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RESUMO

INTRODUCAQO: A inflamac&do pode reduzir a atividade das enzimas do citocromo-P450
(CYPs), diminuindo a eficacia de drogas de uso clinico. A cloroquina (CQ) é metabolizado
pelas CYP's, mas o papel dos diferentes perfis metabdlicos desse farmaco nao foi
investigado adequadamente em relagdo as recorréncias pelo P. vivax. OBJETIVOS:
Avaliar a influéncia dos gendétipos da enzima CYP450 na recorréncia precoce por P. vivax
e verificar o impacto da malaria por P. vivax na atividade das CYP’s. METODOS: Para
investigar a influéncia dos genétipos CQ CYP’s (CYP2C8, CYP3A4 e CYP3A5) na
recorréncia precoce, foi realizado um estudo de caso-controle com individuos recorrentes
a CQ e responsivos a CQ; um estudo ex vivo foi realizado para verificar a eficacia de CQ
e DCQ em isolados de P. vivax. Para verificar a influéncia da malaria por P. vivax no
fendtipo das CYP’s, pacientes receberam doses subterapéuticas das sondas para
CYP2D6 e CYP2C19 (metoprolol e omeprazol) na fase aguda de malaria (fase 1 do
estudo), pés-quimioterapia (fase 2) e convalescenca (fase 3); os niveis de citocinas foram
medidos usando Cytometric Bead Array. As concentracdes plasmaticas de drogas e
metabdlitos foram medidas usando HPLC ou LC/MS/MS. A genotipagem de CYPs foi
realizada usando ensaios de Tagman. RESULTADOS: A frequéncia de alelos associados
ao metabolismo normal e lento foi semelhante entre casos e controles, para os genes
CYP2C8, CYP3A4, CYP3AS (teste exato de Fisher, P = 0,570, P = 0,105 e P = 1,038,
respectivamente). Nao houve diferenca na razdo DCQ/CQ entre 0s grupos, ou entre
pacientes que tinham um genétipo normal ou mutante. DCQ e CQ mostraram eficacia
semelhante ex vivo. As métricas farmacocinéticas do metoprolol e omeprazol e as
concentragcfes plasmaticas das citocinas IL-6, IL-8 e IL-10 variaram nas trés fases do
estudo (ANOVA P <0,0001). Os testes post-hoc mostraram maiores proporcoes de
metoprolol: a-OH metoprolol nas fases 1 e 2 em comparacédo a fase 3. Raz6es maiores
de omeprazol: 5-OH omeprazol foram encontradas na fase 1 do que nas fases 2 e 3. IL-
6, IL-8 e IL-10 circulantes foram mais altas na fase 1 do que nas fases 2 e 3.
CONCLUSOES: Os genotipos de CQ CYP’s ndo influenciaram as taxas de recorréncia
precoce pelo P. vivax. A eficacia semelhante de CQ e DCQ ex vivo poderia explicar a
auséncia de falha terapéutica, apesar da presenca de alelos associados a metabolismo
lento. A maléria e o tratamento para P. vivax alteraram os fenotipos metabdlicos de
CYP2D6 e CYP2C19. A inibicdo do CYP2C19 foi atribuida a um nivel mais alto de
citocinas pro-inflamatérias circulantes, enquanto a supressao do CYP2D6 pode ser
atribuida principalmente a exposi¢éo a cloroquina.

Palavras Chaves: citocromo-P450, Plasmodium vivax, malaria, cloroquina, recorréncia
precoce, inflamacéo, citocinas.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Inflammation can reduce the activity of cytochrome-P450 enzymes
(CYPs), decreasing the effectiveness of drugs for clinical use. The antimalarial
chloroquine (CQ) is metabolized by CYP's, but the role of the different metabolism
profiles of this drug has not been properly investigated concerning P. vivax recurrences.
OBJECTIVES: To assess the influence of CYP450 enzyme genotypes on early P. vivax
recurrence and to verify the impact of P. vivax malaria on CYP activity. METHODS: To
investigate the influence of CQ CYP's (CYP2C8, CYP3A4, and CYP3AS5) genotypes on
early recurrence, a case-control study was carried out with CQ-recurrent and CQ-
responsive individuals; an ex vivo study was conducted to verify CQ and DCQ efficacy
in P. vivax isolates. To verify the influence of P. vivax malaria on the CYP phenotype,
patients were given subtherapeutic doses of CYP2D6 and CYP2C19 probes metoprolol
and omeprazole, in acute malaria (study phase 1), post-chemotherapy (phase 2) and
convalescence (phase 3). Cytokines levels were measured using Cytometric Bead
Array. Plasma concentrations of drugs and metabolites were measured using HPLC or
LC/ MS/ MS. Genotyping of CYPs was performed using Tagman assays. RESULTS:
The frequency of alleles associated with normal and slow metabolism was similar
between the cases and controls for CYP2C8, CYP3A4, CYP3A5 genes (Exact Fisher
test P=0.570, P=0.105 and P=1.038, respectively). The DCQ / CQ rate, there was no
difference between groups or between those patients who had a normal or mutant
genotype. DCQ and CQ showed similar efficacy ex vivo. Both pharmacokinetic metrics
for metoprolol and omeprazole, and plasma concentrations of cytokines IL-6, IL-8, and
IL-10 varied across the three study phases (ANOVA P <0.0001). Post-hoc tests showed
greater metoprolol: a-OH metoprolol ratios in phases 1 and 2 compared to phase 3;
larger omeprazole: 5-OH omeprazole ratios in phase 1 than in phases 2 and 3; higher
circulating IL-6, IL-8, and IL-10 in phase 1, than in phases 2 and 3. CONCLUSIONS: CQ
CYP's genotypes did not influence P. vivax early recurrence rates. Similar efficacy of CQ
and DCQ ex vivo could explain the absence of therapeutic failure, despite the presence
of alleles associated with a slow metabolism. P. vivax malaria and treatment altered
CYP2D6 and CYP2C19 metabolic phenotypes. CYP2C19 inhibition is attributed to a
higher level of circulating pro-inflammatory cytokines, while suppression of CYP2D6 is
ascribed mainly to chloroquine exposure.

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



RESUMO LEIGO

Em nosso corpo, possuimos um grupo de proteinas, chamadas de CYP450, que sdo
encontradas principalmente no figado. Essas proteinas ajudam a ativar medicamentos
gue ingerimos, para que eles possam funcionar contra doengas. Um dos fatores que pode
atrapalhar a funcéo da CYP450 e fazer os medicamentos ndo funcionarem, é a presenca
de inflamagdo no nosso organismo. O medicamento para malaria, chamado cloroquina,
€ um dos remédios que precisa ser ativado por essas proteinas, para fazer efeito contra
a maléria; algumas mudancas no nosso DNA, também podem influenciar no formato das
CYP450, atrapalhar sua funcao, e fazer com a que a pessoa tenha a volta da malaria,
mesmo depois de tomar cloroquina. NOs buscamos através desse trabalho, descobrir
duas coisas: se a inflamacao da malaria pode atrapalhar na fungéo das proteinas CYP450
e se mudancas no nosso DNA também podem influenciar na funcéo dessas proteinas,
fazendo com que elas ndo funcionem e fazendo com que as pessoas tenham a volta da
malaria, mesmo depois de receber tratamento. Antes de participar da nossa pesquisa, 0s
pacientes assinaram um documento chamado Termo de Consentimento (ou TCLE), que
nos autoriza a fazer a pesquisa com eles. N6s fizemos um acompanhamento de 28 dias
com pacientes com malaria, onde fizemos entrevista e coletamos sangue para fazer os
exames necessarios para pesquisa; todos esses pacientes foram tratados com a
cloroquina; alguns desses pacientes tiveram a volta da malaria, dentro desse periodo de
28 dias, e outros nao tiveram o retorno da malaria; fizemos exames para saber se o DNA
dos pacientes tinham alguma alteracéo que pudesse atrapalhar as CYP450, e fazer com
gue a cloroquina nao funcionasse. Em um outro grupo de pacientes com malaria, fizemos
um acompanhamento de 42 dias, onde nés oferecemos a eles uma pilula com 4 tipos de
medicamentos, numa dose muito pequena (que ndo oferece nenhum mal a saude);
depois, através de exames, no0s vimos se agueles medicamentos ingeridos pelos
pacientes estavam na quantidade certa no sangue deles, ou se a inflamacéo da malaria
atrapalhou as CYP450 e diminuiu a quantidade desses medicamentos no sangue. Os
resultados da nossa pesquisa mostraram que tanto pessoas que tinham modificacées em
seu DNA, quanto pessoas que nao tinham, tiveram chance de ter a volta da malaria,
mesmo depois de realizar seu tratamento com a cloroquina; essas alteracbes no DNA
nao atrapalharam a fungéo das proteinas CYP450 e nao influenciaram na quantidade de
cloroquina no sangue. Porém, nds encontramos que a inflamacéo da malaria, pode sim
alterar a funcdo de algumas proteinas das CYP450, e isso pode influenciar na
funcionamento de outros medicamentos, ndo apenas contra a malaria, mas também
contra outras doencas.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos epidemiolégicos da malaria

A malaria permanece como importante problema de saude publica no mundo.
Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), em 2018, foram estimados 228
milhdes de casos de malaria mundialmente e 435 mil mortes causadas pela doenca. A
maioria dos casos de malaria ocorre na regido africana (93%), seguido pela regido do
Sudeste Asiatico, com 3,4% dos casos e pela Regido do Mediterraneo Oriental, com
2,1% (Figura 1). A regido das Américas registrou um aumento no numero de casos, em

grande parte devido ao aumento da transmisséo de maléaria na Bolivia e Venezuela (1).

Incidéncia de Malaria em 2018

)N

=

| Semmalsnz

Néao se aplica

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

Plasmodium falciparum é o parasita da malaria mais prevalente na regido africana
(99,7%), bem como na Regido do Sudeste Asiatico (50%), Regido do Mediterrdneo
Oriental (71%) e Regido do Pacifico Ocidental (65%). Globalmente, 53% da carga de

Plasmodium vivax est4d no Sudeste Asiatico, principamente na india (47%). P. vivax
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também é o parasita predominante na regido das Américas, representando 75% dos
casos de malaria (1).

Na América Latina, a maioria dos casos vem de paises da América do Sul, onde a
maléria por P. vivax é mais prevalente, enquanto a incidéncia de malaria por Plasmodium
falciparum vem diminuindo nos ultimos anos (2,3). O Brasil € o principal responsavel pela
morbidade atribuida a malaria nas Américas; em territorio brasileiro, a regido Amaz6nica
€ a principal responsavel pelas notificacdes (99%), sendo o P. vivax responsavel por
88,4% dos casos notificados (2,4,5).

No Amazonas houve uma reducéo da incidéncia da malaria ao longo dos anos e
da ocorréncia de casos graves da doenca, gracas a melhorias no diagndstico,
continuidade das medidas de controle vetorial e a introducéo da terapia combinada de
artemisinina (ACTSs), para tratamento de P. falciparum (2,4,6). No Estado e em outras
regides na Amazonia, houve uma diminuicdo da transmissao da doenca em areas rurais,
sendo superada por casos em populacdes peri-urbanas, favoraveis ao desenvolvimento
do vetor. Nessas areas ha uma importante contribuicdo das infeccbes submicroscopicas

e assintomaticas na manutencéo do ciclo de transmisséao da doenca (7-9).

No ano de 2019, o Brasil conseguiu reduzir em 23,8% 0 numero de casos de
maléria, passando de 193.837 em 2018, para 156.629 em 2019 (1,10). Segundo dados
da Fundacéo de Vigilancia em Saude do Amazonas (FVS-AM), no Estado do Amazonas,
foram notificados 63.361 casos de malaria e os municipios com maior incidéncia de casos
foram S&o Gabriel da Cachoeira, Barcelos, Manaus e Santa Isabel do Rio Negro (Figura
2) (5,11).
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RISCO DE TRANSMISSAO
Sem transmissao

I Baixorisco
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0 500 1000 1500 kmy

Figura 2. Mapa destacando areas com risco de transmissao de malaria no Brasil, de
acordo com o IPA (incidéncia parasitaria anual). Fonte: Adaptado de Ministério da Saude,
2020 (12).

1.2 Agentes etiologicos de malaria e ciclo biolégico de Plasmodium spp.

A malaria é uma causada por protozoarios do género Plasmodium spp.,
transmitidos ao homem por mosquitos vetores do género Anopheles sp. O principal
mosquito vetor no Brasil € o Anopheles darlingi (13—-15); outros vetores importantes no
pais sdo o Anopheles cruzii e o Anopheles bellator, presentes na regido da Mata Atlantica,

além do Anopheles aquasalis, presente na faixa litoranea brasileira (16—19).

As espécies de plasmddia infectantes ao homem e de importancia para a saude
publica sdo P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi, P. simium. Na
Ultima década, o P. knowlesi se tornou uma fonte importante de infecgées no Sudeste da
Asiatico (20). Além das espécies classicas de malaria humana, ja foi descrita infecgédo
por Plasmodium cynomolgi e Plasmodium brasilianum, no Camboja e na Venezuela,
respectivamente (21,22).



15

O ciclo de vida de Plasmodium sp. é bastante complexo, sendo compartilhado
entre o0 homem (ciclo de vida assexuado) e a fémea de Anopheles sp. (ciclo de vida
sexuado). O parasita inocula esporozoitos na pele do hospedeiro humano, no momento
do repasto sanguineo, que permanece nesse local por cerca de 3 horas (23). Os
esporozoitos entram nos vaso sanguineos e sao levados ao figado, saem dos sinusoéides
hepaticos e entram nos hepatocitos, dando inicio ao ciclo exo-eritrocitico, que ocorre por
um periodo de cerca de 10 dias para P. falciparum e 12 dias para P. vivax. Nas células
hepaticas o parasita fica em um vacuolo parasitéforo, e apdés a replicacdo por
esquizogonia, 0s merozoitos formados séo liberados em bolsas, chamadas de
merossomos (24). Os merozoitos chegam a circulagdo sanguinea e infectam eritrocitos
maduros ou reticuldcitos dependendo da espécie de Plasmodium (24-26). Ainda no
figado, as espécies P. vivax e P. ovale sdo capazes de produzir formas dormentes no
figado, os hipnozoitos, que podem ser reativados e causar recaida da doenca (27) (Figura
3).

No ciclo eritrocitico, 0s merozoitos invadem os eritrocitos, assumem o estagio de
trofozoitos (estagios em anel), que se replicam formando o esquizonte eritrocitico. A partir
deste, novos merozoitos sdo formados e provocam a ruptura da hemacia infectada,
liberando os merozoitos no sangue para um novo ciclo eritrocitico de infeccéo; um ciclo

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

Alguns dos parasitas irdo se diferenciar em gametocitos (estagios sexuais), que
permanecem sequestrados na medula éssea por um periodo de aproximadamente 10
dias, na infeccdo por P. falciparum (29); para o P. vivax, esse tempo de sequestro ndo
esta claro. Para P. falciparum, os gametdcitos levam de 8 a 10 dias para a maturacao,
passando por cinco fases distintas (estagios I-V) (30), ja na infeccdo por P. vivax, 0s
gametdcitos maduros aparecem na periferia de forma precoce, acompanhando as
parasitemias assexuais e tem um tempo de vida de aproximadamente 3 dias, poés-
maturacdo (31). Os gametdcitos maduros, enquanto presentes na circulagédo periférica,

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

Uma vez ingerido por mosquitos, 0os gametocitos se diferenciam em gametas

masculinos (microgametdécitos) e gameta feminino (macrogametacito), que pelo processo

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

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

na lamina basal, onde se diferenciam em oocistos. Apdés aproximadamente 12 dias no

intestino do mosquito, 0 oocisto dara origem aos esporozoitos. Essas formas migram

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

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

P. vivax é a espécie de maior distribuicdo geografica no mundo (1,35). Vérias
caracteristicas biolégicas deste parasita, descritas nos paragrafos seguintes, sao
obstaculos para o seu controle. A elaboracdo de estratégias para eliminacao utilizadas

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

P. vivax geralmente causa infecgdes mais leves que P. falciparum, embora tenham
sido descritos casos de malaria grave associados a essa espécie (36—39). Na infeccéo
por P. vivax, a eliminacdo dos parasitas pode ser dificultada devido a presenca de
hipnozoitos no figado, que podem ocasionar recaidas e persistir como reservatorio de
transmissdo por meses apos a infecgao inicial (27,40,41). Ja foi descrito também alta
prevaléncia de infec¢des assintomaticas e submicroscoépicas causadas por essa especie
(9,42-46), que ajudam a manter o ciclo de transmissdo em areas endémicas para a
doenca. Em estudo recente realizado na Amazonia Brasileira, demonstrou-se que as
infeccbes assintomaticas pelo P. vivax sado capazes de causar infeccdo no vetor

Anopheles aquasalis (47).

Outra caracteristica da biologia de P. vivax, ainda ndo esclarecida, refere-se ao
sequestro e amadurecimento dos gametocitos. Estudos recentes apontam a medula
0ssea como o principal local de desenvolvimento e sequestro dessas formas, porém nao
se sabe ainda o momento dos eventos do sequestro, pois a disponibilidade de
gametécitos maduros na corrente sanguinea da-se de forma muito precoce,
acompanhando as primeiras parasitemias assexuais, 0 que facilita a transmissdo ao

mosquito vetor antes mesmo do diagndstico da doenca (31,48,49).

Um outro fator importante a se considerar dentro da patogénese do P. vivax sédo
0S mecanismos de resisténcias aos antimalaricos, especialmente a Cloroquina (CQ),
utilizada como primeira linha de tratamento em diversos paises. Apesar da existéncia de
estudos investigando a presenca de mutacdes, expressao génica e variacdo do nimero

de coOpias de genes codificadores de proteinas transportadoras de droga (pvcrt-o e
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pvmdr-1), os mecanismos que levam a resisténcia a CQ n&o estdo totalmente

esclarecidos (50-57).

A auséncia de um sistema bem estabelecido de cultivo in vitro de P. vivax, dificulta
o entendimento de muitas das caracteristicas mencionadas. Atualmente € feito o cultivo
short-term associado ao teste de maturacdo de esquizontes para o0 estudo das
caracteristicas biol6gicas do parasita e suscetibilidade a drogas (58-61). Porém, os
métodos ex vivo apresentam diversas limitacdes, relacionadas a sua execucdo (menor
tempo de duracdo do ensaio, dificuldades de amadurecimento do parasita) e as
condi¢cBes necessarias para utilizacdo das amostras (alta densidade parasitaria e maior

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

Fatores relacionados ao hospedeiro também podem influenciar nas medidas de
controle utilizadas contra o P vivax. Individuos que apresentam deficiéncia da enzima
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), que possuem propensao ao dano oxidativo nas
células, podem desenvolver anemia hemolitica apdés uso da primaquina (PQ), principal
droga hipnozoiticida utilizada como terapia (63). Ainda em relagcéo a esta droga, estudos
apontam que individuos apresentando fenétipos de baixa atividade da enzima CYP2D6,
exibem falha na metabolizacdo da PQ e menores concentracdes do metabdlito ativo, o
gue pode levar a permanéncia de hipnozoitos no figado e recaidas de malaria pelo P.
vivax (64—69).

1.4 Tratamento para malaria por P. vivax no Brasil

O tratamento da malaria ndo complicada por P. vivax utilizado no Brasil é a CQ na
dose de 25 mg/Kg durante 3 dias e PQ na dose de 0,5 mg/Kg por 7 dias (12). Esta
combinacao é altamente efetiva contra a doenca aguda e na prevencdo de recaidas
causadas por hipnozoitos (cura radical). Tratamento com ACTs pode ser indicado em
casos de resisténcia de P. vivax a CQ, em recorréncias por P. vivax e malaria grave

ocasionada por esta espécie (12,70).
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A CQ € o esquizonticida sanguineo mais utilizado para tratamento da maléria
aguda por P. vivax desde 1946 e ainda hoje continua sendo o tratamento de primeira
linha para esta espécie na maioria das areas endémicas, devido a sua ampla
disponibilidade, eficacia, baixo custo e excelente perfil de seguranca e tolerabilidade (71—
73). A CQ elimina a febre a as parasitemias de P. vivax em no maximo 72h apos a
primeira dose; trata-se de uma droga rapidamente absorvida, com meia vida plasmatica
de cerca de 50h, porém é eliminada de formal lenta, permanecendo em niveis

terapéuticos até cerca de 21 a 35 dias ap0s o tratamento (71,74,75).

A CQ é biotransformada por enzimas do citocromo-P450 (CYPs), por meio da
reacdo de desalquilagdo, nos metabdlitos N-desetilcloroquina (DCQ) e N-bis-
desetilcloroquina (BDCQ) (76,77). As concentracdes plasmaticas de DCQ podem ser
rapidamente detectadas, em concentracdes de até 50% em relacdo a concentracao dos
precursores, sendo esse o0 principal metabdlito (77—-79). Ja foi descrito que a CQ pode
ficar depositada no figado, o baco, rins e pulmdes (80). Acredita-se que essa droga esteja
envolvida em varias interagbes medicamentosas devido as suas caracteristicas

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

A PQ é uma 8-aminoquinolina utilizada ha mais de 60 anos como tratamento
hipnozoiticida para o P. vivax. Para diminuir a toxicidade do medicamento em individuos
deficientes de G6PD, a OMS recomenda o tratamento com 0,25 mg/kg/dia (dose total de
3.5 mg/kg), por 14 dias; porém, devido a problemas de baixa adesdo, em algumas
localidades é realizado o regime curto, com terapia de 7 dias com PQ, em associacéo

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

1.5 Recorréncias de malaria por P. vivax

Na malaria, o termo recorréncia é utilizado para indicar um retorno da parasitemia
assexual no sangue periférico, que pode ser originado de uma recrudescéncia, recaida
ou reinfeccdo. A reinfecgcédo ocorrer devido a uma nova exposi¢cdo ao mosquito vetor

seguida de inoculacdo de esporozoitos no hospedeiro humano. A recrudescéncia e a
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recaida ocorrem apdés o desaparecimento de uma parasitemia assexuada primaria,

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

Atualmente ndo existem marcadores moleculares adequados para a determinagao
da causa da recorréncia por P. vivax (72,86). Acredita-se que as recorréncias homoélogas
(quando parasitas do episodio inicial e posterior sdo geneticamente relacionados)
estejam associadas a recaidas ou recrudescéncias, em areas de baixa transmissao,
enquanto parasitemias heterélogas (parasitas nao relacionados) seriam resultantes de
reinfeccdo (87); porém, métodos de genotipagem ndo conseguem diferenciar
precisamente entre recrudescéncia ou recaida, quando encontrada uma cepa homologa.
Além disso, ja foi descrita que a recaida também pode ocorrer devido a cepas heterdlogas
(88) ndo sendo possivel definir a causa do retorno da parasitemia, especialmente em
areas endémicas. A dosagem dos niveis plasmaticos de CQ e DCQ, no dia da
recorréncia, podem auxiliar na deteccdo de resisténcia a CQ (74); alguns estudos ja
descreveram marcadores genéticos (microssatélites), na tentativa de fazer a distingéo
entre as causas de recorréncia (89,90); existem também marcadores sorolégicos que
podem ser usados para determinar infeccao recente (91); estudos recentes utilizaram
modelagem matematica considerando o tempo de infeccdo e tipo de tratamento, para

determinar a causa provavel de recorréncia (92,93).

A recaida por P. vivax ocorre apds ativacdo de hipnozoitos no figado que leva a
retorno da parasitemia sanguinea (27,71,84,85). E sabido que essa ativacdo pode
demorar semanas, meses e até anos, dependendo da localidade considerada (em zonas
temperadas, recaidas mais tardias e em zonas tropicais, recaidas precoces) (35,94).
Estudos mostram que as recaidas s@o responsaveis por grande parte das recorréncias
ocasionada pelo P. vivax (92,93). A ocorréncia das recaidas, apesar da realizacdo do
tratamento para cura radical da doenca, poderia ser explicada pela resisténcia ao
medicamento hipnozoiticida, a PQ (que até o momento nao foi comprovada), ou devido
as alteragbes farmacogenéticas/farmacocinéticas de enzimas metabolizadoras deste

medicamento, como a enzima CYP2D6 (64,65).
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A outra causa comum para retorno da parasitemia, a recrudescéncia, tem como
origem o merozoito, oriundo de infeccdo subpatente, e que volta a causar parasitemias
detectaveis e/ou doenca (71,84,85). Alguns estudos demonstraram a presenca do P.
vivax na medula éssea e no baco, e especula-se que esses locais poderiam ser
reservatérios de P. vivax que permitiiam a volta de parasitemias sanguineas
(48,49,95,96). Sobre a recrudescéncia, € importante considerar ainda os casos de
persisténcia de parasitemia assexuada na presenca de doses terapéuticas de
esquizonticidas sanguineos (como a CQ), que caracteriza P. vivax resistente a estas
drogas (71,74).

A resisténcia de P. vivax a CQ in vivo é definida como a persisténcia dos estagios
sanguineos assexuados de P. vivax, mesmo nha presenca de niveis adequados de CQ e
DCQ no sangue total (74). A resisténcia a CQ pelo P. vivax foi descrita pela primeira vez
em 1989, em Papua Nova Guiné (97). Posteriormente, houve relatos de resisténcia na
Oceania, Sudeste Asiatico e em paises da América do Sul, incluindo o Brasil (98-101).
A resisténcia de P. vivax a CQ tem hoje alta prevaléncia na Indonésia e em Papua Nova
Guiné (72,102) (Figura 4).
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Figura 4. Mapa destacando as localidades com relato de resisténcia de P. vivax a CQ.
Categoria 1: estudos onde 10% de recorréncias foram no D28 independentemente da
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confirmagéo de concentracdo adequada de CQ no sangue (sugestivo de resisténcia);
Categoria 2: estudos que relatam recorréncias dentro 28 dias, onde houve presenga de
concentragdes de CQ > 100nM no sangue total (confirmativo de resisténcia); Categoria
3: estudos onde 5% de recorréncias foram no D28, independentemente da confirmagéo
de concentracdo adequada de CQ no sangue total (sugestivo de resisténcia). Fonte:
Adaptado de Price et al., 2014 (72).

No Brasil, trabalhos vém reportando a resisténcia do P. vivax a CQ in vivo na
regido da Amazoénia (57,98-100,103). O primeiro caso confiavel de P. vivax resistente a
CQ in vivo foi o de um paciente tratado na Fundagcdo de Medicina Tropical Dr. Heitor
Vieira Dourado (FMT-HVD), em Manaus, Amazonas (98). Em outro estudo realizado
nesta localidade, com acompanhamento clinico de 42 dias e dosagem de CQ plasmaética
em 109 pacientes com diagndstico de P. vivax, detectou-se resisténcia in vivo a CQ em
10,1% dos casos (99). Outro estudo detectou resisténcia em 5,2% dos pacientes tratados
com CQ e PQ simultaneamente, acompanhados por 28 dias, com niveis plasmaticos de
CQ e DCQ acima de 100ng/uL (100). Um estudo recente relatou uma taxa de 11% de
resisténcia do P. vivax a CQ, nao influenciada pela acdo da PQ, que foi administrada

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

A resisténcia de P. vivax ex vivo ocorre quando sdo obtidos valores de IC50%
maiores que 100nM de CQ, apds 42hs de cultivo do P. vivax (104-106). Estudos na
Amazonia relataram entre 9,8% e 10,7% de resisténcia a CQ ex vivo (107,108). Apesar
de suas as limitacdes, 0s ensaios ex vivo sao a Unica alternativa para o0 monitoramento

da presenca de cepas de P. vivax resistentes a CQ, circulantes na regiao.

Estudo realizados com isolados do Estado do Amazonas, Brasil, que investigaram
marcadores e mecanismos de resisténcia a CQ, demonstraram que pacientes com
resisténcia apresentaram niveis de expressdo aumentados (6,1 vezes do gene pvcrt-o e
2,4 vezes do gene pvmdr-1) quando comparados ao grupo suscetivel (57) e ainda, que
isolados resistentes a CQ apresentaram multiplas cépias do gene pvcrt-o em comparacao

com isolados sensiveis (56).



23

Mesmo ndo sendo possivel determinar com precisdo a origem da recorréncia
causada pelo P. vivax, detectar esse fenbmeno € importante para a avaliacdo da eficacia
de drogas antimaléricas. Em muitas localidades s&o relatadas recorréncias precoces pelo
P. vivax (72,102) que estariam fortemente associadas a falha terapéutica, causada por
resisténcia parasitaria ou por problemas na metabolizacdo de antimalaricos. Como ja
mencionado, critérios como dosagem dos niveis de CQ e DCQ no plasma de pacientes,
analise de marcadores moleculares que determinam relacao genética entre parasitas do
episddio inicial e episédio recorrente, e auséncia de problemas na metabolizagdo da
droga pelas CYPs, séo fatores considerados em muitos estudos, como requisitos para
afirmar a presenca de P. vivax resistente a CQ. Quando n&o é possivel mensurar todos
esses determinantes o termo recorréncia precoce vem sendo utilizado para sinalizar
retorno de parasitemia assexual em até 28 dias apés episodio inicial; € discutido ainda
gue, devido a meia vida longa da CQ e sua ac¢ao esquizonticida sanguinea, poderia-se
classificar a recorréncia precoce como resisténcia, independentemente de sua origem
(72,74,109).

1.6 Farmacogenética

1.6.1 Farmacogenética das CYPs

As CYPs sdo wuma superfamilia de enzimas essenciais para a
producéo/degradacao de compostos enddégenos e metabolizacdo de xenobidticos (110).
As CYPs catalisam varios tipos de reacfes, como por exemplo, oxirreducéo, hidroxilacao,
oxigenacao, desalquilacdo, epoxidacdo, dessaturacdo, dentre outras (111,112). As CYPs
estdo presentes em muitos tecidos, mas as maiores concentra¢cdes estdo no figado e no
intestino delgado (113,114).

Com relacdo a atividade sobre compostos endogenos, esta envolve
principalmente a producdo de hormdénios esteroides, prostaglandinas e acidos biliares
(115). Em relacdo aos xenobidticos, as CYPs sdo responsaveis pela biotransformacao

de 80% das drogas de uso clinico (113,116). Além disso, fatores como idade, sexo, etnia,
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presenca de doengas, inflamagdo, presenca de substancias indutoras ou inibidoras,
também podem influenciar na expressdo ou atividade enzimética das CYPs
(113,114,117-119).

Estudos relatam a presenca de 57 genes codificadores de CYPs em humanos, e
58 pseudogenes; esses genes sao distribuidos em 18 familias e 44 subfamilias, baseado
na semelhanca entre suas sequéncias (120,121). Esses genes tém grande variabilidade,
caracterizada pela ocorréncia de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) e variacdes
do numero de copias génicas, as CNV (delecdes, duplicacdes e multiplicacbes). As
variantes dos genes das CYPs sdo denominadas de alelo estrela (*), e estdo registradas
na base de dados Human CYP Allele Nomenclature Database, atualmente gerenciada
pelo Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium (122). Dentre as enzimas que
apresentam maior variabilidade genética, podem-se citar CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9,
CYP2A6 e CYP2B6 (113,123-125).

Os alelos estrela podem ser classificados como nulos, de fungéo normal, de fungéo
aumentada ou de funcao diminuida, e a partir dos dipl6tipos determinados pelos alelos,
€ possivel predizer o fenotipo enzimatico, como metabolizador lento (individuos
homozigotos ou heterozigotos de um alelo de funcéo nula); metabolizador intermediario
(individuos com um alelo de funcdo normal e um alelo de funcdo diminuida),
metabolizador normal ou extensivo e metabolizador ultrarrapido (individuos com alelos
de funcdo aumentada) (113,119).

Para compreensdo da influéncia das variantes dos genes de CYPs sobre a
metabolizacdo e a resposta a medicamentos, € necessario considerar as caracteristicas
farmacoldgicas de drogas e metabdlitos. A presenca de alelos associados a baixa
atividade enzimética levara a biotransformacédo reduzida e aumento das concentracdes
do farmaco no plasma (podendo levar a rea¢gBes adversas e toxicidade), enquanto a
presenca de alelos associados a metabolizacéo rapida levar4 ao aumento do clearance
e menores concentracdes plasméaticas dos medicamentos (podendo resultar em falha

terapéutica). No caso de uma pré-droga (0o metabodlito da droga é quem tem acdo
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farmacoldgica), ocorre efeito inverso, as alteracdes no fenétipo enzimético por alelos de
perda de funcédo levardo a falha no tratamento e, a presenca de alelos associados a
metabolizacdo rapida, pode ocasionar toxicidade.

A revisdo da literatura sobre farmacogenética das CYPs aponta que nem sempre
h& um impacto das variantes alteradas na resposta clinica e na eficacia de drogas;
estudos indicam que ndo é regra a correlacdo entre gendtipo encontrado e fenétipo
enzimatico, e estimam 50% de erros de previséo, principalmente quando se consideram
genes muito polimorficos, como o da enzima CYP2D6 (126-129). Sendo assim, o
fendtipo predito pelo gendtipo pode ndo corresponder a atividade enzimatica real, pois,
além da ocorréncia de SNPs e CNV, a expressao das enzimas podem sofrer influéncia
de mecanismos celulares naturais, como o splicing de genes, SNPs em regides
promotoras, caracteristicas epigenéticas e controle de expressdo génica por RNAs

regulatoérios (129).

Nesse contexto, pode-se considerar que as técnicas para fenotipagem das CYPs
sdo mais fidedignas, pois mensuram a atividade metabdlica in vitro utilizando culturas de
hepatdcitos, ou in vivo, utilizando sondas de droga especificas para a enzima da qual se
guer avaliar a funcao, seguida de técnicas como cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e espectrometria de massas, para determinar niveis de droga e perfil
farmacocinético (130-132). Porém, devido ao custo dessas andlises, a genotipagem de
CYPs utilizando ensaios de discriminacao alélica por PCR em tempo real, ainda é a forma
mais utilizada para estudar e predizer o fendétipo enzimatico, por ser mais simples, rapido
e relativamente mais barato.

Um outro fator que pode ter papel importante na atividade das CYPs é a
inflamacéo (117,133-136). Ja foi verificada alteracdo na funcdo das CYPs durante o
status inflamatério ocasionado pelo cancer e pela insuficiéncia cardiaca (137,138). A
presenca de citocinas pré-inflamatorias como a IL-1B, TNF-a e IL-6, induzem mudancas
na expressdo génica e resultam em regulacdo negativa das CYPs, aumentando a

concentracdo plasmética de drogas e o risco de reagfes adversas (139,140). Uma das



26

subfamilias que parece ser mais afetada pela condicdo inflamatéria € a CYP3A,
especialmente a enzima CYP3A4, que ja teve sua diminui¢cdo de atividade relacionada a

presenca de niveis altos de IL-6 (134,140).

Para as doencas infecciosas, estudos mostraram a influéncia do status
inflamatério na atividade de CYPs durante a malaria por P. falciparum (CYP1A2 e familia
CYP3A) (141-143). Estudos utilizando modelos murinos para malaria também
verificaram inibicdo de CYPs na presenca de infeccao/inflamacéo, destacando-se a
CYP1A2 e a CYP2E1 (144-146). Estudo recente, utilizando métodos de fenotipagem,
relatou a inibicdo de CYP3A4 e CYP2C19 em pacientes com leishmaniose visceral,

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

Condicdes como infeccao pelo virus hepatite, virus HIV, vacinacdo contra o virus
Influenza também ja foram descritas como resultando em diminuicdo da atividade de
CYP2A6, CYP1A2 e CYP2D6, respectivamente (148-150), Infeccbes bacterianas,
inflamacédo consequente de sindromes metabdlicas e de doencas cronicas também

podem alterar a atividade das CYPs (151).

Devido a potencial influéncia da farmacogenética das CYPs na resposta aos
medicamentos, organizacbes como o0 Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium (CPIC), Dutch Pharmacogenetics Working Group (DPWG) e a
Pharmacogenomics Knowledgebase (PharmGKB) avaliam evidéncias de influéncia entre
variantes das CYPs e resposta as drogas, e publicam recomendacfes baseadas nessas
evidéncias para auxiliar no manejo terapéutico de pacientes (152,153). Medicamentos
como a varfarina, tamoxifeno, codeina e amitriptilina sdo exemplos de substancias para
as quais podem ser recomendados testes farmacogenéticos para orientar a dosagem

administrada aos pacientes (114,129).

1.6.2 Enzima CYP2CS8

A enzima CYP2C8 é codificada pelo gene CYP2C8, que esta localizado no
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cromossomo 10g24, no cluster 2C. O gene CYP2C8 possui 9 éxons e uma regido de
31Kb e possui cerca de 70% de homologia com o gene CYP2C9 (154,155) (Figura 5).

A CYP2C8 possui peso molecular de aproximadamente 54 kDa, uma grande
cavidade em seu sitio ativo e pode acomodar uma variedade de substratos (156). A
presenca da enzima ja foi detectada em hepatécitos e em outros tecidos, como coracao,
rim, ductos salivares, intestino, células corticais adrenais e amigdalas (157). Dentre os
medicamentos metabolizados pela enzima incluem-se a antimalaricos (amodiaquina e
cloroquina), anti-cancer (imatinibe, paclitaxel), o anti-diarreico loperamida, o anti-
leucotrieno montelucaste, hipoglicemiantes (pioglitazona, repaglinida, rosiglitazona),
hipolipémicos (como a cerivastatina), anti-inflamatérios (como a desloratadina) e

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

Existem muitos SNPs, delecdes curtas e variantes que foram encontrados no gene
CYP2C8, mas apenas algumas delas sédo associadas a variabilidade funcional da
enzima, destacando-se os alelos CYP2C8*2, CYP2C8*3 e CYP2C8*4, cujas frequéncias

variam de acordo caracteristicas inter-étnicas e geograficas (160,161).

A variante CYP2C8*2 ocorre com frequéncia variando de 10% a 37% em africanos,
sendo raro ou ausente nos paises asiaticos, em populacdes européias e populacdes
americanas misturadas. A variante CYP2C8*3 consiste em dois SNPs ndo sinbnimos,
gue estdo em equilibrio de ligacdo; em individuos com ascendéncia européia, a
frequéncia desta variante é cerca de 11% no sul da Asia e nas popula¢es americanas
miscigenadas, a frequéncia do alelo € de cerca de 4% e 7%, respectivamente, enquanto
nas populac¢des africanas, possui frequéncia baixa. A variante CYP2C8*4 € mais comum

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

O significado clinico da farmacogenética do CYP2C8 é controverso para muitos
medicamentos. A maioria dos estudos in vitro sugeriu que os alelos 2C8*2, 2C8*3 e
2C8*4 resultam em funcdo reduzida de CYP2C8; ja foi relatada diminuicdo do
metabolismo da cerivastatina, repaglinida, paclitaxel e rosiglitazona, em individuos que
carreavam o alelo 2C8*3 (158,162—-164).

A variante 2C8*3 foi associada com uma reducdo de 80% na metabolizacdo do
paclitaxel e 40% do &cido araquidbnico (165). Em relacdo a variante 2C8*2, estudos
realizados com o paclitaxel mostraram dados divergentes em relagcdo a presenca da
variante e alteracdes farmacocinéticas da droga; individuos heterozigotos para essa

variante tinham taxas menores de eliminacao do paclitaxel (166—168).
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Foram feitos ainda estudos sobre as variantes de CYP2C8 e impacto na
metabolizacdo de medicamentos como a repaglinida, rosiglitazona e pioglitazona, onde
também foram encontrados resultados controversos. A variante 2C8*3 foi associada a
maior metabolizacdo da pioglitazona (169) e em outros trabalhos, essa variante foi
associada a maior eliminagdo dos medicamentos e niveis plasméticos mais baixos em
comparacao com carreadores da variante do tipo selvagem (2C8*1) (162,170). Outro
trabalho indicou que 2C8*3 ndo afetou a farmacocinética ou a farmacodindmica da
repaglinida (171). Portanto, o impacto das variantes de CYP2C8 na farmacocinética
destes medicamentos ndo esta esclarecida. Ja foi descrito que outras variantes alélicas
inativas mais raras, como 2C8*5, 2C8*7 e 2C8*11 podem aumentar o risco de reacdes
adversas aos medicamentos (158,160,161).

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

Variante Polimorfismo Efeito dbSNP ID Fendtipo enzimatico
2C8*2 805A> T lle269Phe rs11572103 Indeterminado
2C8*3 416G> A Arg139Lys rs11572080 Indeterminado
2C8*4 792C>G lle264Met rs1058930 Indeterminado
2C8*5 2189delA Frameshift rs72558196 Nulo
2C8*7 4517C>T Arg186X rs72558195 Nulo
2C8*11 23452G>T Glu274X rs78637571 Nulo

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

A enzima CYP2C8 também foi descrita como participante na metabolizacdo de
drogas antimalaricas. A metabolizacdo da amodiaquina (AQ) € muito utilizada para
fenotipagem in vitro da atividade da enzima por causa da alta afinidade da mesma com
esse substrato (173). Individuos que carreavam a variante 2C8*2 apresentaram menor
metabolizacdo da AQ em metabdlito ativo, N-desetilamodiaquina (174). Ja foi
demonstrado que a CQ também é biotransformada por CYP2C8, e pelas enzimas
CYP3A4 e CYP3A5, com uma pequena contribuicdo de CYP2D6, in vitro (77,175). Além
disso, a CYP2C8 também parece ter participacdo no metabolismo in vitro da dapsona,

halofantrina e piperaquina (158,176,177).


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

A CYP3A4 é uma das isoformas mais estudadas do CYP450, pois esta envolvida
na oxidacdo de mais da metade dos medicamentos de uso clinico. A familia CYP3
consiste apenas em uma subfamilia, a CYP3A, localizada no cromossomo 7¢g22.1, com
tamanho de 231kb. Compreende os genes CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 e CYP3A43. A
expressdo das trés ultimas isoformas é menor em comparacao com a de CYP3A4
(178,179). Os genes CYP3A4 e CYP3A5 apresentam alto grau de homologia, e as
enzimas correspondentes, possuem especificidade semelhante em relacdo aos
substratos (180,181) (Figura 6).

CYP3AS CYP3AT CYPIAS CYPIA4Y
D e — >
( O QUFCPOCN B CORDORUETLET Bt CRCAPCERLE AL )
Centrémero CYPIAP1 CYPJAP2 Telémero

CROMOSSOMO 7

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

A enzima CYP3A4 é predominante no figado de adultos e no intestino delgado;
possui grande variedade de substratos, pois pode acomodar e metabolizar compostos de
diferentes tamanhos e estrutura quimica, permitindo ainda a ligacdo simultanea de

substratos, preferencialmente com caracteristicas lipofilicas (182—-184).

CYP3A4 tem papel importante na geracdo de esterdides enddgenos, incluindo
testosterona, progesterona, androstenediona, cortisol e &cidos biliares; como
medicamentos que sdo substratos do CYP3A4, tem-se por exemplo os antibiéticos
macrolideos (como a eritromicina), antidepressivos, drogas anticancer (incluindo
paclitaxel, ifosfamida e tamoxifeno), benzodiazepinicos, estatinas, opidides, anti-fungicos

(cetoconazol, fluconazol), anti-hipertensivos (nicardipina e diltiazem), entre outros
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(113,182). As drogas mais utilizadas como sonda para medicdo da atividade da familia
CYP3A, seriam os anti-depressivos midazolam ou alprazolam, a eritromicina, e o

dextrometorfano (anti-tussigeno) (185).

Com relacéo as variantes genéticas do CYP3A4, tém-se o alelo do tipo selvagem
CYP3A4*1A, que o predominante na populacdo em geral; a variante CYP3A4*1B esta
presente em populagcbes afro-americanas (66%), européias (4%) e asiaticas (0%). Nao
esta esclarecida a relacdo entre a presenca dessa variante e o fenétipo enzimatico
(113,159,161,186). Variantes mais raras ja foram descritas como associadas a alteracéo
na expressao de CYP3A4 ou na farmacocinética de drogas metabolizadas pela enzima,
podendo-se citar as variantes CYP3A4*20 e CYP3A4*22 (182,187,188).

Os principais estudos publicados sobre o impacto clinico de 3A4*1B dizem
respeito a sua influéncia no risco ou progressao do cancer. A presenca da variante foi
associada com grau mais elevado de céancer de préstata e também a progresséo de
hipertrofia prostatica benigna para cancer (189,190); houve associacdo entre a
ocorréncia de 3A4*1B e leucemia, apOs terapia medicamentosa com drogas que séo
substratos da subfamilia CYP3A (191,192). Apesar desses dados, estudos posteriores
demonstraram resultados divergentes, e até o0 momento ndo se conseguiu estabelecer

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

Tabela 2. Variantes alélicas que podem alterar o fend6tipo de CYP3A4 (citadas no texto).

Variante  Polimorfismo Efeito dbSNP ID  Fendtipo enzimético

3A4*1B  -392A>G Polimorfismo em 57,0574 Indeterminado
Promotor

3A4*20 25889 25890insA  Frameshift rs67666821 Nulo

3A4*22  15389C>T Polimorfismo rs35599367 Diminuido

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



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

Sabe-se que as enzimas CYP3A5 e CYP3A4 possuem similaridade estrutural e
tém funcbes muito semelhantes, apesar de a estrutura da CYP3A5 nédo estar
completamente elucidada. O gene da CYP3A5 esté localizado no cromossomo 7¢g22.1 e
possui nove éxons (198). Ja foi descrito que a seletividade de CYP3A5 ao substrato é
maior do que a do CYP3A4, e contribui significativamente para a atividade metabdlica
executada pela familia CYP3A, principalmente em tecidos extra-hepéticos (199).

A CYP3A5 é expressa no figado, rins e pulmdes (182,200). Muitas substancias
endoégenas e drogas que sdo metabolizados por CYP3A4 também o séo por essa
enzima, incluindo medicamentos imunossupressores como a ciclosporina, tacrolimo,
sirolimo, everolimo e corticosteroides (181,201,202). O tacrolimo, o anti-cancer
vincristina, o midazolam e o anestésico lidocaina sao preferencialmente metabolizados
pela CYP3A5 (182,203,204).

O gene CYP3A5 possui muitas variantes alélicas. O alelo do tipo selvagem é o
CYP3A5*1. A variante CYP3A5*3, ndo funcional, € a mais comum e melhor estudada
sendo comum em populacdes americanas misturadas, europeus e asiaticos, com uma
frequéncia de aproximadamente 80%, 94%, 70% respectivamente. CYP3A5*6 e
CYP3A5*7 sdo outros alelos ndo funcionais raros, mas que podem ocorrem em
populacbes com ascendéncia com frequéncias 15% e 10%, respectivamente
(113,159,161,198).

Tabela 3. Variantes alélicas que podem alterar o fen6tipo de CYP3A5 (citadas no texto).

Variante Polimorfismo Efeito dbSNP ID Fendtipo enzimatico
3A5*3  6986A> G Defeitono 776746 Diminuido
splicing
3A5*6  14690G>A Defeitono 16264272 Nulo ou diminuido

splicing
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3A5*7 27131 27132insT Frameshift rs41303343 Inderteminado

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

A evidéncia mais forte sobre o impacto da farmacogenética do CYP3A5 na
resposta clinica as drogas é relacionada ao tacrolimo; individuos que expressam CYP3A5
apresentam eliminacdo mais alta da droga dos que aqueles que n&do expressam (205).
A literatura indica divergéncias entre estudos avaliando o gendtipo de CYP3A5 e
metabolizacdo de estatinas, que mostraram pior resposta em individuos que expressam
CYP3A5 e em individuos que nao expressam CYP3A5 (206,207).

1.6.5 Enzima CYP2D6

A enzima CYP2D6 contribui para o metabolismo de cerca de 25% das drogas de
uso clinico (159,208). O gene CYP2D6 esta localizado no cromossomo 22ql13.1
possuindo 9 éxons (113,209). Existem mais de 100 variantes alélicas do gene
contemplando SNPs e variacdo no numero de copias (incluindo delecdes, duplicacdes e
multiplicacdes); também é possivel a ocorréncia de rearranjos génicos, que ficam com a
sequéncia bastante similar a de CYP2D6, assim como 0s pseudogenes presentes no
locus. Todas essas variacfes tornam analise dos gendtipos e predicdo de fenotipos

dessa enzima bastante complexa (125).

A expressao da enzima foi demonstrada no figado e em outras porcées do trato
gastrointestinal, além do cérebro humano (113,210). Os substratos da CYP2D6 incluem
antidepressivos triciclicos, inibidores da recaptacao de serotonina (paroxetina, fluoxetina,
fluvoxamina), outros antipsicéticos (venlafaxina, aripiprazol, risperidona), opidides
(codeina, tramadol, oxicodona), antieméticos (ondansetron, tropisetron), o antimalarico
PQ, o tamoxifeno e medicamentos para disturbios cardiovasculares (metoprolol, timolol,
propafenona) (113,159). Como exemplos de drogas que podem ser utilizadas como

sonda fenotipica para avaliacao da atividade da enzima, destacam-se o beta-bloqueador
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metoprolol, o dextrometorfano e o tramadol (211).

Cromossomo 22

CYP2D8P CYP2D7P

-
—_—
—
- -
-

e |
1584G>c ~ G31A C1023T ' cicean  G1S4GA €2850T GA042A
c1o0T C1039T . -cic 1863 9bp rpt A2953C G4180C
1707del 2549Adel
G1758A 2613AGA del
G1758T

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

Os alelos do gene CYP2D6 podem ser agrupados de acordo com sua
funcionalidade, atribuindo-se valores a cada alelo para calcular um escore de atividade
(AS) da enzima a partir do diplétipo do individuo: alelos nulos (valor = 0) (*3, *4, *4xN, *5,
*6, *7, *8, *11, *12, *36, *40, *42, *56); alelo de funcdo muito reduzida (valor = 0,25) (*10)
(213); alelos de funcéo reduzida (valor = 0,5) (*9, *17, *29, *41, *44, *49); alelos de funcéo
normal (valor = 1) (*1, *2, *35, *43, *45); e alelos de funcdo aumentada (valor = 2) (*1xN,
*2xN). Para o calculo do AS deve considerar ainda a variacdo no numero de copias do
gene. O fendtipo predito pelos diplétipos pode ser classificado em metabolizador lento,

intermediario, normal ou ultrarrapido (125,214).

Tabela 4. Polimorfismos frequentemente utilizados para genotipagem de CYP2D6.

Polimorfismo dbSNP ID Efeito no gene Variante
T/-

2549delA rs35742686 ~ ~ *3
Insercéo/Delecéo

100C>T rs1065852 AIG *4 e *10

Transigéo Substituicao
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1846G>A 53892097 'Icfgnsigéo Substituicdo 4
4180G>C rs1135840 'Ic':fnsverséo Substituicdo *;29 ié5*£%9*£74fl
2988G>A (s28371725 $gnsigao Substituico *41
3183G>A (s59421388 ?gnsigao Substituico %29
~1584C>G rs1080985 'Igr/;:nsverséo Substituicdo "2,735 e %4l
iGAlGS_%l?del r$5030656 Icr:;z-géo/Delegéo "9
31G>A 5769258 'Icfgnsigéo Substituicio "35
1023C>T (s28371706 %’aAnsigéo Subsituicio *17
2850C>T r$16947 'Ip'{gnsigéo Substituicio - ég ?&f 2

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

A frequéncia dos alelos de CYP2D6 varia entre as populacdes. O alelo CYP2D6*2,
de func&o normal, e a variante nula CYP2D6*4 ocorrem na Europa, Africa, Sul da Asia e
populacdes americanas misturadas, com frequéncias alélicas de 27%, 36%, 12% e 16%,
respectivamente; outros alelos de funcéo nula, CYP2D6*3 e CYP2D6*6 sdo encontrados
em individuos com ascendéncia européia (2 e 4%, respectivamente). A variante
CYP2D6*10 (funcdo muito reduzida) possui 50% de frequéncia em Asiaticos. O alelo
CYP2D6*14 é encontrado em populacdes do leste asiatico (2%), enquanto os alelos
CYP2D6*17, CYP2D6*29 e CYP2D6*43 sdo encontrados em populagdes africanas (20%,
9% e 2%, respectivamente). O alelo de funcdo diminuida CYP2D6*41 tem frequéncia de
10% em caucasianos. Os alelos CYP2D6*1xN e CYP2D6*2xN (funcdo aumentada)
ocorrem com frequéncias de 1% a 2% em brancos e asiaticos, mas em certas populacdes
africanas, a frequéncia pode ser de até 29%. A variante CYP2D6*5 (indicadora de
delecdo no gene) tem uma frequéncia que varia de 1% a 7% na populacdo em geral
(113,159,161,214).
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Tabela 5. Variantes alelicas de CYP2D6 presentes na populacéo brasileira.

Variante Polimorfismos Fenaotipo enzimatico
2D6*1 Alelo referéncia Normal

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

2D6*3 2549delA Nulo

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

2D6*5 Delecao do gene Nulo

2D6*9 2615_2617delAAG Diminuido
2D6*10 100C>T; 4180G>C Diminuido
2D6*17 1023C>T; 2850C>T,; 4180G>C Diminuido
2D6*29 2850C>T; 3183G>A; 4180G>C Diminuido
2D6*34 2850C>T Normal

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

2D6*39 4180G>C Normal

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

2D6* XN Amplificacdo do gene Alelo dependente

Fonte: Friedrich et al., 2014 (215); The Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium
(172).

Com relacdo ao impacto das variantes de CYP2D6 na resposta aos
medicamentos, estudos com codeina, antipsicéticos, agentes anti-cancer e, mais
recentemente, antimaléaricos, vém sendo realizados, onde associam-se os fenétipos de
metabolizacdo lenta ou ultrarrapida a falha terapéutica ou ocorréncia de reacdes
adversas. No entanto, para certos medicamentos, existem muitos dados divergentes
sobre a real influencia das variantes encontradas na resposta clinica
(65,113,159,216,217).

Em relacdo a medicamentos como a codeina, oxicodona e tramadol, estudos que

realizaram a analise de genétipos de CYP2D6 demonstraram que oS mesmos podem
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afetar a eficacia e seguranca da droga; trabalhos realizados com individuos tratados com
estes opidides, que possuiam genotipos associados a metabolizacao lenta para CYP2D6,
relataram que nao houve o efeito analgésico esperado pelo uso dos medicamentos, ao
mesmo tempo em que observaram intoxicacdo em pacientes que possuiam genétipo

contendo multiplicagdes génicas (218-222).

Em relagcdo as drogas como o metoprolol, timolol e propafenona, assim como para
medicamentos antidepressivos e antipsicéticos, foram encontrados resultados
controversos sobre os efeitos das variantes genéticas na resposta clinica (223-230).
Estudos realizados com o tamoxifeno indicaram que pacientes com cancer de mama pos-
menopausa, e com fenotipo de metabolizacdo lenta de CYP2D6 foram menos
beneficiados pela terapia com o medicamento ja que os metabolitos gerados pela enzima

€ que sao os responsaveis pelo efeito farmacologico (231,232).

Recentemente, o metabolismo do antimalarico PQ vém sendo muito estudado,
pela associacao entre gendtipos que levam a baixa atividade enzimatica e ineficacia do
tratamento hipnozoiticida, causando as recaidas da malaria por P. vivax (64,66—69).
Pybus e cols., em 2012 demonstrou que o metabolismo da PQ ocorre por duas vias, a da
CYP2D6 e a da monoamino oxidase (MAO-A); outros estudos demonstraram que as
enzimas CYP2D6, MAO-A, CYP1A2, CYP2C19 e CYP3A4 (em ordem de atividade)

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

1.6.6. Enzima CYP2C19

A CYP2C19 contribui para metabolizacdo de importantes drogas de uso clinico. A
farmacogenética do CYP2C19 ja foi bem explorada e o impacto clinico em relacdo a
biotransformacdo de algumas drogas € bem estabelecido. O gene de CYP2C19 esta

localizado no cromossomo 10g23.33 e possui grande variabilidade (236—-239) (Figura 8).
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CYP2C19 8 (3) *7)

c.358 636 ©B19+2

T>C G>A T=A
(*17)  (*4) (*6) (“2) (*5)
c—806 c.1 c.395 | c.681 c.1297
C>T A>G G=>A G>A C>T

Figura 8. Representacao da estrutura do gene CYP2C19. Variantes associadas a perda
de funcao (*2, *3,*4, *5, *6, *7 e *8) e de variante associada ao ganho de funcéo (*17).
Fonte: Adaptado de Scott et al., 2012 (238).

A enzima esta presente predominantemente no figado, mas também é encontrada
no intestino. Dentre os medicamentos que sdo metabolizados pela CYP2C19, podem-se
citar os antidepressivos, benzodiazepinicos, o anti-convulsivante mefenitoina, inibidores
da bomba de prétons, o anti-trombotico clopidogrel, o antimalarico proguanil e o anti-
fungico voriconazol (113,240-242).

O gene CYP2C19 possui 35 haplétipos definidos. Dentre as variantes mais
estudadas, tem-se a de funcéo nula CYP2C19*2, que ocorre com frequéncia de 18% em
Africanos e Europeus e maior que 30% em Asiaticos; a variante CYP2C19*3, também de
funcdo nula, que ocorre nas populacdes asiaticas com frequéncia de 7%; e o alelo
CYP2C19*17, que resulta em aumento da expressao génica da proteina e possui
frequéncia de 23% em europeus e africanos e é menos presente em americanos e
asiaticos (12% a 14%) (113,161,238).

Em relacdo a influéncia de gendtipos e fenétipos de CYP2C19 na resposta a
drogas, o0s principais estudos sado referentes aos medicamentos clopidogrel,
antidepressivos e inibidores da bomba de prétons (113,159,238). A pré-droga clopidrogrel
precisa ser metabolizada em substancia ativa, com participacdo da CYP2C19 neste

processo (243). Estudos demonstraram que a biotransformacéo do clopidogrel é alterada
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em individuos metabolizadores lentos para CYP2C19, que apresentam menores
concentracbes de metabdlito ativo do que individuos com fendtipo de metabolizacao
normal; outros estudos com pacientes sindrome coronariana também associaram 0s

genotipos de CYP2C19 com reacbes adversas ao clopidogrel (238,244,245).

Varios estudos também ja indicaram que fenétipos metabolizadores ultrarrapidos
e lentos da enzima podem gerar falha terapéutica ou aumento dos efeitos colaterais de
medicamentos como antidepressivos triciclicos (como a amitriptilina, clomipramina,
doxepina e imipramina) e inibidores da recaptacéo de serotonina (como citalopram e
sertralina) (246—249).

Em relacdo aos medicamentos inibidores da bomba de préotons (como o omeprazol
e pantoprazol), ja foi descrito que os genadtipos de CYP2C19 também podem alterar a
eficacia desses medicamentos; estudos realizados na Asia demonstrou que pacientes
com infeccdo por Helicobacter pilory, com fendtipo de metabolizacdo lenta para
CYP2C19 foram beneficiados pelo retardo na metabolizacdo da droga, como maior efeito
sobre o pH intragastrico (250,251). Individuos metabolizadores ultrarrapidos pela

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

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

Variante Polimorfismo Efeito dbSNP ID Fendtipo enzimatico
2C19*2  681G> A Defeito no rs4244285 Nulo
splicing
2C19*3 636G> A Trp212X rs4986893 Nulo
Gene
2C19*17 -806C>T rs12248560 Aumentado
Upregulado

Fonte: The Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium (172).
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1.7 CYPs e recorréncia de maléaria

Atualmente a farmacogenética de antimalaricos vem sendo bastante explorada,
por ser uma possibilidade de elucidar mecanismos de falha terapéutica que alguns
individuos apresentam apds o uso desses medicamentos (254,255). As variacdes
resultantes nas concentragcfes plasmaticas dos farmacos podem levar a diminuicdo da
eficacia ou toxicidade em pacientes. Trabalhos vem demonstrando que alteracbes nas
CYPs e em transportadores de droga podem contribuir para a variagdo na resposta aos
antimalaricos  (influenciando na  recrudescéncia, recaida ou resisténcia).
(64,66,68,254,256).

Estudos ja associaram a presenca de alelos fungéo nula ou reduzida e de fendtipos
de atividade enzimatica diminuida a resposta alterada da terapia com PQ (64,66,67,69).
Estudo realizado no Brasil, avaliando genotipos de CYP2D6 e recaidas de malaria por P.
vivax, demonstrou que a presenca de polimorfismos no gene (associados a fendtipo
predito de metabolizacéo lenta e intermediaria da enzima) estdo implicados na falha do
tratamento com o hipnozoiticida e poderiam explicar as recaidas pelo P. vivax

apresentadas pelos pacientes (66) .

Um estudo de coorte retrospectiva realizado com militares que retornaram de
miss@es em Papua Nova Guiné e Timor leste, e que utilizam terapia anti-recaida com a
PQ demonstrou uma maior frequéncia de alelos de funcédo nula naqueles que tiveram
recaida de malaria por P. vivax do que nos que ndo apresentaram recaida (p<0.001); no
entanto ndo houve diferenca significativa entre os fenétipos preditos de CYP2D6 (p=0.39)

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

Outro estudo, de caso controle, que foi realizado ap6s um estudo de coorte com
individuos que estiveram na Indonésia e foram tratados com PQ, analisou genétipos
associados a atividade prejudicada de CYP2D6, além de seu fenétipo enzimatico, com a
falha terapéutica e encontrou que individuos possuindo AS<1,0 tinham 9 vezes mais risco
de recaida que individuos com AS>1; a partir da dosagem de sonda fenotipica



41

administrada aos pacientes, foi verificado que aqueles com razdo metabdlito/droga > -1
(correspondente a baixa atividade metabdlica) tinham 18 vezes mais risco de apresentar
recaida (68).

Estudo realizado na Amazonia Brasileira investigou o risco de recorréncia por P.
vivax e sua relacdo com genétipos de CYP2D6, avaliando a presenca de 9 SNPs para
determinacao de haplétipos e fenétipos preditos. Os resultados apontaram a associacdo
entre os polimorfismos associados a metabolizagdo lenta e aumento do risco recorréncia
da maléria por P. vivax, apos terapia simultdnea com CQ e PQ. O estudo ndo encontrou

associacao entre o AS determinado pelos genaotipos e o tempo para recorréncia (67).

A CQ é metabolizada pelas enzimas CYP2C8, CYP3A4, CYP3A5, de acordo com
0 que demonstraram estudos in vitro e, em menor grau, por CYP2D6, embora a
contribuicdo desta enzima in vivo ndo esteja totalmente esclarecida (77,175). Alguns
trabalhos tentaram associar alteragbes no genotipo dessas enzimas com a

farmacocinética e resposta clinica a CQ in vivo (66,256—-258).

Estudo realizado em Burkina-faso, com pacientes com malaria por P. falciparum,
buscou investigar se a genética do hospedeiro influenciaria na selecdo de parasitas
resistentes ao tratamento com CQ e comparou a resisténcia parasitaria entre individuos,
considerando os genes CYP2C8 e CYP3A4. A andlise demonstrou associacao entre a
variante 2C8*2 (relacionada ao fenétipo de metabolizacao lenta pela enzima) e infeccbes
por P. falciparum resistente a CQ (definidas pela presenca de mutacdes nos genes pfcrt
e pfmdr-1) (p=0,008) (256).

Um outro estudo, utilizando dados de falha no tratamento com AQ por pacientes
com P. falciparum, em Zanzibar, quis associar as variantes 2C8*2 e 2C8*3 a presenca
de infecgcbes com parasitas resistentes (defininidas pela presenca de SNPs no gene
pfmdr-1). Foi demonstrado que carreadores da variante 2C8*3 tiveram maior frequéncia
de infecgbes por P. falciparum possuindo o pfmdr-1 mutante, em comparagdo com o

grupo possuindo gendtipo selvagem (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) (257). Outros
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trabalhos publicados anteriormente, também no continente Africano, ndo encontraram
associacgao entre variantes de baixa atividade de CYP2C8 e resposta ao tratamento com
AQ (174,259).

Sortica e cols. demonstraram em estudo realizado no Estado do Par4, que apés
tratamento simultdneo com CQ e PQ, individuos homozigotos para as variantes alélicas
de baixa atividade enzimatica, 2C8*2, 2C8*3 ou 2C8*4, tiveram uma menor taxa de
clearance de gametdcitos que individuos sem esse genotipo (p=0,007). O estudo sugere
ainda uma influéncia de gendtipos de baixa atividade de CYP2C9 e CYP3A5 na resposta
tratamento antimalarico (258).

No estudo de Silvino e cols, polimorfismos em CYP2C8 (variantes 2C8*2 e 2C8*3)
foram associados a falha terapéutica, causando recorréncia por P. vivax; os pacientes
apresentaram recaida, em média, 42 dias apos o episodio inicial ou abaixo dos 42 dias
de seguimento (53,3% e 19,3%, respectivamente) (P = 0,038). O estudo néo realizou
dosagem dos niveis de CQ ou PQ, mas sugeriu que a baixa atividade de CYP2C8, predita
pelo gendtipo, interferiu nos niveis de CQ e ocasionou recorréncia precoce, podendo

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

Apesar dos estudos citados, ainda ha uma escassez de dados no Brasil sobre a
influéncia de polimorfismos em genes codificadores de CYPs e resposta ao regime
terapéutico antimalarico adotado no pais. As recorréncias ocasionadas pelo P. vivax
podem ocorrer, em muitos individuos, pela atividade enzimatica prejudicada apresentada
por carreadores de alelos mutados para as enzimas descritas como as principais na
metabolizacdo destas drogas: CYP2C8, CYP3A4 e CYP3A5 (metabolizadoras de CQ)
(175); CYP2D6, CYP3A4, CYP1A2 e CYP2C19 (metabolizadoras de PQ) (234,254). E
importante investigar se variantes de baixa atividade enzimatica tem um efeito na
resposta ao tratamento, influenciando o clearance da parasitemia assexuada e
gametocitemia, risco de recorréncia tardia ou precoce, concentragdo de droga e

metabdlito principal/ativo (CQ e DCQ); PQ, carboxiprimaqguina e hidroxiprimaquina).
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1.8 Relevancia

O P. vivax é a principal espécie causadora de maléria na Amazénia Brasileira.
Caracteristicas particulares em seu ciclo de vida, como a presenca de hipnozoitos no
figado, formacdo precoce de gametdcitos e alta frequéncia de infeccbes
assintomaticas/submicroscoépicas, contribuem para manutengdo da endemia na regido.

A malaria por P. vivax é responsavel por grande morbidade da doenca.

As recorréncias ocasionadas pelo P. vivax constituem um importante obstaculo
para eliminacdo da malaria em todo o mundo. A dificuldade em distinguir o motivo dessas
recorréncias contribui para a inefetividade de algumas medidas de controle da doenca,
como o tratamento antimaléarico. Recorréncias precoces pelo P. vivax sdo associadas a
falha terapéutica, devido a problemas de adesado a terapia, resisténcia parasitaria aos
medicamentos ou por problemas na metabolizacdo dos farmacos e consequentemente

diminuicdo de sua eficacia.

As caracteristicas farmacogenéticas do hospedeiro vem ganhando grande
destaque nos ultimos anos. Diretrizes para ajuste de dose de medicamentos baseado no
resultado de testes farmacogenéticos sdo importantes para oferecer uma terapia mais

eficaz ao paciente, levando em consideracéo suas caracteristicas genotipicas.

Variantes mutadas de genes codificadores de enzimas metabolizadoras de
medicamentos vem sendo associadas a alteracdo na farmacocinética dos mesmos. A
presenca de polimorfismos em genes das CYPs pode influenciar na metabolizacdo de

drogas antimalaricas como a CQ, levando a falha terapéutica.

N&o se sabe se a presenca de alelos associados a baixa atividade enzimatica de
CYPs pode influenciar na recorréncia precoce P. vivax, devido a alteragdo dos niveis de
CQ e metabdlitos, com possivel falha terapéutica. Além disso, hd uma escassez de
estudos mostrando qual substancia teria maior acdo antimalarica para P. vivax, a CQ ou

o metabdlito DCQ, e se uma falha na taxa de metaboliza¢éo da droga poderia realmente
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contribuir para a recorréncia.

Ja foi demonstrada a presenca de polimorfismos em genes de CYPs em
populacbes de areas endémicas para a malaria, bem como a ocorréncia de recorréncia
precoce e resisténcia de P. vivax a CQ nestas mesmas areas, 0 que torna oportuno a
realizacdo de estudos associando a farmacogenética do hospedeiro e as recorréncias

pelo P. vivax.

Sabe-se que a inflamagdo causada por doengas cronicas, cancer e condi¢des
infecciosas alteram a atividade de enzimas metabolizadoras de medicamentos. Para
doencas parasitarias esse conhecimento ainda € restrito. Ja foi descrita reducédo da
atividade de CYPs na leishmaniose visceral e na malaria por P. falciparum. Nao ha dados
até o momento sobre o impacto do status inflamatério ocasionado pela infeccéo por P.

vivax no fenotipo de importantes enzimas metabolizadoras de drogas de uso clinico.

Niveis aumentados de citocinas pro-inflamatorias poderiam levar a alteracées na
biotransformacao de drogas, diminuindo a biodisponibilidade das mesmas em individuos
afetados pela pela malaria por P. vivax e levando a inefetividade de outras terapias

medicamentosas utilizadas por esses pacientes.

Diante do exposto, estudos sobre alteracfes farmacogenéticas e farmacocinéticas
das CYPs sdo cada vez mais relevantes para avaliar a influéncia de caracteristicas do
hospedeiro na eficacia de medicamentos e a interferéncia de condi¢cdes infecciosas ou

inflamatorias na atividade de enzimas metabolizadoras de drogas.

1.9 Hipoteses

e Genotipos associados a baixa atividade de CYPs influenciam na recorréncia
precoce de P. vivax e na metabolizacao da CQ.
e CQ ou seu principal metabdlito, a DCQ, tem maior eficacia contra isolados de P.

vivax, ex vivo.
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A atividade de CYPs estd reduzida na malaria aguda por P. vivax, devido ao
aumento do nivel de citocinas pro-inflamatorias, ocasionado pela infeccao.

Os fendtipos de CYPs, alterados pela inflamacédo, sao restaurados apoés
quimioterapia antimalarica ou convalescenca.



46

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral: Avaliar a influéncia dos gendétipos de CYPs na recorréncia precoce
por P. vivax e verificar o impacto da malaria por P. vivax e do tratamento antimalarico na
atividade de CYPs.

2.2 Objetivos especificos - Manuscrito Cientifico 1

e Verificar a frequéncia de alelos associados a metabolizagéo lenta por CYP2C8,

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

e Associar a presenca de gendtipos de baixa atividade de CYP2C8, CYP3A4 e
CYP3AGS a alteracéo na metabolizacdo da CQ.

e Verificar se gendtipos mutados de CYP2C8, CYP3A4 e CYP3AS5 alteram o tempo

para clearance da parasitemia assexual de P. vivax.

e Verificar se o tempo de clearance da parasitemia assexual esta associado a

recorréncia precoce por P. vivax.

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

Vivo.

2.3 Objetivos especificos - Manuscrito Cientifico 2

e Verificar se a atividade das enzimas CYP2D6 e CYP2C19 esta reduzida na malaria
aguda por P. vivax.

e Verificar se o fendtipo enzimatico de CYP2D6 e CYP2C19 é restaurado apés
guimioterapia antimalarica ou convalescenca.

e Avaliar se os niveis de citocinas pré-inflamatérias estdo associados a reducéo da
atividade de CYP2D6 e CYP2C19 durante a malaria por P. vivax.
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3.1 Manuscrito Cientifico 1: “Influence of CYP2C8, CYP3A4, and CYP3A5 Host

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

Antimicrobial
https://doi.org/10.1128/AAC.02125-19.

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32366712/.
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ABSTRACT Cytochrome P450 (CYP) enzymes are involved in the biotransformation of
chloroquine (CQ), but the role of the different profiles of metabolism of this drug in relation
to Plasmodium vivax recurrences has not been properly investigated. To investigate the
influence of the CYP genotypes associated with CQ metabolism on the rates of P. vivax
early recurrences, a case-control study was carried out. The cases included patients
presenting with an early recurrence (CQ-recurrent individuals), defined as a recurrence
during the first 28 days after initial infection and plasma concentrations of CQ plus
desethylchloroquine (DCQ; the major CQ metabolite) higher than 100 ng/ml. A control
group with no parasite recurrence over the follow-up (the CQ-responsive group) was also
included. CQ and DCQ plasma levels were measured on day 28. CQ-metabolizing CYP
(CYP2CS8, CYP3A4, and CYP3A5) genotypes were determined by real-time PCR. An ex
vivo study was conducted to verify the efficacy of CQ and DCQ against P. vivax isolates.
The frequency of alleles associated with normal and slow metabolism was similar
between the cases and the controls for the CYP2C8 (odds ratio [OR] 1.45, 95%
confidence interval [CI] 0.51 to 4.14, P 0.570), CYP3A4 (OR 2.38, 95% CI 0.92 to 6.19,
P 0.105), and CYP3A5 (OR 4.17,95% CI1 0.79 to 22.04, P 1.038) genes. DCQ levels were
higher than CQ levels, regardless of the genotype. Regarding the DCQ/CQ ratio, there
was no difference between groups or between those patients who had a normal genotype
and those patients who had a mutant genotype. DCQ and CQ showed similar efficacy ex
vivo. CYP genotypes had no influence on early recurrence rates. The similar efficacy of
CQ and DCQ ex vivo could explain the absence of therapeutic failure, de-spite the

presence of alleles associated with slow metabolism.

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

INTRODUCTION

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

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

region is the main area of transmission, and Plasmodium vivax accounts for 88.4% of the
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reported cases in the country (2). An important obstacle to P. vivax malaria elimination in
areas where P. vivax is endemic stems from the frequent recurrences caused by this
parasite. These recurrences are characterized as a relapse when they are caused by
activation of hypnozoites in the liver; as a reinfection if parasitemia returns due to a new
infected mosquito bite; and as a recrudescence when there is an early return of asexual
parasitemia despite adequate levels of chloroquine (CQ) and the metabolite
desethylchloroquine (DCQ) in host plasma, which often indicates the presence of drug-

resistant parasites, leading to therapeutic failures (3).

CQ undergoes hepatic biotransformation through the N-dealkylation pathway into two
main metabolites: DCQ and bisdesethylchloroquine (BDCQ). DCQ is the major CQ
metabolite, with the concentrations detected in plasma ranging from 20% to 50% of those
of CQ (4). In contrast, BDCQ plasma or blood concentrations never reach more than 10%
to 15% of CQ levels (5). The antimalarial action of DCQ, evaluated only for Plasmodium
falciparum, was as active as that of CQ against a CQ-sensitive strain, but DCQ was
significantly less active than the parent compound against a CQ-resistant strain (6) For
P. vivax, in vivo studies to assess resistance to CQ, only CQ and DCQ levels are generally

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

P. vivax resistance to CQ has been reported, with a high prevalence of resistance being
found in Indonesia and Papua New Guinea (9). In the Brazilian Amazon, CQ resistance
rates range from 5% to 11% in vivo (8, 10, 11) and 9.8% to 10.7% ex vivo (12, 13).
Although the mechanisms that lead to P. vivax resistance to CQ are not well understood,
some studies have shown an association between gene expression and variations in the
copy number of the pvcrt-o and pvmdr-1 genes and resistance to CQ (7, 14). CQ remains
at therapeutic levels against P. vivax until 35 days after starting treatment (3, 15). After
this period, with decreasing plasma levels of CQ and DCQ, the return of parasitemia is
due to reinfection or relapse (9). Several studies used day 28 as the cutoff point to assess
possible therapeutic failures by CQ (7, 8, 10, 11, 16), following the recommendation of

the World Health Organization for monitoring the effectiveness of antimalarials (17).
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Recent studies have demonstrated the importance of host genetics in antimalarial
treatment outcomes (18-21), based on single nucleotide polymorphisms (SNPs) detected
in genes encoding drug metabolizing enzymes (22). The presence of certain genotypes
related to the metabolism of these enzymes may be associated with an increase in drug
metabolism rates, generating adverse effects, and an increase in the elimination rate or

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

The biotransformation of primaquine (PQ), mediated by cytochrome P450 (CYP)
enzymes, is attributed to the CYP2D6, CYP3A4, CYP1A2, and CYP2C19 enzymes (22,
24). Therapeutic failures in the treatment of P. vivax malaria with PQ are generally
attributed to the presence of CYP2D6 polymorphisms (19), a relationship that has also
been reported in Brazil (21, 25). CYP2C8, CYP3A4, and CYP3A5 were reported to be
the major enzymes involved in the formation of DCQ from CQ (26). An effect of the
CYP2C8*2/*3/*4 gene on the gametocyte clearance rate in patients with malaria

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

Pharmacogenetics has gained great importance over the last few years, since it can
enable patients to received personalized drug therapy for various diseases (28).
However, the frequency of CYP alleles associated with the slow metabolism of CQ in
individuals from the Brazilian Amazon has not been fully studied, in particular, whether
the presence of these alleles influences early recurrence. In addition, there is a paucity
of studies to understand which molecule (CQ or DCQ) has the best antimalarial action on
P. vivax and whether a profile of low drug metabolism contributes to increased early

recurrence rates.

This study aimed to investigate the frequency of genotypes associated with slow CQ
metabolism for the main metabolizing CYPs in patients from the Brazilian Amazon and

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

Allele frequencies of CYPs associated with CQ metabolism. Twenty-six cases (CQ-
recurrent individuals) and 99 controls (CQ-responsive individuals) were included in this
study. The clinical and laboratory characteristics of the patients included in this study are
presented in Table 1. All individuals with CQ-recurrent P. vivax malaria had a positive
guantitative PCR result for P. vivax, and their mean blood levels of CQ plus DCQ were

greater than 100 ng/ml at day 28.

The allele frequencies of CYP2C8 (P 0.3196), CYP3A4 (P 0.0916), and CYP3A5 (P
0.1064) were similar in the cases and the controls. Most individuals carried alleles
associated with normal enzyme activity (*1 or *1A). Alleles associated with slow enzyme

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

The most frequent diplotypes for CYP2C8 were *1/*1 (76.2% of cases and 82.8% of
controls) and *1/*3 (15.3% of cases and 10.1% of controls). For CYP3A4, the most
frequent diplotypes were *1A/*1A (65.3% of cases and 81.2% of controls) and *1A/*1B
(30.7% of cases and 16.1% of controls). For CYP3A5, *1/*1 (88.4% of cases and 96.9%
of controls) was the most frequent diplotype, 1/*3 was found in both cases (7.6%) and
controls (2.0%), and *1/*6 was found in both cases (3.8%) and controls (1.0%). The
frequency of diplotypes associated with normal and slow metabolism was similar between
cases and controls for the CYP2C8 (odds ratio [OR] 1.45, 95% confidence interval [CI]
0.51 to 4.14, P 0.570), CYP3A4 (OR 2.38, 95% CI1 0.92 to 6.19, P 0.105), and CYP3A5
(OR 4.17, 95% CI1 0.79 to 22.04, P 1.038) genes.

Genotypes and P. vivax malaria recurrences. In addition to following up the patients
until day 28, we also investigated the occurrence of vivax malaria recurrences in patients
for up to 1 year by passive case detection using the SIVEP-Malaria platform (the Brazilian
official malaria epidemiological surveillance information system). When considering
individuals with alleles of CYP2C8, CYP3A4, and CYP3A5 associated with normal and
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slow metabolism, no significant differences in the recurrence rates between the cases

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

Drug levels and CQ-metabolizing CYP genotypes. When we compared the CQ and
DCQ concentrations between the cases and the controls, no significant differences were
found. Furthermore, no significant differences in the mean concentrations of CQ and DCQ
were found between individuals carrying alleles associated with slow metabolism (Table
3). The DCQ concentration was higher than the CQ concentration irrespective of
genotype, indicating that most individuals had a drug biotransformation ability, despite
the mutated genotypes found (for cases with CYP2C8*1, the DCQ concentration was
108.4 nM [95% CI 89.7 to 127.1 nM]; for cases with CYP2C8*2/*3/*4, the DCQ
concentration was 130.6 nM [95% CI 57.8 to 203.4 nM]; for controls with CYP2C8*1, the
DCQ concentration was 93.3 nM [95% CI 68.2 to 118.4 nM]; and for controls with
CYP2C8*2/*3/*4, the DCQ concentration was 79.9 nM [95% CI 40.2 to 119.6 nM]).

The possibility that the genotype influenced the metabolite/drug ratio was analyzed.
However, there was no significant difference in the DCQ/CQ ratio between individuals
carrying alleles associated with the normal metabolism and the slow metabolism of
CYP2C8 and CYP3AS. In the control group, the metabolite/drug ratio was higher in
individuals carrying alleles associated with normal CYP3A4 metabolism than in
individuals with a mutated genotype (Fig. 1). For CYP3A4, a significant difference was
observed (for cases with CYP3A4*1A the mean DCQ/CQ was 1.76 and for cases with
CYP3A4*1B the mean DCQ/CQ was 1.55 [P 0.629]; for controls with CYP3A4*1A the
mean DCQ/CQ was 1.89 and for controls with CYP3A4*1B the mean DCQ/CQ was 1.21
[P 0.0347]). No difference in CQ and DCQ levels (metabolite/drug ratio) was found
between cases and controls for CYP2C8 and CYP3A5 (P 0.05) (Fig. 1).

Clearance of P. vivax parasitemia and CQ-metabolizing CYP alleles. Most individuals
had clearance of the asexual parasitemia on day 2 (58/125; 46.4%) or day 3 (39/125;
31.2%). Late clearance (from days 4 to 7) was recorded for 23 patients (18.4%). The slow

clearance of asexual parasitemia did not predict early recurrences (OR 2.49, 95% CI1 0.92
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to 6.75, P 0.088). Genotypes associated with normal and slow metabolism were found in
these patients at a similar frequency (Table 3), which suggests that the presence of a
mutated genotype is not associated with the clearance time for P. vivax. There was also
no difference regarding the mean asexual parasitemia on days 1, 2, 3, and 7 between
patients with alleles associated with normal activity and patients with alleles associated
with low activity for all the enzymes studied (Fig. 2). Only 1 patient, belonging to the
control group (1.01%, 1/99), showed gametocyte clearance on day 7. No association
between late gametocyte clearance (days 3 to 7) and genotypes associated with the slow
metabolism of CYP was observed in the cases (P 1.000) or the controls (P 0.259).

P. vivax ex vivo assay. Twenty-four malaria patients not included in the cases or controls
were enrolled in the ex vivo assays to evaluate the efficacy of CQ and DCQ against P.
vivax. None of these isolates was resistant to CQ. The mean 50% inhibitory concentration
(IC50) of CQ was 11.67 nM (95% CI 6.520 to 16.82 nM), and the mean IC50 of DCQ was
8.95 nM (95% CI 4.25 to 13.65 nM) (Fig. 3). None of these 24 patients presented with an

early recurrence.

DISCUSSION

This is the first study to investigate the role of CYP genotypes in the early recurrence of
P. vivax malaria in samples from the Brazilian Amazon and the first to provide results

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

The frequency of allelic gene variants has already been used to predict the activity of drug
metabolizing enzymes (29). In Brazil, the frequency of these variants for cytochrome
P450 enzymes has been described (30-33), but there is still little information regarding
the influence of these genotypes on the failure of antimalarial therapy, including CQ
therapy. Studies of P. falciparum have demonstrated the importance of

pharmacogenetics in the elimination of this parasite (34, 35).
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For the CYP2CS8 gene, variant *2 is more frequent in Africans (11 to 17%) and CYP2C8*3
is more frequent in Caucasians (15%) (36). The frequency of CYP2C8*4 is higher in
European populations (4 to 7%) (37). For CYP3A4, the frequency of the *1B allele is
variable, ranging from 3.6% among white Americans to 76% among Africans (38). For
CYP3AS5, the highest frequencies of *3 are among Asians (60 to 75%) and Caucasians
(85 to 95%)); *6 is present in Africans (22%) and rare in Caucasians and Asians (22). The
frequency of mutated alleles for CYP2C8, CYP3A4, and CYP3A5*6 found in our study is
in agreement with that found in other studies of Brazilian populations (27, 30, 33). Only
the frequency of the CYP3A5*3 variant was found to be lower.

The CYP2C8*2 variant is associated with a 50% reduction in metabolic activity and the
CYP2C8*3 variant is associated with an 85% reduction in normal enzyme activity
compared to the activity of the wild-type allele, which was found in a study with paclitaxel
and arachidonic acid drugs in vitro (36, 39). In Burkina Faso and Ghana, the role of
CYP2C8 variants in the response to amodiaquine and the correlation between CYP2C8*2
and low levels of enzyme metabolism have been investigated, confirming their influence
on drug metabolism (40, 41). However, they did not demonstrate an association between

alleles associated with low enzyme activity and the treatment outcome.

Studies conducted in Papua New Guinea and Thailand described the risk of P. vivax
recurrence in individuals with late parasitemia clearance (41, 42). In our study, the
clearance of asexual parasitemia at day 7 and gametocytemia after day 3 was not a
predictor of an early recurrence by P. vivax and was not associated with the presence of
mutated CYP genotypes. A recent study in Brazil found an association between
CYP2C8*2*3/*4 and the gametocyte clearance rate in patients with malaria undergoing
CQ/PQ treatment. From the baseline to the first day of treatment, individuals homozygous
for wild-type CYP2C8 achieved a greater gametocyte reduction (P 0.007) than individuals
without this genotype (27). There was no difference in CQ and DCQ levels between
patients with normal genotypes and patients with mutated genotypes or in the frequency

of these CYP2CS8 alleles between cases and controls.
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The CYP3A5*3 variant is related to decreased enzyme activity, and CYP3A5*6 and
CYP3A5*7 are null alleles that cause enzyme absence (29). Kim et al. (26) demonstrated
a role for CYP3A5 in CQ metabolism, but another study showed a smaller role for this
enzyme in the formation of DCQ in vitro (42). A recent study demonstrated that
polymorphisms of CYP3A5 and CYP3A4 did not show any significant association with the
blood levels of hydroxychloroquine and desethylhydroxychloroquine in patients with
systemic lupus erythematosus (43). In our study, in the control group, the metabolite/drug
ratio was higher in individuals carrying alleles associated with normal CYP3A4
metabolism than in individuals with mutated genotypes. However, studies conducted so
far have not clarified whether the occurrence of SNPs alters the metabolism of the drug
(22).

In our study, we found no association between mutated genotypes and changes in CQ
and DCQ levels. Although other studies have reported a role for the alleles associated
with slow metabolism (CYP2C8, CYP3A4, and CYP3AD5) in the levels of drugs for clinical
use (37, 44, 45), evidence of the influence of these alleles on the enzyme phenotype is
still limited (46). It is known that there may be a failure in the cytochrome P450
genotype/phenotype correlation, with about 50% of errors in phenotype prediction being
described. Factors such as gene splicing, transcriptional regulation, and the influence of
microRNAs, in addition to other existing SNPs, may play a role in the final enzyme activity
phenotype (47). These studies suggest that genotype information alone may not be
sufficient to replace phenotype measurements, in this case, measurements of drug levels.
In addition, the expression and activity of CYP enzymes can be affected by the
inflammatory response triggered by the infection, as has already been demonstrated for
P. falciparum malaria with CYP1A2 (48, 49) and CYP3A (50).

In vivo resistance to CQ signifies a persistence of P. vivax asexual stages, despite the
presence of adequate levels of CQ plus DCQ (a concentration higher than 100 ng/dl)
(16). For ex vivo conditions, resistance occurs when ICsg values greater than 100 nM CQ

are obtained after 42 h of P. vivax culture (13, 51).
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It is known that DCQ’s action is similar to that of CQ and that it is effective against avian
malaria, but little is known about its action in human malaria (52). According to Fu et al.
(6), DCQ is as effective as CQ against sensitive isolates of P. falciparum, but its efficacy
against resistant isolates is significantly reduced. In vivo sensitivity trials with CQ and
DCQ showed that DCQ was more effective and that a combination of drugs had better
potential than monotherapy with just CQ. For resistant isolates, better effective-ness was
reported using CQ monotherapy, and the combination of drugs was shown to be better
than when CQ or DCQ was used alone (53).

A limitation of this study was that the possibility of recurrent parasitemia prior to day 28
in the presence of normally lethal CQ blood levels could not be excluded, since there may
have been a relapse of the CQ-recurrent parasite after clearance of the original CQ-
responsive parasitemia; however, the frequency of this event is not expected to vary
between different CYP genotypes. Unfortunately, the ex vivo and in vivo studies were not
performed with the same samples of P. vivax. According to our experience, the level of
parasitemia on the recrudescent day (DR) is often very low and less than 50% of parasites
are at the ring stage of development, making the experiment unfeasible on DR (54), but
patients in the ex vivo study were followed up for 28 days, and none showed a recurrence
during this period. The sample size used in the ex vivo study is not adequate to confirm
CQ resistance rates. The study had a small sample size for the CQ-recurrent group;
however, the frequency of recurrence was in agreement with that reported in previous
studies (8, 10, 11). No genetic marker analysis for differentiating relapse, resistance, or
reinfection was performed, as some researchers have stated that there are no ideal

genetic markers for these (55, 56).

Our results demonstrate that CQ and DCQ had similar efficacy against P. vivax isolates
from the Amazon and can explain why alleles associated with low enzyme activity found
in patients in the control group did not necessarily lead to the failure of CQ treatment and
an early recurrence. The absence of drug metabolism problems, even in the occurrence
of SNPs in CYP genes in the control group, indicates that these genetic host

characteristics had little influence on the early recurrence caused by P. vivax.
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MATERIALS AND METHODS

Ethics statement. The study was approved by the Ethics Review Board of the Fundagéao
de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD; approval number 343/2009).
Participants were instructed regarding the objectives of the study and signed an informed
consent form. In the case of minors, the consent form was signed by the parents or legal
guardians. Patients diagnosed with malaria were treated according to Brazilian Ministry
of Health guidelines (57).

Study site. The study was carried out between 2012 and 2014 at FMT-HVD, an infectious
disease referral center located in Manaus, western Brazilian Amazon. Ex vivo studies

were carried out on samples obtained from 2017 to 2018.

Selection of patients. The study included patients of either sex who were infected with
P. vivax malaria; aged 6 months to 60 years; and had a body weight of greater than 5 kg,
a blood parasite density of from 250 to 100,000 parasites/ml, and an axillary temperature
of 37.5°C or a history of fever in the last 48 h. Exclusion criteria were the use of
antimalarials in the previous 30 days, refusal to be followed up for 28 days, and any
clinical complication (58). All patients received supervised treatment with 25 mg/kg of
body weight of chloroquine phosphate over a 3-day period (10 mg/kg on day 1 and 7.5
mg/kg on days 2 and 3). PQ was prescribed for a 7-day period at a dosage of 0.5 mg/kg
per day, starting only at the end of the follow-up or on the day of recurrence. Patients who
vomited the first dose within 30 min after drug ingestion were retreated with the same
dose. Clinical and laboratory tests were performed, and interviews and sample collection
were done on follow-up days 1, 2, 3, 4, 7, 14, and 28. If there were any extra days of

follow-up, the same sample collection procedures were performed.

This study was conducted by using a convenience sampling from previous patient follow-
ups. The enrolled patients were divided into cases (CQ-recurrent patients), when the
patients presented with a P. vivax early recurrence, in which parasites returned during

the first 28 days after initial infection, and plasma levels of CQ plus DCQ were higher than
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100 ng/ml, and controls (CQ-responsive patients), a group that consisted of patients with

no parasitemia recurrence during the 28 days of follow-up.

P. vivax malaria diagnosis. Asexual and sexual parasitemia at day 1 and the clearance
of asexual parasitemia were determined by microscopy by two experienced
microscopists, using parasite counts per 500 leukocytes. Patients were actively followed
up for 28 days. After day 28, recurrences were detected by passive case detection by use
of the SIVEP-Malaria system, the official malaria epidemiological surveillance system

used in Brazil.

Genotyping of CQ CYPs. DNA was purified from whole-blood samples using a QlAamp
DNA minikit (Qiagen, USA). We genotyped three single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) in CYP2C8 (A805T [rs11572103], C792G [rs1058930], G416A [rs11572080]),
one SNP in CYP3A4 (A392G [rs2740574]), and two SNPs in CYP3A5 (G14690A
[rs10264272], A6986G [rs776746]). Analyses were assessed using 7500 Fast real-time
PCR software (version 2.3; Applied Biosystems). Amplification reactions and cycling

parameters were determined according to the manufacturer’s protocols.

CQ and DCQ levels. Three 100ml aliquots of the sample collected on day 28 of follow-
up were used for measuring CQ and DCQ levels. Analysis was assessed by high-

performance liquid chromatography (HPLC), as previously described (59).

P. vivax ex vivo culture. Plasmodium isolates were collected between August 2017 and
June 2018 from FMT-HVD patients. Patients were recruited if they presented with a
monoinfection with P. vivax, a parasitemia of >10,000 parasites/ml, and a majority ( 50%)
of parasites at the ring stage of development. Four milliliters of whole blood was collected
by venipuncture. After removal of leukocytes by using CF11 cellulose (Sigma-Aldrich),

infected red blood cells (IRBC) were used for ex vivo drug susceptibility testing.

The CQ and DCQ susceptibilities of the P. vivax isolates were measured using a protocol

modified from the WHO microtest (60). Two hundred microliters of a 2% hematocrit blood
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medium mixture (BMM), which consisted of McCoy’s 5A medium plus 20% type AB
human serum, was added to each well of pre-dosed drug plates containing 11 serial
concentrations (2-fold dilutions) of the antimalarials (1.95 to 1,000 ng/ml) CQ diphosphate
and DCQ, and each concentration of drug was tested in quadruplicate. A candle jar was
used to mature the parasites at 37.5°C for 48 h. Incubation was stopped when >40% of
the ring-stage parasites in the drug-free control well had reached the mature schizont

stage.

Thick blood smears were made from each well and then stained with 5% Giemsa solution
and examined microscopically. The number of schizonts per 200 asexual-stage parasites
was determined for each drug concentration and normalized to the value for the control

well.

Statistical analyses. Allele and genotype frequencies were estimated by gene counting,
and haplotype frequencies and linkage disequilibrium were estimated with Haploview
software. Fisher's exact test or the x? test was performed to compare the
CYP2C8/CYP3A4/CYP3AS alleles and the genotype frequencies between cases and
controls. The odds ratios (OR) with their respective 95% confidence intervals (95% CI)
were determined to verify the risk of CQ recurrence, depending on the diplotypes found,
and to relate the late clearance of parasitemia and cases. In the ex vivo essay, the
percentage of mature schizonts at each drug concentration was estimated for 200
asexual-stage parasites, the results were entered in the online ICEstimator software to
calculate the IC50 of each sample by nonlinear regression analysis and a t test of the
average comparisons, and graph construction was performed. A P value of 0.05 was
considered significant in all analyses. Analysis was performed using GraphPad Prism

software.
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FIG 1 Desethylchloroquine/chloroquine ratios of the different genotype groups. (A
and C) No significant difference in the metabolite/drug ratios was found between patients
with different genotypes (associated with low and normal enzyme activity) for patients with
a P. vivax early recurrence (CQ-recurrent) and CQ-responsive patients with the CYP2C8
(A) and CYP3AS5 (C) genotypes. (B) The ratio was higher among CQ-responsive patients

with the genotype associated with normal metabolism. Values were obtained by an

unpaired t test.
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FIG 2 Asexual parasitemia clearance between patients with genotypes with low and
normal activity. The mean levels of parasitemia were evaluated at visits on days 1, 2, 3,
4, and 7. There was no significant difference in the clearance day and asexual parasitemia
between patients in the CQ-recurrent and CQ-responsive groups with genotypes
associated with low and normal enzyme activity for CYP2C8 (A), CYP3A4 (B), and
CYP3A5 (C). Values were obtained by a paired t test.
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Chloroquine Desethylchloroquine

FIG 3 Ex vivo efficacy of chloroquine and desethylchloroquine against P. vivax
isolates. The drug and metabolite showed similar efficacy against isolates in patients from

the Brazilian Amazon. Values were obtained by a paired t test.
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Value for the following group:

Characteristic CQ-recurrent CQ-responsive P value?
No. of subjects 26 99

Mean (95% CI) age (yr) 34.69 (27.59-41.78) 35.21 (31.94-38.47) 0.8872
No. (%) of male subjects 19 (73.1) 73 (73.7) 1.0000
Mean no. of parasites/ul (95% Cl) on day 0 2,618.82 (1,359.20-3,878.43) 2,961.6 (2,297.90-3,625.29) 0.6368
Mean no. of gametocytes/ul (95% Cl) on day 0 45.26 (24.89-65.62) 75.3 (39.12-111.47) 0.4060

9Recurrent indicates a new malaria episode by day 28, and responsive indicates no malaria episode by day 28.
bP values were determined by the y2 test, t test, or Fisher's exact test.

TABLE 2 Chloroquine-metabolizing CYP allele frequency

Gene Allele

CQ-recurrent group (n = 52)

CQ-responsive group (n = 198)

No. of chromosomes Frequency

No. of chromosomes Frequency P value?

CYP2c8 *1
*
*3
"

CYP3A4 1A
*1B

CYP3A5 *1A
3
*6

46

0.8846
0.0000
0.0769
0.0385

0.8077
0.1923

0.9423
0.0385
0.0192

179 0.9040 0.6137
6 0.0303 0.3493
11 0.0556 0.5225
2 0.0101 0.192
178 0.8990 0.0916
20 0.1010

195 0.9848 0.1064
2 0.0101 0.192
1 0.0051 0.3734

aP values were determined by the y? test.
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Gene, patient group, and  No. of

No. (%) of patients with asexual

parasitemia clearance on:

Mean (95% Cl) drug level

{ng/ml) at day 28"

No. (%) of patients with the
following no. of malaria

episodes up to 1 yre<

genotype patients Day 1 Day 2 Day 3 Day 7 cQ DCQ 0 1 >1
CYP2C8
CQ-recurrent
*1 20 0 (0) 11 (55) 4 (20) 5 (25) 63.8 (49.33-78.26) 1084 (89.68-127.11) 8 (40) 9 (45) 3(15)
*2/*3/*4 allele carriers 6 1(1637) 2(33.3) 0 (0) 3 (50) 422 (17.37-67.02) 1306 (57.82-203.37) 2 (33.3) 3 (50) 1(16.7)
P value 0.2308 0.6447 0.5425 0.3301 0.1293 0.3266 1.0000 1.0000 1.0000
CQ-responsive
1) 82 3(3.7) 36 (439) 30(36.6) 13 (158) 434 (37.85-48.94) 93.3 (68.17-118.42) 59 (71.9) 14(17.1) 9(11)
*2/*3/*4 allele carriers 17 1(5.9) 9 (52.9) 5(294) 2(11.8) 64.1 (23.29-104.90) 79.9 (40.23-119.56) 10 (58.9) 4 (23.5) 3(17.6)
P value 0.5354  0.5956 0.7813 1.0000 0.0528 0.6459 0.3843 0.5047 04277
CYP3A4
CQ-recurrent
*1A 17 1(5.9) 7 (41.2) 3(17.6) 6 (35.3) 62.06 (46.61-77.50) 121.93 (94.73-149.12) 5(29.4} 10 (58.8) 2(11.8)
*1B allele carriers 0 (0) 6 (66.7) 1(11.1) 2(22.2) 55 (30.04-79.95) 96.66 (75.71-117.60) 5 (55.6) 2 (22.2) 2(22.2)
P value 0.4375 0411 1.0000 0.6673 0.5842 0.1948 0.2341 0.11 0.5906
CQ-responsive
T1A 81 4 (4.9) 37 (457) 27 (33.3) 13 (16.) 4868 (39.82-57.53) 10048 (74.65-126.30) 56 (69.2) 15(18.5) 10 (12.3)
*1B allele carriers 18 0 (0) 8 (44.4) 8 (444) 2(11.1) 39.25 (18.81-59.68)  48.52 (29.23-67.80) 13 (72.2) 3 (16.7) 2(11.1)
P value 1.0000  1.0000 0.4195 0.732 0.3706 0.0662 1.0000 1.0000 1.0000
CYP3AS
CQ-recurrent
*1A 23 1 (4.4) 10 (43.5) 4 (17.4) 8 (34.7) 6163 (47.95-75.30) 113 (91.80-134.19) 7 (30.4) 12 (52.2) 4(17.4)
*3/% allele carriers 3 0 (0) 3 (100) 0 (0) 0 (0) 44 (6.91-81.08) 111.66 (53.18-170.13) 3100 0 (0) 0 (0)
P value 1.0000 0.22 1.0000 0.5292 0.3570 0.9637 0.0462 0.2246 1.0000
CQ-responsive
1A 96 4 (4.2) 42 (438) 35(36.5) 15 (155) 475 (39.29-55.70) 92.46 (70.20-114.71) 67 (69.8) 17 (17.7) 12(12.5)
*3/% allele carriers 3 0 (0) 3 (100) 0 (0) 0 (0) 29.92 (42.81-102.65) 45.25 (71.03-161.53) 2 (66.7) 1(33.3) 0 (0)
P value 1.0000  0.0905 0.5501 1.0000 0.4584 04615 1.0000 0.456 1.0000

aP values were determined by the y>test.

tP values were determined by the 1 test or Fisher's exact test.
“Determined by use of the SIVEP-Malaria platform.
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treatment on cytochrome P450 activity in Brazilian patients” (artigo submetido ao
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WHAT IS ALREADY KNOWN ABOUT THE SUBJECT

Inflammation and infection are known to modulate pharmacokinetic processes, with
potential therapeutic implications. Cytochrome P450 (CYP) enzymes are major targets of
inflammatory conditions: expression and activity of these important drug metabolizing
pathways are reduced in clinical settings of high concentrations of circulating
proinflammatory cytokines. Increased levels of proinflammatory and regulatory cytokines
are hallmarks of human parasitic diseases, such as leishmaniasis and malaria.
Suppression of CYP3A and CYP2C19 in acute visceral leishmaniasis has been reported

and there is limited evidence of reduced activity of CYP1A2 and CYP3A in P. falciparum
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malaria. However, the impact of P. vivax, the most geographically widespread human

malaria parasite, on CYP enzymes is largely unknown.

WHAT THE STUDY ADDS

This is the first study to investigate the impact of vivax malaria and anti-malarial treatment
on the activity of two major drug-metabolizing enzymes, namely CYP2D6 and CYP2C19.
A distinguish strength of this study is that it reflects real-life management of vivax malaria
patients in an endemic area of the Brazilian Amazon. Pharmacokinetic metrics obtained
with the validated phenotypic probes, metoprolol (CYP2D6) and omeprazole (CYP2C19),
revealed that both CYPs were inhibited during acute disease; after 7 days of combined
chloroquine-primaquine chemotherapy CYP2C19 activity was restored, whereas CYP2D6
remained suppressed. CYP2C19 inhibition is attributed to increased plasma
concentrations of pro-inflammatory cytokines, whereas exposure to chloroquine is thought

to be the major culprit for suppression of CYP2D6 activity.

Abstract

AIMS
To investigate the impact of Plasmodium vivax malaria and chloroquine primaquine

chemotherapy on CYP2D6 and CYP2C19 activity in patients from the Brazilian Amazon.

METHODS

Adult patients (n=30) were given subtherapeutic doses of CYP2D6 and CYP2C19 phenotypic
probes metoprolol (10 mg) and omeprazole (2 mg), in three different stages of vivax malaria
illness: acute disease (study phase 1), post-chemotherapy (phase 2) and convalescence
(stage 3). Plasma concentrations of probes and CYP-hydroxylated metabolites (a-OH
metoprolol and 5-OH omeprazole) were measured using LC/MS/MS. Two pharmacokinetic
metrics were used to estimate CYP activity: i) ratio of plasma concentrations of
probe/metabolite at 240 min after administration of the probes; ii) ratio of areas under the
time-concentration curves for probe/metabolite (AUCo-12n). For statistical analysis, the

pharmacokinetic metrics were normalized to the respective values in phase 3. Tagman
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assays were used for CYP2D6 and CYP2C19 genotyping. Cytokines levels were

measured using Cytometric Bead Array.

RESULTS

Both pharmacokinetic metrics for metoprolol and omeprazole, and plasma concentrations
of cytokines IL-6, IL-8 and IL-10 varied significantly across the three study phases
(ANOVA P<0.0001). Post-hoc tests showed greater metoprolol: a-OH metoprolol ratios
in phases 1 and 2 compared to phase 3; larger omeprazole: 5-OH omeprazole ratios in
phase 1 than in phases 2 and 3; higher circulating IL-6, IL-8 and IL-10 in phase 1, than in
phases 2 and 3.

CONCLUSION
P. vivax malaria and treatment altered CYP2D6 and CYP2C19 metabolic phenotypes.
CYP2C19 inhibition is attributed to higher level of circulating pro-inflammatory cytokines,

while suppression of CYP2D6 is ascribed mainly to chloroquine exposure.

Introduction

Inflammation and infection have long been known to modulate pharmacokinetic
processes, with potential therapeutic implications. Both phase | and phase Il drug
metabolizing enzymes, and drug transporters are targeted by the inflammatory response,
through mechanisms triggered by increased circulating levels of proinflammatory
cytokines, such as IL-1B, IL-6, tumor necrosis factor alpha (TNFa), and interferons (IFN)
[1-5]. Cytochrome-P450 enzymes (CYPs) are major targets of acute and chronic
inflammatory conditions: expression and activity of these important drug metabolizing
enzymes are reduced in clinical settings of high concentrations of circulating

proinflammatory cytokines, such as cancer and congestive heart failure [5 -8].

Increased levels of circulating proinflammatory cytokines are hallmarks of human parasitic
diseases, such as leishmaniasis [9-10] and malaria [11-15]. We have previously shown

that the phenotypic activities of CYP3A4 and CYP2C19 were significantly reduced during
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acute visceral leishmaniasis and restored after curative chemotherapy; suppression of
CYP activity was attributed to increased plasma concentrations of proinflammatory

cytokines during active disease [16].

Regarding human malaria, there is only limited information for Plasmodium falciparum,
suggestive of reduced activity of CYP1A2 and CYP3A enzymes [17-20]. However, four
other Plasmodium sp. are malaria pathogens worldwide, among these P. vivax, the most
geographically widespread human malaria parasite, which prevails in the Brazilian
Amazon, where the present study was conducted. We investigated the phenotypic activity
of CYP2D6 and CYP2C19 in the course of acute vivax malaria, after completion of anti-
parasite chemotherapy with primaquine/chloroquine and during convalescence. CYP
selection was guided by the evidence that CYP2D6 is the major pathway for conversion
of primaquine into its active metabolite(s) [21-27] and by our previous findings of reduced

CYP2C19 activity during acute phase of visceral leishmaniosis [16].

Methods

The study procedures were approved by the local Human Research Ethics Committee of
the Fundacédo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) (approval
number 1.126.290/2015) All participants provided written informed consent.

Study population

We enrolled 30 unrelated adults (22 men), aged 23 - 59 years old, self-identified according
to the Brazilian Census as Brown (Pardo in Brazilian Portuguese, n = 26), White (n = 2)
or Amerindian (n = 2), presenting with an acute episode non-severe P.vivax malaria at the
FMT-HVD in Manaus, Amazonas State, Brazil. All patients were treated with the
therapeutic scheme recommended by the Brazilian Ministry of Health for P. vivax
uncomplicated malaria in adults, which consists of association of oral chloroquine (150
mg/day, 3 days) and primaquine (30 mg/day, 7 days). Drug treatment was supplied free
of cost to all patients through the Brazilian Public Health System [28].
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Study design

This open label study comprised three phases: Phase 1 within 24 h of diagnosis of the
acute malaria episode, phase 2 within 24 h after completion of malaria chemotherapy and
phase 3, during convalescence, 5 - 6 weeks after chemotherapy. In each phase, following
an overnight (>8 h) fast, the patients were admitted to a clinical research ward at the FMT-
HVD, a catheter was introduced in a superficial vein, and a baseline (pre-dosing) blood
sample (4 ml) was collected. Then, each patient ingested a capsule containing
subtherapeutic doses of metoprolol (10 mg) and omeprazole (2 mg), used as phenotypic
probes for CYP2D6 and CYP2C19 activity, respectively [29]. Blood samples were drawn
at 90, 120 and 240 min after ingestion of metoprolol and omeprazole. A standard breakfast
was provided after collection of the 120 min sample. The patients remained under
observation by a physician and a protocol nurse until collection of the 240 min blood

sample and were subsequently discharged.

Laboratory procedures

Malaria diagnosis was performed by light microscopy by an experienced microscopist
[30]. Afterwards, real-time PCR was performed to confirm P. vivax mono-infection. The
extraction of total DNA from whole blood was performed using the QIAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen, USA), according to the manufacturer’s protocol. The DNA was amplified
in an Applied Biosystems 7500 Fast System using primers and TagMan fluorescence
labeled probes for real time PCR [31].

A 200pL aliguot of the pre-dosing blood sample from phase 1 was used for DNA extraction
and subsequent genotyping of commonly reported CYP2C19 and CYP2D6 SNPs
(Supplementary Table 1), CYP2D6 gene deletion and multiplication, using Tagman allele
discrimination assays. The remaining volume of the pre-dosing phase 1 sample and all
other blood samples were centrifuged at room temperature within 15 min after collection,
the plasma was separated and stored at -20°C. Validated LC/MS/MS methods [32] were
used for quantification of plasma concentrations of metoprolol, omeprazole and their CYP-
hydroxylated metabolites a-OH metoprolol and 5-OH omeprazole, respectively. Plasma

concentrations of the cytokines interleukin-13 (IL -1pB), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8
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(IL-8), interleukin10 (IL-10), interleukin -12 (IL-12) and tumor necrosis factor (TNF) were
performed by Cytometric Bead Array (CBA) technique, with BD™ CBA Human
Inflammatory Cytokine (BD® Biosciences, San Diego, CA, USA). A FACSCanto Il flow
cytometer was used for sample acquisition. The analysis of cytokine concentrations was
conducted on FCAP-Array software v.3 (Soft Flow Inc., USA).

Estimation of CYP2D6 and CYP2C19 metabolic activity

Two metrics were adopted to estimate CYP metabolic activity: the first was based on the
ratio of plasma concentrations of probe/metabolite at 240 min after administration of
metoprolol and omeprazole [33-35]. The second metric applied a limited sampling strategy
(LSS) validated for subtherapeutic doses of omeprazole and metoprolol in Brazilians [36].
Briefly, the ratio of plasma concentrations of probe: metabolite at 90, 120 and 240 min
were inserted into LSS linear regression equations to estimate the ratio of the area under
the time-concentration curves (AUCo.12n) for metoprolol/a-OH metoprolol and

omeprazole/5-OH omeprazole [36].

Estimation of metoprolol and omeprazole systemic exposure
The area under the plasma concentration versus time curve between 90 and 240 minutes
(AUCg0-240min) Obtained by the trapezoidal method was used to estimate the systemic

exposure to metoprolol and omeprazole.

Definition of CYP2D6 and CYP2C19 alleles, diplotypes and phenotypes

CYP2D6 and CYP2C19 haplotypes were defined according to the star allele (*)
nomenclature adopted by the Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium
[https://www.pharmvar.org] based on the interrogated CYP2D6 and CYP2C19 SNPs, and
CYP2D6 copy number. The wild-type (*1) allele was attributed to each gene by default.
CYP2D6 haplotypes and diplotypes were inferred using the HaploStats software (version
1.7.7) implemented on the R platform. The activity score (AS) system [37] was used to
define the perceived functionality of the CYP2D6 diplotypes and to assign four CYP2D6
phenotypes: normal metabolizer (NM), intermediate metabolizer (IM), poor metabolizer
(PM) and ultrarapid metabolizer (UM). CYP2C19 phenotypes (NM, IM and UM) were
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assigned according to the CPIC guidelines [38], based on the SNPs interrogated
(Supplementary Table 1).

Statistical analyses

Pharmacokinetic metrics and plasma concentrations of cytokines are presented as means
(95% confidence interval; CI95%). Statistical analyses of the CYP pharmacokinetic
metrics were performed after normalization of the individual values in phases 1 and 2 to
the respective values in phase 3 (convalescence), which were taken as 1.0. Statistical
analyses of cytokine data were based on the measured plasma concentrations.
Differences across the three study phases were assessed by analysis of variance
(ANOVA). When a significant difference was detected by ANOVA, post-hoc pair-wise
comparisons between phases were carried out using the t-test with Tukey’s correction.

Values of P < 0.05 were considered to indicate statistically significant differences.

Sample Size Determination

Based on previous data for healthy Brazilians exposed to the same subtherapeutic doses
of metoprolol and omeprazole [32] we calculated that 22 patients were required for having
80% power (3 = 0.2) to detect, at the 5% significance level (a = 0.05), a 25% difference in
the CYP2D6 and CYP2C19 metabolic ratios between phases 1 (acute malaria episode)
and 3 (convalescence). Considering the social-economic status of the patients presenting
with acute malaria at our institution, the fact that they may reside at a considerable
distance from the study center and, additionally, that they might be at risk of re-infection

before completing phase 3 of the clinical protocol, 30 patients were enrolled in the study.

Results

Three patients failed to complete the study protocol and three others had recurrence of
vivax malaria between phases 2 and 3. These six patients were excluded from the data
analyses, which were applied to the remaining 24 patients. There were no adverse events
related to the CYP probe drugs that required medical intervention. We will next describe
the findings for CYP2D6 and CYP2C19 separately.
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CYP2D6

The individual CYP2D6 genotypes and assigned metabolizer phenotypes are presented
in Supplementary Table 2. Figure 1A shows the distribution of the metoprolol phenotypic
metrics according to the CYP2D6 phenotypes. The phenotypic data refer to study phase
3 (convalescence) and are taken as representing the baseline CYP2D6 activity. The
individual values of the two metoprolol pharmacokinetic metrics were highly correlated
(R2 = 0.98) and showed considerable overlap across CYP2D6 NM (n=14), IM (n=6) and
UM (n=2). Of notice, among IM patients, there was a distinct outlier (data circled in Figure
1A). This patient (number 13 in Supplementary Table 2) was genotyped as
CYP2D6*41/*4, with attributed activity score = 0.5, whereas all other IM patients had
activity scores of 1.0 (Supplementary Table 2). Two patients, classified as PMs
(genotypes *4/*4 and *4/*4x2), had undetectable a-OH metoprolol in plasma (hence the

infinite ratios in Figure 1A), and were excluded from all subsequent statistical analyses.

The individual CYP2D6 metabolic ratios are plotted in Figure 2 and summarized in Table
1. Both metoprolol metrics differed significantly across the three study phases (ANOVA
P<0.0001). Post-hoc Tukey tests showed significantly greater CYP2D6 metabolic ratios
in phases 1 and 2, compared to phase 3, but no difference between phases 1 and 2 (Table
1). Compared to phase 3, the CYP2D6 metabolic ratios were, on average, 1.59 - 1.67-
fold higher in acute disease (phase 1), and 1.93 - 1.98-fold higher after completion of the

7-day malaria chemotherapy (phase 2).

We plotted in Figure 3A the individual values of metoprolol AUCgo-240min and summarized
the data in Table 2. On average, the AUCgo-240min's in phases 1 and 2 were 1.35 and 1.63-
fold greater than in phase 3, respectively. ANOVA confirmed significant difference across
the three study phases (P<0.0001), and post-hoc Tukey tests disclosed significant higher
AUCg0-240min In phases 1 and 2 compared to phase 3, but no difference between phases
1 and 2.
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CYP2C19

The distribution of omeprazole phenotypic metrics according to the CYP2C19 metabolizer
phenotypes (Supplementary Table 2) is plotted in Figure 1B. The individual values of the
omeprazole metrics were strongly correlated (R2 = 0.97), and overlapped across CYP2D6
NM (n = 13), IM (n =5) and UM (n = 6). The IM phenotype was assigned to patients
genotyped as CYP2C19 *1/*2 (n = 5) or CYP2C19*1/*3 (n = 1). The patient with the
CYP2C19*1/*3 genotype (patient # 1 in Supplementary Table 2) showed considerable
higher values for both omeprazole phenotypic metrics (data circled in Figure 1B) relative

to the other IM individuals.

The individual CYP2C19 metabolic ratios are plotted in Figure 4 and summarized in Table
1. Both omeprazole metrics differed significantly across the three study phases (ANOVA
P<0.0001). Post-hoc Tukey tests showed significantly greater CYP2C19 metabolic ratios
in phase 1 than in phases 2 and 3, and no difference between phases 2 and 3 (Table 1).
The omeprazole AUCgo-240min (Figure 3B; Table 2) varied significantly across the study
phases (ANOVA P <0.0001), being, on average, 3-fold greater in phase 1 compared to
phases 2 and 3. ANOVA indicated significant variation in omeprazole AUC90-240 min
across the three phases (P<0.0001) and post-hoc Tukey tests confirmed significant larger
AUCo0-240min in phase 1 compared to phases 2 or 3, and no difference between phases 2
and 3.

Cytokine measurements

Plasma concentration data for the investigated cytokines are presented in Table 3.
ANOVA detected no difference in IL-1b, TNF or IL-12 concentrations across the three
study phases, whereas significant differences were observed for IL-6, IL-8 and IL-10. Pair-
wise comparisons showed significantly higher concentrations of IL-6, IL-8 and IL-10 in
acute P. vivax malaria (phase 1), relative to phases 2 (post-chemotherapy) and 3
(convalescence). For IL-6 and IL-10 there was no difference between phases 2 and 3, i.e.
the plasma concentrations of these cytokines were restored to baseline values after 7-
days of anti-malarial chemotherapy. IL-8 concentrations, however, remained elevated at

the end of chemotherapy. Individual data for IL-6, IL-8 and IL-10 are plotted in Figure 5.
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Discussion

This is the first study to investigate the impact of vivax malaria and anti-malarial treatment
on the activity of two major drug-metabolizing enzymes, namely CYP2D6 and CYP2C19.
Pharmacokinetic metrics obtained with validated phenotypic probes, namely metoprolol
(CYP2D6) and omeprazole (CYP2C19), revealed that both CYPs were inhibited during
acute disease (phase 1); after 7 days of combined chloroquine-primaquine chemotherapy
CYP2C19 activity was restored, whereas CYP2D6 remained suppressed. We suggest
that distinct mechanisms may contribute to suppression of CYP activity and account for
the different time courses of CYP2D6 and CYP2C19 inhibition.

Cytokine-induced inhibition of expression and activity of CYP enzymes in hepatocytes is
one likely mechanism. The host immune response against P. vivax triggers production
and increased circulating levels of several pro-inflammatory and regulatory cytokines,
which influence the pathogenesis and severity of the disease, and recurrence of acute
episodes [11-15] Our results verified the increase in circulating IL-6, IL-8 and IL -10 in
acute vivax malaria (phase 1), and reversal to baseline (IL-6 and IL-10) or considerable
reduction (IL-8) at the end of the 7-day combined chloroquine-primaquine treatment
(phase 2), in agreement with previous results [11]. The time course of changes in
circulating IL-6 and IL-10, and to a lesser degree IL-8, parallels the transient inhibition of
CYP2C19 activity observed in phase 1 of this study. Increased plasma concentrations of
pro-inflammatory cytokines have been implicated in the suppression of the metabolic
activity of distinct CYP enzymes in multiple clinical settings [2,8], including visceral
leishmaniosis, another parasitic disease highly prevalent in Brazil [16]. We suggest that a
similar mechanism, triggered by the increased circulating levels of the pro-inflammatory
cytokines IL-6 and IL-8, account for the suppression of CYPC19 activity during the acute
phase of vivax malaria. This suggestion is consistent with the reported inhibition of
selected CYPs in murine malaria models, associated with pro-inflammatory cytokines [40-
43].

The regulatory cytokine IL-10, although detected at considerably higher concentrations in



85

study phase 1, has not been linked to inhibition of CYP enzymes in other clinical or
experimental settings of inflammation [3,8]. Indeed, daily administrations of IL-10 to
healthy volunteers induced an acute-phase response, but did not alter CYP1A2, CYP2C9,
and CYP2D6 activities, as measured by selective phenotypic probes [39].

In contrast to CYP2C19, regulation of CYP2D6 activity in inflammation has not been
consistently demonstrated [3,5]. The distinct time courses of increased circulating pro-
inflammatory cytokines and changes in CYP2D6 pharmacokinetic metrics, suggest that
additional mechanism(s) account for suppression of CYP2D6 activity in acute vivax
malaria and after completion of chloroquine-primaquine chemotherapy. There is a wealth
of clinical and experimental data pointing to inhibitory effects of chloroquine on CYP2D6
activity. Lancaster et al. [44] showed that chloroquine inhibited CYP2D6 -mediated alpha-
hydroxylation of metoprolol by human liver microssmes; importantly, this is the same
metabolic reaction underlying our use of metoprolol as a CYP2D6 probe. Inhibition of
CYP2D6 by chloroquine in human liver microsomes was confirmed by Masirimembwa et
al. [45], using bufuralol as substrate. The Ki's for CYP2D6 inhibition were within the range
of chloroquine concentrations in liver following usual anti-malarial doses, which prompts
the suggestion that chloroquine is capable to decrease CYP2D6 activity in vivo.
Accordingly, Somooya et al. [46] verified inhibition of CYP2D6-mediated hydroxylation of
debrisoquine - another selective CYP2D6 phenotype probe - in healthy Zambians, 2h and
1 week after chloroquine dosing, and reversal of the inhibition at 2 weeks. Of especial
relevance to vivax malaria are the findings of the pharmacokinetic interactions between
chloroquine and primaquine, involving CYP2D6 activity. Pukrittayakamee et al. [47]
reported that chloroquine increased the plasma levels of primaquine and its major
metabolite, carboxyprimaquine in healthy subjects, whereas Fasinu et al. [48] showed that
chloroquine inhibited the CYP2D6-mediated clearance of primaquine in human
hepatocytes, with very modest effects on the oxidative deamination products of
monoamino oxidase, the other major metabolic pathway for primaquine metabolism in
humans. Fasinu et al.[48] discussed these results with respect to the apparent
discrepancy between the well-demonstrated enhancement of primaquine anti-malarial

efficacy by chloroquine and the compelling evidence that CYP2D6 activity is essential to
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the anti-malarial efficacy of primaquine [21-27].

Collectively, the data presented in the preceding paragraph, support the notion that
chloroquine-induced inhibition of CYP2D6 activity provides a major mechanism for the
increased metoprolol/ -OH metoprolol ratio and systemic exposure to metoprolol upon
completion of the anti-malarial treatment (phase 2). A similar mechanism may account, at
least in part, for the increased metoprolol metabolic ratio and systemic exposure in phase
1, which was carried out after initiation of chloroquine-primaquine treatment, following
diagnosis of the acute vivax episode. Inhibition of CYP26 by pro-inflammatory cytokines
cannot be excluded as contributing to the changes in metoprolol pharmacokinetic metrics
in phase 1, although, as mentioned above, regulation of CYP2D6 activity in inflammation
has never been consistently demonstrated [3,5]. Furthermore, there was a nominal
increase in the metoprolol pharmacokinetic metrics of CYP2D6 inhibition at the end of the
chloroquine-primaquine treatment, whereas the plasma concentrations of pro-

inflammatory cytokines IL-6 and IL-8 declined.

In conclusion, this is the first investigation of the impact of malaria vivax and curative
chemotherapy on the activity of two major drug-metabolizing enzymes. We report that the
phenotypic activities of CYP2D6 and CYP2C19, assessed by the selective probes
metoprolol and omeprazole, were suppressed in the acute phase of vivax malaria and that
chloroquine-primaquine treatment restored CYP2C19, but not CYP2D6, activity.
CYP2C19 inhibition is attributed to increased plasma concentrations of pro-inflammatory
cytokines, whereas exposure to chloroquine is thought to be major culprit for suppression
of CYP2D6 activity. A distinguish strength of this study is that it reflects real-life
management of vivax malaria patients in an endemic area in the Brazilian Amazon.
Nevertheless, we acknowledge limitations: Firstly, the prescribed antimalarial treatment
followed the recommendations of the Brazilian Ministry of Health for P. vivax, but drug
administration was not supervised and the possibility of poor adherence may not be
excluded. Also, we cannot exclude undisclosed use by patients of non-prescribed drugs
or xenobiotics that might affect CYP2D6 and/or CYP2C19 function. Thirdly, the results of
this study derive from patients with uncomplicated vivax malaria, and may not predict
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changes in CYP activity in the rarer, severe form of the disease.
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Table 1 Metoprolol and omeprazole metabolic ratios in Plasmodium vivax malaria patients

CYP probe Metabolic ratio* ANOVA** Tukey t-test***

n

Phase 1 Phase 2 Phgse 1vs. 2 1vs.3 2vs. 3

Metoprolol
4h ratio [metoprolol]/[ -OH 1.59 (1.33 -

22 1.98 (1.60 - 2.36) 1 <0.0001 0.14 0.03 <0.0001
metoprolol] 1.85)
AUC ratio metoprolol/ -OH 1.67 (1.39 -

22 1.93(1.64 - 2.22) 1 <0.0001 0.52 0.001 <0.0001
metoprolol 1.95)
Omeprazole
4h ratio [omeprazole/5-OH 1.70 (1.32 -

24 0.92 (0.72-1.12) 1 <0.0001 <0.0001 0.001 0.84
omeprazole] 2.08)
AUC ratio omeprazole/5-OH 1.58 (1.17 -

24 0.89 (0.53 - 1.25) 1 <0.0001 <0.0001 0.01 0.75
omeprazole 1.99)

* Ratio of plasma concentrations of probe/metabolite, normalized to the
respective invididual values in phase 3, expressed as mean (Cl95%)

** P values for ANOVA, significant values shown in bold

P values for post-hoc Tukey t-tests of pair-wise comparisons between phases 1, 2 and 3;

significant values shown in bold
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Table 2 Metoprolol and omeprazole AUCg0-240 min in Plasmodium vivax malaria patients

CYP probe AUC90-120 min* ANOVA** Tukey t-test***

" Phase 1 Phase 2 Phase 3 1vs.2 1vs.3 2vs. 3
Metoprolol 22 1.35(1.15-1.55) 1.63(1.40 -1.85) 1 <0.0001 0.09 0.02 <0.0001
Omeprazole 24 3.33(1.15-4.36) 1.04(0.76 -1.32) 1 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.99

* AUC90-120 min, area under the plasma concentration versus time curve between 90 and 120 min, normalized to the respective
individual values in phase 3. Data presented as mean (C195%)

** P values for ANOVA,; significant values shown in bold

*** P yalues for post-hoc Tukey t-tests of pair-wise comparisons between phases 1, 2 and 3; significant values shown in bold



Table 3 Plasma concentrations of cytokines in Plasmodium vivax malaria patients

Cytokine Plasma concentration of cytokines (pg.mL'l)* Post-hoc test***
ANOVA**

Phase 1 Phase 2 Phase 3 lvs.2 lvs.3 2vs. 3
IL-18 4.67 (0.35- 9.00) 3.66 (0.61 - 6.72) 3.58 (0 - 8.35) 0.23 0.53 0.53 0.33
IL-6 23.26(13.62 - 32.90) 1.61 (1.18 - 2.04) 1.65 (0.76 - 2.53) <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.92
IL-8 9.49(6.88 - 12.10) 4.25(3.34-5.17) 3.04 (2.28 - 3.80) <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.006
IL-10 81.52 (45.17- 117.88) 1.61 (1.21 - 2.01) 1.36 (0.74 - 1.98) <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.52
IL-12p70 0.46 (0 - 0.91) 0.40 (0.02 - 0.79) 0.53 (0 - 1.20) 0.09 0.86 0.86 0.75
TNF 1.03 (0.05- 2.01) 0.71 (0 - 1.58) 0.93 (0 - 1.86) 0.23 0.48 0.48 0.35

* data expressed as mean (Cl95%)

** P values for repeated measures ANOVA, significant values shown in bold

** P yalues for pair-wise comparisons (Tukey t-test) between phase 1, 2 and 3; significant values shown

in bold
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Figure 1. Distribution of metoprolol (A) and omeprazole (B) pharmacokinetic metrics
according to the respective CYP2D6 and CYP2C19 metabolizer phenotypes. Data refer to
phase 3 of the study (convalescence from acute vivax malaria episode). Open triangles:

ratio of probe/metabolite concentrations in plasma 4 h after oral administration of the

probes metoprolol (10 mg) and omeprazole (2 mg). Black squares: ratio of the areas under
the plasma concentration versus time curves (AUCo-12n) of probe/metabolite, estimated by
limited sampling regression equations. Metabolites: a-OH metoprolol and 5-OH omeprazole.
PM, poor metabolizer; IM intermediate metabolizer; NM, normal metabolizer; UM, ultra-rapid
metabolizer. Circles denote outliers.
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Figure 2. Individual values of the metoprolol pharmacokinetic metrics in the
three study phases: phase 1, acute vivax malaria; phase 2, after completion of
the combined chloroquine-primaquine treatment; phase 3, convalescence. Data
normalized to the values measured in phase 3. Pharmacokinetic metrics are: A,
ratio of the areas under the plasma concentration versus time curves (AUCo-12n)

of metoprolol/ a-OH metoprolol, estimated by limited sampling regression

equations; B, metoprolol/ a-OH metoprolol concentration ratio in plasma 4 h

after oral administration of 10 mg metoprolol.
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Figure 3. Effect of vivax malaria and anti-malarial chemotherapy on systemic exposure to
metoprolol and omeprazole. The plots show the individual areas under the plasma
concentration versus time curves of metoprolol (A) and omeprazole (B) between 90 and 240
minutes (AUCoo-240min) after oral administration of 10 mg metoprolol and 2 mg omeprazole,
in the three study phases: phase 1, acute vivax malaria; phase 2, after completion of the
combined chloroquine-primaquine treatment; phase 3, convalescence. Data normalized to
the values measured in phase 3.
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Figure 4. Individual values of the omeprazole pharmacokinetic
metrics in the three study phases: phase 1, acute vivax malaria;
phase 2, after completion of the combined chloroquine-
primaquine treatment; phase 3, convalescence. Data normalized
to the values measured in phase 3. Pharmacokinetic metrics are:
A, ratio of the areas under the plasma concentration versus time
curves (AUCo-12n) of omeprazole/5-OH omeprazole, estimated by
limited sampling regression equations; B, omeprazole/5-OH
omeprazole concentration ratio in plasma 4 h after oral
administration of 2mg omeprazole.
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Figure 5. Individual plasma concentrations of cytokines IL-6 (panel A), IL-8 (B) and IL-10
(C) in the three study phases: phase 1, acute vivax malaria; phase 2, after completion of
the combined chloroquine-primaquine treatment; phase 3, convalescence.



Supplementary Table 1. CYP2D6 and CYP2C19 SNP information*

CYP2D6"
rs1135840

rs28371725
rs16947
rs5030656
rs35742686
rs3892097
rs28371706
rs1065852
rs769258
rs1080985

CYP2C19™
rs4244285

rs4986893
rs12248560

NG_008376.3:g. 4180G>C
NG_008376.3:9.2989G>A
NG_008376.3:9.2851C>T
NG_008376.3:9.2616delAAG
NG_008376.3:9.2550delA
NG_008376.3:9.1847G>A
NG_008376.3:9.1022C>T
NG_008376.3:9.100C>T
NG_008376.3:9.31G>A
NG_008376.3:9.-1584C>G

NG_008384.3:9.19154G>A
NG_008384.3:g.17948G>A

NG_008384.3:9.-806C>T

# https://www.pharmvar.org/gene/C

YP2D6

##https:llwww.pharmvar.orq/qene/C

YP2C19
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Supplementary Table 2. CYP2D6 and CYP2C19 genotypes and phenotypes

Patient CYP2D6 CYP2C19
Genotype Phenotype Genotype Phenotype
1 *1/*1 NM *1/*3 IM
2 *2/*5 M *1/ *17 UM
3 *2/*2 NM *1/ *1 NM
4 *29/*41 IM *1/ *2 IM
5 *1/*1 NM *1/*1 NM
6 *4[*2x2 NM *1/ *1 NM
7 *1/*41 NM *1/*1 NM
8 *1/*2 NM *1/*1 NM
9 *1/*5 M *1/*1 NM
10 *1/*1 NM *1/ *17 UM
11 *1/*41 NM *1/*1 NM
12 *1/*2x2 UM *1/*1 NM
13 *41/*4 M *1/ *1 NM
14 *2/*2 UM *1/ *17 UM
15 *1/*5 IM *1/*1 NM
16 *Ax2/*4 PM *1/*1 NM
17 *2/*2 NM *1/ *1 NM
18 *4[*4 PM *1/ *17 UM
19 *1/*2 NM *1/ *2 IM
20 *41/*35 NM *1/ *2 IM
21 *1/*41 NM *1/ *2 IM
22 *1/*2 NM *1/ *2 IM
23 *4/*1 IM *1/*1 NM

N
N

*2/*2 NM *1/ *17 UM




103

3.3 Outros artigos publicados durante o Doutorado

1. TODA, HARUKA DIAZ-VARELA, MIRIAM SEGUI-BARBER, JOAN ROOBSOONG,
WANLAPA BARO, BARBARA GARCIA-SILVA, SUSANA GALIANO, ALICIA
GUALDRON-LOPEZ, MELISA ALMEIDA, ANNE C. G. BRITO, MARCELO A. M. DE
MELO, GISELY CARDOSO APARICI-HERRAIZ, IRIS CASTRO-CAVADIA, CARLOS
MONTEIRO, WUELTON MARCELO BORRAS, EVA SABIDO, EDUARD ALMEIDA,
IGOR C. CHOJNACKI, JAKUB MARTINEZ-PICADO, JAVIER CALVO, MARIA
ARMENGOL, PILAR CARMONA-FONSECA, JAIME YASNOT, MARIA FERNANDA
LAUZURICA, RICARDO MARCILLA, ANTONIO , et al. ; Plasma-derived extracellular
vesicles from Plasmodium vivax patients signal spleen fibroblasts via NF-kB

facilitating parasite cytoadherence. Nature Communications, v. 11, p. 2761, 2020.

2. COSTA, MONICA REGINA FARIAS ; BARCELOS, ANA LUISA RUBERT ; CAMARGO,
MARIA ANGELICA DE ; MELO, GISELY CARDOSO DE ; ALMEIDA, ANNE CRISTINE ;
COSTA, ALLYSON GUIMARAES DA ; SOUSA, JOSE DIEGO DE BRITO ; MELO,
MARLY MARQUES DE ; ALECRIM, MARIA DAS GRACAS COSTA ; LACERDA,
MARCUS VINICIUS GUIMARAES DE ; MONTEIRO, WUELTON MARCELO
Performance of an immuno-rapid malaria Pf/Pv rapid diagnostic test for malaria
diagnosis in the Western Brazilian Amazon. SOCIEDADE BRASILEIRA DE
MEDICINA TROPICAL. REVISTA, v. 52, p. 1, 2019.

3. TAPAJOS, RAQUEL ; CASTRO, DANIEL ; MELO, GISELY ; BALOGUN, SEYI ;
JAMES, MARK ; PESSOA, ROCKSON ; ALMEIDA, ANNE ; COSTA, MONICA ; PINTO,
ROSEMARY ; ALBUQUERQUE, BERNARDINO ; MONTEIRO, WUELTON ; BRAGA,
JOSE ; LACERDA, MARCUS ; MOURAO, MARIA PAULA . Malaria impact on cognitive
function of children in a peri-urban community in the Brazilian Amazon. MALARIA
JOURNAL, v. 18, p. 173, 2019.

4. TAVARES, MICHEL DE ARAUJO ; JOAO, GUILHERME AUGUSTO PIVOTO ;
BASTOS, MICHELE SOUZA ; GIMAQUE, JOAO BOSCO LIMA ; ALMEIDA, ANNE



104

CRISTINA GOMES ; NGO, THANH THU ; BAHAMON, CECILIA ; BAIA-DA-SILVA,
DJANE CLARYS ; MONTEIRO, WUELTON MARCELO ; MOURAO, MARIA PAULA
GOMES ; LACERDA, MARCUS VINICIUS GUIMARAES . Clinical relevance of
gallbladder wall thickening for dengue severity: A cross-sectional study. PLoS One,
v. 14, p. e0218939, 2019.

5. BRASIL, LARISSA W. ; RODRIGUES-SOARES, FERNANDA ; SANTORO, ANA B. ;
ALMEIDA, ANNE C. G. ; KUHN, ANDREA ; RAMASAWMY, RAJENDRANATH ;
LACERDA, MARCUS V. G. ; MONTEIRO, WUELTON M. ; SUAREZ-KURTZ,
GUILHERME . CYP2D6 activity and the risk of recurrence of Plasmodium vivax
malaria in the Brazilian Amazon: a prospective cohort study. MALARIA JOURNAL,
v. 17, p. 57, 2018.

Citacdes:12

6. ALMEIDA, ANNE C. G.; KUEHN, ANDREA ; CASTRO, ARTHUR J. M. ; VITOR-SILVA,
SHEILA ; FIGUEIREDO, ERICK F. G. ; BRASIL, LARISSA W. ; BRITO, MARCELO A. M.
; SAMPAIO, VANDERSON S. ; BASSAT, QUIQUE ; FELGER, INGRID ; TADEI,
WANDERLI P. ; MONTEIRO, WUELTON M. ; MUELLER, IVO ; LACERDA, MARCUS V.
G. . High proportions of asymptomatic and submicroscopic Plasmodium vivax
infections in a peri-urban area of low transmission in the Brazilian Amazon.
Parasites & Vectors, v. 11, p. 194, 2018.

CitacOes:8

7. MARTINS-CAMPOS, KEILLEN M. ; KUEHN, ANDREA ; ALMEIDA, ANNE ; DUARTE,
ANA PAULA M. ; SAMPAIO, VANDERSON S. ; RODRIGUEZ, IRIA C. ; DA SILVA, SARA
G. M. ; RIOS-VELASQUEZ, CLAUDIA MARIA ; LIMA, JOSE BENTO PEREIRA ;
PIMENTA, PAULO FILEMON PAOLUCCI ; BASSAT, QUIQUE ; MULLER, IVO ;
LACERDA, MARCUS ; MONTEIRO, WUELTON M. ; BARBOSA GUERRA, MARIA DAS
GRACAS V. . Infection of Anopheles aquasalis from symptomatic and
asymptomatic Plasmodium vivax infections in Manaus, western Brazilian Amazon.
Parasites & Vectors, v. 11, p. 288, 2018.



105

8. SILVA, SIUHELEM ROCHA ; ALMEIDA, ANNE CRISTINE GOMES ; DA SILVA,
GEORGE ALLAN VILLAROUCO ; RAMASAWMY, RAJENDRANATH ; LOPES,
STEFANIE COSTA PINTO ; SIQUEIRA, ANDRE MACHADO ; COSTA, GABRIEL LUIZ ;
SOUSA, TAIS NOBREGA ; VIEIRA, JOSE LUIZ FERNANDES ; LACERDA, MARCUS
VINICIUS GUIMARAES ; MONTEIRO, WUELTON MARCELO ; DE MELO, GISELY
CARDOSO . Chloroquine resistance is associated to multi-copy pvcrt-o gene in
Plasmodium vivax malaria in the Brazilian Amazon. MALARIA JOURNAL, v. 17, p.
267, 2018.

CitacOes:6

9. NASCIMENTO, JOABI ; SAMPAIO, VANDERSON S. ; KARL, STEPHAN ; KUEHN,
ANDREA ; ALMEIDA, ANNE ; VITOR-SILVA, SHEILA ; DE MELO, GISELY CARDOSO ;
BAIA DA SILVA, DJANE C. ; C. P. LOPES, STEFANIE ; FE, NELSON F. ; LIMA, JOSE
B. PEREIRA ; GUERRA, MARIA G. BARBOSA ; PIMENTA, PAULO F. P. ; BASSAT,
QUIQUE ; MUELLER, IVO ; LACERDA, MARCUS V. G. ; MONTEIRO, WUELTON M. .
Use of anthropophilic culicid-based xenosurveillance as a proxy for Plasmodium
vivax malaria burden and transmission hotspots identification. PLoS Neglected
Tropical Diseases, v. 12, p. e0006909, 2018.

10. BRASIL, LARISSA W. ; BARBOSA, LAILA R. A. ; DE ARAUJO, FELIPE J. ; DA
COSTA, ALLYSON G. ; DA SILVA, LUAN D. O. ; PINHEIRO, SUZANA K. ; DE ALMEIDA,
ANNE C. G. ; KUHN, ANDREA ; VITOR-SILVA, SHEILA ; DE MELO, GISELY C. ;
MONTEIRO, WUELTON M. ; DE LACERDA, MARCUS V. G. ; RAMASAWMY,
RAJENDRANATH . TOLLIP gene variant is associated with Plasmodium vivax
malaria in the Brazilian Amazon. MALARIA JOURNAL, v. 16, p. 16/116, 2017.
Citacbes:3|2

11. BARO, BARBARA ; DEROOST, KATRIEN ; RAIOL, TAINA ; BRITO, MARCELO ;
ALMEIDA, ANNE C. G. ; DE MENEZES-NETO, ARMANDO ; FIGUEIREDO, ERICK F. G.
; ALENCAR, ALINE ; LEITAO, RODRIGO ; VAL, FERNANDO ; MONTEIRO, WUELTON



106

: OLIVEIRA, ANNA ; ARMENGOL, MARIA DEL PILAR ; FERNANDEZ-BECERRA,
CARMEN ; LACERDA, MARCUS V. ; DEL PORTILLO, HERNANDO A. . Plasmodium
vivax gametocytes in the bone marrow of an acute malaria patient and changes in
the erythroid miRNA profile. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 11, p. e0005365,
2017.

12. COSTA, ALLYSON GUIMARAES ; RAMASAWMY, RAJENDRANATH ; IBIAPINA,
HIOCHELSON NAJIBE SANTOS ; SAMPAIO, VANDERSON SOUZA ; XABREGAS,
LILYANE AMORIM : BRASIL, LARISSA WANDERLEY ; TARRAGO, ANDREA
MONTEIRO ; ALMEIDA, ANNE CRISTINE GOMES ; KUEHN, ANDREA ; VITOR-SILVA,
SHEILA ; MELO, GISELY CARDOSO : SIQUEIRA, ANDRE MACHADO ; MONTEIRO,
WUELTON MARCELO ; LACERDA, MARCUS VINICIUS GUIMARAES :; MALHEIRO,
ADRIANA . Association of TLR variants with susceptibility to Plasmodium vivax
malaria and parasitemia in the Amazon region of Brazil. PLoS One, v. 12, p.
0183840, 2017.

13. BRITO, MARCELO AUGUSTO MOTA ; PEIXOTO, HENRY MAIA ; ALMEIDA, ANNE
CRISTINE GOMES DE ; OLIVEIRA, MARIA REGINA FERNANDES DE ; ROMERO,
GUSTAVO ADOLFO SIERRA ; MOURA-NETO, JOSE PEREIRA ; SINGH, NAKUL ;
MONTEIRO, WUELTON MARCELO ; LACERDA, MARCUS VINICIUS GUIMARAES DE
. Validation of the rapid test Carestart(tm) G6PD among malaria vivax-infected
subjects in the Brazilian Amazon. SOCIEDADE BRASILEIRA DE MEDICINA
TROPICAL. REVISTA, v. 49, p. 446-455, 2016.



107

4. LIMITACOES DA PESQUISA E PESPECTIVAS

Em relacdo ao primeiro artigo produto da tese, onde estudamos a influéncia de

gendtipos de enzimas metabolizadoras de CQ na recorréncia precoce pelo P. vivax,

foram observadas as seguintes limitacdes:

N&o foi realizada a genotipagem de de marcadores moleculares para a
distingdo dos motivos causadores da recorréncia precoce, devido a
inexisténcia de marcadores confiaveis para essa diferenciacdo. Este fato e
a auséncia de um acompanhamento clinico mais criterioso ndo nos permitiu

afirmar que as recorréncias tratavam-se de P. vivax resistente a CQ.

N&ao foi possivel realizar ensaios de suscetibilidade a CQ ex vivo,
simultaneamente ao estudo de genotipagem, em recorrentes e nao
recorrentes, pois as parasitemias do dia da recorréncia foram muito baixas
e a contagem dos estagios em anel foi menor que 50%.

Foi incluido um nimero limitado de isolados para 0s ensaios ex vivo, pois 0
mesmo requer algumas condicdes especificas, como amostras com
parasitemia de P. vivax >10.000 paras/mm?, porcentagem de estagios em
anel acima de 50% e amadurecimento da amostra até 42h de cultivo (% de
esquizontes= 40%). A quantidade de isolados avaliados néo foi suficiente
para confirmar a ocorréncia de resisténcia de P. vivax a CQ, ex vivo.

O estudo teve baixo n amostral de CQ-recorrentes. Porém, as taxas de

recorréncia encontravam-se dentro do esperado para a regiao.

A partir dos dados encontrados neste estudo, ndo é possivel afirmar que a

presenca de genotipos de baixa atividade de CYPs analisadas tem relagdo com a eficacia

do tratamento com CQ, pois além de nao alterar os niveis da droga e de seu metabdlito,

€ provavel que as duas possuam também a mesma eficacia in vivo. Como perspectivas

sugere-se a realizacdo de trabalhos complementares, considerando um maior nimero de

pacientes com P. vivax recorrente, avaliando também o fenétipo de metabolizacdo da

PQ, para verificar a influéncia de genétipos de metabolizag&o lenta na recorréncia.
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No segundo artigo produto da tese, investigamos se a malaria aguda por P. vivax

tinha impacto na atividade de CYPs, influenciando o metabolismo de medicamentos. As

limitacOes deste estudo foram:

Impossibilidade de realizar a supervisédo da quimioterapia com CQ e PQ.
Desta forma, nao foi confirmada adeséo ao tratamento, e isto poderia
influenciar o retorno da atividade enzimatica original de CYPs nesses
pacientes.

N&o foi possivel controlar o uso de outras medicagdes, bem como a
alimentacao, uso de chas e de outras substancias durante o seguimento
dos pacientes, exceto quando 0s mesmos estavam presentes nas visitas
do estudo. O uso de outros xenobioticos pode causar a inducao ou inibicao
das enzimas avaliadas no estudo e influenciar nos resultados fenotipicos
encontrados.

Caracteristicas como a quantidade de episodios prévios de malaria,
densidade parasitaria na malaria aguda, cepa de P. vivax infectante,
gravidade da malaria, presenca de comorbidades desconhecidas pelo
paciente, entre outras, podem influenciar o status inflamatério causado pela
doenca, e consequentemente a atividade de CYPs. A influéncia dessas

carateristicas nao foi avaliada no estudo.

Este foi o primeiro estudo a avaliar a influéncia da malaria por P. vivax no fenotipo

de importantes enzimas metabolizadoras de drogas de uso clinico. A partir dos dados

encontrados, sugere-se o monitoramento da eficacia de medicamentos utilizados durante

a infeccdo por P. vixax, levando em consideracdo uma possivel inefetividade dos

mesmos. A analise do fenétipo de outras enzimas metabolizadoras de medicamentos,

como CYP3A4 e CYP1A2 poderia ser realizada para complementar os dados deste

estudo. O efeito da maléaria grave por P. vivax na atividade de CYPs também pode ser

avaliada em trabalhos futuros.
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5. CONCLUSAO

e A presenca de alelos associados a metabolizagdo lenta pelas enzimas CYP2C8,
CYP3A4 e CYP3A5 nao influenciam na recorréncia precoce por P. vivax ou a
metabolizacdo da CQ em paciente recorrentes e nao recorrentes.

e Gendtipos mutados de CYP2C8, CYP3A4 e CYP3A5 ndo aumentaram o tempo
para clearence da parasitemia assexual de P. vivax, e o clearence ndo esta

associado a recorréncia precoce.

e CQ e DCQ possuem a mesma eficacia em isolados de P. vivax, ex vivo.

e A atividade das enzimas CYP2D6 e CYP2C19 foi variou durante o curso da
infeccdo pelo P. vivax, considerando as fases de malaria aguda, pos-quimioterapia

e convalescenga.

e A guimioterapia foi suficiente para restaurar a atividade de CYPC19, mas nédo a de
CYP2D6.
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Cédigo POP
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Titulo

Procedimento para seguimento de pacientes para fenotipagem de
enzimas de CYP450, utilizando sondas de droga.

Idioma da versao ori

ginal PT

Elaborado por:
Anne C. G. de Almeid
Erick F. G. Figueiredo

Revisado por:
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Aprovado por: Data de aplicagéo:
Gisely C. de Melo

Data e assinatura Data e assinatura Data e assinatura Data da proxima
revisao:
Histérico de revisbes
Nome Assinatura Data Alterac@es realizadas
(DD/MMM/AA) &
1. OBJETIVO

Determinar o segmento realizado para inclusdo e acompanhamento de pacientes em estudos de

fenotipagem de enzimas de CYP450 na Fundacao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-

HVD).

2. CAMPO DE APLICACAO

Pesquisador responséavel, co-pesquisadores, farmacéutico-bioquimico, técnicos ou alunos de iniciagcao

cientifica.
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3. SIGLAS
TCLE Termo de Compromisso Livre e Esclarecido
CQ Cloroquina
PQ Primaquina

4. DEFINICOES

- Fenotipagem de CYP450s: procedimento para determinacao da atividade enzimatica de componentes do

CYP450 , através de dosagem de sondas de droga previamente administrada, no plasma e urina de

individuos.

- Sonda Fenotipica: Capsulas contendo doses subterapéuticas de farmacos que serdo detectadas pela

técnica de fenotipagem.

5. RESPONSABILIDADES

As pessoas responsaveis pela implantagcéo e pelo treinamento nos procedimentos presentes deste POP

sdo o PI, farmacéuticos- bioquimicos e os demais profissionais por ele designados.

6. RESUMO DOS PROCEDIMENTOS REALIZADOS DURANTE O SEGUIMENTO DOS

PACIENTES
D1 D2 D_ D42
Recrutamento Incluséo 24/48h apés trat. Convalescéncia

Buscar pacientes
positivo para P. vivax
(a partir de meia cruz)

Coletar sangue/urina
(TO)

Coletar sangue/urina
(TO)

Coletar sangue/urina
(TO)

Aplicar TCLE

Administrar sonda
fenotipica

Administrar sonda
fenotipica

Administrar sonda
fenotipica

Entregar pote coletor
de urina

Coletar sangue/urina
(T90)

Coletar sangue/urina
(T90)

Coletar sangue/urina
(T90)

Orientar sobre jejum
de 8 horas

Coletar sangue/urina
(T120)

Coletar sangue/urina
(T120)

Coletar sangue/urina
(T120)

Aplicar questionario

Aplicar questionario

Aplicar questionario

Coletar sangue/urina
(T240)

Coletar sangue/urina
(T240)

Coletar sangue/urina
(T240)

7. RECRUTAMENTO DE PACIENTES - D1

a. Serao recrutados pacientes maiores de 18 anos de idade, com diagnostico positivo para
maléria vivax, acima de ¥z (meia) cruz;

b. Excluir pacientes que relatem doenga reumética, insuficiéncia renal e hepética, gestantes,
no puerpério ou amamentando, idosos e criangas, ou aqueles que fizerem uso da terapia
antimalérica diferente do padrao;
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Aplicar o TCLE e anotar as informacdes requeridas na Ficha do Paciente;

Encaminhar o paciente para consulta médica e apds consulta, orientar o paciente sobre o
uso correto dos antimaléaricos no 1°dia _ 4 CQ + 1 PQ;

Entregar ao paciente um pote coletor de urina identificado e orientar que a coleta de urina
deve ser realizada no dia seguinte, a 12 urina da manh§;

Orientar sobre o retorno no dia seguinte, com o pote coletor de urina, jejum de 8h e sem
uso de medicamentos (exceto os antimalaricos), chas, café ou qualquer tipo de droga licita
ou llicita;

8. INCLUSAO DE PACIENTES - D2

a.

Recolher o pote coletor de urina trazido pelo paciente, anotar o volume total de urina e
aliquotar 20ml em dois tubos falcon de 15ml, identificados como tempo zero — TO e
armazenar a -20°C;

Certificar que o paciente esteja em jejum de no minimo 8 horas;

Perguntar ao paciente se houve episodios de vomito ou se esta com diarreia importante
desde o dia anterior, que esteve no Hospital;

Obs.: Caso a resposta seja “sim”, para qualquer das duas opg¢des, € necessario avaliar
se o individuo deve prosseguir no estudo, pois o vomito e a diarreia irdo interferir
diretamente na quantidade de medicamento disponivel no organismo.

Colocar 0 acesso venoso no paciente e coletar cerca de 5ml de sangue em tubo de EDTA
(tampa roxa), identificados como tempo zero — TO;

Administrar a sonda fenotipica;

Fazer duas aliquotas de 500ul de sangue total em eppendorf de 1,5ml identificados e
armazenar a -20°C (coleta realizada somente uma Unica vez);

Centrifugar o restante do sangue e fazer quatro aliquotas de plasma de 500ul em
eppendorf de 1,5ml identificados e armazenar a -20°C;

Esperar 1h30 da 12 coleta, fazer a 22 coleta de sangue e urina no tempo 90 — T90;

Centrifugar o sangue e fazer quatro aliquotas de plasma de 500ul em eppendorf de 1,5ml
identificados e armazenar a -20°C;

Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e aliquotar 20ml em dois
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C;

Esperar 30min da 22 coleta, fazer a 3% coleta de sangue e urina ho tempo 120 — T120;

Centrifugar o sangue e fazer quatro aliquotas de plasma de 500l em eppendorf de 1,5ml
identificados e armazenar a -20°C;

Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e aliquotar 20ml em dois
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C;

Fornecer a refeicdo padronizada (leite sem café ou sucos néo citricos, bolacha agua e sal,
banana/mama&o) e administrar o 2° dia de antimalaricos _ 3 CQ + 1 PQ, e orientar sobre a
administragdo dos antimalaricos nos dias seguintes;

Aplicar o questionario do estudo;
Esperar 2h da 32 coleta, fazer a 42 coleta de sangue e urina no tempo 240 — T240;

Fazer a retirada do acesso venoso;
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Marcar retorno do paciente para o D_ (24-48horas ap6s o tratamento) e anotar data e
hora do retorno na Ficha do Paciente, assim como no Livro de Laboratério e em outras
ferramentas de calendario disponiveis nos dispositivos moveis;

Liberar o paciente, entregar um pote coletor de urina identificado para o préximo retorno;

Centrifugar o sangue e fazer quatro aliquotas de plasma de 500l em eppendorf de 1,5ml
identificados e armazenar a -20°C;

Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e aliquotar 20ml em dois
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C;

Entrar em contato com paciente de 1-2dias antes de seu retorno, para verificar se 0s
medicamentos antimalaricos foram devidamente tomados, e também para lembra-lo do
retorno, da coleta de 1% urina da manha e jejum de no minimo 8 horas.

9. RETORNO 24-48 HORAS APOS TRATAMENTO - D_

a.

©T o 5 3

Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e aliquotar 20ml em dois
tubos falcon de 15ml, identificados como tempo zero — TO e armazenar a -20°C;

Certificar que o paciente esteja com jejum de no minimo 8 horas;

Colocar o0 acesso venoso no paciente e coletar cerca de 5ml de sangue em tubo de EDTA
(tampa roxa), identificados como tempo zero — TO;

Administrar a sonda fenotipica;

Centrifugar o sangue e fazer quatro aliquotas de plasma de 500ul em eppendorf de 1,5ml
identificados e armazenar a -20°C;

Esperar 1h30 da 12 coleta, fazer a 22 coleta de sangue e urina no tempo 90 — T90;

Centrifugar o tubo de sangue e fazer quatro aliquotas de plasma de 500ul em eppendorf
de 1,5ml identificados e armazenar a -20°C;

Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e aliquotar 20ml em dois
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C;

Esperar 30min da 22 coleta, fazer a 3% coleta de sangue e urina no tempo 120 — T120;

Centrifugar o sangue e fazer quatro aliquotas de plasma de 500ul em eppendorf de 1,5ml
identificados e armazenar a -20°C;

Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e aliquotar 20ml em dois
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C;

Fornecer a refeicdo padronizada (leite sem café ou sucos néo citricos, bolacha agua e sal,
banana/mama&o);

. Aplicar o questionario do estudo;

Esperar 2h da 32 coleta, fazer a 42 coleta de sangue e urina no tempo 240 — T240;
Fazer a retirada do acesso venoso;

Marcar retorno do paciente para o D42 (Convalescéncia) e anotar data e hora do retorno
na Ficha do Paciente, assim como no Livro de Laborat6rio e em outras ferramentas de
calendério disponiveis nos dispositivos moéveis;

Liberar o paciente, entregar um pote coletor de urina identificado para o préximo retorno;

Centrifugar o sangue e fazer quatro aliquotas de plasma de 500l em eppendorf de 1,5ml
identificados e armazenar a -20°C;



10. RETOR

a.

L T ©o 5 3

11. Anexos

138

Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e aliquotar 20ml em dois
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C;

Entrar em contato com paciente de 1-2dias antes de seu retorno, para lembra-lo do retorno,
da coleta de 12 urina da manha e jejum de no minimo 8 horas.

NO CONVALESCENCIA - D42

Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e aliquotar 20ml em dois
tubos falcon de 15ml, identificados como tempo zero — TO e armazenar a -20°C;

Certificar que o paciente esteja com jejum de no minimo 8 horas;

Colocar 0 acesso venoso no paciente e coletar cerca de 5ml de sangue em tubo de EDTA
(tampa roxa), identificados como tempo zero — TO;

Administrar a sonda fenotipica;

Centrifugar o sangue e fazer quatro aliquotas de plasma de 500ul em eppendorf de 1,5ml
identificados e armazenar a -20°C;

Esperar 1h30 da 12 coleta, fazer a 22 coleta de sangue e urina no tempo 90 — T9O0;

Centrifugar o sangue e fazer quatro aliquotas de plasma de 500ul em eppendorf de 1,5ml
identificados e armazenar a -20°C;

Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e aliquotar 20ml em dois
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C;

Esperar 30min da 22 coleta, fazer a 3% coleta de sangue e urina no tempo 120 — T120;

Centrifugar o sangue e fazer quatro aliquotas de plasma de 500ul em eppendorf de 1,5ml
identificados e armazenar a -20°C;

Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e aliquotar 20ml em dois
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C;

Fornecer a refeicdo padronizada (leite sem café ou sucos néo citricos, bolacha agua e sal,
banana/mamao);

. Aplicar o questionario do estudo;

Esperar 2h da 32 coleta, fazer a 42 coleta de sangue e urina no tempo 240 — T240;
Fazer a retirada do acesso venoso;
Liberar o paciente e agradecer pela participa¢do no projeto de pesquisa;

Centrifugar o sangue e fazer quatro aliquotas de plasma de 500ul em eppendorf de 1,5ml
identificados e armazenar a -20°C;

Recolher o pote coletor de urina, anotar o volume total de urina e aliquotar 20ml em dois
tubos falcon de 15ml, identificados e armazenar a -20°C;

Titulo

Mudancas ou traduc¢des realizadas
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12. Referéncias

N&o se aplica.



7.1.2 POP para Confeccao de Lamina de Gota Espessa

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cédigo POP

POP_IPCCB_LAB_001_PT_D Versdo 3

Titulo

plasmodio

Preparo, colorac&o ¢ leitura da gota espessa para pesquisa de

Lingua do Documento PT

Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aprovagao:
Monica Costa Gisely C. de Melo Monica Costa 22/01/20
Nome Versao Alteragoes realizadas
Mariana Marcovski 3 Formatacéo
Gisely C.de Melo 2 Formatagéo e adequagao
1. OBJETIVO

Padronizar os procedimentos para preparo, coloracdo, leitura e registro de resultado de
l&minas para pesquisa de plasmodio utilizando gota espessa do Instituto de Pesquisa Clinica
Carlos Borborema (IPCCB) da Fundac8o de Medicina Tropical Doutor Vieira Dourado (FMT-

HVD).

2.  CAMPO DE APLICACAO

Todas as |&minas coletadas para detecc@o de Plasmodium spp. provenientes da demanda
espontanea do Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema (IPCCB) da Fundagdo de

Medicina Tropical Doutor Vieira Dourado (FMT-HVD).

3. DEFINICOES

N&o se aplica.

4. RESPONSABILIDADES

4.1 Responsavel pela coleta e coloragao da gota espessa: agente de endemias

4.2 Responsavel pela leitura: microscopistas

4.3 Responsavel pela revisdo da gota espessa: microscopistas do setor de controle de

qualidade

4.4 Geréncia do IPCCB: responsavel pelos resultados gerados
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4.5 Equipe de pesquisa: alunos de iniciagdo cientifica, mestrado, doutorado e
colaboradores. Pode ser responsédvel pela coleta, coloracdo, armazenamento e inclusio dos
resultados das leituras de gota espessa de cada projeto.

5. POP'S RELACIONADOS
N&o se aplica
6. PROCEDIMENTOS
6.1 COLETA DE SANGUE E PREPARO DE LAMINAS PARA EXAME DE GOTA
ESPESSA
= Sgja usuario/paciente de ambulatdric ou enfermaria, unidade basica de salde ou
hospital serdo coletadas:
= gota espessa por individuo, numa lamina de vidro, sendo que a quantidade pode
variar de cada projeto.
= A [dmina de vidro deve estar limpa, desengordurada e com uma etiqueta autoadesiva
para identificacdo do paciente (nome e/ou numero do cadastro).
= Os dados cadastrais do paciente (pessoais e investigacdo epidemiolégica para malaria)
serdo digitados no formulario eletrénico do SIVEP (Sistema de Vigilancia Epidemiologica
da Malania/MS) e iDector (prontuario eletrénico da FMT-HVD), por agentes notificantes
freinados para essa atividade.
= Limpar a pele que sera puncionada (lateral do dedo anelar ou médio, l16bulo da orelha
ou em lactentes, o dedo grande do pé ou calcanhar) com algoddo embebido em alcool a
70%, enxugar com algod&o seco.
= Retirar a lanceta do envoltdrio estéril e segurando-a firmemente, puncionar o local de
maneira firme & leve. Remover a primeira gota de sangue com algodé&o seco.
= Comprimir o dedo suavemente para obter outra gota de sangue.
= Segurar firmemente a l&mina pelas extremidades onde se encontra a etiqueta de
identificagdo. Aproximar a lamina do local puncionado até tocar a gota de sangue (evitar
contato com a pele).
= Com o canto de outra ldmina de vidro, espalhar o sangue e confeccionar gota espessa
homogéneas no formato de um retangulo de 1,5 x 1,0 cm, como segue:

1
-

9
Idenﬂ*ca;éo Gota espessa1 Gota espessa2

Nome

Noee

= Limpar o local puncionado com algoddo embebido em alcool a 70% e, se necessario
pressiona-lo para estancar o sangue.
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= Secar a lamina em temperatura ambiente ou estufa, com o cuidado de no usar calor
EXCESSIVO.
= Para iniciar a colorac@o o sangue deve estar totalmente seco, para que nao haja perda

total do material.

6.2 COLORACAO
6.2.1 Corantes e diluentes utilizados
5.2.1.1 Azul de metileno fosfatado
5.2.1.2 Solugao alcodlica de Giemsa
5.2.1.3 Agua tamponada
6.2.2 Preparo de corantes e diluentes
6.2.2 1 Preparo do Azul de metileno fosfatado

Azul de metilenc medicinal em po 1,0g
Fosfato de potassio monobasico 1,09
Fosfato de sodio bibasico 3.00

Pesar os reagentes e misturar em gral seco.

6.2.2.1.1 Preparo da solugédo fosfatada de azul de metileno
Pesar 1,0g da mistura acima e dissolver em 250 mL de agua destilada. Conservar a solucéo
em pissete plastico.

6.2.2.2 Preparo da solucdo alcodlica de Giemsa

Giemsa em po 0,759
Glicerol P. A. 35mL
Alcool metilico P. A. 65mL

Colocar a solucio em frasco contendo pérolas de vidro e agitar bem (varias vezes ao dia) até
obter homogeneizacdo. Esta solucdo deve ser preparada em maior volume e mantida em
estoque. Para uso diario a solugéo alcodlica deve ser colocada em tubo conico de 50 ml,
evitando-se a abertura por tempo prolongado. Filtrar quando necessario, para retirar as

impurezas.
6.2.2 3 Preparo da mistura de sais fosfatados
Fosfato de potassio moncbasico 4,09
Fosfato de sédio bibasico 6,09

Pesar os reagentes e misturar em gral seco.

6.2.2.3.1 Preparo da agua tamponada
Pesar 1,0g da mistura de sais fosfatados e dissolver em 1L de agua destilada. Conservar a
solucdo em pissetes. Verificar o pH frequentemente. A agua deve estar com pH em torno de 7
a’z2



6.2.3 Armazenamento dos reagentes
As solucbes-estoques dos corantes utilizados na coloragdo de gota espessa devem ser
armazenadas em temperatura ambiente e protegidos da luz (utilizar frascos de cor @mbar).
6.2.4 Técnica de coloracdo das laminas
6.2.4.1 Método de Walker para coloracdo da gota espessa
1° fase: Desemoglobinizagdo pela solugdo hipotdnica de azul de metileno.
= Aplicar a solugio de azul de metileno fosfatado sobre a gota espessa de sangue, por dois
segundos.
= Rinsar a lamina por tras com agua tamponada (sem jato forte).

2° fase: Coloragéo pela solucéo de Giemsa
= Numa pia, colocar a ldmina sobre uma grade para proceder a coloracgéo.
= Em uma proveta graduada preparar uma solugao de Giemsa na proporcéo 1:20. Colocar 1
ml de corante e completar com agua tamponada até 20 ml. Homogeneizar.
= Com cuidado, aplicar esta solucéo sobre a lAmina.
= Deixar corar por 10 minutos.
= Rinsar a lamina por tras com agua tamponada (sem jato forte).
= Secar em estufa.

6.3 LEITURA DA GOTA ESPESSA

= A [amina com a gota espessa corada € examinada ao microscopio optico com objetiva de
100x (imers@o) e ocular de 10x. A leitura € realizada colocando uma gota de dleo de
imers&o sobre a gota espessa corada e examinando 100 campos microscopicos.

= Ligar o microscopio. Checar a presenca de ocular de 10X. Com o condensador elevado, a
lamina corada € colocada no suporte € a fonte de luz € ajustada pela ocular e pela objetiva
de 100X

= Ao mover lentamente a objetiva de imersio, uma camada de éleo sera formada entre a
lamina & a lente. O ajuste fino é usado para focar o campo; a lente ndo deve tocar a
lamina.

=0 exame microscopico deve ser sistematico e padronizade. Ele deve iniciar pela
extremidade esquerda da lamina. A leitura € iniciada da periferia do campo e termina no
centro.

= Quando o campo esta lido, move-se a lamina longitudinalmente para examinar os campos
adjacentes. Move-se a lAmina verticalmente para que outra fileira/largura seja lida. Ha
cerca de 100 campos em um eixo de 2 cm da lAmina;

Q diagndstico pode ser expresso em cruzes ou por milimetro cubico de sangue

6.3.1 Método de avaliacdo semiquantitativa (resultado expresso em cruzes)
« Numero de campos a examinar: 100

= Numero inferior a 40 parasitos nos 100 campos examinados. anotar o numero encontrado.
Ex: 35V
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= Quando o numero fotal de parasitos contados estiver entre 40 e 60 parasitos por 100
campos, registrar: +/2 (meia cruz).

» A partir de um parasito por campo, o resultado sera registrado como uma, duas, irés ou
quatro cruzes, conforme o quadro a seguir.

: Numero de campos
Parasitos contados : o Cruzes
MICroscopicos
40a 60 100 +2
1 1 E

2-20 1 ++

21-200 1 4
+200 1 +4tt

6.3.2 Método de avaliagao relativa a contagem de leucocitos por campo (densidade
parasitaria: parasitos/uL)
» Em geral contam-se 200 leucocitos.
» Contar simultaneamente o nimerc de parasitos assexuados, até alcangar 200 leucdcitos.
« Considerando o numero de leucécitos do hemograma ou assumindo uma leucometria
padréo de 6.000 leucocitos/yL de sangue para todo paciente com malaria, realizar o
seguinte calculo para obter a parasitemia/MI de sangue.

n® de parasitos X 6,000 leucdcitos / n® de leucdcitos = parasitos por i

6.4 REGISTRO DOS RESULTADOS DO EXAME MICROSCOPICO
Os resultados do exame da gota espessa para as diferentes espécies de plasmédios serdo
registrados no formulario eletrdnico do Sistema de Vigilancia Epidemioldgica — SIVEP/Malaria e
prontuario eletrénico iDoctor.
Quando da falta de energia ou alguma pane no SIVEP, os dados cadastrais, epidemiologicos e
resultados dos exames dos pacientes, sd@o colocados de forma manuscrita no formulano
impresso do SIVEP. Esses resultados serdo inseridos no sistema pelo técnico/microscopista
responsavel pelo diagnostico.
6.5 LEITURA INDEPENDENTE POR DOIS MICROSCOPISTAS
6.5.1 Apés a seleclo do individuo para participar do estudo, de acordo com os critérios
de inclusdo, e dependendo do projeto, a gota espessa sera lida independentemente por dois
microscopistas do estudo.
652 A parasitemia & contada simultaneamente com a de leucocitos, até serem
totalizados 200 leucocitos. Se apos a contagem de 200 leucocitos, o nimero de parasitas
assexuados for inferior a 10, prosseguir a contagem até 500 leucdcitos.
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6.5.2 Se os resultados das duas leituras se enquadrarem em até 20% para a contagem
de parasitas e os dois leitores concordarem sobre a identificac&o da espécie, ent&o, o resultado
do primeiro leitor & valido.

6.5.3 Se os resultados dos dois microscopistas forem diferentes em mais de 20% ou se
0s microscopistas discordarem sobre a identificagdo da espécie, entdo, seréd necessario um
terceiro leitor independente que efetuara a leitura da lamina e entéo esse resultado sera valido

6.5.4 Os resultados da leitura do primeiro ou do terceiro microscopista, quando houver
necessidade, serdo registrados em formulario de avaliacdo parasitolégica, versao 03.

6.5.5 A densidade parasitaria € calculada utilizando a contagem de células brancas do
individuo, do ultimo hemograma ou assumindo uma leucometria padréo de €.000 leucocitos/pl.

7. REFERENCIAS
Nao se aplica

8. LISTA DE ANEXOS

TITULO ANEXO CoDIGO

Resultado da leitura da gota espessa IPCCE_LB_001_AD1_PT_D
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7.1.3 POP para Extracdo de DNA em placa.

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDAGCAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Codigo POP POP_IPCCB_LB_018_PT_D Verséo 2
Procedimento para Extracdo de DNA em placa, utilizando

i FavorPrep 96-well genomic DNA kit (FAVORGEN)

Lingua do Documento PT

Elaborado por:

Sk Revisado por: Aprovado por: Data de aprovacao:
Andrea Kilhn; % : :
Anne Cristine Gomes Andrea Kihn Ménica Costa 01/01/2013
de Almeida.
Nome Versao Alteracoes realizadas
Gisely C de melo 2 Formatacéo alterada

1. OBJETIVOS

Descrever o procedimento extragao de DNA em placa, utilizando kit FavorPrep 96-well genomic
DMA, da Favorgen.

2. CAMPO DE APLICAGAO
Analise no laboratorio de biologia molecular de amostras relacionadas a pesguisa.

3. DEFINIGOES
Mao se aplica.

4. RESPONSABILIDADES

Equipe do laboratério de biologia molecular envolvida na realizacio de procedimento de Extracio

de DNA.

5. POP'S RELACIONADOS

« Procedimento para o Seguimento dos participantes no estudo “Epidemiclogia comparativa
da transmissac de Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax no Brasil, Tailandia e
Papua Nova Guiné", nas comunidades do Brasileirinho e Ipiranga, Manaus/AM (versio

atual do FOP_IPCCB_TC_004).

= Procedimento para realizagZio de PCR em tempo real para deteccio de plasmodio (versdo

atual do FOP_IPCCB_LB_002).

« Procedimento para realizacéo de PCR em tempo real para deteccéo de DMNA de plasmodio
(qPCR) (versdo atual do POP_IPCCB_LB_021).

| q""'“'}_ |

Instituto de Pesquisa Clinica
Carlos Borborema
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6. PROCEDIMENTOS
6.1 Recursos necessarios
6.1.1 Materiais

Kit FavorPrep 96-well genomic DNA (FADWE 002, Marca: Favorgen)
Placa 96-Well PCR com tampas em tiras

Filme adesivo para selar placas

Placas 96-well 2.0 ml (novas e lavadas)

Etanol absoluto (96-100%)

pipeta multicanal, distancia das canais ajustavel, 100-1200 pl (Modelo: Rainin LA6-
1200XLS, Marca: Mettler Toledo)

pipeta multicanal, 20-200 ul

dispensador com combitips de 0,5 ml, 5 ml e 25 ml (Eppendorf)
ponteiras de 100 ul ou 200 ul e 1000ul com filtro

gelo

reservatorio de reagentes (para pipeta multicanal)

tubos falcon

bandejas para 96 tubos Eppendorf

PBS (comprado ou autoclavado)

6.1.2 Equipamentos

Centrifuga com capacidade minima de 5000 x g (SIGMA 4-16KS)
Banho-maria 60°C

6.1.3 Solugdes para preparo

Tampéao W1 - Adicionar 35 ml de etanol 96-100%, no primeiro uso, marcar que etanol foi
adicionado;

Tampdo de Lavagem (Washing buffer) - Adicionar 200 m| de etanol 96-100%, no
primeiro uso, marcar que etanol foi adicionado;

Proteinase K - Adicionar ddH20, para uma concentracao de 10mg/mL: 225mg — 22,5m|.
Apos preparada, preparar aliquotas de 2 ml, armazenar a -20°C.

6.2 Extracdo de DNA em placa

6.2.1 Procedimentos iniciais

procurar codigo da placa atual (p.ex. Coorte_DNA_01)

ligar incubadora ou banho-maria a 60°C;

limpar bancada com agua e detergente;

verificar se a proteinase K e os tampoes estao prontos para o uso;

caso tenha formado um precipitado no tampao FATG2, dissolver por incubagao a 60°C;
descongelar proteinase K (2 ml por placa), guardar em gelo

| | Instituto de Pesquisa Clinica
I Carlos Barborema
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6.2.2 Extracao

transferir tubo Eppendorf ao rack para 96 tubos, em ordem do criobox;
controle negativo: 1-2 tubos Eppendorf com 100 pl de PBS por placa.

IMPORTANTE:

Deixar os tubos Eppendorf na mesma ordem o tempo todo, ndo descartar os tubos;
documentar no computador a ordem dos tubos logo ap6s a extracdo (ou durante o
procedimento);

cuidado com o dispensador e a pipeta multicanal (evitar contaminagdo, ndo molhar a borda
do pocos)

usar ponteiras com filtro

6.2.3 Lise Celular

deixar as amostras a temperatura ambiente;

verificar quantidade (volume do pellet);

adicionar PBS a cada tubo Eppendorf (volume final 200 pl), resuspender;

adicionar 20 ul de proteinase K a cada pogo da placa 96 pogos 2 ml (nova placa,
dispensador, combitip 0,5 ml);

marcar o nimero da placa;

adicionar 200 pl de tampao FATG2 a cada tubo Eppendorf com a pipeta multicanal
ajustavel, homogeneizar bem (resuspender 5-10 vezes, nédo pipetar muito rapido,
liqguido pode pingar) e transferir a placa dos pocos profundos, depois misturar
novamente (1-2 vezes)

selar a placa com filme adesiva (vem com o kit);

Centrifugar brevemente (spin) a 3000 rpm;

incubar a 60°C por 30 min;

centrifugar brevemente (spin).

i @ — AddPBSand ol G
A FATG2 buffer A R
o to tubes Lo )
Add Proteinase K Transfer resuspended Sect wilth acheslve Him Incubate at 40 °C
to plate blood pellet to plate, mix for 20 minutes
6.2.4 Ligacao de DNA

+ colocar a placa de ligacdo de DNA em cima da outro placa de pocos profundos (usada,

autoclavada);

+ marcar o numero da placa de ligacdo de DNA e S-Block;

l. ' Instituto de Pesquisa Clinica
9, . Carlos Borborema
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retirar a folha adesiva com cuidado;

adicionar 200 pl de etanol 100% (pipeta multicanal, ajustavel), misturar imediatamente por
pipetagem 5 vezes, depois ajustar o volume para 800 ul, misturar mais 5 vezes com
cuidado (risco de contaminacao se é pipetando muito rapido);

tansferir, com cuidado, as amostras (620 yl) & placa de ligacao de DNA;

selar com folha adesiva nova;

centrifugar a 4.500 — 6.000 xg (5700 rpm) por 5 min;

Aquecer o tampao de eluic@o (Elution buffer) a 60°C;

descartar o filtrado, secar a placa de lavagem com toalha de papel, colocar novamente a
placa de ligacao de DNA.

v Th-well DNA
RS binging Mo
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6.2.5 Lavagem

adicionar 300 pl de tampao W1 a cada pogo (dispensador, Combitip & mi);

centrifugar a 4.500 — 6.000 xg (5700 rpm) por 5 min;

descartar o filtrado, secar a placa com papel toalha, colocar novamente a placa de ligagéao
de DNA;

adicionar 750 | de tampao de lavagem (Wash Buffer) a cada pogo (dispensador, Combitip

25ml, tem que colocar primeiro o adaptador em cima do Combitip, depois insertar

adaptador com combitip no dispensador);

centrifugar a 4. 500 — 6.000 xg (5700 rpm) por 5 min;

Descartar o filtrado, secar a placa, colocar placa de ligagao de DNA , sem a folha adesiva;

centrifugar a 4 500 — 6.000 xg (5700 rpm) por 15 min para secar o alcool.

6.2.6 Eluicao do DNA

colocar uma placa de 96 pogos de PCR (vem com o kit) sobre uma nova placa (usada,
autoclavada) de pocos profundos;

marcar o nimero da placa:

colocar a placa de ligacao de DNA sobre a placa de 96 pocos;

adicionar 100 ul de tampao de eluicdo (aquecido) em cima de cada membrana de cada
poco (dispensador, ponteira de 500 ul);

incubar por 3 min;

centrifugar a 4.500 — 6.000 xg (5700 rpm) por 5 min;

repetir eluicio com mais 100 pl de tampdo de eluicdo (Elution buffer) (aguecido,
incubacao de 3 min também).
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6.2.7 Armazenamento
+ resuspender o eluido com ciudado, transferir 100 pl para nova placa de PCR de 96 pogos
(n&o vem com o kit) (multicanal de 12 canais, ponteiras de 100 ou 200 ul com filtro);
= transferir fila H da placa de elui¢ao para a proxima fila vazia da placa das filas H (a fileira
da nova placa de PCR fica vacia para deixar espaco para os controles durante a PCR);
+ marcar as placas:
—  Coorte_DNA_91A_28-02-2014 (= Placa de Eluicdo — freezer -80")
— Coorte_DNA_91B_28-02-2014 (=Placa de PCR — qPCR, geladeira)
—  Coorte_DNA_XXXH_Datal — Data2 (= Placas das filas H — gPCR,
geladeira)
= vedar as placas com strips (placa B e H) ou folha adesiva (placa A ).

Apods a extracao
« limpar a bancada com agua e detergente;
+ limpar as placas de lavagem (ver 6.4.1)
+ limpar o interior da tampa da centrifuga, colocar os suportes das placas para secar, deixar
tampa da centrifuga aberta ou encostada para poder secar (ver 6.4.2)

IMPORTANTE:
= Escanear codigos das amostras, backup do arquivo.

6.3 Biosseguranca e descarte de residuos

Todo o procedimento deve se realizar sob condicdes de biosseguranca (1). Os residuos serdo
descartados de acordo com as normas da Geréncia de Malaria. O lixo liquido sera incubado com
hipoclorito de sodio durante a noite, depois pode descartado pelo esgoto. Alternativamente pode
ser colectado em recipiente de lixo liquide que sera buscado por profissionais. As ponteiras usadas
podem serao autoclavadas e depois podem ser descartadas no lixo comum.

6.4 Limpeza de material e equipamento

6.4.1 Limpeza de placas de pogo profundo
= Deixar as placas de molho em hipoclorito de sédio durante a noite
« Enxaguar com agua destilada
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+ Embrulhar em papel de aluminio, autoclavar

6.4.1 Limpeza da centrifuga (uma vez por més)
+ Limpeza do interior da centrifuga (incluso da tampa) e dos suportes das placas com agua e
detergente
= Desmontar rotor, colocar de volta bem apertado
= Aplicar gordura na parte exterior do suporte de placa

7. REFERENCIAS

1. Richmond JY, Mckinney RW. Biosseguranga em laboratérios biomédicos e de microbiologia.
Brasilia: Ministério

da Satde: Fundacio Nacional de Salde; 2001.

2. SOP “DNA Extraction (Favorgen) from Red Cell Pellets, elaborado por Celine Barnadas (PNG-
IMR) and Andreea Waltmann (WEHI).

3. FavorPrep 96-well Genomic DNA Kit User Manual, Favorgen.

8. ANEXOS

TITULO ANEXO CODIGO
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7.1.4 POP para PCR em tempo real para detec¢édo de plasmaodio

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cadigo POP POP_IPCCB LB 021 PT D Versao 2
Procedimento para realizagao de PCR em tempo real para deteccao de
Titulo DNA de plasmédio (qPCR)
Lingua do Documento PT
Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: .
Anne Cristine Gomes | Andrea Kihn Ménica Costa Data de aprovacdo:
oy 01/01/2013
de Almeida;
Andrea Kiihn.
Nome Verséo AlteracOes realizadas
Gisely C de Melo 2 Formatacao

1. OBJETIVOS

Descrever o procedimento de realiza¢éo de PCR em tempo real para detecgao de DNA de
plasmadio (qPCR).

2. CAMPO DE APLICAGAO

« Analise no laboratério de biologia molecular de amostras relacionadas & pesquisa clinica;

s Todos os laboratérios e ou grupos de pesquisa que constituem REDIMA (Rede Amazonica

da Dindmica de Infeccao Experimental com Malaria)

3. DEFINICOES

PCR: a reacdo em cadeia da polimerase & definida como uma técnica molecular que permite a
amplificagao de pequenas guantidades de um DNA especifico a partir de um molde do DNA,
usando uma reacéo enzimatica simples, sem um organismo vivo. O limiar de deteccio da técnica &
muito superior ac da gota espessa (técnica padréo utilizada no diagnéstico rotineiro da malaria):

cerca de 0,004 parasitos/mL.

PCR Tempo Real (qPCR): Variacao da técnica de PCR para deteccao de sinal fluorescente
permitindo a quantificagdo de acidos nucléicos em tempo real, assim como a detecgdo gualitativa
de sequéncias de acidos nucléicos utilizando analises de curvas de dissociacdo ou por meio de

sondas marcadas. Nao requer tratamento pos-PCR para visualizacao do resultado.

Iniciador (primer): uma pequena sequéncia de DNA ou RNA a partir da qual pade comecar a

replicacdo do DNA.

L
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4. RESPONSABILIDADES
Equipe do laboratério de biologia molecular envolvida na realizagdo da PCR em tempo real.

5. POP'S RELACIONADOS

e Procedimento para extracio de DNA de Plasmodium spp. a partir da cabeca e/ou torax dos
mosquitos. (versdo atual de POP_IPCCE_LB_004);

* Procedimento para o Seguimento dos participantes no estudo “Epidemioclogia comparativa
da transmissao de Plasmadium falciparum e P. vivax no Brasil, Tailléndia € Papua Nova
Guiné”, nas comunidades do Brasileirinho e lIpiranga, Manaus/AM (versdo atual do
POP_IPCCB_TC_004);

« Procedimento para Extracdo de DNA em placa utilizando Favor prep 96-well genomic DNA
kit (FAVORGEN) (versao atual do POP_IPCCB_LB 018);

« Procedimento para exiracdo de DNA de Plasmodium spp. a partir de sangue total,
utilizando o QIAmp DNA kit (Qiagen®) (versdo atual do POP_IPCCB_LE_003).

6. PROCEDIMENTOS
6.1 Recursos necessarios
6.1.1 Amostra

DNA obtido por extracdo, conforme POP_IPCCB_LB_018  POP_IPCCB_LB_004,
POP _IPCCB LB 003 ou outro método:

« A partir da cabega de mosquitos anofelinos, para detecgao de esporozoitos;
e A partir de sangue total (formas sexuadas e assexuadas).

6.1.2 Materiais

Pipetas automaticas de 10 pL, 100 pL e 1000 pyL

Ponteiras com filtro para pipetas automaticas

Pipeta multicanal 0,5 = 10 gl

Multipipetador

Ponteiras para multipipstador (0,5 ml)

Tubosde1,5e20mL

Microplacas de 0,1mL, com 96 pogos, para sistema de PCR em Tempo Real (MicroAmp Fast
Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems, n° de referéncia: 4346907)
Adesivo optico para vedar as microplacas (MicroAmp Optical Adhesive Film, Applied
Biosystems, n° de referéncia 4311971)

e ROHIE Rl

&

6.1.3 Equipamentos

1. Vortex
2. Centrifuga
Sistema de PCR em Tempo Real 7500 Fast Applied Biosystems

6.1.4 Reagentes

i |
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Reagente Fabricante n° referéncia Armazenamento
TagMan GeneExpression Applied 4369510 2-8°C
MasterMix Biosystems
TagMan Universal PCR Master Applied 4304437 2-8°C
Mix Biosystems
Sondas (Tagman® Probe) para | Life Technologies 4316033 aliquota usada: 2-8°C; estoque: -
F. vivax e P. lalciparum 20°C
Sondas (Tagman® Probe) para IDT - aliquota usada: 2-8°C, estoque : -
QMAL 20°C
Iniciadores (primers) da reacéo IDT = Integrated - aliquota usada: 2-8°C; estoques (100
DNA uM): -20°C
Technologies
Agua MiliQ - - Temperatura ambiente
Tampao TE (diluigéo de Ambion AMS849 Temperatura ambiente
iniciadores)
Tween 20 (diluicao de Sigma-Aldrich P1379 Temperatura ambiente

iniciadores)

Iniciadores (5" — 3'):
Plasmodium spec. (“QMAL")

QMAL-for: TTA GAT TGC TTC CTT CAG TRC CTT ATG”
QMAL-rev: TGT TGA GTC AAA TTA AGC CGC AA
* Oligonucleotideo contendo oscilacio (R=A/G)

Plasmodium vivax

VIVAX-for: GCT TTG TAATTG GAATGATGG GAAT

VIVAX-rev: ATG CGC ACA AAG TCG ATA CGA AG

Flasmodium falciparum

FALC-for: TATTGC TTT TGAGAG GTTTTGTTACTT TG
FALC-revMAQ: TAT TCC ATG CTG TAG TAT TCA AAC ACA A

Sondas (5’ - 3'):

QMAL-probe: 6FAM—TCAATT CTT TTAACT TTC TCG CTT GCG CGA — BHQ1

VIVAX-probeMGB: VIC — AGC AAC GCT TCT AGC TTA - MGB - NFQ

FALC-probeMGB: 6FAM - ACG GGT AGT CAT GAT TGA GTT - MGB — NFQ

e As diluicdes de iniciadores e das sondas de QMAL sdo preparadas com tampdo TE
(comprado); apos a adigédo do TE, deixar incubar a solugao por 5 min, em seguida vortexar
e centrifugar. Preparar aliquotas de estoque (100 yM) e de uso (10 #M). A dilugac de uso &
feito com agua de inje¢ao ou melhor com agua para PCR (comprado). Preparar aliquotas
de volume menor, suficiente para uma placa (utilizando agua de injecéo).

Plasmideos:

¢« Os plasmideos contém o fragmento do gene que sera amplificado. Trés diluicbes sao
usadas: 10°, 10¢ e 10° copias/ pl.
As diluicdes de plasmidecs sdo preparadas com tampdo TE mais Tween (concentracio
final de Tween 0,01%) com um volume final de plasmidec & de 1 mL. A partir destes
dilugdes, devem ser preparadas aliquotas menores para uso (armazenadas a 2-8°C) e
para estoque (armazenadas a -20°C).

Instituto de Pesgquisa Clinica
% Carlos Borborema
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6.2 PCR em Tempo Real

Para a deteccdo dos principais parasitos da malaria que infectam humanos, foi padronizada uma
reagdo de PCR em Tempo Real baseada no gene 183 rRNA (1,3,4). Os plasmideos servem como
controle positivo & como padrio para quantificacdo de DNA das amostras. Usando os plasmideos
& possivel comparar a quantidade de DNA das amostras de varias placas.

6.2.1 Reagdo de PCR em Tempo Real (qPCR)

Mastermix QMAL (para 96 pocos)

Concentragéio 1x 110x Mastermix P. vivax (para 96 pogos
GenekEx Mix 2 Gyl 660 pl Concentracéo 1% 110x
Primer for + rev 10 pM 1l 110 pl Genebx Mix % pl 660 pi
Probe 10 pM 054l S5l Primer for + rev 10 pM 072p 792
Aqua MiiQ - 05u 554 probe 10 pM 05p 55l
Subtotal gul 880W Aqua MiliQ = 078p 8584l
subtotal spl 880yl
DNA /plasmidos 4ul
TOTAL 12l DNA /plasmidos 4yl
TOTAL 12
Mastermix P. falciparum (para 96 pocos) Condicoes de amplificacéo
Etapa Temp. Tempo | ciclos
Concentragdo 1x 110x {min)
Universal Master Mix 2x 6 pl 660 pl 1 50°C 200 1
Primer for + rev 10 pM 072 pl 792 pl - . e .
Probe 10 pM 03ul 33 -
Aqua MiliQ - 098u 1078yl | 85°¢ | D15
subtotal Sul 880l 3 58°C 1.00 45
DNA /plasmidos 4l

Modo de comida: Standard 7500

TOTAL 12 pl

* O mastermix & preparado e distribuido na placa na area apropriada (fempiate-free). Antes
de abrir algum tubo, deve-se vortexar e centrifugar. Pipetar na placa o DNA gendmico e 0
DNA do plasmideo em area apropriada (sala de PCR em Tempo Real, area livre de
amplicon). Depois de adicionar todos os reagentes, vedar a placa sem tocar o adesivo

ético, centrifugar e limpar a placa e o adesivo optico com cuidado. Nao usar luvas com
talco!

+ Em cada placa, séo pipetados trés controles negativos (mastermix com mQH=0 em lugar
de DNA) e trés vezes cada diluicao de plasmideos padrao.
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Amostras

- Controle plasmidial

N Controle negativo

e As andlises sao realizadas pelo software distribuido pelo fabricante — Applied Biosystems
“7500 Fast System SDS Software” (ver "Manual 7500 Fast Real-Time (TransEPI)").

e Os valores de CT dos plasmideos padrdo s3o usados para construir uma curva padrao
com gue podem ser determinados os numeros de copias dos genes para cada amostra.

o Para validar a sensibilidade de deteccdo dos genes 185 rRNA (género especificos e
especie-especificos) com plasmideo padrao, um gPCR é realizado para cada par de
iniciadores. As diluigdes dos plasmideos sao: 102, 10, 0,5x10°", 100, 0,5x10', 107, 102,
108,104, 10°, 10% e 107 copias/ul sdo usadas como template. As diluigGes 10% — 107 copias/ul
sdpo testadas em triplicatas, e diluicGes de 102 — 102 copias/yl sdo testadas em quintuplicatas.
A (ltima diluicdo com trés reacdes positivas é considerado como limite de deteccio.

6.3 Restricdes e limitagdes do procedimento

Como se faz a amplificagao de DNA, a técnica nao permite distinguir as diferentes formas
bioldgicas do parasito (trofozoito, esquizonte, merozoito ou gametécito). Existe a possibilidade de
contaminacdo da reacdo no momento da extracido do DNA e no momento do preparo da reacdo do
PCR, devido & sensibilidade de amplificacac da tecnica.

6.4 Biosseguranca e descarte de residuos

Todo o procedimento deve se realizar sob condices de biosseguranca (3). Os residuos serdo
descartados de acordo com as normas da Geréncia de Malaria: ponteiras usadas para pipetar DNA
ou plasmideos, aliguotas de plasmideos e placas contendo plasmideos devem ser descartadas em
recipiente plastico e posteriormente autoclavadas; restos de reagentes e ponteiras usadas para
reagentes sao desprezadas em Descartech da area apropriada.

6.5 Registro de dados cru e analise de dados

O arquivo gerado pelo sistema de PCR em tempo real e o arquivo de Excel exportado deste
arquivo s&o salvos com data do experimento e com referencia as amostras usadas. O resultado da
PCR sera preenchido pelo responsavel do procedimento em uma planilha especifica, num arquivo
separado.
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7.1.5 POP para Genotipagem de SNPs de CYPs

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cédigo POP POP_IPCCB_LB_044 v01D_PT

Titulo Procedimento para realizagdo da genotipagem de SNPs
de enzimas do citocromo P450 (CYPs) utilizando sistema

TaqMan®

Idl_oma da verséo PT

original

Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aplicacao:

Jaiana Larissa de Anne Cristine Gisely Cardoso de 23/08/2019

Morais Cardoso Gomes de Almeida Melo

Data e assinatura Data e Data e assinatura | Data da proxima

assinatura revisao:
Histérico de revisdes
Nome Assinatura Data AlteracOes realizadas
(DD/MMM/AA)

1. OBJETIVOS
Descrever o procedimento de realizagdo da PCR em tempo real para genotipagem alélica

de enzimas do citocromo P450 (CYP) com sistema TagMan.
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2. DEFINICOES

PCR: A reacdo em cadeia da polimerase (do inglés polymerase chain reaction), ¢ uma
técnica da biologia molecular para amplificar pequenas quantidades de um DNA especifico
a partir de um molde do DNA, usando uma reagao enzimatica simples, sem um organismo
vivo.

Alelo: Uma de duas ou mais formas alternativas de um gene que afetam a mesma
caracteristica de modo diferente.

Alelo selvagem: ¢ aquele encontrado em organismos naturais, ou seja, sem que este tenha
sofrido algum tipo de alteracao nos seus genes.

Alelo estrela (*): ¢ definido por variagdes de sequéncias especificas dentro do l6cus do
gene.

Variagao no nimero de copias (CNV): um segmento de DNA em que um nimero variavel
daquele segmento tem sido encontrado.

Haplotipo: uma série de alelos encontrados em um locus ligado em um cromossomo.
Diplétipo: E a combinagio especifica dos dois hapl6tipos.

Genotipo: € a constituicao genética de um individuo proveniente de ancestrais comuns.
Fenotipo: é o produto direto da informagdo proveniente no DNA, representa formas
alternativas de expressdao de um mesmo carater que pode ser controlado por um ou varios

genes.

3. APLICACAO

Analise no laboratério de biologia molecular de amostras relacionadas a pesquisa clinica.

Genotipagem das CYPs 2D6, 3A4, 3A5, 2C19 e 2C8.

4. RESPONSABILIDADES

Equipe do laboratorio de biologia molecular envolvida na realizagao da PCR.

5. POP'S RELACIONADOS

Procedimento para extragdo de DNA de Plasmodium spp. a partir de sangue total, utilizando

o QIAmp DNA kit (Qiagen®) - POP_IPCCB_LB 003 _v03D PT



6. Recursos necessarios

6.1. Materiais

Pipetas automaticas de 10uL, 100uL e 1000 pL

Ponteiras com filtro para pipetas automaticas
Pipeta multicanal

Multipipetador

Ponteiras para multipipetador (0,5 ml)

Tubos eppendorf de 1,5 e 2,0 mL

Microplacas de 0,ImL, com 96 pocgos, para sistema de PCR em Tempo Real

Adesivo Optico para vedar as microplacas

6.2. Equipamentos

Vortex
Centrifuga
Termociclador de PCR em tempo real

Nanodrop

6.3. Reagentes

Mastermix universal
Mastermix de genotipagem
RNAse P

Sondas genotipagem

Agua nuclease free

7. Reacio de genotipagem

7.1. Obtencao de DNA

a. A extraggo do DNA deve ser

POP IPCCB_LB_003 v03D PT;

feita

de

acordo

com
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b. As amostras devem ser armazenadas em tubo eppendorf ou microplaca e devem ser

mantidas em camara fria a 4°C.
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7.2. Preparacgao do Mix de genotipagem

a.

O mix de genotipagem deve ser preparado e distribuido na microplaca para PCR na
area apropriada (capela de fluxo laminar VECO CFLV estéril para preparo de
reagentes PCR);

Ligar a luz UV (germicida) da capela de fluxo laminar cerca de 30 minutos antes do

inicio do preparo. Apos esse periodo desligar;

. Com o fluxo laminar da cabine em operacdo, proceder o preparo do mix de

genotipagem,;
Centrifugar as sondas;

Em um tubo eppendorf, pipetar os reagentes nas seguintes proporgdes:.

1x (VF=5puL)
Mastermix universal 2,5uL
Sonda de genotipagem 0,25uL

Obs: Pode-se utilizar também os reagentes € volumes (mix de genotipagem e DNA
template) recomendados pelo fabricante das sondas de genotipagem, a Thermofisher
Scientific

Centrifugar o mix e pipetar 2,75uL em cada poco da microplaca;

. Cobrir a microplaca e seguir para a bancada de manipulacao de DNA.

7.3. Montagem da placa de genotipagem

a.

Vortexar e/ou centrifugar todos os tubos e microplacas de armazenamento de
DNA;

Pipetar 2,25uL de DNA em cada pogo da microplaca de genotipagem contendo o
mix de genotipagem;

Os controles negativos devem ser feitos misturando 2,25uL de 4gua (miliQ/agua
para injecdo/agua nuclease free) em cada pogo selecionado como controle
negativo;

Aplicar o adesivo Optico para vedar a microplaca, evitando tocar em sua area
central;

Centrifugar a microplaca;
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7.4. Reacao de PCR real time
a. A reacgdo de PCR real time utiliza o software Applied Biosystems 7500 Fast Real-
time PCR System;

b. Selecionar Advanced Setup na tela inicial;

Analyze

c. No Experiment Menu -> SETUP -> Experiment proﬁerties:
= Identificar o nome do experimento;
= Instrumento de corrida: 7500 fast (96wells);
= Tipo de experimento: Genotyping;
= Reagente: TagMan® Reagents;

= Velocidade: Standard ("2 hours to complete run).
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d. No Experiment Menu -> SETUP -> Plate setup



= Atribuir SNP assay;
= Criar novo SNP assay;

= Identificar o SNP assay;

= Definir alelo 1 ou base e selecionar VIC.

= Definir alelo 2 ou base e selecionar FAM;

= No Plate layout, selecionar os pogos e definir o SNP assay.
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e. No Experiment Menu -> SETUP -> Run method
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= Para configurar a corrida, preencha a quantidade de pL da reacdo. A reagdo

pode ter entre 10 e 30 pL;

2C. Set Up. Flun Mothod
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= Naaba Tabular View selecione os tempos e temperatura da reacdo, bem como

o numero de ciclos.

Pre-PCR Thermal Cycling Post-PCR

Read (Performed on a dedicated thermal cycler) Read

Stage/Step | :
Holding Holding ka2 Holding

Stage Stage Denature Anneal/Extend Stage
Temperature 60 °C 95°C 92°C 60 °C 60°C
Time (mm:ss) 00:30 10:00 00:15 01:30 00:30
Data Collection Yes No No Yest Yes

= Em seguida, clicar no botdo START RUN.

Apos configurar PCR, conferir o Plate layout e salvar a reagao;

= (O desenho da reagdo pode ser salvo como template para as demais analises;

= No Experiment Menu -> ANALY SIS -> Multicomponent plot;

= Analisar o resultado da curva de genotipagem.

7.5. Analise da reacao e

a.

definicao do haplétipo

de genotipagem;

No Experiment Menu -> ANALY SIS -> Multicomponent plot, analisar as curvas

b. Curva 1, curva de amostra heterozigoto para o alelo o SNP pesquisado;
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c. Curva 2, curva de amostra homozigoto para o alelo o SNP pesquisado;
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d. Com o resultado das genotipagem construir uma tabela como as bases definidas

para SNP.

8. CYP2D6

= A enzima CYP2D6 requer etapas extras para realizagdo da genotipagem

8.1. Definicao do diplétipo para CYP2D6

a. A definicao do diplodtipo deve ser feita no software Haplo.Stats, implementado na
plataforma R.

b. A definicdo dos alelos deve ser feita de acordo com a nomenclatura
estabelecida em Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium;

c. Para a designacdo de alelos, apenas devem ser consideradas
combinacdes perfeitas.

d. O alelo CYP2D6 *1 sera determinado quando nenhuma alteracdo
nucleotidica for observada em todos os SNPs genotipados (Tabela 1).

e. Em casos de combinacdo de SNP que ndo pode ser atribuida a um alelo

conhecido, eles estes devem agrupados como outros.
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8.2. Reacao CNV
8.2.1. Concentracgdo de DNA
a. E necessario que a concentracio de DNA das amostras seja igual a Sng/pL;
b. Com o auxilio do equipamento Nanodrop, dosar a concentragdo de DNA;
c. As amostras com concentragdo maior que Sng/uL. devem ser diluidas com agua
nuclease free e, € preciso proceder nova extracao das amostras com concentragao

menor.

8.2.2. Preparagdo do Mix
a. O mix deve ser preparado e distribuido na microplaca para PCR na area apropriada
(capela de fluxo laminar VECO CFLV estéril para preparo de reagentes PCR);
b. Ligar a luz UV (germicida) da capela de fluxo laminar cerca de 30minutos antes
do inicio do preparo. Apos esse periodo desligar;
c. Com o fluxo laminar da cabine em operagao, proceder o preparo do mix;
d. Centrifugar a sonda ¢ a RNAse P;

e. Em um tubo eppendorf, pipetar os reagentes nas seguintes propor¢des;

1x (VF=5puL)
Mastermix universal SuL
TagMan® copy number assay 0,5uL
RNAse P 0,5uL
Agua nuclease Fre 2uL

f. Centrifugar o mix e pipetar 8uL. em cada pogo da microplaca;

g. Cobrir a microplaca e seguir para a bancada de manipula¢do de DNA.

8.2.3. Montagem da placa de PCR
a. Vortexar e/ou centrifugar todos os tubos e microplacas de armazenamento de
DNA;
b. Pipetar 2uL. de DNA em cada pogo da microplaca contendo o mix;

c. As amostras deverdo ser amplificadas em triplicata;
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d. E necessério ter uma amostra de controle positivo;

e. Os controles negativos devem ser feitos misturando 2uLL de 4gua nuclease free em
cada pogo selecionado como controle negativo;

f. Aplicar o adesivo Optico para vedar a microplaca, evitando tocar em sua area
central;

g. Centrifugar a microplaca;

8.2.4. Reacdo de PCR real time

a. Selecionar Advanced Setup na tela inicial;

b. No Experiment Menu -> SETUP -> Experiment properties:
= Jdentificar o nome do experimento;
= Instrumento de corrida: 7500 fast (96wells);
= Tipo de experimento: Standard curve
= Reagente: TagMan® Reagents;
= Velocidade: Standard ("2 hours to complete run).

c. No Experiment Menu -> SETUP -> Plate setup
= Definer alvos
= RNase P TAMRA — VIC - TAMRA e CYP2D6 — FAM — NFQ-MGB;
= Definir amostras;

= Distribuir amostras na placa.

Experiment: CYP2D6_CNV_ 090419 Type: Standard Curve Ry Taq Reag @

| Define Targets and Samples ]

@ instrucnons:  Detne e targets o quanay 3na
Define Targets

| A e Target | Aoz ssea Target [ save Targe | ostets Targer | [ Acatiew 2ampte | Ads saved samole | save sampte | Detete sampte |

Targel Name Reporter Quencher Calour Sample Name Color

Riiase P IAVRA vic v [TaRa v [coazs ! v

CYP205 FAM ¥ [NFO-MGE v ' |coa1s = v

ICOA3R

Define Biological Replicate Groups

1 instructions:  For each biologica replicate group in Ihe reaction piste, dick Add Biological Group, then define ihe biologieal group

|
Ada Biological Group |

Blological Group Name Color Comments |




d. No Experiment Menu -> SETUP -> Run method

= Para configurar a corrida, preencha a quantidade de puL da reagdo;

= Na aba Tabular View selecione os tempos e temperatura da reagao.

Step Temperature Time Cycles
Initial denature / enzyme 95°C 10 minutes 1
activation
Denature 95°C 15 seconds 40
Anneal / Extend 40°C 60 seconds

e. Apos configurar PCR, conferir o Plate layout e salvar a reacgao;

= Em seguida, clicar no botdo START RUN.
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= O desenho da reagdo pode ser salvo como template para as demais analises;

8.2.5. Analise do resultado

a. Apos o término da reacdo, analisar primeiramente o arquivo de resultado “.eds”,

no software do equipamento. Verificar se houve amplificagdo das amostras e

controles, analisando a “Amplification plot” ou “Multicomponent plot”.

b. Clicar em “Analysis settings”. Na janela “Ct settings” modificar os parametros

de CT threshold e Baseline. Para cada alvo (CYP2D6 ¢ RNAse P), desmarcar a

opgao “Auto Threshold” e configurar o CT threshold para 0.2. Para cada alvo,

deixar selecionada a op¢do Automatic Baseline. Clicar em “Apply Analysis

settings” para aplicar as novas configuracdes.
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Experi

FrLCA B, o) i & ()
@ Analysis Settings For Platel2_CNV_CYP2DE_23012019
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c. Voltar a tela principal. Selecionar todos os pogos. Clicar em “Export”
d. Najanela de “Export properties”, selecionar apenas a opcao “Results”. Em “File
type”. Selecionar a opgao (*.txt). Selecionar também um local para o arquivo

“txt” exportado, em “Export file location”.

& bport Uata ES

u Select the lype of dala to 2xporl, selaci whether to zeport one file or separats files, then snter expor file properties. (Optional) Click Customise Exporf” to change e export
Tormat and 10 select fields o export Glick "Stan Export” o expon your data L]

Export Properties | Custoriiss Export |

Clgample Satup | FlResus |

RawData Mutheampanent Dtz
1. Sslect data to sxport a = e
] #mpiin cztion Data

2. Selectone fle or separate files: \Dne Flie . i Select to export all data in one fle or in separate fles for each data fype.
3. Enter exportfile properiies: |

ExporiFila Nams:  |Plaiel2 CNV_CYP2DE 23012018 _dats

Export Fila Locafion: |C:\igaiad Biosystems\TE00wsE a1 mants | Browse

[7] Open fiz(z)wnen expart |5 complete

e. Na janela “Customise export”, buscar a op¢ao “Field Separator” = marcar a
op¢dao Commas.

f. Clicar em “Start Export”. Verificar se o arquivo “.txt” foi gerado. Fechar o
software do aparelho.

g.  Apos estes procedimentos, a andlise de CNV serd feita utilizando o software

CopyCaller, disponivel para download no site da empresa Thermofisher
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9. REFERENCIAS

= Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-time PCR System. Genotyping Experiments.
Part Number 4387784. Revision C. Applied Biosystems. Thermo Fisher Scientific.

= Tagman® Copy Number Assays. User Guide. Publication 4397425. Revision E.
Applied Biosystems. Thermo Fisher Scientific



10. APENDICE

Tabela 1 - Polimorfismos CYP2D6, alelos inferidos e atividade enzimatica estimada.

Alelo i Duplicaggo  Atividade
Posigao do nucleotideo no gene CYP26
CYP2D& CYP2D6  enzimatica
-1584 31 100 1023 1846 2549 2615 2850 2988 3183 4180

"1 c G c C G A A c G G G - Normal
=2 G G c c G A A T G G c - Normal
3 c G c Cc G Del A c G G G - Nula
4 c G T c A A A c G G c - Nula
5 - - - - - - - - - - - - Mula
B c G c Cc G A Del c G G G - Diminulda
*10 c G T c G A A c G G c - Diminulda
"7 c G c T G A A T G G c - Diminulda
*29 c G c c G A A T G A c - Diminulda
*34 c G c c G A A T G G G - ND

*35 G A c Cc G A A T G G c - Normal
*39 c G c c G A A c G G c - Normal
*41 c G Cc c G A A T A G c - Diminulda
“1x c G c c G A A c G G G + Aumentada
*2x ciG G c c G A A T G G c + Aumentada
“4x c G T c A A A c G G c + Nula

*17x c G c T G A A T G G c + ND

*3x G A c Cc G A A T G G c + Aumentada

*nucleotideos em negrito sio polimérficos

** ND — nao definido
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Quadro 1 — Polimorfismos CYP2C19
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Polimorfismo SNP ID Tipo Alelos Localizagéo Contexto VIC/FAM
A/G, Transition . , TTCCCACTATCATTGATTATTTCCCIA/G]
681G>A 54244285 Substitution 2 Chr.10:94781859 GGAACCCATAACAAATTACTTAAAA
Quadro 2 — Polimorfismo CYP3A4
Polimorfismo SNP ID Tipo Alelos Localizacéo Contexto VIC/FAM
C/T, Transition . , TAAAATCTATTAAATCGCCTCTCTC[C/T]
-392A>G | 152740574 Substitution 1B Chr.7:99784473 TGCCCTTGTCTCTATGGCTGTCCTC
Quadro 3 — Polimorfismos CYP2D6
Polimorfismo SNP ID Tipo Alelos Localizagdo Contexto VIC/FAM
T/ . ' GGCTGGGCTGGGTCCCAGGTCATCCIT/]
2549delA | rs35742686 | | oo ion/Deletion 3 Chr.22:42128242 GTGCTCAGTTAGCAGCTCATCCAGC
A/G, Transition *4 o * ) CCGGGCAGTGGCAGGGGGCCTGGTG[A/G]
100C>T | rs1065852 Substitution 4e*10 Chr.22:42130692 GTAGCGTGCAGCCCAGCGTTGGCGC
C/T, Transition N ' AGACCGTTGGGGCGAAAGGGGCGTCICT]
1846G>A | 53892097 Substitution 4 Chr.22:42128945 TGGGGGTGGGAGATGCGGGTAAGGG
C/G, Transversion *2,*4,*10, *17, ) AGCACAAAGCTCATAGGGGGATGGG[C/G]
4180G>C | rs1135840 Substitution x0g, %35, *3g e *41 | CM-22:42126611 TCACCAGGAAAGCAAAGACACCATG
C/T, Transition N _ TTCATGGGCCCCCGCCTGTACCCTTIC/T]
2988G>A | rs28371725 Substitution a1 Chr.22:42127803 CTCCCTCGGCCCCTGCACTGTTTCC
C/T, Transition N _ TCTGGTCGCCGCACCTGCCCTATCA[CIT]
3183G>A | rs59421388 Substitution 29 Chr.22:42127608 GTCGTCGATCTCCTGTTGGACACGG
G/C, Transversion % - . TAATTTTGTATTTTTTGTAGAGACC[GI/C]
-1584C>G | 1080985 Substitution 2,*35e™41 Chr.22:42132375 GGTTCTTCCAAGTTGTCCAGGCTGG
2615 _2617del CTT/- N _ CCCCACCGTGGCAGCCACTCTCAC[CTTA
AAG rs5030656 | | certion/Deletion 9 Chr.22:42128175 CTCCATCTCTGCCAGGAAGGCCTC
NP 60253 CIT, Transition v v 222130761 AGGAGCAGGAAGATGGCCACTATCAICITL

Substitution

GGCCAGGGGCACCAGTGCTTCTAGC
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G/A, Transition

ACGCGGCCCGAAACCCAGGATCTGG[G/A]

* .
1023C>T | 1528371706 Substitution 17 Chr.22:42129770 TGATGGGCACAGGCGGGCGGTCGGC
AIG, Transition | *2, *17, *34, %29, _ GAGAACAGGTCAGCCACCACTATGC[A/G]
2850C>T | rs16947 Substitution %35, & *41 Chr.22:42127941 CAGGTTCTCATCATTGAAGCTGCTC




7.1.6 POP para Andlise de gendtipos de CYP2D6 no ambiente R

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
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1. OBJETIVOS

Descrever o procedimento para determinagdo de haplétipos e predi¢ao de fendtipo a partir

do genoétipo de CYP2D6.

2. DEFINICOES

e Alelo: Uma de duas ou mais formas alternativas de um gene que afetam a mesma
caracteristica de modo diferente.

e Alelo estrela (*): ¢ definido por variacdes de sequéncias especificas dentro do locus do
gene.

e Variacdao no numero de copias (CNV): um segmento de DNA em que um numero variavel
daquele segmento tem sido encontrado.

e Haplodtipo: uma série de alelos encontrados em um locus ligado em um cromossomo.

e Diplétipo: E a combinacio especifica dos dois haplétipos.

e Gendtipo: € a constitui¢ao genética de um individuo proveniente de ancestrais comuns.

e Fendtipo: ¢ o produto direto da informacdao proveniente no DNA, representa formas
alternativas de expressdao de um mesmo carater que pode ser controlado por um ou varios
genes.

e Score de atividade enzimatica (AS): ferramenta que permite a tradugdo do gen6tipo em uma

medida qualitativa do fenotipo que pode ser utilizada pra predizer a atividade de CYP2D6.

3. APLICACAO

Analise no laboratorio de biologia molecular de amostras relacionadas a pesquisa clinica e

predicdo de fendtipos da enzima CYP2D6.

4. RESPONSABILIDADES

Equipe do laboratdrio de biologia molecular envolvida na realizacdo da analise de CYP2D6.
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5. POP'S RELACIONADOS

e Procedimento para extracdo de DNA de Plasmodium spp. a partir de sangue total,
utilizando o QIAmp DNA kit (Qiagen®) - POP_IPCCB_LB_003_v03D_PT

e Procedimento pararealizacao da genotipagem de SNPs de enzimas do citocromo P450

(CYPs) utilizando sistema TagMan® - POP_IPCCB_LB_044_v01D_PT

6. RECURSOS NECESSARIOS

6.1. Instalar o R e Rstudio

e O R éum software livre para computacéo estatistica e construcéo de graficos que pode ser

baixado e distribuido gratuitamente.

® Como baixar o R para o Windows:
© Para baixar o R para o Windows entre no site do R www.r-project.org
O Clique em CRAN (Comprehensive R Archive Network);
o Escolha o espelho de sua preferéncia (CRAN mirrors);
O Clicar em Windows 95 or later;

O Clicar em base e salve o arquivo do R para Windows. Em seguida, executar o arquivo.

e Como baixar o Rstudio para o Windows:

O Acessar https://www.rstudio.com/products/rstudio/download/preview/
o0 Em Desktop Version - Installers, clicar em Windows 7+;

O Seguir os passos da instalacao.

e Ao instalar o R, apenas as configuracdes minimas para seu funcionamento basico sdo
instaladas (pacotes que vem na instalagao “base”). Para andlise de hapl6tipos de CYP2D6
sera necessario instalar o pacote adicional (packages) denominado Haplo-stats.

e Parainstalar o pacote, deve-se abrir o Rstudio, e na aba “Console” (mostrada na figura a

seguir), digitar o seguinte comando: > install.packages(**haplo.stats™)
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6.2 Determinacdo de diplotipos do gene CYP2D6 utilizando o Haplo-stats (ambiente
R)

e Antes da andlise no R, deve ser preparada uma Tabela em arquivo do Microsoft Excel (com

alelos encontrados pela genotipagem) para ser lida no RStudio, conforme modelo a seguir:
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Arguive Pagina Inicial Inserir Layout da Pagina Farmulas Dados Revisdo Exibicio
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1 :_1584!:>GI I 31G=>A 100C=T 1023C=T 1846G=A 2549delA 2
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L1 5 C G G C C & C G G A A
L2 C C G G C C C C G G A A

As posicdes onde nado foi possivel determinar o alelo pela genotipagem, devem ser
preenchidas na Tabela com “NA” (Nao se aplica).

Salvar a Tabela com alelos no formato de arquivo de texto (.txt).

Abrir o arquivo de texto para modificacdo da referéncia dos SNP (primeira linha). A referéncia
de cada SNP deve estar como no exemplo: “N*1584,1” (que corresponderia ao SNP -

1584C>G). A tabela deve ficar como no modelo a seguir:
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Verificar se ndo estdo sobrando linhas ou colunas a mais no arquivo de texto (colunas apds a

Gltima referéncia de SNP), pois isso pode interferir na leitura da tabela pelo RStudio.
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o Observacdo: Para facilitar este passo, é preferivel utilizar um template de tabela no
formato .txt, onde a primeira linha contendo a referéncia de SNPs ja esteja
configurada. 1sso evita também possiveis erros de leitura da tabela no RStudio.

e Abrir o programa RStudio.
e Selecionar “New file” >> “R script”.

e Colar o Script do quadro a seguir na &rea em branco da aba “Untitled 1*”.

library(haplo.stats)
geno = read.table(file.choose(), head= TRUE, sep = "\t",row.names=NULL)

save.em <- haplo.em(geno, miss.val=c(0, NA),locus.label=c(1584, 31, 100, 1023, 1846,
2549, 2615, 2850, 2988, 3183, 4180))
names(save.em)

save.em
resultado <- summary(save.em)

resultado

write.csv(resultado, file = "resultado.csv" )

e Pararodar o comando desejado, colocar o cursor em qualquer ponto da respectiva linha e

clicar tecla ENTER do computador ou clicar a op¢éo “Run”.
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RStudio
File Edit Code View Plots Session Build Debug Profile Tools Help
O -lemla- b Got ~ Addins =
Q] Untitled1* =
Source onSave | G - Source ~
1 i 3
2 - p(fi (), head= TRUE, sep = "\t",row.names=NULL)
3
4  save.em <- haple.em(geno, miss.val=c(0, wa),locus.label=c(1584, 31, 100, 1023, 1846, 2549, 2615, 2850, 2988, 3183, 4180))
5 names(save.em)
]
7 save.em
8 resultado <=- summaryisave.em)
9 resultado
10 write.csv(resultado, file = "resultado.csv” )
1114 | (Top Level) = R Seript =
Console  Terminal Jobs - ]

e Ao clicar o segundo comando (geno = read.table ...), o programa iré solicitar a escolha da
tabela a ser lida. Localizar o arquivo de texto com a tabela e clicar em ABRIR.

e Verificar se 0 comando foi executado com sucesso. No canto direito da tela devera aparecer a
informacgdo com numero de observacgdes e variaveis da tabela que acabou de ser lida pelo

programa.
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3 Data
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5 hamesisave.em)
T save. en
8 resultado =- sumHary(save.es)
9 resultado _
10  write.csviresultado, file = “resu
Flles  Flots  Packages  Help  Viewsr .
Bl irsts @ u
Mzme
User Library
scepa 141
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Comante  Terminal oty _—
anser 021
¥ou ara to redist = o 8
Type ‘license()' or ‘licence(}’ for distribution details. e -
R iz a collaborative project with many comtribu
Type 'contributors()” Tor sore informaticn an
"citation()” on how To cite R or R packages 1n publications. icased. o
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‘help.starti(d' for an rrwL browser interface to help. Argumar xc
Type 'g(d' o guit m —
thaplo. stats
zad. table(file.choose(), head= TRUE, 5ep = "%t~ ,row.nases=NuLL)
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e Clicar no campo destacado na figura acima. Uma aba “geno” serd aberta onde podera se
verificar se a tabela com alelos foi lida corretamente (observar o nimero de linhas, colunas,

SNPs, quantidade de variaveis). Se corretas as informacoes, retornar para aba “Untitled 1*”.

0 Rstudio
File Edit Code View Plot= Session Buid Debug Profie Tools Help
9 . Gy " Go to fileffundion * Addins -
'] Untited1* o [ Environment  Hisj
Fiter & B T impor
BT MN.1584.2 N3 N.31.2 N.100.1 N1DD.2 N.10231 N.1023.2 MN.1846.1 MN.18456.2 MN.2549.1 MN.2549.2 MN.2615.1 MN.261 ‘,‘.! Glabal Ervironme|
1¢ c G G c :', c A A A A LR
2c G G G c ¢ ¢ A A A 240 E2.
3G G G G L5 G = A A A A
4C G G G C: = G A A A
5C c G G L5 G = A A A A
B G G G C: = A A A A A
1 c G G L5 G = A A A A
g G G G C: = A A A A A Files  Plots  Pac|
9 G G 6 ¢ G 4 A A A A ratal | @ Upe
10 c G G c ¢ ¢ A x A A R e e
. = = s i " . ¥ . 7 Userlibrary
: acepa,.; ACE
A 1 t0 1% nf 3 entrieg 33 tnfal eolmne Cal

e Rodar o terceiro comando (save.em <- haplo.em...), seguido do quarto comando
(names(save.em)) e quinto comando (save.em).
e Apo0s rodar o quinto comando, aparecera a tabela “Haplotypes” com haplotipos e frequéncias

(determinados pelos dados contidos na tabela de alelos) na janela inferior, aba “Console”.
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Point).
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Rodar o sexto comando (resultado <- summary(save.em)) e sétimo comando e (resultado).

Na aba “Console” aparecera a tabela “Subjects: Haplotype Codes and Posterior

Probabilities”, contendo os diplétipos por individuo/amostra e suas probabilidades.

A segunda coluna desta tabela, “Subj..id”, corresponde ao nimero da amostra.

o Observacdo: Uma amostra pode ter mais de uma probabilidade de dipldtipo. Nesse

coeréncia do resultado.

caso, selecionar o dipl6tipo do individuo considerando a probabilidade maior e a

A tabela com os dipl6tipos pode ser copiada para outro tipo de arquivo (Word, Excel, Power
Point).
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geno = read.table(file.choose(), head= TRUE, sep = "\T",row.names=NULL)

save.em <- haplo.em(geno,
names (save. em)

Py save. Sy

miss.val=c(0, NA),locus.label=c(1584, 31, 100, 1023, 1846, 2549, 2615, 2850, 2988, 3183, 4180))

resultado <- summary(save.em)

write.csviresultado, file = "resultado.csv”™ )
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O ultimo comando do script (write.csv(resultado, file = "resultado.csv" )) permite exportar
os resultados da andlise para planilha do Microsoft Excel. Deve-se utilizar a ferramenta de
busca do Windows para acessar o local desta planilha (buscando o arquivo da planilha pelo
nome “resultado.csv”).

6.3 Determinacéo de Alelo Estrela
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e A partir dos haplétipos obtidos pela analise no ambiente R (tabela “Haplotypes™), deve ser
feita a comparacdo dos mesmos com bases de dados/artigos para determinacdo do alelo
estrela correspondente a cada haplotipo.

e Esta comparacdo pode ser feita utilizando as tabelas de SNPs disponiveis no site da
PharmGKB, PharmVar e, no caso de alelos existentes na populagéo brasileira, pode-se
utilizar diretamente a tabela do artigo de Friedrich et al., 2014 (dados da Rede Nacional de
Farmacogenética), que consta nos Apéndices deste POP.

e Apos aidentificacdo do alelo estrela, deve-se determinar o diplétipo de cada individuo (Ex:
Amostra 1 = *1/*2; Amostra 2 = *1/*4, etc) utilizando os dados da tabela “Subjects:
Haplotype Codes and Posterior Probabilities™.

e Ap0s determinacdo dos diplotipos, deve-se seguir para as etapas de predi¢ao do fenétipo de
CYP2D6, utilizando o score de atividade (AS), como descrito nos topicos a seguir.

o Caso se faca determinacdo de CNV (copy number variation) de CYP2D6, as
delecdes, duplicacbes ou multiplicacbes do gene devem ser consideradas da

determinacéo do diplotipo final.

7. PREDICAO DE FENOTIPO A PARTIR DO GENOTIPO

7.1 Variacdo do numero de copias

A predicao de fenotipo é realizada somente apés a determinagdo de diplétipos e
analise da variacdo do nuimero de copias de CYP2D6 conforme descrito no item 8 de

POP_IPCCB_LB_044_v01D_PT.

7.2 Score de atividade enzimatica (AS)

Durante a analise de CYP2D6, é comum utilizar o sistema de score de atividade enzimatica
para predizer o fendtipo a partir do gendtipo. Esse sistema emprega valores aos alelos conforme a

sua atividade enzimatica correspondente (Tabela 1). Os valores podem variar entre os alelos, para
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descobrir qual valor é empregado a um alelo deve-se checar os estudos de Gaedigk et al., 2017 e,

Caudle et al., 2019.

7.2.1 Multiplicagdes

As multiplicagcdes sdo reportadas somente aos alelos *2, *4, *10 e *35.
Observacdo: Se houver outro alelo presente no diplétipo, a multiplicagdo é reportada

ao alelo *1.

Tabela 2. Valores atribuidos aos alelos utilizando o sistema AS.

ATIVIDADE ENZIMATICA VALOR ATRIBUIDO
Aumentada >2.25
Normal 1,25 -2,25
Intermediaria 0,25-1,0
Nao funcional 0

7.2.2 Delecdes

As delegdes devem ser reportadas somente em casos de homozigose.

e Se houver dele¢do, o alelo ¢ substituido por *5 (ndo funcional).

7.3 Célculo de AS

O calculo para a determinagdo de AS ¢ realizado a partir do resultado obtido da
determinagdo de dipldtipos e analise de CNV.
a. Os valores dos alelos presentes no diplotipo de um individuo serdo somados
conforme apresentado na tabela 2;

b. O fenotipo ¢ determinado a partir do valor obtido para o AS.



Tabela 3. Exemplos de determinagdo de AS a partir do gendtipo.
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DIPLOTIPO CNV SOMA AS
*1/%1 2 1+1 2
*2/%2 2 1 1+0 1
*2/%4 2 1+0 1
*1/%10 3 1+0,25+0,25 1,5
*2/%17 3 1+1+0,5 2,5
*4/%4 2 0+0 0

a0 alelo *2 é substituido por *5 (ndo funcional). O diplétipo final seria: *2 /*5.

7.4 Predicéo do fenotipo

Apés o calculo de AS, a predicdo de fen6tipo pode ser realizada conforme descrito na

tabela 3.

Tabela 4. Determinacao de fenétipo a partir do AS.

AS Fenotipo
0 PM (metabolizacdo lenta)
0,25-1,0 IM (metabolizacao intermediaria)
1,25 - 2,25 NM (metabolizacdo normal)
>2,25 UM (metabolizac¢ao ultrarrapida)

8. REFERENCIAS

= Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-time PCR System. Genotyping Experiments.

Part Number 4387784. Revision C. Applied Biosystems. Thermo Fisher Scientific.
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Tabela 1: Determinacio do haplotipo (alelo estrela), de acordo com SNPs encontrados pela genotipagem de CYP2D6. Os

alelos estrela na tabela sdo os principais ja descritos na populacio Brasileira (Fridrich et al., 2013)

Alelo . Duplicaggo  Alividade
Posigdo do nucleotideo no gene CYP26
CYP2D6 CYP2D6  enzimética
-1584 31 100 1023 1846 2549 2615 2850 2988 3183 4180

| C G c c G A A C G G G - MNormal
.2 G G c c G A A T G G c - MNormal
3 C G c c G Del A C G G G - Nula
4 c G T c A A A C G G [0 - Nula
5 - - - - - - - - - - - - Nula
g c G c c G A Del C G G G - Diminuida
10 C G T c G A A c G G c - Diminuida
7 c G c T G A A T G G Cc - Diminuida
*29 C G c c G A A T G A Cc - Diminuida
*34 c G c (i3 G A A T G G G - ND

*35 G A c c G A A T G G (o - Normal
*35 c G c c G A A c G G c - MNormal
*41 C G c c G A A T A G c - Diminuida
x c G C c G A A C G G G + Aumentada
2% CIG G c c G A A T G G c + Aumentada
“dx c G T c A A A C G G cC + Nula

1 Tx C G c T G A A T G G c + ND

*3x G A c c G A A T G G c + Aumentada

*nucleotideos em negrite sao polimarficos

** ND = ndo definido
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Polimorfismo SNPID Tipo Alelos Localizagdo Contexto VIC/FAM
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7.1.7 POP para Ensaio de suscetibilidade de P. vivax, ex vivo.
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1. OBJETIVOS
Descrever os recursos necessarios e etapas do teste de avaliacdo de sensibilidade de P. vivax

a droga, ex vivo.

2. DEFINICOES

e Ensaios ex vivo — testes utilizando cultura de tecidos de um organismo ou micro-organismo
em um ambiente externo com alteracdo minima das condi¢des naturais, para avaliagdo de
algima caracteristica.

e Teste de maturacao de esquizontes - método para avaliar o amadurecimento de estagios
jovens de Plasmodium sp., em esquizontes, frente a alguma condi¢do adversa, como a
presenca de drogas.

e [C50% - Concentragdo de um composto necessaria para reduzir o crescimento de

organismos, em 50%, in vitro.

3. APLICACAO
Analises em laboratério de cultivo de Plasmodium sp., a partir de amostras de P. vivax

coletadas de paciente infectados (apds assinaura de TCLE)

4. RESPONSABILIDADES
Equipe do laboratério de cultivo de Plasmodium sp, envolvida na realizagao de ensaios in

vitro.
5. POP'S RELACIONADOS

e Preparo, coloracdo e leitura da gota espessa para pesquisa de plasmédio -
POP_IPCCB_LAB_001_PT D

6. RECURSOS NECESSARIOS

6.1. Materiais



Placa de Petri

Tubos com anticoagulante Citrato de 4mL
Microtubos eppendorf

Tubos falcon de 15mL

Seringas de 10mL

Fita adesiva

Gazes

La de vidro

Laminas de vidro para microcopia Optica
Pipeta pasteur

Pipeta monocanal de 10uL, 200uL e 1000uL
Pipeta multicanal de 200uL

Pipeta volumetrica de 10mL

Péra

Placa sensibilizada com droga

Recipiente para descarte de liquidos

6.2 Reagentes

Alcool etilico 70%

Hipoclorito de Sédio 5%
Celulose CF11 (Sigma-Aldrich)
Meio McCoy completo

Meio RPMI

Soro AB inativado

Corante Giemsa ou Panotico
Mistura de gases com CO;

6.3. Equipamentos

Cabine de fluxo laminar
Centrifuga

Candle jar

Estufa a 37°
Microscopio optico

7. PROCEDIMENTOS

7.1 Coleta e selecdo da amostra

e Abordar pacientes com diagnostico de P. vivax, com acima de 10.000 parasitas/mm?.
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e Entrevistar o paciente, aplicar TCLE para participagdo do mesmo na pesquisa.
e Coletar amostras de sangue total em tubo com anticoagulante citrato. Manter os tubos em
temperatura de 37°C (estufa) até 0 momento do ensaio.
e Verificar se a amostra esta adequada para o cultivo:
o Fazer um esfregaco em lamina e corar com panético (10 imersbes para cada
corante).
o Observar em microscopio, em objetiva de 100x, verificando se ha predominio de
estagios em anel (>50%).

7.2 Deplecéo de leucocitos

e Realizar limpeza da cabine de fluxo laminar e pipetas utilizando gaze embebida de alcool
etilico 70%.

e Preparar um recipente para descarte de liquidos, contendo hipoclorito de sédio 5%, e uma

sacola para autoclave, para descarte de tubos e ponteiras usadas, ao longo do procedimento.

o Ao final de todo ensaio ex vivo, o descarte de liquidos e de materiais contaminados

deve ser feito de acordo com as normas de biosseguranca laboratério do IPCCB.

e Montar uma coluna de separacdo de células, utilizando o pé de celulose, como se segue:

o Inserir uma pequena porg¢do de I& de vidro dentro de seringa de 10mL, de forma a
cobrir o orificio de saida da seringa).

o Acoplar um tubo falcon de 15mL abaixo da seringa, de forma que o canal de saida
de liquido fique voltado para dentro do tubo falcon. Utilizar uma fita adesiva para
fixar seringa no tubo.

o Colocar a celulose dentro da coluna montada, utilizando a entrada da seringa.
Preencher com o po até a marca de 2-3ml da seringa).

o Deixar a coluna completa sob luz ultra-violeta, por 15 min.

e Centrifugar os tubos com a amostra de P. vivax e também um tubo com amostra controle,

sem malaria (“hemacias sadias”), a 2000 rpm, por 5min.
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e Descartar o plasma sobrenadante dos tubos.

e Lavar os pellets restantes nos tubos com meio de cultura RPMI (adicionando quantidade
corrspondente ao dobro da quantidade de pellet). Centrifugar novamente os tubos a
2000rpm, por 5min. Descartar o sobrenadante de RPMI e repetir este passo.

e Adicionar uma pequena quantidade de RPMI a coluna de celulose, para umidecé-la e
verificar se ela esta passando pelo tampéo de 1& de vidro (caso isso aconteca, serd necessario
refazer a coluna de separacéo).

e Apos retirar dos tubos com AMOSTRA DE P. VIVAX o sobrenadante de RPMI, colocar
novamente o meio em quantidade correspondente ao dobro do pellet, homogeneizar por
inversdo o pellet + RPMI e transferir a mistura do tubo para a coluna com celulose.

o Obs.: Apos retirar o sobrenadante de RPMI dos tubos com HEMACIAS SADIAS,
dividir o pellet em 2 tubos eppendorfs, identifica-los com a sigla “HS” ¢ a data de
coleta. Separar um dos tubos HS para uso no ensaio, e pode-se armazenar 0 outro

tubo a 4°C, para uso em outro ensaio.

e Observar a passagem da amostra de P. vivax pela coluna com celulose, e ap6s algum tempo,
adicionar cerca de 1.5mL de meio RPMI sobre a celulose, para auxiliar na passagem da
amostra pela coluna de separacéo.

o Obs.: O tempo para passagem da amostra pela coluna de separacéo varia entre 1h-
1h30min. Os leucdcitos ficardo retidos na celulose, e o filtrado com hemacias ficara

no tubo falcon da coluna.

e Apo0s a amostra de P. vivax passar completamente pela coluna, deve-se desacoplar o tubo
falcon da mesma, centrifugar o filtrado no tubo falcon por 5min, a 2000 rpm.

e Retirar o0 sobrenadante de RPMI, adicionar mais 2mL de meio RPMI ao pellet,
homogeneizar e centrifugar novamente por 5min, a 2000 rpm.

e Descartar sobrenadante de RPMI.

7.3 Diluicdo do pellet de células com Soro AB inativado e meio McCoy completo
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e Preparar a placa de petri que serd utilizada no ensaio: identificar a base da placa com a sigla
“MAL” e a tampa da placa com a sigla “HS”.

e Transferir o pellet da amostra de P. vivax para outro tubo falcon de 15mL. Pipetar 1200uL
de pellet + 800uL de Soro AB inativado. Homogeneizar com a pipeta.

e Emum tubo eppendorf, adiconar 120uL de pellet do tubo HS + 80pl de Soro AB inativado.
Homogeneizar com a pipeta.

e Pipetar primeiramente 19mL de meio McCoy completo na base da placa “MAL”. Em
seguida pipetar 1 mL da amostra de P. vivax com soro AB na placa, homogeneizando
delicadamente com a pipeta.

e Na tampa da placa “HS”, pipetar primeiramente 1,9 mL de meio McCoy completo. Em
seqguida pipetar 0,1mL do pellet HS com soro AB na tampa, homogeneizando

delicadamente com a pipeta.

7.4 Teste de maturacdo de esquizontes

e Retirar a placa sensibilizada com as drogas (ver o exemplo do Apéndice 9.1), armazenada
a 4°C ou 20°C.

e Usando pipeta multicanal, pipetar 200 uL do conteudo da placa “MAL” nas colunas 1 a 11
da placa sensibilizada com droga.

e Usando pipeta monocanal, pipetar 200uL do conteudo da placa “HS”, em cada pogo da
coluna 12 da placa sensibilizada com droga (controle negativo do ensaio).

e Fechar a placa sensibilizada, que agora contém drogas + amostras de P. vivax e controle.

e Incubar com gas e em ambiente hipdxico (candle jar), na temperatura de 37°C (estufa), por
no maximo de 42hs. O tempo pode variar dependendo do nivel de maturacdo dos anéis em
esquizontes.

e Verificar a maturacdo de esquizontes nos tempos de 24h e 48h, interrompendo a incubagéo;
deve-se deixar a placa em repouso na posi¢do semivertical, pipetar 5uL-10uL do pellet de
qualquer pogo da coluna 11 em Iamina, confeccionar uma gota espessa ou esfregaco para

avaliagdo microscopica da porcentagem de estagios.
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o Obs.: pode-se interromper definitivamente a incubacdo e o ensaio quando a

porcentagem de esquizontes for > 40%.

e Apos o periodo total de 42h (ou o necessario para maturacdo das formas em 40%), retirar a
placa da incubacdo, deixar a placa em repouso na posicdo semivertical, pipetar os pellets
de todos pocos em laminas para confeccionar esfregacos (10uL de pellet) ou gotas espessas
(5uL). Fazer quatro esfregacos/gotas por lamina (correspondente as réplicas de cada
diluicdo de droga), ver POP_IPCCB_LAB_001_PT _D.

e Corar as laminas com Panotico ou Giemsa (POP_IPCCB_LAB_001_PT_D)

e Armazenar as laminas em caixa apropriada, com silica-gel.

7.5 Determinacéo de 1C50%

e ApOs a leitura das laminas por microscopia, deve-se registrar as contagens em planilha do

Microsoft excel.

e Inserir a quantidade de esquizontes encontrada em cada diluicdo de droga, além das
concentracdes de droga utilizadas no ensaio, na plataforma online ICEstimator v 1.2. O

software calculara os valores de IC50% para a droga utilizada.

8. REFERENCIAS

» [CEstimator. Disponivel em: http://www.antimalarial-icestimator.net/

=  World Health Organization. 2001. In vitro micro-test (Mark III) for the assessment of
the response of Plasmodium falciparum to chloroquine, mefloquine, quinine,
amodiaquine, sulfadoxine/pyrimethamine and artemisinin. World Health Organization,

Geneva, Switzerland.


http://www.antimalarial-icestimator.net/

9. APENDICES

9.1 Modelo de placa sensibilizada com diferentes concentracdes (ng/ul) de CQ e DCQ.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 1000| 500 250 125| 62,5| 31,2| 15,6 7,8 39| 195 CN HS
B | 1000 500 250 125| 62,5 31,2| 15,6 7,8 39| 195 CN HS
C | 1000| 500 250 125| 62,5| 31,2| 15,6 7,8 39| 195 CN HS
D | 1000| 500 250 125| 62,5| 31,2| 15,6 7,8 39| 195 CN HS
E | 1000 500 250 125| 62,5 31,2| 15,6 7,8 39| 195 CN HS
F | 1000, 500 250 125| 62,5| 31,2| 15,6 7,8 39| 195 CN HS
G | 1000, 500 250 125| 62,5| 31,2| 15,6 7,8 39| 195 CN HS
H | 1000] 500 250 125| 62,5| 31,2| 15,6 7,8 39| 195 CN HS

Colunas 1 a 10, de A a D — pocos com Cloroquina

Colunas 1 a 10, de E a F — pocos com Desetilcloroquina
CN - poco para controle negativo (amostra de P. vivax,

sem droga)

HS — poco controle com Hemacias sadias




7.2 DOCUMENTOS DE PARECER DO COMITE DE ETICA E PESQUISA

7.2.1 PARECER DO CEP sobre o projeto “COASURCAM”

s .’ FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL i . \x.!
) *“Doutor Heiter Vicira Doarade™ Wt b
e, COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS-CEP \'_""':/

OB AN
AR e e

PARECER N° 2064-CEP/FMT-HVD
Registro CEP: Protocolo N°426/2011-CEP/FMT-AM

CAAE - 0002.0.114.000-11

Projeto de Pesguisa: “Um estudo randomizado comparativo para avaliar a eficicia e
1olerabifidade de ratamento esquizonticidas sanguineos com artesunato amodiaguing
whintrop®/coarsucam’™ (ASAQ) versus cloroquina (CQ) para malaria ndo complicada por
monoinfecgio de plasmodium vivox”™

Pesquisador Responsavel: Marcus Vinicius Guimaraes de Lacerda

Instituicio Proponente: Fundac3o de Medicina Tropical “Doutor Heitor Vieira Dourado™.
Instituicio Co-Participante: Nio se aplica

Area Tematica Espedal: Novos farmacos, com cooperacio estrangeira.

Patrocinador: Sanof Aventss Farmacéutica Lida

Registro para armazenamento de material Bioldgico humano: Nio.

Ao se proceder a andlise da proposta de emenda do projeto de pesquisa em questdo, o
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundacio de Medicina Tropical "Doutor
Heitor Vieira Dourado” - CEP/FMT-HVD, em sessio ordindria do dia 16 de setembro de 2011 &
de acordo com as atribuigdes definidas na Resolugio CNS 196/96 e suas complementares,
manifesta-se favordvel 3 aprovacdo do protocolo. Fica informado o pesquisador, que ao
tomar conhecimento dessa decisdo, © mesmo terd o prazo de 6 (seis) meses para apresentar
relatério parcial do estudo 3o CEP (mod. Relatdrio proposto pefa CONEP), em atendimento &
Resolugiio CNS n® 251/97, II1.2"h", bem como atentar 30 cumprimento as dernais alineas
desse mesmo item, que compdem o rol de suas responsabilidades no estudo.

Situagdo do Protocolo: APROVADO

Manaus, 16 de setembro de 2011,

Ao

Francisco Nailzon Santos Pinto
Coordenador do CEP/FMT-HVD
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7.2.2 - PARECER DO CEP sobre o projeto “FENOTIPAGEM DE CYPs NA MALARIA

VIVAX”

FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITCR VIEIRA kw
DOURADO {(FMT-HVD))
PARECER COMSUBSTANCIADC DO CEP

DADCE DD FROJETD DE FEEG@ILISA

Thsio da Pecqeiea: mpech da makira: por Poylvax no metaboiizma de medicamenios
Pecgulcador: Woesion Mamceo Monbein

Arex Tematioa:

Varslo: 2

CAAE: 4537TE315.2.0000.0005

imciftulpSo Proponemts: Dinttora e Ensing & Pesguisa - DENFE

Patrooinador Pricipal: MINTZTERID DA CIENGCIA, TECNOLOGIA E INOWVACAD
Furdagiio de Amparo 4 Pesquisa oo Estedo do Amazonas - FAFEAM

DADCE 00 PARECER

Hamaro do Pansgesr: 1,125 250
Dexia da Aedatoria: 13082015

Aprecentagdo do Projeto:
comfarme parscer 1.104.528, de 22052045,

DEjetivo e Pacguica:
conforme parscer #1.104.825, ge 294052015,

Avaiflagho doo Risoos & Benaficion:
comfamme parscer 1 104.829, de 22052045,
Comantarios & Conclderagies cobne 2 Fecguica:
comume parscer 1,104,825, de 2052045,

Consldaragbes cobre oo Termos e aprecantagdc obrigabsria:
o pEsquUisador RETponSivel apnesenta Rovo TCLE devidaments nevisado, Dortorme desorio abaixo.

Fesomendagles:
pdo 5= aphca

Conslucdes ou Pendénoia o Licia de Inadequagbec:
LIITA D= PENDENCIAS:

1} oz paricicantes da pesouisa s&o nformecdes que dever chegar em jsjum de Shpem 2 colels de

fi. P T =
Babrra: O Pl CEM:  mgpsooin

ur s Benicipio:  RANALL

Talsfoew:  (IIETIT-3ET2 Fan: (ERIIIF-ETD [ " e p——

g 17 e O



FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA W mp
DOURADO ((FMT-HVD))
[y TR VR s e e

sangue nos dias B e 42 o profocolo do estudo informa gue lodos devem receber allmentaglio (cate da
rmanhd) padronizada. sntretanto, Ro TCLE ndo consta essa informacio. ha apenas o regisiro de q os
parfcipantss deverSo s= allmengar & receberdo ajuda de custo para lsso. solidtarse esclarecimento.
REBFOETA: o TCLE fol revisado conmformme solckado, sendo scresceniads a seguime Inmu;h: “WiaC
receberd 0 seu e Cx% da manh preparado no proprio Bospital, 2 h apas bomar os medicamentos. "
COMENTARIC: FEMDEMC 1A ATERDIDA.

Z1no TCLE {sexio pardgrafo), Fd Informaclio de que a medicagio dextromeforfano pode causar sonol&ncla.
@credRo g por =mo de dnlt!;h 3 frase "por lsso vock dever fager abividades como dingir duranke sgusie
dia” saku emada. solcka-se comecio.

REERIETA: o TCLE fol revisado conforme solchado, sendo acresceniada 3 s=gulme Infm'mul;iu: "o
deytmmetorians pode dar U pouco de sono, por isso ool NAD devera fazer atividades como dirigir
durante aquele dia*

COMENTARID: PEMDEMC LA ATENDIDA.

) airda guanto a eshe em, nota-se que os parfdpantes chagards ao senvigo &m jejum, fardo uso de
mesdicacio que pode dar sonciEnda e serSo posteriormente almentsdos [7). solicka-se esclanscimento
sobre medidas de rled..l-;!ud-: rison de acideni=s durante periodo de permandncia dos participanies na

InsStulgic (p. =x. permanéncia na enfermiara de pesguisa dinica ou no hospitai-dia, onde serio
devidamenie obsenvados & almenados.

REZPOETAC o TCLE fol revisado conforme solcitado, sendo acrescentada a seguings informagio: “Durante
a sua permardnca no hospital, desde o momengo em que fomar o medicamenio, até o cafd da manhl,
assim oomo em iodos os demals momenios, wooR permanecerd na snfermaria de pesguisa clinkca ou no
Fecspi@mb-da, cnde serd devidameme observado & allmenEde.”

COMENTARIC: PEMDEMC 1A ATENDIDA

Estando atendides ndas as pendéncizs conforme describy ackma, sou de panscer Svordvel 8 AFROVACRD
do referido protoooio.

Erdarspo: Ay Pedc Teosrs, 25

Badrro: O Padrez | CEPF: goO4comm
ur A Hunicipin:  BANSUE
Telmlona  CIRTIF.3ET2 Fas: FEQTIT-IETT E-mnail: cesdm ET gov

g 7 i
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FUNDACAQ DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA w
DOURADO ({FMT-HVD))
Caminasgh s 5 P 11 MU0

Euapdo oo Fansosr:

Aprovans

Meoeciia Spraciagdo da COMEP:

Lo

Consideregies Finale a orttéric do CEF:

O presenbe projetn esis APROWVADD & o5 interessados ficam informadios de apmeseniar a esie CEP os
rElMSrios pArTiis B final do Echudo, Corforme prewt 3 Recoiucln CMNE pt 45521012, utitrands O Tormedaro
de Aoteim para Redatdne PaclalFinal de sstodos cilnloos: Unicéntices = Mulicéntricos, propsosho pefa
COBEP em nossa home page.

MANALIE, 25 d= Junha de 2015

Broinydo por
Marilalire Marting
[Coordsnadon)

Erdarsge: As Feorn Tsioses, 22

Badire: 0. Meded CEP: mgoasuoim

L A EMenicipho  BARNS 0T

Tustona: BRETIT-3ET3 Fax  @XSII-ETI Email: oeiftiar gowdr

#hgiinh 1 i S
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7.2.3 - PARECER DO CEP sobre o projeto “RCQ”

FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA ‘€ QBrocg o me
DOURADO ((FMT-HVD))

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CLOROQUINA EM ASSOCIACAQ A PRIMAQUINA NO TRATAMENTO DA MALARIA
VIVAX: BUSCA DE BIOMARCADORES PARA DETECCAO DE RESISTENCIA
CLINICA A CLOROQUINA

Pesquisador: Gisely Cardoso de Melo

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 44505015.4.0000.0005

Instituigdo Proponente: Diretoria de Ensino e Pesquisa - DENPE

Patrocinador Principal: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas - FAPEAM

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.074.306
Data da Relatoria: 08/05/2015

Apresentacao do Projeto:

Trata-se do Projeto sob CAAE : 44605015.4.0000.0005, intitulado "CLOROQUINA EM ASSOCIAGCAO A
PRIMAQUINA NO TRATAMENTO DA MALARIA VIVAX: BUSCA DE BIOMARCADORES PARA
DETECCAO DE RESISTENCIA CLINICA A CLOROQUINA ! sob a responsabilidade da pesquisadora Gisely
Cardoso de Melo, que pretende lancar luz a compreens3o dos mecanismos de resisténcia a cloroguina &
importante no entendimento da acio das drogas e na descoberta de biomarcadores que sirvam como uma
ferramenta no diagndstico e na epidemiologia molecular da resisténcia do parasito aos antimaldricos. Os
biomarcadores inovaderas, tais como a expressdo de genes

relacionados com a provavel resisténcia da droga pede ser utilizado na pratica clinica para a monitorizacéo
da eficacia do tratamento, para o

diagndstico ou para prever o prognéstico. O objetivo deste trabalho serd avaliar a eficacia do esguema
terapéutico cleroquina em associacdo a

primaguina e buscar biomarcadores para detecc3o de resisténcia clinica a cloroguina nos pacientes com
malaria vivax sem complicacbes atendidos

na Fundacio de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado. Sera realizado estudo do tipo ensaio clinico
com pacientes com malaria por P. vivax.

Enderego: Av. Pedro Teixeira, 25

Bairro: D. Pedro | CEP: &E.040-000
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (p3)7127-3572 Fax: [82)2127-3572 E-mail: cep@fmtam gov.br
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA ¢ W"‘“
DOURADO ((FMT-HVD))

Continuage do Parecer. 1.074.305

Serdo realizados os seguintes procedimentos: gota espessa pela técnica de Walker, hemograma, exames
bioguimicos, PCR para confirmacao da

especie de plasmadio, RT-PCR para analisar a expresséo génica,

METODOLOGIA

O estudo incluird pacientes com malaria por P. vivax de ambos os sexos, maiores de 18 anos, temperatura
axilar 37,5 © C ou historia de febre nas

tltimas 45 horas, densidade parasitaria superior a 0,02% com predominio de estagio em anel (50,0% dos
estagios totais presentes), mediante a

assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido. Os doentes recebero tratamento supervisionado
com 25 mg / kg de fosfato de CQ ao

longo de um periodo de 3 dias (10 mg { kg nos dias 0 e 7.5 mg / kg nos dias 1 e 2) associados com
primaquina 0,5 mg/kg por 7 dias. Os pacientes

serao avaliados nos dias 0, 1, 2, 3,45,7, 14,21,28,35 e 42 e, se eles se sentirem doentes, em gualquer
momento durante o periodo de

acompanhamento. Em cada visita, sera realizada gota espessa pelo método de coloracio de Walker (15) e
hemograma completo. Ma admiss&o

(D0}, sera coletado sangue para realizacao de teste de susceptibilidade ex vivo, deteccie molecular (18),
microssatelite se para armazenamento de

RNA e para determinacio de niveis plasmaticos de CQ e desetilcloroguina (DCQ) por cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC) Mo dia dia da

resisténcia (DR), sera coletado sangue para diagndstico molecular, para armazenamento de RNA,
microssatelites e para determinacdo de niveis

plasmaticos de CQ e desetilcloroquina (DCQ) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (17). As
amostras serdo processadas dentro de 6

horas apos a coleta e em seguida serdo depletados os leucdcitos por meio de fibras de celulose (18),
cultivados na presenca de entre 8-514 ng / mL

de difosfato de cloroquina (19). Depois de 42 horas de cultivo, 200 uL da mistura do meio com sangue de
cada poco sera misturado e 20 ul de cada

poco sera dispensado em um tubo de fundo curvo e coradas com 2 ul de Dihidroetidio e 5 uL de SYBR
Green (diluidas com 63 ulL de PBS) e

incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente. Durante o tempo de coloraciio. A reacdo sera
interrompida apés 20 minutos com a adicio de 400

uL de PBS e sera armazenado em gelo até a realizacéo da citometria de fluxo (20). A proporcéo de

Enderego: Av. Pedro Teideira, 25

Bairro: D. Pedmo | CEP: 30.040-000
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (g2)2127-3572 Fax: (B2)2127-3572 E-mail: cep@fmtam govbr
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FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA € 2 Rlotaforma
DOURADO ((FMT-HVD))

Continuagio do Parecer 1.074.308

maturacdo de esquizontes em cada

concentracdo do farmaco sera calculo pelo estimulador de indice inibitério (IC) (http:/i'www_antimalarial-
icestimator_net/Methodlintro_htm) e a IC50 calculados por anilise de regressdo ndo-linear (21, 22) As
reacbes de amplificacdo do RMA sera realizadas utilizando SYBR Green PCR Master Mix

(Applied Biosystems) e 45 ng de cDMNA de cada amostra.

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Primario:

Awvaliar a eficacia do esquema terapéutico cloroguina em associacdo a primaquina e buscar biomarcadores
para deteccdo de resisténcia clinica a

cloroquina nos pacientes com malaria vivax sem complicactes atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical
Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD).

Objetivo Secundario:

Estimar as falhas terapéuticas ao término do seguimento clinico-parasitolagico;verificar a taxa real de
recorréncia parasitaria pela PCR ao término do

seguimento clinico-parasitologico; determinar e comparar as concentracbes sanguineas de cloroquina e
desetilcloroguina em pacientes com ou sem

falhas terapéuticas; avaliar a utilizacdo de microssatélites de P. vivax para distinguir resisténcia, reinfeccoes
e recaidas durante a avaliacdo da

resposta terapéutica; validar a expressdo dos genes pvcri-o e pyvmdr1 come biomarcador de resisténcia a
cloroguina in vivo e ex vivo; determinar o

numero de copias em amostras resistentes e sensiveis a cloroquina; verificar mutacao em regiao promotora
em amostras resistentes e sensiveis a

clorogquina;verificar se existe concordincia entre resisténcia a cloroquina in vivo e ex vivo; padronizar a
citometria de fluxo para avaliar sensibilidade

a antimalaricos para P. vivax.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Toda pesquisa com seres humanos envolve risco em tipos e gradacdes variados de acorde com a resolucao
CNS 466/2012. Como este projeto

utilizara pacientes provenientes da FMT-HVD, o possivel risco envolvido na pesquisa seria a divulgacio de
informacdes pessoais e de salde dos

participantes da pesquisa, e para evitar esse problema, os paricipantes da pesquisa serao

Enderego: Aw. Pedro Teixeirs, 25

Bairro: D Pedro | CEP: 89.040-000
UF: aM Municipio: MAMAUS
Telefone: [9212127-3572 Fax: (S2)j2127-3572 E-mail: cep@fmtam.gov.br

Pégira 03 de 05
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA GR8ramd -
DOURADO ((FMT-HVD))
Continuagic do Parecer 1074 308

identificados com codigos. Os nomes e todas as

informagdes obtidas serdo utilizados apenas pelo investigador principal

Beneficios:

O beneficio em estar participando deste estudo serd um aumento de informacdes sobre os genes
relacionados a resisténcia do P. vivax a

cloroquina, mas ndo serd pago nem receberd incentivo financeiro durante o acompanhamento.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O presente projeto mostra-se de grande relevancia pois pretende lancar luz ao entendimento do mecanismo
de resisténcia de determinados gens ao tratamento preconizado na maldria. Especialmente na busca de
biomarcadores Traz como hipdtese:

A expressao génica de pvmdr1 e pvcrt-o serd maior em amostras resistentes a cloroquina tanto in vitro e in
vive, podendo ser usado como

biomarcador para prognostico de resistencia a doroquina.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O projeto apresentou todos os itens obrigatdrios de acordo com a resolugdo CNS 466/

Folha de Rosto folha rosto .

TCLE - Modelo de Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido

Dedlaragdes Diversas como as cartas anuéncia

Termo de assentimento

Projeto Detalhado

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Por considerar o projeto apresentado em consonéncia com as exigéncias élicas solicitadas considero o
projeto, SMJ , APROVADO

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

MNao

Considera¢bes Finais a critério do CEP:

O presente projeto estda APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatdrios parciais e final do estudo, conforme prevé a Resolugio CNS n® 466/2012, utilizando

Enderego: Av. Pedro Teomeira. 25

Bairro: D Pedro | CEP: 00 040-000
UF: AM Municipio: MAMAUS
Telefone: (02)2127-3572 Fax: {02)2127-3672 E-mail: cep@fmiam govbr
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA ‘G R8rarl
DOURADO ((FMT-HVD))

Continuacio do Parecer 1.074.306

o formuldrio de Roteiro para Relatério Parcial/Final de estudos clinicos Unicéntricos e Multicéntricos,

proposto pela CONEP em nossa home page.

MANAUS, 22 de Maio de 2015

Assinado por:
Marilaine Martins
(Coordenador)
Enderego: Av. Pedro Tebceira, 25
Bairro: D Pedro | CEP: 50 .040-000

UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (g2)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cep@mt am.gov.br
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7.3 TERMOS DE CONSENTIMENTO E ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
7.3.1 TCLE aplicado no projeto “FENOTIPAGEM DE CYPs NA MALARIA VIVAX”

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa chamada “Impacto da malaria por P.
vivax no metabolismo de medicamentos”, porque vocé esta doente de malaria. O Dr. Wuelton Marcelo
Monteiro € a pessoa responsavel pelo estudo.

Nesta pesquisa estamos buscando entender se a malaria influencia na forma como o nosso
organismo transforma os medicamentos que nés usamos para tratas diversas doencas. Com esse objetivo,
estamos convidando a participar a pacientes doentes de malaria causada pelo parasito chamado
Plasmodium vivax. Se vocé aceitar participar, faremos seu acompanhamento médico e coletaremos sangue
para malaria e sangue e urina para a dosagem de medicamentos. As coletas serao feitas em 3 momentos:

Coleta 1: dia que teve o exame positivo de malaria (5 mL de sangue e uma amostra de urina)

Coleta 2: um dia apés o término do tratamento de malaria (3 mL de sangue e uma amostra de
urina)

Coleta 3: dia 42 apds o exame positivo de malaria (3 mL de sangue e uma amostra de urina)

Vocé sera acompanhado através de visitas programadas para os dias 8 e 42 para verificar se vocé

melhorou da malaria e para as coletas 2 e 3.

As trés etapas do projeto requerem a sua permanéncia no hospital, sem precisar se internar, por
periodo de 4 horas, a partir das 7:30 da manha. Vocé deveréa estar em jejum de, pelo menos, 8 horas, nas
suas visitas do dia 8 e 42. Durante sua permanéncia na unidade de estudo, serdo efetuados os seguintes
procedimentos: 1. vocé esvaziara a bexiga e toda a sua urina sera coletada. 2. coleta de sangue de veia
do braco, conforme explicado acima. 3. administracéo oral de omeprazol (20 mg) e dextrometorfano (30
mg). 4. Vocé receberd o seu de café da manha preparado no préprio hospital, 2 h apds tomar os
medicamentos. 5. Coleta de amostra de sangue (3 ml) 3 h apds tomar os medicamentos. 6. Vocé sera

liberado apds esta coleta das 3h.

Durante esse periodo de tempo, vocé sera acompanhado por médicos e enfermeiros que te dardo
todo o atendimento necessario. Esses medicamentos sdo muito seguros e sdo poucos os efeitos ruins
deles. O dextrometorfano pode dar um pouco de sono, por isso vocé NAO devera fazer atividades como
dirigir durante aquele dia. E a dosagem desses medicamentos no seu sangue e urina que mostrardo como
a malaria influencia na transformacdo o que os remédios sofrem no nosso corpo. Durante a sua
permanéncia no hospital, desde o momento em que tomar o medicamento, até o café da manha, assim

como em todos os demais momentos, vocé permanecera na enfermaria de pesquisa clinica ou no hospital-
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dia, onde sera devidamente observado e alimentado.

A identificacdo das amostras de sangue e urina sera feita por codigos para evitar que as pessoas
tenham informacdo sobre seus exames. Apenas os pesquisadores poderdo ter essa informagdo. Em
nenhum momento vocé sera identificado, mesmo quando os resultados do estudo forem divulgados. Vocé
ndo gastara nem ganhara dinheiro por participar na pesquisa, pois nos seus retornos para as coletas 2 e 3
vocés recebera o dinheiro do transporte e alimentacao daquele dia.

Vocé podera sentir alguma dor pela coleta de amostra de sangue na veia do braco. Mas qualquer
dor deve durar apenas alguns instantes. Existe um risco pequeno de infeccdo onde o sangue for coletado,
mas qualquer infeccdo sera monitorada e tratada pela equipe médica. A amostra de sangue colhida é
pequena e ndo representa risco a sua saude. Os pesquisadores do estudo contatara vocé para lembrar a

data da segunda coleta.

Como beneficios, vocé estara contribuindo para o conhecimento do efeito da maléaria na
transformacao que os medicamentos tem no nosso organismo. O restante do material que nédo for utilizado
no estudo sera descartado de acordo com as regras para ndo poluir o meio ambiente nem contaminar as
pessoas. Vocé é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo. Se
vocé tiver algum dano decorrente deste projeto, vocé terd direito a indenizacdo. Se vocé tiver alguma
pergunta ou duvida sobre esse estudo, procure um de nossos pesquisadores para que eles possam tirar
sua davida. Vocé podera também fazer contato com o Dr. Wuelton Marcelo Monteiro, responsavel pelo
projeto, na Fundacédo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, em Manaus (de segunda a sexta
feira, das 8 as 12 horas e das 14 as 18 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone
(92) 99165 2486 (qualquer dia e horario).

O Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Fundac&o de Medicina Tropical Dr. Heitor
Vieira Dourado também podera prestar esclarecimentos ou receber qualquer reclamagéo a respeito desta
pesquisa, em Manaus (de segunda a sexta feira, das 9 as 14 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom
Pedro) ou pelo telefone (92) 2127 3572 (de segunda a sexta feira, das 9 as 14 horas).

Este Termo de Consentimento foi elaborado em duas vias iguais, sendo que uma via assinada
ficara guardada com o pesquisador responsével e a outra com voceé.

Eu entendi o que me foi explicado e aceito participar da pesquisa.

(Assinatura do participante da pesquisa)

Manaus, de de

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria 0 assentimento deste individuo para a participagdo no
estudo.
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7.3.2 TCLE aplicado no projeto “RCQ”

Termo de consentimento livre esclarecido - TCLE

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa: Cloroquina em associacao
a primaquina no tratamento da malaria vivax: busca de biomarcadores para deteccéo de
resisténcia clinica a cloroquina. Este estudo tem o objetivo de fazer uma avaliagdo continua
do efeito dos medicamentos que s3o utilizados para tratar a malana no municipio que vocé
reside. O principal beneficio em participar desse estudo & saber se os medicamentos utilizados
para malaria estio sendo capazes de curar a doenca ou se o parasito j3 apresenta resisténcia

ao remédio utilizado e como ocorre essa resisténcia.

Vocé, ou a pessoa pela qual & responsavel, sera tratado para malana com o mesmo
medicamento que esta sendo usadoe pelo servico de sadde de seu municipio para o tratamento
dessa doenca. Com a sua autorizac3o iniciaremos um acompanhamento do tratamento no 17,
2° 3% 7° 14° 21° 28%e 42°. As visitas de acompanhamento serfo feitas por um profissional da
equipe, o qual ira pedir informagbes sobre o seu estado de sadde e coletara sangue da ponta
do dedo para fazer exames laboratonais de controle do tratamento.

Serdo coletados 10 ml de sangue da veia antes do tratamento e, eventualmente, no 3°
dia ou caso haja indicac3o de falha do tratamento, para outros exames de laboratdrio & demais
analises. Vocé pode sentir alguma dor por causa da coleta de amostra de sangue na veia do
braco. Mas qualquer dor deve durar apenas alguns instantes. Existe um risco muito pequeno
de infecgdo onde o sangue for coletado, mas qualquer infeccdo serd monitorada e tratada pela
equipe medica. Pode acontecer tambem de ocorrer um sangramento local, caso a agulha
atravesse o vaso e que resultara em um pequenco hematoma de aproximadamente um
centimetro. Apds a agulha ser refirada., o sangramento sera contido com uma pequena
bandagem (do tipo band-aid). Em caso de infeccio no local de introdugio da agulha ou
hematoma entre em contato com os responsaveis pelo estudo, pois se necessario vocé
recebera tratamento.

Depois que os resultados dos exames estiverem prontos, a pessca que participar da
pesquisa podera ver estes resultados. Esse sangue também poderd ser usado para outros
exames relacionados a malaria.

Durante o acompanhamento do tratamento poderdo surgir sinais ou sintomas da malaria
grave, ou de alguma reag3o ao remédio. Caso isso acontega, um profissional da equipe na sua
cidade ird encaminhar vocé (ou o paciente) ao servigo médico mais proximo da sua casa. Serd
garantido assisténcia integral para atender complicagdes e danos decorrentes, direta ou
indiretamente, da pesquisa

Participando deste estudo, o paciente receberd cuidados médicos durante todo o
seguimento do seu tratamento, e, em caso de qualquer complicacdo decorrente da maldria e
do uso des medicamentos, estaremos disponiveis para qualquer problema. Vocé ndo sera
pago nem receberd incentivo financeiro durante o acompanhamento. A participag8o neste
estudo ndo levarad a riscos futuros para a saide. Se ocorrer qualquer dano ou prejuizo a sua
salide em decorréncia deste projeto, vocé terd direito a indenizagio.

Se wvocé concordar em participar, todas as informagdes coletadas serdo
confidenciais, usadas somente no estudo. Nés ndo compartilharemos suas informagdes. e um
cédigo sera usado para identificar vocé em vez de seu nome. Ndés ndo tornaremos publico
qualquer detalhe sobre vocé. No caso de algum pesquisador tirar uma foto sua, ele cuidara



para que vocé ndo seja identificado. Esta imagem sua sera publicada apenas em revistas para

meédicos.

A sua participacio neste estudo & veluntaria e se o senhor(a) /seu filho/seu
familiar ndo quiser mais fazer parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e retirar o
seu consentimento. Essa decis3o nac prejudicara de forma alguma o seu atendimento,
tratamento ou acompanhamento na FMT-HVD.

O senhor{a)seu filhofseu familiar tera a garantia de que problemas como efeitos
adversos de medicamentos, mal estar decorrentes do estudo serdc assistidos, tratados e
acompanhados na FMT-HVD pelos pesquisadores do estudo e equipe hospitalar, sem gualguer
gasto para o senhor{a) vocélseu filho/seu familiar, durante todo o tempo que for necessario.
Da mesma forma, terdo direito a indenizac3o garantido caso ocorra algum dano permanente
devido a participac2o nesse estudo.

A pessoa que aceitar participar da pesquisa guarda uma copia deste documento gue

serd assinado duas vezes, uma copia fica com o pesquisador e a outro com o paciente.
Pessoas para contato

Os pesquisadores: Dra. Gisely Cardoso de Melo (Farmacéutica-bioquimica, contato:
99159-5604) e Siuhelem Rocha da Silva (Biomedica, contato: 93403-90580), responsaveis por
este estudo estardo disponiveis na Fundagao Medicina Tropical Dr.Heitor Vieira Dourado,
Localizada na Av. Pedro Teixeira, 25 — Dom Pedro | no horaric das 08h as 17h para
esclarecer duvidas gque o senhor(a)/seu filho/seu familiar possa ter e dar as informacSes que
queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

A pessoa que acertar participar da pesquisa guarda uma copia deste documento que

serd assinado duas vezes, uma copia fica com o pesquisador e a outro com o paciente.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO:

i e e e R s s T e | PAFTCIDate desse - saliido
ou responsavel pelo paciente ... s eeeeens, TECEDI @
explicacdo sobre a metodologia e objetivo do estudo.

E por estar devidamente informado (a) e esclarecido (a) sobre o conteldo deste termo,
livremente, sem qualquer pressao por parte dos pesquisadores, expresso meu consentimento
para minha inclusdo nesta pesquisa.

Assinatura do paciente ou representante legal

Impressdo do polegar direito do paciente,
caso este ndo saiba escrever seu nome.

LOCAL E DATA

PESQUISADOR RESPONSAVEL PELO ACOMPANHAMENTO E INFORMAGOES AO
PACIENTE:

NOME LEGIVEL.......... S S R R

5.9, | S —— T T B e

ASSINATURA: |
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7.4. FICHAS DE ACOMPANHAMENTO E QUESTIONARIOS
7.4.1 Ficha de acompanhamento do paciente aplicada no projeto “Fenotipagem de CYPs na malaria vivax”.

PROJETO "FENOTIPAGEM DE CYP NA MALARIA VIVAX"
FICHA DE ACOMPANHAMENTO DO PACIENTE

cODIGO NO P
PRONTUARIO NOME DO PACIENTE IDADE SEXO PESO
PROJETO
DATA DE NASC. EPL. PREVIOS DE MALARIA
End: OBS:
Bairro:
Telefone:

Cor autodeclarada (IBGE): Branco [ ] Pardo [ ] Preto [ ] Indigena [ ] Amarelo [ ]

Efumante? Sim[ ] Nio [ ]
Agendamento de Visitas
D1 D2 D8/9 D42 VISITA EXTRA
Data: Data: Data: Data: Data:
|P.A: P.A: P.A: P.A: P.A:
Temp.: Temp.: Temp.: Temp.: Temp.:
Queixas: Queixas: Queixas: Queixas: Queixas:

Assinatura e data: Data: /__/
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7.4.2 QUESTIONARIO DE VISITA DO PACIENTE — D2, aplicado no projeto “Fenotipagem de CYPs na malaria vivax’.
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INSTITUTO DE PEQUISA CLINICA CARLOS BOROREMA
PROJETO “FENOTIPAGEM DE CYP NA MALARIA VIVAX”
QUESTIONARIO DE VISITA DO PACIENTE — D2

Cddigo do Paciente

Data: /

/

D2

(preenchimento pelo Pesquisador)

Resultado da Gota Espessa

Resultado da gota:  P. vivax

Parasitemia em cruzes:

Parasitemia por mm3;

Medicamento/Alimentacao Prévia

O paciente fez uso de cha ou café nos ultimos 7 dias?

Sim [ ]

Nao [ ]

O paciente fez uso de alcool ou droga ilicita nos ultimos 7 dias?

Sim|[ ] Néo [ ]

Todos os medicamentos, incluindo os naturais e drogas homeopaticas, tomados nos ultimos 7 dias devem ser listados

abaixo:
Nome da | Data de inicio | Em curso Dosagem Via Indicagéo
droga(genérico) diaria total | administracdo
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Data de | (marque se
término sim)
/ /
P [ ]
/
/ [ ]
/
[ ]
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7.4.3 QUESTIONARIO DE VISITA DO PACIENTE — D8/9, aplicado no projeto “Fenotipagem de CYPs na malaria vivax”.
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INSTITUTO DE PEQUISA CLINICA CARLOS BOROREMA
PROJETO “FENOTIPAGEM DE CYP NA MALARIA VIVAX”

&e" QUESTIONARIO DE VISITA DO PACIENTE — D8/9

Caddigo do Paciente

Data: /

D8/9
(preenchimento pelo Pesquisador)

Resultado da Gota Espessa

Resultado da gota:  P. vivax

Parasitemia em cruzes:

Parasitemia por mm3;

Medicamento/Alimentacao Prévia

O paciente fez uso de cha ou café nos ultimos 7 dias?

Sim [ ] Nao [ ]

O paciente fez uso de alcool ou droga ilicita nos ultimos 7 dias? Sim [ ]

Néo [ ]

Todos os medicamentos, incluindo os naturais e drogas homeopaticas, tomados nos ultimos 7 dias devem ser listados

abaixo:
Nome da | Data de inicio | Em curso Dosagem Via Indicagéo
droga(genérico) diaria total | administracdo
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Data de | (marque se
término sim)
/ /
P [ ]
/
/ [ ]
/
[ ]
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7.4.4 QUESTIONARIO DE VISITA DO PACIENTE — D42, aplicado no projeto “Fenotipagem de CYPs na malaria vivax”.

INSTITUTO DE PEQUISA CLINICA CARLOS BOROREMA
PROJETO “FENOTIPAGEM DE CYP NA MALARIA VIVAX”
QUESTIONARIO DE VISITA DO PACIENTE — D42

Cddigo do Paciente

Data: /

/

D42

(preenchimento pelo Pesquisador)

Resultado da Gota Espessa

Resultado da gota:  P. vivax

Parasitemia em cruzes:

Parasitemia por mm3;

Medicamento/Alimentacao Prévia

O paciente fez uso de cha ou café nos ultimos 7 dias?

Sim [ ]

Néo [ ]

O paciente fez uso de alcool ou droga ilicita nos ultimos 7 dias?

Sim [ ] Nao ][ ]

Todos os medicamentos, incluindo os naturais e drogas homeopaticas, tomados nos ultimos 7 dias devem ser listados

abaixo:
Nome da | Data de inicio | Em curso Dosagem Via Indicagdo
droga(genérico) diaria total | administracdo
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Data de | (marque se
término sim)
/ /
P [ ]
/
/ [ ]
/
[ ]
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