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RESUMO

A biotransformacdo da primaquina ocorre por duas vias: a das enzimas do
Citocromo P-450 (CYPs) e da Monoamina oxidase A (MAO-A), que podem ser
influenciada por caracteristicas genéticas. A influéncia das CYPs no sucesso da
terapia antimalarica permanece incerto. Para investigar a associacdo de
polimorfismos das CYP2D6, CYP2C19 e CYP3A4 e dos fendtipos de metabolizacao
com a episoédios de recorréncia da infeccdo por malaria, uma casuistica de 311
individuos que foi acompanhada por 180 dias apdés o diagnéstico de malaria e
tratados com a combinacé&o de cloroquina+primaquina foi realizada. Esses individuos
foram divididos em dois grupos: com e sem recorréncia. A genotipagem das CYP2D6,
CYP2C19 e CYP3A4 foi feita usando ensaios Tagman PCR em tempo real. Os
fendtipos das CYP2D6 e CYP2C19 foram preditos a partir do gendtipo. As
frequéncias dos alelos e fendtipos de funcdo lenta e normal de todas as CYPS
investigadas foram similares entre os dois grupos, com excecdo do alelo
CYP2D6*2xN (p=0.047) e do fendtipo CYP2D6 UM (p=0.057) que foram mais
frequentes em individuos sem recorréncia. Apesar disso, as CYP2D6, CYP2C19 e
CYP3A4 nao tiveram associagdo com o0 aumento de risco de recorréncia. Os
polimorfismos das CYPS também néo tiveram influéncia no clareamento de estagios
sanguineos do parasita nem com o tempo e 0 nimero de episodios de recorréncia.
Conclui-se que os resultados desse estudo sugerem que individuos com fendétipo
CYP2D6 ultrarrapido sdo menos suscetiveis a falha terapéutica da primaquina e que
estudos adicionais de farmacogenética e farmacocinética sdo necessarios a fim de

avaliar o efeito clinico da primaquina.

Palavras Chaves: Maléria, primaquina e farmacogenética



ABSTRACT

Biotransformation of primaquine occurs through two pathways: Monoamine
oxidase (MAO-A) and cytochrome P-450 enzymes (CYPs), which can be influenced
by genetic characteristics. The influence of the CYPs in the success of antimalarial
therapy success remains uncertain. To investigate the association of CYP2D6, CYP
2C19 and CYP3A4 polymorphisms and phenotypes with malaria recurrence, a
casuistry of 311 individuals were followed for 180 days after malaria vivax diagnose
and chloroquine+ primaquine therapy and were separated in two groups, those with
recurrence episodes and those without. Genotyping of CYP2D6, CYP 2C19 and
CYP3A4 were performed using Tagman assay by real-time PCR. CYP2D6, CYP 2C19
phenotypes were inferred from the genotype. The frequencies of slow function and
normal function alleles and phenotypes for all CYPs were similar between the groups,
except for the CYP2D6*2xN allele (p=0.047) and the CYP2D6 UM phenotype
(p=0.057) that were more frequent in individuals without recurrence. Despite that, the
CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 had no association with increased risk of
recurrence. CYPs polymorphisms had also no influence in the blood stage parasites
clearance, neither in the time and number of recurrence episodes. These results
suggest that individuals with CYP2D6 UM phenotype are less susceptible to
primaquine failure and additional investigation of pharmacogenetics and

pharmacokinetics are needed to evaluate the primaquine clinical effect.

Keywords: Malaria, primaquine and pharmacogenetics
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RESUMO LEIGO

A maléaria causada por P. vivax continua sendo um grande desafio de saude
devido a sua presenca em varias regides do mundo, capacidade de causar recaidas e
infeccdo grave. A primaguina, medicamento usado para o tratamento da malaria,
precisa ser transformada para que possa exercer sua acdo. A transformacao do
medicamento sofre grande variacdo na populacdo, o que pode resultar em falha do
tratamento. Nesse estudo foi mostrado que variagcbes genéticas ndo estavam
associadas com um maior risco de falha terapéutica, tampouco com o numero de
episodios de malaria e com o tempo entre os episodios. No entanto, foi mostrado que
individuos com algumas variacdes genéticas parecem ser menos suscetiveis a falha
no tratamento e que novos estudos sdo necessarios com o objetivo de esclarecer o

efeito clinico da primaquina.
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1. INTRODUCAO

1.1 MALARIA

A malaria € uma hemoparasitose infecciosa febril aguda responsével por
doenca e morte de criancas e adultos em paises onde é endémica (1). E
transmitida quando o mosquito do género Anopheles, durante o repasto
sanguineo, infecta o hospedeiro humano com protozoarios do género
Plasmodium. Seis espécies de Plasmodium sdo conhecidas como causa da

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

R

0 001 01 05 1 150 300 450 >600

Figura 1 — Incidéncia de malaria por Plasmodium vivax no ano de 2017

A incidéncia em casos por 1000 pessoas por ano é mostrada em um espectro de
branco (zero incidéncia) a cinza escuro (1 caso/1000) e depois azul a vermelho (> 1
€aso0/1000 a> 600 casos/1000) para o ano de 2017.

Fonte: Battle et al, 2019 (4)

Entre as espécies de Plasmodium que causam doen¢a no homem, P.
falciparum é o principal responsavel pela morbidade e mortalidade da malaria
em todo o mundo (1). No entanto, a infeccdo causada pelo P. vivax, que
inicialmente era considerada uma infeccdo nao fatal, tem ganhado expresséo
devido a sua ampla distribuicdo geografica e, também, a sua capacidade de
causar malaria grave e morte (1,5,6). Em 2018, P. falciparum apresentou maior
frequéncia na Africa (99,7%), seguida pelo Mediterraneo Oriental (71%),

Pacifico Ocidental (65%) e Sudeste Asiatico (50%), De todos o0s casos
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estimados mundialmente para o mesmo ano, 3,3% foram causados por P.
vivax. Nas Américas, onde cerca de 138 milhdes de pessoas estdo em risco da
doenca, P. vivax é o parasita predominante representando 79,5% dos casos de

malaria (1) (Figura 1).

1.2. CICLO BIOLOGICO DO Plasmodium sp.

O ciclo biolégico do parasita da malaria envolve a infec¢do intermitente
de humanos e mosquitos anofelinos. Nos seres humanos ocorre a fase
assexuada, onde os parasitas crescem e se multiplicam primeiro nas células do
figado (esquizogonia exoeritrocitica) e depois nos eritrocitos (esquizogonia
eritrocitica). JA& no mosquito ocorre a reproducdo sexuada do parasito, o ciclo

esporogonico (7) (Figura 2).

© Mosquito fémea do aenero © Esporozoitos entram na @ Dentro dos hepatdcitos, ) Com a ruptura dos esquizontes,

Anopheles infectado corrente sanguinea e sdo 0s parasitas se milhares de merozoitos séao
aporozontos m dmante levados ao figado, onde desenvolvem em liberados na corrente sanguinea
o repasto san infectam os hepatocitos esquizontes
UM MOSQUITO | 0 (CERCA DE 2 SEMANAS)
(2}
// [ Q = Q =
HEPATOCITOS m
1
EM ALGUMAS ESPECIESDE | | . e
MALARIA, OS PARASITAS ® o ¢ ‘!,nmozoims
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GAUSANDO REGAIDAS “w.'rg)
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§ | <
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(cicLo 2-3 DiAS) \\\_/
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/"""\
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.‘/‘a
\/. \ E"A”EL

(I Q ) Id
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Figura 2 — Ciclo biolégico de Plasmodium.
Fonte: Adaptado de The Carter Center (8)
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Durante o repasto sanguineo, o mosquito anofelino fémea infectado por
malaria inocula esporozoitos no hospedeiro humano. Os esporozoitos caem na
circulagdo sanguinea, rapidamente infectam as células do figado e
amadurecem em esquizontes, que se rompem e liberam merozoitos. Os
merozoitos entdo infectam os eritrocitos. Nas infecgbes por P. vivax e P. ovale,
alguns parasitos se desenvolvem e continuam o ciclo, enquanto outros se
transformam em hipnozoitos, forma de laténcia do parasito. Esses hipnozoitos
sdo capazes de persistir no figado e, podem ser ativados apds semanas,
meses ou até mesmo anos da infeccdo inicial, causando novo episoédio de

maléria (7,9).

Dentro dos eritrécitos, os trofozoitos em estagio de anel amadurecem
em esquizontes, que se rompem liberando merozoitos, 0s quais por sua vez,
invadem novos eritrécitos e déo continuidade ao ciclo. A esquizogonia
eritrocitica repete-se a cada 48 horas nas infeccoes por P. vivax e P.
falciparum. Os parasitas sanguineos sao responsaveis pelas manifestacfes
clinicas da doenca. Durante o ciclo eritrocitario, alguns parasitas se diferenciam
em gametécitos, forma sexuada e infectante para o mosquito. Durante um novo
repasto sanguineo, 0 mosquito ingere 0s gametécitos machos

(microgametocitos) e fémeas (macrogametdcitos) (7,9).

P. vivax possui a caracteristica de invadir estritamente os reticuldcitos,
células jovens da linha eritrocitica, indicando a presenca de um mecanismo de
identificacdo desse tipo celular (7). A invasao de eritrocitos pelos merozoitos
depende da interacdo entre moléculas ligantes dos parasitos e receptores
especificos no eritrécito. O receptor Duffy tem sido apontado como um
determinante para a invasao dos reticulocitos por P. vivax (10). Esta
preferéncia seletiva na invasao de glébulos vermelhos € um fator importante

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

O inicio do ciclo esporogbnico da-se pela ingestdo de gametocitos pelo
mosquito, mas a presenca de gametdcitos no sangue periférico nao
necessariamente resulta em infeccdo do mosquito. Apés a ingestédo, a chance

de infeccdo depende de fatores como a maturidade do gametdcito, a
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concentracdo de formas masculina e feminina e a resposta imune do
hospedeiro (12). Caso a infec¢ao seja bem-sucedida, a reproducéo sexuada do

parasita ocorrera no mosquito.

No estbmago do mosquito, 0Ss microgametas penetram 0S
macrogametas gerando zigotos. Os zigotos se desenvolvem no liumen do
intestino médio do mosquito em oocinetos moéveis que invadem a parede do
intestino médio do mosquito, onde se desenvolvem em oocistos. Os oocistos
crescem, rompem e liberam esporozoitos que se dirigem as glandulas salivares
do mosquito. A inoculacdo dos esporozoitos em um novo hospedeiro humano
da continuidade ao ciclo biolégico do Plasmodium sp. O desenvolvimento bem-
sucedido do parasita da malaria no mosquito leva cerca de 10 a 18 dias (9,13—
15)

1.3. MANIFESTACOES CLINICAS E DIAGNOSTICO

O periodo de incubagdo da malaria pode variar de 7 a 30 dias, no
entanto, pode acontecer ap6s meses em condi¢cdes especiais, no caso de P.
vivax (13).

Os sintomas iniciais de malaria sdo inespecificos e similares aos de
diferentes doencas infecciosas, como dengue, leptospirose, hepatite viral ou
sepse bacteriana. O quadro clinico da malaria pode ser leve, moderado ou
grave, dependendo da espécie de parasitas, do tempo da doenca, da idade do

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

A gravidade dos sintomas varia de assintomatico a sintomas graves,
podendo evoluir para morte. Os sintomas incluem calafrios, febre, sudorese,
cefaleia, mialgia, nauseas, vomitos, cansaco, fadiga, desconforto abdominal e
dores musculares e articulares. Em criancas pequenas, a maléria também pode
se apresentar com letargia, desnutricao e tosse (13,16).

Se nédo tratada precocemente, a malaria pode evoluir para maléaria

grave. Essa evolucdo pode levar dias, mas também pode ocorrer dentro de
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algumas horas. A infeccao pode afetar multiplos 6rgaos e resultar em alteracao
da consciéncia, anemia grave, edema pulmonar, falha renal, lesao renal grave,
coma e morte (13,16,17). A anemia, uma das principais complicacdes da
malaria, se nao tratada pode levar a morte pessoas de grupos vulneraveis,

como criancas e gravidas (1,18)

De modo geral, a maldria € uma doenca curavel se diagnosticada e
tratada rapida e corretamente. Em areas endémicas, deve-se suspeitar de
malaria sempre que algum paciente apresentar histérico de febre ou
temperatura igual ou superior a 37,5°C sem outra causa 6bvia. Em areas de
baixa endemicidade, as equipes de salude devem estar treinadas para
identificar pacientes que tiveram possibilidade de exposicdo ao parasita, como

por exemplo, pacientes que viajaram para areas endémicas (17).

Atualmente, a OMS recomenda a testagem de todo os casos de
suspeita de malaria, visando o tratamento adequado. A microscopia e 0s testes
rapidos imunocromatograficos sdo os dois métodos recomendados para o
diagndstico da malaria, que se baseia na identificacdo do parasita na amostra
sanguinea (17,19). Além desses, os exames moleculares, como a PCR (reacéo
em cadeia da polimerase), também tém sido utilizados no diagnéstico
(9,16,19).

O método mais utilizado, considerado padrdo de referéncia, é a gota
espessa que permite a deteccao do parasito em amostras sanguineas, além da
diferenciacéo da espécie, do estagio sanguineo e da densidade parasitaria. E
um meétodo simples e barato, mas que exige qualidade no preparo da lamina,

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

Os testes rapidos imunocromatograficos sdo uma alternativa a
microscopia, principalmente em &reas remotas, onde ndo existe estrutura
compativel, e em areas de baixa transmissdo onde nem sempre existe
profissional treinado para a identificacdo do parasita (9,20). Os testes rapidos
baseiam-se na deteccdo de antigenos dos parasitos por anticorpos

monoclonais, que séo revelados por método imunocromatografico (13). Sao
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testes rapidos e de facil execucédo. No entanto sdo mais caros, ndo detectam
infeccbes mistas (de mais de uma espécie de Plasmodium sp), além de
identificarem apenas infeccbes por P. vivax e P. falciparum e ndo serem
capazes de quantificar a parasitemia (13,19). Os testes rapidos apresentam
menor sensibilidade do que a microscopia e, por isso, recomenda-se a

confirmacéo do resultado positivos (16).

Testes moleculares para deteccdo de parasitemia tém sido utilizados
devido sua alta sensibilidade e especificidade, sendo capazes de identificar
parasitas em baixas concentracfes (9,21). Exames de PCR sao capazes de
identificar as diferentes espécies de Plasmodium sp (20). Embora sejam Uuteis
na identificacdo das espécies, o tempo longo para analise impede que a PCR

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

1.4. Plasmodium vivax

1.4.1. Situacédo epidemioldgica da malaria vivax

1PA 2019
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Figura 3 — Mapa de risco de maléaria por municipio de infeccéo,
Brasil, 2019
Fonte: Ministério da Saude, Brasil (22)

Em 2018, P. vivax foi responsavel por cerca de 7.5 milhdes de casos de
malaria em todo o mundo. Embora o Sudoeste Asiatico seja a regido mais
acometida, na regido das Américas, P. vivax foi responsavel pelo maior
percentual de casos em relacdo as demais espécies, sendo o Brasil, o 2° pais

em numero de casos (1).

No Brasil, dados preliminares de 2019, demonstram que foram
registrados 155.638 casos e 27 oObitos. P. vivax foi o agente etiolégico em mais
de 90% dos casos (24). As areas endémicas localizam-se na Regido da
Amazobnia Legal, com graus de risco expressos em valores do IPA: baixo (0,1 a
9,9) médio (10,0 a 49,9) e alto (maior ou igual a 50,0) (23) (Figura 3). Em 2019,
na Amazbnia Legal, foram registrados 155.103 casos de malaria. Destes,
36,6% ocorreram no Amazonas. Em Manaus, capital do Estado, foram
notificados 4.678 casos (22).

1.4.2. Recaidas

P. vivax apresenta caracteristicas que o distinguem do P. falciparum,
tais como o desenvolvimento em temperaturas mais baixas durante a
esporogonia, a preferéncia pela invasdo de reticulécitos e a capacidade dos
gametocitos de P. vivax se desenvolverem precocemente, sendo observados
na circulagdo periférica antes ou no inicio dos sintomas clinicos (7,24).
Contudo, a diferenca fundamental entre as duas espécies € a capacidade do P.
vivax permanecer latente no figado para causar recaidas (25).

De modo geral, o tempo de incubacdo da maior parte das cepas é curto,
mas o0 tempo de recaida sofre grande variabilidade. As cepas de zonas
temperadas e subtropicais exibem longos periodos de laténcia, de seis a dez
meses. Sao elas as cepas St. Elizabeth, Madagascar e McCoy. Ja as cepas

tropicais apresentam laténcia curta, de trés a seis semanas, e S&o
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denominadas cepas Chesson (26-28). Apesar dessa divisdo, evidéncias
demonstram a presenca de diferentes tipos de cepa em uma mesma regiao
(29). Periodos mais curtos de recaida, menos de 90 dias, sdo observados no
sudeste Asiatico, na Melanésia e América do Sul. As regides da América
Central, norte da Africa e do Mediterraneo apresentam periodos de recaidas
entre 3 e 5 meses. Ja os paises da América do Norte, norte Europeu e Asiatico
exibem periodos longos de recaida, variando de 6 a 10 meses (26).

O mecanismo de regulacao da ativacdo de hipnozoitos é desconhecido.
No entanto, tem sido proposto que as recaidas podem ser desencadeadas por
outras doencgas infecciosas e por picadas de mosquitos (30,31). Acreditava-se,
inicialmente, que as populacdes de parasitas emergentes durante recaidas
seriam idénticas aquelas encontradas no episodio primario. No entanto,
andlises de genotipagem revelaram que os parasitas presentes em episédios
primarios e de recaida s&do, com frequéncia, geneticamente distintos,
ocorrendo, assim, a ativacdo de hipnozoitos heterdlogos (32,33). Foi sugerido
gue populacdes residentes em regides endémicas possuem um reservatoério de
hipnozoitos decorrente de infeccBes anteriores. Essa teoria € apoiada pela
observacéo de que recaidas homélogas ocorrem em individuos ndo expostos

anteriormente ao parasita (18,34).

1.4.3. Tratamento

O tratamento da malaria visa atingir o parasito em postos-chave de seu
ciclo evolutivo: (i) interrupcdo da esquizogonia sanguinea, responsavel pela
patogenia e manifestacdes clinicas da infeccdo; (ii) destruicdo de formas
latentes do parasito das espécies P .vivax, evitando assim as recaidas tardias;
(iii) interrupcao da transmisséo do parasito, pelo uso de drogas que impedem o

desenvolvimento de formas sexuadas dos parasitos (13).

Os medicamentos antimalaricos podem ser divididos pelo seu alvo de
acdo no ciclo biolégico do parasito em: esquizonticidas teciduais ou

hipnozoiticidas (cura radical do P. vivax), esquizonticidas sanguineos
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(promovem a cura clinica), gametocitocidas (bloqueiam a transmissédo) e

esporonticidas (impedem a infecgéo pelos esporozoitos) (35) (Figura 4).

O objetivo do tratamento da malaria causada pelo P. vivax € a
eliminacao das formas sanguineas e hepaticas, prevenindo assim a recorréncia
da doenca. Uma infeccdo recorrente ocorre quando ha deteccdo de novo
episédio de parasitemia ap0s uma infec¢@o prévia. A recorréncia pode ocorrer
por: reinfeccdo, por uma nova picada do mosquito; recrudescéncia, devido o
reaparecimento de parasitas por falha terapéutica; e recaida, por reativacédo do
hipnozoitos. De modo geral, é dificil fazer a distincdo dos tipos de recorréncia

em areas endémicas (26,28,36).

Transmissao
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: ! Artemetar + Lumefantrina

Artesunato + Amodiaquina
Artesunato + Mefloquina
Diidroartemisinina +
Piperaquina
Quinina + Clindamicina
Quinina + Doxiciclina

Esquizonte 4J

Hipnozoiticida
Primaquina

Figura 4 — Antimalaricos e seus alvos de acao no ciclo bioloégico do

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

A OMS recomenda que o tratamento de malaria vivax seja feita com a
associacao da cloroquina (CQ) ou derivados da artemisinina com a primaquina
(PQ) (17). O esquema terapéutico recomendado consiste na administragéo de
cloroquina por 3 dias (10mg base/kg no 1° e no 2° dia e 5mg/kg no 3°dia)

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

A primaquina foi desenvolvida, na década de 1940, pelo Exército
Americano durante a Segunda Guerra Mundial como medida de controle da
malaria nas tropas atuantes na regido do Pacifico (38,39). E indicada para a
cura radical da malaria por P. vivax e por P. ovale, reducdo da transmissao de
maléria por P. falciparum e como uma alternativa para a profilaxia primaria

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

A PQ pertence a classe das 8-aminoquinolina, cujo mecanismo de acéo
nao € totalmente compreendido. No entanto, foi proposto que a hidroxilacdo da
PQ d& origem a metabdlitos instaveis que sdo responsaveis tanto pela sua
eficAcia como pela sua toxicidade hemolitica. As reac¢des de oxidacdo-reducao
geradas por seus metabodlitos formam espécies reativas de oxigénio que

resultam em estresse oxidativo e dano celular (38).

Rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal, a PQ atinge picos de
concentragdo em 1- 4 h, com biodisponibilidade de 96% e meia-vida de
eliminacdo de 4-6h (17,41). Por ser biologicamente inativa, necessita ser

biotransformada em metabdlito ativo para exercer seu efeito antimaléarico (42).

A biotransformacéo passa por duas vias principais: a via monoamina
oxidase (MAO-A) e a via citocromo P-450 (Figura 5) (38). A via da MAO-A gera
derivados de aldeidos, como a carboxiprimaquina, metabdlito predominante,
porém inerte (17,43). A biotransformacdo mediada pelas enzimas do citocromo
P-450 ¢é atribuida as enzimas CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 (43). Pybus et. al.
(2012) demonstraram que a MAO-A e a CYP2D6 sao responsaveis por cerca
de 93% dos metabdlitos de PQ e que, embora somente tracos de metabolitos
oxidados e dimetilados sejam gerados por CYP3A4 e CYP2C19, estas enzimas
nao devem ser desconsideradas como fonte de metabdlitos do medicamento
(43). O papel das CYP3A4 e CYP2C19 no metabolismo da PQ também foi

observado em outros estudos (44,45).
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A compreensédo da biotransformacéo € primordial para determinacdo da
eficcia e toxicidade da PQ. Estudo recente que analisou as diferentes vias
metabdlicas foi capaz de identificar 35 metabdlitos, entre eles, a producado de
metabdlitos hidroxilados e da 5,6-ortoquinona apos a incubacédo da CYP2D6
com a PQ (46). A 5,6-ortoquinona, metabdlito estavel produto da oxidacéo-
reducdo da 5-hidroxiprimaquina (5-HPQ), € usado para mensurar a presenca
desse metabolito instavel que tem sido apontado como responsavel tanto pelo
efeito terapéutico quanto pela toxicidade atribuida a PQ (38,46). No entanto,
apesar de metabdlitos hidroxilados serem apontados como responsaveis pelo
efeito terapéutico, até o momento, a nenhum metabdlito € atribuida a eficacia

e/ou toxicidade do medicamento (46).
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Figura 5 — Metabdlitos gerados pelas vias CYP2D6 e MAO-A
Fonte: Adaptado de Marcsisin et al, 2016 (38)

A PQ é geralmente bem tolerada, porém, pode causar desconforto
gastrintestinal relacionado a dose, levando a dor abdominal, ndusea e vomito

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

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

Em individuos deficientes de G6PD, os eritrocitos tém capacidade
reduzida de defesa contra o0 estresse oxidativo causado por alguns
medicamentos, incluindo a PQ, e se tornam vulnerdveis a hemolise. Sdo
conhecidas cerca de 180 variantes genéticas de G6PD, no entanto, nem
todas sao clinicamente significantes (47,48). O grau de hemolise depende do
grau de deficiéncia, da dose e da duracdo da exposicdo (49). A variante
africana G6PD A- possui atividade enzimatica residual de cerca de 5-10% dos
niveis normais e a toxicidade da PQ nesses individuos é relativamente leve e
autolimitada. Enquanto que a variante G6PD Mediterranea apresenta atividade
enzimatica <1% e pode ocasionar anemia hemolitica aguda apés tratamento
com PQ. J& a G6PD Mahidol apresenta sensibilidade intermediaria entre as
variantes mencionadas (48). As Américas apresentam a menor frequéncia de
individuos com deficiéncia de G6PD entre as regiées endémicas para malaria
(50). No Brasil, ha o predominio da variante G6PD A-, apesar de existirem

registros da identificagdo de outras variantes (48).

Na terapia com PQ em individuos com variantes menos graves, a
hemolise comeca no primeiro ou segundo dia apds a dose inicial. No entanto,
se a terapia ndo for descontinuada, ha uma tendéncia da concentracdo de
hemoglobina voltar a niveis normais e a crescer devido a introdugcdo de
reticulocitos na corrente sanguinea. Em individuos com a variante mais grave,
no entanto, isso ndo ocorre e a continuacao da terapia pode levar a anemia
grave (18). No Brasil, existem registros de mortes relacionadas ao uso de PQ
em pacientes com deficiéncia de G6PD (51,52).

A PQ é contraindicada em pacientes com hipersensibilidade conhecida a
PQ ou a compostos relacionados e em pacientes com deficiéncia grave de
G6PD ou deficiéncia grave de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH)
metemoglobina redutase (17). A PQ atravessa a placenta e pode causar
hemolise em fetos com deficiéncia de G6PD, e por isso, ndo é recomendada

para uso durante a gravidez. Além disso, a menos que o status G6PD do bebé
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seja conhecido, a amamentacdo também nao € recomendada pela incerteza da
excrecdo de PQ pelo leite materno. Caso a PQ seja prescrita para a mée, 0
bebé precisa ser acompanhado. O uso de PQ em criangas menores de seis
meses também néo é recomendado devido a falta de dados sobre sua total
seguranca (Figura 7) (17,18,53).

Populacao
total
|
[ |
> 6 meses < 6 meses
|
[ |
Homens Mulheres
|
[ I |
Nio gravida Gravida Lactante crianca
ou lactante < 6 meses
|
[ | [ |
G6PDd (hemi)| |JG6PDd normal] | G6PD normal G6f]§gtg;g)m ©
—
Elegivel PQ
|
[ |
CYP2D6 CYP2D6
metabolizador metabolizador
normal fraco (AS<1.0)

Cura Radical
segura e efetiva

Figura 6 - Fluxograma da populacdo elegivel para cura radical com
primaquina

Boxes vermelho indicam exclusdo, enquanto boxes verdes indicam elegibilidade
para utilizagdo da primaquina. AS — score de atividade; G6PDd — G6PD deficiente;
hemi — hemizigoto; hetero — heterozigoto; homo — homozigoto; PQ — primaquina.
Fonte: Adaptado de Baird et al, 2018 (54)

1.5. CITOCROMO P450 E FARMACOGENETICA

A biotransformacgéo de farmacos envolve enzimas metabolizadoras que

realizam reacdes de oxidacao/reducéo (fase I) e de conjugacao/hidrolise (fase
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II). As reacdes de fase |, que em geral sdo responsaveis pela inativacdo de
farmacos, podem também resultar em ativagdo de um pré-farmaco em
metabdlito ativo. Ja as reacdes de fase Il favorecem a eliminacdo de farmacos
e a inativacdo de metabdlitos potencialmente toxicos (55). As reacbes de
oxidacdo de fase | séo realizadas em grande parte pelas enzimas da classe
citocromo P450 (CYP). A monoamina oxidase € outra enzima importante nesse
tipo de reacgéao (56).

As enzimas CYP integram uma superfamilia de enzimas encontradas
principalmente no figado e que estédo envolvidas no metabolismo de compostos
endégenos e exogenos (55). De todas as enzimas conhecidas dessa
superfamilia, as mais ativas no metabolismo de farmacos pertencem as
subfamilias 1, 2 e 3, em especial as CYP3A4/5, CYP2C9, CYP2D6, CYP2C19,
CYP1A2, CYP2C8 e CYP2B6 (57,58). Existe grande variabilidade nos niveis
de expressao de cada CYP, intra e interindividualmente, que sao influenciados
por fatores ambientais, como as interacdes de inducdo e inibicdo entre
farmacos; fatores bioldgicos, incluindo sexo e idade; e fatores genéticos, como

a presenca de polimorfismos (55,57).

Polimorfismo € uma variacédo na sequéncia do DNA que esta presente a
uma frequéncia alélica igual ou superior a 1% em determinada populacéo (55).
Variagcbes nos genes do CYP450 podem afetar a funcdo das enzimas
modificando o metabolismo de farmacos, levando a varia¢cdes no fendtipo
clinico. Sdo associados a variacao fenotipica alguns tipos de variantes
genéticas, como por exemplo, polimorfismos de um anico nucleotideo (SNP) e
a variagcado no numero de copias (CNV) (55). A maior parte dos SNPs ndo sao
funcionalmente relevantes, isto €, ndo sao capazes de influenciar na atividade
enzimatica. Por outro lado, algumas dessas variantes genéticas podem ajudar
a prever a resposta de um individuo a certos medicamentos, a suscetibilidade a
fatores ambientais, como toxinas, e o risco de desenvolver doencgas especificas
(55,57,59) .

Os fenotipos resultantes das variacdes genéticas em CYP séo

classificados como metabolizadores ultrarrapidos, extensos, intermediarios e
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fracos. Metabolizadores ultrarrapidos (UM) sdo aqueles com variagdo no
ndamero de copias do gene de um mesmo alelo, enquanto metabolizadores
intermediarios (IM) e fracos (PM) possuem um ou dois alelos com atividade
diminuida ou nula. Sdo metabolizadores extensivos (EM) ou normais individuos
que possuem pelo menos um alelo com atividade normal da enzima CYP
(59,60).

1.5.1. CYP2C19

O gene do citocromo P450, familia 2, subfamilia C, polipeptideo 19
(CYP2C19) pertence a classe do citocromo P450. A enzima CYP2C19 tem
papel importante no metabolismo de um grande numero de farmacos como
antidepressivos, inibidores da bomba de protons, entre outros. Esta enzima é

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

Algumas variacdes alélicas da CYP2C19 apresentam importancia clinica
em razao da influéncia que exercem na atividade enzimética. A CYP2C19 é
altamente polimérfica e sédo conhecidas mais de 30 variagGes alélicas estrela
(*) (62). O alelo ndo funcional CYP2C19*2 é o mais comumente relacionado a
atividade enzimatica nula, sendo a variante mais frequente em todo o mundo e
apresentando frequéncia de 12,5% no Brasil (62,63). O alelo CYP2C19*3,
também de fungéo nula, apresenta maior frequéncia na Asia (45) e na Oceania
(62), enquanto no Brasil a frequéncia desse alelo € quase nula (63). Além
desses, o0 alelo CYP2C19*17, com consideravel frequéncia no Brasil (16,5%) e

no mundo, esta relacionado com o aumento na funcéo enzimatica (61-63).

O clopidogrel, um antiagregante plaquetario, é biotransformado pela
CYP2C19 e a presenca de polimorfismos dessa enzima foi associada a baixas
concentracbes do metabdlito ativo (64,65). Outro medicamento
biotransformado pela CYP2C19 € o proguanil, usado em associagdo com
atovaquona no tratamento da malaria (17,66). Taphar et al encontraram
associagao entre fenotipos PM e diminuicdo nas concentracdes de cicloguanil,
metabdlito ativo do proguanil (67). Essa CYP também tem papel na

biotransformacao da PQ (43). Estudo recente realizado na Malasia associou 0
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alelo CYP2C19*2 com a diminuicdo da biotransformacdo de PQ em

carboxiprimaquina (45).

1.5.2. CYP2D6

O gene CYP2D6 esta localizado no Chr22ql3.1 proximo a dois
pseudogenes nao funcionais, CYP2D7 e CYP2D8 (68). A enzima CYP2D6 esta
relacionada com a biotransformacdo de cerca de 25% de todos os farmacos
clinicamente em uso, entre eles antidepressivos, beta-bloqueadores,
neurolépticos, antiarritmicos, antieméticos, anti-histaminicos e antivirais
(68,69).

A enzima, diferente de outras CYPs, nao sofre influéncia por fatores
ambientais e por inducdo enzimética (57,69). No entanto, € fortemente
influenciada por fatores genéticos, sendo considerada a CYP mais polimoérfica
(69). Atualmente, sdo conhecidas mais de 100 variantes da CYP2D6 e seu
polimorfismo afeta a farmacocinética de cerca de 50% dos farmacos que séo
substratos dela (62,69). As variantes genéticas de CYP2D6 dao origem a
alelos com atividade nula, reduzida, normal ou aumentada, levando a variac6es
na atividade enzimatica (59,62). Entre as variantes mais importantes estdo
CYP2D6*2 (atividade normal), CYP2D6*4 e CYP2D6*5 (atividade nula), e
CYP2D6*10, CYP2D6*17 e CYP2D6*41 (atividade reduzida) (68,69).

Gaedigk et.al (2007) desenvolveram um sistema capaz de traduzir o
gendtipo de um individuo em atividade predita de CYP2D6. O sistema baseia-
se na atribuicdo de valores de atividade para cada alelo de acordo com a sua
funcdo enzimatica e na soma da atividade de cada alelo resultando em um
escore de atividade (AS) da enzima. Sendo assim, os alelos receberam os
valores 0 para nao funcionais, 0,5 para funcao reduzida, 1,0 para funcionais e
2,0 para alelos de funcdo aumentada. A partir desses valores, a combinacao
dos alelos permite que o fen6tipo do individuo seja predito a partir do genétipo
em metabolizadores fracos, intermediarios, normais e ultrarrapidos, com
valores de AS iguais a 0,0, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 ou >2,0 (68,70). Segundo ensaio
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clinico realizado por Baird et.al (2018) , individuos com AS <1,0 séo

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

A frequéncia alélica de CYP2D6 varia amplamente na populacdo. O
alelo selvagem CYP2D6*1, que confere atividade enzimatica normal, €
predominante em todo o mundo. Entre as variantes alélicas, prevalece os
alelos CYP2D6*17 entre africanos, CYP2D6*2 entre europeus e americanos e
CYP2D6*10 no leste asiatico (72). O fenotipo mais comum € o de
metabolizador normal. Metabolizadores ultrarrapidos s&o encontrados
principalmente na Oceania, metabolizadores fracos na Europa e
metabolizadores intermediarios na Africa (72). No Brasil, o alelo CYP2D6*1 é
frequente em cerca de 38% da populacdo, seguido dos alelos CYP2D6*2
(21,5%), CYP2D6*4 (9,4%), CYP2D6*17 (5,6%) e CYP2D6*41 (5,5%) (73).
Prevalece no pais o fenotipo de metabolizador normal (83,5%).
Metabolizadores intermediarios, ultrarrapidos e fracos representam 7,1%, 3,7%

e 2,5%, respectivamente (73).

Alelo 1
Aumentada Normal Intermedidria | Intermedidria | N&o funcional
Score de atividade (AS)
2,0 1,0 0,5 0,25 0,0
Aumentada 2,0
Normal 1,0
o~
ﬁ Intermedidria 0,5
<

Intermedidria 0,25

Néo funcienal 0,0

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

2) somam-se para fornecer os escores de atividade do genotipo. Fendtipos com AS
< 1,0 (em vermelho) sdo considerados metabolizadores fracos da primaquina. O
gradiente de cor representou o espectro de pontuagfes de atividade de muito baixa
a muito alta’

Fonte: Adaptado de Baird et al, 2018 (54) e atualizado de Caudle et. al., 2020 (74)
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Bennet et al, 2013 reportaram falha terapéutica da PQ no tratamento do
P. vivax atribuida a presenca de polimorfismo em CYP2D6, resultando em
diminuicdo da biotransformacdo do farmaco e, consequentemente, baixos
niveis de metabdlito ativo (75). A dependéncia da CYP2D6 na eficacia da PQ
também foi demonstrada em experimento com modelo animal, onde a auséncia
de CYP2D6 e o uso de paroxetina, um inibidor da CYP2D6, foram capazes de
reduzir a producédo de metabdlitos fendlicos gerados por essa via (76). Baird et
al, 2018 evidenciaram que a atividade diminuida de CYP2D6 estava associada
a um risco elevado de falha terapéutica, sugerindo a relacdo da CYP2D6 com a
biotransformacdo da PQ e do aumento do risco de recaida (71). A relacdo
entre a falha terapéutica da PQ e a presenca de polimorfismo de CYP2D6

também foi reportada no Brasil (77,78).

A
. Farmacocinética da Farmacocinética do Desfecho clinico
Fendtipo primaquina metabdlito ativo predito
CYP2D6
o Janela terapéutica
Metabolizador 0 B S
pobire E I . Falha terapéutica
= -3 ZEITTITTTTCTTTPPIPPPPPRs : Recalda
o o
g c
S 8
Tempo Tempo
B ......... J....'.4..>....4....E
” anelaterapéutica :  pegfecho incerto
. 0 0] Fatores
Mt:taboig_éjd_or 'g E confundidores:
intermediario £ g atividade
3 e enzimatica, peso,
§ K] dose
Tempo
c Janela terapéutica
) -
Metabolizador '§ 'g Sucesso
normal e £ terapéutico
e ] Cura radical
g c
S 8
Tempo Tempo

Figura 8 - Farmacocinética predita da primaguina no tratamento de
malaria vivax
Fonte: Adaptado de Marcsisin et al, 2016 (38)

De acordo com as variagfes alélicas do gene da CYP2D6, é possivel

predizer o fenétipo farmacocinético e a resposta a drogas metabolizadas por

s

essa via. O fenotipo de CYP2D6 é classificado em metabolizador fraco,
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intermediario, normal e ultrarrapido (Figura 6). A concentracdo de PQ varia de
acordo com o fendtipo, sendo maior em metabolizadores fracos que ndo séo
capazes de metabolizar amplamente o0 medicamento e que,
consequentemente, terdo maior risco de falha terapéutica devido a
concentracdo subterapéutica do metabdlito ativo. Em metabolizadores normais
as concentracdes do metabdlito ativo atingem a janela terapéutica resultando
em sucesso da terapia. Em metabolizadores intermediarios, a concentragédo de
metabdlito fica entre o observado em metabolizadores normais e fracos, sendo
o desfecho clinico dificil de ser predito devido a existéncia de fatores
confundidores. Ja em metabolizadores ultrarrapidos a resposta clinica ainda
precisa ser determinada (38).

1.5.3. CYP3A4

As enzimas da subfamilia CYP3A, CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 e
CYP3A43, sao responsaveis pelo metabolismo de um grande numero de
farmacos de diferentes categorias terapéuticas, como 0sS imunossupressores
ciclosporinas A e tacrolimo, antibiéticos macrolideos como eritromicina,
benzodiazepinicos, inibidores da HMG-CoA redutase como sinvastatina e
atorvastatina, anestésicos e muitos outros. Além disso, atuam no metabolismo

de vérias substancias endogenas (57,79).

A CYP3A4 é enzima CYP3A dominante no figado e contribui em média
de 15-30% para o pool microssomal do P450 (80). Essa enzima € influenciada
tanto por fatores ambientais quanto por fatores genéticos. Mais de 30 alelos
sdo conhecidos, no entanto, apesar de polimorfismos genéticos terem sido
propostos como determinantes do fenétipo do CYP3A4, ndo ha até entdo uma

relacdo gendtipo-fendtipo clara para essa enzima (57,62).

A variante CYP3A4*1B foi o primeiro polimorfismo identificado de
CYP3A4 (81). A frequéncia alélica de CYP3A4*1B varia amplamente na
populacdo: 76% em Guiné Bissau (82), 6,58% no México (83), 3,6% entre
americanos brancos e nula entre americanos de origem chinesa (84). No Brasil

a frequéncia varia de 10% entre brancos e 38% entre negros (85).
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O significado funcional dessa variante tem sido amplamente estudado. A
associacdo entre CYP3A4*1B e o cancer de prostata foi identificada,
mostrando um maior risco desse tipo de cancer entre populacdes africanas
(86). Além disso, foi sugerido o ajuste de dose de tacrolimo em pacientes
portadores de CYP3A4*1B (87,88). Diferentemente, ndo foi detectado efeito
dessa variante no metabolismo do midazolam (89). Ademais, a presenga
desse polimorfismo néo foi suficiente para determinar doses individualizadas de
ciclosporina visando ao sucesso terapéutico sem efeitos adversos (90). Embora
muitos estudos busquem associar esse polimorfismo ao metabolismo de
farmacos ou a suscetibilidade a doencas, o efeito dessa variante permanece
controverso (57,79).

1.6. JUSTIFICATIVA

Muitos fatores podem afetar a resposta do individuo aos medicamentos,
incluindo género, idade, dieta e as caracteristicas genéticas. O conhecimento
dessas caracteristicas individuais é fundamental no sucesso das terapias

farmacoldgicas.

A PQ, o unico medicamento hipnozoiticida aprovado no Brasil, &
biotransformada em parte pelas enzimas do citocromo P450 e a presenca de
polimorfismos dessas enzimas é capaz de alterar a resposta clinica de
pacientes com maléaria, levando inclusive a falha terapéutica. Quando se
combina o metabolismo ineficiente da PQ com a populacao excluida da terapia
por motivos de seguranca, estima-se que quase um terco da populacdo que
vive em regides de risco de infeccdo por P. vivax € incapaz de receber uma

terapia preventiva segura e eficaz.

Sendo assim, conhecimento da variabilidade genética e a influéncia das
CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 na resposta clinica de pacientes com maléaria
causada pelo P. vivax se torna de grande importancia por conta da ampla
incidéncia da infeccéo e da observacao de variantes polimorficas dessas CYPs

na populacéo local.
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2. OBJETIVOS

2.2. GERAL

Avaliar a influéncia de polimorfismos genéticos em CYP2D6,
CYP3A4, CYP2C19 na resposta clinica de pacientes com maléaria

vivax tratados com primaquina.

2.3. ESPECIFICOS

Investigar a frequéncia de polimorfismos dos genes CYP2D6,
CYP3A4 e CYP2C19.

Determinar a influéncia dos fendtipos na resposta clinica dos
pacientes com diagnostico de infecgdo por Plasmodium vivax tratados

com primaquina.

Determinar a influéncia dos fenotipos no tempo e no numero de

recorréncias

Estudar a associacao dos fenétipos com o tempo de clareamento de

gametocitemia.
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ABSTRACT

Biotransformation of primaquine occurs through two pathways:
cytochrome P-450 enzymes (CYPs) and Monoamine oxidase A (MAO-A), which
can be influenced by genetic characteristics. The influence of the CYPs in the
success of antimalarial therapy remains uncertain. To investigate the
association of CYP2D6, CYP 2C19 and CYP3A4 polymorphisms and
phenotypes with malaria recurrence, a casuistry of 311 individuals were
followed for 180 days after malaria vivax diagnose and chloroquine+ primaquine
therapy. They were separated in two groups, those with recurrence episodes
and those without. Genotyping of CYP2D6, CYP 2C19 and CYP3A4 were
performed using Tagman assay by real-time PCR. CYP2D6 and CYP2C19
phenotypes were predicted from the genotype. The frequencies of slow function
and normal function alleles and phenotypes for all CYPs were similar between
the groups, except for the CYP2D6*2xN allele (p=0.047) and the CYP2D6 UM
phenotype (p=0.057) that were more frequent in individuals without recurrence.
Despite that, the CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 genotypes had no
association with increased risk of recurrence. CYPs polymorphisms had also no
influence in the blood stage parasites clearance, neither in the time and number
of recurrence episodes. In conclusion, these results suggest that individuals
with CYP2D6 UM phenotype are less susceptible to primaquine failure and
additional investigation of pharmacogenetics and pharmacokinetics are needed

to evaluate the CYPs influence in primaquine clinical effect.

INTRODUCTION

Malaria is a globally distributed infectious disease. In 2018, 228 million
cases and 405 thousand deaths from malaria were reported worldwide (1). In
Brazil there were approximately 217,000 cases and 44 deaths, of these, 77.7%
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were caused by Plasmodium vivax (1). P. vivax has characteristics that are an
obstacle for its elimination, such as its ability to remain latent in the liver in the
form of hypnozoites that can cause relapses when reactivated (2). Furthermore,
malaria recurrence can occur by reinfection, due to a new mosquito bite or even
by recrudescence, due to therapeutic failure, leading to the reappearance of
parasites (3-5).

Primaquine (PQ), an hypnozoiticidal drug, needs to be biotransformed
into an active metabolite to exert its antimalarial effect (6). Biotransformation
occurs through two main pathways: the cytochrome P-450 and the monoamine
oxidase (MAO-A) (7). Biotransformation mediated by CYPs is attributed to the
enzymes CYP2C19, CYP2D6 and CYP3A4 (8). The MAO-A pathway generates
aldehyde derivatives, such as carboxyprimaquine, a predominant but inert
metabolite (8,9).

The human host genetics contribution to the results of antimalarial
treatment has been demonstrated in recent studies. Bennet et al. reported
therapeutic failure of PQ in the treatment of vivax malaria attributed to the
presence of polymorphism in CYP2D6, resulting in decreased biotransformation
of the drug and, consequently, low levels of active metabolite (10). Baird et al.
showed that decreased CYP2D6 activity was associated with an increased risk
of therapeutic failure, suggesting the relation between CYP2D6 with PQ
biotransformation and an increased risk of relapse (11). The relation between
therapeutic failure of PQ and the presence of CYP2D6 polymorphism has also
been reported in Brazil (12,13). The most important genetic variants of CYP2D6
are CYP2D6*2 (normal activity allele), CYP2D6*4 and CYP2D6*5 (null activity
allele), CYP2D6*10, CYP2D6*17 and CYP2D6*41 (reduced activity allele) (14—
16).

Pybus et al. demonstrated that MAO-A and CYP2D6 are responsible for
about 93% of PQ metabolites and, even though only traces levels of oxidated
and dimethylated metabolites are generated by CYP3A4 and CYP2C19, these
enzymes should not be disregarded as a source of metabolites of the drug (8).
Ariffin et al. associated the presence of the CYP2C19*2 allele with the decrease
in PQ biotransformation into carboxyprimaquine (17). This null activity allele has
also been related to the decrease in biotransformation of other antimalarial
drugs (9,18,19). Although CYP3A4 has a role in the biotransformation of PQ
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and genetic polymorphisms have been proposed as determinants of its
phenotype, there is no clear genotype-phenotype association for this enzyme
and the effect of its variants remains controversial (8,20-22).

Polymorphic variants of CYP2C19, CYP2D6 and CYP3A4 have been
widely reported in local population as well as incidence of P. vivax malaria
infection. Genetic variability of these CYPs are likely to have impact on the
clinical response of patients. This reason, this study aimed to investigate the
frequency of genotypes and phenotypes of CYP2D6, CYP3A4 and CYP2C19
and explore the association with recurrence of P. vivax from the Brazilian
Amazon. Also, to determinate the influence of the alleles at the time of
recurrence, number of recurrence episodes and clearance of asexual
parasitemia and gametocyte.

RESULTS

Population study

A total of 311 patients diagnosed with P. vivax malaria were selected for
the study, of which 102 with recurrence and 209 without recurrence were
included. Of all 311 patients recruited for the study, 256 samples were
genotyped for CYP2D6, 309 samples for CYP3A4 and 303 samples for
CYP2C19. Genotyping of the 3 CYPs was achieved for 249 samples (Figure 1).



40

2 samples with
unknown
alleles

no

208

recurrence

101
recurrence

202

no recurrence

recurrence

315
samples
213 102
No recurrence Recurrence
4 samples with | _ ‘ |
incomplete information |
311
samples
\ |
CYP3A4 - CYP2C19 CYP2Dé
8 samples with }_ ______
____—{ unknown [T ——
lleles 303 genotyped
309 completed a 303 completed samples
samples samples }_
256 completed
samples

!—‘—\

26 samples
with unknown
alleles

29 samples
with unknown
copynumber
variation

168
no recurrence

88

recurrence

Figure 1 - Flowchart of processed samples.

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

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

with recurrence and without recurrence was 40 and 36.7, respectively

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

episode, which occurred between 61-120 days (56.9%) after the initial malaria
episode, with mean time of 85.5 days (3.60 Cl 95% 78.4-92.6).
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Table 1 - Baseline characteristics of individuals involved in this study.

Total (311) Recurrence (102) No recurrence (209) p value
37.8 (0.89;
Age 36.1-39.5) 40 (1.36; 37.4-42.7)  36.7 (1.12; 34.5-38.9) 0.036
Gend Men 210 (67.5) 72 (72.5) 136 (65.1) 0186
ender Women 101 (32.5) 28 (27.5) 72 (34.9) '
. 1 - 82 (80.4) -

Malaria 2 : 18 (17.6) :
recurrence 3 ) 1(1.0) - )
episodes

4 - 1 (1.0) -
Time to first <60 - 24 (23.5) -
recurrence 61-120 - 58 (56.9) - -
(days) 121-180 - 20 (19.6) -

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

Plaras'te 2 86 (61.9) 32 (72.9) 51 (56.0) 0.159
gaeyarance 3 29 (20.8) 9 (18.7) 20 (22.0)

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

1 24 (17.3) 8 (16.7) 16 (17.6)
Glametocyte 2 83 (59.7) 32 (66.7) 51 (56.0) 0.452
Z;arance 3 24 (17.3) 7 (14.6) 17 (18.7) :

y 7 8 (5.7) 1(2.1) 7(1.7)

*n (%) or mean (z+ standard deviation; IC 95%)
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Most patients had the asexual parasitemia and gametocytemia clearance
at the D2. The clearance of asexual parasitemia at D1, D3 and D7 was similar
between patients with and without recurrence (p>0.05). At D2, the clearance
occurred in 72,9% with recurrence and 56.0% without recurrence (p=0.05). For
gametocyte clearance, there was no significant difference between the groups

according the clearance day (p>0.05).

Allele frequencies of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 and predicted
CYP2D6 and CYP2C19 phenotypes

The allele frequency distribution of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 and
of predicted CYP2D6 and CYP2C19 phenotypes are presented in Table 2 for all

patients included.

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

Gene Allele Total Recurrence No recurrence p value
frequency n frequency n  frequency

*1 234 0.376 77 0.377 154 0.368 0.827

*2 191 0.307 63 0.308 128 0.306 0.947

*4 55 0.088 22 0.108 33 0.079 0.233

*5 37 0.059 12 0.059 25 0.060 0.961

CYP2D6 *9 6 0.010 1 0.005 5 0.012 0.398
*10 14 0.022 7 0.034 7 0.017 0.166

*17 13 0.021 3 0.015 10 0.024 0.451

*29 7 0.013 2 0.010 5 0.012 0.811

*35 6 0.009 2 0.010 4 0.009 0.978

*39 14 0.022 7 0.035 7 0.017 0.166

*41 16 0.026 4 0.019 12 0.029 0.501

*1x 3 0.005 - - 3 0.007 0.225

*2X 8 0.013 - - 8 0.019 0.047

ND 21 0.034 4 0.019 17 0.041 0.172

Predicted PM 5 0.019 2 0.023 3 0.018 0.789
phenotype
CYP2D6 IM 71 0.277 26 0.295 45 0.268 0.639
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NM 164 0.641 58 0.660 106 0.632 0.656
UM 16 0.062 2 0.023 14 0.083 0.057

*1 544 0.875 182 0.892 362 0.866 0.356
CYP2C19 *2 62 0.100 20 0.098 42 0.105 0.924
ND 16 0.026 2 0.010 14 0.033 0.080

PM 5 0.016 2 0.020 3 0.015 0.750

Predicted
phenotype IM 52 0.172 4 0.158 44 0.178 0.667
CYP2C19
NM 246 0.812 83 0.822 163 0.807 0.755
*1 527 0.847 172 0.843 355 0.849 0.970
CYP3A4 *1B 91 0.146 30 0.147 61 0.146 0.841

ND 4 0.006 2 0.098 2 0.048 0.462

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

The star allele frequencies of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 were
similar between the groups of study (p>0.05). The proportions of CYP2D6 null
function alleles (*4 and *5), decreased function alleles (*9, *10, *17, *29 and
*41) and normal function alleles (*1, *2, *35 and *39) were similar between the
groups (p>0.05). CYP2D6 ultrarapid alleles (*1xN and *2xN) were observed
only in patients without recurrence (p=0.018, data not shown). CYP2C19*2 null
function allele was present in 9.8% and 10.5% of the patients with and without
recurrence, respectively (p=0.924). The CYP3A4 *1B mutated allele had similar
frequency in both groups (p=0.841) (Table 2).

The predicted CYP2D6 phenotype frequency was not different between
the groups (p=0.372). The most frequent phenotype in both groups was the
normal metabolizer phenotype (p=0.656). The ultrarapid phenotype was
observed in patients with recurrence and without recurrence, 2.3% and 8.3%
respectively (p=0.057) (Table 2).

The frequency of predicted CYP2C19 phenotype was similar in both
groups (p=0.873). The normal phenotype frequency was 82.2% with recurrence
and 80.7% without recurrence (p=0.755).



44

Predicted CYP2D6 and CYP2C19 phenotypes and CYP3A4 mutated allele
versus asexual parasitemia clearance and gametocytemia clearance

The predicted CYP2D6 phenotype did not present different distribution of
frequencies between the days of asexual parasite elimination (p=0.066).
However, even with no statistical significance, it was observed that asexual
parasitemia clearance occurred earlier in individuals with ultrarapid metabolizer
phenotype (p=0.108). There was no difference in the asexual parasitemia
clearance according to predicted CYP2C19 phenotype and mutated allele of
CYP3A4 (p>0.05) (Table 3).

Kaplan-Meier's analysis of the time to asexual parasitemia clearance
was not significant for the predicted CYP2D6 and CYP2C19 phenotype and the
presence of mutated allele of CYP3A4 (p>0.05) (Figure 2).
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Figure 2 - Kaplan—Meier curve for malaria parasite clearance time between
individuals with normal and reduced predicted CYP2D6 and CYP2C19 activity
phenotype and normal and mutated CYP3A4 allele. A — CYP2D6 phenotype; B
— CYP2C19 phenotype; C — CYP3A4 allele; PM — poor metabolizer; IM —
intermediate metabolizer; NM — normal metabolizer; UM - ultrarapid
metabolizer
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No association was found between gametocytes clearance and predicted
CYP2D6 and CYP2C19 phenotype and the presence of mutated allele of
CYP3A4 (p=0.576, p=0.676 and p=0.535, respectively) (Figure 3 and Table 4).



Table 9 - Predicted phenotype of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 allele x parasite clearance day

Parasite clearance day

P

Gene Day 1 Day 2 Day 3 Day 7 value
n frequency n frequency n frequency n frequency
PM 1 0.025 2 0.500 0 0 1 0.250 0.285
_ 2 0.053 26 0.684 10 0.263 0 0 0.080
Predicted
phenotype NM 5 0.059 51 0.600 17 0.200 12 0.141 0.193
CYP2D6
1 0.500 1 0.500 0 0 0 0 0.108
Total 9 0.070 80 0.620 27 0.209 13 0.101 0.066
PM 0 0 1 0 0 0 0 0 0.886
Predicted M 2 0.100 10 0.500 4 0.200 4 0.200  0.457
phenotype
cYpP2c19 NM 7 0.061 72 0.626 25 0.217 11 0.096 0.546
Total 9 0.066 83 0.610 29 0.213 15 0.110 0.785
*1 16 0.889 136 0.791 50 0.862 25 0.833
CYP3A4 *1B 2 0.039 36 0.209 8 0.138 5 0.167 0.521
Total 18 0.065 172 0.618 58 0.208 30 0.108

*PM — poor metabolizer; IM — intermediate metabolizer; NM — normal metabolizer; UM — ultrarapid metabolizer.



Table 4 - Predicted phenotype of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 allele x gametocyte clearance day

Gametocyte clearance day

Gene Day 1 Day 2 Day 3 Day 7 p value
N frequency n frequency n frequency n  frequency
PM 1 0.250 2 0.500 1 0.250 0 0 0.881
_ IM 3 0.079 30 0.789 5 0.131 0 0 0.031
Predicted
phenotype NM 18 0212 46 0.541 14 0.165 7 0.082 0.060
CYP2D6
UM 1 0.500 1 0.500 0 0 0 0 0.649
Total 23 0.178 79 0.612 20 0.155 7 0.054 0.273
PM 0 0 1 0.012 0 0 0 0 0.882
Predicted IM 3 0.150 11 0.550 5 0.250 1 0.050 0.778
phenotype
CYP2C19 NM 20 0.174 70 0.609 18 0.156 7 0.061 0.827
Total 23 0.162 82 0.603 23 0.170 8 0.059 0.943
*1 39 0.812 134 0.807 42 0.875 12 0.750
CYP3A4 *1B 9 0.188 32 0.193 6 0.125 4 0.250 0.644
Total 48 0.173 166 0.597 48 0.173 16 0.057

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

T
o

Predicted CYP2D6 and CYP2C19 phenotypes and CYP3A4 mutated allele
versus malaria recurrence episodes

The number of malaria recurrence episodes did not differ for the
predicted phenotype of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 allele (p>0.05). Also,
there were no significant differences in the occurrence of one or more malaria
episodes (CYP2D6 p=0.455, CYP2C19 p=0.832 and CYP3A4 p=0.437).

Predicted CYP2D6 and CYP2C19 phenotypes and CYP3A4 mutated allele
versus time to first recurrence

For CYP2D6 and CYP2C19, the time of first recurrence episode was
similar between the two groups (poor metabolizer + intermediate metabolizer x
normal metabolizer) (p=0.868 and p=0.916, respectively). For CYP3A4, the time
did not differ with the presence of mutated allele (p=0.847) (Figure 4).
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Figure 4 -Kaplan—Meier curve for malaria recurrence time between individuals
with normal and reduced CYP2D6 and CYP2C19 activity phenotype and normal
and mutated CYP3A4 allele. A — CYP2D6 phenotype; B — CYP2C19
phenotype; C — CYP3A4 allele; PM — poor metabolizer; IM — intermediate
metabolizer; NM — normal metabolizer

Influence of predicted CYP2C19 and CYP2D6 phenotype, CYP3A4 mutated
allele and combined CYP2C19+CYP2D6 on the occurrence of recurrence

The relative risk (RR) was measured to evaluate the influence of
predicted CYP2C19 and CYP2D6 phenotype, CYP3A4 mutated allele and
combined CYP2C19+CYP2D6 in the clinical response of patients treated with
PQ (Table 5). The RR of recurrence with classification PM or IM predicted
CYP2C19 phenotype was 0.93 (95%CI, 0.61-1.42; p=0.758) compared with a
classification of normal metabolizer. For CYP2D6, the RR with decreased
predicted phenotype (PM+IM) was 1.10 (95%CI, 0.77-1.58; p=0.585) in
comparation with normal and ultrarapid metabolizers. For CYP3A4, there was
no association of recurrence with mutated allele RR 1.01 (95%CI, 0.73-1.38;
p=0.951).

Finally, it was also measured the association between
CYP2C19+CYP2D6 with recurrence. The presence of one or two PM or IM in

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

Recurrence (n)  No recurrence (n) RR (95% CI) p value
CYP2C19 decreased 18 39 0.93(0.61-1.42)  0.758
predicted phenotype
CYP2D6 decreased 28 48 1.10 (0.77-1.58)  0.585
predicted phenotype
CYP3A4 mutated 61 30 1.01(0.73-1.38)  0.951
genotype
Combined decreased
predicted phenotype 39 73 0.99 (0.70-1.39) 0.972
CYP2C19+CYP2D6
DISCUSSION

Some drugs are biotransformed by multiple CYP450 pathways, which alone do not
correspond to the real pharmacokinetics of the drug (8,16,23). This study is the first to
evaluate the influence of CYP2D6, CYP2C19 and CYP3A4 genetic polymorphisms
simultaneously in recurrence of P. vivax in the Brazilian Amazon.

Several studies have estimated the CYP2D6 frequency around the world and
CYP2D6*2 is the most frequent CYP2D6 variant (13,16,24-26). In Brazil, the most
frequent null functional allele is *4 (9.4%) and the most frequent decreased function allele
is *17 (5.6%) (24,25). In our study, the frequency of the *1, *4 and *1xN alleles were
similar to those previously reported in Brazil, differing in relation to *2, *5, *39 and *2xN
alleles that presented higher frequency, and to *17, *29, *35 and *41, that were less
frequent (13,24,25). Despite we genotyped 11 SNPs, the CYP2D6 genotyping tests a
limited number of SNPs, for this reason it is possible that some infrequent alleles can be
misclassified as more frequent alleles like *1 and *2 (27). Although the alleles are
categorized into functional groups, no significant difference was found between allele
frequencies and patients with recurrence or without recurrence (p=0.646). Besides that,
increased function alleles were only observed in patients without recurrence (p=0.018). In
general, the frequency of these alleles is low and once that the majority of the studies are
conducted to evaluate the association of impaired genotype and PQ failure, this is the

first study to report the high frequency of multiplication in individuals without recurrence.
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Furthermore, the UM phenotype presented higher frequency in those without
recurrence (p=0.05). Some studies have showed that the presence of UM phenotype is
related to high risk of toxicity of codeine, a prodrug that is converted in morphine, and
high risk of failure of tricyclic antidepressant (16,28). Moreover, for individuals with UM
and NM phenotype, it's expected that a standard dose of tamoxifen, a selective estrogen
receptor modulator, achieve the therapeutic effect in breast cancer treatment (29). For
PQ, it's supposed that individuals with UM phenotype would exhibit the most metabolism
through the CYP2D6 pathway. Goncalves et al. evaluated the effect of CYP2D6 activity
score (AS) on PQ plasma concentration over time after a PQ single dose, they showed
that the prodrug concentration decreased faster in children with AS=3 than the AS<2
(30). Besides that, the clinical effect of UM phenotype is still unknown (7). In our study,
the CYP2D6 predicted PM, IM and NM phenotypes frequencies were similar between
those with or without recurrence, similar to previously observed in Amazon region (13).

The influence of decreased CYP2D6 phenotypes (PM+IM) in the recurrence was
not associated with high risk of recurrence. No significant effect of predicted CYPD6
phenotype in recurrence episodes was also reported in Australia and Thailand (31,32).
However, the effect of the CYP2D6 impaired phenotype and the increased risk of PQ
failure was demonstrated in other studies suggesting that the PQ metabolism is
dependent of CYP2D6 (10,11,13,33).

In this study, we did not find association between CYP2D6 phenotype and
gametocytemia clearance or asexual parasitemia clearance. However, regarding the
asexual parasitemia clearance, a non-significant trend (p=0.06) for difference in
frequency distribution among the different phenotypes was observed. A recent study in
the Amazon region also did not show association between the presence of polymorphism
in CYP2C8, CYP3A4 and CYP3A5 and late asexual clearance of P. vivax (34). Despite of
Pett el.al. demonstrated the effect of CYP2D6 PM/IM phenotype in extending
Plasmodium falciparum gametocyte’s clearance (35), it was also demonstrated that the
biotransformation of PQ it's not a condition to the eradication of the blood stages (asexual
and sexual) of P. berghei (36) .The CYP2D6 phenotype was also not associated with the
number of recurrence episodes neither with the time to the first episode of recurrence,
similar to previously observed (13,31,33).

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

Americans (10%) (16). In Brazilians, the allele frequency varied between 12.5% to 13.2%
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and in the North region this frequency is about 9.5% (25,37). The frequency measured in
the current study was similar to the Brazilian average and did not differ statistically
between the individuals with or without recurrence (p=0.212). In recent study carried out
in the North region of Brazil, the CYP3A4*1B frequency was 19% in individuals with early
recurrence episodes (34). In our study, the frequency of this allele is in agreement with
north Brazilians.

A study that investigated the effect of CYP2C19 polymorphism on PQ metabolism
demonstrated that the presence of CYP2C19*2 allele was associated with less
production of carboxyprimaquine (17). In this study, the frequency of PM+IM was 18.8%,
similar to that seen in Latin Americans (16). Even though the PM phenotype was more
observed in individuals with recurrence, the frequencies of PM and IM phenotypes were
similar between the groups. Furthermore, this study demonstrated that there is no
association between the CYP2C19 polymorphism and the recurrence episodes neither
with asexual parasitemia clearance nor gametocyte clearance. Pybus et. al. had showed
that CYP2C19 plays a role in PQ metabolism, although it is not clear the influence of this
CYP in the production of PQ’s hemolytic and/or therapeutic metabolite (8).

For CYP3A4, no statistical difference was found in the allele frequency between
the individuals with or without recurrence (p=0.762). Several studies were conducted to
explain the importance of polymorphism in the CYP3A4 genotype—phenotype
relationship, although the functional effect of the polymorphism remains contentious
(20,38). Although CYP3A4 have a role in PQ biotransformation (8), we couldn’t show the
effect of CYP3A4*1B in the recurrence episodes in individuals treated with PQ, neither in
the asexual parasitemia clearance nor gametocyte clearance. A previous study
conducted in Amazon also showed no association between this allele and the recurrence
episodes nor between the presence of mutated allele and the clearance time (34)

Because PQ is not metabolized by only one enzyme (8,17), a multigenic analysis
might be more suitable to determine the effect of CYP450 polymorphism in the PQ
failure. In our study, we found a single individual representing the CYP2D6 PM (*4/*4),
CYP2C19 IM (*1/*2) that had 2 recurrence episodes. Despite that, a CYP2D6 +
CYP2C19 analysis was not associated with higher risk of recurrence.

To improve the efficacy and reduce the adverse drug reactions, precision medicine
aims a drug therapy by genotype-based prescribing. This genotype-based prescribing

assume that the genotyping predicts precisely the metabolic activity (39,40). However,
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the prediction of phenotype from genotype has not been undoubtedly correlated, since
about 50% of the translation is mistaken (41,42). Gene splicing, single nucleotide
polymorphisms, epigenetics and microRNA, transcription regulation and multiple gene
copies are narrow down genetic factors that can modify the enzymatic activity (27,41,43).
Furthermore, the difference between the genotype and the enzymatic activity can be
caused by a phenomenon known as phenoconversion, whereby a genotypic NM can be
converted into a transient phenotypic IM or PM, once the genotype is immutable, mainly
caused by extrinsic factors, such as drug-drug interactions and some pro-inflammatory
cytokines in the inflammatory process (27,39,40).

This study had some limitations. The phenotype was predicted by the genotype
and PQ metabolites were not assessed to confirm the impact of CYP2D6 in the
pharmacokinetic of the drug. Drug-interaction and the presence of other inflammatory
conditions were not evaluated. PQ administration was not supervised, but at each follow-
up visit it was asked about the administration of the drug. The low sample size for
individuals with recurrence find here is in agreement with other studies (11,13) .
However, data about recurrence episodes were accessed using the SIVEP Malaria
platform (Malaria Epidemiological Surveillance System) that is susceptible to
underreporting issues.

This prospective cohort demonstrated no influence of CYP2D6, CYP2C19 and
CYP3A4 polymorphisms as a determining factor for vivax malaria recurrence. Despite
this, our findings suggest that CYP2D6 ultrarapid phenotype was less susceptible to
recurrence (p=0.057). Although we found a single individual with CYP2D6 and CYP2C19
impaired phenotype, the multigenic analysis did not predict a higher risk of recurrence.
Future studies are warranted to understand the association of PQ and CYP450,
considering factors as the metabolites concentration, the drug—drug interactions and the

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

MATERIALS AND METHODS
Ethics statement
This study was approved by the Ethics Review Board of Fundacdo de Medicina

Tropical Dr Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) (CAAE 0002.0.114.000-11 and
44605015.4.0000.0005). The individuals invited to participate were informed about the
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objectives of the study and signed an informed consent form. In case of individuals under

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

Study area
This study was conducted in a reference center of infeccious diseases in Manaus,
Brazil. Individuals with P. vivax malaria diagnosis were selected for the study. These

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

Selection of patients

The study included individuals of both genders, aged 6 months old or more,
bodyweight greater than 5 kg, blood parasite density from 250 to 100,000 parasites/mL
and axillary temperature of 37.5°C or history of fever in the last 48 hours. Use of
antimalarial drugs in the previous 30 days, refusal to be followed up, pregnancy, or any
clinical complication were considered non-inclusion criteria.

All individuals were treated with 25mg/kg of chloroquine phosphate for 3 days
(10mg/kg on day 1 and 7.5mg/kg on days 2 and 3). PQ was administrated 0.5mg/kg/day
for 7 days, starting at the same time or at the 42th day. Clinical and laboratory tests were
performed, interviews and sample collection were done on D1, D2, D3, D4, D7, D14, D28
and D42 of follow-up. If there were any extra days of follow-up, the same sample
collection procedures were performed.

This study was made using convenience sampling from other previous follow-ups.
The individuals were alocated in two groups: recurrence group (patients with at least one
episode of recurrence in 180 days) and the no recurrence group (those who didn’t have a
new register of malaria episode in 180 days). Dates of recurrence episodes were
obtained during the follow-up or by passive detection via SIVEP-Malaria System, the
official malaria epidemiological surveillance system in Brazil.

The asexual parasite clearance and gametocyte clearance analyse was perfomed

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

Malaria diagnosis
Asexual and gametocytes parasitemia, as well as clearance of parasitemia were
determined by optical microscopy. All diagnostic were performed by an experienced

microscopist using parasite counts per 500 leucocytes.
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Laboratory procedures

Genomic DNA was purifed from whole blood sample using the QIAmp® Blood Mini
kit (Qiagen, Hilden, Germany). Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) genotyped were
chosen according to the functional importance and the frequency in Brazilian population.
It was selected 11 polymorphisms in CYP2D6 (2549delA [rs35742686], 100C>T
[rs1065852], 1846G>A [rs3892097], 4180G>C [rs1135840], 2988G>A [rs28371725],
3183G>A  [rs59421388], -1584C>G [rs1080985], 1023C>t  [rs28371706],
2615 2617delAAG [rs5030656], 31G>A [rs769258], 2850C>T [rs16947]); one
polymorphism in CYP2C19 (681G>A [rs4244285]); and one polymorphism in CYP3A4 (-
392A>G [rs2710574]).

The analysis was performed by allelic discrimination assay using Tagman probes
at 7500 Fast Real-time PCR System (Applied Biosystems) software. Polymorphisms
discrimination of CYP2D6, CYP2C19, CYP3A4, the identification of CYP2D6 gene
deletion and multiplication were performed according to the manufacturer’'s protocols.
CYP2D6 haplotype were inferred using the HaploStats software (version 1.7.7). The
haplotypes identified were compared to the Human Cytochrome P450 (CYP) Allele
Nomenclature Database, for star (*) allele designation. The wild-type allele (*1) was
determined when there was no mutated polymorphism (21).

Determination of predicted CYP2D6 phenotype was performed according to the
activity score system (AS). Alleles were grouped according to their perceived
functionality: O, null-function alleles (*4,*4xN,*5); 0.5, decreased-function alleles (*9, *17,
*29, *41) and 0.25 (*10); 1, normal-function alleles (*1, *2, *35, *39); and 2 or more,
increased-function alleles (*1xN, *2xN), depending on the number of copies (N). The
predicted phenotype was obtained from the sum of diplotype activity scores. Individuals
with AS = 0 and AS >2.5 were designated as genetic poor and ultrarapid metabolizers
(gPM and gUM), respectively. On the other hand, individuals with AS=0.25-1 and
AS=1.25-2.25 were designated as genetic intermediate and normal metabolizer (gIM and
gNM), respectively (45).

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

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

Statistical analysis
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Difference in frequency values of the star alleles of CYP2D6, CYP2C19 and
CYP3A4 were assessed by chi-square test. To evaluate the influence of the genotype in
the recurrence and clearance time, survival analysis method was applied through Kaplan-
Meier curves and Wilcoxon test. Poisson regression was used to assess the effect of
genotype in the number or recurrence episodes. The association between the genetic
polymorphisms on CYP2D6, CYP3A4 and CYP2C19 in the clinical response of patients
who were treated with PQ were evaluated by multiple log-binomial generalized linear

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

Esse estudo teve algumas limitagdes. O fenotipo das CYP2D6 e CYP2C19 foram
preditos a partir do gendtipo e os metabolitos da PQ ndo foram mensurados para
confirmar o impacto das enzimas na farmacocinética do medicamento. Além disso, a
interacdo medicamentosa e a presenca de outras condi¢des inflamatorias ndo foram
avaliadas. A administracdo da PQ n&o foi supervisionada, mas a cada visita do

acompanhamento foram feitos questionamentos quanto a tomada do medicamento.

O numero reduzido de individuos com recorréncia encontrados nesse estudo
estava em acordo com estudos prévios. Os dados de recorréncia foram obtidos por
acesso ao banco de dados da plataforma SIVEP Malaria (Sistema de Vigilancia

Epidemiolégica da Malaria), que é suscetivel a subnotificacdo de casos.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que o entendimento do
efeito clinico da PQ ainda necessita de mais esclarecimentos. Embora estudos
anteriores tenham demonstrado que a biotranformacédo da PQ é depende da CYP2D6,
fatores adicionais precisam ser analisados. As interacdes medicamentosas e a
existéncia de outros processos inflamatérios tém se mostrado capazes de interferir na
funcdo enzimética e estudos que analisem os seus efeitos no tratamento de malaria sao

necessarios.

Embora amplamente usada, a predicdo de fendtipo a partir do gendtipo ndo é
capaz de determinar a funcdo enzimatica indubitavelmente. Por essa razdo, estudos
complementares que determinem as concentragcbes dos metabolitos gerados sao
necessarios para o entendimento da relacdo genadtipo/fenotipo na biotransformacéao da
PQ. Além disso, poderiam auxiliar na proposicdo de diretrizes que permitiiam a

interpretacdo dos resultados de genotipagem para orientar o tratamento da maléria.
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5. CONCLUSAO

As frequéncias de variantes genéticas das CYP2D6, CYP3A4, CYP2C19 foram
investigadas com o intuito de se determinar o perfil genético da populacéo local.
As frequéncias alélicas apresentadas nesse estudo concordam com estudos

anteriores realizados no Brasil e no Amazonas.

N&o foi observada diferenca significativa nas frequéncias alélicas entre os dois
grupos de investigacdo em relacdo as CYPs estudadas, com excecdo do alelo
CYP2D6*2xN que foi observado somente nos individuos sem recorréncia. Essa
foi a primeira vez que esse achado foi reportado. Tendo em vista que a frequéncia
de alelos com multiplas cépias de atividade aumentada representa um percentual
muito pequeno e que estudos anteriores foram feitos com numero de amostra

reduzidas, a influéncia desses alelos ndo pode ser devidamente avaliada.

O fendtipo CYP2D6 de metabolizacdo ultrarrapida foi observado com maior
frequéncia nos individuos sem recorréncia. Sendo a PQ um pro-farmaco que
precisa ser biotransformado para que exerca sua atividade antimalérica, é
esperado que individuos com esse fenotipo apresentem concentracdes ideais de
metabdlitos ativos e com isso seja menos suscetiveis a falha terapéutica.
Contudo, a concentracdo de metabdlitos da PQ em individuos com fendtipo
CYP2D6 UM ainda néo foi indubitavelmente determinada.

Embora o fenétipo CYP2D6 UM tenha apresentado frequéncias significativamente
diferentes entre os grupos de analise, a determinacgéo da influéncia dos fenoétipos
na resposta clinica dos pacientes ndo mostrou diferentes riscos de recorréncia de

acordo com o fendtipo predito. Diferentes fatores que podem afetar a funcéo
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enzimaticas das CYPs estudadas ndo foram avaliados nesse estudo.

Semelhante ao observado anteriormente, o perfil fenotipico dos individuos

estudados nédo teve influéncia no tempo e no nimero de recorréncias;

O tempo de clareamento da parasitas sanguineos néo foi influenciada pelo perfil
fenotipico dos individuos estudados, mostrando que a biotransformacdo da PQ
pelas enzimas CYPs ndo € essencial para a eliminacdo parasitaria.

Por fim, conclui-se que estudo de farmacogenética e farmacocinética da PQ séo
necessarios para maior compreensdao da dindmica de biotransformacdo do

medicamento e seu efeito clinico no tratamento da malaria.
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Caodigo POP POP_IPCCB_LAB_003_PT Versao 4
— Procedimento para extracao de DNA de Plasmodium spp. a partir

itulo

de sangue Total, utilizando o QIAmp DNA kit (Qiagen®).
Lingua do Documento PT
Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aprovagao:
Anne C G de Almeida | Gisely C de Melo Monica Costa 22/01/2020
Nome Versao Alteragoes realizadas

Mariana Marcovski 4 Formatagéo e adigéo do idioma do POP

Gisely C de Melo 3 Formatagéo e revisédo do POP

Gisely C de Melo 2 Revisdo dos procedimentos de extragao

1. OBJETIVO

Descrever o procedimento da extragédo de DNA de Plasmodium spp. a partir de sangue total no
Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema (IPCCB) da Fundagédo de Medicina Tropical
Doutor Vieira Dourado (FMT-HVD).

2. CAMPO DE APLICAGAO
Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema (IPCCB) da Fundacdo de Medicina Tropical
Doutor Vieira Dourado (FMT-HVD).

3. DEFINIGOES
Nao se aplica.

4. RESPONSABILIDADES
4.1 Responsavel pela coleta de sangue: técnicos de patologia
4.2 Responsavel pela realizagdo da extragao de DNA: alunos de iniciagédo cientifica,

mestrado, doutorado, pesquisadores e colaboradores treinados na extragao de DNA

5. POP’S RELACIONADOS
5.1 Procedimento para realizagdo de PCR em tempo real para detecgdo de DNA de
plasmaédio (qPCR) — verséao atual do POP_IPCCB_LAB_021_PT
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6. PROCEDIMENTOS
6.1 Recursos necessarios
6.1.1 Amostra: Sangue total de paciente a ser testado, armazenado em tubo ou papel
de filtro.
6.1.2 Materiais
« Pipetas automaticas de 10 pL, 100 pL e 1000 pL
¢ Ponteiras com filtro para pipetas automaticas
e Tubos para 1,5e 2,0 mL
6.1.3 Equipamentos
e Centrifuga
e Vortex
e Banho Maria

6.1.4 Reagentes

Reagente Armazenamento

1. Tampéo Lise dos tecidos (Tampao ATL) Temperatura ambiente
2. Proteinase K Temperatura ambiente
3. Tampao de Lise (Tamp&o AL) Temperatura ambiente
4. Etanol 95% PA Temperatura ambiente
5. Tampéao de Lavagem 1 (Tampao AW1) Temperatura ambiente
6. Tampao de Lavagem 2 (Tampao AW2) Temperatura ambiente
7. Tampao de Eluicdo (Tampéao AE) Temperatura ambiente

6.2 Obtengao de sangue total

6.2.1 Em papel de filtro

1. Abrir o envelope que contém o papel de filtro.

2. Realizar a pungéo digital utilizando lanceta estéril descartavel depois de limpar a area.

3. Limpar a primeira gota obtida apds a pungéo e coletar no papel de filiro quantidade
suficiente para saturagao do papel de filtro.

4. Secar em Temperatura ambiente. Fechar o envelope. Armazenar entre 2°C a 8°C.

5. No laboratério, os papéis de filtro serdo armazenados seguindo a mesma ordem com

acronimo, numero de inclusdo e dia da visita, caso necessario.

6.2.2 Por pungao endovenosa

1. Obter 5 ml de sangue venoso em tubo de EDTA identificado.

2. Centrifugar a 14000 rpm por 10 min.

3. Desprezar o soro e colocar a papa de hemacias em criotubo identificado.

4. Armazenar os criotubos a — 20°C em caixa de plastico ou papeldo identificada e

numerada.
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5. Os criotubos serao armazenados seguindo com acrénimo, nimero de inclusao e dia

da visita, caso necessario.

6.3 Extragao do DNA
Para a extragdo do DNA a partir de sangue total sera usado o Protocolo de Extragcdo do
QIAMP® DNA Mini Kit da Qiagen.
6.3.1 Procedimento para extragao do DNA a partir de papel de filtro
1. Cortar 3 circulos de 3 mm de diametro do papel de filtro e coloca-los em um tubo
eppendorf de 1,5 mL. Pipetar 180 pL do Tampéo ATL.
2. Incubar a 85°C no banho Maria por 10 minutos. Remover as bolhas por centrifugagao.
3. Adicionar 25 yL de Proteinase K e agitar no vortex. Incubar a 56° C por 1 hora.
Remover as bolhas por centrifugagao.
4. Continuar com o procedimento comum para extragéo do DNA (6.3.3)

6.3.2 Procedimento para extragdao do DNA a partir de tubo

1. Pipetar 20 pL de Proteinase K (2) num tubo eppendorf de 1,5 mL.

2. Adicionar 200 uL de amostra ao tubo. Se ndo houver 200 yL de amostra, adicionar o
volume apropriado de PBS.

3. Adicionar 200 yL de Tampao AL (3) a amostra. Vortexar por 15 segundos.

4. Incubar por 56 por 10 minutos.

5. Continuar com o procedimento comum para extragéo do DNA (6.3.3)

6.3.3 Procedimento comum para extragao do DNA

1. Adicionar 200 pyL de Etanol absoluto (96 a 100%) e agitar no vértex imediatamente.
Remover as bolhas por centrifugagao.

2. Cuidadosamente transferir o contetido do tubo para o tubo filtro. Tampar e centrifugar
a 8000 rpm por 1 munto. Descartar o filtrado com o tubo. Colocar o tubo filtro em um novo tubo
coletor.

3. Cuidadosamente adicionar 500 pyL de tampao AW1 e centrifugar a 8000 rpm por 1
minuto. Descartar o filtrado com o tubo. Colocar em um novo tubo coletor.

4. Cuidadosamente adicionar 500 uyL de tampao AW2 e centrifugar a 14000 rpm por 3
minutos.

5. Descartar o tubo coletor com o filtrado. Colocar o tubo filtro em novo tubo coletor e
centrifugar a 14000 rpm por 1 minuto.

6. Colocar o tubo filtro em um tubo eppendorf de 1,5 mL novo. Descartar o filtrado e o
tubo coletor. Adicionar cuidadosamente 150 yL de tampao AE ou agua destilada e incubar a
temperatura ambiente por 1 minuto.

7. O volume final utilizado de tamp&ao AE pode ser menor. Em amostras antigas ou com
problemas na extragdo poderao ser ressuspensas em 50 ou 100 yL de tampao AE.

8. Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.
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9. Armazenar por -20°C.

6.4 Biosseguranga

Todo o procedimento deve se realizar sob condigées de biosseguranga (1).

7. REFERENCIAS
1. Richmond JY, Mckinney RW. Biosseguranga em laboratérios biomédicos e de
microbiologia. Brasilia: Ministério da Saude: Fundagdo Nacional de Saude; 2001.

6 LISTA DE ANEXOS

TITULO ANEXO cODIGO
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Codigo POP POP_IPCCB_LB_044_PT_D Versdo 2
Titulo Procedimento para realizagdo da genotipagem de SNPs de
enzimas do citocromo P450 (CYPs) utilizando sistema TaqMan®
Idioma da versao PT
original
Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de
Jaiana Larissa de Anne Cristine Gisely Cardoso de | aplicagao:
Morais Cardoso Gomes de Almeida Mol 23/08/2019
Nome Versao Alteracoes realizadas
Gisely C. de 2 Formatacao
Melo
1. OBJETIVOS

Descrever o procedimento de realizagdo da PCR em tempo real para genotipagem
alélica de enzimas do citocromo P450 (CYP) com sistema TaqgMan.
2. CAMPO DE APLICACAO
Anélise no laboratério de biologia molecular de amostras relacionadas a pesquisa
clinica. Genotipagem das CYPs 2D6, 3A4, 3AS5, 2C19 e 2C8
3. DEFINICOES
e PCR: A reagdo em cadeia da polimerase (do inglés polymerase chain reaction), é
uma técnica da biologia molecular para amplificar pequenas quantidades de um
DNA especifico a partir de um molde do DNA, usando uma rea¢do enzimatica

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

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

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

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

e Haplotipo: uma série de alelos encontrados em um locus ligado em um
Cromossomo.

e Diplétipo: E a combinagio especifica dos dois haplétipos.

e Genotipo: ¢ a constituigdo genética de um individuo proveniente de ancestrais
comuns.

e Fenodtipo: € o produto direto da informag@o proveniente no DNA, representa formas
alternativas de expressdo de um mesmo carater que pode ser controlado por um ou

varios genes.

4. RESPONSABILIDADES

Equipe do laboratério de biologia molecular envolvida na realizagdo da PCR.
5. POP'S RELACIONADOS

= Procedimento para extragdo de DNA de Plasmodium spp. a partir de sangue total,
utilizando 0 QIAmp DNA kit (Qiagen®) - POP_IPCCB_LB_003 v03D PT

6. PROCEDIMENTOS
6.1.1. Materiais
e Pipetas automaticas de 10uL, 100puL e 1000 pL

o Ponteiras com filtro para pipetas automaticas

— ®
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¢ Pipeta multicanal
e Multipipetador
¢ Ponteiras para multipipetador (0,5 ml)
e Tubos eppendorf de 1,5 e 2,0 mL
e Microplacas de 0,1mL, com 96 pogos, para sistema de PCR em Tempo Real
e Adesivo Optico para vedar as microplacas
6.12. Equipamentos
e Vortex
e Centrifuga
e Termociclador de PCR em tempo real
e Nanodrop
6.1.3. Reagentes
e Mastermix universal
e Mastermix de genotipagem
e RNAseP
e Sondas genotipagem

e Aguanuclease free

6.2 Reacio de genotipagem
6.2.1 Obtencao de DNA

e A extragdio do DNA deve ser feita de acordo com o
POP_IPCCB_LB 003_v03D_PT;
e As amostras devem ser armazenadas em tubo eppendorf ou microplaca e

devem ser mantidas em camara fria a 4°C.
6.2.2 Preparacao do Mix de genotipagem

e O mix de genotipagem deve ser preparado e distribuido na microplaca para

PCR na érea apropriada (capela de fluxo laminar VECO CFLV estéril para

= O,
: Instituto de Pesquisa Clinica
- OO e erm
[em— : ()
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preparo de reagentes PCR);

e Ligar a luz UV (germicida) da capela de fluxo laminar cerca de 30 minutos
antes do inicio do preparo. Apds esse periodo desligar;

e Com o fluxo laminar da cabine em operagdo, proceder o preparo do mix de
genotipagem;

o Centrifugar as sondas;

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

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

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

f. Centrifugar o mix e pipetar 2,75uL em cada pogo da microplaca;

g. Cobrir a microplaca e seguir para a bancada de manipulagdo de DNA.

6.2.3 Montagem da placa de genotipagem

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

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

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

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

e Centrifugar a microplaca;

— ®
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624 Reacio de PCR real time
e A reagdo de PCR real time utiliza o software Applied Biosystems 7500 Fast
Real-time PCR System;

e Selecionar Advanced Setup na tela inicial;

e No Experiment Menu -> SETUP -> Experiment properties:

= 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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¢ 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 ¢ definir o SNP assay.
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e. No Experiment Menu -> SETUP -> Run method
= Para configurar a corrida, preencha a quantidade de pL da reagdo. A

reacao

pode ter entre 10 e 30 uL;
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= Na aba Tabular View selecione os tempos e temperatura da reagao,

bem como o niimero de ciclos.

Pre-PCR | Thermal Cycling | Post-pen
Fead | |Performed on a dedicated thesmual cycler) Read ‘
Stage/Sinp | | \
Helding Heaicing c,’“_"f 150 opcles) Holgng |
Suge | Stage Dwwhire | AnnealExtend | Staoe |
! |
Tarrgieen i @®c | B¢ 2'c 80°C { 0c |
; | ) ’ | |
Time (mm:ss) oxan | 10:00 ox18 o | oo J
\
Data Colection Yo ‘ Na No Yes! ‘ Yes

e Ap0s configurar PCR, conferir o Plate layout e salvar a reagao;
= Em seguida, clicar no botdo START RUN.
= O desenho da reag@o pode ser salvo como template para as demais
analises;
= No Experiment Menu -> ANALYSIS -> Multicomponent plot;

= Analisar o resultado da curva de genotipagem.

6.2.5 Analise da reacio e definicdo do haplétipo

e No Experiment Menu -> ANALYSIS -> Multicomponent plot, analisar as

curvas de genotipagem,;

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

definidas para SNP.

6.3 CYP2D6
= A enzima CYP2D6 requer etapas extras para realiza¢do da genotipagem

6.3.1 Definicdo do diplétipo para CYP2D6
e A definicdo do diplotipo deve ser feita no software Haplo.Stats,

implementado na plataforma R.

63.2 Reacdao CNV
6.3.2.1 Concentragdo de DNA
o E necessério que a concentragio de DNA das amostras seja igual a Sng/pL;
e Com o auxilio do equipamento Nanodrop, dosar a concentragdo de DNA;

® As amostras com concentragdo maior que 5Sng/pL devem ser diluidas com
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agua nuclease free e, é preciso proceder nova extragdo das amostras com

concentragdo menor.

6.3.2.2 Preparagdo do Mix

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

e Ligar a luz UV (germicida) da capela de fluxo laminar cerca de 30minutos
antes do inicio do preparo. Apods esse periodo desligar;

e Com o fluxo laminar da cabine em operagédo, proceder o preparo do mix;

o Centrifugar a sonda e a RNAse P;

e Em um tubo eppendorf, pipetar os reagentes nas seguintes proporgdes;

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

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

o Cobrir a microplaca e seguir para a bancada de manipulagdo de DNA.

6.3.2.3 Montagem da placa de PCR
e Vortexar e/ou centrifugar todos os tubos e microplacas de armazenamento
de DNA;
o Pipetar 2uL. de DNA em cada pogo da microplaca contendo o mix;
o As amostras deverdo ser amplificadas em triplicata;
o E necessario ter uma amostra de controle positivo;
e Os controles negativos devem ser feitos misturando 2uL de dgua nuclease

free em cada pogo selecionado como controle negativo;

= ®
& k. Instituto de Pesquisa Clinica
- OO il defesd
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e Aplicar o adesivo Optico para vedar a microplaca, evitando tocar em sua area
central;

o Centrifugar a microplaca;

6.3.2.4 Reagdo de PCR real time
o Selecionar Advanced Setup na tela inicial,
e No Experiment Menu -> SETUP -> Experiment properties:
= Identificar o nome do experimento;
= Instrumento de corrida: 7500 fast (96wells);
= Tipo de experimento: Standard curve

= Reagente: TagMan® Reagents;

Cxpuawnanl  CTINN_UNY S004IN Prpme “darukorr) Carm Mheagenty | soMaw |langpryt - L3
TR Tgets ol W | 4 v

OO Ry —

(o wew T | v e Timw | svw Forge [ Fowme e | [ e R ) L |

Wliaw ¥ 1A " T P ) | 4=l
— | -
- e ;. v I« —{ =) I |
= |
W movmmoms 4l g o e 6 B . 8. B gt . B s o it e

1

o v

= Velocidade: Standard ("2 hours to complete run).
¢.No Experiment Menu -> SETUP -> Plate setup
= Definer alvos
= RNase P TAMRA — VIC — TAMRA e CYP2D6 — FAM — NFQ-
MGB;

= Definir amostras;
= Distribuir amostras na placa.

e No Experiment Menu -> SETUP -> Run method

— )
AN
aF * Instituto de Pesquisa Clinica
b o Carlos Borbore‘r:g
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... o
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= Para configurar a corrida, preencha a quantidade de pL da reagéo;

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

Step Temperature Time Cycles
Initial denature / enzyme 95°C ‘D miloiag 1
activation
Denature 95°C 15 seconds 40

Anneal / Extend 60°C 40 seconds

e Apos configurar PCR, conferir o Plate layout e salvar a reagéo;
= Em seguida, clicar no botao START RUN.
=0 desenho da reagdo pode ser salvo como template para as demais

analises;

6.3.2.5 Andlise do resultado

e Apbs o término da reagdo, 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”.

e Clicar em “Analysis settings”. Na janela “Ct settings” modificar os
pardmetros de CT threshold e Baseline. Para cada alvo (CYP2D6 e
RNAse P), desmarcar a opgdo “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

configuragdes.

T ®
7 Instituto de Pesquisa Clinica
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e Voltar a tela principal. Selecionar todos os pogos. Clicar em “Export”
e Na janela de “Export properties”, selecionar apenas a opgdo “Results”. Em
“File type”. Selecionar a opgao (*.txt). Selecionar também um local para

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

DT o i o e 3 e

o o o e T o T p——
ot o b v S, 4 et e St B e o e -

Fapent Proges ey I- OrsaesEypat |
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2 e T i cow e

Boarhriame PSRN CIS_CTI0N_R N WLMG T LR
T E T : -

T L T

® Na janela “Customise export”, buscar a opgdo “Field Separator” - marcar a

op¢do Commas.

e  Clicar em “Start Export”. Verificar se o arquivo “.txt” foi gerado. Fechar

o software do aparelho.
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e Apods estes procedimentos, a analise de CNV sera feita utilizando o
software CopyCaller, disponivel para download no site da empresa

Thermofisher.

7. 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

8. LISTA DE ANEXOS

TITULO ANEXO cODIGO
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Quadro 3 — Polimorfismos CYP2D6

Polimorfismo SNP ID Tipo Alelos Localizagdo Contexto VIC/FAM

1006>T | rslogsgsy | A Transition *4¢ 10 Chr 22:42130692 e aae Tl
1846G>A | 153892097 Cgl b::‘tzfl‘;‘:“ *4 Chr.22:42128945 Aﬁ.%%gggggggfgm%ﬂ&lg—m
e | i | O0 T | T | oo | ACACMSCICTASCOCATOGG(OR]
2988G>A | 1528371725 Cg, b::fn‘:tsl‘;‘:“ *41 Chr.22:42127803 Wg?gggfggggggg%ggéfgfgég—m
3183G>A | rssoaziagy | O Transition *29 Chr22:42127608 i o e
-1584C>G | rs1080985 | O Cs’u ]T)’s‘;‘:su‘t’f;;“’“ %2, %35 ¢ *41 Chr.22:42132375 T&%ﬂgwgﬁggigégg%

31G>A 15769258 cgl bfmfl‘;‘:“ %35 Chr.22:42130761 Aggéggﬁgéégjggféfégﬁﬁfﬁég—m
1023C>T | rs28371706 G/S‘:Lftri’t‘u“;g:’“ *17 Chr.22:42129770 Acfgffcéggﬁgﬁgggéggégg¥ggé%l
oor | mow | ATmtier | TTEE | ounpnma | CAOMOGICGECICEACTATCT]
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7 APENDICE

Quadro 1 - Polimorfismos CYP2C19

Polimorfismo SNP ID Tipo Alelos Localizagdo Contexto VIC/FAM
681G>A 154244285 A’S?J b::"[:‘;‘;g’“ *2 Chr.10:94781859 Tg%cfﬁccgé;fﬁgmﬁg%&%l
636G>A | rsdggegey | D Transition *3 Chr.10:94780653 A s
Quadro 3- Polimorfismo CYP3A4
Polimorfismo SNP ID Tipo Alelos Localizagdo Contexto VIC/FAM
392A>G | 152740574 Cgl; b::l"tzfl‘;‘:“ *1B Chr.7:99784473 TA?é*CACT gg‘g %ﬁ%ﬁgg&%

®

Instituto de Pesquisa Clinica
OKDO (i dehead
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7.3. PROCEDIMENTO OPERACIONAI PADRAO — POP — DETERMINACAO
DE HAPLOTIPOS DO GENE CYP2D6
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Codigo POP POP_IPCCB_LB_050_PT

Titulo Procedimento para determinacéo de haplétipos do gene
CYP2D6 utilizando o Haplo-stats (ambiente R) e predicédo
do fendtipo enzimatico.

Idioma da versao PT
original

Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aplicagéo:
Anne Cristine Gomes | Gisely Cardoso

de Almeida; de Melo
Yanka Evellyn

Salazar.

Data e assinatura Data e Data e assinatura | Data da préxima
assinatura revisdo:

Historico de revisdes

Nome Assinatura Data AlteracOes realizadas
(DD/MMM/AA)

1. OBJETIVOS

Descrever o procedimento para determinacdo de haplétipos e predicdo de

fendtipo a partir do genétipo de CYP2D6.



108

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 (*): é definido por variacdes de sequéncias especificas dentro do
I6cus do gene.

e Variacdo no numero de cépias (CNV): um segmento de DNA em que um nimero
variavel daquele segmento tem sido encontrado.

e Haplotipo: uma série de alelos encontrados em um I6cus ligado em um
Cromossomo.

e Diplétipo: E a combinacéo especifica dos dois haplotipos.

e Genotipo: € a constituicdo genética de um individuo proveniente de ancestrais
comuns.

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

e Score de atividade enzimética (AS): ferramenta que permite a traducdo do
gendtipo em uma medida qualitativa do fenotipo que pode ser utilizada pra
predizer a atividade de CYP2D6.

3. APLICACAO

Analise no laboratério de biologia molecular de amostras relacionadas a pesquisa

clinica e predicao de fendtipos da enzima CYP2D6.

4. RESPONSABILIDADES

Equipe do laboratério de biologia molecular envolvida na realizagdo 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 para realizagdo da genotipagem de SNPs de enzimas do

citocromo P450 (CYPs) utilizando sistema TaqMan® -

POP_IPCCB_LB_044_v01D_PT

6. RECURSOS NECESSARIOS
6.1. Instalar o R e Rstudio

e O R é um software livre para computacdo estatistica e construcdo de gréaficos
que pode ser baixado e distribuido gratuitamente.
e Como baixar o R_para o Windows:
o 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://lwww.rstudio.com/products/rstudio/download/preview/
o Em Desktop Version - Installers, clicar em Windows 7+;

o Seguir os passos da instalagao.

e Ao instalar o R, apenas as configura¢cdes minimas para seu funcionamento
basico sao instaladas (pacotes que vem na instalagéo “base”). Para analise de
haplétipos de CYP2D6 sera necessario instalar o pacote adicional (packages)

denominado Haplo-stats.
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e Para instalar o pacote, deve-se abrir o Rstudio, e na aba “Console” (mostrada na

figura a sequir), digitar o seguinte comando: > install.packages("haplo.stats")

adimesieat  Wltery

Flec  Petn Packager  Meip  Viewer

6.2 Determinacéo de dipl6tipos do gene CYP2D6 utilizando o Haplo-stats
(ambiente R)

e Antes da analise 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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@ Pagina Inicial Inserir Layout da Pagina Farmulas Dados Revisdo Exibicdo

‘_j & Calibri == =|| A~ ;QuebrarTex‘to Automaticamente  Geral -

Covlar _j N I s =|=|= | EE ££ [=d Mesclar e Centralizar = ‘-'_,‘E - % 000 | %8 57 CF
firea de Tra... Alinhamento Numero

Bl -
A B C D E F G H I J K L

1 _1584C>GI I 31G=A 100C>T 1023C=T 1846G=A 2549delA 2
2 C c G G C C C C G G A A
3 C €] G G C C C C €1 G A A
4 G €1 G G C C C C €1 G A A
5 C €] G G C C C C €1 G A A
(7] C C G G C C C C €1 G A A
T C G G G C T C C G A A A
8 C C G G C C C C €1 G A A
9 C C G G T T C C €1 A A A
o C €] G G C C C C €1 G A A
n1 C C G G C C C C €1 G A A
pz C C G G C C C C G G A A

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

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

e 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:

Arquive Editar Formatar Exibir  Ajuda

"N*1584,1" "N=1584,2" UNF31,1 "NE31,2" "NElee,1" "NElee, 2" "N*1823,

"N*1823,

=l
EEPPERPRPPRPRPRE PR PR RPREERERERRER

MG RERGE R

NNEONNNONONONNONNONO6O 6

NOOOOOONOOOOOOOOO0O06 606
NOOOOO OO0 OONGO OO
NN ONO0NO=AN00000
THANO AN AN AN A0 A0 0000
ENsNaNeskaNaRsiaRaslaiasiakaRsiaksRaRaakaRaRaka!
b lsRalaRaNaRalanalalaiakalalalataRaRakaRaRaka!
NEOOOOOODOOOONONOONDOO6O OO
NEOOOEPOOEOOFOOOEOEOOO OO
ER I D S A S S 0 R BB B o - -l
PP DD
PR
4 AanHoaAdn00nn0nn0 o040

1
5
)
3
a
:
H
[
0
b

o

e Verificar se ndo estdo sobrando linhas ou colunas a mais no arquivo de texto
(colunas apos a ultima referéncia de SNP), pois isso pode interferir na leitura da
tabela pelo RStudio.

RG]

v

>

£
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o Observacgédo: Para facilitar este passo, € preferivel utilizar um template de
tabela no formato .txt, onde a primeira linha contendo a referéncia de
SNPs ja esteja configurada. Isso 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 area 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 Para rodar o comando desejado, colocar o cursor em qualquer ponto da respectiva
linha e clicar tecla ENTER do computador ou clicar a opgao “Run”.

R5tudio
File Edit Code View Plots Sessien Build Debug Profile Tools Help
O - Cr - Go to file/function ~ Addins -

haplol stats)
ead—tabtetfi Te. choose(), head= TRUE, sep = "\T",row.names=NULL)

@ ] Untitled1*

Tibrany(
geno -

save.em <- haplo.em(geno, miss.val=c(d, ~A),locus.label=c(1584, 31, 100, 1023, 1846, 2549, 2615, 2830, 2988, 3183, 4180).
names (save. em)

save.eam

resultadeo <- summary(save.em)

resultado

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

O W0 e L

iy

114 Top Level) = R Script &

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

e Verificar se o comando foi executado com sucesso. No canto direito da tela devera
aparecer a informacdo com numero de observacdes e variaveis da tabela que

acabou de ser lida pelo programa.

RStudie - >
File Edit Code View Plots Session Build Debug Profile Tools Help

© - omler- - Addins - B project: (None) -
Q'] Untitled1* i History  Ce
Source on Save | G4 7 ~ +Rrun | > Source = # Import Dataset ~ | @ Ust ~
fave.em <- haple.em(geno, miss.val=c(0, na),locus.label=c(1584, 31, 100, 1023, 1846, 2549, 2615, 2830, 2988, 3183, 4180)) geno 31 obs. of 22 varia

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

1
2
3
4
5 names(save.em)
6
8
9
0 write.csv(resultado, file — "resultado.csv” )

eeeee

141
41 Top Level) = R Script =
Console Terminal 1l Jobs
assert.. Eas) e and Post 0.2.1
T T e T ST DSOS T T RIS . seertions
vou are welcome to redistribute it under certain conditions. sacke. Rl wtions 113
Type 'license()' or 'licence()’ for distribution details. acke.. eimplementations o

of Functions

& is a collaborative project with many contributors Introduced Since R-

Type ‘contributors()’ for more information and 3.00
‘citation()' on how to cite R or R packages in publications. 5 0.1-
Type 'demo()’ for some demos, ‘help()' for on-line help, or
‘help.start()’ for an HTML browser interface to help.

Type 'q()’ to quit R.
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11.0

- Tibrary(haplo.stats)
» geno = read.table(file.choose(), head= TRUE, sep = "\t",row.names=~uLL)

e Clicar no campo destacado na figura acima. Uma aba “geno” sera aberta onde
podera se verificar se a tabela com alelos foi lida corretamente (observar o nUmero
de linhas, colunas, SNPs, quantidade de variaveis). Se corretas as informacdes,

retornar para aba “Untitled 1*”.

RStudio
File Edit Code View Plots Session Build Debug Profile Tools Help
LR SR Go te file/function ~ Addins ~
@ | Untitled1* Environment  His
Filter T 7 Impor
* N.1584.1 N.1584.2 N.31.1 N.31.2 N.100.1 N.100.2 N.1023.1 N.1023.2 N.1846.1 N.1846.2 N.2549.1 N.2549.2 N.2615.1 N.261 Global Environme|
1C C G G c C C C G G 2 2 2 A Data
2 C G G G C C = = G G A A A A geno 31
3 G G G G C C C C G G A A A A
4 C G G G C C C C G G A A A A
5 C = G G C C = = G G A A A A
6 C G G G C T C C G A A A A A
7 C C G G C C C C G G A A A A
8 C C G G T T C C G A A A A A Files  Plots  Pac
9 C G G G c c c c G G A A A A nstall | @ Upd
10 C C G G C C C C G G A A A A Name 25
oo |18 - - - - - - - - - N N N . T Userlibrary
3

acepa.. ACE

Shawina 1 tn 12 af 31 entries 27 tatal columns Cala.
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e Rodar o terceiro comando (save.em <- haplo.em...), seguido do quarto comando
(names(save.em)) e quinto comando (save.em).

e Apods rodar o quinto comando, aparecera a tabela “Haplotypes” com haplétipos e
frequéncias (determinados pelos dados contidos na tabela de alelos) na janela
inferior, aba “Console”.

z ;2:233523372;-‘3?25?3We.cmose- . head— TRUE, sep — "ML, roW.names—NULL) Slotal Environmen
43 i:;z;igai;.QigTo‘em(geﬂD. miss.val=c(0, ~A),locus.label—=c(1584, 31, 100, 1023, 1846, 2549, 2615, 2850, 2988, 3183, 4180)) Da;:m: gjf
A
10 r.reﬂte.tis?'(rssu'\tadcv‘ file = "resultado.csv"” )
Files l:PI(ﬂs@ z d
1] " Inlike “Inlike.noLD"” Ir ar. ir” “hap.prob “hap.prob.noLD” “converge N
[8] "locus.label” “indx.subj” "subj.id” “post” "haplcode™ “hap2code” “haplotype”
[ngv;rj\g”eyus‘ “rows.rem” ‘max.lpaw rs” "control” ,

A tabela com hapl6tipos pode sfefr”crbpiada para outro tipo de arquivo (Word, Exéél, »
Power Point).
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 numero da amostra.

o Observacao: Uma amostra pode ter mais de uma probabilidade de

diplotipo. Nesse caso, selecionar o diplotipo do individuo considerando a

probabilidade maior e a coeréncia do resultado.

A tabela com os diplétipos pode ser copiada para outro tipo de arquivo (Word,
Excel, Power Point).
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1 TlibraryChaplo.stats) o
2 geno = read.table(file.choose(), head= TRUE, sep = "\T",row.names=NULL)
3 Data
4  save.em <- haplo.em{geno, miss.val=c(0, NA),locus.label=c(1584, 31, 100, 1023, 1846, 2549, 2615, 2850, 2988, 3183, 4180)) gen
5 names(save.em)
5 res
7  save.em sav
& resultado =- summary(save.em)
9 resultade
10 write.csv(resultado, file = "resultado.csv"” )
S (Top Level) & R Scrip Eiles
Console  Terminal Jobs nist]
N
AU EsuTLAu - Sunar y ey S, Sy
“ Userlil
Subjects: Haplotype Codes and Posterior Probabilities .
subj.id|hapl hap2 posterior
1 1 2 2 1.00000
2 2 3 14 1. 00000
3 3 14 14 1. 00000 a
4 4 4 13 1. 00000
5 5 2 2 1. 00000 b
[ 6 10 14 1. 00000
7 7 2 3 1. 00000
& 8 =] 11 1. 00000
9 ] 2 14 1.00000
10 10 2 2 1.00000 b
11 11 2 2 1.00000
12 12 9 14 1.00000
13 13 2 3 1.00000
e . . . o " .
e 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 Determinacédo de Alelo Estrela

A partir dos haploétipos obtidos pela analise no ambiente R (tabela “Haplotypes”),

deve ser feita a comparacdo dos mesmos com bases de dados/artigos para

determinacao do alelo estrela correspondente a cada haplétipo.

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 Fridrich et al., 2014

(dados da Rede Nacional de Farmacogenética), que consta nos Apéndices
deste POP.

Apoés a identificacdo do alelo estrela, deve-se determinar o dipl6tipo de cada

individuo (Ex: Amostra 1 = *1/*2; Amostra 2 = *1/*4, etc) utilizando os dados da

tabela “Subjects: Haplotype Codes and Posterior Probabilities”.
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e Apoés determinacao dos diplotipos, deve-se seguir para as etapas de predicéo do
fenétipo de CYP2D6, utilizando o score de atividade (AS), como descrito nos
topicos a sequir.

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

consideradas da determinacao do diplétipo final.

7. PREDICAO DE FENOTIPO A PARTIR DO GENOTIPO

7.1 Variagdo do numero de cépias

A predicao de feno6tipo é realizada somente apds a determinacgéo de diplétipos e
andlise da variacdo do numero de copias de CYP2D6 conforme descrito no item 8 de
POP_IPCCB_LB_044 vO1D PT.

7.2 Score de atividade enzimética (AS)

Durante a analise de CYP2D6, € comum utilizar o sistema de score de atividade
enzimatica para predizer o fenétipo a partir do genétipo. Esse sistema emprega valores
aos alelos conforme a sua atividade enzimatica correspondente (Tabela 1). Os valores
podem variar entre os alelos, para descobrir qual valor € empregado a um alelo deve-
se checar os estudos de Gaedigk et al., 2017 e, Caudle et al., 2019

T

ATIVIDADE ENZIMATICA VALOR ATRIBUIDO abela

3.
Valore
s
atribui
dos

aos alelos utilizando o sistema AS.
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Aumentada > 2,25
Normal 1,25 -2,25
Intermediaria 0,25-1,0
N&o funcional 0

7.2.1 Multiplicacdes
As multiplicacdes sdo reportadas somente aos alelos *2, *4, *10 e *35.
Observacdo: Se houver outro alelo presente no diplétipo, a multiplicacdo é

reportada ao alelo *1.

7.2.2 Delecbes
As delecbes devem ser reportadas somente em casos de homozigose.

e Se houver delecéo, o alelo é substituido por *5 (ndo funcional).

7.3 Célculo de AS
O calculo para a determinacao de AS é realizado a partir do resultado obtido da

determinacao de diplétipos e analise de CNV.
a. Os valores dos alelos presentes no diplétipo de um individuo seréo
somados conforme apresentado na tabela 2;

b. O fendtipo é determinado a partir do valor obtido para o AS.

Tabela 4. Exemplos de determinacao de AS a partir do genotipo.

DIPLOTIPO CNV SOMA AS
*1/*1 2 1+1 2
*2/*2 2 1 1+0
*21*4 2 1+0 1
*1/*10 3 1+0,25+0,25 15
*21*17 3 1+1+0,5 2,5
*4[*4 2 0+0 0

4 0 alelo *2 é substituido por *5 (ndo funcional). O diplétipo final seria: *2/*5.
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7.4 Predicéo do fendtipo
Apbs o célculo de AS, a predicdo de fenétipo pode ser realizada conforme

descrito na tabela 3.

Tabela 5. Determinacao de fenétipo a partir do AS.

AS Fenotipo
0 PM (metabolizacao lenta)
0,25-1,0 IM (metabolizacao intermediaria)
1,25-2,25 NM (metabolizacdo normal)
>2,25 UM (metabolizacdo ultrarrapida)
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8. APENDICES

Tabela 1: Determinacdo do haplotipo (alelo estrela), de acordo com SNPs encontrados pela genotipagem de

CYP2D6. Os alelos estrela na tabela séo os principais ja descritos na populacao Brasileira (Fridrich et al., 2013)

Alelo . i Duplicagéo  Atividade
Posigéo do nucleotideo no gene CYP26
CYP2D& CYP2D6  enzimatica
1584 31 100 1023 1846 2549 2615 2850 2988 3183 4180
| C G c c G A A c G G G - MWormal
2 G G c c G A A T G G c - Mormal
*3 C G c c G Del A c G G G - MNula
4 c G T c A A A c G G c - Mula
*5 - - - - - - - - MNula
*9 c G c c G A Del c G G G - Diminulda
*10 C G T c G A A c G G c - Diminuida
17 c G c T G A A T G G c - Diminulda
*29 C G c c G A A T G A c - Diminuida
*34 c G C c G A A T G G G - ND
*35 G A c c G A A T G G c - Mormal
*39 c G c c G A A c G G c - MNormal
*41 C G c c G A A T A G c - Diminulda
x 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
*dy c G T c A A A c G G c + Nula
*“1Tx 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 negrito sao polimérficos
** ND — nao definido
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Polimorfismo | SNP ID Tipo Alelos Localizacdo Contexto VIC/FAM
T/-
rs3574268 LI § Chr.22:4212824 | GGCTGGGCTGGGTCCCAGGTCATCC[T/-]
2549delA 6 '”Sert'grr‘l/ Deleti 3 2 GTGCTCAGTTAGCAGCTCATCCAGC
AIG, Transition . Chr.22:4213069 | CCGGGCAGTGGCAGGGGGCCTGGTG[A/
100C>T |rs1065852) g hstitution 4e*10 2 G] GTAGCGTGCAGCCCAGCGTTGGCGC
C/T, Transition . Chr.22:4212894 | AGACCGTTGGGGCGAAAGGGGCGTCIC/T
1846G>A  1s3892097| “g htitution 4 5 ] TGGGGGTGGGAGATGCGGGTAAGGG
C/G, 274 10, "1 | Chr 22:4212661 | AGCACAAAGCTCATAGGGGGATGGGIC/G
1 * * * * "
4180G>C |rs1135840 Transv_ers_.lon 29, 35, 39e 1 ] TCACCAGGAAAGCAAAGACACCATG
Substitution 41
s0gaGoA  |152837172] CIT, Transition a1 Chr.22:4212780 | TTCATGGGCCCCCGCCTGTACCCTT[C/T]
5 Substitution 3 CTCCCTCGGCCCCTGCACTGTTTCC
a183Goa  |155942138| CIT, Transition 9 Chr.22:4212760 | TCTGGTCGCCGCACCTGCCCTATCA[C/T]
8 Substitution 8 GTCGTCGATCTCCTGTTGGACACGG
GIC
» Chr.22:4213237 | TAATTTTGTATTTTTTGTAGAGACC[G/C]
- * * *
1584C>G |rs1080985 Transyerg,lon 2,*35e*41 5 GGTTCTTCCAAGTTGTCCAGGCTGG
Substitution
CTT/-
2615_2617de s . Chr.22:4212817 | CCCCACCGTGGCAGCCACTCTCAC[CTT/-
IAAG r$5030656 '”Sert'grr‘]/De'e“ 9 5 ] CTCCATCTCTGCCAGGAAGGCCTC
C/T, Transition . Chr.22:4213076 | AGGAGCAGGAAGATGGCCACTATCA[C/T]
31G>A | 15769258 | g htitution 35 1 GGCCAGGGGCACCAGTGCTTCTAGC
1023C>T rs2837170 | G/A, Transition 17 Chr.22:4212977 | ACGCGGCCCGAAACCCAGGATCTGGIG/A
6 Substitution 0 ] TGATGGGCACAGGCGGGCGGTCGGC
28500>T | re160a7 | A/G, Transition | *2,%17,%34, | Chr.22:4212794 | GAGAACAGGTCAGCCACCACTATGCIA/G]
Substitution | *29, *35, e *41 1 CAGGTTCTCATCATTGAAGCTGCTC




7.4. PARECER DO COMITE DE ETICA E PESQUISA

J TIIO £
FUNDACAO D'E“M'E‘DghA PICAL f \

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS-CEP \ /

o

i‘!
i

PARECER N° 2064-CEP/FMT-HVD
Registro CEP: Protocolo N°426/2011-CEP/FMT-AM

CAAE - 0002.0.114.000-11

m“mzmmmmmwnﬁvommlhraeﬁdche
tolerabilidade de tratamento esquizonticidas sanguineos com artesunato amodiaquina
whintrop®/coarsucam’™ (ASAQ) versus cloroquina (CQ) para malaria ndo complicada por
monoinfecgdo de plasmodium vivax™.

Pesquisador Responsavel: Marcus Vinicius Guimaraes de Lacerda
MW:WQMYWWNMGWWDOM'.
Institui¢io Co-Participante: N3o se aplica

Area Tematica Espedial: Novos farmacos, com cooperacio estrangeira.
Patrocinador: Sanof Aventis Farmackutica 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 £tica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundacio de Medicina Tropical “Doutor
Heitor Vieira Dourado” - CEP/FMT-HVD, em sessdo ordindria do dia 16 de setembro de 2011 &
de acordo com as atribuigSes definidas na Resolugio CNS 196/96 e suas complementares,
manifesta-se favordvel 4 aprovaglo do protocolo. Fica informado o pesquisador, que ao
tomar conhecimento dessa decisiio, © mesmo terd o prazo de 6 (seis) meses para apresentar
relatério parcial do estudo ao CEP (mod. RelatSrio proposto pela CONEP), em atendimento &
Resolugio CNS n® 251/97, I11.2°h", bem como atentar a0 cumprimento &s demais alineas
desse mesmo item, que compbem o rol de suas responsabilidades no estudo.

Situaclo do Protocolo: APROVADO

Manaus, 16 de setembro de 2011,

/i

Francisco Nailzon Santos Pinto
Coordenador do CEP/FMT-HVD
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7.5. PARECER DO COMITE DE ETICA E PESQUISA

FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA ‘G 281y o e
DOURADO ((FMT-HVD))

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CLOROQUINA EM ASSOCIACAO A PRIMAQUINA NO TRATAMENTO DA MALARIA
VIVAX: BUSCA DE BIOMARCADORES PARA DETECCAO DE RESISTENCIA
CLINICA A CLORDQUINA

Pesquisador: Gisely Cardoso de Melo

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 44605015.4.0000.0005

Instituicio Proponente: Diretoria de Ensino e Pesquisa - DENPE

Patrocinador Principal: Fundacdo de Amparo 2 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 ASSOCIACAQ A
PRIMAQUINA NO TRATAMENTO DA MALARIA VIVAX: BUSCA DE BIOMARCADORES PARA
DETECCAQ DE RESISTENCIA CLINICA A CLORODQUINA ! sob a responsabilidade da pesquisadora Gisely
Cardoso de Melo, gue pretende lancar luz a compreensdo 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 epidemiclogia molecular da resisténcia do parasito acs antimalaricos. Os
biomarcadores inovadoras, tais como a expressao de genes

relacionados com a provavel resisténcia da droga pode ser utilizado na pratica clinica para a monitorizac8o
da eficacia do tratamento, para o

diagndstico ou para prever o progndstico. O objetivo deste trabalho sera avaliar a eficacia do esquema
terapéutico cloroguina em associacio a

primagquina e buscar biomarcadores para deteccdo de resisténcia clinica a cloroguina nos pacientes com
malaria vivax sem complicacbes atendidos

na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado. Sera realizado estudo do tipo ensaio clinico
com pacientes com malaria por P. vivax.

Enderego: Av. Pedro Teixeirs, 25

Bairro: D. Pedro | CEP: 88.040-000
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (g2)2127-3572 Fax: (B2)2127-3572 E-mail: cep@fmtam govbr
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Serdo realizados os seguintes procedimentos: gota espessa pela técnica de Walker, hemograma, exames
bioguimicos, PCR. para confirmacao da

espécie de plasmaddio, RT-PCR para analisar a expressao 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 histdria de febre nas

Gltimas 48 horas, densidade parasitaria superior a 0,02% com predominio de estagio em anel (80.0% dos
estagios totais presentes), mediante a

assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido. Os doentes receberdo tratamento supervisionado
com 25 mg / kg de fosfato de CQ ao

longo de um pericdo de 3 dias (10 mg / kg nos dias 0 e 7,5 mg / kg nos dias 1 e 2) associados com
primaguina 0,5 mg/kg por 7 dias. Os pacientes

serdao avaliados nos dias 0, 1, 2, 3,457, 14,21,28 35 e 42 e, se eles se sentirem doentes, em qualquer
momento durante o periodo de

acompanhamento. Em cada visita, sera realizada gota espessa pelo método de coloraciio de Walker (15) e
hemograma completo. Na admissao

(D), sera coletado sangue para realizacio de teste de susceptibilidade ex vivo, deteccio molecular (16),
microssatelite se para armazenamento de

RMA e para determinacio de niveis plasmaticos de CQ e desetilcloroquina (DCQ) por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) No dia dia da

resisténcia (OR), sera coletado sangue para diagnéstico molecular, para armazenamento de RNA,
microssatelites e para determinacio de niveis

plasmaticos de C( e desetilcloroguina (DCQ) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (17). As
amostras serdo processadas dentro de 6

horas apds 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 meic 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 ulL de SYBR
Green (diluidas com 63 uL de PBS) e

incubadas por 20 minutos A temperatura ambiente. Durante o tempo de coloracio. A reacio sera
interrompida apds 20 minutos com a adicie de 400

uL de PBS e sera armazenado em gelo até a realizaco da citometria de fluxo (20). A proporcio de

Enderego: Av. Pedro Teizeira, 25

Bairro: D. Pedro | CEP: 58.040-000
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: [92)2127-3572 Fax: (B2)2127-3%72 E-mail: cep@fmt.am gov.br
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maturacdo de esquizontes em cada

icestimator.net/Methodlintro.htm) e a |C50 calculados por analise de regressao nao-linear (21, 22) As
reacbes de amplificacdo do RMA sera realizadas utilizande SYBR Green PCR Master Mix

(Applied Biosystems) e 45 ng de cDNA de cada amostra.

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Primario:

Avaliar a eficacia do esqguema terapéutico cloroquina em associaciio a primaquina e buscar biomarcadores
para deteccdo de resisténcia clinica a

cloroguina nos pacientes com malaria vivax sem complicactes atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical
Dr. Heitor Vieira Dourade (FMT-HVD).

Objetive Secundario:

Estimar as falhas terapéuticas ao término do seguimento clinico-parasitoldgico;verificar a taxa real de
recorréncia parasitaria pela PCR ao término do

seguimento clinico-parasitolégico; determinar e comparar as concentracdes sanguineas de cloroguina e
desetilcloroquina em pacientes com ou sem

falhas terapéuticas; avaliar a utilizacio de microssatélites de P. vivax para distinguir resisténcia, reinfeccoes
e recaidas durante a avaliacdo da

resposta terapéutica; validar a expressio dos genes pvcrt-o e pvmdr1 como 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 amosiras resistentes e sensiveis a

cloroquina;verificar se existe concordancia entre resisténcia a cloroquina in vivo e ex vivo; padronizar a
citometria de fluxo para avaliar sensibilidade

a antimalaricos para P. vivax.

Avaliacido dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Toda pesquisa com seres humanos envolve risco em tipos e gradacfes variados de acordo com a resolucio
CNS 466/2012. Como este projeto

ufilizara pacientes provenientes da FMT-HVD, o possivel risco envolvide na pesquisa seria a divulgacao de
informacbes pessoais e de saude dos

participantes da pesquisa, e para evitar esse problema, os parficipantes da pesquisa serao

Enderego: Av. Pedro Teixeirs, 25

Bairro: D. Pedro | CEP: g0.040-000
UF: Abd Municipio: MAMALS
Telefone: (g2y2127-3572 Fax: (§2)2127-3572 E-mail: cep@fmt.am.gov.br

Pagira 03 da 05

125



126

FUNDAGAO DE MEDICINA
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identificados com codigos. Os nomes e todas as

informacdes oblidas serdo utilizados apenas pelo investigador principal.

Beneficios:

O beneficio em estar parlicipando deste estudo sera um aumento de informacdes sobre os genes
relacionados a resisténcia do P. vivax a

cloroquina, mas ndo sera pago nem receberd incentivo financeiro durante o0 acompanhamento.
Comentarios e Consideragdes 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 malaria. 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
vivo, podendo ser usado como

biomarcador para prognostico de resistencia a cloroquina.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O projeto apresentou todos os itens obrigatdrios de acordo com a resolucdo CNS 466/

Folha de Rosto folha rosto .

TCLE - Modelo de Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido

Declaracbes Diversas como as cartas anuéncia

Termo de assentimento

Projeto Detalhado

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Por considerar o projeto apresentado em consondncia com as exigéncias éticas solicitadas considero o
projeto , SMJ , APROVADO

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

MNao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O presente projeto esta APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatérios parciais e final do estudo, conforme prevé a Resolucio CNS n® 466/2012, utilizando

Contnuacdo do Parecer: 1.074.308

Enderego: Av. Pedro Tebeira, 25

Bairro: D. Pedro | CEP: £86.040-000
UF: AM Municipio: MAMAUS
Telefone: (§2)2127-3572 Fax: (82)2127-3572 E-mail: cep@fmitam gov.br
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o formulédrio 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 Teixeira, 25
Bairro: D. Pedro CEP: 80.040-000

UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)2127-3572 Fax: (B2)2127-3572 E-mail: cep@fmtam govbr
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7.6. TERMO DE ESCLARECIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA ADULTOS
£9.3

Favor leia estas informagies com atengio, Tome o lampo necessans parm fazer as pargunlas qua
vood quiser, A equipe do estudo explicard qualguer palavra ou informagio gue vocé ndo enlanda
claramante,

INTRODUGAO

Vood estd sendo convidado para paricipar de um astudo clinico, O sau médico do estudo (o médico
que val conduzir o estudo) acha que voocdé lem as condigdes iniclais para poder participar deste
astudo, Antes de concordar em paricipar neste estudo, & muito importante que vocé enlenda o quea
a sua participagéo envoberd, entendendo as informacies fomecidas neste documaento, Este termao
descreve o objetivo, os procedimentos, os banaflicios, os riscos, os desconforlos e as precaugiaes do
astudo, Também descreve os procedimentos altemativos gue estdo disponivais para vocé a seus
direitos de se retirar do estudo a gualguer momanto,

Vocd deve ser bem sincers com o médico a respeilo do seu histdrico de sadde, incluindo o uso
anterior @ atual de outras medicagbes, Caso contrdno, vocd poderd prejudicar a & mesmo com a
participacho neste estudo, O médico do estudo lhe fad pargunias sobre o seu histdrico de sadda,
Serd nacessano que voob convarse sobre o uso anlanor @ atual de oulras medicaghes,

Savochd ndo pudar ler ou escrever, uma testamunha, que é uma pessoa independants do
patrocinador @ do médico, lerd este documanto para vooh, Se vood concordar em participar, a sua
impressio digital (carmbo do seu dado polegar) substituird a sua assinatura,

OBJETWO DO ESTUDO

Vood apresenta sinais de maladria, Amaldria ¢ uma doenga causada por 4 diferentes tipos da
parasitas (lodos da masma familia), transmitidos por picadas de mosquilns, Um destes ipos da
parasita fol ancontrado no sau sangua,

A maldria pode causar fabre, dor de cabaga, dor @ fragueza, Pode sar muilo séna e pode atd levar a
morte g ndo tratada corrata o imadialamanta,

Aalmante, um dos tratamentos recomendados pelas autoridades de sadde intemacionais contém
artesunato amadiagquina; asta medicagho combinada 4 conhacida pelo nome de Aresunata
Amadiagquina da Winthrop® /Coarsucam™ (ASAQ), Este medicamento, ainda nio aprovadao para
uso no Brasll, demonstrou a sua eficdcla e seguranga contra oulro parasita da malada (Plasmodium
faleiparum) na Africa e na Caldmbia. Este estudo tam o objelive de juntar ainda mais informagbes
sobre o medicamento, por isso a eficicia @ seguranca de ASACQ contra outro parasila da malaria

( Plasmodium vivax ) serd comparada a um medicamaento anti-malaria comumenta ulilizada no Brasil,
chamado cloroguina,

DESCRIGAD DO ESTUDO

Este asiudo elinico sord realizado am um centro de sadde am Manaus - Estada do Amazonas
[(Brasil) com apraimadamante 380 pacienles com mais de 6 meses de idade,

Seavooh concordar am parfcipar deste estudo & se vood liver as condigbes para ser salacionado,
vood serd tratado com artesunate amodiagquina (ASAQ) ou cloroquina, Voo serd sorleado para
racabar um destes tratamentos (semelhante & retirada de um ndmero de um chapéu). A duracio dao
tratamento serd de 3 dias e o acompanhamento durard 39 dias, Vocod deverd ir ao cantra de sadda
pelo menos T vezes, além de hoje,
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Sa voch ndo tver as condigbes de selegio, ou 58 escolher ndo paricipar do estudo, ndo havaera
nanhum problema para receber o tratamento padrdo contra maldra, vocé receberd a mesma
qualidade de ratamento por parte do pessoal do centro de sadde,

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO
Se woch concordar am participar do estudo, o médico realizard um axama flgico, coleta de amostra a

varificard o seu histdénco médico, também as medicagdes anterdores e aluals, para determinar sa

voch pode paricipar do estudo.

Visitas

Nos 3 primairos dias, voob vird ao centro todas as manhas para recabar o seu tratamanto oral (pala

boca).
A partir dal, voch retomard ao centro no 4%, 8%, 15%, 20%a 43° dias,

Ao final de cada visita, o seu médico marcard a data da prdxima visita,

Exames

Em cada visita, serd realizado um exame clinico @ figico, incluindo maedir sua temparatura corporal @
a pressio do sangua.

Ma 1*visita @ durante as visitas sem coleta de amostra de sangue para exame |laboratorial, uma
paquena quantidade de sangue serd retirada por mek de uma picada no dedo para pesquisar os
parasitas da malaria @ outra amostra de sangue serd coletada e guardada am papal de filtro para
andlises complamantares,

Mas visilas do 1% dia, 8* dia @ 29* dia, uma amostra de sangue, igual a uma colhar de café, serd
coletada de uma vela do seu brago para exames laboratorials e para a andlise complamaentar. Uma
coleta de sangue adiclonal poderd ser realizada no 15% @ no 43" dia, dependendo do seu estado, ou
sa 05 resultados anterlores forem anomails. A equipe buscard reduzir a uma colela de sangue por
vigita,

Andlises complemantares sdo.

Uma para confirmar a espédcie de maldria do qual vocé fol infectado, realizado no pimeiro dia @ no
dia qua vood thver um novo sinal de maldna (s 880 oCormer).

Cutra para estudar a dosagem do medicamento no dia 7 & no dia que vocd ther um novo sinal da
malaria (se isso ocormer). Especificaments para a dosagem do medicamento artesunato de
amodiaguina, a sua amostra de sangue serd analizsada num pals estrangeio, mantendo a sua
corfidencialidade adequadaments, conforme requerddo pelo: megulamentos intemacionais e
nacionais,

Um exame sord realizado para uma andlise complementar ne futuro. Esta amostra de sangue serd
tomada no primeiro dia ou no dia em que seu médico achar gue vocd esld doente novamente. Esla
amostra de sangue serd usada no fuluro para ajudar a ter um melhor conhedmanto sobre os
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parasitas da maldria, Sua amostra de sangue poderd ser ammazenada por 5 anos, de acordo com as
lals do Brasil, no hospital, sob responsabilidade da instituicio e do médico do estudo,

Atengdo:; Para estas andlises comple mentares, nenhum sangue extra serd retimdo de voobd se
forem realizados no mesmo dia do teste de laboratdrio. Mas se ndo forem, estas andlises serdo
feitas de uma pequena picada onde apenas uma gota serd obtida.

Estes axamas ndo atrasarfo o inlclo do tratamento da doenga,

O ratamento neste esiudo ndo & mcomendado durante o primeiros trés meses da gravidez, Por
aste motivo, se vocd for uma mulhar que pode engravidar, devard concordar am ulilizar um método
contraceptive eficaz durante o estudo, conforme indicado palo seu médico do estuda, Alm disso,
no primeiro dia vood reallzard um teste de gravidez pala urina, Se este teste for negalivo, vocé
poderd pardicipar deste estudo,

Em caso de teste de gravidez positivo, vocd receberd o tratamento recomendado nas diretrizes das
Autoridades de Sadde utilizadas no Brasil para o ratamento de malana am uma mulher gravida,

Um segundo teste de gravidez serd realizado no 43° dia; caso saja positivo, a sua saidae a a do seu
babd serdo acompanhadas aw o final da sua gravidez @ nascimanto, palo lampo necessano,

Ma visita no 1%, 3% a 29° dia, serd realizado um eletrocardiograma, que & um axama do coradao com
equipaments espacial, que ndo panelia no corpo, Este exame ndo causa dor,

Todos o8 resullados destes examaes serdo comunicados avocd a permanecerdo confidenciais,

Seo tratamenio dado a vocd ndo estiver funclionands bem, um novo ratamaenio serd imediatamenta
administrado, sem custos para vocd,

RISCOS OU INCONVENIENCIAS RAZOAVELMENTE PREVISIVEIS

Mos astudos anteriores, ndo foram informados sinais de intolerancia graves am relagio a esles
tratamentos, mas, caso vool sinta akyo incomum, favor informar ao seu médico assim que possival,
Mao interrompa o ratamento por sua propra vontade, Todos o8 sinais listados abaixo am geral so
ravars ivais o leves,

ndusaa (enjdo), lraqueza, cansago, lossa,

- Ewventos ndo comuns bronquite aguda, problema no estdmago, diminuigo na contagem de
celular vermelhas do sangue (anemia), hipoglicemia (pouco aglcar no sangua), alucinagao,
formigamente & doméncla dos membros, amarelamento do olho, tontura, distiddos do
batimento do coragho, diarrdia, wbmito, coceira, feridas na pele, inchago da face, problamas na
pela, dor nas juntas, inchago dos membros, febra,

- Baixa contagem de células brancas do sangue (gue podam lhe tornar mais sujeio a infecgias),
problemas graves da fungdo do figado, problemas de vislo, cor cinza na pale, especialmania
dos dedos e das partes mucosas (dentro da sua boca), problemas no sislama nervoso a
muscular,

O usoda C uina a anvohar o8 alalios a sequir:
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- Ewventos freglentes. visdo anomal ou embagada, dor de cabega, problema no estbmago,
ndusea (anjdo), woimilo, dor de bamiga, coceira,

- Eventos menos freqlentes: cansago, nervosismo, ansledade, fraqueza, coloragio azul da boca,
das unhas a da pele, branqueamanto do cabelo, perda de cabelo, ferdas na pale.

-  Ewventos raros: imitabilidade, agitagho, agressividade, confusdo, alleragio da conscléncla
(ofeitos sobre o comportamaenio), altleragho da sadde do comgio pelo resultado do exame de
olatrocardiograma, baika contagem de alguns tipos de células do sangue, fraqueza muscular,
problemas de audigho.

A coleta de sangue pode causar algum desconforto, sangramanto ol mancha roxa, mas raramanta
causa fontura. Antes de cada amostra de sangue, o brago ou o dedo serd desinfelado @ uma nova
sannga @ agulha serdo utilizadas para coletar o sangue.

Durante o Erludn do astudo, voch podara ammnta afeitos colaterais ou desconforios qua nio

BEMNEFICIOS RAZOAVELMENTE ESPERADOS

Este estudo cinico oferece benaficio individual direto para o paricipanta, porque o medicamenio am
toste j4 astd aprovado am alguns palses o a sua oficdcia | & conhecida, Os examas laboratoriais
parmitirdo que o Médico do estudo determine se vood astd ou ndo infectado palo parasita da maldria,
So vooh estiver infectado, este tratamaento poderd melhorar a sua sadde @ vocd serd monitorado de
parto por 42 dias,

Aldm dizso, vood deverd metomar 4 clinica para avaliagho adicional efou tratamanto se for verificado
que vooh estd doante. Outras doancas melacionadas ao estudo que ocomam durante o periodo do
esludo serfo traladas.

A sua paricipagio nos ajudard a entender malhor asta medicagio @ a alingir os objetivos do estudo.
A sua comunidade também poderd se benaficiar dos resultados deste estudo no futuro,

FROCEDIMENTOS OU TRATAMENTOS ALTERMATIVOS

Mesmo se vooh decidir ndo participar do estudo, wocd receberd um tratamento adequado, Se vocd
tiver dividas a respaito de suas altemativas de tratamento, favor fazer as suas parguntas ao sou
médico do estudo. Vood @ o seu madico podem decidir qgual tratamanto 4 o malhor para vocd,

PARTICIPAGCAQ VOLUNTARIA NO ESTUDO - RETIRADA DO ESTUDO

A sua participagdo neste estudo 4 tolalmente voluntdra. Yocd tem o direilo de sair deste estudo a
quakjuer momento a por qualquer motivo. A recusa am participar ou se vood sair do estudo néo
afetard o seu tratamento médico, nem causariio uma perda de beneflcios aos quais voch tem direito,
de outra forma. A recusa nao afetard a sua melagho com o seu madico.

A sua participagio neste estudo serd interrompida pelos motivos a seguir, voob concorde ou ndo;

e Savocdnio seguiros procedimentos do estude,
* Sa naopiniao do médico do estudo, for o melhor para voch,
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# Saopatrocinador do estudo ancerrar o estudo por qualguar motivo,
s  Seasaulondades regulatdias responsaveis, ou o Comilé de Etica, decidir encerrar o esiudo,
Caso ocora uma inlerupgho, o Comild de Etica Instilucional serd informado sobre as razdes do

térming do estudo, para que possa aprovar esla interrupcfio. A interupglo deste esludo, por

qualguar razio, ndo prejudicard de forma alguma o acompanhamaniy médico ao gual vood lem

diraito,

CAS0 SEJA NECESSARIO CONTINUAR O SEU TRATAMENTO CONTRA MALAR A APOS O
FINAL DO ESTUDO, O MEDICO DO ESTUDO IRA GARANTIR O SEU RETORNO ADS CUIDADOS
USUAIS PRATICADOS NESSA INSTITUICAD,

O ACESSO AD MEDICAMENTO EM TESTE LHE SERA ASSEGURADO CASO O ESTUDO
COMPROVE QUE ELE E MELHOR DO QUE © TRATAMENTO CONVENCIONAL E VOCE TENHA
PRESCRICAO DE SEU INVESTIGADOR PRINCIPAL PARA USA-LO.

Caso voch se ratire do esludo antes da sua conclusio, soliclamos que participe dos procedimentos
programados (exame figlco, colela de sangua, ate.), para a sua propria saguranga,

Anles de sua participagio no estudo clinkco, o Termo de Consentimento Livee & Esclarecklo deverd
sar pessoalmente assinado e datado por vocd, ou por uma testemunha independente do médico se
voch ndo puder ler ou escrever (neste caso vocd fornecerd sua impressio digital) e pala pessoa que
cormsarsou sobre o consantimanto livie & escarecikdo, Antes de assinar este termo (ou de daixar a sua
imprassao digital como assinatura), vood deverd fazer todas as pargunias qua ver sobra o qua vood
nao antender, A aquips responsavel pelo estudo responderd as suas parguntas,

Vood receabard uma via deste Termo de Consentimento Livre @ Esclarecido e poderd solicitar
informagtes adicionais, a qualguer momento durante o estudo, do médico no centro, ou podera
antrar am contate no ndmens de telefone gue neste termao,

RESPONSABILIDADES DO PACIENTE/ RECOMENDAGOES PRATICAS

A partir do primairo dia @ até o final do estudo, vocd ndo devera tamar qualquer outra medicacho
sam convarsar antes com o médico, Se vocd atualmente toma outros medicamaentos, & impoante
que informe ao médico,

Savoch faltar auma consulta, uma pessoa do centro de sadde lhe visitard em casa para varificar
porqua voch faltou & consulta & lhe trard ao centro de sadde para avaliagao,

CUSTOS, NAO REMUNERAGAO E COMPENSAGAD

(&) madicamanta(s ) do eslude, COARSUCAM™ (arlesunalo amodiaquina da Winthrap®) a
CLOROQUINA, se necassarly PRIMAQUINA, serfo dados avocd sam nanhum custo duranta o
astudo, O patrocinador do estudo, sanofi-avantis, arcard com as despesas relacionadas a lodos os
axamaes requerdaos palo estudo, Porlanto, sua pardicipacio neste astudo ndo terd nanhum cuslo
para vocd, Quando for necessdno, os custos de transporte alé o hospital @ o8 cuslos para sua
alimantacho nos dias de visila a0 cantro de asludos serdo ressarcidos, No entanto, sua participagho
nesle esludo ndo serd remunerada,

Savocdisua parcelra ¢ mulher em idade fédil, e caso seja necessddo, o mélodo contraceptiva
indicado serd fomeckdo gratuitamente pelo patrocinador do estudo, mediante prescricio médica,
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Masmo assim, se voob/sua parcaira engravidar durante o estudo, voob deve informar o maédico do
ostudo imediatamente, eela i Ihe onentar sobre o8 procedimeniosicuidados necessanos, Sau
médico do estudo serd responsdvel por acompanhar @ assistic vocl ou sua parceira até o final da
gravidez e avaliar vocb/sua parceira @ o estado do recém nascido. Se necessario, a assistdncia
médica apropriada serd fornecida paelo seu madico para vocd a/ou seu babdb,

A sanofi-aventis possul um seguro para cobrir riscos relacionados & participacio no estudo.

Caso ocomra algum dang, mencionado ou ndo neste termo, qua tenha sido resultante de sua
participagho no estudo, a sanofi-aventis Ihe assegura o tralamanto @ acompanhamaento madico
necassano, bam como uma eventual compensagao.

CONFIDENCIALIDADE

A garantia de sigilo e privacidade dos seus dados, de acordo com as normas brasileiras, serd
assagurada.

Toda informag o obtida durante este estudo, incluindo os registros médicos, dados passoais ada
pasquisa sdo confidencials, Suaidentidade pessoal, quer dizer, seu nomae, endemgo @ oulros
dados, permanecerio sob sigilo, no centro de estudos. A forma de garantir este sigilo serd
identificddofa) atravéds de um codigo numérico e data de nascimanio. Somants a aquipe do estudo
sard capaz de ligar o codigo numdarico ao seu nomae completo. Durania sua padicipagho neste
astudo dinleo, seu médico ird colelar seus dados pessoals @ o8 dados sobre sua sadde. Estes
dados serfo repassados ao patrocinador do estudo de forma codificada. Estas informagies sarfio
guardadas por pel menos 15 anos,

Yoodb tem o direito de acessar seus dados junto ao médico do estudo e pedir cormcbes, caso esles
astajam errados ou incompletos,

Caso vooh seja acompanhado por um maédico pessoal, @ caso vooh concorde com isso, o madico
do estudo informard este médico sobre sua paricipagio no estudo.

O patrocinador ird analisar 0% dados estatisticamaenta para determinar a eficacia @ a seguranga do
COARSUCAM™ / ARTESUNATO AMODIACLINA DA WINTHROP®, agssim como obtor
informaches gerais sobre sua doenga, Aldém disto, seus dados codificados podem ser usados am
publicagbes clantificas.

NOVAS INFORMAGOES DISPONIVEIS

VOCE SERA INFORMADO PELC SEUMEDICO O QUANTC ANTES DE TODA NOVA
INFORMACA D RELEVANTE QUE SE TORNE DISPONIVEL NO DECORRER DESTE ESTUDCE
QUE POSSA AFETAR SUA DECISAD EM PARTICIPAR. SEU MEDICO DISCUTIRA COMVOCE SE
VOCE DESEJA OU NAD CONTINUAR NO ESTUDO. SE VOCE DECIDIR SE RETIRAR, SEU
MEDICO TOMARA PROVIDENC IAS PARA QUE VOCE CONTINUE RECEBENDO OS CUIDADOS
MEDICOS NECESSARIOS.

OUTRAS INFORMAGOES RELEVANTES

O Investigador Principal deste estudo, médico do astudo, 4 o Dr. Marcus V. G. de Lacerda, que
pode sar encontrado no seguinte endereco: Av, Pedro Telxelra, 25 - Manaus - Amazonas - Brasll -
CEP: 69040-000 o telefona (horrie comarcial @ fora do hordrio comarclal) (92) 2127 3537 Celular
(92) 9114 7633,
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EM QUALQUE R FASE DO ESTUDO, VOCE TERA ACESS0 AQ INVESTIGADOR E SUA EQUIPE
PARA COMUNICAR SINTOMAS INESPERADOS E NAQ HABITUAIS DURANTE © ESTUDO,
ESCLARECER DUVIDAS OU PEDIR INFORMAGOES ADICIONAIS,

ESTE ESTUDO FOI APROVADOD POR UM COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMAMOS E ESTA DE ACORDO COM AS NORMAS NACIONAIS E INTERNACIONAIS PARA SUA
REALIZAGAO. SE VOCE TIVER ALGUMA DUVIDA OU QUISER ALGUMA INFORMAGAD
ADICIOMAL SOBRE SEUS DIREITOS COMO SUJEITO DE PESQUISA OU SOBRE O5 ASPECTOS
ETICOS DO ESTUDOD, ENTRE EM CONTATO COM O COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
FUNDAGAD DE MEDICINA TROPICAL DO AMAZONAS NO ENDEREGO AV. PEDRO TEIXEIRA,
25 - MAMAUS - AMAZOMNAS — CEP: 69040-000 E TELEFOMES (92) 2127-3402 / (92) 2127-3432.

1. Euli ou leram para mim o rmo de consentimanto livre o esclarecido para esse estudo, Recabi
todas as explicagbes sobra a natureza, objative, duracho, efailos e nscos pravisivels do astudo,
assim como sobre as minhas responsabilidades, As minhas perguntas foram respondidas
salisfalonamanta,

2. Concordo am participar desse estudo, Concordo am cooparar tolalmente com o médico do estudao
@ antrarei am contalos com elefela imediatamenle caso eu apresente quaisquer sinlomas
inasparados ou ndo usuais durante o esiudo. Durante o pardodo do estudo, eu informaral ao
médico do estudo sobre quaisquer oulros tatamenlos madicos que au possa vira pracisar,

3. Informei ao médico do estudo sobre todas as minhas doangas @ madicagies que vanho usando,
além de informar sobre lodas as minhas consultas médicas recenlas,

4, Informei também ao médico do estudo sobre qualguer parlicipacio minha am outros estudos
clinicos no ditimo ano,

5, Eslou clenta de gue se ndo cooperar com os padidos a as orlentagbes do médico do estuda,
posso vir a me prejudicar ao participar desta estuda,

6. Entendo gqua minha participacho no estudo 4 voluntdria e gue posso me recusar a parlicipar ou
posso salr do estudo a qualkqjuer momento, Caso eu recuse parlicipar deste estudo, ndo seral
penalizado de nenhuma forma & minha decisio ndo prejudicara qualquer cuidado miédico ao qual
tanho direito, Entendo ainda que quaisquer informacies que possam surgir duranie a condugdo
do estudo, que possam afetar minha decisio am participar, me serdo passadas assim qua

possival,

7. Reprsantantes do palrocinador, Comild de Elica em Pesquisa e aubridades regulaldnas
nacionais @ ou intemacionais poderdo examinar @ coplar meus registros maédicos para venficar as
informacghes neles coletadas, Ao assinar este documanto, aulorizo este uso de maus regisiros,

B, Racebarmiuma via assinada deste consantimanta,

Nome do paclente:
{a ser preenchido pelo pacienie - ou represenianie legall tesiemunha, guando apbedvel)

Assinatura do paclente: Data:
{ou impress o digilal, cu nome e assnalra do represenianie legal, se aplcavel)

Mome da testemunha:
{a ser preenchide pela iesismunha , guando aplica vel)

Asslnatura da testemunhias Data:
{se aplicavel)
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Razio paraa necessidade de testemunha:
{se aplcavel)

Investigador/Sub-lnvestigador ou pessoa que conduziu a discussio scbre o Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido

Confirmo que expliquel pessoalments a natureza, propdsito, duragio, efeitos e riscos previs vels do
astudo ao pacienta acima mencionado.

Momae:

Assinatura: Datac
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Thtule do estudo: UM ESTUDO RANDOMIZADD COMPARATIVG PARA AVALIAR A
EFICACIA E TOLERABILIDADE DE TRATAMENTOS ESQUIZONTICIDAS SANGUINEOS
COM ARTESUNATO AMODIAQUINA WHINTROP® / COARSUCAM™ (ASAQ) VERSUS
CLOROQUINA (CQ) PARA MALARIA NAD COMPLICADA POR MONOINFECCAD DE
PLASMOLDIUM VTVAX,

Mumearo do Estudo: ARAMFE O 05370

Composto: Coarsucam™ / Artesunato Amodiaguina da Winthrop® juma associacdo de dose
fixa de artesunato com amodiaguina)

Patrecinador do Estudo: Grupo Sancfi-aventis

Mome do Investigador Principal: Dr. Marcus Vinlcius Guimardes de Lacerda
Instituigio: Fundagio de Medicina Tropical do Amazonas (Geréncia de Malaria)
Enderego. Av. Pedro Teixeira, 25 - Manaus - Amazonas - Brasil = CEP: 6904 0000

Paor favor, lela estas informagdes com atengdo. Tome o lempo necessdrio para fazer as pargunias que
voch quiser. A equipe do estudo axplicara qualquer palavra ou informagao que voch ndo entenda
claramanta,

INTRODUGAD

Seu filhola) estd sendo convidadola) a participar de um estudo dinico. © médico do estudo (o médico
que conduz o estudo) acha que seu filho(filha) tarm as condigbes iniciais para poder participar do estudo.
Antes de concordar que sed filho (a) participe do estudo, & muito impofanta que vood entenda o qua
participagdo dele envolvard, entendendo as informacbes fomeckdas neste documento. Este fermo
descrave o objativo, o8 procedimantos, os banafllcios, 08 riscos, o8 desconfortos @ as precaugbes do
esludo. Descreva também os procedimentos alemativos que estio disponivels para sed filho{a) o seu
direito para se reftirar do estudo a qualquer momanto.

Vooh deve ser bam sincero com seu médico a respeilo do histdrico de sadde de seu filhofa), incluinde o
uso anteror e atual de outras madicagbes. Caso contrano, seu filhol{a) poderd ser prejudicado ao
participar desse estudo. O madico do estudo lhae fard perguntas sobre o histonco da sadde de seu
filho{a). Serd necessano que voob fale sobre o uso anteror @ atual de outras medicaghes.
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Se ndo puder ler ou escrever, uma testemunha, qua 4 uma pessoa indepandanta, do patrocinador & do
médico ler aste documento para vocd, Se concordar com a parficipagio de sed filha(a), sua impressio
digital (candmbo do seu dedo polegar) substituird a sua assinatura,

OBJETIVO DO ESTUDO

Seu filhoja) apresanta sinais de maldra, A malaria 4 uma dosnga causada por 4 difarantes tipos de
parasitas (lodos da mesma familia) Fansmitidos por picadas de mosquitos. Um desses lipos de
parasita fol encontrado no sangue de seu filhala),

A maladria pode causar febre, dor de cabeca, dor @ fraguaza, Pode sermuilo séraa atéd levar & mona
sa ndo for tratada correla e imediatamenta,

Atualmenta, um dos tratamentos recomaendados palas auloridades de sadde intemacionais contém
artesunalo de amodiaquina; essa medicagio combinada ¢ conhecida palo noma de Atesunato
Amodiagquina Winthrop® ! Coarsucam™ [ASAQ), Esse madicamento, alinda ndo estd aprovado para uso
no Brasil, demaonstrou sua eficdcla & seguranga contra outro parasita da malaria (Plasmodium
falciparum) na Afrca @ na Caldmbia, Este estudo tem o objetivo de juntar ainda mais informagdes sobre
omaedicamanto, por iss0 a eficdcia e seguranga da ASAQ conlra outro parasita da malaria (Plasmodium
vivax) sera comparada aum medicamaenta anti-malaria comumanta utilizado no Brasil, chamado
claroquina,

DESCRIGAD DO ESTUDO

Este estudo clinico serd realizado em um centro da sadde em Manaus — Estada do Amazonas (Brasil)
com apradimadamanta 380 pacientes com mais da 6 meses de idada,

Se vocé concordar qua sed filhofa) paricipe desse estludo e se ele tiver as condighes para ser
selecionado, ele sard tratado com aresunato amodiaquina (ASAQ) ou cloroquina, Seu filhofa) serd
soreado para recaber um desses tratamantos (como se fosse tirar um ndmaens da um chapéu), A
duracio do tratamento sard de 3 dias e o acompanharmanto durard 39 dias, Seu filhola) deverd ir ao
centro de sadde pels manos T vezes, akém de haje,

Se seu filho{a) nao tver as condiches de salecdo ou se vood ascolbar para que alala) ndo paricipe do
astudo, ndo haverd nanhum problema para sau filha receber o ratamento padro contra maldda; ale
terd direito a recabar a mesma gualidade de ratamanto por pane do pessoal do centro de sadde,

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé concordar com a participacdo de seu filho{a) no estudo, o médico realzard um exame flsico a
coleta de amaostra da seu filhola) e verificard seu histdnco médico, bam como as madicagbes anterores
a aluais, a fim de detarminar se ale pode paricipar do astudo,

Visitas

Mos 3 primairos dias, seu filhoa) deverd comparnacar ao centro todas as manhis para recaber o
fratamanto oral (pala boca),

A partir dal, ale devard retomar ao centro nos dias 4° 8°% 15°%, 29° a 4.3,
Ao final de cada visita, seu médico marcard a data da prdxima visita,
Examas

Emcada visita, serd realizado um exame clinico a lisico, incluindo madir temparalura corporal @ a
prassio do sangue do sad filhola),
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Ma primelra visila @ durante as visitas sem coleta de amostra de sangue para examaes laboratorals, uma
pequena guantidade da sangue serd retirada por maio de uma picada no dedo para pesquisar os
parasitas da malana e cutra amostra de sangue serd colelada e guardada em papal-filtre para andlises
complamantamns,

Mas visitas dos dias 1, B @ 28, uma amostra de sanguae igual a uma colher de cald serd coletada de uma
vila do seu brago para eaxamaes laboratonals @ andlise complementar. Uma coleta de sangue adicional
podera ser realizada nos dias 15 @ 43 dependendo do estado de seu filhol{a) ou se os resultados
anteriores forem anormais, A equipe buscard reduzir a uma coleta de sangue por visita,

Andlises complementares sio.

Uma para confimar a espécie de maldna do qual sau filho (a) fol infectado, malizado no primeiro dia e
no dia que eledela tiver um novo sinal de malaria (se isso ocomar),

Oufra para estudar a dosagem do madicamento no dia 7 @ no dia que elaela tiver um novo snal de
maldria (se isso ocomer) Especificamente para a dosagem do medicamante afesunato de
amodiagquina, a amostra de sangue serd analisada num pals estrangeiro, mantendo a confidenclalidade
adequadamanta, conforma requendo palos regulamaentos intemacionais @ nacionais,

Um Exame serd realizado para uma andlise complementar no fuluro. Esta amostra de sangue serd
omada no primairo dia ou no dia em que o madico achar gue sou filho (a) es1a doenta novamenta, Esta
amostra de sangue serd usada no futuro para ajudar a ter um melhor conhecimento sobre os parasitas
da maldra. A amaostra de sangue poderd ser amazenada por 5 anos, de acordo com as lels do Brasil,
no hospital, sob responsabilidade da instivigo a do médico do estudo.

Atencio: Para estas andlises complementares, nenhum sangue extra sera retirmd o de vocd se
forem realizados no mesmo dia do teste de laboratorio. Mas se ndo forem, estas andlises sardo
feitas de uma pequena picada onde apenas uma gota serd oblida.

Eszes axames ndo atrasario oinicio dotratamento da doanga.

O fratamento nesse estudo ndo & recomendado durante os primelros trés meses de gravidez, Por este
mothvo, e sua filha for uma moga jovem que pode engravidar, ala devera concordar am usar um
midtodo contraceptive aficaz durante o estudo, como indicado pelo seu médico do estudo. Akdm disso,
no primeiro dia sua filha deverd fazer um teste de gravidez pela urina. Se este teste for negativo, sua
filha podera participar desse estudo. Em caso de teste de gravidez positive, sua filha receberd o
tratamento mcomaendado pelas diretrizes das Autondades de Sadde usadas no Brasil para o tratamaento
de maldria am uma mulhar gravida,

Um sagundo teste de gravidez serd realizado no 43° dia; caso seja positivo, a saudae de suafilha @ do
bebd serdo acompanhadas até o final da gravidez e nascimento, palo tempo necessanio,

Se sau filho{a) tver 10 anos de idade ou mais, nas consultas dos dias 1, 3 @ 29 serd realizado um
aletrocardiograma, que 4 um exame do coragio com aguipamento espacial que ndo penetra no Conpo
Esle exame ndo causa dor.

Todos os meultados desses exames serdo comunicados a voob @ parmanecarao confidenciais,

Se o tralamento dado ao seu filho{a) ndo estiver funclonando bem, um novo tratamento serd
imadiatamente administrado, sem custos para voch.

RISCOS OU INCONVENIENCIAS RAZOAVELMENTE PREVISIVEIS

Mos estudos anteriores, ndo foram informados sinais de intolerdncia graves am relagio a esse
fratamento, mas, casosed filhofa) sinta alge incomum | favor informar ao seu médico assim que
possivel. Nao interrompa o tratamento por sua propria vontade. Todos os sinais listados abaixo am
goral sho evarsivais a leves,
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O uso do ASAQ a anvolwvar o8 sequintes afailos colaterals:

-  Ewvanlos mais fraquantes perda do apaetite (foma), dificuldade para domnir, sono, dor de bamiga,
nausea (endo), fraquaeza, cansago, losse,

-  Ewvenlos nao comuns: bronguite aguda, problema no estdmago & intesting, fungo aral, diminuigo na
conlagem de células vermalhas do sangue (anemia), hipoglicemia (pouco aglcar no sangua),
alucinaghes, formigamanto e dorméncia dos mambros, amanalamento dos olhas, tantura, distdrbios
do batimento do coragao, diarrdia, wodmites, cocaira, fendas na pale, inchago na face, problamas na
pala, dor nas junlas, inchago dos membros, fabra,

- Baixa contagem da células brancas do sangua (que podem lhe lornar mais sujeito a infecgbes),
problemas graves da fungio do figado, problemas de visdo, cor cinza na pale, espaclalmente dos
dedos e panes mucosas (dantro da sua boca), problamas no sistema nervoso a muscular,

O uso da C uina anvalar o8 saquintes alaiios:

-  Ewventos frequantas: Visio anormal ou embacada, dor de cabega, problemas no esthmago e
intesting, nduseas (eniha), wimitos, dor de bardga, cocaira,

-  Ewvantos manos frequantes: cansago, naroasisma, ansiedade, fraqueza, coloracio azul da boeca,
unhas & pals, branguaamanio dos cabelos, parda de cabalo, ferdas na pala,

- Ewanlos raros: iritabilidade, agitagio, agressividade, confusio, alteragio da consciincia (efeilos
sobre o comporlamanta), alteragso da sadde do coracao pelo resultado do exame de
sletrocardiograma , contagem balka de akjuns tipos de células do sangue, fraqueza muscular,
problemas de audicio,

A coleta de sangue poda causar algum desconforta, sangramento ou mancha roxa, mas, raramanta
causa fonturas, Antes da cada coleta de amostra de sangue, o brago ou dedo serd daesinfetado e serd
usada uma nova seringa e agulha para colatar o sangua,

Durante o periodo do estudo, seu filho{a) pode apresentar efeilos colaterais ou desconlortos qua nio

as o listados neste tarmo. Informe ao médico ou & equipe do estudo imadiatamanta se saeu filhofa

aprasantar algum problema. Seu filho(a) recabard agsisléneia madica adequada,

BEMEFICIOS RAZOAVELMENTE ESPERADOS

Esse estudo clinico olarece beneficlo Individual direla para os paricipantes porque o medicamento am
Bsie j& estd aprovado em alguns paises e sua eficacia |4 4 conhecida, Os exames laboratorais
realizados parmiticdo ao médico do estudo detarminar sa sed filhola) est ou ndo infeclado palo parasila
da maldria, Se seu filha{a) estiver infecltado, esses ratamentos poderio malharar sua sadde e seu
filho{a) serd monitorado de perto por 42 dias,

Aldm digsso, voob devaerd retornar A clinica para futuras avaliagbas a'ou tralamaentos se sed filhola)
asthver doente, Outras doengas relaclonadas ao estude que ocorram duranta o parlodo do estudo serdo
ratadas,

A participacio de seu filhola) nos ajudard a entendar malbor essa medicacdo e atingir os objelivoes do
astudo, A sua comunidade também podera se baneficiar dos resultados deste estudo no fuluro,

FPROCEDIMENTOS OU TRATAMENTOS ALTERMATIVOS
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Mesmo se voch decidir que seu filho{a) ndo deve paricipar do estudo, ele receberd um tratamento
adequado. Se tver dividas a espeito das altemativas de tratamento, favor fazer as suas perguntas ao
sou médico do estudo. Voo @ seu médico podem decidir qual o malhor tratamento para seu filho{a).

PARTICIPAGAD VOLUNTARIA NO ESTUDO - RETIRADA DO ESTUDO

A participagio de sed filhola) neste estudo & totalmanta voluntdria, Yool em o direito de retirar a
participago de seu filhola) a qualguer momento e por qgualguer razio. Recusar-se a participar ou
descontinuar o estudo ndo afetard a assisténcia madica ao seu filhola) ou parda de benaficios aos quais
ale enha direito de outra forma. A recusa ndo afelard sua relagdo com o seu madico,

A participagio de sed filhola) neste estudo serd interompida pelos motivos a saguir , voob concorde ou
ndo:

+ S sed filhafa) ndo saguir os procedimentos do estudo,

* 5@, na opiniao do médico do estudo, for o malhor para seu filho{a),

+ Sa o patrocinador do astudo encerrar o estudo, por qualquer motivo,

* S5a as autoridades regulakdrias responsavels ou o Comith de Etica decidir encerar o estudo.

Caso ocorra uma inlerrupglo, o Comitd de Etica Institucional serd informado sobre as razées do rmino
do esludo, para que possa aprovar esia interrupgio. A interrupgio deste estudo, por qualquer razéo,
nédo prejudicara de forma akjuma o acompanhamantos madico ao qual sed filhola) tem direito,

Caso seja necessario continuar o seu ratamanto contra maldra apds o final do estude, o médico do
ostudo ird garantir o seu retomo aos cuidados usuais praticados nessa instituigio.

O acesso ao medicamanto am teste lhe serd assagurado caso o estudo comprova qua ale & melhor do
que o tratamento convencional @ vocd tenha prescrigio de seu investigador principal para usd <o,

Caso vock relire a participagdo de seu filhola) no estudo antes da sua conclusio, solictamos que
olefola participe dos procedimentos programados (examae fisico, amostra de sangue, elc.) para a prdpria
saguranga de seu filho{a).

Antes da paricipagio da seu filho{a) no estudo clinico, o Temo de Consentimanto Livre @ Esclarecido
deve ser pessoalments assinado @ datado por voch, ou por uma testermunha indepandents do médico,
0 voob ndo puder lar ou escrever (neste caso vocd fornace sua digital) @ pela pessoa que convarsou
sobre o consentimanto livee @ esclareckdo. Se sed filhola) for capaz de entender esse astudo, ele/ala
deverd assinarum temmo de assentimento apds ler (ou ouvir guando o documento for lido) ou, se nao
souber lar, deve impnmic a digital, Antes de assinar esse termo (deixar sua impressao digital como
assinatura), vocd devaerd fazer todas as perguntas que tver sobre o que voch ndo entendeu. A equipe
msponsdvel pelo estudo responderd suas parguntas,

Voob receberd uma via deste Termo de Consentimanto Livie @ Esclarecido @ poderd solicitar
informagdes adiclonals a qualquer momaento duranie o estudo, do médico no centro ou poderd entrar am
contato no ndmaro de telefone que estd neste termao.

RESPONSABILIDADES DO PACIENTE/RECOMENDAGOES PRATICAS

A partir do primairo dia a até o final do estudo, seu filhola) ndo deverd tomar qualquar outra medicagio
som comversar antes com o médico. Se alualmente seu filhola) estiver tomando autras medicamantos &
importante que voch informe ao médico .



143

TERMOD DE COMSENTIMENTOD LIVEE E ESCLARECIDD PARA REPRESENTANTE LEGAL DE
MENORES DE IDADE

Se seu filho{a) fallar a uma consulta, uma pessoa do cantro de sadde lha visilard am casa para verificar
porque alefala faltou 4 consulta e trard vocd e saud filho(a) ao centro de sadde para avaliagho,

CUSTOS, NAD REMUNERAGAO E COMPENSAGAD

O(s) madicamantols) do estudo, COARSUCAM™ fanasunalo amodiaquina da Winthrop® | @
CLORODUINA, 58 nacessdrio PRIMAQUINA, serdo dados a vocé sem nanhum custo durante o
astudo, O patrocinadar do estudo, sanofi-aventis, arcard com as despesas relaclkonadas a todos os
axames requaridos palo estudo, Poranto, a paricipacio de seu filho(a) neste astudo ndo terd nenhum
custo para vool, Guando for necessdrio, os cuslos de transporle aléd o hospital @ o8 cuslos par
alimentagdo nos dias de visita ao centro de estudos serfio ressarcidos, No antanto, a parficipacio de
sad filhola) neste estudo ndo serd remunarada,

Se sua filha/parceira de sad filho & uma foverm mulbar am idade féril, & caso sala nacassano, o
miétodo conlracaptive indicado serd fomaecido graiuitamante pelo patrocinadar, madiante prescrigio
madica,

Mesmo assim, se sua filha/parceira de seu filho engravidar durante o estudo, wvocés devam infarmar o
médico do estudo imediataments, & ale ird orlentar sobre o8 procedimantos’cuidados necessdnos, Seu
médico do aestudo sard responsdvel por acompanhar a assistir sua filha ou parcaeira de seu filho até o
final da gravidez e avaliar sua filha/parcaeira da seu filho @ o estado do recém nascido. Se necessano,
a assisténcia madica apropriada serad fornecida pela seu mébdico pama vood a/ou sad babd,

A sanofi-aventis possul um seguro pam@ cobar riscos relacionados & participacio no estudo,

Casgo ocora algum dana, mencionado ou ndo naste tarmo, que tenha sido resullante de sua
participacdo no estuda, a sanoflaventis lhe assegura o tratamento & acompanhamanto médico
nacessdno, bam como uma eveniual compensacio,

COMNFIDEMCIALIDADE

A garantia de sigilo a privacidade dos dados da seu filho(a), de acordo com as nomas brasileiras, serd
assagurada,

Toda informagao abtida durante este estudo, incluindo os registros madicos, dados pessoais e da
pesquisa sao confidanciais, A entidade pessoal da seu fihol{a), quer dizer, seu noma, anderego @
outros dados, parmanecardio sob skyilo, no centro de estudos. A forma de garantir este sigilo sed
eantifica-lola) atravas de um codigo numérico e data de nascimenio, Somenta a equipe do estudo
sard capaz da ligar o codigo numérico ao noma complato, Durante sua participacio neste estudo
clinkco, seu madico ird coletar dados pessoals e os dados sobre a sadde de sau filho{a). Estes dados
sardo repassados ao patrocinador do estudo de forma codificada, Estas informagtes sardo guardadas
por palo manos 15 anos,

Vood tem o direito de acassar o8 dados de sed filhala) jurte ao médico do estuda e padir comegdes,
caso asles estajam armados ou incompletos

Caso seu filhola) seja acompanhado por um médico pessoal, @ caso vood concorde com 880, o
médico do estudo infarmard este médico sobre a paricipacio de seu filhola) no astuda,

O patrocinador ird analisar 0% dados eslatisticamanta para determinar a eficacia a a seguranga do
COARSUCAM™ / ARTESUNATO AMODIASUINA DA WINTHROP®, assim como obler informaches
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gerals sobre sua doanga. Além disto, seus dados codificados podem ser usados em publicagbes
clentificas,

NOVAS INFORMACOES DISPONIVEIS

Voob serd informado palo seu madico o quanto antes de toda nova informagio relevanta que so torme
disponivel no decorrer deste estudo @ que possa aletar sua decisdo am seu filhofa) participar. Seu
midico discutird com voob se seu filho{a) deseja ou ndo continuar no estudo. Sa voob decidir retirar seu
filho{a), seu médico tomard providbncias para que elefela continue recebando os cuidados mbdicos
nacoessinos,

OUTRAS INFORMAGOES RELEVANTES

O Investigador Principal deste estudo, médico do estudo, 4 o Dr. Marcus V. G. de Lacerda, que pode
sor ancontrado no seguinte enderego. Av, Pedro Telkelra, 25 - Manaus - Amazonas - Brasll = CEP:
69040-000 @ lelefone (horark comernclial @ fora do hordrk comarclal) (92) 2127 3537 Celular (92) 9114
7633,

Em qualquer fase do estudo, voob terd acesso ao investigador @ sua equipe para comunicar sintomas
inesperados @ nao habituais durante o estudo, esclarecer ddvidas ou padir informagbes adicionais.

Este astudo fol aprovade por um Comitd de Etica em Pesquisa em Seres Humanos e asla de acordo
COm as normas naclonais e internacionals para sua realizagio. Se vocd tiver alguma divida ou quiser
alguma informadgio adicional sobre seus diitos como sujeito de pesquisa ou sobre o8 aspeclos dlicos
do astuda, antre am contalo com o Comitd de Etica em Pesquisa da Fundaciio de Medicina Troplcal
do Amazonas no endereco Av. Pedro Telxelra, 25 - Manaus - Amazonas = CEP: 69040-000 &
telefones (92) 2127-3402 /7 (92) 2127-3432,

1. Eu li ou leram para mim o temo de consentimento livie @ esclarecido para esse astudo,
Recebi todas as explicagbes scbre a natureza, objetive, duragio, efeites e riscos previsivais
do estudo, assim como sobré as minhas mesponsabilidades. As minhas perguntas foram
respondidas satisfatornamente.

2. Concordo que meu filhola) participe desse estudo. Concordo em cooperar totalmente com o
middico do estude e entrarei em comtate com elefela imediatamente caso meu filho(a)
apresente guaisquer sintomas inesperados ou ndo usuais durante o estudo. Durante o
periodo do estude, eu informarei ac médicoe do estudo sobre quaisquer cutros tratamentos
middicos gue meu filhol(a) possa vir a precisar.

3. Informei ac médico do estudo socbre todas as doengas de meu filhol(a) @ medicagbes que
ele/ela usa, além de informar sobre todas as consultas médicas recentes.

4. Informei também ac médico do estudo sobre qualquer padicipacdc de meu filhola) em
outros astudos clinicos no atimo ando.,

5. Estou ciente de que se ndo cooperar com os pedidos e as orientagbes do médico do
astudo, meu filho(a) pode vir a se prejudicar ao participar deste astudo,

6. Entendo que a participagéo de meu filhol(a) no estudo é wvoluntarda e que ele/ela pode
recusar a participar ou sair do estudo a qualguer momanto, Case elefela recuse participar
deste estudo, ndo sera penalzado de nenhuma forma e esta decisdo ndo prejudicara
qualquer cuidado medico ao qual meu filhola) tenha direito. Entendos ainda que quaisquer
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informagdes que possam surgir durante a condugdo do estudo, que possam afetar minha
decisio am med filho (a) participar, me serdo passadas assim que possivel,

7. Representantes do patrocinador, Comité de Etica em Pesguisa e autoridades regulatdrias
nacionais & ou intemacionais poderdo examinar o copiar registros médicos de meu filho(a)
para verificar as informacie s neles coletadas. Ao assinar este documento, autorizo este uso
dos ragistros die meu filho(a).

8. Receberel uma via assinada deste consentimento,

Anexo - INFORMACOES PARA PACIENTES MENORES DE IDADE

O médico descobriu gue vood esta com uma doenca chamada maléria,

Essa doanga & causada por um parasita (parasita & um bichinho muifo pequana, microscdpico,
qua vivia @m sau corpa) & que entrou em seu sangue por uma picada de mosquito.

Ja existem medicamentos para essa doenga, mas, alguns ndo sdo totalmente eficazes, por isso
devemos continuar a procurar por medicamentos que possam funcionar medhor,

O médico que sabe muito a respeito dessa doenga gostaria de convidd-lo a experimentar um novo
madicamento chamado Arfesunalo Amodiaquina (ASAQ). Esse tratamento ainda ndo & utilizado no
Brasil, Outros pacientes, em outros palses, particulamente na Africa, ja foram tratados com esse
maedicamento & els demaonstrou sua aficdcia @ seguranga contra um outro parasita responsdvel
pela malaria, O parasita que foi encontrade em seu corpo & da mesma fam (lia daguele que existe
na Africa. A eficdciae a seguranga do ASAQ serdio comparadas neste estudo com um remédio
para maldra comumente utilizade em seu pals, chamado de cloreguina,

Sempre que os pacientes estejam testando esse medicamento, & mesmo depois, ales serio
acompanhados por um médico, Terdo a assisténela de outras pesseas que conhecem tudo sobre a
maldria & sobre experimentos com medicamentos,

Existern leis @ regulamentos muite precisos que protegem os pacientes que estio testando os
madicamentos; que serdo seguides pelo médico e o pessoal que organizou este estudo.

O médico j& falou com seus pais (ou com a passoa quea culda de vood) a respeito deste estudo,
Ele axplicou, com detalhes, como serd realizado este teste,

Seus pals concordaram que seu médico falasse com voch a respeito deste teste & sabam que
também estamos solicitando seu consentimento,

S vool concorda em participar do estudo, o médico realizar alguns exames na primeira consulta;

* Ratirada de uma amostra de sangue, o que significa que o médico usard uma agulha para
retirar uma pequena quantidade de sangue de uma veia em seu brago e id coletd-la em um
pequenc tubo. Esse sangue serd examinado mais tarde para medir as coisas que contém,
Voo podera sentir alguma dor na drea onde a agulha picar e, as vezes, podera aparecer
uma pequena mancha roxa,

# Quando ndo for coletada nenhuma amostra de sangue, umas poucas gotas de sangue
serfo retiradas de seu dedo, Vood poderd sentir um pouce de dor ou ter medo quando seu
dedo for picado. O sangue serd colocado sobre um paqueno vidm & sobre um pequanc
pedago de papel, 1ss0 serd usado para estudar a malana em Seu oo,
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F Atemperatura de seu corpo @ sua pressaoc sanguinea serio medidas.

+ Exames da saude do coragdo serdo realizados com equipamentos especiais que nao
antram ne Seu compo @ nao causam dor (esse teste s6 sera realzado em pacientes com 10
anos de idade ou mais),

S YOOk & uma moca jovem que pode engravidar, o médico pedira gue vocé use um matodo
anticoncepcicnal durante o estudoe @ faga um exame de urina para verificar se vocd esta gravida ou
néos, porque o tatamento desse astudo néo & recomendad o durante o primeiro trimastre da
gravidez. Se o resultado do teste for negative, serd possivel que vool participe do estudo.

Um sagundo teste de gravidez sera feito no 43° dia; caso o esultado seja positive, sera realizado
um acompanhamento até o fim da sua gravidez para venficar sua saude e a do seu futuro bebé.

Apos astes testes, o madico decidira se vocé pode tomar o medicameanto.

Para decidir gual tratamento vood vai receber no estudo, se ASAL ou cloroquina, sera feito como
um sortaic. A cada manhd, nos primeires 3 dias do estudo, vood visitara o médico para tomar o
mdicamento pela boca.

Vood devera retornar ao médico 7 vezes apis esta primeira visita, para verificar se tudo asta indo
bem. Durante cada visita de acompanhamento, o madico repatira alguns dos exames realizados na
primaira visita. O sangue colhide com uma picada no dedo sera refirado no maximo 7 vezes. Samd
necessana uma pequena amostra de sangue que sera retirada de seu brago. 1sto acontecera
somante duas vezes. Sua temperatura sera medida em cada visita. Se vocé tiver até 10 anos de
idade, faremos dois exames do coragao.

Apds 42 dias, o estudo sera encerrado.

Sa 0 medico decidir que vocé ndo pode tomar este medicamento, vocé sera tratado com ocutro
tratamento padrdc para malana e receber a assisténcia de seu médice com a mesma qualidade.

As vantagens e as desvantagens dos medicamentos utilizados neste estudo sio conhecidas, Vocé
pode sentir-se um pouco mal @ ter enjios, vémitos, dor de bamiga, perda de apetite, dor de cabega,
tontura, problemas no sono, tosse, preblemas de visdo, sentir cansado @ nervoso, coceira, feridas
na pele, cor azulada da boca, unhas @ pele.

Mas o medicamento podera apresentar alguns efeitos indesajaveis ou alguns efeitos que ainda nao
sabamos. Se algo fora do normal acontecer com vocd, ndo deixe de informar aos seus pais, ao
middico ou a sua equipe. Vocoé tem liberdade para informar seus pais @ seu médico, a qualquar
moments, quants as suas preccupagies ou duvidas, O médico também fomeceu informagbes aos
s@uUs pais scbre o que fazer caso voci tenha algum problema ou figue doente durante o estudo.

Se alguma coisa ndo estiver clara para vocé ou se ndo entendeu tudo, faga todas as
perguntas gue quiser aoc seu maédico [ou a alguam da aquipe deda), até gue vocté tenha entendideo
tuda,

Se vocd decidir participar do estudo, seus pais (ou a pessoa que cuida de voed) também deverfio
concordar,

Se vocd ndo concorda em participar desse estudo, poderd dizer néo sem qualquar problama,
Masmo se seus pais tenham concordado, A escolha @ sua, O madico continuard a cuidar de
voeé @ ninguém ficard preccupado ou chateado com vocé, Voed ndo tem que participar desse
estudo para ser tratado pelo médico.
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So vocé concordar em participar, o médico pedid que assine um termo de assentimento (gue
Ihe sard aprasentado apds ter lido estas informagtes), ou para ser assinado com SeU NOME oU para
fazer sua impressio digital (caimbo do polegar).

Entretanto, mesmo se dissar agora que concorda, poderd mudar de (déla a qualgquer momanto &
dizer gue ndo quer mais participar do estudo,

Yool deve discutir a respeito com SBUS pais (ou com a passoa que cuida de vood) & com o madico,
para gue possa ser tratado de outra foma,

O médico estard autonzad o a falar com vocé a respeito da sua participacdo nesse estudo, apenas
com vocé, seus pais (ou a pessoa que cuida de voed) ou com as pessoas que trabalham no
estudo. O médico ndo falard a respeito com ningudm mais, so se vood ou SoUS pais (ou a pessoa
qua culda de voed) concordarem, As informagdes sobre vool que serdo coletadas do estudo serdo
guardadas & ninguém, exceto o madico & sua equipe, poderd wi-las, Qualguer informagdo a seu
respeito receberd um nomero no lugar do seu nome. Apenas o mddico @ sua equipe saber§o qual é
O S0 NOmeno,

Cuando tivermos temminade a pesquisa, informaremoas a vool & 208 seus pals o que fol aprendido,

Lsa o tampo que precisar para pensar a respelto antes do tomar sua deciso o ndo hesite am

falar sobre este estudo com seus pais (ou a pessoa que cuida de vocd) ou com qualquer pessoa de
sua confianca,

Mome do Paciente:
{a ser preenchido pelo pacienie ou seu represenianie legalfiesiemunha, se aplcivel)

Assinatura do Paciente: Data:
{assinatura do pacienie ou impressao digeal, se aplicavel )

Nome do Representante Legal:
{a ser preenchido pelo represenianie begal ou fesiemunha, se aphcavel)

Assinatura do Representante Legal: Data:
{assinalura do representiante legal ou impress 8o digilal, se apbcavel)

Mome da Testemunha:
{a ser preenchids pela lesiemunha, se aplcavel)

Assimatura da Testemunha: Data:
{se aplcavel)

Raziio da necessidade de Testemunha:
{se aplcavel)
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Pesquisador/Sub-pesqui sador ou pessoa que liderou as discussoes a respeito do Termo de
Consentimento Informada’ Consentimento

Confirmo que expligue, pessoalmente, a natureza do estudo, seu proposito, sua duragao, seus
nscos ¢ seus efeitos previsiveis para o paciente acima mencicnado.

Mome:

Assinatura: Data:




7.8. TERMO DE ESCLARECIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de consentimento livre esclarecido - TCLE

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa: Cloroquina em associagio
é primaquina no tratamento da malaria vivax: busca de biomarcadores para deteccéo de
resisténcia clinica a cloroquina. Este estudo tem o objetivo de fazer uma avaliacio continua
do efeito dos medicamentos que s3o utilizados para tratar a malaria no municipio que vocé
reside. O principal beneficio em participar desse estudo & saber se os medicamentos utilizados
para malaria estdo 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 é responsavel, serd tratado para malaria com o mesmo
medicamento que esta sendo usado pelo servigo de salde de seu municipio para o tratamento
dessa doenca. Com a sua autorizag3o iniciaremos um acompanhamento do tratamento no 1°,
2°,3%7° 14° 21°, 28%e 42° As visitas de acompanhamento serfo feitas por um profissional da
equipe, o qual ird pedir informacbes sobre o seu estado de salde e coletara sangue da ponta
do dedo para fazer exames laboratoniais de controle do tratamento.

Serdo coletados 10 ml de sangue da veia antes do tratamento e, eventualmente, no 3°
dia ou caso haja indicagdo de falha do tratamento, para outros exames de laboratorio e demais
analises. Vocé pode sentir alguma dor por causa da coleta de amostra de sangue na veia do
brago. Mas qualquer dor deve durar apenas alguns instantes. Existe um risco muito pequeno
de infecgdo onde o sangue for coletado, mas qualquer infecgao sera monitorada e tratada pela
equipe medica. Pode acontecer também de ocorrer um sangramento local, caso a agulha
atravesse o vaso e gque resultardA em um pequeno hematoma de aproximadamente um
centimetro. Apés a agulha ser retirada, o sangramento sera contido com uma peguena
bandagem (do tipo band-aid). Em caso de infeccio no local de introdugdo 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 pessoa que participar da
pesquisa podera ver estes resultados. Esse sangue tambem podera ser usado para outros
exames relacionados a malaria.

Durante o acompanhamento do tratamento poderao surgir sinais ou sintomas da malaria
grave, ou de alguma rea¢3o ao remedio. Caso isso acontega, um profissional da equipe na sua
cidade ira encaminhar vocé (ou o paciente) ao servigo médico mais proximo da sua casa. Sera
garantido assisténcia integral para atender complicagdes e danos decorrentes, direta ou

indiretamente, da pesquisa.

Participando deste estudo, o paciente recebera cuidados médicos durante todo o
seguimento do seu tratamento, e, em caso de qualquer complicagdo decorrente da malaria e
do uso dos medicamentos, estaremos disponiveis para qualquer problema. Vocé nfo serd
pago nem receberd incentivo financeiro durante o acompanhamento. A participagio neste
estudo ndo levara a riscos futuros para a sadde. Se ocorrer qualquer dano ou prejuizo & sua
saude em decorréncia deste projeto, vocé tera direito a indenizagio.

Se vocé concordar em participar, todas as informagdes coletadas serdo
confidenciais, usadas somente no estudo. Nés ndo compartilharemos suas informagdes, e um
cddigo serd usado para identificar vocé em vez de seu nome. Nés ndo tornaremos publico
qualquer detalhe sobre vocé. No caso de algum pesquisador tirar uma foto sua, ele cuidara
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para que vocé ndo seja identificado. Esta imagem sua sera publicada apenas em revistas para

medicos.

A sua parficipacdo neste estudo € voluntana e se o senhor(a) /seu filho/seu
familiar ndo quiser mais fazer parte da pesquisa podera desistir a qualguer momento e retirar o
seu consentimento. Essa decisio n3o prejudicara de forma alguma o seu atendimento,
tratamento ou acompanhamento na FMT-HVD.

0O senhor(a)/seu filho/seu familiar tera a garantia de que problemas como efeitos
adversos de medicamentos, mal estar decorrentes do estudo serfo assistidos, tratados e
acompanhados na FMT-HVD pelos pesquisadores do estudo e equipe hospitalar, sem qualguer
gasto para o senhor(a) /vocé/seu filho/seu familiar, durante todo o tempo que for necessario.
Da mesma forma, terdo direito 3 indenizacdo garantido caso ocorra algum dano permanents
devido 3 participag3o nesse estudo.

A pessoa que aceitar participar da pesquisa guarda uma copia deste documento que

sera assinado duas vezes, uma cdpia 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 (Biomédica, contato: 98408-9080), responsaveis por
este estudo estar3o disponiveis na Fundagio Medicina Tropical Dr.Heitor Vieira Dourado,
Localizada na Av. Pedro Teixeira, 25 — Dom Pedro | no horario das 08h as 17h para
esclarecer duvidas que o senhor(a)/seu filho/seu familiar possa ter e dar as informagdes que
queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

A pessoa que aceitar participar da pesquisa guarda uma copia deste documento que

sera assinado duas vezes, uma cdpia fica com o pesquisador e a outro com o paciente.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO:

Bl e, paTticipante desse estudo
ou responsavel pelo paciente ..., TECEDI @
explicagdo sobre a metodologia e objetivo do estudo.

E por estar devidamente informado (a) e esclarecido (a) sobre o conteldo deste termo,
livremente, sem qualquer press3do por parte dos pesquisadores, expresso meu consentimento

para minha inclus3o 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:......... R TR

FONE: ... R SR e
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