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RESUMO

A malaria por Plasmodium vivax constitui um grave problema de saude
publica e um importante desafio para a eliminacdo da doenca, devido a ampla
distribuicdo geogréfica, formacao precoce de gametdécitos, grande porcentagem
de infeccbes assintomaticas, e principalmente, formacdo de hipnozoitos
(responsaveis pelas recaidas). A primaquina (PQ) € o principal medicamento
antimalarico com efeito hipnozoiticida e necessita ser biotransformada para
exercer sua funcdo. Sua biotransformagao envolve enzimas do citocromo P450,
monoamina oxidase (MAO-A e MAO-B) e monooxigenase-3 contendo flavina
(FMO-3). Polimorfismos em enzimas metabolizadoras de drogas podem afetar a
atividade enzimatica resultando em falha terapéutica ou reacdes adversas.
Desta forma, o objetivo deste estudo é avaliar a influéncia de polimorfismos
genéticos em CYP2D6, MAOA e UGT2B7 na resposta clinica de pacientes com
maléria por P. vivax tratados com PQ. Para isso, foram selecionados 202
individuos com diagnéstico positivo para malaria vivax, sendo 57 com
recorréncia e 145 sem recorréncia. O DNA gendmico foi genotipado através da
técnica de qPCR para identificacdo dos polimorfismos e, quando possivel,
determinacao do fendtipo predito dos individuos. A frequéncia dos alelos de
CYP2D6 foi semelhante entre os grupos, exceto para o alelo de funcéo diminuida
*41 no grupo recorréncia e alelo de fungdo normal *1 mais frequente nos sem
recorréncia. Além disso, o fenotipo CYP2D6 gNM foi mais frequente em
individuos sem recorréncia (p=0,040). Porém, nao foi possivel estabelecer uma
associacao entre as recorréncias e os genoétipos de MAOA e UGT2B7. Estes
resultados sugerem que variantes genéticas em CYP2D6 podem contribuir para
a falha terapéutica com PQ resultando nas recorréncias de P. vivax, reforcando
a importancia da farmacogenética no monitoramento das terapias com

antimalaricos.

Palavras-chave: Plasmodium vivax — Recorréncias — Primaquina — CYP2D6 —
MAOA — UGT2B7.
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ABSTRACT

Plasmodium vivax malaria is a serious public health problem and an
important challenge for the elimination of the disease, due to the wide geographic
distribution of the parasite, early formation of gametocytes infecting the vector,
large percentage of asymptomatic infections in endemic regions, and mainly,
formation of hypnozoites (responsible for relapses). Primaquine (PQ) is the main
antimalarial drug with hypnozoiticidal effect and needs to be biotransformed to
exert function. Biotransformation of PQ partly involves cytochrome P450
enzymes, monoamine oxidase (MAO-A and MAO-B) and flavin-containing
monooxygenase-3 (FMO-3). Polymorphisms in drug metabolizing enzymes can
affect enzyme activity resulting in therapeutic failure or adverse reactions. Thus,
the aim of this study is to evaluate the influence of genetic polymorphisms in
CYP2D6, MAOA and UGT2B7 on the clinical response of P. vivax malaria
patients treated with PQ. For this, 202 individuals with a positive diagnosis for
vivax malaria, 57 with a record of recurrence and 145 without a record of new
episodes were selected and followed for a period of 180 days in the FMT-HVD.
Genomic DNA was genotyped using the gPCR to identify polymorphisms and,
when possible, determine the predicted phenotype of individuals. The frequency
of CYP2D6 alleles was similar between the study groups, except for the
decreased function allele *41 more frequent in the recurrence group (p=0.004)
and normal function allele *1 more frequent in the non-recurrence group
(p=0.018). In addition, the CYP2D6 gNM phenotype had a higher frequency in
individuals without recurrence (p=0.040), while it was not possible to establish an
association between recurrences and the genotypes of MAOA and UGT2B7.
These results suggest that genetic variants in CYP2D6 may contribute to PQ
therapeutic failure resulting in P. vivax recurrences, reinforcing the importance of

pharmacogenetics in monitoring antimalarial therapies.

Keywords: Plasmodium vivax — Recurrences — Primaquine — CYP2D6 — MAOA
- UGT2B7.
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RESUMO LEIGO

A maléaria causada pelo protozoéario Plasmodium vivax permanece como
um grande problema de saude publica em virtude de sua presenca em diversas
regi6es do mundo e, principalmente, sua capacidade de causar novos episodios.
A primaquina é um medicamento usado para a cura radical da malaria vivax e,
precisa ser transformada no corpo para que exerca sua funcéo. A transformacao
do medicamento € influenciada por fatores genéticos da populacéo, o que pode
resultar em falha do tratamento devido a grande variacdo. Por essa razéo, o
objetivo desta pesquisa € investigar variacbes genéticas em enzimas que
metabolizam o medicamento e a influéncia que exercem no tratamento da
malaria vivax, uma vez que a doenca apresenta grande frequéncia na populacdo

local.
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1. INTRODUCAO

1.1 Maléria — Aspectos etioldgicos e epidemiologicos

A malaria permanece como um grave problema de saude publica atingindo
regides tropicais e subtropicais do mundo (1). E uma doenca infecciosa causada
por protozoarios do género Plasmodium, sendo 7 espécies responsaveis pela
infeccdo humana: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, P. knowlesi, P.
simium e P. cynomolgi (2—4). No Brasil, destacam-se P. falciparum e o P. vivax
(5).

O P. falciparum produz em humanos as formas mais graves da doenca e é
predominante na Africa, enquanto que o P. vivax € a espécie mais difundida
geograficamente e atualmente reconhecida como causa de morbidade e
mortalidade grave (6).

A transmisséo natural da malaria se da pela picada de mosquitos fémeas do
género Anopheles. Foram descritas aproximadamente 465 espécies de
anofelinos, entretanto, atribui-se somente a 70 destas espécies a capacidade de
transmitir parasitas da malaria humana, destacando-se o Anopheles darlingi
como principal vetor na América do Sul (7,8).

Quase metade da populacdo mundial vive em areas de risco de transmissao
(Figura 1). Em 2020, foram estimados 241 milhGes de casos e 627 mil mortes
globalmente, com a maioria dos casos e mortes ocorridos na Regido Africana.
Na Regido das Américas, a Republica Bolivariana da Venezuela, Brasil e
Colémbia foram responsaveis por mais de 77% dos casos ocorridos em toda a
regiao (1).

Em 2021, o Brasil notificou de 139.211 casos, apresentando uma reducao de
4,1% em relacdo ao ano de 2020, tendo sido registrados 145.205 casos em todo
o pais. Do total de casos registrados no territério nacional, 99% foram
autoctones, sendo o P. vivax responsavel por cerca de 83% destes. Na regido
Amazonica, 29 (3,6%) municipios foram classificados como de alto risco, 38
(4,7%) de médio risco, 61 (7,5%) de baixo risco e 163 outros (20,2%) como de
muito baixo risco de transmissédo da doenca, segundo a Incidéncia Parasitaria
Anual (IPA) de malaria (Figura 2) (9).
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I Um ou mais casos autéctones I Certificado como livre de malaria apds 2000
Zero casos autoctones de 2018-2020 [ ] Sem malaria
B Zero casos autdctones de 2019-2020 [ Néo se aplica

Z toct >3 2020
WHO: World Health Organization B Zero cheeiiiocionss s s

Figura 1. Paises com casos autoctones em 2000 e sua situagdo em 2020 (1)

IPA 2021*
Sem transmissao
Muito baixo risco

Classificagdo da IPA:
Sem transmissao - 0 casos autoctones;
Muito baixo risco - IPA <1 caso0/1.000 hab.;

Ba‘ix9 ﬁ_SCD Baixo risco - IPA <10 cas0s/1.000 hab.;
I Médio risco Médio risco - IPA <50 casos/1.000 hab.;
Il Alto risco Alto risco - IPA 250 casos/1.000 hab.

Fonte: Sivep-Malaria e Sinan/SVS/MS. Excluidas [aminas de verificacao de cura. Dados do Sivep-Malaria atualizados em: 14/3/2022. Dados do Sinan atualizados em: 10/3/2022.
*Dados de 2021 sao preliminares, sujeitos a alteragoes.

Figura 2. Mapa de risco de maléaria por municipio de infec¢ao, Brasil, 2021 (9)
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1.2 Ciclo biologico e particularidades do P. vivax

Os parasitos da maléria possuem um complexo ciclo de vida, que difere entre
as espécies infectantes ao homem. A inoculacdo dos esporozoitos no
hospedeiro vertebrado pelo vetor anofelino durante o repasto sanguineo
representa o inicio da fase assexuada. A maioria dos esporozoitos sao
depositados na derme, podendo migrar ativamente em alta velocidade,
passando por varias ceélulas da pele e entrar nos vasos sanguineos.
Esporozoitos que infectam mamiferos precisam entrar na corrente sanguinea
para serem transportados para o figado, onde se diferenciam em esquizontes
gue em seguida ddo origem aos merozoitos invasores de eritrocitos, por um
processo de esquizogonia. O P. vivax e P. ovale, podem entrar em um periodo
de laténcia no figado formando hipnozoitos em vez de esquizontes, e essas
formas permitem a sobrevivéncia do parasito por um longo periodo e podem

resultar nas recaidas da doenca (10-12).

Apés a saida do hepatdcito, os merozoitos invadem eritrécitos em um
processo rapido, dinamico e de varias etapas, envolvendo o mecanismo actina-
miosina. Dentro do eritrécito hd uma segunda esquizogonia assexuada, na qual
os trofozoitos em estagio de anel desenvolvem-se em esquizontes. Esquizontes
maduros rompem liberando merozoitos capazes de iniciar outro ciclo de

replicacdo infectando novas células (11).

Dentro de cada ciclo de replicagcdo, uma pequena propor¢gdo de parasitas
assexuados se desenvolve em estagios sexuais masculinos e femininos
chamados gametdcitos, que séo as formas infectantes ao vetor. Os gametocitos
se desenvolvem no hospedeiro vertebrado intermediario até a maturacdo antes
de serem ingeridos por um artropode. O tempo de maturacdo dos gametocitos
difere entre as espécies de Plasmodium, com o P. vivax apresentando menor
periodo de maturacdo em relacdo ao P. falciparum, o que justifica a presenca
destes na circulacdo dentro de uma semana apos a inoculagéo pelo mosquito e

antes da detecgéo do parasito por microscopia (13,14).

Uma vez que o gametdécito € ingerido pelo vetor, a fase de reproducéo
sexuada inicia-se no intestino médio do artropode. Neste processo o0 gametdcito

masculino se divide em até oito microgametas flagelados, enquanto o



16

macrogameta se desenvolve em apenas um. O resultado da fertilizacdo de um
macrogameta por um microgameta € a formacéo de um zigoto, capaz de sofrer
meiose e desenvolver-se em oocineto. O oocineto penetra a parede do intestino
médio do mosquito, préximo a lamina basal, onde transforma-se em oocisto,
dentro do qual o parasito se replica originando milhares de esporozoitos. O
oocisto eventualmente rompe, liberando esporozoitos que se deslocam para as
glandulas salivares do mosquito. O ciclo da infeccdo humana comeca

novamente quando o mosquito pica outra pessoa (Figura 3) (14).

Esporozoitos inoculados pelo

Esporozoftos / Gandula salivar

Gametocitos
ingeridos pelo —p GAMEIES e o
mosquito Qx

Hipnozoito / \ Gametdcitos masculinos e femininos
Trofozoito T

/ @ Trofozoito Esquizonte e,
el <
j Gametdcitos imaturos

_ontes
jzo .
SOV o
€ \ec‘\d\la\s_ e

Ruptura do
merossomo |

eman
Merozoitos na T

i g Ruptura do
comente sanguinea Reficulécitos i
o e

&_‘_J‘.

Figura 3. Ciclo biolégico do parasito (10)

Os desafios no controle e eliminacdo da malaria por P. vivax sdo em
grande parte devido a caracteristicas intrinsecas do ciclo biolégico do parasito,
mais especificamente: 1) pela formacdo dos estagios latentes hepaticos,
clinicamente silenciosos e indetectaveis, que causam as recaidas semanas a
meses apo6s uma infecgdo inicial; 2) alto potencial de transmissdo em razdo da

formacdo precoce de gametdcitos infectivos ao mosquito vetor, iniciada nos
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primeiros dias apods infec¢cdo no hospedeiro humano; 3) alta infectividade para
mosquitos e ciclo de desenvolvimento mais curto no vetor em comparacao com
outras espécies de Plasmodium; 4) grande porcentagem de infecgcbes
assintomaticas em regibes endémicas, que em muitos casos apresentam
parasitemias submicroscépicas detectadas somente por técnicas de biologia
molecular, e que, devido ao subdiagnostico, mantém o ciclo de transmisséo ativo

nestas regioes (15-17).

Sao desconhecidos os fatores que desencadeiam a ativacdo dos
hipnozoitos, apesar de acreditar-se que a hemdlise induzida pelo parasito e a
doenca febril sistémica influenciam este processo (18). A frequéncia e o numero
de recaidas variam de acordo com a localizagdo geogréfica, com alto risco de
recaida precoce ocorrendo a cada 3-4 semanas nas regifes tropicais em
contraste com regibes temperadas e subtropicais que apresentam longos
periodos de incubacdo entre a infeccéo inicial e a recaida, variando de 8-12

meses (19).

Entretanto, os hipnozoitos ndo séo o Unico reservatério oculto resultantes
das infecc¢des por P. vivax, visto que o parasito invade preferencialmente células
eritrocitarias jovens, os reticulécitos, restritos em sua grande parte aos
sinusdides da medula 6ssea (20-22). Estudos revelam que uma proporcao
substancial da biomassa de trofozoitos e esquizontes assexuados de P.
vivax ocorre nos espacos extravasculares da medula, baco e figado (23,24).
Consequentemente, a densidade parasitaria no sangue periférico se apresenta
baixa e indetectavel, dificultando o diagnostico e tratamento de individuos
infectados. Somente na area periurbana do municipio de Manaus estima-se que
exista uma carga de reservatorios assintomaticos de P. vivax de

aproximadamente 50%, conforme o estudo de Almeida e colaboradores (17).

1.3 Manifestagdes clinicas e diagnostico

O periodo de incubacdo da malaria varia de acordo com a espécie
responsavel pela infeccdo. Para P. falciparum, de 8 a 12 dias; P. vivax, 13 a 17

dias; e P. malariae, 18 a 30 dias. A duracdo do periodo de incubacao €


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/schizont
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/extravascular-space
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influenciada por fatores, como a forma de transmissdo do parasita, imunidade
adquirida do hospedeiro, uso quimioprofilatico de antimalaricos e a densidade
parasitaria. A liberacdo de parasitas e material eritrocitico na circulacdo
sanguinea induz o processo fisiopatoldgico e o inicio dos sintomas. Atribui-se a
ativagcdo da cascata de citocinas o aparecimento dos sinais e sintomas da
doenca (5,25).

Convenientemente classifica-se a malaria em: ndo complicada e grave. Os
primeiros sintomas, comuns a todas as diferentes espécies, sao inespecificos e
simulam uma sindrome semelhante a gripe. O acesso malérico € caracterizado
por episodios de calafrio, febre e sudorese, que em geral sdo acompanhados por
cefaleia, mialgia, nauseas e vomito (5). Em relacdo a malaria grave, destacam-
se como principais complicacbes a malaria cerebral, edema pulmonar,
insuficiéncia renal aguda, anemia grave e/ou sangramento. A acidose e a
hipoglicemia sdo as complicacdes metabdlicas mais comuns. Qualquer uma
dessas complicacdes pode desenvolver-se rapidamente e evoluir para ébito em

horas ou dias (26).

Segundo recomendacgfes da OMS, todos 0s casos suspeitos devem ser
submetidos a um teste parasitolégico (microscopia ou teste de diagnostico
rapido) para confirmacdo do diagnostico (27). O método reconhecido como
padrdo ouro € a gota espessa. Este método permite a detec¢do e identificacao
dos parasitas, bem como a quantificacdo da parasitemia, entretanto, a precisédo
e utilidade da técnica dependem da qualidade dos microscépios, reagentes,
experiéncia do microscopista, controle de qualidade e sistema de garantia de
qualidade (28).

Os testes de diagndstico rapido (RDTs) sdo comumente utilizados, sendo
estes dispositivos imunocromatograficos de fluxo lateral que oferecem
diagnoéstico qualitativo, com base na deteccdo de antigenos do parasita no
sangue, como a proteina 2 rica em histidina (HRP2) expressa por P. falciparum
e/ou lactato desidrogenase (pLDH) expressa por todas as espécies de parasitas
da malaria humana (29). Em comparacdo com a microscopia, os RDTs sao
simples de executar e interpretar, apresentam custo relativamente baixo,

fornecem resultados rapidamente, sendo vidveis para aplicacdo no pronto
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atendimento e em localidades onde o acesso ao diagndstico microscopico é
dificultado por distancia geografica ou incapacidade local do servico (30).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € mais sensivel do que a
microscopia e os RDTs, tem sido utilizada para confirmagdo de diagnéstico,
estudos epidemiologicos e avaliacdo da eficacia de medicamentos. Entretanto,
em virtude do alto custo, demanda de tempo para obtencdo de resultados,
necessidade de configuracdes mais sofisticadas de laboratorio para execucao,
nao é um método de rotina. Além disso, a técnica revela-se de grande utilidade
para identificacdo de infec¢bes assintoméaticas (31).

1.4 Tratamento da malaria por P. vivax

Para cada espécie de Plasmodium, um esquema de tratamento é
preconizado e cada esquema terapéutico combina diferentes antimaléricos
visando atingir o parasito em pontos-chaves do seu ciclo evolutivo:
interrompendo a esquizogonia sanguinea, responsavel pela patogenia e
manifestacbes clinicas da infeccdo; interrompendo a transmissao do parasita,
pelo uso de drogas que impedem o desenvolvimento das formas sexuadas
(gametdcitos); e destruindo as formas latentes (hipnozoitos) das espécies P.

vivax e P. ovale, responsaveis pelas recaidas da doenca pos periodos variaveis
(5).

Os agentes antimalaricos sdo classificados com base em sua estrutura
quimica e atividade desempenhada no ciclo. Em relacdo a atividade
antimalarica, ha as seguintes classificacbes: gametocitocidas, como a
artemisinina e a cloroquina, que destroem as formas sexuadas dos parasitas;
esquizonticidas sanguineos, como a halofantrina, sulfadoxina, mefloquina e
quinina, responsaveis por promover a cura clinica; esquizonticidas teciduais ou
hipnozoiticidas, como a primaquina e a tafenoquina, que atuam prevenindo as
recaidas causadas pelas formas latentes hepaticas; e esporonticidas, como a
primaquina e a pirimetamina, que impedem a infeccdo pelos esporozoitos
(Figura 4) (32,33).
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Quanto a classificacdo com base na estrutura quimica, existem as 4-
aminoquinolinas (amodiaquina e cloroquina); 8-aminoquinolinas (primaquina);
hidroxinaftoquinonas (atovaquona); derivados de artemisinina (artemeter e
artesunato); diaminopirimidinas (pirimetamina); alcaloides cinchona a base de
quinolinas (quinina e quinidina); 4-quinolinametandis (mefloquina); biguanidas

(proguanil e cloroproguanil); e sulfonamidas (sulfadoxina) (33).

Transmissédo

para humanos ' Hipnozoito

\ : P vivax Hipnozoiticida

Primaquina

Esquizonticida sanguineo
Cloroquina
Artemeter + Lumefantrina
Artesunato + Amodiaquina
Artesunato + Mefloquina

Quinina + Clindamicina
Quinina + Doxiciclina

Esquizonte ---'

Gametocitocida
Primaquina

Figura 4. Antimalaricos e seus alvos de acao no ciclo biolégico do parasito (32)

Em relacdo ao P. vivax, devido sua capacidade de formar hipnozoitos, o
objetivo do tratamento concentra-se em eliminar tanto as formas sanguineas
quanto as formas hepaticas do parasito. Atualmente, o tratamento preconizado
é cloroquina (CQ) ou derivados de artemisinina em combinagdo com a
primaguina (PQ) que mantém-se como a principal escolha para o tratamento de
hipnozoitos, oferecendo profilaxia e cura radical para as infec¢des por P. vivax,
prevenindo as recorréncias da doenca (5). As recorréncias de malaria sao

conceituadas como o reaparecimento da parasitemia assexuada resultante de

Diihidroartemsinina + Piperaquina
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recrudescéncia, recaida ou reinfeccdo (34).A recrudescéncia é definda como
recorréncia de parasitemia assexuada do mesmo genaotipo que causou a doenca
original, devido a depuracdo incompleta de parasitos assexuados durante o
tratamento. Ja a recaida € definida como o reaparecimento da parasitemia e das
manifestacbes clinicas causadas pela reinvasdo das hemacias por merozoitos
provenientes de hipnozoitos quiescentes. Reinfeccéo, por sua vez, designa uma
nova infeccdo que segue uma infec¢ao primaria, devido contato com o mosquito
vetor, apos tratamento e eliminacdo da droga pelo organismo (34,35).Sendo
assim, o regime terapéutico preconizado para a maléria ndo complicada por P.
vivax envolve administracédo de CQ durante 3 dias (10 mg/kg no dia 1 e 7,5 mg/kg
nos dias 2 e 3) e PQ na dose de 0,5 mg/kg/dia, por 7 dias. Porém, em caso de
reaparecimento dos sinais e sintomas da doenca a partir do 5° ao 60° dia apés
inicio do tratamento, o que indica falha terapéutica tanto da CQ quanto da PQ
(ou ambas), o tratamento recomendado passa a ser uso de
artemeter/lumefantrina ou artesunato/mefloquina durante 3 dias (opcédo em caso
de falha da CQ), e PQ (0,5 mg/kg/dia) por 14 dias (5).

1.5 Primaquina

A PQ é um pré-farmaco da familia das 8-aminoquinolinas, com meia vida
de 4-6h, ativa contra as formas pré-eritrociticas em desenvolvimento (atividade
profilatica causal), os hipnozoitos (P. vivax e P. ovale), os estagios assexuados
(exceto P. falciparum), e gametécitos (P. falciparum) de todos os parasitos da

malaria humana (36).

As propriedades antimaléricas da PQ foram relatadas pela primeira vez
em 1946, quando a droga se apresentou eficaz contra 0s estagios sanguineos
do parasito, assim como para 0s estagios hepaticos, sendo licenciada como o

anico agente para a cura radical de P. vivax na década de 1950 (37).

A eficacia da PQ esta relacionada principalmente com a dose total
administrada e ndo exatamente com o tempo de tratamento (38). No Brasil, 0

esquema de 7 dias é usado para melhorar a adesao, o que é reforcado pelo fato
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do esquema de 0,25 mg/kg por 14 dias nao ser superior ao de 7 dias com 0,5
mg/kg (39).

Apoés a administracdo oral, as concentracdes plasmaticas maximas séo
atingidas num periodo de 1-3 h (36). A PQ € metabolizada majoritariamente no
figado, e sua biotransformacao ocorre através de trés vias principais, envolvendo
as enzimas do citocromo P450 (CYP450) (CYP2D6, CYP2C19, CYP3A4,
CYP1A2), monoamina oxidase (MAO-A e B) e monooxigenase-3 contendo
flavina (FMO-3) (40).

O pré-farmaco € metabolizado principalmente pela MAO-A em aldeido,
gue é oxidado através da aldeido desidrogenase (ADH) em carboxiprimaquina,
o principal metabdlito encontrado no plasma. Posteriormente, a
carboxiprimaquina € oxidada pela FMO em metabdlito N-hidroxilado, que pode
causar hemotoxicidade. Além disso, a PQ é metabolizada via CYP2D6 em 5-
hidroxiprimaquina, 5,6-ortoquinona e outros metabdlitos fendlicos. Acredita-se
que outras enzimas do citocromo P450 também contribuam para o metabolismo
da PQ (40). Adicionalmente, um estudo em reportou que a eficacia antimalarica
da PQ é dependente da sua biotransformacéo pela CYP2D6 e dos metabdlitos

fendlicos gerados (41).

Diversos fatores como género, dieta, idade e peso corporal podem
interferir na farmacocinética de medicamentos, entretanto, estudos apontam
evidéncias crescentes relacionadas a potencial contribuicdo de polimorfismos
em genes codificadores de enzimas metabolizadoras de drogas antimalaricas
para a reducdo da eficacia terapéutica (42).

Em 2013, Bennet et al., relataram falha terapéutica da PQ associada a
presenca de polimorfismos em CYP2D6, o que resultou em uma diminui¢cao do
metabolismo da droga, de modo que niveis suficientes do metabolito ativo ndo
foram alcancados (43). Polimorfismos em CYP2D6 associados a recorréncia de
malaria por P. vivax também foram relatados no Brasil em uma éarea de

transmisséo ativa (44).

Em estudos in vitro, inibidores da MAO-A diminuem os niveis de
carboxiprimaquina, principal metabdlito plasmatico da PQ, sugerindo um papel

ativo desta enzima no metabolismo da PQ (45). Em 2019, Ariffin et al.,
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demonstraram uma ocorréncia semelhante em individuos com polimorfismos em
MAOA, fortalecendo a descoberta da influéncia da MAO-A no metabolismo da
PQ, uma vez que individuos portadores da variante com genoétipo homozigoto
mutado apresentaram um metabolismo mais lento da PQ em comparacdo com

o tipo selvagem (46).

1.6 Citocromo P450

O citocromo P450 (CYP450) é uma superfamilia de proteinas responsavel
por metabolizar um amplo espectro de diferentes substratos, tanto endégenos
guanto xenobibticos. Sdo predominantemente expressas no figado, mas
também ocorrem no intestino delgado, pulmdes, placenta e rins (47). O sistema
CYP450 tem papel central na area de farmacogenética, uma vez que a maioria

dos medicamentos é substrato para essas enzimas (48).

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, que
sdo geralmente polimérficas (49). As formas polimorficas sdo muitas vezes
responsaveis pelo desenvolvimento de reacbes adversas a medicamentos ou

falhas terapéuticas (50).

1.6.1 Citocromo P450 2D6 (CYP2D6)

CYP2D6 é um polipeptidio de 497 aminoacidos, com gene localizado no
cromossomo 22q13.1, membro da superfamilia do gene do citocromo CYP450.
A enzima € responsavel por metabolizar entre 20 e 25% de todos os

medicamentos em uso clinico (51).

O gene CYP2D6 é altamente heterogéneo, com cerca de 133 alelos ja
definidos e fendtipos que variam de disfungdo completa ao metabolismo ultra-
rapido, resultante de diferentes tipos de variantes, principalmente polimorfismo
de nucleotideo unico (SNP), insercao/delecéo (indel), e dele¢cdes ou duplicacdes
de todo o gene (52,53). O alto nivel polimorfico resulta em diferentes fendétipos
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de CYP2D6: metabolizador lento, metabolizador intermediario, metabolizador
normal, e metabolizador ultra-rdpido (52).

Estes fenotipos podem ser determinados para alelos individuais atraves
de um sistema de score de atividade (AS), desenvolvido por Gaedigk et al (2007),
que categoriza os alelos em n&o funcionais, de atividade baixa, normal e
aumentada, de acordo com a funcionalidade de cada um, atribuindo-se: O para
alelos de func¢éo nula (*3, *4, *4xN, *5, *6, *7, *8, *11, *12, *36, *40, *42, *56); 0.5
para alelos de funcdo diminuida (*9, *17, *29, *41, *44, *49) e 0.25 para alelos
de funcéo muito diminuida (*10); 1 para alelos de funcao normal (*1, *2, *35, *43,
*45, *39); e 2 para alelos de funcdo aumentada (*1xN, *2xN). A combinacédo dos
alelos permite predizer o fenétipo a partir do gendtipo em: metabolizadores lentos
(gPM), intermediarios (gIM), normais (gNM) e ultrarrdpidos (gUM) (Figura 5)
(48,54).

Traducdo do AS M
em grupos

fenotipicos Fungéo diminuida

Score de
atividade (AS)

075

1 125 15 L8

Atividade de CYP2D6 devido a variacdo genética

Figura 5. Resumo das estimativas de pontuacéo de atividade que determinam
os fendtipos CYP2D6 (54)

Estudos demonstram que as frequéncias alélicas de CYP2D6 variam
substancialmente entre as populacdes. Algumas variantes alélicas estéo
presentes nas populacées em frequéncias semelhantes, enquanto outras sédo
observadas em frequéncias muito diferentes ou detectadas apenas em um
determinado grupo étnico (52). Llerena et al, a partir da andlise de 172 estudos
originais sobre a variabilidade dos alelos de CYP2D6 identificaram como mais
frequentes por grupos étnico e regido geografica os alelos CYP2D6 *4 em
europeus, CYP2D6 *10 em asiaticos, CYP2D6 *41 e duplicagbes/multiplicacdes,
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nas populacdes do Oriente Médio, CYP2D6 *17 em negros africanos e CYP2D6
*29 em afro-americanos (Figura 6) (55).
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Figura 6. Distribuicdo dos principais alelos CYP2D6 em diferentes regides
geograficas (55)

No Brasil, CYP2D6 *2 é frequente em cerca de 21,5% da populacéao,
seguido dos alelos CYP2D6 *4 (9,4%), CYP2D6 *17 (5,6%) e CYP2D6 *41
(5,5%), com variaveis frequéncias para os alelos individuais nas diferentes
regides do pais (52). Rodrigues-Soares et al. (2018), em uma revisao sisteméatica
envolvendo biomarcadores farmacogenéticos e sua distribuicdo por raca/cor
autodeclaradas identificaram diferencas interétnicas significativas na populagao
brasileira: CYP2D6 *2, CYP2D6 *4 e CYP2D6 *41 apresentando frequéncias
mais elevadas em brancos do que em negros, em contaste com CYP2D6 *17 e
CYP2D6 *29 exibindo maior frequéncia em negros, demonstrando que a
variancia das frequéncias farmaco-alélicas é determinada pela etnia mais do que

pela regido geografica (56).

Evidéncias de estudos in vitro e in vivo indicam que a via metabdlica
mediada por CYP2D6 é responsavel pela ativacdo da PQ nos hepatécitos
(57,58), consequentemente individuos com atividade enzimatica reduzida
apresentam risco aumentado de falha terapéutica e recorréncias de malaria por
P. vivax (43,59). Silvino et al. (2016) demonstraram associagao significativa entre
multiplos episodios de malaria vivax e polimorfismos relacionados a reducgéo da

atividade de CYP2D6 em viajantes retornando de areas do Brasil onde a malaria
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€ endémica (60). Além disso, Brasil et al. (2018) identificaram risco aumentado
de recorréncia de malaria por P. vivax em pacientes tratados com CQ/PQ com
atividade enzimatica de CYP2D6 nula ou reduzida em comparacdo com
metabolizadores normais ou ultrarrapidos em um cenario de transmissao ativa
(44).

Outros estudos reforgcam estes achados, a exemplo de Park et al. (2022)
que identificaram em uma meta-analise que metabolizadores lentos e
intermediarios de CYP2D6 apresentaram um risco 1,81 vezes maior de
recorréncias por P. vivax do que metabolizadores normais e ultrarrapidos (IC
95%, 1,34-2,45; p= 0,0001) (61). Ainda, outro estudo sugeriu que o fenotipo
predito de metabolizacdo ultrarrapida € menos suscetivel a recorréncia e falha

terapéutica com PQ (62).

1.7 Monoamina oxidase A (MAO-A)

A monoamina oxidase A (MAO-A) é uma isoenzima ligada as mitocondrias
que catalisa a desaminacao oxidativa de aminas dietéticas e neurotransmissores
monoaminicos, como serotonina, norepinefrina, dopamina, B-feniletilamina e

outras aminas residuais (63).

O gene que codifica MAO-A (MAOA) esta localizado no brago curto do
cromossomo X entre as bandas Xpl11l.23 e Xpl1.43, e tem 15 éxons em sua
estrutura. Varios polimorfismos diferentes foram identificados na regido
promotora da MAOA e em seus introns e éxons, no entanto apenas alguns
desses polimorfismos modificam a atividade da proteina ou os seus niveis de
expressdo (64). O polimorfismo de numero variavel de repeticbes em série
(VNTR) localizado na regido de promotora de MAOA esta associado a variagcao
nos niveis de transcricdo e atividade enzimatica, principalmente em relacdo as
variantes de 2 e 3 repeticbes (65). Um estudo encontrou dois SNPs no gene
MAOA (rs6323 e rs1137070) que podem afetar a atividade da enzima, dos quais
o haplotipo 941T/1460C esta relacionado a baixa atividade enzimatica (66). Além
disso, 0 SNP MAOA 1460 C>T, o alelo T reduz a atividade da enzima MAO-A
(67).
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Existe diferenca na distribuicdo da frequéncia das variantes de MAOA
VNTR entre os grupos étnicos. De acordo com Sabol et al (1998), o alelo de 3
repeticbes apresenta frequéncia elevada na populacdo latina (70,7%) e
branca/ndo hispanica (64,8%), enquanto o alelo de 1 repeticdo é mais frequente

em asiaticos (61,0%) e afro-americanos (59,1%) (68).

A MAO-A desempenha um papel importante no metabolismo primario da
PQ. Em estudos in vitro, inibidores da MAO-A diminuiram os niveis do metabdlito
da PQ, a carboxiprimaquina, sugerindo um papel ativo da enzima no
metabolismo da PQ (45,69). Em 2019, um estudo observou que individuos com
uma variante (rs6323, 891 G>T) portadores do gendtipo homozigoto GG
apresentaram um metabolismo mais lento da PQ em comparag¢do com o tipo
selvagem (46). Porém, ndo se tem dados na literatura sobre uma possivel
relacdo entre recorréncias de malaria por P. vivax e a reducdo da atividade
enzimatica de MAO-A.

1.8 UDP-glucuronosiltransferase 2B7 (UGT2B7)

As enzimas UDP-glucuroniltransferases (UGTs) compreendem uma
superfamilia de proteinas-chave que catalisam a rea¢éo de glucuronidacdo em
uma ampla gama de produtos quimicos enddégenos e exdgenos estruturalmente
diversos. A glucuronidacao é uma das principais reacfes de metabolizacao de

fase Il que contribui para a biotransformacao de farmacos (70).

Um membro importante das UGTs € a isoforma UGT2B7, que participa da
glucuronidacédo de varios compostos endogenos fisiologicamente importantes,
como horménios esteroides, acidos biliares, retinbides e acidos graxos, além de
drogas como opiodides e numerosas drogas contendo acido carboxilico. UGT2B7
€ predominantemente expresso no figado, mas também ha expressao no trato
gastrointestinal, rins, pancreas e cérebro. O gene UGT2B7 esté localizado dentro
de um grupo de genes UGT2B na posi¢cdo cromossomica 413 e contém seis

éxons que se estendem por quase 16 kb, e é polimérfico (70,71).

Semelhante as enzimas CYP450, as variagdes genéticas podem estar na

forma de SNPs, indels e mdltiplas cépias de alelos funcionais e ndo funcionais.
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A presencga de variantes pode alterar significativamente a capacidade de
glucuronidacéo dos individuos, resultando em niveis ineficazes das drogas ou
toxicidade (72). A variacdo mundial em UGT2B7, exibe algumas diferencas
significativas observadas em diferentes grupos étnicos: o alelo *1a € altamente
prevalente em todas as populagdes (32-45%); alelo *2a apresenta frequéncia
elevada em europeus-americanos (49%), bem como o alelo *1m em hispano-
americanos (37%) (73). Ngaimisi et al (2013) relataram frequéncia do SNP
UGT2B7-327G>A, que ocorre em certos alelos *2, significativamente diferente
em uma populacdo da Tanzania (29,3%) em comparagcdo com uma populacéo
etiope (48,3%) (74).

A glucuronidacéo da dihidroartemisinina (DHA), que pertence a uma nova
classe de antimalaricos altamente eficazes, é catalisada pelas UGT1A9 e
UGT2B7 (75). Recentemente um estudo reportou maior risco de recorréncias de
P. vivax, em pacientes tratados com PQ e CQ, associado a diminuicdo da
atividade de CYP2C19, ABCG2 e UGT2B7 em combinagdo com o metabolismo
intermediario ou lento da CYP2D6 (40).



29

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a influéncia de polimorfismos genéticos em CYP2D6, MAO e UGT2B7
na resposta terapéutica de pacientes atendidos na Fundacdo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) com malaria por P. vivax tratados
com PQ.

2.2 Especificos
1. Investigar a frequéncia de polimorfismos dos genes (MAOA, CYP2D6,
UGT2B7) entre individuos com recorréncia e sem recorréncia;

2. Determinar a influéncia dos genoétipos na resposta clinica de pacientes

com infeccdo confirmada por P. vivax tratados com PQ);

3. Determinar a influéncia dos genétipos no tempo e nimero de recorréncias.
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3. PRODUTO DA DISSERTACAO

Recorréncias de malaria por Plasmodium vivax: Avaliacao da influéncia de variantes

genéticas em CYP2D6, MAOA e UGT2B7 em individuos tratados com primaquina

Gabrielly Silva?, Flavia Fontenelle!, Amanda Carvalho'?, Marielle Macédo'?, Manuela
Crispim™*, Rebeca Netto!?, Victor Mwangi'?, Kim Machado®?, Marcus Lacerda®®, Anne
Almeidal?, Gisely Melo*?

'Fundagéo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, Manaus, AM, Brasil
2Universidade do Estado do Amazonas, Manaus, AM, Brasil

3Fundagio Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, Manaus, AM, Brasil
“Univesidade Federal do Amazonas, Manaus, AM, Brasil

®Fundagcdo Oswaldo Cruz, Instituto Lednidas & Maria Deane, Manaus, AM, Brasil
RESUMO

INTRODUGCAO — Polimorfismos nos genes codificadores de enzimas que participam do
metabolismo da primaquina (PQ) séo capazes de alterar a resposta clinica de pacientes
com malaria, levando a falha terapéutica.

OBJETIVOS — Neste estudo, investigamos se variantes genéticas em CYP2D6, MAOA e
UGT2B7 estdo associadas com recorréncias de individuos infectados por P. vivax tratados
com PQ.

METODOS — Trata-se de um estudo caso-controle no qual foram selecionados individuos
com diagndstico positivo para malaria vivax. Os pacientes foram divididos em dois
grupos: recorréncia e sem recorréncia. A genotipagem de CYP2D6, MAOA e UGT2B7 foi
realizada por PCR em tempo real.

RESULTADOS - A frequéncia dos alelos de CYP2D6 foi semelhante entre os grupos,
exceto para o alelo de funcdo diminuida *41 mais frequente no grupo recorréncia
(p=0,004) e alelo de funcdo normal *1 mais frequente no grupo sem recorréncia
(p=0,018). Além disso, o fendtipo CYP2D6 gNM apresentou frequéncia mais elevada em
individuos sem recorréncia (p=0,040). N&o foi possivel estabelecer uma associacao entre
as recorréncias e 0s gendtipos de MAOA e UGT2B7.

CONCLUSAO - Estes resultados sugerem que variantes genéticas em CYP2D6 podem

contribuir para a falha terapéutica com PQ resultando nas recorréncias de P. vivax,
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reforcando a importancia da farmacogenética no monitoramento das terapias com
antimalaricos.

Palavras-chave: Plasmodium vivax — Recorréncias — Primaquina — CYP2D6 — MAOA —
UGT2B7.

INTRODUCAO

A maléria permanece como um grave problema de salde publica atingindo as
regides tropicais e subtropicais do mundo. Em 2020, foram estimados 241 milhdes de
casos e 627 mil mortes globalmente (1). No Brasil, 99,9% da maléaria ocorre na regido
amazonica, sendo atribuidos ao Plasmodium vivax cerca de 83% dos episodios
notificados em todo o pais (2). Um obstaculo para a eliminacdo da malaria por P. vivax
decorre das frequentes recorréncias causadas por este parasita principalmente devido a
ativacdo dos hipnozoitos, que sao as formas latentes hepaticas responsaveis pelas recaidas
(3,4).

A primaquina (PQ), um potente medicamento hipnozoiticida, recomendada para
a cura radical da maléria vivax necessita ser biotransformada para exercer sua funcéo (5).
O pro-farmaco é metabolizado principalmente pela monoamina oxidase A (MAO-A) em
aldeido, que é oxidado em carboxiprimaquina, o principal metabdlito encontrado no
plasma (6). Além disso, a ativacdo da PQ é dependente da via do citocromo P450
CYP2D6, responsavel por gerar os metabdlitos fendlicos aos quais se atribui a eficacia
antimalarica (7,8).

Bennet et al. (2013) (9) relataram pela primeira vez falha terapéutica da PQ no
tratamento da malaria vivax devido a variabilidade genética de CYP2D6, o que resultou
em uma diminui¢do do metabolismo da droga. Além disso, a falha terapéutica da PQ e
recorréncias de P. vivax devido a variantes genéticas em CYP2D6 também ja foram
observadas no Brasil, em uma area de transmissao ativa de malaria (10). Chamnanphon et
al. (2020) (11) verificaram associacdo entre risco de recorréncia de P. vivax e atividade
diminuida de CYP2C19, ABCG2 e UGT2B7 em combinacéo com status de metabolizador
intermediario ou pobre de CYP2D6.

Em estudos in vitro, os inibidores da MAO-A reduzem os niveis do metabolito de
carboxiprimaquina (12). Ariffin et al. (2019) (13) observou metabolismo de PQ mais
lento em individuos com uma variante de genotipo homozigoto recessivo em comparagao

com o selvagem em MAOA.
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Muitos fatores podem afetar a resposta dos individuos aos medicamentos, incluindo
género, idade, dieta e a genética do hospedeiro humano. Sendo assim, este estudo tem
como objetivo investigar se variantes genéticas em CYP2D6, MAOA e UGT2B?7 estavam

associadas com as recorréncias de individuos infectados por P. vivax tratados com PQ.
MATERIAL E METODOS

Local de estudo — Este € um estudo do tipo caso-controle, realizado entre 2018 e
2021 na Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD),
considerada centro de referéncia para o tratamento de Doencas Tropicais na Amazonia,

localizado em Manaus, Estado do Amazonas.

Selecéo de participantes — Foram incluidos individuos de ambos os sexos, com
idade superior de 6 meses, peso corporal >5 kg, mono-infecgdo sintomaética por P. vivax
com densidade parasitaria entre 250 e 100.000 parasitas/uL confirmada por microscopia.
Foram considerados critérios de ndo inclusdo: uso de antimalaricos nos ultimos 60 dias,
infeccdo mista, gravidez ou aleitamento e doengas concomitantes ou de base.

Os individuos foram tratados com dihidroartemisinina+piperaquina (DHA-PPQ)
em uma dose Unica diaria de comprimidos, contendo cada um 40 mg de DHA e 320 mg
de PPQ ou 25 mg/kg de fosfato de cloroquina (CQ) por 3 dias. Uma dose de 0.5 mg/kg/dia
de PQ foi administrada por 14 dias concomitantemente ao tratamento esquizonticida ou
42 dias apds. Foram realizados exames clinicos e laboratoriais, entrevistas e coletas de
amostras no dia de admissdo (D1) e em todas as demais visitas de acompanhamento (D2,
D3, D4, D7, D14, D28, D42, D63, D90, D120, D150 e D180).

Este estudo foi realizado com amostragem de conveniéncia de um estudo maior.
Os participantes foram divididos em grupo caso e controle, sendo o grupo caso
constituidos de pacientes que apresentaram recorréncia ao longo do acompanhamento de
180 dias, e o grupo controle de individuos que ndo apresentaram novo episodio de malaria

durante 0 mesmo periodo de acompanhamento, pareados por género, idade e etnia.

Procedimentos laboratoriais — O DNA gendmico foi extraido de amostras de
sangue utilizando o kit QIAmp® Blood Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) de acordo
com o protocolo do fabricante. Foram genotipados 11 polimorfismos em CYP2D6
(2549deA [rs35742686], 2615 2617delAAG [rs5030656], 100C>T [rs1065852],
1846G>A [rs3892097], 4180G>C [rs1080985], 1023C>T [rs28371706], 31G>A
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[rs769258], 2850C>T [rs16947]); 1 polimorfismo em MAOA 1440C>T [rs1137070]; e 1
polimorfismo em UGT2B7 372A>G [rs28365063] por reacdo de PCR em tempo real
utilizando o software Applied Biosystems 7500 Fast Real-time PCR System, com sondas
especificas para cada ensaio de SNP (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Todas
as reacOes de amplificacdo e os parametros de ciclagem foram determinados conforme os
protocolos do fabricante. A determinacdo do numero de copias do gene CYP2D6 foi
realizada por PCR em tempo real duplex € 0 produto da amplificacdo foi analisado no software
CopyCaller v2.1.

Genotipos e alelos de MAOA e UGT2B7 foram inferidos com Microsoft Office
Excel v16.16.1, sem avaliacdo do fendtipo, uma vez que para estes genes nao ha diretrizes
para predicdo de atividade enzimatica. Hapldtipos CYP2D6 foram inferidos usando o
pacote HaploStats (versdo 1.7.7) implementado na plataforma R e comparados com a
nomenclatura para identificacdo dos alelos estrela (*) (14). O sistema de score de
atividade (AS) foi usado para definir o fenétipo predito de CYP2D6 a partir da soma das
pontuacdes atribuidas aos alelos estrela (*) de acordo com a funcionalidade de cada um:
0 para alelos de funcdo nula (*3, *4, *4xN, *5, *6, *7, *8, *11, *12, *36, *40, *42, *56);
0.5 para alelos de fungdo diminuida (*9, *17, *29, *41, *44, *49) e 0.25 (*10); 1 para
alelos de funcdo normal (*1, *2, *35, *43, *45, *39); e 2 para alelos de fun¢do aumentada
(*IxN, *2xN) designando os fendtipos preditos a partir do genoétipo como
metabolizadores lentos, intermediarios, normais e ultrarrapidos (gPM, gIM, gNM e
gUM, respectivamente) (15,16).

Analises estatisticas — As andlises foram realizadas atraveés do software Stata v.
13. As frequéncias dos genotipos e alelos foi avaliada usando o teste do qui-quadrado ou
teste exato de Fisher. A influéncia dos gen6tipos no tempo até recorréncia e clareamento
das formas sexuadas foi estimada com a andlise de sobrevida de Kaplan-Meier. A
associacao entre as recorréncias e as variantes genéticas estudadas se deu por regresséo
linear generalizada log-binominal maltipla. Um valor de p <0.05 foi considerado

significativo em todas as analises.

Aspectos éticos — Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMT-
HVD através do CAAE 69476017.3.0000.0005. Todos os participantes assinaram Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido ou Termo de Assentimento para menores de 18

anos previamente a sua inclusao.
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RESULTADOS

Caracteristicas da populacédo de estudo — Foram incluidos 205 participantes,
sendo 59 casos e 146 controles. Dos individuos incluidos, 202 foram genotipados para
MAOA e UGT2B7 (57 casos e 145 controles), e 178 para CYP2D6 (48 casos e 130
controles). A distribuicdo de género, idade e etnia foi semelhante entre os grupos. As
recorréncias foram observadas com maior frequéncia em um periodo <60 dias ap6s o
primeiro episodio de maléria (56.1%), com 80.7% dos pacientes apresentando apenas um
episodio. O tempo de clareamento das formas sexuadas e assexuadas ndo houve diferenca

significativa entre os grupos (p>0,05) (Tabela I).

Frequéncia dos alelos de CYP2D6, MAOA e UGT2B7 — A frequéncia dos alelos
de CYP2D6 diferiu significativamente em relacéo ao alelo de funcdo normal de CYP2D6
*1 observado em 24,6% dos casos e 36,9% dos controles (p=0.018). O alelo de func¢éo
diminuida de CYP2D6 *41 esteve presente em 11.4% dos casos e 3.8% dos controles
(p=0.004). A andlise do numero de copias do gene CYP2D6 revelou 4.5% apresentavam
somente uma copia e 1.5% apresentavam multiplicacGes, para os quais ndo foi possivel
atribuir as multiplicacbes a um alelo especifico em razdo da heterozigose. Ndo foram
observadas diferencas estatisticas em relacdo aos alelos de MAOA (p=0.915) e UGT2B7
entre os grupos analisados (p=0.634) (Tabela I1).

Frequéncia dos fen6tipos preditos de CYP2D6 e gendtipos de MAOA e UGT2B7
— Com relacdo a frequéncia dos fenétipos preditos de CYP2D6, foi encontrada diferenca
significativa para gNM observado em 54.4% dos casos e 69.7% dos controles (Tabela I11)
(p=0.040). A frequéncia do gendtipo homozigoto mutado TT de MAOA se apresentou
maior nos casos (26.3%) em comparacao aos controles (23.5%), entretanto, sem diferenca
significativa (p=0.669). Genotipos de UGT2B7 também ndo demonstraram diferenca

significativa entre casos e controles (p>0.05) (Tabela IV).

Tempo até a primeira recorréncia — Os fenotipos preditos de CYP2D6 foram agrupados
em normal (QNM) e diminuido (gIM/gPM), MAOA e UGT2B7 em gendtipo tipo selvagem
e mutado (heterozigotos e homozigotos mutados). N&o foi observado diferenca
significativa entre o tempo do primeiro episédio de maléria vivax até a recorréncia nos

grupos casos e controles (Figura 1) (p>0.05).
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Figura 1. Curva de Kaplan-Meier para o tempo até a primeira recorréncia de malaria por
P. vivax: (A) feno6tipos preditos de CYP2D6; (B) gendtipos de MAOA,; (C) genoétipos de
UGT2B7.

Clareamento da gametocitemia — Nao foi observado diferenca no tempo de clareamento
dos gametdcitos de P. vivax associados aos fenétipos de CYP2D6 (p=0.4183), gendtipos
de MAOA (p=0.9710) e gendtipos de UGT2B7 (p=0.6415) (Figura 2).
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Figura 2. Curva de Kaplan-Meier para o clareamento da gametocitemia de P. vivax em
dias: (A) fendtipos preditos de CYP2D6; (B) genotipos de MAOA; (C) genotipos de
UGT2B7.

Risco relativo (RR) de recorréncia — Foi observado que o risco relativo (RR) para
metabolizador intermediario (gIM) e metabolizador lento (gPM) de CYP2D6 foi de 1.57
(IC 95% 0.97 — 2.56; p=0.068) para ter recorréncias por P. vivax. Genotipos mutados de
MAOA (CT e TT) e de UGT2B7 (AG e GG) apresentaram RR de 0,95 (IC 95% 0.60 —
1.96; p=0.815) e de 0.89 (IC 95% 0.49 — 1. 60, p=0,695) respectivamente em comparagao
com individuos portadores do genétipo tipo selvagem. (Tabela V).

Niveis de PQ em relacéo aos genotipos e fenotipos preditos — A tabela V1, mostra
que ndo houve diferenca significativa entre os niveis de PQ no dia 7 entre os fenotipos de
CYP2D6 e genotipos de MAOA e UGT2B7 (p>0.05) (Tabela VI e Figura 3). A
concentracéo de PQ no D7 foi de 160.9 ng/mL (IC 95% 77.19 - 244.70) no grupo caso
portadores dos genotipos CT/TT em comparagdo com individuos do mesmo grupo
portadores do gendtipo selvagem CC 138.9 ng/mL (IC 95% 99.40 - 178.39), embora sem

diferenga estatistica (p=0.5444). Além disso, no grupo controle, a concentracao de PQ no

—

T
5
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D7 foi de 164.3 ng/mL (IC 95% 66.96 - 261.80) para os fenoétipos gIM/gPM e de 162.5
ng/mL (IC 95% 136.06 - 189.04) para fenotipos gNM (p=0.9649) (Tabela 6 e Figura 3).
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Figura 3. Niveis de PQ (ng/mL) entre individuos com diferentes fen6tipos preditos de
CYP2D6 e genotipos de MAOA e UGT2B7 nos grupos caso e controle.

DISCUSSAO

A variabilidade genética em enzimas metabolizadoras de drogas, afeta cerca de
30% de todas as drogas (17). O gene CYP2D6 apresenta uma alta heterogeneidade alélica
que determina grande variacdo interindividual distribuida nas diferentes regifes e grupos
étnicos. Os alelos CYP2D6 *4 sdo mais frequentes em europeus, CYP2D6 *10 em
asiaticos, CYP2D6 *41 nas populacGes do Oriente Médio, CYP2D6 *17 em negros
africanos e CYP2D6 *29 em afro-americanos (18). No Brasil, CYP2D6 *1 é frequente em
cerca de 38% da populagéo, seguido dos alelos CYP2D6 *2 (21.5%), CYP2D6 *4 (9.4%),
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CYP2D6 *17 (5.6%) e CYP2D6 *41 (5.5%). O status metabdlico predito mais frequente
é 0 gNM (83.5%), seguido do fenttipo gUM (3.7%) e gPM (2.5%) (19).

Os resultados deste trabalho mostraram risco aumentado de recorréncia de
malaria por P. vivax em pacientes tratados com PQ portadores do alelo CYP2D6 *41
(p=0.040). Além disso, o fenotipo predito normal (gNM) foi mais frequente no grupo sem
recorréncia (p=0.040). Estes resultados estdo de acordo com observado por Bennet et al.
(2013) (9), pois pacientes que apresentaram multiplas recorréncias possuiam o status
metabolico intermediario e lento, enquanto que individuos sem recorréncia
majoritariamente possuiam fenotipo normal. Park et al. (2022) (20), em uma meta-analise
relataram observacéo semelhante ao identificarem que individuos com fenotipos gPM e
gIM possuem risco aumentado de recorréncia por P. vivax em comparacdo com gNM e
gUM. Além disso, um estudo recente de nosso grupo de pesquisa sugeriu que individuos
com fendtipo gUM foram menos suscetiveis a recorréncia (21). Outros estudos realizados
na regido Amazonica, demonstraram que individuos com atividade enzimatica de

CYP2D6 reduzida apresentam um maior nimero de episédios de malaria (10,22,23).

A enzima MAO-A desempenha um papel importante na catalisagdo de varias vias
bioldgicas, incluindo a metabolizacdo da PQ (6,24). No SNP MAOA 1460 C>T,oalelo T
reduz a atividade da enzima MAO-A (25), entretanto, ndo se tem dados na literatura sobre
uma possivel relacdo entre a atividade enzimética diminuida e as recorréncias de maléria
vivax. Neste estudo ndo observamos associacdo entre as recorréncias de P. vivax e 0S
genotipos de MAOA, embora a frequéncia do gendtipo homozigoto mutado TT se
apresente maior no grupo recorréncia (26.3%) em compara¢do com sem recorréncia
(23.4%). Porém, Ariffin et al. (2019) (13) encontraram associa¢do entre metabolismo
lento de PQ em individuos com variante MAOA 891G>T portadores do gendtipo
homozigoto mutado em comparagdo com o tipo selvagem (p= 0.05).

Um estudo recente reportou maior risco de recorréncias de P. vivax, em pacientes
tratados com PQ e CQ, associado a diminui¢do da atividade de CYP2C19, ABCG2 e
UGT2B7 em combinagdo com o metabolismo intermediario ou lento da CYP2D6 (11).
No presente estudo, ndo foi encontrada diferenca na frequéncia dos genotipos (p=0,690)
e dos alelos (p=0,630) de UGT2B7 entre os individuos casos e controles.

A avaliacdo dos niveis sanguineos de PQ pode prover informac&o confiavel sobre
a exposicdo de parasitas a0 medicamento durante o tratamento da maléria vivax (26).

Neste trabalho, ndo observamos associagdo entre as concentragcdes plasmaticas da PQ,
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fendtipos preditos de CYP2D6 e os genotipos de MAOA e UGT2B7 (p>0.05). Entretanto,
estudos tem demonstrado que a atividade diminuida de CYP2D6 exerce implicacdes
diretas sobre a metabolizacdo da PQ, resultando em baixos niveis dos metabolitos ativos
(8,9,27). Baird et al. (2018) (28) ao investigarem associagdo entre a falha terapéutica na
infeccdo por P. vivax e os genoétipos e fendtipos de CYP2D6 analisaram a relacéo
dextrometorfano/dextorfano (DM/DX), droga utilizada para avaliar a atividade de
CYP2D6, e observaram que pacientes com maiores concentracdes de DM/DX tinham
mais chances de apresentar recorréncia.

Esse trabalho apresentou algumas limitacbes como: ndmero limitado de
individuos com recorréncia de P. vivax; fendtipos preditos de CYP2D6 baseados nos
gendtipos inferidos; impossibilidade de dosar o metabolito da PQ (carboxiprimaquina) e
avaliar microssatélites para classificacdo das recorréncias. Apesar disso, Nnossos
resultados demonstraram que individuos com status de metabolizadores normais possuem
menor risco de recorréncia.

Assim, estes achados sugerem que as variantes genéticas em CYP2D6 podem
contribuir para a falha terapéutica com PQ resultando nas recorréncias de P. vivax, e
reforcam a importancia da farmacogenética no monitoramento das terapias com
antimalaricos podendo sugerir ajuste de dose de PQ baseada no status de metabolizador
de CYP2D6.
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Tabela I. Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos participantes do estudo

Total (202) Recorréncia (57) Sem recorréncia (145) p value
Idade (IC 95%) 40.0 (29.0-50.0) 40.0(28.0—49.0) 40.0(29.0-51.0) 0.53
Feminino 55 (27.2) 15 (26.3) 40 (27.6)
Sexo (%) 0.86
Masculino 147 (72.8) 42 (73.7) 105 (72.4)
Branco 45 (22.3) 11 (19.3) 34 (23.4)
Etnia (%) Pardo 137 (67.8) 38 (66.7) 99 (68.3) 0.43
Preto 20 (9.9) 8 (14.0) 12 (8.3)
<60 - 32 (56.14) -
Tempo até a primeira recorréncia em dias (%) 61-120 - 14 (24.56) - -
121-180 - 11 (19.30) -
1 - 46 (80.70) -

Numero de episodios (%0)
2 - 10 (17.54) -
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Clareamento da parasitemia (%) (n=201)

Clareamento da gametocitemia (%) (n=133)

30 (14.93)
80 (39.80)
80 (39.80)
10 (4.98)
1 (0.50)
38 (28.57)
70 (52.63)

25 (18.80)

1(1.75)
4 (7.14)
21 (37.50)
27 (48.21)
3 (5.36)
1(1.79)
12 (31.58)
18 (47.37)

8 (21.05)

26 (17.93)
59 (40.69)
53 (36.55)
7 (4.83)

0 (0.00)

26 (27.37)
52 (54.74)

17 (17.89)

0.106

0.744
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Tabela Il. Frequéncia dos alelos de CYP2D6, MAOA e UGT2B7

Gene Alelos Recorréncia n (%) Sem recorréncia n (%) p value
C 39 (68.42) 100 (68.97) 0.915
MAOA
18 (31.58) 45 (31.03) 0.915
52 (91.23) 130 (89.66) 0.634
uGT2B7
G 5(8.77) 15 (10.34) 0.634
*1 28 (24.56) 107 (36.90) 0.018
*2 28 (24.56) 82 (28.28) 0.450
*4 17 (14.91) 28 (9.66) 0.131
*5 2 (1.75) 5(1.72) 0.634
*9 0 (0.00) 5(1.72) 0.189
CYP2D6
*10 1 (0.88) 5(1.72) 0.458
*17 4 (3.51) 5(1.72) 0.229
*29 1(0.88) 6 (2.07) 0.366
*35 1(0.88) 5(1.72) 0.458
*39 1(0.88) 1(0.34) 0.485
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*41
ND

13 (11.40)
18 (15.79)

11 (3.79)
30 (10.34)

0.004
0.128
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Tabela I11. Fendtipo predito de CYP2D6 associado aos grupos caso e controle

Fendtipo predito Total (202) Recorréncia (57) Na&o recorréncia (145) p value
gPM (%) 9 (4.46) 4 (7.02) 5 (3.45) 0.274
glM (%) 37(18.32) 13 (22.81) 24 (16.55) 0.301
gNM (%) 132 (65.35) 31 (54.39) 101 (69.66) 0.040
Indeterminado (%) 24 (11.88) 9 (15.79) 15 (10.34) 0.282




Tabela IV. Frequéncia dos gendtipos de MAOA e UGT2B7 associados aos grupos caso e controle

Recorréncia Né&o Recorréncia
Gene e Genotipo p value
n (%) n (%)
MAO-A
cC 36 (63.16) 89 (61.38) 0.815
CT 6 (10.53) 22 (15.17) 0.390
TT 15 (26,32) 34 (23,45) 0.669
CT/TT 21 (36.84) 56 (38.62) 0.815
UGT2B7
AA 47 (82.46) 116 (80.00) 0.691
AG 10 (17.54) 28 (19.31) 0.772
GG 0 (0.00) 1 (0.69) 0.718
AG/GG 10 (17.54) 29 (20.00) 0.691
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Tabela V. Risco relativo de recorréncia associado ao fenotipo predito de CYP2D6, gendtipo MAOA e UGT2B7

_ Recorréncia Sem recorréncia RR
Gene, fendtipo predito e gendtipo p value
n (%) n (%) (IC 95%)
CYP2D6 gIM/gPM 17 (35.42) 29 (22.31) 1.57 (0.97 - 2.56) 0.068
MAOA genétipo CT/TT 21 (36.84) 56 (38.62) 0.95 (0.60 - 1.96) 0.815

UGT2B7 gen6tipo AG/GG 10 (17.54) 29 (20.00) 0.89 (0.49 - 1.60) 0.695
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Tabela V1. Niveis de PQ no D7 entre 0s grupos caso e controle em relagdo aos fendtipos preditos de CYP2D6 e genotipos de MAOA e UGT2B7

Gene, grupo e N° de N° (%) de participantes com clareamento de formas Média dos niveis de PQ (ng/mL) no
fenotipos/gendtipos participantes sexuadas em: D7 (IC 95%)

D2 D3 D5
CYP2D6

Recorréncia

gNM 9 2 (40.0) 2 (40.0) 1 (20.0) 153.32 (116.15 — 190.50)
gIM/ gPM 4 0 (0.00) 1 (50.0) 1 (50.0) 134.00 (19.35 — 248.65)
p value 0.48 0.71 0.52 0.6486

Sem recorréncia

gNM 41 8 (33.33) 16 (66.67) 0 (0.00) 162.55 (136.06 — 189.04)
gIM/ gPM 6 2 (40.00) 2 (40.00) 1 (20.00) 164.38 (66.96 — 261.80)
p value 0.58 0.27 0.17 0.9649

MAO-A

Recorréncia
CC 8 1(33.33) 1(33.33) 5 (33.33) 138.90 (99.40 — 178.39)
CT/ITT 5 1 (25.00) 2 (50.00) 1 (25.00) 160.95 (77.19 — 244.70)
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p value

Sem recorréncia
CC

CT/TT

p value
UGT2B7
Recorréncia

AA

AG

p value

Sem recorréncia
AA

AG

P value

30
17

37
10

0.71

6 (30.00)
4 (44.44)
0.36

1 (25.00)
1(33.33)
0.71

9 (36.00)
1 (25.00)
0.57

0.63

13 (65.00)
5 (55.56)
0.47

1 (25.00)
2 (66.67)
0.37

15 (60.00)
3 (75.00)
0.50

0.71

1 (5.00)
0 (0.00)
0.69

2 (50.00)
0 (0.00)
0.29

1 (4.00)
0 (0.00)
0.87

0.5444

163.42 (136.07 — 190.78)
161.65 (108.80 — 214.50)
0.9506

158.26 (109.38 — 207.14)
129.97 (71.31 — 188.63)
0.3610

168.79 (138.27 — 199.32)
140.55 (109.77 — 171.32)
0.1734
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4. LIMITACOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

Reconhecemos que este trabalho possui limitagdes, tais como: numero
limitado de individuos com recorréncia de malaria por P. vivax; fenotipos preditos
de CYP2D6 foram baseados nos gendtipos inferidos;, ainda, houve
impossibilidade de dosar o metabolito da PQ (carboxiprimaquina) e avaliar
microssatélites para classificacdo das recorréncias.

Entretanto, nossos resultados conseguiram demonstrar que individuos
com status de metabolizador normal possuem menor risco de recorréncia de
malaria por P. vivax. Sendo assim, espera-se que este trabalho possa contribuir
futuramente no manejo e monitoramento das terapias com antimaléricos, bem

como no ajuste de dose de PQ baseada no status CYP2D6.
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5. CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa reforcam a hipétese de que a variabilidade
genética de CYP2D6 em individuos com maléria por P. vivax diminui a atividade
da enzima CYP2D6 no metabolismo da PQ, levando as recorréncias da doenga
em razdo da eliminag¢do inadequada dos hipnozoitos, sugerindo que a eficacia
do medicamento pode estar relacionada com o genétipo de cada individuo. Ja
em relacdo a MAO-A e UGT2B7, embora estudos tenham relacionado
polimorfismos nos genes codificadores destas enzimas ao metabolismo
diminuido da PQ e as recorréncias de P. vivax, neste estudo nao foi possivel

demonstrar contribuicdo semelhante.

Assim, as principais contribuicées do estudo incluem: descricdo de menor
risco de recorréncia das infec¢des por P. vivax em individuos com funcédo normal
de CYP2D6 (fenétipo predito gNM), sugestivo de sucesso terapéutico com a PQ;
risco aumentado de recorréncia de malaria por P. vivax em portadores do alelo
de funcéo diminuida *41 de CYP2D6; e dados de frequéncia de polimorfismos

de CYP2D6 na regido Amazonica.

Certamente estes achados reforcam a necessidade da realizacdo de mais
estudos relacionando fatores farmacogenéticos as recorréncias de P. vivax, para
fortalecer a compreensao do impacto das mudancas na atividade metabdlica de
CYPs e outras enzimas metabolizadoras de antimalaricos em diferentes estagios
da malaria, na tentativa de solucionar o problema da ineficacia terapéutica

decorrente da variabilidade genética.
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7. ANEXOS E APENDICES

7.1 Cronograma
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7.3 Procedimento operacional padrdo — POP Extracado de DNA

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA

DOURADO

Cédigo POP POP_IPCCB_LB 003 vO3D PT

Titulo Procedimento para extracdo de DNA de Plasmodium
spp. a partir de sangue Total, utilizando o QIAmp
DNA kit (Qiagen®).

Idl.or.na da versao PT

original

Elaborado por: | Revisado por: Aprovado por: Data de

) ) aplicacao:

Gisely Cardoso Gisely Cardoso plicac

de Melo; de Melo

Anne Cristine

Gomes de

Almeida

Data e Data e Data e Data da proxima

assinatura assinatura assinatura revisao:
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(DD/MMM/AA)
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Emenda Razéao da emenda
Revisdo dos procedimentos de extragao.
V02
V03 Alteracao do titulo do POP.

1. OBJETIVOS

Descrever o procedimento da extracdo de DNA de Plasmodium spp. a
partir de sangue total.

2. DEFINICOES

N&o se aplica.

3. APLICAVEL A

Andlise no laboratério de biologia molecular de amostras relacionadas a

pesquisa.

4. RESPONSABILIDADES

Pessoal encarregado da coleta das amostras da pesquisa.

Equipe do laboratorio de biologia molecular.

5. POP’S RELACIONADOS

e Seguimento dos participantes no estudo “Epidemiologia da Malaria no
Municipio do Careiro, Amazonas” (versao atual do
POP_IPCCB_TC_002).
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Caracterizacdo da Malaria Grave por Plasmodium vivax na Fundacéo de
Medicina Tropical do Amazonas, Brasil (versdo atual do

POP_IPCCB_HO_001).

Procedimento para a realizacdo de PCR em tempo real para deteccao de

plasmadio (verséo atual do POP_IPCCB_LB_002).

Procedimento para realizagcdo de PCR em tempo real para deteccao de
DNA de plasmaodio (gPCR) — versao atual do POP_PCCB_LB_021.

. PROCEDIMENTOS

a. Recursos necessarios

i. Amostra: Sangue total de paciente a ser testado,

armazenado em tubo ou papel de filtro.

ii. Materiais

1. Pipetas automaticas de 10 pL, 100 pyL e 1000 pL

2. Ponteiras com filtro para pipetas automaticas

3. Tubos para1,5e 2,0 mL

6.1.3 Equipamentos

1. Centrifuga

2. Vortex

3. Banho Maria

6.1.4 Reagentes

Reagente

Armazenamento

1. Tampé&o Lise dos tecidos (Tampao ATL)

Temperatura ambiente

2. Proteinase K

Temperatura ambiente

3. Tampao de Lise (Tampéo AL)

Temperatura ambiente

4. Etanol 95% PA

Temperatura ambiente

5. Tampéao de Lavagem 1 (Tampao AW1)

Temperatura ambiente
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6. Tampao de Lavagem 2 (Tampéo AW?2)

Temperatura ambiente

7. Tampao de Eluicdo (Tampé&o AE)

Temperatura ambiente

6.2 Obtencéo de sangue total

6.2.1 Em papel de filtro

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

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

3. Limpar a primeira gota obtida ap6s a puncéo e coletar no papel de
filtro quantidade suficiente para saturacao do papel de filtro.

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

5. No laboratério de biologia molecular, os papéis de filtro seréo
armazenados seguindo a mesma ordem que as laminas. Isto &,
seguindo a numeracao das caixas de laminas: cada caixa de papéis
de filtro terd no maximo 50 amostras, seguindo a ordem das laminas.

6.2.2 Por puncéo 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 hemécias em criotubo

identificado.

4. Armazenar os criotubos a — 20°C em caixa de plastico ou papelédo

identificada e numerada.

5. No laboratério de biologia molecular, os criotubos serao

armazenados seguindo a mesma ordem que as laminas.

6.3Extracédo do DNA

Para a extracdo do DNA a partir de sangue total sera usado o
Protocolo de Extracdo do QIAMP® DNA Mini Kit da Qiagen.
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6.3.1 Procedimento para extracdo 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 Tampao ATL.

2. Incubar a 85°C no banho Maria por 10 minutos. Remover as
bolhas por centrifugacéo.

3. Adicionar 25 pL de Proteinase K e agitar no vortex. Incubar a 56°
C por 1 hora. Remover as bolhas por centrifugacéao.

4. Continuar com o procedimento comum (6.3.3)

6.3.2 Procedimento para extracdo do DNA a partir de tubo

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

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

3. Adicionar 200 pL de Tampéao AL (3) a amostra. Vortexar por 15
segundos.

4. Incubar por 56 °C por 10 minutos.

5. Continuar com o procedimento comum (6.3.3)

6.3.3 Procedimento comum para extracdo do DNA

1. Adicionar 200 pL de Etanol absoluto (96 a 100%) e agitar no
vortex imediantamente. Remover as bolhas por centrifugacéo.

2. Cuidadosamente transferir o contetdo 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 pL de tampdo 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 pL de tampao AW?2 e centrifugar a
14000 rpm por 3 minutos.
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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 50 L de
tampéo AE ou agua destilada e incubar a temperatura ambiente por 1 minuto.
Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

7. Armazenar por -20°C.

6.4 Biosseguranca

Todo o procedimento deve se realizar sob condicfes de biosseguranca

(1).

7. REFERENCIAS

Richmond JY, Mckinney RW. Biosseguranca em laboratérios biomédicos
e de microbiologia. Brasilia: Ministério da Saude: Fundacao Nacional de
Saude; 2001.

8. REGISTRO DOS ANEXOS

CODIGO DO ANEXO (Incluindo

TITULO DO ANEXO "
versao/idioma):

NOME DO ANEXO: CODIGO DO ANEXO
(Incluindo versao/idioma):

Novo Aprovado
— ; . or:
Revisdo Criado por: p
. Data e
Tradugao assinatura Data e
assinatura
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1. DECLARACAO

Este documento se refere a versao final deste POP e encontra-se em
vigor a partir da data estipulada no cabecalho.
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7.4 Procedimento operacional padrdo — POP Genotipagem

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA
DOURADO

Cédigo POP

POP_IPCCB_LB_044 v01D_PT

Titulo

utilizando sistema TagMan

Procedimento para realizagdo da genotipagem de
SNPs de enzimas do citocromo P450 (CYPSs)

®

Idioma da versao
original

PT

Elaborado por: Revisado por: | Aprovado por: Data de

Jaiana Larissa de Anne Cristine Gisely Cardoso de aplicagdo:

Morais Cardoso Gomes de Melo 23/08/2019
Almeida

Data e assinatura | Data e Data e Data da proxima
assinatura assinatura revisao:

Hist6rico de revisdes

Nome

Assinatura

Data

(DD/MMM/AA)

Alteracdes realizadas
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1. OBJETIVOS

Descrever o procedimento de realizagdo da PCR em tempo real para

genotipagem alélica de enzimas do citocromo P450 (CYP) com sistema

TagMan.

1. DEFINICOES

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

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

Alelo selvagem: é aquele encontrado em organismos naturais, ou seja,
sem que este tenha sofrido algum tipo de alteracdo nos seus genes.
Alelo estrela (*): é definido por variagbes de sequéncias especificas
dentro do I6cus do gene.

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

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

Diplétipo: E a combinag&o especifica dos dois haplétipos.

Gendtipo: é a constituicdo genética de um individuo proveniente de
ancestrais comuns.

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.

2. APLICACAO

Analise no laborat6rio de biologia molecular de amostras relacionadas a

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

3. RESPONSABILIDADES
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Equipe do laboratério de biologia molecular envolvida na realizagdo da

PCR.

4. POP'S RELACIONADOS

= 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

5. Recursos necessarios

6.1. Materiais

Pipetas automaticas de 10uL, 100uL e 1000 pL

Ponteiras com filtro para pipetas automaticas

Pipeta multicanal

Multipipetador

Ponteiras para multipipetador (0,5 ml)

Tubos eppendorf de 1,5 e 2,0 mL

Microplacas de 0,1mL, com 96 pogos, para sistema de PCR em
Tempo Real

Adesivo 6ptico para vedar as microplacas

6.2. Equipamentos

Vortex
Centrifuga
Termociclador de PCR em tempo real

Nanodrop

6.3. Reagentes

Mastermix universal
Mastermix de genotipagem
RNAse P

Sondas genotipagem

Agua nuclease free



6. Reacé&o de genotipagem

7.1.0Obtencao de DNA
a. A extragdo do DNA deve ser feita de acordo com o
POP_IPCCB_LB_003 v03D _PT;
b. As amostras devem ser armazenadas em tubo eppendorf ou
microplaca e devem ser mantidas em camara fria a 4°C.
7.2.Preparacao do Mix de genotipagem
a. O mix de genotipagem deve ser preparado e distribuido na
microplaca para PCR na area apropriada (capela de fluxo laminar
VECO CFLV estéril para preparo de reagentes PCR);
b. Ligar a luz UV (germicida) da capela de fluxo laminar cerca de 30
minutos antes do inicio do preparo. Apés esse periodo desligar;
c. Com o fluxo laminar da cabine em operacédo, proceder o preparo
do mix de genotipagem;
d. Centrifugar as sondas;

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

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

genotipagem

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 po¢o da microplaca,
g. Cobrir a microplaca e seguir para a bancada de manipulacéo de
DNA.

7.3.Montagem da placa de genotipagem
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a. Vortexar elou centrifugar todos os tubos e microplacas de
armazenamento de DNA;

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

c. Os controles negativos devem ser feitos misturando 2,25uL de

agua (miliQ/adgua para injecdo/agua nuclease free) em cada poco

Analyze

selecionado como controle negativo;
d. Aplicar o adesivo Optico para vedar a microplaca, evitando tocar
em sua area central;

e. Centrifugar a microplaca;

7.4.Reacdo de PCR real time
a. Areacédo de PCR real time utiliza o software Applied Biosystems
7500 Fast Real-time PCR System;

b. Selecionar Advanced Setup na tela inicial,

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

B 7500 Software 123 -8 x
Fle Eot Instument Analysis Tools Help

&] NewExpeament - 5 Open.. | Save ~ i Close | &8 Expot ~ &) PrintReport

Experiment Menu & | Experiment: CYP2D6_Platel_230419 Type: Genolyping Reagents: TaqMan® Reagents

START Puw
Experiment Properties

Which instrument are you using to run the experiment?

(T Ve )

Setup, .

What type of experiment do you want to set up?

Quantitation - Standard Curve Quantéaton - Relative Standard Cunve f Quantiation - Compasatne Cr (AAC1) J
{ Mot Curve ][ / Genotyping A Prasence/Absenc ]

Which ramp speed do you want to use in the instrument run?

 Standard (~ 2 hours 1o complete a run)

d. No Experiment Menu -> SETUP -> Plate setup
= Atribuir SNP assay;
= Criar novo SNP assay;
= |dentificar o SNP assay;
= Definir alelo 1 ou base e selecionar VIC.
= Definir alelo 2 ou base e selecionar FAM;

»= No Plate layout, selecionar os pogos e definir o SNP assay.

File Eot Instument Analysis Tools Help
&) NewEmedment + (5 Open. el Save - i Ciose | 49 Bwon. - &3 PrntReport

Experiment Menu K | Experiment: Unlitled Type: Genolyping Reagents: TagMan® Reagents (7]
| | @ mstructions: Define the SNP assays and samples for this experiment then assign them to wells inthe ptate. For each SNP assay assignment seled a task

<[ View Plate Layout | View Wel Table

Assign SNP Assay(s) to the Selected Wells.

b Select Wells Wi - Selectilem - | - Select ltem
Tl Asasavea e assay | Eaty |
P EEE!
Asele Ulele 2 I

X ® [ 7 [ 8]0 w]n]w]

*= Required - @- @~

M- - @~

‘Quencher Non

Quencher None M- M- W~

O~ O~ @~

Mo e O

i Me @n @

TR s @- O~

H ez Mz [z @ M @ @
weils: [I] 56 Unknown [I] 0 Negative Control [5] 0 Posive Control 40 Emoty

A Home | ] CYP2D6_PLATES_051218.0ds

e. No Experiment Menu -> SETUP -> Run method
= Para configurar a corrida, preencha a quantidade de L da

reacao. A reacao
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pode ter entre 10 e 30 pL;

2C. Set Up: Run Method Fun Method Hep )

@ mstructions: "

action volume and thy
["Graphical View | Tabular View
i
|

| Reaction Volume Per Well 25|l [ Expert Mode

Add Stage ¥ Collact Data ¥

Inciude. [F] Pre-PCR Read  [[] Amplification

Qpen Run Method | Save Run Method J

Pre-PCR Read (Holding Stage) fPost-PCR Read (Holding Stage)

60.0°C 600°C

a0 2 W [ 100% 0100
100% [_.]
= tep 1 tep 1
L 2|
| r Legend
E] Data Collection O Data Collecton Off A AutoDelta On A AutoDelta Off

= Na aba Tabular View selecione os tempos e temperatura da

reacdo, bem como o numero de ciclos.

Pre-PCR Thermal Cycling Post-PCR

Read (Performed on a dedicated thermal cycler) Read

Stage/Step :
Holding Holding Cyciing 850 cyclon) Holding

Stage Stage Denature Anneal/Extend Stage
Temperature 60 °C 85 °C 92°C 60 °C 60°C
Time (mm:ss) 00:30 10:00 00:15 01:30 00:30
Data Collection Yes No No Yes* Yes

f.  ApoOs configurar PCR, conferir o Plate layout e salvar a reacao;
= Em seguida, clicar no botdo START RUN.

= O desenho da reacdo pode ser salvo como template para as

demais analises;
= No Experiment Menu -> ANALYSIS -> Multicomponent plot;

= Analisar o resultado da curva de genotipagem.

7.5.Anélise da reacéo e definicdo do haplotipo
a. No Experiment Menu -> ANALYSIS -> Multicomponent plot,

analisar as curvas de genotipagem;
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b. Curva 1, curva de amostra heterozigoto para o alelo o SNP

iHie EGK Instument Analisis Tosts Help
1] NewExpediment - (5 Open. i Save - i Close | 49 Exwort - &) PrintRepont

BE | o

Experiment Menu « | Experiment: Untitled Type:

Multicomponent Plot

|

Multicomponent Plot

apE:=

............................

’-rm MRox WviC

TagMan® ge

<[ View Plate Layout | View Well Table |
)

Select Wells With. - Selectitem - | | Select e

& | Avalysis Summary:  TotalWells i Plate 95 Wells SetUp 95 Welis Omiflec Manually:0

* (] CYP2D6_CONTRO..TE1_240119.0ds *

mnmvlﬁmum] EIEII
T 12 [ 3 WM 5 [ 67 [e e [w][uz]
ald 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
- @ @ @ @ @ O 0 @ @ 0 @
oA A A A A A A A A A A A
| e @ M@ @ @ @ 0 0 0 0 @ 0.
olde A A A& A A A A A A A A
@ @ e @ @ @ @ @ @ @ 0 @
ol A A A A A A A A A A A
Mo [ @ @ @ @ e 0 e 0 0 o
elde A & A A A A A A A A A
Sl ESH U ES U ESE U E 0 E B 0 SN B ES U (S U B L B
eld A A A A A A A A A A B
O @ @ 0 0 0 - e e e 0 @
oldy A A A A A A A A A A
- @ - - 0 0O 0 0- 0 0- 0- -
HiA A 4 A A A A A A A 4
b M- [@- M- @ O @O O 0 @ @
wetts: [T] 96 Uninown [ ;_"::'6_"'“"'"‘”7 frot 0 Emoty
Wells Flagged 96 Well 1:::': g""‘"""" Usea0  SNPAssays Used 1
VicNone [T
Alole 2 I
FAMNane [ Disconnectea

pesquisado;

c. Curva 2, curva de amostra homozigoto para o alelo o SNP

@ 7500 Software 123
File EGt Instument Analysis Tools Help

i) NewExpenment + . Open_ i Save » L Close 49 Export = A3 PrintReport

- o8 x

Experiment Menu < | Expeniment: Untitled Type:

eage

D>

Piot Settings
PlotColor Dye v
Save current setings

: Tag

L -+ 7o | o e |

Select Wells With: - Selectitem -« |-Selectflem -

mmwunl wuum’

BEE]

pesquisado;

alkEE " Wl 3 | 1 [ s [ 67 e e [w]n]n
A A A A A A A A A A A A
A
Multicomponent Plot M- - @~ @- @- @- @- @- O @ @0 @
olde A A A A A A A A A A A
M- @ @ e @ @ @ e 0 0 0 0
oldy A A A A A A A A A A A
‘ J°m- m- |- m- @ 0- 00 0- 0 m0- o
olde A A A A A A A A A A A
{ ; °m- @ @ W@ @ 0 00 0 e @ me
1 - A 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A 1
— < M- M- O O- @- @- @0 @0 @3- 0- 0- 0
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< | Analysis Summary: Total Wells in Piate: 96 Wells SetUp: 96 Wells Omisied Manually 0 Wells Flaggea 4 Allele 1: SK:-NO Samples Usea 0 SNP Assays Used 1
e | R
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d. Com o resultado das genotipagem construir uma tabela como as

bases definidas para SNP.

8. CYP2D6

» A enzima CYP2D6 requer etapas extras para realizacdo da

genotipagem

8.1.Defini¢cdo do diplétipo para CYP2D6
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a. A definicdo do diplétipo deve ser feita no software Haplo.Stats,
implementado na plataforma R.

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

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

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

e. Em casos de combinacfes de SNP que ndo podem ser atribuida

a alelos conhecidos, estes devem agrupados como outros.

8.2.Reacdo CNV

8.2.1. Concentragédo de DNA
a. E necessario que a concentracdo de DNA das amostras seja igual
a 5ng/uL;
b. Com o auxilio do equipamento Nanodrop, dosar a concentracao
de DNA;
c. As amostras com concentracdo maior que 5ng/pL devem ser
diluidas com &gua nuclease free e, € preciso proceder nova

extrac;ao das amostras com concentra(;éo menor.

8.2.2. Preparacédo do Mix

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

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

c. Com o fluxo laminar da cabine em operacgao, proceder o preparo
do mix;

d. Centrifugar a sonda e a RNAse P;
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e. Em um tubo eppendorf, pipetar os reagentes nas seguintes

proporc¢oes;
1x (VF=5uL)
Mastermix universal 5uL
TagMan® copy number
d P 0,5uL
assay
RNAse P 0,5uL
Agua nuclease Fre 2uL

f. Centrifugar o mix e pipetar 8L em cada poc¢o da microplaca;
g. Cobrir a microplaca e seguir para a bancada de manipulagéao de
DNA.

8.2.3. Montagem da placa de PCR
a. Vortexar e/ou centrifugar todos os tubos e microplacas de
armazenamento de DNA;
. Pipetar 2uL de DNA em cada poc¢o da microplaca contendo o mix;
As amostras deverdo ser amplificadas em triplicata;

. E necessario ter uma amostra de controle positivo;

™ o o o

. Os controles negativos devem ser feitos misturando 2L de agua

nuclease free em cada poc¢o selecionado como controle negativo;
f. Aplicar o adesivo Optico para vedar a microplaca, evitando tocar
em sua area central,

g. Centrifugar a microplaca;

8.2.4. Reacao de PCR real time
a. Selecionar Advanced Setup na tela inicial;
b. No Experiment Menu -> SETUP -> Experiment properties:

= Identificar o nome do experimento;
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» Instrumento de corrida: 7500 fast (96wells);
* Tipo de experimento: Standard curve
= Reagente: TagMan® Reagents;

» Velocidade: Standard ("2 hours to complete run).

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

= Distribuir amostras na placa.

d. No Experiment Menu -> SETUP -> Run method
= Para configurar a corrida, preencha a quantidade de pL da

reacao;

Experiment: CYP2D6_CNV_090419 Type: Standard Curve R Taq Reac (_))

Define Targets and Samples ] Assign Targets and Samples |

@ instructions:  Define the targets to quantity and the samples 1o test in the reaction plate.

Define Targets

[ Adaniew sample [ Ada Saved sample | save sample [ Detete sampte |

[ Aga riew Target | Ada saved Target | Save Target [ Detste Target |

TargetName Reporter Quencher Colour Sample Name Color

RNase P TAMRA |v>c ~ Immu v _ - | COA28 v|2

cYP206 IF-’-J.I v ]usouca v ] v I COA15 v
COA3Q

Detine Biological Replicate Groups

@ instructions:  For each biological replicate group in the reaction plate, click Add Biological Group, then define the biological group

Add Biological Group

Biological Group Name Color Comments

Assign Targets and Samples |

= Na aba Tabular View selecione os tempos e temperatura

da reacdao.

e. Apos configurar PCR, conferir o Plate layout e salvar a reagao;
» Em seguida, clicar no botdo START RUN.
= O desenho da reacao pode ser salvo como template para as

demais andlises;
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8.2.5.

a.

Analise do resultado

ApGs o término da reacao, analisar primeiramente o arquivo de
resultado “.eds”, no software do equipamento. Verificar se houve
amplificacdo das amostras e controles, analisando a
“Amplification plot” ou “Multicomponent plot”.

Clicar em “Analysis settings”. Na janela “Ct settings” modificar os
parametros de CT threshold e Baseline. Para cada alvo
(CYP2D6 e RNAse P), desmarcar a opgao “Auto Threshold” e
configurar o CT threshold para 0.2. Para cada alvo, deixar
selecionada a opcédo Automatic Baseline. Clicar em “Apply

Analysis settings” para aplicar as novas configuragdes.

Experiment Menu« | Experiment-_Platen A P2DA 23012010
D Analysis Settings for Plated2_CNV_CYP2D6_23012019

' Setup

Ll (Cr Seflings | Flag Settings I Advanced Settings

Plot &l
u Review the default settings for analysis of targets in this experiment. To edit the default settings, click "Edit Default Settings.” To us
Plot different settings for a target, select the target from the table, deselect "Use Default Settings,” then change the settings that are dis.

Default Cr Settings
Default Cr settings are used to calculate the Cr for targets without custern settings. To edit the default settings, click "Edit Default Settir

Amplification Plot Threshold: AUTO  Baseline Start Cycle: AUTO  Baseling End Cycle: AUTO | Edit Defautt Settings
Standard Curve
Select a Target Cr Settings for CYP2D6
i T | Target Threshold Baseline Start Baseline End Cr Ssfiings to Use [] Uss Default Setiings
&
b’ e 02 [puTO ATO [] Automatic Threshold
Raw Data Plot RNase PTAVRA  [0.2 IAUTO AUTO Threshold: [0.2
= [ Automatic Basel
o 5] utomatic Baseline
Lol Baseline Start Cycle: | 33| End Cycle:
Multiple Plots View A
Opfi
Targ v
< >
il —————————— —
| Davart tn Nafaik Anaheie Sattinne | | Annhi Anshisic catinne | | raneat |

Voltar a tela principal. Selecionar todos os pocos. Clicar em
“Export”

Na janela de “Export properties”, selecionar apenas a opgao
“‘Results”. Em “File type”. Selecionar a opgao (*.txt). Selecionar
também um local para o arquivo “.txt” exportado, em “Export file

location”.
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& Export uata
Experiment Meny
a Select the type of data to export, select whether to export ane file or separate files, then enter export file (Optional) Click "C

format and to selectfields to export. Click "Start Export™ to export your data.

Export’ to change the export

' Setup

Export Properties T Custornise Export 1

A

L7)]

[ sample Setup Results

[] Raw Data [ Wulticomponent Data
[ Amplification Data

B o
TE ik 1. Select data to export

Amplification Plot

2. Selectone file or separate files:  One File ~ | Selectlo export all data in one file or in separate files for each data type.
E Standard Curve

3. Enter exportfile properties:

R Multicomponent Plot
\L ExportFile Name: |Plate02_CNV_CYP2D6_23012019_data

File Tyge: [E] (bt)

\% Raw Data Plot Export File Location: C:\Applied Biosystems7500\experiments | Browse

[] Open file(s) when exportis complete

Multiple Plots View

e. Na janela “Customise export”, buscar a opgao “Field Separator”
- marcar a opcao Commas.

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

g. ApoOs estes procedimentos, a analise de CNV sera feita
utilizando o software CopyCaller, disponivel para download no
site da empresa Thermofisher.

9. REFERENCIAS

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

= Tagman® Copy Number Assays. User Guide. Publication 4397425.
Revision
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7.5 Procedimento operacional padrdo — POP Determinacao de Hapl6tipos

Title: Laboratory SOP Format (Generic Template — International)
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA
FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cédigo POP

POP_IPCCB_LB_050_PT

Titulo

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

I[dioma da versao
original

PT

Elaborado por:

Fernanda R. Soares

Anne C. G. de
Almeida

Yanka E. Salazar

Revisado por:

Gisely C de Melo

Aprovado por:

Gisely C de Melo

Data de aplicacéo:

Data e assinatura

Data e assinatura

Data e assinatura

Data da proxima
revisao:

Histoérico de revisdes

Nome

Assinatura

Data

(DD/MMMI/AA)

Alteracdes realizadas

1. OBJETIVOS

Descrever o procedimento para determinagéo de haplétipos e predicao de

fendtipo a partir do genétipo de CYP2D6.
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2. DEFINIGOES

» Alelo: Uma de duas ou mais formas alternativas de um gene que afetam a mesma

caracteristica de modo diferente.
* Alelo estrela (*): & definido por variagbes de sequéncias especificas dentro do

lbcus do gene.
» Variag&o no nimero de copias (CNV): um segmento de DNA em que um nimero

variavel daguele segmento tem sido encontrado.
» Haplétipo: uma série de alelos encontrados em um locus ligado em um

Cromossomo.

* Diplétipo: E a combinacio especifica dos dois haplétipos.

» Gendtipo: é a constituicdo genética de um individuo proveniente de ancestrais
comuns.

» Fendtipo: é o produto direto da informagio proveniente no DNA, representa

formas alternativas de expressdo de um mesmo carater que pode ser controlado
por um ou vAarios genes.
» Score de atividade enzimatica (AS): ferramenta que permite a tradugdo do

gendtipo em uma medida qualitativa do fenétipo que pode ser utilizada pra
predizer a atividade de CYP2D6.

3. APLICAGAO

Anélise no laboratério de biologia molecular de amostras relacionadas a pesquisa
clinica e predico de fenétipos da enzima CYP2D6.

4. RESPONSABILIDADES

Equipe do laboratério de biologia molecular envolvida na realizagdo da analise
de CYPZ2D6.

5. POP'S RELACIONADOS

» Procedimento para extragio de DNA de Plasmodium spp. a partir de sangue fotal,

utilizando o QIAmp DNA kit (Qiagen®) - POP_IPCCB_LB_003_v03D_PT
» Procedimento para realizacio da genotipagem de SNPs de enzimas do citocromo

P450 (CYPs) utilizando sistema TagMan® - POP_IPCCB_LB_044_v01D_PT

6. RECURSOS NECESSARIOS
6.1. Instalar o R e Rstudio

« O R é um software livre para computagio estatistica e construgéo de gréficos que
pode ser baixado e distribuido gratuitamente.

« Como baixar o R para o Windows:
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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.

« Como baixar o Rstudio para o Windows:

o Acessar https://www.rstudio.com/products/rstudio/download/preview/
o Em Desktop Version - Installers, clicar em Windows 7+;
o Seguir 0s passos da instalagéo.

+ Ao instalar o R, apenas as configuragbes minimas para seu funcionamento basico

sdo instaladas (pacotes que vem na instalagdo “base”). Para analise de
haplétipos de CYP2DG serd necessario instalar o pacote adicional (packages)
denominado Haplo-stats.

« Para instalar o pacote, deve-se abrir o Rstudio, e na aba “Console” (mostrada na
figura a seguir), digitar o seguinte comando: > install.packages("haplo.stats™)

S e An e e g B el e

. -

. T Bee— S

TR . AN B wee e ? " bl -

P e S - -

C—
' )

6.2 Determinagdo de diplotipos do gene CYP2D6 utilizando o Haplo-stats
(ambiente R)



Canicha

Lavout de Pacne

(com alelos encontrados pela genotipagem) para ser lida no RStudio, conforme

* Antes da analise no R, deve ser preparada uma Tabela em arquivo do Microsoft Excel
modelo a seguir:
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corresponderia ao SNP -1584C>G). A tabela deve ficar como no modelo a seguir:

referéncia de cada SNP deve estar como no exemplo:

* As posi¢des onde nao foi possivel determinar o alelo pela genotipagem, devem ser
« Abrir o arquivo de texto para modificagdo da referéncia dos SNP (primeira linha). A

« Salvar a Tabela com alelos no formato de arquivo de texto (.txt).
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+ Verificar se ndo estdo sobrando linhas ou colunas a mais no arquivo de texto (colunas

apés a Lltima referéncia de SNP), pois isso pode interferir na leitura da tabela pelo
RStudio.

o Observagao: Para facilitar este passo, é preferivel utilizar um template de
tabela no formato .txt, onde a primeira linha contendo a referéncia de

SNPs ja esteja configurada. Isso evita também possiveis erros de leitura
da tabela no RStudio.

= Abrir 0 programa RStudio.
= Selecionar “New file” >> “R script”.

* 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 = "" ,row.names=NULL)

save.em <- haplo.em(geno, miss.val=c(0, NA),locus.label=c{1584, 31, 100, 1023,
1840, 2549, 2615, 2050, 2988, 3183, 4180))
[names(save.em)

save.em

resultado <- summary(save.em)
resultado

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

« Para rodar o comando desejado, colocar o cursor em qualquer ponto da respectiva
linha e clicar tecla ENTER do computador ou clicar a opgéo “Run”.
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0 iedouic
Fis Edt Code View Plotr Semion Build Debug Profis Toch  Help
Lo F: ad - (-1 = Aimeg =
B Untimedt* =

k Saurce on Saee

z [fXle. choose(}, head= TRUL, sep = "\t row. names=NuLL)

3

4 save.em haplo.emigemno, mizs.val=ci0, &), Jocus. label=ci{1584, 31, 100, 1023, 1846, 2949, 2615, 2850, 2988, 3183, 41600
¥ names{save.en

L]

T osave.em

B resultado sSummarysave, en)

9 resulvado

10 write,esviresultade, File “rasplrads. esv”

L Tog Level) & LE2

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

« Verificar se o comando foi executado com sucesso. No canto direito da tela devera

aparecer a informagao com numero de observagbes e variaveis da tabela que
acabou de ser lida pelo programa.
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e WEE | OO RO T
Type TicEas L)

Fymay, CRqipilc fer pmlismg help, or
an mTe, Brossgr fempeface to Ralip

* 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 o0 numero
de linhas, colunas, SNPs, quantidade de variaveis). Se corretas as informaces,
retornar para aba “Untitled 1*".
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* Rodar o terceiro comando (save.em <- haplo.em...), seguido do quarto comando
(names(save.em)) e quinto comando (save.em).

« Apos 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™
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+ Atabela com haplotipos pode ser copiada para outro tipo de arquivo (Word, Excel,
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 nimero da amostra.



o Observagdo: Uma amostra pode ter mais de uma probabilidade de
dipldtipo. Nesse caso, selecionar o diplotipo do individuo considerando a
prababilidade maior e a coeréncia do resultado.

+ A tabela com os diplotipos pode ser copiada para outro tipo de arquivo (Word, Excel,
Power Point).

1 TVibraryihaplo.stats) i o
¢ geno = rend table(File, choose), heads TRUE, Sep = "7, row. ndeessul
3 Data
4 save.em <- haplo.em{genc, miss.val-ci0, wa).locus.label-c{1584, 31, 100, 1023, 1B46, 2549, 2615, 2850, 2988, 3183, 4180 0 gen
3 names(zave. em) x
5 Qres
7T Sava.am Sav
B resultado sumRary | save, en
8 Feiultada
10 write. csvirasultads, f11& = "resultado. cav”
=0 L) 2 Rieiph 2 .
Cengake  Termminsd L] =L o irgt
wiru Tousha Teski o L
AU mAM AN S s SR m
J— P ]
Subjects: Haplotype Codes and Posterior Probabilities .
subj.1d hagd hap? posterior
1 1 z 2 1. 00000
2 2 i 14 1. 000G
] P4 14 200000 1
i i - 1. 00000
5 ] z 2 1. 0000 B
] & 10 14 1. 000G
7 7 4 3 1. 00000
-] ] 2 11 1. 00000
] E) ¢ 1& 1. 000G
10 1] 1 7 1.00008 L]
ii ii 4 2 1. 000G
12 12 8 14 L.00000
11 11 i ] 1. 00oG

+ O dltimo comando do script (write.csv(resultado, file = "resultado.csv" )) permite

exportar os resultados da analise para planilha do Microsoft Excel. Deve-se
utilizar a ferramenta de huseca do Windows para acessar o local desta planilha
(buscando o arquivo da planilha pelo nome “resultado.csv”).

6.3 Determinagao de Alelo Estrela

+ A partir dos haplotipos obtidos pela analise no ambiente R (tabela “Haplotypes™),
deve ser feita a comparacio dos mesmos com bases de dados/artigos para
determinagdo do alelo estrela correspondente a cada haplotipo.
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+ Esta comparacgado pode ser feita utilizando as tabelas de SNPs disponiveis no site
da PharmGKB, PharmVar e, no caso de alelos existentes na populagao
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.

* Apos a identificacdo do alelo estrela, deve-se determinar o dipldtipo de cada

individuo (Ex: Amostra 1 = *1/*2, Amostra 2 = *1/*4, efc) utilizando os dados da
tabela “Subjects: Haplotype Codes and Posterior Probabilities”.

» Apos determinagao dos diplotipos, deve-se seguir para as etapas de predigao do
fendtipn de CYP2DA, utilizandn o score de afividade (AS), como descritn nos
topicos a seguir.

o Caso se faga determinagdo de CNV (copy number variation) de CYP2DE,
as delegdes, duplicagbes ou multiplicagdes do gene devem ser
consideradas da determinagado do diplétipo final.

7. PREDIGAQ DE FENOTIPO A PARTIR DO GENOTIPO

7.1 Variagdo do numero de copias

A predigao de fendtipo é realizada somente apds a determinagdo de dipldtipos e
analise da variagdo do nimero de copias de CYP2D6 conforme descrito no item 8 de
POP_IPCCE_LB_044 v01D_PT.

7.2 Score de atividade enzimatica (AS)

Durante a analise de CYP2D6, e comum utilizar o sistema de score de atividade
enzimatica para predizer o fendtipo 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.

Tabela 1. Valores atribuidos aos alelos utilizando o sistema AS.
ATIVIDADE ENZIMATICA VALOR ATRIBUIDO

Aumentada »2.25
Normal 1,256-2,25
Intermediaria 025-1,0

Nao funcional 0
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7.2.1 Multiplicagdes

As multiplicagGes sdo reportadas somente aos alelos *2, *4, *10 e *35.
Observacdo: Se houver outro alelo presente no dipldtipo, a multiplicacdo é
reportada ao alelo *1.

7.2.2 Delegoes

As delecbes devemn ser reportadas somente em casos de homozigose.
* Se houver delecao, o alelo & substituido por *5 (ndo funcional).

7.3 Calculo de AS
O célculo para a determinacio de AS é realizado a partir do resultado obtido da
determinagio de dipldtipos e analise de CNV.
a, Os valores dos alelos presentes no diplotipo de um individuo serdo
somados conforme apresentado na tabela 2;
b. O fendtipo & determinado a partir do valor obtido para o AS.

Tabela 2. Exemplos de determinacdo de AS a partir do gendtipo.

DIPLOTIPO CNV SOMA AS

11 2 1+1 2
r2rzs 1 1+0 1
*2r4 2 140 1
110 3 1+025+0,2515
217 3 1+1+05 25
44 2 0+0 0

* 0 alelo *2 & substituido por *5 (nao funcional). O dipldtipo final seria: *2/5.

7.4 Predicao do fendtipo

Apds o calculo de AS, a predigdo de fendtipo pode ser realizada conforme
descrito na tabela 3.

Tabela 3. Determinacio de fendtipo a partir do AS.
AS Fenotipo
0 PM (metabolizagio lenta)
0,25 - 1,0 IM (metabolizagao intermediaria)
1,25 — 2,25 NM {metabolizagio normal)
=225 UM (metabolizacdio ultrarrdpida)
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7.6 Parecer consubstanciado do CEP

FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR W“‘“
VIEIRA DOURADO"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Um estudo aberto randomizado comparativo para avaliar eficacia e tolerabilidade dos
tratamentos esquizonticidas sanguineos com Eurartesim® wversus Cloroguina para
malaria ndo complicada por mono-infecgdo de Plasmodium wvivan.

Pesquisador: Marcus Vinicius Guimardes de Lacerda

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 69478017.3.0000.0005

Instituicao Proponente: Fundagio de Medicina Tropical do Amazonas - FMTAMTAM
Patrocinador Principal: Ministério da Sadde

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.659 845

Apresentacdo do Projeto:

Descreve as alteracies, no documentos intitulado PB_INFDHMAQGES_B.ﬁSIGAS_1121 B74_E2 pdf,
postado em 25/04/2018, item Justificativa da Emenda, [&-z&:" Nesta emenda, & enviado o protocolo na
integra, o gual foi modificado de acordo com a Emenda (LOA) 1 e novas sugesties dialogadas entre
patrocinador e investigadores do estudo. As alteractes sdo sinalizadas com o recurso de controle de revisao
no word, nos documentos de TCLE e TALE.

Trata-se da Pesguisa" Um estudo aberto randomizado comparativo para avaliar eficacia e tolerabilidade dos
tratamentos esquizonticidas sanguineos com Euranesim® versus Cloroquina para malaria ndo complicada
por mono-infeccao de Plasmodiom wvivax".

Pesquisador Responsavel: Marcus Vinicius Guimaries de Lacerda.

Objetivo da Pesquisa:
Apresentados, sem alteracdes. Vide projeto aprovado & Emenda (LOA) 1 CAAE: 69476017.3.0000.0005

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Apresentados, sem alteragdes. Vide projeto aprovado @ Emenda 1 (LOA) CAAE: 69476017.3.0000.0005

Enderego: Av. Pedio Teixers, 25

Bairro: 0. Pedro | CEP: g£3.040-D00
UF: AM Municipio: MAMNALS
Telefone: (02)2137-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cep@fmtam.go.br
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FUNDAGAO DE MEDICINA
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Continuagie do Parecer: 2.658. 845

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de Emenda ao projeto acima intitulado. As seguintes alteragies dizem respeito ao Estudo
CuraVivax- Versdo 1, de 27 de marco de 2017, adaptado em 20 de abril de 2018 para Emenda de Protocolo
n" 2. As versbes estio com as seguintes denominagies:

Ma wersdao TCLE_LOAZ2 Respons.docx. foi realizada uma revisdo em todo TCLE_LOA 1-CuraVivax.docx, no
iterni: Objetivo do Estudo: l&-ze Atualmente, um dos tratamentos recomendados pelas autoridades de saude
internacionais contém duas substincias chamadas de Dihidroartemizinina e Piperaquina (DHA-PQP); esta
combinacio @ conhecida pelo nome de Eurartesim®. Este medicamanto ainda nao foi aprovado para uso no
Brasil, porém ja demonstrou eficacia & seguranca contra o mesmo parasita da malaria gue tem no sangue
dofa) =eu filho(a) (chamado de Plasmodium vivax) em estudos na Asia. Por isso, nds gqueremos comparar o
DHA-FPOP com um outro medicamento muito utilizado no Brasil para tratar malaria, que @ a Cloroquina. Mais
do que iszo, nds também queremos entender melhor como esses dois medicamentos interagem com a
Primaguina, que também & um medicamento muito utilizado no Brasil e serve para diminuir a chance dofa)
seu filho{a) voltar a ter malaria, mesmo se ndoc for picado por um mosquitc novamenta® Na versao
TCLE _LOAZ2 Respons.docx.foi alterada para " Mais do que iss0, nds também queremos entender melhor
como esses dois medicamentos interagem com a Primaquina, que também & muito utilizada no Brasil. Nesta
estudo nos vamos utilizar a dose de Primaguina recomendada por uma importante agéncia do
Departamento de Sadde e Servigos Humanos dos Estados Unidos da América, chamada Centers for
Disease Control @ Preventionpara diminuir a chance de vocé voltar a ter malaria, se nido for picado por um
mosquito novamente Mais do que isso, nds também gueremos entender melhor como esses dois
medicamentos interagem com a Frimaguina, que também @ um medicameanto muito utilizado no Brasil e
serve para diminuir a chance dofa) seu filho{a) voltar a ter malaria, mesmo se ndo for picado por um
mosquito novamente.”

2- Descricdo do Estudo:Lé-se "Este estudo clinico sera realizado em um centra de saude em Manaus, com
apraximadamente 460 pacientes com mais de 6 meses de idade. ".Foi alterado para "Este estudo clinico
sara redlizado na Fundacio de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVYD), que & um centro da
saude em Manaus (AM) que ha muitos anos trata pessoas com malaria. Nesse estudo serdo acompanhadas
realizado em um centro de saude em Manaus, com aproximadamente 460 pacientes com mais de 6 meses
de idade_ "

3- Exames:L&-se " Nas visitas dos dias 1, 7, 28, 63, 90, 120, 150 e 180, uma amostra de sangue igual a uma
colher de cafe sera coletada de uma veia do seu braco para exames laboratoriais e

Enderege:  Av. Pedro Teixgira, 25

Bairro: D Pedro | CEF! EB3.040-000
UF: AM Munlsiplo: MAMALUS
Telefone: (02)2127-3572 Fax: (32)2127-3572 E-mall: cep@imiam.gov. br

Plging 02 da O7
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FUNDAGCAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR Ry —
VIEIRA DOURADO"

Continusagio do Parecer: 2 655 845

analise complementar. Uma coleta de sangue adicional podera ser realizada nos dias 14 e 42 dependendo
do estado de seu filhola) ou se oz resultados anteriores forem anormais. A equipe buscara reduzir a uma
coleta de sangue por visita". Foi alterada para "Nas visitas dos dias 1, 7, 28, 63, 90, 120, 150 & 180, uma
amostra de sangue igual a uma colher de cafe sera coletada de uma veia do seu braco para exames
laboratoriais & analise complementar. Uma coleta de sangue adicional podera ser realizada nos dias 14 &
42a qualquer visita, dependendo do estado de salde de seu (sua) filho{a), & critério médico ou se os
resultados anteriores forem anommais. A equipe buscara reduzir a uma coleta de sangue por visita & sempra
conversara com ofa) sr.(a) sobre isso.Todos oz resultados desses exames seraoc comunicados a voce e
permanecerao confidenciais.”

Ma versdo TCLE _LOA 2. docx. foi realizada uma revisdo na Versao 2 do TCLE_LOA1-CuraVivax.docx. item
Visitas: k&-se: "Visitas

Mos 3 primeiros dias, voce vira ao centro todos os dias para receber o seu tratamento oral (pela boca). A
partir dai, voce retornara ao centro no 7o, 140, 280, 420, 630, 200, 1200, 1500 e 180odias. Mo final de cada
visita, a equipe que estara acompanhando vocé marcara a data da proxima visita." Foi alterado para "Mos 3
primeiros dias,voce vira ao centro todos os dias para receber 0 seu tratamento oral (pela boca) com
cloroguina ou DHA-PQP (Euraresim®) A partir dai, voce retornara ao centro sera atendido pela equipe do
estudo no 50, 7o, 140, 210, 2Bo, 420, 630, 900, 1200, 1500 @ 1800 dias No final, depois de cada visita, "a
equipe que estara acompanhando vocé marcara a data da proxima visita."

2-Exames, l&-za: Na primeira visita e durante as visitas de acompanhamento (os retornos), uma pequena
guantidade de sangue sera retirada por meio de uma picada no dedo para procurar os parasitas da malaria
& outra amostra de sangue sara coletada e guardada em papel de filtro para analises complementares sobra
a quantidade dos medicamentos do estudo que esta presente no seu sangue & de polimorfismo genética”.
Foi alterado para " Em cada visita, sera realizado um exame clinico e fisico, incluindo medir sua temperatura
corporal @ a pressao do sangue. Serdo realirzados exames de sangue (hemograma & bioguimica) no 1o dia
(hoje), no 7o dia e no 210 dia. Caso algum dos resultados esteja alterado, também pode ser necessario
coletar sangue nos dias 14 (alteragio no dia 7) ou no dia 28 (alteragio no dia 21)." Foi acrescentado um
itern Analises Compleamentares, lé-se" Adicionalmente, vocé pode ser convidado para coletar sangue para
uma analise de farmacocinética, gue vai nos permitir saber s& a quantidade de drogas contra malaria no seu
sangue esta adequada. Essas coletas precisam ser feitas antes de vocé tomar a primeira dose de remédio
contra malaria e depois de 30 minutas, 60 minutog, 90 minutos, 120 minutos, 180 minutos, 240 minutos, 8

horas e 24 horas.”™

Enderego:  Av. Pedro Telnera, 25

Bairre: D Pedro | CEP: E2.040-000
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (02)2127-3572 Fax: ([92)2127-3572 E-mail: cep@imtam. gov br
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Continuagio do Parecer: 2655 845

For favor, informe abaixo se vocé concorda ou ndo, marcando com X uma das opgdes. Se decidir gue nao,
nao tem problema. Vocé podera continuar no estudo mesmao assim.

MWa versdo TALE_LOAZ. docx.. foi realizada uma revisdo. VERSAD 2-TALE_LOA 1-Cura Vivax.docx.
Assunto: Informacdes sobre o medicamento.ltem 2. lé-se "Depois vocé vai precisar voltar aqui mais 9 vazes
nos praximos & meses (no 7o dia, no 140 dia, no 28o dia, no 420 dia, no 630 dia, no 900 dia, no 1200 dia,
no 1500 dia e no 1800 dia). Todas as vezes nds vamos precisar tirar um pouco de sangue do seu dedo para
ver se vocé ainda tem maléaria no sangue, aproximadamente tres gotas, tiradas do seu dedo como uma
picada. Fodera doer um pouco, mas ¢ machucado ira desaparecer logo. Em algumasg visitas (no 7o, 280,
630, 900, 1200, 1500 @ 1800 dias) nos vamos precisar tirar sangue do seu braco. Dessa forma, nos vamos
conseguimos cuidar melhor da sua sadde.”

Ma versio TALE-LOAZ docx. foi alterada para "Depois vocé vai precisar voltar agui mais 9 vezes nos
proximos & mesas (amanhi, depois de amanhi, no 50 dia, 7o dia, no 140 dia, no 210 dia.no 28o dia, no 420
dia, no 630 dia, no 900 dia, no 1200 dia, no 1500 dia & no 1800 dia). Todas as vezes nds vamos precisar
tirar um pouco de sangue do seu dedo para ver se vocé ainda tem malaria no sangue, aproximadamente
tres gotas, tiradas do seu dedo como uma picada. Podera doer um pouco, mas o machucado ira
desaparacer logo. Em algumas visitas(no Yo, 280, 630, 900, 1200, 1500 & 1800 dias)nds vamos precisar
tirar sangue do seu brago. Dessa forma, nds vamos consaguimos cuidar melhor da sua sadde".

Az mudangas nos formularios, so apresentadas com destague no texlo(uso da ferramenta de controle de
alteragdes do (Microsolf Word), nos modelos anexos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Constatei que todas as informagdes propostas na Emenda n® 2, foram feitas alteragdes nos documentos1-
TCLE_LOAZ docx:2-TCLE_LOA2 Respons docx:3-TALE-LOAZ docx.. apenzados a FB datados de
25/04/2018.

Recomendagoes:

Mao s& aplica

Endersgo: AV, Fedno Teiders, 2o

Badrro: D Podro CEP: [3.040-000
UF: AM Municipio: MAMNALS
Telefone:  (o2)2427-3572 Fax: [92)2127.3572 E-mall: cep@imiam.govbr
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Contruacao oo Pamcer: 2 658 NS

Conclusoes ou Pendencias ¢ Lista de Inndequacoes:
Emenda apresentada de forma adequada a regulamentag o ética vigente.

VIEIRA DOURADO"

Diarme do exposio, © voto desta relatora & pela APROVACAD desta Emenda.

Consideracbes Finais a critério do CEP:

o >™

O presente projeto estd APROVADO e cs interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatdrios, parciaia e o finad, do estudo conforme prevéd a Resclugio CNS n® 466/2012. utilizando o formulério
e Roteiro para Relatork ParcialFinal de eatudos clinices Unicéntricos @ Multicéntncos, proposio pela

CONEF am nossa ho

Este parecer 10i elaborado baseado nos documentos abaixo refacionados:

me page.

el Ses Bascas|PB INF 112187 25/04/2018 Aceito

do Projeto A_E2 gl 1150 30

Brochura Pasquisa | Protocolo_LOA2 gocx 25/04/2018 |Marcus Vincius Aceilo
114916 |Guimaries de

- ——— Lm

TCLE /Termos de | TALE LOA2.docx 2500472018 | Marcus Vincius Aceilo

Assentimento / 114340 |Guimardes de

Justificativa de Lacerda

u — —————————— — ——

TCLE/Termos de  |TCLE _LOA2 Respons.docx 25/04/2018 |Marcus Vincius Aceilo

Assentmento / 114328 |Guimaries de

Justificativa de Lacerda

[Auséncia

TJCLE /Termos dé  |TCLE _LOAZ.docx 25/0472018 |Marcus Vinicius Acailo

Assentimento / 114258 |Guimardes de

Justiticativa de Lacerda

Auséncia

Projeto Detaado / | CuraVivax_LOA1_180717 docx 190772017 |Marcus Vincius Aceaito

Brochura 032854 |Guimaries de

ovesigador - — T

Projeto Detabhado /' |CuraVivax LOA1 _180717.pdf 1910772017 |Marcus Vinicius Aceito

Brochura 032818 |Guimaraas oa

TCLE ’ Termos 08 | TGLE_LOAT_CuraVivax_Hesponsavess | 19/07/2017 |Marcus Vincius Acann

Assentimeanto / docx 032700 |Guimarfies 08

Justificativa de Lacerda

Ggﬂ / *omm e |TALE LOAT Curavivax doce VQ0T72017 | Marcus Vinoius Aceto

Encmrecoc A Pacio Taxea 29

Bairro: D Pocro | CEP: §3.040-000
UF; AN Municiplo;  MANAUS
Temlone (U22r.3572 Pax: (EX2127-3872

Emall: copOimiom govy
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Conrescas de Porooor. 2858 848

Crad ™™

Assentimerio J T&LE LO&1 CuraVivax. doc 033658 |Gumardes de Acsio
Jusbficativa de Lacerda
T e
TELE { Termos da | TCLE _LOW _ CuraVivas doss 19072097 | Marcug Vinicius ACERD
Assentimenin J 03053 | Cumardes de
Justficativa da Lacerda
A ursbincia
Projeto Dedalhado ! | Proooolo po 006201 7 | Marcus VinicLs Ac@no
Brochura 1447168 | Gumarses de
Imml r L acRrEa
Declaracio de Declaracan_desenhos<iudo. pdf OENE201T | Marcus Vinicius Armito
Pasquisadonas 135358 | Gusmardas de
Lacarda
TCLE / Termos de | TALE_CuraMinvax docx 07 06201 T | Marcus Vinicis LT
Assanlimenis f 203120 | Guimarses de
Jushficativa de Lacerda
A LRI
TCLE iTermos de | TCLE Curabivax Fesponsavers doox 07 06201 F | Manous Vinicius Acmito
Agaantimanis / 203041 | Esmarsas da
Justificativa de Lacerds
Avsshincia
TELE I'Termog de | TCLE CuraVivas. doos OT0ER01T | Marcus Vinlclue Acans
Assentimantn § 202958 | Gumardes de
Jusificativa de Lacerda
Ao
| Chigras DeaClaracad_apaks_gowerno pdt 07 OE201 7T | Marcusg Vinicius ACERD
1154 80 Guimardes de
Lacards
Dutros dnuencia_LAC. pdf 07 06201 F | Marcus Vinicius Acsiio
1146838 |Gumarsas da
Lacards
Ohifros Anuancia_ Dk pdd 07062017 | Warcug Viniciue ACHRD
114800 | Guirmardes de
Lacards
Lista mambros ool O7 08201 7 | Marcus Vinicius Aceilo
1714540 Uismarsad 08
Lacerda
AT EDE NAmenio_amcsiras. pdl 07062017 | Warcug Viniciue ACEID
11:42:00 | Gumardes de
Lacards
Daclaracad cumprnimento_needicies pll 0706200 7 | Mancua Vinkciisg ACERD
i 11:41:03 | Guirnardes de
L acRTEa
| Declarachn de InfraEsirumura pf 0782017 | Marcus Vinicius Armito
Insbiuighc & 100538 | Gumardas de
0l i LD Lt i
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Lonbruacsn oo Fasscar: 1 ES0 HE

Churiros Sainty Managemantlan po OF 0SR20 T | Mancus Vinicius Ao
082318 |Guimariss da
L acenda
Culros ST_Agresment pdl 07082017 |Mancus Vincius Aceiln
092100  |Guimardes oe
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Foina de Hosto FolhalMAcsa pdt 07062017 | Marcus Vincius Acaritn
060844 | Guimarfae da
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Siluagio do Parecer:

Mecessita Apreciacio da CONEP:

MANALIS, 17 de Maio de 2018
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Marilaine Martins
(Coordanador
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