 

infecção, como a pesquisa direta do Plasmodium por microscopia ótica; indireta por 

detecção de anticorpos (Imunofluorescência indireta), Enzyme – linked 

Imunosorbent Assays; demonstração de antígenos por imunocromatografia e por 

reação em cadeia da polimerase (PCR) para amplificação gênica dos plasmódios 

(WONGSRICHANALAI et al., 2007).  

O diagnóstico tradicional é realizado através da visualização microscópica do 

plasmódio na gota espessa de sangue, corada pela técnica de Giemsa ou de 

Walker. Esta técnica é considerada o padrão-ouro para diagnóstico e monitoramento 

do tratamento da doença, contudo exige pessoal treinado para o exame das 

distensões sanguíneas (BRASIL, 2009). 
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3.1.6  Tratamento 

              

O tratamento é complexo e composto por medicamentos pertencentes a 

várias classes químicas, usados sob regime terapêutico variado, cuja ação ocorre 

em diferentes sítios do ciclo biológico do plasmódio (NORONHA et al., 2000; 

BRASIL, 2010). Uma vez confirmado o diagnóstico, a terapêutica deve ser logo 

iniciada, observando os seguintes critérios: espécie do plasmódio, pela 

especificidade dos esquemas terapêuticos; idade do paciente, pela maior toxicidade 

dos antimaláricos às crianças e idosos; histórico anterior de malária, pela 

possibilidade de resistência; gravidez e comorbidades, condições de maior risco 

para a forma grave da doença e a capacidade operacional dos serviços de saúde. 

Nos casos graves há necessidade de hospitalização e utilização de formas 

farmacêuticas injetáveis com ação mais rápida sobre os parasitos, visando reduzir a 

letalidade (BRASIL, 2010). 

           De acordo com a ação no ciclo de vida do plasmódio (Figura 3), os 

quimioterápicos podem ser classificados como esquizonticida sanguíneo, os quais 

inibem o desenvolvimento dos esquizontes eritrocitários, como a CQ, quinina, 

amodiaquina, mefloquina, halofantrina, artemisinina e derivados, tetraciclina, 

proguanil, pirimetamina, sulfas, e sulfonas; esquizonticida tecidual, que agem contra 

os esquizontes do estágio exoeritrocitário, como a PQ; gametocitocidas que 

bloqueiam a transmissão, como a PQ, CQ e quinina; e esporonticida, que impedem 

a infecção pelos esporozoítos, entretanto, não existe fármaco deste grupo disponível 

para uso em humanos (BAIRD, 2009; BRAGA e FONTES, 2011). 
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Figura 3. Local de ação dos Quimioterápicos nas diferentes fases do ciclo de vida do Plasmodium 

vivax. Fonte: adaptada de BAIRD, (2009). 

 

Outra classificação comumente utilizada se baseia nos grupos químicos 

constituintes principais das moléculas destes fármacos (Quadro 1; WHO,2010). 
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halofantrina, artemisina 

Primaquina, 

pirimetamina 

? 
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Quadro 1. Antimaláricos classificados de acordo com as classes químicas.  

FAMÍLIA QUÍMICA ANTIMALÁRICOS 

4-Aminoquinolinas Cloroquina, Amodiaquina, Piperaquina 

Amino-alcoois  Quinina, Quinidina, Mefloquina, Halofantrina, Lumefantrina 

Sulfonamidas e sulfonas  Sulfadoxina, Sulfalena, Dapsona 

Biguanidas Proguanil, Clorproguanil 

Diaminopirimidina Pirimetamina 

8-Aminoquinolina Primaquina 

Lactonas sesquiterpenicas Artemisinina, Arteter, Artemeter, Artesunato, Dihidroartemisinina  

Naftoquinona Atovaquona 

Fonte: WHO, 2010. 

 

 Para cura radical da infecção pelo P. vivax é necessário associar um 

esquizonticida sanguíneo, como a CQ, a um hipnozoiticida, como a PQ. São 

propostos dois esquemas de tratamento em função da dose de PQ: longo de 14 dias 

(0,25mg/Kg por dia) e curto de sete dias (0,50mg/Kg por dia; BRASIL, 2010). Os 

esquemas recomendados pelo MS para tratamento da malária por P. vivax estão 

apresentados no quadro 2 (BRASIL, 2010). Quando a PQ é utilizada como 

gametocitocida, a dose varia de 0,50 a 0,75 mg/Kg, administrada em única tomada 

(BRASIL, 2001; FDA, 2001; PAREDES et al., 2002). A ação hipnozoiticida é 

alcançada, geralmente, após dose total de 3,0 a 35 mg/kg. Estudos clínicos 

demonstraram que a dose total é a principal determinante da eficácia terapêutica, 

pois o risco de recaída diminui proporcionalmente ao aumento da dose administrada 

de PQ (JOHN et al.,2012). Sendo assim, a OMS recomenda o ajuste da dose e 

tempo de administração para pacientes com peso igual ou superior a 70kg, 

objetivando alcançar dose total de 7,2 mg/kg. O ajuste de peso para as doses de PQ 

está apresentado no Quadro 3. 
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Quadro 2 - Tratamento das infecções pelo P. vivax ou P. ovale com cloroquina em 3 

dias e primaquina em 7 dias (esquema curto). 

 

- Cloroquina: comprimidos de 150mg, primaquina infantil: comprimidos de 5mg e primaquina adulto: 

comprimidos de 15mg. 

- Sempre dar preferência ao peso para a escolha da dose. 

- Todos os medicamentos devem ser administrados em dose única diária. 

- Administrar os medicamentos preferencialmente às refeições. 

- Não administrar primaquina para gestantes ou crianças menores de 6 meses. 

Fonte: BRASIL, 2010 

Fonte: BRASIL, 2010. 

 

Quadro 3 - Ajuste da dose e tempo de administração da primaquina para 

pacientes com peso igual ou superior a 70 Kg. 

Faixa de peso (kg) Dose total de primaquina 

(mg) 

Tempo de administração 

(30 mg/dia) 

70-79 240 8 

80-89 272 9 

90-99 304 10 

100-109 336 11 

110-120 368 12 
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3.2  Primaquina 

 

3.2.1  Química 

 

A PQ (Figura 4) é uma 8-aminoquinolina, de nome químico difosfato de N4-(6-

metoxi-8-quinolinil)-1,4-pentanodiamina, a fórmula molecular é 

C15H21N3O.2H3PO4 e a massa molar de 455,34 g/mol. O difosfato de primaquina 

apresenta-se como cristais amarelos, com ponto de fusão entre 197 e 198 ºC, sendo 

de alta solubilidade (1: 10 a 30 partes) em água (THE MERCK, 2006) e alta 

permeabilidade, considerado como Classe I pelo Sistema de Classificação 

Biofarmacêutica (WHO, 2005).  

 

Figura 4. Estrutura química da primaquina.  Fonte: PALIWAL e GUPTA (1998). 

 

Foi desenvolvida nos Estados Unidos em 1946 a partir da pamaquina e 

aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) em 1952, para a cura radical da 

infecção por P. vivax e P. ovale, devido sua ação hipnozoiticida, entretanto deve ser 

associada a um esquizonticida sanguíneo. Apresenta também ação gametocitocida 

contra o P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae (VALE et al., 2005; THE 

MERCK, 2006; DEEN et al., 2008 e VALE, 2009 b; BRASIL, 2010). 

           

3.2.2  Mecanismo de ação 

  

 O mecanismo de ação ainda não foi totalmente elucidado, mas acredita-se 

que se intercale entre os pares de bases do DNA (ácido desoxirribonucleico) do 

parasito, impedindo que as enzimas DNA e RNA (ácido ribonucleico) polimerase 

repliquem o material genético. Alguns autores sugeriram a participação de 

mecanismos de oxirredução do parasito e do hospedeiro, tanto através da produção 

de ERO, quanto pela interferência no transporte de elétrons da cadeia respiratória, 
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comprometendo as funções da mitocôndria (ANTUÑANO, 1999; BRASIL 2001; 

VALE et al., 2009a) 

 

3.2.3  Propriedades farmacocinéticas 

 

A PQ é completamente absorvida pelo trato gastrintestinal após administração 

oral, alcançando níveis plasmáticos máximos entre uma a três horas, com 

concentração média de pico de 153 ± 25 ng/mL (131-180 ng/mL). Distribui-se 

rapidamente pelos tecidos, e pequena quantidade se liga a alfa-1-glicoproteína. O 

volume de distribuição varia de 200 a 300 L e a meia vida biológica em torno de 

cinco horas em indivíduos saudáveis, sugerindo ausência de acumulação 

significativa no organismo (LAWPOOLSRI et al., 2008).   

É rapidamente biotransformada no fígado e pequena fração é excretada 

inalterada na urina em 24 horas. Duas vias metabólicas foram descritas para PQ. 

Uma delas envolve enzimas do citocromo P-450 (CYP2C19, 3A4 e 2D6) originando 

produtos de biotransformação oxidados como: 5-hidroxiprimaquina, 5- 

hidroxidimetilprimaquina e 6-metoxi-8-hidroxilaminoquinolina. A outra leva a 

formação da CPQ, via monoamino oxidase A, que foi o primeiro metabólito 

identificado em ratos, macacos e humanos. É formada em maior quantidade em 

comparação aos derivados hidroxilados, assim como, apresenta meia vida superior 

a PQ, entretanto é desprovida de ação antimalárica, que tem sido associada aos 

metabólitos oxidados (CONSTANTINO et al., 1999; HILL et al., 2006; VALE et al., 

2009b). 

 

3.2.4  Efeitos adversos e contra indicações 

  

 Os efeitos adversos nas doses terapêuticas empregadas são náuseas, 

vômitos, dor epigástrica, cólicas abdominais e alteração da acomodação visual, no 

entanto, podem ocorrer reações hematológicas graves nos indivíduos com 

deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase, nicotinamida adenina dinucleotídeo 

(NADH) ou metemoglobina redutase, com consequente anemia hemolítica 

metemoglobinemia, respectivamente. Raramente pode ocasionar leucopenia, 

agranulocitose, leucocitose e arritmia cardíaca (BRASIL, 2001; HILL et al., 2006). 



30 

 

A PQ não deve ser associada à mepacrina, mielossupressores e agentes 

hemolíticos, os quais podem potencializar as reações adversas. É contraindicada 

nas grávidas, pelo risco de hemólise nos fetos, na deficiência de glicose-6-fosfato 

desidrogenase (G6PD), nos menores de seis meses, pois pode causar hipoplasia e 

aplasia medular e nos pacientes com granulocitopenia, artrite reumatóide e lúpus 

eritematoso (BRASIL, 2001; HILL et al., 2006). 

 

3.2.5  Concentrações de primaquina e carboxiprimaquina em sangue total 

  

A avaliação da eficácia terapêutica na malária por P. vivax se fundamenta nas 

respostas clínica e parasitológica. A OMS recomenda que sejam feitas avaliações 

em diferentes dias de seguimento clínico e laboratorial (D0, antes da primeira dose 

do medicamento, D3, D7, D14, D21 e D28). Os determinantes da resposta 

terapêutica são multifatoriais e várias ferramentas de avaliação tem sido 

empregadas, dentre estas, a monitorização das concentrações de antimaláricos, que 

permite correlacionar a resposta parasitológica às concentrações sanguíneas dos 

fármacos, auxiliando na interpretação das falhas terapêuticas e na caracterização da 

resistência do plasmódio, bem como, no estabelecimento de esquemas terapêuticos 

adequados para as diferentes áreas endêmicas, uma vez que, concentrações 

subterapêuticas de antimaláricos nos fluídos biológicos exercem forte pressão 

seletiva ao parasita, elevando o risco de resistência; por outro lado, altas 

concentrações podem acarretar efeitos tóxicos (DUARTE e GYORKOS, 2003; WHO, 

2011). 

  Elevada variabilidade intra e inter individual dos parâmetros cinéticos são 

comumente reportadas, gerando dados inconsistentes para estabelecimento do 

esquema terapêutico ideal. De fato, a dose do antimalárico deve ser adequada para 

determinadas populações-alvo, tais como crianças, grávidas e nas comorbidades 

(especialmente HIV/AIDS e desnutrição), objetivando assegurar a eficácia 

terapêutica, quer seja, prover níveis sanguíneos que excedam a concentração 

inibitória mínima ao parasito, assegurando desta forma a cura (WHO, 2011). 

Diversos fatores influenciam nas concentrações de antimaláricos nos fluídos 

biológicos e, como conseqüência, a resposta terapêutica, os quais são inerentes ao 

fármaco, como suas propriedades físico-químicas, farmacocinéticas e prováveis 
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mecanismos de ação; as características intrínsecas do organismo humano, como o 

histórico de episódios anteriores de malária, estado imune, comorbidades, 

obesidade e as condições de exposição, como dose e duração do tratamento (WHO, 

2011). 

 A monitorização terapêutica das concentrações de PQ e de CPQ, apresenta 

inúmeros desafios, como a reduzida meia vida biológica do fármaco original, pois 

mais de 90% é excretado em até 24 horas após administração via oral, indicando a 

ausência de acúmulo;  as diversas teorias acerca da ação antimalárica da PQ, se 

devida ao próprio fármaco ou a produtos de biotransformação oxidados, formados 

em pequena quantidade e de meia vida extremamente reduzida. Por outro lado, a 

CPQ apresenta meia vida superior a PQ e pode se acumular no organismo humano, 

contudo, é desprovida de atividade biológica, e sua determinação em fluídos 

biológicos tem sido recomendada para confirmar adesão ao regime terapêutico 

proposto (PUKRITTAYAKAMEE et al., 2014). 

Os níveis de PQ e CPQ podem ser estimados em diferentes matrizes, como 

sangue total, urina, plasma ou soro. O emprego de sangue total permite obter 

concentrações maiores dada a reduzida meia vida biológica do fármaco (WHO, 

2011). A cromatografia líquida de alta eficiência é a técnica analítica de escolha, 

dada a sensiblidade, especificidade, limite de deteção e de quantificação. Na etapa 

de extração da matriz biológica tanto a técinica liquído-líquido, quanto a sólido-

líquido asseguram boa precisão e recuperação dos analitos. Contudo a última 

demanda cartuchos sólidos não reutilizáveis que encarecem as análises. Neste 

estudo, foi usada a extração liquido-líquido que preenche os requisitos de validação 

de métodos bioanalíticos (WHO, 2011). 

 

3.3  Estresse oxidativo 

  

O EO decorre do desequilíbrio entre a geração de radicais livres e a ação dos 

sistemas de defesa antioxidante acarretando danos a macromoléculas, como 

proteínas, lipídios e ácidos nucléicos. Resulta tanto da produção excessiva de 

radicais livres, quanto da diminuição da defesa antioxidante do organismo 

(BARBOSA, et al., 2010; PERCÁRIO et al., 2012). 
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3.3.1  Radicais livres: 

 

São átomos ou moléculas contendo um ou mais elétrons não pareados nos 

orbitais externos. Isto determina uma atração para um campo magnético, tornando-

os altamente reativos com qualquer composto próximo para obter estabilidade 

(BARREIROS et  al., 2006).  Uma molécula qualquer pode se tornar radical livre 

tanto ganhando, quanto cedendo elétrons em uma reação química, ou quando 

ocorre fissão homolítica de uma ligação química (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

2007).  

Entretanto, algumas moléculas não se encaixam nesta definição química de 

radical livre, pois não apresentam elétrons não pareados na última camada, mas são 

importantes para o metabolismo oxidativo, sendo classificadas de maneira genérica, 

como ERON’s (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). As ERON’s derivadas do 

oxigênio são representadas pelo radical hidroxila (HO•), superóxido (O2
•) 

peroxila(ROO•) e alcoxila (RO•) e aquelas sem características radicalares, como o 

oxigênio, peróxido de hidrogênio (H2O2) e ácido hipocloroso (CIRCU e AW, 2010). 

Dentre as ERON's derivadas do nitrogênio, incluem-se o óxido nítrico (NO•) óxido 

nitroso (N2O3), nitritos (NO2
-), nitratos (NO3

-) e peroxinitritos (ONOO-; CIRCU e AW, 

2010).  

 

3.3.2  Geração de radicais livres 

 

A abstração de elétrons de compostos não radicalares ou a fissão homolítica 

de ligações químicas ocorrem em inúmeros sitios biológicos, como na cadeia de 

transporte de elétrons mitocondrial microssomal, peroxissomas, citoplasma, 

membrana celular, retículo endoplasmático, lisossomas, reações do citocromo P450 

na presença de metais de transição como ferro e cobre, e outras reações 

enzimáticas (xantina oxidase, indoleamina, dioxigenase, triptofano, desidrogenase, 

cicloxigenase, lipoxigenase, monoamino oxidase), na fagocitose e nas reações de 

auto-oxidação. (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).  

No organismo humano, as ERON’s estão envolvidas na produção de energia, 

regulação do crescimento, sinalização intercelular, defesa e síntese de diversas 

substâncias (PERCÁRIO et al., 2000; JONES, 2006). A exemplo, a fosforilação 
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oxidativa mitocondrial é reconhecida como fonte de ERON's, e em condições 

fisiológicas normais mantém níveis basais do radical superóxido, assim como, a 

explosão respiratória dos fagócitos (macrófagos e neutrófilos) no combate a 

microorganismos patogênicos, quando o consumo de oxigênio é aumentando em até 

100 vezes ao valor basal. O oxigênio é convertido a superóxido pela proteína 

NADPH oxidase (ABREU et al., 2009). 

Por outro lado, a produção excessiva de ERON's acarreta danos as estruturas 

celulares, com destaque para oxidação dos lipídios da membrana, que leva a 

alterações funcionais e estruturais, e consequente morte celular (PERCÁRIO, 2000; 

HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2007). A magnitude do dano é amplificada em uma 

cascata autossustentada, que se inicia pela reação com um ácido graxo insaturado e 

posterior propagação pelos radicais peroxila. Esta cadeia de reações forma vários 

hidroperóxidos lipídicos e aldeídos, tais como o malondialdeído (MDA; FELLIPE e 

PERCÁRIO., 1991; MAFRA et al., 1999) 

 Dentre as ERON’s, se destaca o radical hidroxila (HO•), formado pela 

dismutação do ânion superóxido pela enzima superóxido dismutase com produção 

de peróxido de hidrogênio (H2O2), que na presença de metais de transição, como 

cobre e ferro, pode levar à produção deste radical via reações de Fenton e Haber 

Weiss (BARREIROS et al., 2006). A radiação ultravioleta e os raios Ɣ e X também 

levam a produção do radical OH˙- nas células epiteliais. É uma espécie radicalar 

altamente reativa e tóxica, promovendo mutação no DNA, e consequente 

carcinogenicidade em humanos (GARCEZ et  al., 2004). Também inativa proteínas, 

ao oxidar o radical sulfidrila (-SH) a ponte dissulfeto (-SS), além de oxidar ácidos 

graxos poli-insaturados das membranas celulares, dando início à peroxidação 

lipídica (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). 

  O H2O2 é produzido tanto na matriz mitocondrial durante a redução do 

oxigênio, quanto pela dismutação do radical ânion superóxido pela enzima 

superóxido dismutase (FRIDOVICH, 1997). Sua importância reside na capacidade 

de migrar pela célula alcançando alvos distantes do local de formação e de formar 

radical hidroxila (OH•) na presença de metais de transição, através da reação de 

Fenton (Figura 6; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).  

  Os metais de transição mais importantes nesta reação são o Cu2+ e o Fe2+, o 

qual se destaca pela maior biodisponibilidade no organismo, onde se encontra 

complexado a proteína de transporte (transferrina) ou armazenado como ferritina e 
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hemosiderina (BARREIROS et  al., 2006). Em pH fisiológico, o íon ferro complexado 

não participa da geração do radical hidroxila, porém quando mobilizado se ioniza, 

tornando-se catalisador daquela reação (GARCEZ et  al., 2004).  

O radical ânion superóxido possui habilidade de liberar Fe2+ das proteínas de 

armazenamento e das ferro-sulfoproteínas, como ferritina e aconitase, 

respectivamente. Também reage com o radical hidroxila, produzindo oxigênio singlet 

e com o óxido nítrico (NO•) produzindo peroxinitrito (ONOO-; BARREIROS et  al., 

2006). Em alguns casos, atua como antioxidante, reduzindo semiquinonas, 

objetivando o retorno das suas atividades metabólicas na célula, como por exemplo, 

a redução da ubiquinona a ubiquinol, na mitocôndria (BABIOR, 1997), que funciona 

como sinalizador molecular pela sua capacidade de oxidar grupos–SH (tiólicos)  nas 

ligações dissulfeto, podendo ativar ou inativar enzimas contendo metionina 

(BARREIROS et  al., 2006). Este radical é abundante no organismo (BOVERIS, 

1998). É formado na cadeia de transporte de elétrons ou nas células fagocitárias 

através da NADPH oxidase (DIAZ et  al., 1998). Também se origina das reações de 

autoxidação de alguns compostos endógenos (hemoglobina, mioglobina e 

catecolaminas) e das reações enzimáticas em diversas organelas celulares 

(GARCEZ et  al., 2004). 

 

3.3.3  Antioxidantes 

   

Os antioxidantes protegem o organismo da ação danosa dos radicais livres. 

São classificados em enzimáticos e não-enzimáticos. (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

2007). Os primeiros são representados por enzimas como glutationa peroxidase 

(GSH-Px), catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD). Já os não-enzimáticos 

são representados pela glutationa reduzida (GSH), vitaminas “C” e “E”, beta 

caroteno, flavonóides, ácido úrico e pelas proteínas queladoras de metais 

(VASCONCELOS et al., 2007). 
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3.3.3.1  Antioxidantes enzimáticos 

 

3.3.3.1.1 Glutationa peroxidase (GSH-Px) 

 

Participa da oxidação da glutationa (GSH) a sua forma oxidada (GSSG; 

Figura 5), a qual é posteriormente reduzida a duas moléculas de GSH pela 

glutationa redutase (GSH-Rd; AMORES-SANCHEZ e MEDINA, 1999; NORDBERG 

e ARNÉR, 2001). 

 

3.3.3.1.2  Superóxido dismutase (SOD) 

 

Foi a primeira enzima associada aos mecanismos de oxirredução. Tem como 

função catalisar a dismutação do ânion superóxido em O2 e H2O2 representando 

assim, a primeira linha de defesa contra danos causados por ERON’s (KUPPUSAMY 

et al., 2005). Em humanos, existem três formas de SOD. A SOD-cobre-zinco (Cu/Zn-

SOD) presente no citosol, a SOD-manganês (Mn-SOD) localizada primariamente na 

mitocôndria e a forma extracelular EC-SOD (KUPPUSAMY et al., 2005). Todas as 

isoformas se ligam a ânions de carga simples, como fluoreto, convertendo o O•
2 em 

H2O2 por repetidas oxirreduções  do metal de transição (MEIER et al., 1998). Alguns 

protozoários, como aqueles pertencentes ao filo Apicomplexa, apresentam também 

a SOD-dependente de Fe (SOD-Fe) (MÜLLER, 2004). 

A SOD-Mn/Fe, presente nas mitocôndrias, possui atividade antioxidante 

resultante da doação de elétrons originários da mudança do estado de oxidação do 

Mn e Fe. A SOD-Mn em humanos difere da SOD-Fe dos eucariotos pelo 

acoplamento em um tetrâmero resultante da ligação de dois dímeros que gera duas 

ligações simétricas de quatro hélices. O peso molecular é de 96 kDa, e a atividade 

modulada pelas citocinas e moderadamente influenciada pelos agentes oxidantes 

(STRALIN e MARKLUND, 1994; PERRY et al., 2010). 

A Cu-Zn-SOD, presente no citosol das hemácias, possui duas subunidades 

idênticas com peso molecular de 32kDa, as quais possuem sítio ativo (RAHMAN, 

2007). Catalisa a dismutação do ânion superóxido a peróxido de hidrogênio e 

oxigênio molecular (RAHMAN, 2007). Recentemente foi descrita a SOD-extracelular 

(EC-SOD), que é uma glicoproteína tetramérica composta de íons Cu e Zn e catalisa 
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as mesmas reações da Cu-Zn-SOD. Possui alta afinidade por alguns 

glicosaminoglicanos, como heparina. Esta presente nos espaços intersticiais dos 

tecidos e nos fluídos extracelulares, sendo responsável pela maior parte da atividade 

da SOD no plasma, linfa e fluido sinovial (FRIDOVICH, 1997). Entretanto sua 

regulação nos tecidos de mamíferos ocorre, principalmente, através da liberação das 

citocinas nos processos inflamatórios (RAHMAN, 2007; PERRY et al., 2010). 

 

3.3.3.1.3  Catalase intraeritrocitária (CAT) 

 

A Catalase tem como função catalisar a conversão do peróxido de hidrogênio 

a água e oxigênio.  É composta por quatro subunidades de proteínas, na qual cada 

uma contém um grupamento heme e uma molécula de NADPH. Encontra-se 

amplamente distribuída nos peroxissomos, os quais contém grande parte de 

enzimas capazes de gerar peróxido de hidrogênio. Apresenta elevada atividade no 

fígado e eritrócitos. (YOUNG e WOODSIDE, 2001). 

 

3.3.3.2  Antioxidante não-enzimático 

 

3.3.3.2.1  Glutationa reduzida (GSH) 

  

 A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptídeo (L-γ-glutamil-L-cisteinilglicina) 

considerado a primeira linha de defesa contra as ERON’s nas hemácias. Possui 

diversas funções, como por exemplo, é cofator de diversas enzimas, como glutationa 

peroxidase, glutationa-S-transferase, glutaredoxinas e glioxalases. É oxidada a 

glutationa dissulfeto (GSSG) pela glutationa peroxidase. É considerada um tampão 

redox sulfidrílico, pois mantém os resíduos cisteinil da hemoglobina e de outras 

proteínas no estado reduzido (PANDEY e RIZVI, 2011).  

  Quando os teores de GSH estão reduzidos, como por exemplo, na 

deficiência de glicose-6-fosfato-desidrogenase, não há doação do NADPH, que atua 

como cofator da glutationa redutase na redução da GSSG a GSH, reduzindo a 

inativação das ERONs, com consequente dano oxidativo ao eritrócito, promovendo 

hemólise e formação de metemoglobina. Ocorrem também alterações na morfologia 
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eritrocitária com perda da flexibilidade da membrana impedindo sua passagem para 

órgãos vitais e a formação de corpúsculos de Heinz, os quais conjuntamente 

favorecem a fagocitose do eritrócito pelo sistema retículo-endotelial (ALVES et al., 

2003). 

  No ciclo catalítico da GSH (Figura 5), podem ser identificadas três enzimas: a 

glutationa oxidase (GO), a GSH-Px e a glutationa redutase (GR). As duas primeiras 

catalisam a oxidação de GSH à GSSG e a última é responsável pela regeneração de 

GSSG a sua forma reduzida na presença de NADPH (HUBER et al., 2008).  

 

Figura 5. Representação esquemática do ciclo catalítico da glutationa. Fonte: HUBER et al., 2008. 

 

O organismo humano utiliza outras moléculas pequenas para contrapor a 

ação deletéria das ERON’s, como a vitamina C, que se encontra na forma de 

ascorbato e atua na redução de metais como o Fe e Cu, e a vitamina E que doa 

elétrons a radicais hidroxila impedindo, portanto, a peroxidação lipídica, assim como, 

o β-caroteno que é o principal carotenóide fonte de vitamina A com ação 

antioxidante (BARREIROS et al., 2006). Por fim, as proteínas queladoras de metais 

promovem o sequestro de ferro e cobre, impedindo que eles atuem como cofatores 

das reações de Fenton e Haber-Weiss (BIANCHI e ANTUNES, 1999; YOUNG e 

WOODSIDE, 2001). 
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3.3.4  Marcadores de estresse oxidativo 

 

3.3.4.1  Avaliação da capacidade antioxidante total (TAC) 

  

Os antioxidantes presentes nas células, membranas e fluídos extracelulares 

podem ser recrutados e atuar de forma conjunta para contrapor o excesso de 

ERON’s. Deste modo, a TAC é capaz de fornecer informações concisas acerca do 

status antioxidante, pois não mensura especificamente concentrações de cada 

antioxidante (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). Vários métodos para avaliar a 

TAC foram propostos e aplicados em produtos naturais e fluídos biológicos 

(SERAFINI et al., 2004; DEL RIO et al., 2005), utilizando técnicas que se 

fundamentam na transferência de átomos de hidrogênio (TAH) ou de elétrons (TE). 

Geralmente, as análises de TAH se baseiam na competição entre os antioxidantes e 

o substrato gerando o radical peroxila através da decomposição de composto AZO. 

Já as análises de TE avaliam a capacidade dos antioxidantes presentes nas 

amostras de reduzir um composto oxidado, cuja coloração é alterada após redução 

de maneira proporcional à concentração dos antioxidantes (ZULUETA et al., 2009). 

 Neste sentido, a redução do 2,2-azinobis, ácido 3-etilbenzotiazolina-6-

sulfônico (ABTS) ao radical ABTS˙ é uma das análises de TE mais utilizadas. Esta 

técnica foi empregada inicialmente para determinar o conteúdo de hemoglobina em 

amostras de tecidos (MARKLUND, 1979), e foi adaptada para usar o ânion radical 

ABTS˙ pré-formado como biomarcador da capacidade antioxidante não-enzimática 

total em diferentes matrizes biológicas. Os resultados são expressos em valores 

relativos ao ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico (Trolox), um 

análogo sintético hidrossolúvel da vitamina E (NIKI, 2010).  

 

3.3.4.2  Peroxidação lipídica 

 

Durante a peroxidação lipídica são gerados inúmeros aldeídos eletrofílicos, os 

quais forma aductos de proteínas, como o malondialdeído (MDA, C3H4O2), 

considerado o principal produto da peroxidação lipídica. O MDA é um dos 

biomarcadores mais utilizados para avaliar danos oxidativos (KOPITZ  et al., 2004). 

Dentre as técnicas utilizadas para determinar a produção de aldeídos resultantes da 
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peroxidação lipídica, se destaca a determinação dos compostos reativos ao ácido 

tiobarbitúrico ou TBARS, introduzida por Yagi (1976) e amplamente utilizada por ser 

considerada simples para avaliar a peroxidação dos lipídeos. Usando condição ácida 

extrema e elevada temperatura, são formados aductos entre o ácido tiobarbitúrico e 

moléculas resultantes da peroxidação dos lipídeos, em especial o MDA, que são 

coloridos e mensurados por espectrofotometria (STEGHENS et al., 2001). A 

desvantagem deste procedimento é que outros compostos reagem com o TBARS 

contribuindo para o aumento da absorbância (ANTUNES et al., 2008).    

 

3.3.5  Estresse oxidativo na malária 

 

Vários autores relataram a participação de ERON's na fisiopatologia da 

malária (PABÓN et al., 2003; HUBER et al., 2002; DONDORP et al., 2003; 

OMODEO-SALÉ et  al., 2003; BECKER et al., 2004; YAZAR et al., 2004; 

WILMANSKI et  al., 2005; KUMAR & BANDYOPADHYAY  al., 2005; JARAMILLO et 

al., 2005; DEY et al., 2009). O balanço redox durante a fase aguda da infecção deve 

ser cuidadosamente interpretado, pois se por um lado as ERON's auxiliam a debelar 

a parasitemia, por outro, podem acarretar danos oxidativos no hospedeiro humano. 

De modo semelhante, os antioxidantes protegem tanto o hospedeiro humano, 

quanto o plasmódio dos danos oxidativos. Neste sentido, alterações no ciclo redox 

eritrocitário durante a infecção constituem aspecto central da resposta do hospedeiro 

à doença; alguns autores sugerem papel protetor, entretanto, outros apontam 

relação direta das ERON's com a fisiopatogenia da malária (POTTER et al., 2005).  

Estudos em humanos e animais de experimentação associaram o aumento da 

produção de ERON’s às complicações sistêmicas da malária. Por exemplo, a 

infecção por Plasmodium induz a geração de radicais hidroxila (OH˙) no fígado que 

provavelmente acarreta apoptose celular (SOHAIL et al, 2007), assim como, foram 

evidenciados teores elevados de produtos da peroxidação de lípidios no líquido-

espinhal em casos fatais de malária cerebral (JAYSHEREE et al., 1992). Pino et al. 

(2003) demonstraram que a apoptose induzida pelas hemácias parasitadas nas 

células endoteliais das vênulas pulmonares é mediada pelo EO, assim como, se 

discute a participação das ERON's nos danos estruturais e funcionais às plaquetas 

(EREL et al., 2001).    
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O aumento dos polimorfonucleares no edema pulmonar relacionado a doença 

foi associado a produção de ERON's (CLARK et al., 1989). Hermsen et al. (1997), 

demonstraram que as ERON’s possuem papel importante na malária cerebral em 

camundongos infectados por P. berghei. Atamna et al. (1993) reportaram que 

eritrócitos infectados com P. falciparum produzem radical OH˙ e H2O2 em 

concentrações aproximadamente duas vezes superiores aos normais. De fato, 

marcadores de EO em ratos e humanos infectados pelo plasmódio encontraram-se 

elevados, quando comparados a controles não parasitados (SOHAIL et al., 2007), 

como por exemplo, altos níveis de produtos da peroxidação lipídica, como TBARS, 

foram demonstrados em eritrócitos parasitados por P. falciparum, P. vinckei, P. 

berguei e P. chabaudi (DAS e NANDA, 1999), assim como,  em crianças com 

malária, em especial aquelas com deficiência de riboflavina (DAS et al., 1990). 

Também foi relatado aumento da geração de ERON's nos casos não graves de 

malária pelo P. vivax. (PABÓN et al., 2003). ARAÚJO et al., (2008), demonstraram 

que níveis plasmáticos de MDA foram mais elevados nos pacientes 

trombocitopênicos e sugeriram que o MDA e a glutationa peroxidase são 

importantes marcadores dos danos oxidativos nas plaquetas de pacientes com 

malária por P. vivax. 

Por outro lado, estudos apontaram a ação das ERON's em debelar a 

parasitemia. A incubação de Plasmodium yoelii na presença de glicose e glicose 

oxidase gerou peróxido de hidrogênio, que elimiou o plasmódio. Da mesma forma, 

quando incubados na presença de xantina e xantina oxidase, ocorreu a geração do 

ânion superóxido e peróxido de hidrogênio, além de outros produtos com atividade 

oxidante, os quais levaram a destruição dos parasitos (DOCKRELL e PLAYFAIR, 

1984).  

Ressalte-se que para se proteger da ação das ERON's, o parasita possui o 

apicoplasto que produz ácido alfa lipóico, dotado de ação antioxidante. 

Provavelmente tal organela foi incorporada ao parasita como adaptação evolutiva, 

estando presente nos simbionte como as algas vermelhas (TOLER, 2005). O 

sistema antioxidante do plasmódio também é composto por glutationa que é o mais 

abundante, vitamina B6, bem como enzimas antioxidantes como a SOD, GSH-Px, 

CAT e tioredoxinas (BECKER et al., 2004). 

As ERON's são oriundas de diversas fontes no decorrer da fase aguda da 

infeção, como: a partir da degradação do heme pelo parasita, objetivando 
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suprimento de aminoácidos para seu metabolismo; a explosão respiratória das 

células de defesa imune do hospedeiro vertebrado, assim como, a síndrome de 

isquemia e reperfusão nos casos graves da doença. Por fim, o mecanismo de ação 

de alguns antimaláricos, como a PQ e a artemisinina envolve, provavelmente, a 

formação destes compostos. Entretanto, para contrapor a ação deletéria de ERON's 

formadas durante a fase aguda da doença, o hospedeiro humano mobiliza 

antioxidantes não enzimáticos, assim como, aumenta a atividade de enzimas 

envolvidas no ciclo redox (POTTER et al., 2005; KELLER et al., 2004; SOHAIL et al., 

2007; BECKER et al., 2004). 

A hemoglobina é a principal fonte de aminoácidos para o plasmódio durante a 

fase eritrocítica do ciclo biológico e sua degradação no vacúolo digestivo ácido que é 

favorecido pela sua elevada taxa metabólica e rápido crescimento, resulta na 

liberação do heme livre tóxico (ferro/ferroprotoporfirina IX) (TILLEY et al., 2001; 

BECKER et al., 2004). Para impedir a ação tóxica deste composto, o parasito 

promove sua polimerização, levando à produção de um composto inerte, insolúvel e 

não tóxico, denominado hemozoína (pigmento malárico). Esta reação é considerada 

um dos alvos dos antimaláricos quinolínicos (PABÓN et al., 2003). Assim, o 

Plasmodium pode contribuir para a formação de ERON’s como o ânion radical 

hidroxila, via reação de Fenton, empregando como cofator o Fe+2, causando danos 

oxidativos nos lipídios e proteínas do vacúolo digestivo (EGAN et al., 2002; 

MÜLLER, 2004).  

As hemácias parasitadas apresentam grande quantidade de derivados 

monohidroxi dos ácidos graxos polienóicos (OH-PUFAS) em seus ésteres de 

lipídios, sugerindo a ocorrência da peroxidação lipídica. Dentre os OH-PUFAS mais 

encontrados e descritos como tóxicos estão o 12 e o 15-hidroxi-ácido araquidônico 

(HETES 12,15). As concentrações de OH-PUFAS aumentam de acordo com o 

estágio evolutivo do parasita. No entanto baixos teores foram encontrados após 

fagocitose das hemácias parasitadas, sugerindo que outros produtos da peroxidação 

lipídica desempenham papel chave neste processo (SCHWARZER et al., 2003).   

Montia et al. (2002) cultivaram parasitos em ambiente com 2% de monóxido 

de carbono (CO), cuja afinidade é 240 vezes superior a hemoglobina quando 

comparado ao oxigênio. O parasito cresceu normalmente, entretanto, a hemozoína 

não foi formada e consequentemente não houve acúmulo de FP, indicando que o 

plasmódio não necessitou de cadeia de transportes de elétrons funcional. É provável 
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que a geração de espécies reativas de oxigênio (ERO) tenha sido reduzida, pois 

após a degradação da globina, a FP-Fe II, íon ferro não foi oxidado, permanecendo 

em grande parte na forma reduzida. 

Outra fonte de ERO’s é a ativação da resposta imune do hospedeiro 

resultante da infecção dos plasmódios com envolvimento de fagócitos (macrófagos 

ativados e neutrófilos) (BECKER et al.,2004) que geram elevada quantidade de 

radicais livres durante a explosão respiratória, ocasionando desequilíbrio entre 

formação de espécies oxidantes e quantidade de antioxidantes, levando ao EO, que 

é considerado importante mecanismo de resposta do hospedeiro humano às 

infecções microbianas (BRINKMANN et al., 1984). Soma-se na fase aguda da 

infecção, o aumento da atividade de monócitos e macrófagos circulantes resultante 

da ruptura dos eritrócitos e liberação da hemozoína na circulação sanguínea 

(KELLER et al., 2004). Adicionalmente, a hemozoína promove a liberação de 

citocinas pró-inflamatórias, tal como fator de necrose tumoral (TNF-α) e citocinas 

anti-inflamatórias (IL-10), que de acordo com Wilmanski et al. (2005) apresentam 

papel importante na geração de ERON's. 

 A síndrome de isquemia e reperfusão também foi associada a geração de 

ERON's em pacientes com malária falciparum, especialmente nas formas graves, 

representando a principal causa de danos neurológicos na malária cerebral 

(SERIROM et al., 2003). Os eritrócitos infectados por trofozoítos maduros e 

esquizontes de P. falciparum são sequestrados pelos capilares de vários órgãos o 

que impede sua remoção pelo baço. A aderência destas células ao endotélio 

vascular (fenômeno de citoaderência), ocasiona hipóxia e recrutamento de citotinas 

pró-inflamatórias, levando a formação de ERON's (SERIROM et al., 2003; 

FERREIRA et al., 2004). Objetivando manter o tônus vascular, o óxido nítrico (NO) é 

gerado pelas células endoteliais, promovendo a homeostase vascular por regular a 

agregação plaquetária e adesão ao endotélio, restringindo a extensão do processo 

inflamatório  (SERIROM et al., 2003).  Adicionalmente, as alterações oxidativas nos 

eritrócitos infectados pelo P. falciparum parecem estar associadas ao 

envelhecimento acelerado destas células, contribuindo para a anemia nestes 

indivíduos (OMODEO-SALÉ et al., 2003), alterando a fisiologia circulatória, levando 

a momentos alternados de hipóxia com manutenção da oxigenação tecidual em 

níveis basais, o que colabora para síndrome de isquemia e reperfusão (HALLIWELL 

e GUTTERIDGE, 2007).  
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Alguns antimaláricos contribuem para geração de ERON's, uma vez que o 

mecanismo de ação envolve a participação de espécies radicalares. De fato, a ação 

dos antimaláricos se baseia na sensibilidade do plasmódio as ERON's, bem como, 

na interferência ou inibição de alguma via de síntese metabólica de uma molécula 

essencial para o parasito (GRAHAME-SMITH e ARONSON, 2004).  

Neste sentido, os metabólitos da PQ oxidam, de maneira dose dependente, a 

hemoglobina. De acordo com Ganesan et al. (2009), a intensidade e a duração da 

ação da PQ são controladas por enzimas  do CYP-450 envolvidas na ativação de 

espécies intermediárias do fármaco. Acredita-se que o mecanismo de ação seja 

mediado por metabólitos redox-ativos, como a 5-hidroxiprimaquina (5-HPQ), a qual 

foi associada  aos efeitos terapêutico e tóxico, a exemplo, a hemólise em eritrócitos 

com teores normais de GSH foi relatada após aumento das concentrações de 5-

HPQ, que forma um par redox com suas formas quinolinas, cujo ciclo contínuo de 

oxi-redução produz ERON’s e aumenta o consumo de GSH (SHANKS et al., 2001). 

Outro efeito adverso reportado é a metemoglobinemia, resultante da oxidação 

do ferro da hemoglobina (Figura 11) a Fe+3 que não transporta oxigênio aos tecidos 

(CAMARGO et al., 2007). Os eritrócitos mantém taxa normal de metemoglobina (1-

2%) por mecanismos redutores fisiológicos representado por enzimas como: NADH-

diaforase, glicose-6-fosfato desidrogenase e metemoglobina redutase (CAMARGO 

et al., 2007).  

A metemoglobinemia pode ser congênita ou adquirida. A primeira se 

manifesta sob duas formas distintas, a saber: tipo I, na qual há deficiência do gene 

responsável pela expressão da NADH citocromo b5 redutase (NADHb5R) apenas 

nos eritrócitos e tipo II, na qual a deficiência desta enzima se distribui por vários 

tecidos. Já a forma adquirida resulta da exposição a agentes oxidantes como 

quinolinas (PQ), nitritos, cloratos, fenacetina, acetanilida, sulfanilamida, 

nitrobenzeno, anilina, nitratos, nitritos e óxido nítrico (FERREIRA et al., 2011). 

Portanto, pacientes tratados com fármacos oxidantes, como PQ, apresentam teores 

aumentados de metemoglobina (CARMONA-FONSECA et al., 2009). Ressalta-se 

que os teores de metemoglogina tem sido usados como indicadores do estado 

oxidativo no interior dos eritrócitos. 

Para contrapor a ação deléteria das ERON's, o organismo humano mobiliza 

compostos antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos, e em conseqência,  os 

níveis de GSH, tocoferol, dentre outros, podem estar reduzidos nos pacientes com 
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malária (DAS e NANDA, 1999).  Erel et al. (1997) ao investigarem níveis plasmáticos 

e eritrocitários de marcadores de EO e das defesas antioxidantes em 50 pacientes 

com malária por P. vivax e  50 voluntários saudáveis, demonstraram aumento dos 

marcadores de EO e redução das defesas antioxidantes nos pacientes com P. vivax. 

Corroborando este estudo, Pabón et al., (2003), compararam  marcadores da 

peroxidação lipídica, como o MDA, e a capacidade antioxidante total (TAS) entre 

pacientes com malária não-complicada e indivíduos saudáveis. O EO foi estimado 

pela relação MDA/TAS. O valor foi 3,5 vezes superior nos pacientes com malária 

quando comparado ao grupo controle. 
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4  METODOLOGIA 

 

4.1  Tipo de estudo, casuística e seleção da amostra 

 

Trata-se de um estudo de casos constituído por 38 pacientes, com idade 

superior a 18 anos, ambos os gêneros, portadores de malária por P. vivax, com 

confirmação laboratorial pelo exame da gota espessa. O grupo controle foi composto 

por 19 voluntários saudáveis pareados em proporção por sexo e idade, que foram 

selecionados no Curso de Farmácia da Universidade Federal do Pará. O protocolo 

seguiu recomendação da OMS para avaliação da eficácia terapêutica de portadores 

de malária por P. vivax. Foram realizadas avaliações clínicas e laboratoriais antes da 

instituição da terapia (D0), durante o segundo e sétimo dia de tratamento (D2 e D7) e 

após tratamento,  quatorze (D14) e vinte e oito dias (D28). 

 

4.2  Local da pesquisa e coleta de dados 

 

Foram selecionados pacientes que procuram por demanda espontânea o 

Ambulatório/Laboratório do Programa de Ensaios Clínicos em Malária do Instituto 

Evandro Chagas (PECEM/IEC) localizado no município de Ananindeua, Pará. Nesta 

Unidade de Saúde são atendidos pacientes provenientes da região metropolitana de 

Belém e entorno. As análises laboratoriais foram realizadas no laboratório de 

Toxicologia da Faculdade de Farmácia do Instituto de Ciências da Saúde da 

Universidade Federal do Pará. 

 

4.3  Critérios de inclusão e exclusão 

  

Foram incluídos pacientes com diagnóstico positivo pelo exame da gota 

espessa para P. vivax, os quais foram tratados com o esquema terapêutico 

preconizado pelo MS (BRASIL, MS 2009), constituído pela associação CQ 

(150mg/comprimido- 1,5g em três dias de tratamento) e PQ (30mg/Kg ao dia durante 

sete dias). Os pacientes foram convidados a participar do referido estudo, ao 

concordarem, estes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento 
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(TCLE; Anexo A), bem como responderam ao questionário padrão aplicado pelo 

PECEM/IEC (Anexo B).  

          Foram excluídos pacientes que apresentarem síndrome febril que não seja 

oriunda da malária, aqueles que fizeram uso de antimaláricos ou antibióticos em até 

quatro semanas anteriores, que apresentaram evolução clínica desfavorável, malária 

mista, comorbidades, tabagistas, alcoolistas, usuários de drogas de abuso ou de 

suplementos antioxidantes ou vitaminas, anticoncepcional, grávidas e aqueles que 

não concordaram em assinar o TCLE ou não responderam ao questionário. 

 

4.4 Dados demográficos e epidemiológicos 

 

Foram anotados os seguintes dados demográficos e epidemiológicos: gênero, 

idade, local de residência (rural/urbano), histórico de malária durante a vida 

(sim/não), se positivo, relatou-se o número de episódios de malária, a parasitemia, 

as manifestações clínicas, a severidade os sinais e sintomas e o tempo decorrido 

entre a sintomatologia inicial e o diagnóstico e início do tratamento (Anexo B). 

 

4.5 Amostras 

 

Foram coletadas de cada paciente com malária por P. vivax amostras de 

sangue por punção venosa periférica em volume de 15mL antes da introdução dos 

antimaláricos (D0), durante tratamento: D2, após 1º dia de tratamento, D7, após 6º 

dia de tratamento e após tratamento, quatorze (D14) dias. Utilizados dois tubos (5 

mL cada) tipo Vacutainer® devidamente identificados, um contendo EDTA como 

anticoagulante, e outro, para obtenção do soro. Cerca de 2 mL de cada tubo foram 

separados por centrifugação para obtenção do plasma ou de soro, a 2.000 rpm/10 

min/28-30°C. A seguir, os eritrócitos foram lavados com solução salina a 0,85% por 

três vezes e centrifugados a 2.000 rpm/5min/20ºC. O sangue total, assim como as 

frações, foram imediatamente refrigeradas a 4°C e transportadas ao Laboratório de 

Toxicologia (LATOX – UFPA), onde foram analisadas. 

No sangue total (tubo com EDTA) foram determinados  os parâmetros 

hematológicos (leucócitos, plaquetas, hemácias, hemoglobina e hematócritos) 

através do sistema automatizado pelo aparelho PENTRA 120®, fabricado pelo ABX 

Diagnostics. Parte do soro (5mL) foi utilizado para realização das provas 



47 

 

bioquímicas como: glicemia, bilirrubina total e frações, colesterol total e frações, 

ácido úrico e triglicerídeos em sistemas automatizados, fabricado pelo DADE 

Behring. Tanto os exames hematológicos, quanto os bioquímicos, foram 

processados no Laboratório de Análises Clínicas do IEC, seguindo recomendação 

de uso pelo fabricante dos equipamentos. No grupo controle foi coletada apenas 

uma amostra de sangue e seguido os mesmos procedimentos dos pacientes com 

malária por P. vivax. 

 A metemoglobinemia e os teores de PQ e CPQ foram determinados no 

sangue total. A glutationa reduzida nos eritrócitos lavados. A capacidade 

antioxidante total (TAC) e os níveis de compostos reagentes ao ácido tiobarbitúrico 

(TBAR) foram determinados no plasma.  

O tempo decorrido entre a coleta das amostras e determinação de PQ e CPQ 

foi inferior a 30 dias e as análises hematológicas e bioquímicas, a 

metemoglobinemia e os marcadores de EO foram analisados imediatamente após 

coleta do material biológico.  

 

4.6  Procedimentos laboratoriais 

 

4.6.1  Determinação da parasitemia inicial 

  

As lâminas para diagnóstico e contagem dos parasitas foram coletadas por 

punção da polpa digital do dedo indicador, previamente higienizado com álcool 

iodado, com lancetas descartáveis. A seguir, aplicadas em lâminas de vidro para 

confecção da gota espessa nos diversos dias de estudo. A gota espessa foi corada 

pelo GIEMSA, segundo a técnica de Walker e, examinada em microscópio ótico 

(OPAS, 2004). 

 A parasitemia foi determinada pela contagem de parasitos assexuados em 

100 campos microscópicos (correspondente a 0,2 mm³ de sangue), sendo o valor 

obtido multiplicado pela constante 5 e o resultado expresso em parasitos/mm³ de 

sangue. Foi considerada negativa quando, ao examinar no mínimo 200 campos da 

gota, não se visualizaram formas assexuadas do P. vivax. 

 A parasitemia foi classificada em: baixa, até 15.000 parasitos por mm³ de 

sangue; média, de 15.001 a 60.000 parasitos por mm³ de sangue; e alta com 

resultado igual ou superior a 60.001 parasitos por mm³ de sangue (ALECRIM, 1981). 
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O tempo de clareamento da parasitemia (TCP) dos pacientes nas lâminas de gota 

espessa foi verificada a cada 24 horas nos dias de seguimento dos pacientes e 

expresso em horas. 

 

4.6.2  Determinação da peroxidação lipídica (TBARS) 

 

A peroxidação lipídica foi determinada por meio da estimativa das substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). As lipoproteínas foram precipitadas nas 

amostras pela adição do ácido tricloroacético (ATC) a 10% e 0,67% de ácido 

tiobarbitúrico (ATB) em seguida 2 M de sulfato de sódio foram adicionados ao 

precipitado. A união do peróxido lipídio com ATB foi realizada pelo aquecimento em 

banho-maria a 90ºC por 60 minutos. Os cromógenos formados foram extraídos em 

n-butanol, os quais foram lidos a 535 nm (Figura 6). As absorbâncias obtidas foram 

plotadas em uma curva de calibração previamente elaborada, contendo 

concentrações conhecidas de tetraetoxipropano (MDA), as quais foram processadas 

de modo semelhante às amostras biológicas. A seguir, foram obtidos o coeficiente 

de correlação e a equação da reta através do método dos mínimos quadrados. A 

peroxidação lipídica foi expressa em nMols de MDA/L de plasma (DOTAN et al., 

2004; ISAKSSON et al., 2009). As análises das amostras foram realizadas em 

triplicata. 
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Figura 6. Procedimento para determinação do TBARS. 

 

4.6.3  Determinação da capacidade antioxidante não enzimática total (TAC) 

 

A capacidade antioxidante não enzimática total foi determinada segundo a 

sua equivalência a um potente antioxidante conhecido, o Trolox® (ácido 6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrameticromono-2-carboxílico; Aldrich Chemical Co 23881-3), análogo 

sintético hidrossolúvel da vitamina E. Seguindo-se o método proposto por Miller et al. 

(1993), modificado por Re et al., (1999), em condições adaptadas de temperatura, 

proporções relativas dos reagentes e tempo de mensuração. Trata-se de uma 

técnica colorimétrica, baseada na reação entre o ABTS (2,2’-azinobis-3-

etilbenzotiazolina-ácido-6-sulfônico-diamônio) com persulfato de potássio (K2S2O8), 

produzindo diretamente o radical cátion ABTS•+, cromóforo de coloração verde/azul, 

com absorbância máxima nos comprimentos de onda 645, 734 e 815 nm (MILLER et 

al., 1993; RE et al.,1999). 

A adição de antioxidantes ao radical ABTS•+ pré-formado o reduz novamente 

a ABTS, na extensão e escala de tempo, dependente da capacidade antioxidante, 

concentração e duração da reação. A mudança da coloração em detrermindao 

intervalo de tempo é mensurada por espectrofotometria a 734 nm. Assim, a 

extensão da descoloração é proporcional a redução do radical cátion ABTS•+. As 
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absorbâncias foram plotadas em curva de calibração previamente elaborada 

contendo concentrações conhecidas de trolox, e a seguir, obtidos o coeficiente de 

correlação e a equação da reta.  A atividade antioxidante total da amostra (TAC) foi 

expressa em micromoles por litro (μM/L) em relação ao trolox. 

Figura 7. Procedimento para determinação da TAC. 

 

4.6.4 Índice de estresse oxidativo (EO) 

 

O EO foi considerado como a razão entre o TBARS e TAC (COHEN e 

MCGRAW, 2009). Esta razão foi aferida pela resposta antioxidante do organismo a 

produção de agentes pró-oxidantes, no qual os maiores valores correspondem a 

níveis elevados de EO (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).  

 

4.6.5  Determinação de glutationa reduzida (GSH) 

 

A técnica utilizada fundamenta-se na capacidade da GSH em reduzir o ácido-

5,5-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB) para ácido nitrobenzóico (TNB), cuja 

absorbância máxima por espectrofotometria é 412 nm (Figura 13). As absorbâncias 
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foram plotadas em curva de calibração previamente elaborada, contendo 

concentrações conhecidas de glutationa, e a seguir, obtidos o coeficiente de 

correlação e a equação da reta (ANDERSON, 1969). 

 

Figura 8. Reação de derivação da GSH com o DTNB. Fonte: ROVER JUNIOR et al., 2001. 

 

4.6.6  Determinação dos teores de metemoglobina 

 

Para determinação de metemoglobina foi utilizada a metodologia proposta por 

Hegesh et al. (1970) (figura 9), baseada na leitura da absorvância diferencial a 

632nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de metemoglobina em 

relação a  porcentagem total de hemoglobina da amostra. As análises foram 

realizadas em triplicata. 

 

+ + 
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Figura 9. Procedimento para determinação de metemoglobina. 

 

Para o cálculo do percentual de metemoglobina nas amostras foi utilizada a 

seguinte fórmula:  

                                    % MeHb=        (A1- A3)          x    100 

     12x (A2-A4) 

Onde:  12 = Fator de Diluição 

A1 – A3 = Porcentagem de metemoglobina na amostra; 

A2 – A4 = 100% de metemoglobina 

 

4.7 Determinação de primaquina e carboxiprimaquina 

 

 As concentrações sanguíneas de PQ e CPQ foram quantificadas por 

cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa, com detecção no 

ultravioleta. Foram utilizados procedimentos previamente validados no laboratório de 

Toxicologia da UFPA seguindo procedimento de Dua et. al., (1996), com pequenas 

modificações. O cromatógrafo líquido de alta eficiência (VARIAN, USA) foi composto 

por uma bomba isocrática (PROSTART 300), injetor manual rheodyne (Modelo 772i), 
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com loop de 50uL, coluna de fase reversa (X-Terra): RP-8,15cm, 5µm e 4,6 mm de 

diâmetro interno (Waters, Saint Quentin-en-Y velines, France); pré-coluna: 2.1x 

10mm; detector duplo canal ultravioleta (Modelo 320) e visível (PROSTAR 220), com 

detecção em comprimento de onda de 254mm. A fase móvel foi composta por uma 

mistura isocrática de acetonitrila a 30% em solução aquosa de treitilamina 0,01M 

com pH de 3.5 ajustado com solução de ácido fosfórico a 50%. O fluxo foi 1 mL/min. 

 

4.7.1 Procedimento de extração da primaquina 

  

 A extração de PQ procedeu-se conforme procedimentos propostos por Dua et 

al. (1996) e Ferreira (2010) com modificações na quantidade de sangue total, 

composição do líquido extrator, padrão interno e na solução de alcalinização. 

Adicionou-se em um microtubo alíquota de 100 µL da amostra de sangue total, 100 

µL de padrão interno (quinidina em concentração de 2µg/mL) e 100 µL de hidróxido 

de sódio 2M. Seguido de agitação em vortex por 30 segundos. A seguir, foi 

adicionado 1mL de éter metil terc butílico e procedeu-se a homogeneização em 

agitador mecânico por 20 min e posterior centrifugação a 2000 rpm por 10 min. A 

fase orgânica foi separada e transferida para outro microtubo de polietileno, e 

posteriormente evaporada à temperatura de 600C por 20 min. O resíduo foi 

recomposto com 100 µL da fase móvel, e agitado por 30 segundos no vórtex e 

aplicado, em volume de 50 µL, no cromatógrafo líquido (Figura 10). 
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Figura 10. Procedimento de extração da Primaquina. Método adaptado de Dua (1996); Ferreira, M. E. 

S., 2010. 

 

4.8 Análise dos dados 

  

 Os resultados quantitativos e qualitativos obtidos durante o estudo foram 

armazenados em planilhas eletrônicas utilizando os programas EXCEL® e 

INSTAT®, e analisados usando o software BioEstat® 5.0, estabelecendo em 0,05 

(5%) o nível para rejeição da hipótese de nulidade. De acordo com o nível de 

mensuração das variáveis foram empregados testes não paramétricos (qui-quadrado 

e/ou exato de Fisher) e paramétricos (ANOVA, teste t de student, teste t pareado). 

Para as correlações foram utilizados os coeficientes de correlação de Pearson (r) e 

Sperman. 

 

4.9 Parecer da comissão de ética 

  

 O estudo está vinculado ao projeto “Malária por Plasmodium vivax: análise da 

possível influência da composição corporal na resposta terapêutica à primaquina”, o 

qual foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa envolvendo Seres Humanos do 

Instituto Evandro Chagas, sendo aprovado sob o número 0028/2010. Todos os 
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participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Nenhum 

incentivo financeiro foi oferecido aos pacientes (Anexo B). 

 

 

 



56 

 

5 RESULTADOS 

 

Foram incluídos 38 pacientes com diagnóstico positivo para P. vivax pelo 

exame da gota espessa. A parasitemia média à admissão foi considerada baixa, e 

nenhum paciente apresentou agravamento da condição clínica. O sexo masculino 

prevaleceu na casuística (X=16,81; p<0,0001). Após período de seguimento clínico 

laboratorial da infecção pelo P. vivax recomendado pela OMS de 28 dias foi 

observada recorrência parasitária em nove pacientes (23,7%). As características dos 

pacientes incluidos no estudo estão apresentadas na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Perfil Bio-social dos pacientes incluídos no estudo. 

Variável Dados (±) 

N 38 

Parasitemia no D0, mm3 3.755 (3.49) 

Tempo de Clareamento da Parasitemia, horas 48 

Idade, anos 35(10) 

Masculino, % 71* 

Primoinfectados, % 50 

Recorrência, % 23,7** 

Teste do qui-quadrado (*X=16,81; p<0,0001 **X=27,04; p<0,0001) 

 

Na figura 11 esta apresentado o relato de episódios prévios de malária dos 

pacientes incluídos no estudo. Depois dos primoinfectados, prevaleceu o relato de 

mais de cinco episódios da doença (X2= 21,23; p=0,0023). 
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Figura 11. Distribuição dos pacientes quanto ao número de episódios de malária. 

 

Os parâmetros hematológicos dos pacientes na inclusão no estudo, em 

diferentes dias, estão apresentados na Tabela 2. A Análise de variância não apontou 

diferença significativa nos índices hematimétricos no decorrer do estudo, apesar de 

discreta plaquetopenia. Em relação aos monócitos estavam aumentados 

significativamente no decorrer do tratamento (F=1,1821, p=0,0021). 
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Tabela 2. Parâmetros hematológicos dos pacientes incluidos no estudo. 

Parâmetro  N D0 (±)              D2 (±) D7 (±) 

 

D14  (±) 

Hematócrito,  

% 

38 37.4 (5.45) 34.8 (5.2) 36.6 (5.5) 37.65 
(4.7) 

 

Hemoglobina,  

g/dL 

38 12.6 (1.9) 12 (1.7) 11.9 (2.8) 12.52 
(1.7) 

 

Hemácias, 
milhões/mm3 

38 4.5 (0.7) 4.2 (0.7) 4.4 (0.7) 4.46 (0.6) 

 

VCM  

fL 

38 83.1 (3.9) 81.4 (10.7) 82.7 (9.1) 84.8 (5) 

 

HCM  

pg 

38 27.9 (1.4) 27.9 (1.5) 27.9 (1.5) 28.18 
(1.9) 

CHCM 

 g/dL 

38 33.7 (0.6) 33.6 (1.1) 33.2 (1.3) 33.23 
(0.9) 

Plaquetas 

 mil/ mm3 

38 101.9 (43) 109.9 (59.9) 132.1 (135) 140.04 
(±86.8) 

Leucócitos 

mm3 

38 5347.7 
(1574.3) 

4448.7 (1016.1) 5532.4 
(1344) 

4820.9 
(1149.4) 

Basófilo 

 mm3 

38 40.3 (2.84) 51.6 (16.8) 47.1 (15.8) 44.7 
(14.7) 

Eosinófilos 

 mm3 

38 125.3 
(74.4) 

151.43 (91.78) 317.3 
(168.6) 

270.3 
(139.1) 

Segmentados 

 mm3 

38 2887.6 
(950.7) 

2085.8 (692.6) 3236.8 
(1258.4) 

2383.8 
(847.2) 

Linfócitos 

mm3 

38 1603.7 
(563.6) 

1696.1 (442.1) 1896.5 
(664.8) 

1808.9 
(505.3) 

Monócitos 

mm3 

38 576.2 
(212.9) 

515.8 (230.6) 444.1 
(165.9) 

400.9 
(116.5) 
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Os parâmetros bioquímicos no decorrer do experimento estão apresentados 

na Tabela 3. As taxas de glicose e de ácido úrico mantiveram-se semelhantes no 

decorrer do estudo. Entretanto, a análise de variância indicou redução signifcativa do 

colesterol total em D2 (F=2,1914, p=0,001), assim como, da fração de HDL em D0 e 

D2 (F=1,1321, p<0,0001). Por outro lado, foi observado aumento significativo dos 

teores de triglicerideos em D2 (F=4,2134, p=0,0013).  

 

Tabela 3. Parâmetros bioquímicos dos pacientes incluídos no estudo em diferentes 

dias.  

Parâmetro N (±) D0 (±) D2 (±) D7 (±) D14 (±) 

Glicose 
(mg/dL) 

38 
100.3 (26.4) 97.7 (13.6) 82.8 (7.1) 83.6 (9.5) 

Colesterol 
Total (mg/dL) 

38 
106.8 (27.01) 93.7 (20.4) 

141.4 
(32.5) 

149.5 (23.4) 

HDL (mg/dL) 
38 

9.3 (9.8) 5.4 (3.5) 
23.9 

(11.9) 
34 (7.8) 

LDL (mg/dL) 
38 

57.2 (26.6) 66.9 (41.3) 
79.4 

(16.7) 
81.3 (18.1) 

VLDL (mg/dL) 
38 

39 (20.1) 45.7 (13.9) 
28.4 

(12.5) 
24.1 (11.4) 

Triglicerídeos 
(mg/dL) 

38 
202.7 (95.5) 

267.9 
(122.1) 

116.5 
(50.1) 

123.9 (36.4) 

Ác. Úrico 
(mg/dL) 

38 
4.5 (1.3) 4.5 (1.2) 5.01 (1.4) 4.9 (1.3) 

 

Os teores de metemoglobina estão apresentados na Tabela 4. A análise da 

variância indicou diferença estatística significativa entre os diversos dias de estudo 

(F= 11,14; p<0,001). O emprego de teste a posteriori (Tukey) apontou que os teores 

de metemoglobina após uso de PQ em D7 e D14 foram significativemente 

superiores a D0 (p<0,001). Assim como, os valores em D7 foram significativamente 

superiores a D2 e D14 (P<0,001). Por outro lado, o emprego do teste t de student 
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não indicou diferença significativa dos níveis de metemoglobina entre o grupo 

controle e D0 (T= 0.40; p = 0, 343).  

 

Tabela 4. Valores médios de metemoglobina em pacientes com malária por P.  vivax 

e grupo controle durante o período de estudo (D0, D2, D7 e D14).  

Dias de estudo n 

MetHb 

(% Hb/mg amostra) 

X±d.p. 

DO 38 1,48(1,6) 

D2 38 2,46(2,3) 

D7 38 4.92(2,7) 

D14 38 2,89(2,0) 

Grupo controle 19 1,02(0,4) 

n= número de pacientes 

 

5.1 Biomarcadores de estresse oxidativo 

 

Os valores médios das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

empregados para estimar a peroxidação lipídica estão apresentados na Tabela 5. A 

análise de variância não indicou diferença estatística significativa dos níveis de 

TBARS entre os diferentes dias de estudo (F= 1,916; p = 0,137).  Entretanto, os 

níveis de TBARS foram signifcativamente superiores em D0, quando comparado ao 

grupo controle (t=0,795; p<0,001).  
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Tabela 5. Níveis médios das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico em 

pacientes com malária por P. vivax e no grupo controle.  

Dias de estudo n 

TBARS 

nmol MDA/L de plasma 

X± d.p. 

D0 38 1,63(0,7) 

D2 38 1,68(0,7) 

D7 38 1,23(0,4) 

D14 38 1,21(0,66) 

Grupo controle 19 0,8(1,3) 

n= número de pacientes 

 

Já os valores médios da capacidade antioxidante não enzimática em relação 

ao Trolox (TAC) estão apresentados na Tabela 6. A análise de variância dos teores 

de TAC nos diferentes dias de estudo não demonstrou diferença estatística 

significativa (F= 0,353; p=0,787). Resultados semelhantes foram obtidos quando os 

níveis médios de TAC foram comparados entre D0 e o grupo controle (t=2,1732, 

p=0.78).  
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Tabela 6. Valores médios da capacidade antioxidante não enzimática total em 

relação ao Trolox em pacientes com malária vivax e no grupo controle.  

Dias de estudo 

 

n 

 

TAC (mmol/L de 
plasma)* 

X±d.p. 

D0 

D2 

D7 

D14 

Grupo controle 

38 

38 

38 

38 

19 

3,4(1,6) 

3,9(1,1) 

3,5(1,7) 

3,5(1,6) 

3,9(1,3) 

n= número de pacientes 

*Resultados expressos como capacidade equivalente ao TROLOX em nmol/L. 

 

Para determinar o EO foram calculadas as razões entre TBARS e TAC nos 

diferentes dias de estudo, as quais foram comparadas entre si e a seguir o D0 ao 

grupo controle. A análise de variância não indicou diferença significativa entre as 

médias de EO nos diferentes dias de estudo, apesar da diminuição crescente deste 

valor com a recuperação do paciente (F=12,18, p=0,121). Resultados semelhantes 

foram obtidos quando a média de EO em D0 foi comparada ao grupo controle 

(Tabela 7). 
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Tabela 7. Valores médios do índice de estresse oxidativo nos diferentes dias de 

estudo em pacientes com malária por P. vivax 

Dias de estudo N 

Índice de Estresse 
Oxidativo 

X± d.p. 

D0 38 0,48 (0,2) 

D2 38 0,44 (0,2) 

D7 38 0,35 (0.3) 

D14 38 0,33 (0.4) 

Grupo Controle 19 0,20(0,10) 

n= número de determinações 

Avaliou-se os níveis de GSH no eritrócito, a fim de estimar o consumo deste 

composto na defesa antioxidante eritrocitária. A análise da variância dos teores de 

GSH nos diversos dias de experimento indicou diminuição significativa dos teores de 

GSH no decorrer do estudo (F=5,335; p=0,007). O emprego de teste a posteriori 

deTukey indicou que os níveis de GSH foram significativamente inferiores em D0 

(p<0,001), D2 (p<0,001) e D7 (p<0,001), quando comparados a D14. De forma 

semelhante, as concentrações de GSH foram significativamente superiores no grupo 

controle, quando comparadas a D0 (Tabela 8) (t= -3,047; p=0,004).    
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Tabela 8. Teores médios de glutationa reduzida dos pacientes com malária por P. 

vivax e grupo controle.  

Dias de estudo N 

GSH 

(µmol/mL de eritrócito) 

X±D.P. 

   

D0 38 2,03(1,4) 

D2 38 1,88(1,6) 

D7 38 1,21(0,9) 

D14 38 3,5(0,9) 

Grupo Controle 19 3,42(1,3) 

n= número de determinações 

 

 Dada a degradação da hemoglobina na fase do ciclo eritrocitário do P. vivax 

associou-se a média geométrica da parasitemia em D0 e os níveis de GSH. 

Entretanto, a correlação não foi significativa (p = 0.7619, r= -0,045). Achado 

semelhante foi observado para a associação entre a parasitemia em D0 e as 

concentrações de TBARS (p=0,5042, r=-0,024). 

As concentrações plasmáticas de PQ e seu principal metabólito carboxilado, 

após doses de 0,5mg/Kg ao dia durante sete dias, estão apresentadas na Tabela 9. 

Dada a reduzida meia vida biológica do fármaco somente foram determinadas as 

concentrações até D7. As amostras coletadas antes da introdução dos antimaláricos 

não apresentaram níveis detectáveis do fármaco e do metabólito. As concentrações 

de PQ foram semelhantes nos diferentes dias de estudo, entretanto os níveis de 

CPQ foram significativamente superiores em D7, quando comparados a D3 (t= 

7.898; p=0.0283). A média da relação entre as concentrações de PQ e CPQ em D3 

foi significativamente superior a D7 (t=5.9840; p=0,0159). 
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Tabela 9. Concentrações Médias de Primaquina e Carboxiprimaquina, e as 

respectivas relações, em diferentes dias de estudos em pacientes com P. vivax 

tratados com dose total de 3,5mg/mg de Primaquina por 7 dias. 

Dia n 

PQ 
(ng/mL) 

X±d.p. 

CPQ 
(ng/mL) 

X±d.p. 

Relação 
PQ/CPQ 

X±d.p. 

D0 38 Nd Nd nd 

D3 38 144(121) 84.5(60) 2.2(1.2) 

D7 38 112(74) 219(133) 0.37(0.8) 

X±d.p. (média e desvio padrão) 

 

As concentrações de PQ e CPQ foram associadas a metemoglobinemia e ao 

TBARS em D3 e D7. Na tabela 10 estão apresentados os coeficientes de 

correlações entre as variáveis analisadas. 

 

Tabela 10. Correlação entre as concentrações de primaquina e carboxiprimaquina 
com metemoglobina e TBARS 

*Coeficiente de correlação de Pearson 

 

 

   

 

 

VARIÁVEL n 

PQ 

D3               D7 

CPQ  

D3    D7 

Metemoglobina 38        -0,3912      -0,0984 0,324 0,0214 

TBARS 38 -0,258       -0,192 0,0132  0,314 
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6 DISCUSSÃO 

  

Considerando os relatos acerca das alterações do equilíbrio redox durante a 

malária, este trabalho propôs determinar marcadores de dano oxidativo, bem como, 

estimar a capacidade antioxidante do hospedeiro humano antes, no decorrer e após 

uso de antimaláricos associando os danos oxidativos as concentrações séricas de 

PQ e CPQ. Para tanto, foram incluídos 38 pacientes provenientes da demanda 

espontânea do PECEM/IEC com diagnóstico positivo, pelo exame de gota espessa, 

para malária por P. vivax, sem sinais e sintomas sugestivos de gravidade ou 

agravamento no decorrer do estudo. Esta casuística se justifica por constituir o perfil 

de pacientes na região amazônica, que detém mais de 99,0% dos casos da doença 

do país, dos quais o P. vivax é responsável por 80% dos registros. 

A alteração na dinâmica de ocupação espacial da região, e consequente 

distribuição dos anofelinos, não influenciou o perfil da doença, que permanece com 

característica ocupacional, o que torna patente o impacto social e econômico 

causado pela malária na região, pois predomina nos adultos do sexo masculino em 

idade produtiva, conforme demonstrado neste estudo, os quais apresentam maior 

risco de exposição ao vetor, ao se aproximarem dos criadouros, caracterizados por 

coleções de águas limpas, quentes, sombreadas e de baixo fluxo, necessárias a 

proliferação da fêmea do anofelino (BRASIL, 2010), os quais são comuns nas áreas 

de exploração de recursos naturais, como metais nobres e madeira, para onde 

esses indivíduos se deslocam. (CORDEIRO, FILOMENO e COSTA, 2002; GUERRA, 

SNOW e HAY, 2006). Estes dados corroboram estudos epidemiológicos realizados 

por Barbosa et al. (2006) que relataram maior incidência no sexo masculino (72,5%), 

com idade entre 21-40 anos (55%) e por Teixeira (2011) que reportou 67,5% de 

pacientes do sexo masculino com idade entre 34-42 anos (30%). 

Os relatos de falha terapêutica a associação CQ e PQ são antigos, comuns 

e mundialmente distribuídos, inclusive na Amazônia brasileira, e merecem destaque 

nas investigações acerca da doença e suas determinantes, assim como, na 

proposição de novas abordagens de tratamento (CALVOSA, 2005). Neste estudo, a 

recorrência parasitária registrada durante o período de seguimento clínico 

laboratorial recomendado pela OMS para estudos de efetividade pode ser devida 

tanto a falha terapêutica pela resistência das cepas de P. vivax ao esquema 
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terapêutico empregado, quanto a nova infecção, pois os pacientes retornaram a área 

onde a doença foi adquirida. Dado o intervalo de tempo da recorrência é pouco 

provável que resulte de relapso dos hipnozoitas, pois os padrões de relapso no 

Brasil, ocorrem durante os primeiros seis meses após tratamento, mas admite-se a 

coexistência de hipnozoítos com fenótipos de longo período de latência com aqueles 

de relapso frequente (BOULOS et al., 1991; ORJUELA-SÁNCHEZ et al., 2009). 

 A malária por P.vivax cursa, via de regra, de forma assintomática nas áreas 

de IPA elevado, ou com sinais e sintomas clínicos comuns do acesso malárico, 

como febre, calafrios e sudorese. Em raros casos há agravamento do quadro clínico 

com evolução a óbito, que geralmente é acompanhado por hemólise e edema 

pulmonar agudo.  

 Os pacientes deste estudo não apresentaram manifestações clínicas ou sinais 

de agravamento no decorrer do tratamento que justificasse sua exclusão, o que 

pode ser devido tanto ao relato de episódios anteriores da doença, quanto a baixa 

densidade parasitária (nº parasitos/mm³ < 15.000) (HARINASUTA e BUNNAG, 1998; 

WHO, 2010). Repetidos episódios da doença conferem imunidade parcial aos 

pacientes, inclusive tornando-os assintomáticos, os quais são considerados 

verdadeiros reservatórios do plasmódio, a exemplo, a metade dos pacientes deste 

estudo relataram episódios anteriores da doença durante o atendimento clínico 

inicial, com destaque para o registro de mais de cinco ocorrências de malária. A 

maioria dos casos de malária por P. vivax cursa com parasitemia baixa a média na 

Amazônia brasileira, conforme relatos de Fernandes et. al. (2008) e Teixeira (2011). 

O tempo médio para clareamento da parasitemia em cepas de P. vivax circulantes 

na área de estudo varia entre 24 a 60 horas, o que corrobora os dados deste estudo. 

Os parâmetros hematológicos dos pacientes incluídos no estudo corroboram 

a falta de gravidade da doença, pois a maioria se encontra no intervalo de 

normalidade, e assim permaneceram, no decorrer do estudo. Destaca-se a 

monocitose e discreta plaquetopenia.  

Contudo, os parâmetros bioquímicos evidenciaram alterações na fração HDL 

de colesterol a qual foi significativamente inferior na presença de parasitas. Na fase 

aguda dos processos infecciosos e inflamatórios as concentrações de proteínas 

plasmáticas específicas se alteram, afim de proteger o hospedeiro, assim como, 

auxiliar a reparação do organismo, a exemplo, o aumento na síntese das proteínas 
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de fase aguda, mediadas por citocinas produzidas em resposta a diversos estímulos, 

alterações no metabolismo das lipoproteínas, com consequente modificação nas 

concentrações dos lipídeos e lipoproteínas, representados pelo aumento dos 

triglicerídeos, resultante da elevação do VLDL, assim como, a diminuição do LDL e 

do HDL. Corroborando os achados deste estudo foram reportadas alterações no 

perfil lipídico dos pacientes com malária, como diminuição do colesterol total, HDL e 

LDL, elevação da lactato desidrogenase e aumento moderado dos triglicerídeos, as 

quais se associaram a espécie de plasmódio, a gravidade da doença, a oxidação 

das lipoproteínas in vivo e a resposta do hospedeiro frente a infecção aguda 

(FAUCHER et al., 2002; SIBMOOH et al., 2004;).  Kim et al. (2008) relataram 

redução do colesterol total, HDL e LDL. Os triglicerídeos permaneceram normais e 

alguns pacientes apresentaram diminuição significativa.  

 Compreender as alterações do ciclo redox em pacientes com malária por P. 

vivax sem gravidade antes, durante e após tratamento foi o objetivo central deste 

estudo. O dano oxidativo no interior do eritrócito infectado pelo plasmódio resulta da 

explosão respiratória dos fagócitos envolvidos na defesa imune do hospedeiro, da 

degradação do grupo heme pelo parasita e do uso de antimaláricos, os quais 

contribuem conjuntamente para aumentar a produção de ERON’s. Para tanto, 

estimou-se a lipoperoxidação a partir do malondialdeido empregando-se técnica 

espectrofotométrica para estimativa dos compostos reativos ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS). Já os níveis de metemoglobina refletiram o meio oxidativo no interior do 

eritrócito. Para contrapor os efeitos oxidativos deletérios resultantes dos níveis 

elevados de ERON’s o organismo mobiliza antioxidantes enzimáticos e não 

enzimáticos, a qual foi estimada pela capacidade antioxidante total e pelo consumo 

de glutationa reduzida.       

 Os níveis de TBARS não se associaram ao uso de antimaláricos, pois foram 

semelhantes no decorrer do estudo. Entretanto, foram significativamente superiores 

quando comparados ao grupo controle, indicando claramente que a peroxidação 

lipídica se associa ao plasmódio em pacientes com malária não grave. Este achado 

foi corroborado por Pabón et al. (2003), os quais relataram diferença significativa nos 

níveis de MDA entre paciente com malária por P. vivax e P. falciparum não 

complicadas e o grupo controle, assim como, por Sohail et al. (2007), os quais 

reportaram aumento significativo da peroxidação lipídica em pacientes com P. vivax, 
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quando comparado ao grupo controle. Adicionalmente, Narsaria et al. (2011) 

também relataram aumento da peroxidação lipídica em grávidas do sudeste da 

Nigéria com malária assintomática. Por fim, Fabbri et al. (2013) correlacionaram a 

gravidade da doença com níveis de MDA, e observaram que a peroxidação lipídica 

foi maior em pacientes com malária grave quando comparados aqueles com a forma 

não grave, os quais, entretanto, apresentaram valores superiores ao grupo controle. 

  Após clareamento da parasitemia, os níveis de TBARS reduziram de forma 

não significativa sugerindo que apesar dos mecanismos de ação da CQ e da PQ, 

possivelmente, envolverem a geração de ERON’s, os danos oxidativos à membrana 

eritrocitária foram, provavelmente, resultantes do metabolismo do Plasmodium, e 

originários da degradação do heme para obtenção de aminoácidos essenciais e da 

utilização dos lipídeos da membrana eritrocitária, visto que o parasito não possui via 

de síntese de triglicerídeos (GUHA et al., 2006; SOHAIL et al., 2007). 

Adicionalmente, a ativação da resposta imune pode ter contribuído para aumento da 

geração de ERON’s (PABÓN et al., 2003).  

 A metemoglobinemia foi associada ao uso de antimaláricos, pois foi 

semelhante entre o grupo controle e os pacientes com malária antes da introdução 

da quimioterapia, entretanto, no decorrer do tratamento houve aumento significativo 

dos teores de metemoglobina, corroborando outros achados da literatura, os quais 

relataram teores médios de 5% a 12% (BAIRD e HOFFMAN, 2004); 5% a 18% (HILL 

et al., 2006) e inferiores a 20% durante as primeiras 24 horas (CARMONA-

FONSECA et al., 2009). Contudo, os níveis de metemoglobina reportados neste 

estudo não representaram risco a vida dos pacientes, ratificando estudos que 

indicaram que os teores de metemoglobina após doses terapêuticas de PQ são 

pequenos e toleráveis, sem sinais e sintomas típicos de metemoglobinemia, como 

cianose ou insuficiência respiratória, que normalmente são reportadas em níveis 

superiores a 20% (HALL et al., 1986; RODRÍGUEZ-FERNANDEZ e DEL POZO-

HESSING, 2005). Entretanto, Santana et al. (2007), descreveram manifestações 

clínicas de metemoglobinemia em pacientes com malária por P. vivax que 

apresentaram níveis entre 10% a 20%. 

 Pode-se inferir que o grupo heme livre tóxico Fe III PPIX resultante da 

degradação da hemoglobina no vacúolo digestivo ácido do plasmódio não eleva de 

forma significativa os teores de metemoglobina, os quais se associam ao uso de 
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antimaláricos. De fato, é reconhecido o efeito tóxico da PQ e seus metabólitos sobre 

o sistema hematopoiético, causando metemoglobinemia e hemólise maciça em 

pacientes com deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase. Ressalta-se que a 

ingestão de CQ nas doses terapêuticas preconizadas, não promove a elevação dos 

níveis de metemoglobina, apesar da possibilidade do mecanismo de ação desta 4-

aminoquinolina envolver a geração de ERON’s (MONTIA et al., 2002; SOLOMON et 

al., 2009; NOGUEIRA et al., 2010). 

Dada as alterações do ciclo redox resultantes da presença do plasmódio nos 

eritrócitos e do uso de antimaláricos espera-se resposta antioxidante do hospedeiro 

adequada para contrapor a ação dos ERON’s que promoveram aumento da 

lipoperoxidação nos pacientes com malária, assim como, do estado oxidativo no 

interior dos eritrócitos. Entretanto, a capacidade antioxidante não enzimática total foi 

semelhante nos pacientes com malária por P. vivax no decorrer do tratamento, 

assim como, quando comparados ao grupo controle. Dados similares foram 

relatados por Pabón et al. (2003), os quais relataram ausência de diferença 

significativa da capacidade antioxidante não enzimática entre pacientes infectados 

por P. vivax ou P. falciparum e o grupo controle.  

Justifica-se este achado pelo fato das principais defesas antioxidantes 

eritrocitárias serem constituídas por compostos contendo grupamentos sulfidrilas, 

como peroxiredoxinas, tioredoxinas e glutationa reduzida. De fato, houve diminuição 

significativa dos teores de glutationa reduzida no decorrer do tratamento (p=0.007), 

assim como, antes do início do tratamento quando comparados ao grupo controle. 

Erel et al. (1997) estabeleceram correlação negativa significativa entre aumento da 

peroxidação lipídica e redução dos níveis de glutationa reduzida nos pacientes 

infectados por P. vivax e P. falciparum. Vega–Rodríguez et al. (2009) relataram 

redução dos níveis de glutationa reduzida nos eritrócitos de ratos infectados pelo P. 

berghei.  

É relevante a atividade da glutationa reduzida na defesa eritrocitária do 

hospedeiro frente ao Plasmodium spp. (HARWALDT et al., 2002; BECKER et al., 

2004), como cofator de reações enzimáticas e na redução da Fe [III] PPIX, 

subproduto tóxico da degradação da hemoglobina (MÜLLER, 2004), 

desempenhando desta forma funções importante nos eritrócitos infectados, tais 
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como: proteção contra danos oxidativos, modulação das alterações na membrana, 

no catabolismo do heme e no crescimento do parasito (SOHAIL et al., 2007).  

Os resultados deste estudo permitem inferir que a redução dos níveis de 

glutationa reduzida se associou tanto ao uso de antimaláricos, quer seja, como 

cofator da glutationa transferase nas reações de conjugação da fase 2 da 

biotransformação, ou nos mecanismos de redução de ERON’s diretos, ou via 

oxidação pela glutationa peroxidase, quanto aos ERON’s gerados pela interação 

parasita e hospedeiro antes da introdução da quimioterapia (MÜLLER, 2004). 

A ausência de diferença significativa entre o índice de EO entre os diferentes 

dias de estudo, e em relação ao grupo controle reflete a forma de determinação 

deste índice, quer seja a relação entre TBARS e TAC. A resposta antioxidante é 

complexa, envolve diferentes componentes e na maioria das vezes não há boa 

correlação entre teores de antioxidantes endógenos e exógenos com os 

biomarcadores de dano oxidativo na maioria das doenças (POLIDORI et al., 2009; LI 

et al., 2010). 

A PQ e seu principal metabólito foram determinados neste estudo 

objetivando correlacionar os teores destes compostos com o biomarcador de 

lipoperoxidação e de oxidação eritrocitária. De maneira geral, as concentrações de 

PQ se assemelharam aquelas reportadas em voluntários saudáveis da Tailândia e 

em pacientes com malária por P. vivax na India (MIHALY et al., 1985; FLETCHER et 

al., 1981). Fletcher et al. (1981), relataram teores médios de PQ em pacientes 

tailandeses do sexo masculino de 233ng/mL e  nos caucasianos de 162ng/mL, após 

2,5h da administração de 45mg de PQ por 5 dias;  Por outro lado, Bangchang et al. 

(1994) relataram valores inferiores em pacientes tailandeses do sexo masculino, 

com concentração máxima de 57,7ng/mL e Kim et al. (2004) reportaram valores 

médios significativamente superiores em Koreanos com malária por P. vivax. É 

reconhecida a variabilidade das concentrações de antimaláricos nos diferentes 

grupos populacionais, assim como, quanto ao gênero, idade, gravidez e obesidade. 

Neste estudo, o elevado desvio padrão das médias das concentrações de PQ e 

CPQ nos diferentes dias caracteriza a elevada variabilidade inter individual nas 

concentrações do fármaco e do matabólito (KIM et al., 2004).  

A ausência de diferença significativa nas concentrações de PQ nos 

diferentes dias de estudos evidencia sua reduzida meia vida biológica e não se 
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acúmulou significativamente no organismo. De fato, quando coadministrada com 

CQ, a PQ possui meia vida em torno de 6.6 (5.1-10.3) horas. Por outro lado, as 

concentrações máximas de CPQ são alcançadas cerca de 8 (4-12) horas após 

administração de PQ, e sua meia vida biológica é de 33.2 (33.2 -145) horas. A meia 

vida biológica do metabólito superior ao fármaco original foi evidenciada pelas 

concentrações significativamente elevadas de CPQ em D7, quando comparadas a 

D3, que se refletiu na relação entre as concentrações de PQ e CPQ, que foi 

significativamente superior em D3, quando comparada a D7 (PUKRITTAYAKAMEE 

et al., 2014).  

 Não foi observada correlação significativa entre os teores de PQ e CPQ em 

sangue total com as taxas de metemoglobina, apesar destas aumentarem de forma 

significativa após administração dos antimaláricos, o que se deve ao fato da ação 

antimalárica e efeitos tóxicos da PQ se associarem aos metabólitos oxidados 

formados via citocromo P-450, dotados de reduzida meia vida biológica, em especial 

a 5-HPQ (BANGCHANG et al., 1994; BOWMAN et al., 2005). Vasquez-Vivar e 

Augusto (1992) demonstraram que a 5-HPQ favorece a geração das ERON’s, e 

sugeriram que este metabólito contribua para hemotoxicidade da PQ. De maneira 

semelhante, os níveis de TBARS não se correlacionaram as concentrações de 

primaquina e seu metabólito no sangue total. Por fim, mensuração de CPQ em 

fluidos corporais se destinaria a estimar a adesão ao tratamento.   
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7 CONCLUSÕES    

 

Os resultados deste estudo no qual foram incluídos pacientes com malária não 

grave por P. vivax com baixa densidade parasitária residentes na Amazônia oriental 

brasileira permitem concluir que: 

 

1) A maioria dos pacientes foi do sexo masculino em idade produtiva, 

refletindo a importância ocupacional, social e econômica da doença;  

2) O seguimento clínico laboratorial não indicou agravamento do quadro 

clínico, assim como, o hemograma manteve-se no intervalo de 

normalidade, apesar de monocitose e discreta plaquetopenia no decorrer 

do estudo; 

3) Foram observadas alterações significativas na fração HDL do colesterol; 

4)  Os níveis de TBARS não se associaram ao uso de antimaláricos. 

Entretanto, foram significativamente elevados quando comparados ao 

grupo controle, indicando claramente que a peroxidação lipídica se associa 

ao plasmódio em pacientes com malária não grave; 

5) A metemoglobinemia foi associada ao uso de antimaláricos, pois foi 

semelhante entre o grupo controle e os pacientes com malária antes da 

introdução da quimioterapia, entretanto, aumentou significativamente no 

decorrer do tratamento; 

6) A capacidade antioxidante não enzimática total não se associou ao uso de 

antimaláricos e a infecção;  

7) A diminuição dos níveis de glutationa reduzida se associaram tanto a 

infecção, quanto ao uso de antimaláricos; 

8) Foi observada elevada variabilidade inter individual nas concentrações de 

primaquina e carboxiprimaquina em nosso estudo. A primaquina não se 

acumulou significativamente nos pacientes no decorrer do estudo, 

entretanto, foi observada concentrações elevadas de carboxiprimaquina 

em D7, o que influenciou na relação entre as concentrações do fármaco e 

seu metabólito; 
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9) Não foi observada correlação significativa entre os teores de primaquina e 

carboxiprimaquina em sangue total com as taxas de metemoglobina e com 

os níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico. 
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ANEXO A 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO 

Projeto: Marcadores de Estresse Oxidativo e concentrações de primaquina e 

carboxiprimaquina em pacientes com malária por Plasmodium vivax. 

 

DESCRIÇÃO E OBJETIVO DO ESTUDO 

 Você tem um tipo de doença denominada malária que é causada por um 

protozoário chamado Plasmodium vivax. Este estudo tem o objetivo de estabelecer a 

medição de primaquina, seu metabólito (carboxiprimaquina) nas suas amostras de 

sangue, com a finalidade de verificar se há uma proporção entre a quantidade 

dessas substâncias no plasma e na hemácia. Será determinada também no seu 

sangue índices de estresse oxidativo como: a capacidade antioxidante total não 

enzimática, as substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, bem como os terores de 

metemoglobina e os níveis de glutationa reduzida associando-os às concentrações 

sanguíneas de primaquina e carboxiprimaquina no tratamento da malária. 

 Esta pesquisa irá ajudar a compreender melhor o envolvimento dos 

Radicais Livres de Oxigênio e Nitrogênio – ERON’s na fisiopatogenia da malária, 

bem como seus medicamentos utilizados em seu tratamento se associam ao dano 

oxidativo eritrocitário. 

 Você ou a pessoa pela qual é responsável será tratada para malária com 

o medicamento que está sendo usado pelo serviço de saúde de seu município para 

o tratamento dessa doença. 

 Com a sua autorização, ou do responsável do paciente será coletado 10 

mL de sangue, através da punção da veia do braço, para a pesquisa e pelo método 

“fura-dedo”, para o diagnóstico de rotina da malária. A coleta de sangue será 

realizada no 1º dia de diagnóstico e no 2º, 14º e 17º dia de controle da malária. 

 Nos exames serão utilizados materiais descartáveis e lhe causará o 

mínimo de risco, além dos riscos atribuídos à coleta da amostra para realização do 

exame de rotina. 
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              Depois que os resultados dos exames estiverem prontos, a pessoa que 

participar da pesquisa poderá ver estes resultados. 

              O sangue coletado poderá futuramente ser utilizado para possíveis 

pesquisas relacionadas à malária. 

               Participando deste estudo você (ou o paciente) receberá cuidados médicos 

durante todo o seguimento do seu tratamento, e, caso de qualquer complicação 

decorrente da malária e do uso dos medicamentos estará disponível para qualquer 

problema. Também você estará contribuindo com essa pesquisa para o 

conhecimento científico da malária em nosso estado. 

               Sua participação é VOLUNTÁRIA, isto quer dizer que o paciente tem todo 

direito de não participar ou se retirar do estudo, em qualquer fase da pesquisa. A 

amostra de sangue coletada será analisada no Laboratório de Toxicologia da 

Universidade Federal do Pará - UFPA, sediado no município de Belém, Pará. 

Destaca-se que a realização deste estudo não incorrerá em riscos ou prejuízos 

físicos e morais para os pacientes, já que as informações relatadas serão de uso 

exclusivamente científico, e as identificações pessoais serão mantidas em segredo. 

               Os pesquisadores utilizarão os resultados desta pesquisa posteriormente 

em eventos de âmbito científico, tais como publicações e congressos. 

             Os principais pesquisadores são: 

1. Luiz Carlos de Souza Rodrigues: aluno do Programa de Pós-Graduação em 

Doenças Tropicais do Núcleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do 

Pará; 

2. Dr. José Luiz Fernandes Vieira: orientador desta pesquisa; 

 

 

 

 

             A pessoa que aceitar participar da pesquisa guarda uma cópia deste 

documento que será assinado em duas vias, sendo que uma cópia fica com o 

pesquisador e outra com o paciente.   
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                      End: Rua Augusto Corrêa, s/n Guamá 

   Fone: 3201-7733 

                    

 

 

Eu, __________________________________________, declaro que li as 
informações acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido 
sobre o conteúdo da mesma, compreendendo seus riscos e benefícios. 
Declaro ainda, que por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa, 
cooperando com a mesma. 

 

Belém,  _____ /______ / 20__. 

 

 

 

Nome e assinatura do paciente ou seu responsável legal 

 

 

Testemunha (No caso de analfabetismo) 

 

 

 

                                           Impressão digital (No caso de analfabetismo). 

 

 

 

 

 

  Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto Evandro Chagas 
(CEP/IEC/SVS/MS) - Av. Almirante Barroso, 492 – Marco – CEP: 66090000 – Belém/Pa – Tel: (91) 
32466422 / Fax: (91) 32664669 – http://www.iec.pa.gov.br  

 

_________________________________ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

Nome: Luiz Carlos de Souza Rodrigues 
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ANEXO B 

 


