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RESUMO

Em funcdo do surgimento de cepas de Plasmodium falciparum e P. vivax
resistentes a cloroquina (CQ), a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
recomenda o uso de ‘terapias combinadas a base de artemisinina’ (ACT) e seus
derivados, como a dihidroartemisinina-piperaquina (DHA-PPQ), para o
tratamento de malaria ndo-complicada. Sua biotransformacéo envolve tanto as
enzimas uridina difosfato glucuronosiltransferase (UGT) 1A9 e UGT2B7, quanto
as enzimas do citocromo P450 (CYPs) 2C8, 2C9, 2C19 e 3A4. VariagOes
genéticas nos genes responsaveis por codificarem estas enzimas, podem levar
ao comprometimento da terapia antimalarica, resultando em uma falha
terapéutica ou possiveis reacdes adversas. O principal objetivo deste estudo foi
avaliar a influéncias das variantes genéticas de CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,
CYP3A4 e UGT2B7 em pacientes com maléria por P. vivax tratados com
dihidroartemisinina-piperaquina. Foram selecionados 80 individuos com
diagnéstico prévio confirmado para monoinfeccdo de malaria por P. vivax, que
foram divididos posteriormente em dois grupos: caso (20) e controle (60). A
genotipagem dos genes selecionados foi realizada através de discriminacéo
alélica através do sistema TagMan por PCR em tempo real e, para 0os genes de
CYP2C9 e CYPC19 foi feita a determinacéo do fenétipo predito. Para CYP2C9,
CYP2C19, CYP3A4 e UGTBY7, os alelos mutados estavam mais frequentes no
grupo caso (p>0,05), e os alelos associados a baixa atividade (*2/*3/*4) de
CYP2C8, foram mais frequentes no grupo caso (20%) do que no grupo controle
(3,3%) (p<0.05). Também foi observado uma associac¢éao significante em relacao
ao clareamento parasitario no grupo controle, entre 0s participantes que
apresentaram o alelo *1 (p=0.017) e portadores dos alelos *2/*3/*4 (p=0.038)
com o desfecho recorréncia. Nenhuma das variantes avaliadas mostraram
associagdo com um aumento ao risco de recorréncias (p>0,05). Nossos achados
sugerem que as variantes em CYP2C8 podem contribuir para falha terapéutica
com DHA-PPQ, gerando recorréncias de malaria por P. vivax, reforcando a
importancia da farmacogenética na medicina de precisdo visando o0

monitoramento das terapias antimalaricas com ACTSs.
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ABSTRACT

Due to the emergence of strains of Plasmodium falciparum and P. vivax
resistant to chloroquine (CQ), the World Health Organization (WHO)
recommends the use of ‘combination therapies based on artemisinin’' (ACT) and
its derivatives, such as dihydroartemisinin -piperaquine (DHA-PPQ), for the
treatment of uncomplicated malaria. Its biotransformation involves both the
uridine diphosphate glucuronosyltransferase (UGT) enzymes 1A9 and UGT2B7,
and the cytochrome P450 enzymes (CYPs) 2C8, 2C9, 2C19 and 3A4. Genetic
variations in the genes responsible for encoding these enzymes can lead to
compromised antimalarial therapy, resulting in therapeutic failure or possible
adverse reactions. The main objective of this study was to evaluate the influences
of genetic variants of CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 and UGT2B7 in
patients with P. vivax malaria treated with dihydroartemisinin-piperaquine. Eighty
individuals with a confirmed previous diagnosis of P. vivax malaria monoinfection
were selected and subsequently divided into two groups: case (20) and control
(60). Genotyping of the selected genes was performed through allelic
discrimination using the TagMan system by real-time PCR and, for the CYP2C9
and CYPC19 genes, the predicted phenotype was determined. For CYP2C9,
CYP2C19, CYP3A4 and UGTB7, mutated alleles were more frequent in the case
group (p>0.05), and alleles associated with low activity (*2/*3/*4) of CYP2C8
were more frequent in the case group (20%) than in the control group (3.3%)
(p<0.05). A significant association was also observed in relation to parasite
clearance in the control group, between participants who had the *1 allele
(p=0.017) and carriers of the *2/*3/*4 alleles (p=0.038) with the outcome
recurrence . None of the assessed variants showed an association with an
increased risk of recurrences (p>0.05). Our findings suggest that CYP2C8
variants may contribute to therapeutic failure with DHA-PPQ, generating
recurrences of P. vivax malaria and reinforcing the importance of
pharmacogenetics in precision medicine aimed at monitoring antimalarial
therapies with ACTs.

Keywords: Recurrences, Dihydroartemisinin-piperaquine, Cytochrome
P450, UGT2B7, Plasmodium vivax.



Xi



xii

RESUMO LEIGO

A malaria € uma doenca considerada um problema de saude publica
mundial. Seu tratamento deve ser feito corretamente para evitar futuras
complicacBes e novos episodios da doenca. Atualmente, o medicamento usado
para tratar esta doenca € a Cloroquina, porém, em alguns casos, este
medicamento ndo é eficiente. Pensando nisso, um novo medicamento chamado
Eurartesim®, que esta mostrando uma boa resposta ao tratamento em outros
paises, estd sendo estudado como uma possivel alternativa de tratamento para
esses casos. Mas, devido a diversidade da populagdo este medicamento pode
reagir de forma diferente em cada organismo, apresentando novos episodios da
doenca. Com isso, o0 objetivo deste estudo € entender como o organismo da
populacéo ira responder a este medicamento e a influéncia que isto pode trazer

ao tratamento.
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1. INTRODUCAO

1.1 Definicdo e aspectos epidemiolégicos da doenca

A maléaria € uma doenca parasitaria de grande impacto a saude publica
mundial, afetando principalmente regides tropicais e subtropicais. Tem como
agente etioldgico protozoarios pertencentes ao género Plasmodium, sendo
descritos até o momento 7 espécies que podem causar a doenca em humanos:
P. vivax, P. falciparum, P. ovale, P. malariae. P. knowlesi, P. cynomolgi e P.
simium (1-4).

Estes protozoarios sdo transmitidos por mosquitos fémea do género
Anopheles durante o repasto sanguineo, sendo An. aquasalis, An. albimanus,
An. albitarsis, An. nuneztovari e An. darlingi alguns dos principais vetores
transmissores da doenca nas Américas (1), sendo a ultima espécie, o principal
no Brasil.

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Satude (OMS), o impacto
na interrupcéo de servicos em decorréncia da pandemia de COVID-19 refletiu
em aumento no nimero de casos de maléria globalmente, passando de 227
milhdes de casos em 2019, para 241 milhdes de casos registrados em 2020, e
cerca de 627.000 mortes, um aumento de 12% quando comparado ao ano
anterior (1).

Nas Américas, cerca de 77% dos casos de maléaria estdo concentrados
entre Republica Bolivariana da Venezuela, Brasil e Coldmbia, onde a espécie P.
vivax foi responsavel por 68% dos casos em 2020. No entanto, em locais como
a Republica Bolivariana da Venezuela, o numero de casos sofreu uma
diminuicao, em parte devido as restricdes de viagens durante a pandemia, além
da escassez de alguns insumos como combustiveis, afetando a industria de
mineracgao, reduzindo o risco de exposi¢cao ocupacional (1).

Neste mesmo ano, no Brasil, foram notificados 145.205 casos da doenca,
com reducao de 7,8% em relacdo a 2019. Dados preliminares apontam que em
2021 houve uma reducédo de 4,1% em relacdo a 2020, com cerca de 139.211

casos notificados. A maioria dos casos registrados no pais foram de origem



autoctone (99%), nos quais a maior parte concentrou-se em areas rurais e
indigenas (41,2%-34%) respectivamente (5).

A distribuicdo dos casos da doenca varia de estado para estado.Em 2021,
na regido Amazonica, alguns estados registraram a maior parte da transmissao
da malaria em areas rurais: Maranhao (90,8%), Acre (70,3%), Rondénia (56,8%),
Amapa (47,5%), Amazonas (41,6%), e (5).

A Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) € um indice utilizado para estimar o
risco de adoecer pela malaria em cada municipio. Com os valores gerados, €
possivel classificar os municipios em: muito baixo risco (<1 caso/1.000
habitantes), baixo risco (entre 1 e < 10 casos/1.000 hab.), médio risco (entre 10
e <50 casos/hab.), e alto risco (=50 casos/1.000 hab.), contabilizando apenas
casos autoctones, excluindo recaidas e recrudescéncias (5).

Em 2021, 29 (3,6%) municipios da regido Amazoénica foram classificados
como de alto risco, 38 (4,7%) de médio risco, 61 (7,5%) de baixo risco e outros
163 (20,2%) como de muito baixo risco de transmissao da doenga. Quanto mais
proximo do cenario de eliminagcédo da doenca, menor a quantidade de municipios

com alto e médio riscos (5).

1.2 Ciclo evolutivo da doenca

O ciclo evolutivo envolve dois hospedeiros: vertebrados (humanos,
primatas) e invertebrado (mosquitos) (6). Durante o repasto sanguineo, o
mosquito fémea inocula esporozoitos na pele do hospedeiro. Alguns sédo
fagocitados por macrofagos residentes, ou migram para os linfonodos, onde sao
eliminados, e alguns conseguem invadir os capilares sanguineos através da

interacdo de proteinas presentes no complexo apical do parasita (7).
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Figura 1. Ciclo biolégico do P. vivax em humanos

Apés a entrada na corrente sanguinea, 0s esporozoitos migram ao figado,
deslizam através dos sinusdides e transmigram pelas células de Kupffer para
atingir seu alvo, os hepatécitos. Com o hepatdécito invadido, o parasita reside
dentro de um vacuolo parasitéforo, e inicia a primeira reproducdo assexuada
(esquizogonia pré-eritrocitica) (7). Em algumas espécies como P. vivax e P.
ovale, os parasitas podem permanecer dormentes por longos periodos de tempo
(hipnozoitos) podendo ser reativados levando o hospedeiro a recaidas (6).

A esquizogonia pré-eritrocitica dard origem aos merozoitos, que sao
liberados na circulacdo periférica dentro de merossomas que posteriormente
serdo rompidos. Os merozoitos invadem os glébulos vermelhos, dando inicio a
esquizogonia eritrocitica, onde o parasita se desenvolve em estagio de trofozoito
imaturo (forma anelar), trofozoito maduro e em esquizonte, que dardo origem a
novos merozoitos, que serdo liberados na corrente sanguinea, onde
consequentemente irdo invadir outros globulos vermelhos. Esta replicacao

assexuada também pode originar 0s estagios sexuados do parasita



(gametdcitos), que podem ser ingeridos por um mosquito fémea néo infectado,

durante o repasto sanguineo, perpetuando o ciclo (7).

1.3 Tratamento

O tratamento da maléria tem como principal objetivo: 1) interromper a
esquizogonia sanguinea; 2) destruir as formas latentes (hipnozoitos) evitando
recaidas; e 3) a interrupcéo da transmisséo do parasita para o vetor com uso de
drogas que impedem o desenvolvimento das formas sexuadas (gametdécitos) (8).

As principais drogas antimalaricas podem ser divididas pelo seu alvo de
acdo no ciclo: esquizonticidas teciduais ou hipnozoiticidas, esquizonticidas
sanguineos, gametocitocidas e esporonticidas (9). Para P. vivax ou P. ovale, o
principal objetivo do tratamento é combater tanto as formas sanguineas quanto
latentes, prevenindo os casos de recrudescéncia e recaida, respectivamente (8).

A recrudescéncia ocorre quando o0s estagios sanguineos nao sao
completamente eliminados, o que consequentemente faz com que a parasitemia
volte a aumentar em até 28 dias apds o tratamento, ja as recaidas sao definidas
pelo retorno da parasitemia e das manifestagées clinicas devido a uma reinvasao
das hemacias por merozoitos oriundos de estagios dormentes do parasita no
figado, os hipnozoitos (10,11).

No Brasil, o tratamento é realizado com dois medicamentos em conjunto:
cloroquina (CQ), e primaquina (PQ). O esquema de tratamento para malaria ndo
complicada por P. vivax consiste em CQ por 3 dias (10 mg/kg dia 1 e 7,5 mg/kg
nos dias 2 e 3) e PQ (0,5 mg/kg dia) por 7 dias para melhor adesdo. A PQ
também possui efeito sinérgico em associacdo a CQ contra as formas
assexuadas (8).

Em funcdo do surgimento de cepas de P. falciparum e P. vivax resistentes
a CQ, a OMS recomenda o uso de ‘terapias combinadas a base de artemisinina’
(ACT) e seus derivados para o tratamento de malaria ndo-complicada (1). A
dihidroartemisinina-piperaquina (DHA-PPQ) € uma das ACTs recomendada para
o tratamento de malaria ndo complicada, devendo ser associada a PQ para cura

radical (1,12), e sua eficacia tem se mostrado promissora, tanto no clareamento



do parasita como sua utilizacdo de maneira profilatica em casos de recorréncia
por P. vivax (13,14).

1.6. Dihidroartemisinina-piperaquina

Em 1973, na China, foi descoberto um principio ativo extraido a partir da
planta Artemisia annua L., eficaz contra os estagios sanguineos do parasita e
nao ativa para os estagios exoeritrociticos, denominado de ‘artemisinina’. Desde
entdo, seus derivados semissintéticos tém sido utilizados no tratamento da
doenca (15).

A dihidroartemisinina (DHA) € o principal metabdlito ativo das ACTSs.
Rapidamente absorvida, possui uma meia-vida de eliminagcdo em torno de 2,6
horas e um tempo de concentracdo maxima no organismo de =1-2 horas (15).
Sua ponte de endoperoxidase aparenta ser essencial para sua atividade
antimaléarica, resultando em dados de radicais livres aos sistemas de membrana
do parasita (16,17).

Estudos in vitro demonstraram que a DHA é metabolizada pela enzima
uridina difosfato glucuronosiltransferase (UGT) 1A9 e UGT2B7 em a-
dihidroartemisinina-B-glucuronideo, sem sofrer metabolismo pelas enzimas do
citocromo P450 (CYPs) (16-18).

J& a piperaquina trata-se de bisquinolina, e seu mecanismo de acdo ainda
€ pouco conhecido, contudo, supde-se que seja semelhante ao da CQ, seu
analogo estrutural. Este pré-farmaco é conhecido por sua longa meia-vida (>20
dias), e sua biotransformacdo é mediada pelas enzimas do citocromo P450
(CYPs) CYP3A4, CYP2C8 e em menor extensao por CYP2C9 e CYP2C19 em
dois metabdlitos ativos principais: um produto da clivagem do &cido carboxilico
(M1) e um produto mono-N-oxidado (M2) (16,17,19,20).

A combinagéo de um derivado da artemisinina de acéo rapida e meia-vida
curta com outro farmaco de meia-vida longa potencializa a eliminagdo do
parasita e confere protecao contra reinfec¢des (21,22). Vale ressaltar que os
antimalaricos podem estar sujeitos a interacbes medicamentosas,

especialmente em &reas endémicas com altos indices de outras doencas



infecciosas, como pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), que podem
afetar a eficacia terapéutica (23).

A adesédo ao tratamento continua sendo umas das principais prioridades
rumo a erradicacdo da doenga. Tanto a eficicia quanto a seguranca dependem
que o0s niveis do medicamento sejam atingidos e mantidos pelo tempo
necessario, e sua exposicao insuficiente pode estar relacionada ao risco de
recorréncia. Além disso, a genética humana pode influenciar diretamente no
tratamento, comprometendo sua farmacodinamica e farmacocinética (24).

Levando em consideracao que fatores genéticos contribuem para a eficacia
e seguranca de um medicamento, a farmacogenética € uma das ciéncias que
vem sendo levantada no ramo da medicina de precisdo, que busca entender qual
o papel das variantes genéticas sobre a resposta a medicamentos (21). E
importante ressaltar que os dados que alteram a resposta clinica ndo sdo
exclusivos do homem, mas também podem estar no agente etiolégico como no

caso do P. falciparum (25,26).

1.6 Citocromo P450 (CYP)

As reacdes enzimaticas envolvidas no processo de biotransformacédo de
farmacos podem ser classificadas em: reacdes de fase 1 (oxidagado/reducao) que
envolvem tanto a inativacao dos farmacos, quanto a ativacdo de um pré-farmaco,
e reac0Oes de fase 2 (conjugacao/hidrolise) que compreendem na eliminacao de
farmacos e a inativacdo de metabalitos téxicos (27).

As CYPs fazem parte da principal familia de enzimas capazes de
catabolizar a biotransformagéo oxidativa da maioria das drogas e outros
xenobidticos lipofilicos, sendo de alta relevancia para a farmacologia clinica (28).
As mais ativas pertencem as subfamilias CYP1, CYP2 e CYP3, como CYP3A4,
CYP2C8, CYP2C9 e CYP2C19 (29).

Vérios fatores podem influenciar a expressao e funcéo das CYPs, como:
idade, sexo, raga, etnia, hormoénios, meio ambiente e variantes genéticas, bem

como doencas. Esses fatores, juntamente com interagdes medicamentosas,



podem contribuir para as manifestacdes clinicas provocadas por reacdes
adversas que surgem decorrentes das reacdes catabolizadas por CYPs (30).

As variantes genéticas podem exercer grandes efeitos na resposta aos
medicamentos: o primeiro cenario a ser observado seria durante a administracéo
de um pro farmaco, uma substancia farmacologicamente inativa que requer sua
bioativacdo através de enzimas metabolizadoras; variantes genéticas que
resultam na perda de funcdo dessas enzimas podem diminuir ou bloquear a acao
deste farmaco. Outro cenério seria durante a administracdo de um farmaco ativo
que sofre eliminacdo por um Unico sistema de metabolizacdo; neste caso, as
variantes de perda de funcédo podem resultar em inativacdo diminuida, tornando
as concentracdes do farmaco mais altas, podendo gerar o aumento de
metabalitos toxicos (31).

Estas variantes envolvem polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) como
insercdes, delecdes e substituicdes, assim como variacbes no numero de copias
(CNVs) como duplicacdes ou delegdes (30). Recebem a nomenclatura de alelo
estrela (*) e, de acordo com o status funcional da enzima, podem variar de
nenhuma funcdo a funcdo aumentada, apresentando fenotipos preditos que
podem ser inferidos a partir do gendtipo (32).

Metabolizadores lentos ou fracos (PM), se referem a portadores
homozigotos ou heterozigotos compostos de alelos com auséncia completa de
funcdo; metabolizadores extensos (EM), que se referem aos individuos com
metabolismo normal; intermediarios (IM) que carregam um pelo menos um alelo
funcionalmente deficiente, resultando na capacidade prejudicada de oxidacao do
farmaco; e metabolizadores ultrarrapidos (UM) que se originam de variantes de
ganho de funcdo ou que possuem mais de uma cépia do gene funcional (29).

1.6.1 Citocromo P450 2C8 (CYP2C8)

A isoenzima CPY2CS8 trata-se de uma das principais enzimas CYP
responsavel por metabolizar uma variedade de xenobiétiocos e drogas, como
amodiaquina (AQ), desabuvir, imatinibe, paclitaxel, loperamida, montelucaste,
pioglitazona, repaglinida e rosiglitazona (32).



Os alelos *2, *3 e *4 do gene de CYP2C8 sao responsaveis pela maioria
da variabilidade ndo sindnima desta isoenzima em humanos. CYP2C8*2
(c.805A>T, p.lle269Phe; rs11572103) possui uma frequéncia que pode variar
entre 10-37% em individuos com ascendéncia da Africa Subsaariana; CYP2C8*3
consiste em duas variantes nao sindnimas (c.416G>A,p.Argl39Lys;
rs11572080, e cl196A>G,p.10509681) com uma frequéncia de 4-7%
respectivamente com ancestralidade Europeia, assim como o alelo CYP2C8*4
(c.792C.G, p.lle264Met; rs1058930) que também é mais frequente em europeus
(32,33). No Brasil, em estudos realizados na Regido Amazonica, a frequéncia
encontrada para os alelos *2,*3 e *4 de CYP2C8 variou de 3-5,8%, 5-7% e de
1,5-3% respectivamente (34,35).

Grande parte dos estudos in vitro sugere que esses alelos resultam em
funcdo moderadamente diminuida, no entanto ja foram relatadas atividades
opostas para os alelos CYP2C8*3 e CYP2C8*4 em relacdo ao metabolismo da
cerivastatina por exemplo (32). Em relagdo aos antimalaricos, existem poucos
estudos disponiveis que avaliem o impacto das variantes genéticas no
metabolismo de drogas comumente usadas para o tratamento da malaria
(20,36,37).

Em Burkina Faso, em um estudo realizado em pacientes com malaria nao
grave por P. falciparum, foi observada um aumento trés vezes maior da
concentracdo do farmaco e diminui¢do 6 vezes menor na depuracgédo intrinseca
da AQ, em portadores da variante CYP2C8*2 e uma diminuicdo do seu
metabdlito ativo, a DEAQ foi mais acentuada em pacientes com o alelo
CYP2C8*3, contudo nenhuma evidéncia foi observada em relagao a influéncia
dos gendtipos de CYP2C8 na eficacia ou toxicidade da AQ, deixando claro que
o tamanho da amostra limitou essas observacoes (36).

Lau-Pernaute et al em Zanzibar (37), durante um estudo que buscou avaliar
a influéncia de variantes genéticas de CYP2C8 na eficacia e tolerabilidade do
tratamento com artesunato-amodiaquina (AS-AQ). Os autores apontam que
mesmo ndo havendo diferencas estatisticamente significantes na proporc¢ao de
pacientes com as variantes CYP2C8*2 e CYP2C8*3 entre aqueles com

reinfeccdes ou infecgbes recrudescentes quando comparados a individuos com



resposta clinica e parasitologica adequada, foi observada uma associacdo
significativa destes individuos a um aumento da ocorréncia de eventos adversos
nao graves quando comparado com CYP2C8 *1/*1 homozigotos do tipo
selvagem, indicando que a tolerabilidade ao farmaco nesses pacientes pode ser

reduzida.

1.6.2. Citocromo P450 2C9 (CYP2C9)

A isoenzima CYP2C9 € umas das mais importantes, pois estima-se que
contribua aproximadamente 15% para metabolizacdo dos farmacos (38). Os
substratos principais incluem a varfarina, acenocumarol, fenitoina, losartana,
fluvastatina, bosentana, a maioria das sulfonilureias, além de agentes
inflamatorios nédo esteroides (32,38).

A frequéncia alélica de CYP2C9 pode variar em torno de 12% a 6% em
europeus para os alelos CYP2C9*2 e CYP2C9*3 respectivamente. As
frequéncias descritas para CYP2C9*2 sdo de: Americanos (7%), Asiaticos do
Sul (5%) e Africanos (2%), e sendo menos frequente em Asiaticos do Leste,
enquanto que CYP2C9*3 é comum em Asiaticos do leste (3%) e Americanos
(4%) (33). Na regido Amazonia, a frequéncia observada para os alelos
CYP2C9*2 e CYP2C9*3 variou entre 7 a 2,8% respectivamente (35).

Dois polimorfismos néo sinbnimos, rs1799853 (c.430C>T,p.Arg144Cys) e
rs1057910 (c.1075A>C, p.lle359Leu), correspondem aos alelos CYP2C9*2 e
CYP2C9*3 respectivamente. Sao amplamente estudados por estarem
relacionados a atividade enzimatica diminuida e por serem as variantes mais
comuns de CYP2C9 (38).

Para CYP2C9, é possivel ser feita a interpretacédo do fenotipo predito por
meio de um sistema de combinacfes de alelos estrela. Um score de atividade é
atribuido a cada alelo, variando de 0 a 1 e no final, esses valores sdo somados
para ser obtido a pontuacéo do escore de atividade (AS) de um diplétipo de forma
gue: individuos com AS de 0 a 0,5 sdao classificados como PM, aqueles com AS
de 1 a 1,5 séo IMs e aqueles com pontuacdo 2 séo classificados como EMs
(39,40).
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Em um estudo realizado no Brasil que teve como objetivo estudar a
influéncia de variantes genéticas em CYPs no tratamento com CQ/PQ em
pacientes maléria por P. vivax, 0s autores observaram que pacientes portadores
dos alelos CYP2C9*2 e CYP2C9*3 apresentaram uma taxa de depuracao de
gametoécitos mais baixa durante o tratamento, embora néo significativa,
sugerindo estudos maiores para melhor avaliagdo do papel dessas variantes
visando a prevencéo de tratamentos ineficazes e efeitos adversos (35).

A literatura descreve que esta isoenzima esta envolvida na metabolizacéo
do antimalarico PPQ, mesmo que em menor extensao (16,17), porém até o
presente momento ndo existem estudos disponiveis que avaliem a influéncia de
variantes no gene de CYP2C9 no tratamento da malaria com este medicamento
(20).

1.6.3 Citocromo P450 2C19 (CYP2C19)

A isoenzima CYP2C19 participa do metabolismo de varios medicamentos
como benzodiazepinicos, inibidores da bomba de protons (PPIs), inibidores
seletivos da recaptacédo de serotonina (SSRIs), antidepressivos triciclicos (TCAS)
e voriconazol, além de ser crucial para a ativagéo do clopidogrel (32).

O gene de CYP2C19 é altamente variavel, sendo o alelo relacionado a
atividade enzimatica nula CYP2C19*2 (C.681G<A,; rs4244285) o mais estudado
(32). Apresenta frequéncia alélica de 18% em Africanos e Europeus, e mais de
30% em Asiéticos; Ja o alelo de funcdo diminuida, CYP2C19*3 (c.636G>A;
rs4986893) é menos frequente na populacdo, com excecdo em Asiaticos do
Leste (7%) (33). No Brasil, a frequéncia do alelo CYP2C19*2 pode variar entre
10-12,5% (41).

Como a bioativacdo do clorproguanil/proguanil é mediada pela enzima
CYP2C19, Elewa & Wilby descrevem que espera-se que individuos portadores
dos alelos de perda de funcéo de CYP2C19 apresentem uma concentracao mais
baixa do medicamento, consequentemente apresentando falha terapéutica (21).
Thapar et al observaram uma associacdo entre os fenétipos PM e uma
diminuicdo dos niveis cicloguanil, seu metabdlito ativo (42). Hodel et al ndo
encontraram associacdo entre a variante CYP2C19*3 e o0 modelo
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farmacocinético proposto, frisando que poderiam se tratar de achados isolados
e ressaltado a importancia de estudos em diferentes populagdes, idealmente
com a mesma terapia, sdo necessarios para compreender melhor o papel que
fatores farmacogenéticos podem exercer na depuragéo de antimalaricos (43).

De acordo com as diretrizes do Consorcio de Implementacdo de
Farmacogenética Clinica (CPIC), os fenotipos preditos do gene CYP2C19
podem ser inferidos através dos genoétipos apresentados, de forma que:
Pacientes com fendétipo gEM apresentam dois alelos funcionais (*1/*1); gIM
apresentam apenas um alelo funcional mais um alelo de funcao nula/diminuida,
ou um alelo de fungcéo nula/diminuida mais um alelo de atividade aumentada
(*1/*2, *1/*3, *2/*17); e gPM apresentam dois alelos de fun¢édo nula/diminuida
(*2/*2, *2/*3, *3/*3) (44).

1.6.4 Citocromo P450 3A4 (CYP3A4)

A isoenzima CYP3A4 contribui para a metabolizacdo de cerca de 50% dos
medicamentos usados clinicamente, incluindo um amplo espectro de farmacos
e suas classes, como: benzodiazepinicos, bloqueadores dos canais de calcio,
ciclosporina, antibioticos macrolideos, opidides, estatinas, além de horménios
esteroides (45).

Uma das variantes frequentemente estudadas € CYP3A4*1B, geralmente
encontrada em populagdes brancas com uma frequéncia de ~2 a 9%, e em
frequéncias altas na populacéo africana (29). Em estudos realizados no Brasil a
frequéncia observada deste alelo variou entre 10-14% (34,41).

Embora amplamente estudada, seu status funcional permanece
controverso (32,46). Yousef et al observaram uma necessidade de ajustes de
dosagem em portadores do alelo CYP3A4*1B, ressaltando a hipotese de que
este alelo esta associado ao aumento da atividade catalitica, portanto sugerindo
um aumento da dosagem, embora nenhuma diretriz para esta CYP tenha sido
publicada até o momento (47). Em contrapartida, nenhum efeito no metabolismo

do midazolam foi observado para esta variante, sugerindo que as variantes
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teriam um impacto limitado no metabolismo de farmacos mediados por CYP3A
(48).

Estudos in vitro avaliaram as vias metabdlicas de alguns antimalaricos
como CQ (49) e PPQ (19) constataram que seu metabolismo era mediado
principalmente pela enzima CYP3A4, embora a influéncia que essas variantes
podem exercer no tratamento da malaria permanecem desconhecidas
(20,34,41).

1.7 Uridina glucoronosiltransferase 2B7 (UGT2B7)

A glicuronidacédo € uma das principais reacdes de fase 2 do processo de
biotransformacdo dos farmacos mediada pelas enzimas UGT, que
compreendem um conjunto de proteinas-chave responsaveis por catalisar a
glucurodinacdo em uma ampla gama de produtos quimicos enddgenos e
exdgenos (28,50).

A isoforma UGT2B7 é um dos membros mais importantes das UGTs
hepaticas, responsavel por metabolizar uma série de compostos clinicamente
relevantes e pode ser encontrada em diversos 6rgdos, como cérebro, pancreas,
rins, glandulas mamarias, pulmao e trato gastrointestinal (50).

A frequéncia das variantes de UGT2B7 apresenta algumas diferencas de
acordo com 0s grupos étnicos: o alelo UGBT2B7*1A globalmente é o mais
frequente (32-45%); Ja o alelo UGBT2B7*2A é mais frequente em Americanos-
Europeus (49%) e em Africanos-Americanos (32%); Por fim, o alelo UGBT2B7*3
€ menos frequente em Hispano-Americanos e Asiaticos-Americanos, mas néo
em outras populagdes examinadas (51).

Quando se trata de antimalaricos, a dihidroartemisinina (DHA) que trata-se
de um derivado das artemisininas, é catabolizada pelas enzimas UGT1A9 E

UGTB7 no metabolito inativo_a-dihidroartemisinina-g-glucuronideo (16-18).

Zang et al buscaram entender o papel das variantes de UGT na populacéo
chinesa durante o tratamento com DHA para malaria ndo complicada, sugerindo
gue as variantes UGT1A9 (1399C>T) e UGT2B7*2 (802C>T) pode nado ser uma
preocupacao durante o tratamento com DHA (52).
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Em um estudo realizado por Chamnanphon et al., foi avaliado a relacao
entre a variacdo de farmacogenes de CYPs e UGT2B7 na resposta clinica a PQ,
um dos principais antimalaricos responsavel por combater os estagios latentes
do parasita (8), concluindo uma possivel relacdo entre atividade diminuida de
CYP2C19, ABCG2 e UGT2B7 em combinacdo com status lento ou
intermediarios de CYP2D6 indicando um risco maior de recorréncias por P. vivax
(53).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

eAvaliar a influéncias das variantes de CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,
CYP3A4 e UGT2B7 em pacientes com maléria por P. vivax tratados com

dihidroartemisinina-piperaquina,
2.2 Especificos

eEstimar a frequéncia das variantes dos genes CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C19, CYP3A4 e UGT2B7 nos grupos recorrentes e ndo recorrentes;

e Estudar os genotipos de CYP2C8, CYP3A4, UGT2B7 e fendtipos preditos
de CYP2C9 e CYP2C19 na resposta clinica dos pacientes com P. vivax tratados
com dihidroartemisinina-piperaquina;

e Relacionar genotipos e fenotipos preditos com clareamento de formas

assexuadas.
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3. PRODUTO DA DISSERTACAO

No presente documento segue o draft do principal manuscrito como produto
da dissertacdo a ser submetido a revista “Memoarias of Instituto Oswaldo Cruz”.
O manuscrito abaixo estd adequado ao formato solicitado pela revista em

questéao.
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INFLUENCIA DAS VARIANTES GENETICAS DE CYP2C8, CYP2C9, CY2C19,
CYP3A4 E UGT2B7 NAS RECORRENCIAS DE MALARIA POR PLASMODIUM
VIVAX

Amanda Oliveira2, Gabrielly Silvat2, Victor Mwangi'2, Rebecca Netto!2, Marielle
Macedo!3, Kim Machado®?, Manuela Crispim!, Anne Almeidal2, Marcus
Lacerdal24, Gisely Melo!2,3

Fundacao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, Manaus, Amazonas,
Brasil;

2Programa de Pds-Graduacéo em Medicina Tropical, Universidade do Estado do
Amazonas, Brasil;

3Fundacgéo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, Brasil;
4Fundacdo Oswaldo Cruz-Fiocruz, Instituto Lebénidas & Maria Deane, Manaus,
AM, Brasil.

Introdugdo: O uso de ACTs como tratamento alternativo de malaria é
amplamente utilizado e recomendado pela OMS. Mutacbes em genes que
codificam enzimas responsaveis pela metabolizacdo de antimalaricos podem
comprometer a terapia, levando a recorréncias.

Objetivo: O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia das variantes dos genes
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 e UGT2B7 nas recorréncias de malaria
por P. vivax em pacientes tratados com DHA-PPQ.

Métodos: Ao ser confirmado o diagnéstico de malaria vivax, 0s pacientes
tratados em um centro de referéncia em Manaus foram acompanhados por 180
dias e divididos em dois grupos: caso e controle. A genotipagem dos genes
selecionados foi realizada através do sistema TagMan por PCR em tempo real.
Resultados: Para CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 e UGTB7, os alelos mutados
estavam mais frequentes no grupo caso (p>0,05), e os alelos associados a baixa
atividade (*2/*3/*4) de CYP2C8, foram mais frequentes no grupo caso (20%) do
que no grupo controle (3,3%) (p<0.05). Também foi observado uma associacao
significante em relacdo ao clareamento parasitario no grupo controle, entre os

participantes que apresentaram o alelo *1 (p=0.017) e portadores dos alelos
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*2/*3/*4 (p=0.038) com o desfecho recorréncia. Nenhuma das variantes
avaliadas mostraram associacdo com um aumento ao risco de recorréncias
(p>0,05).

Concluséo: Nossos achados sugerem que as variantes em CYP2C8 podem
contribuir para falha terapéutica com DHA-PPQ, gerando recorréncias de malaria
por P. vivax e reforcando a importancia da farmacogenética na medicina de
precisdo visando o monitorando das terapias antimalaricas com ACTSs.
Palavras-chave: CYP450, UGT2B7, Plasmodium vivax, dihidroartemisinina-
piperagiuna, recorréncias, malaria.

INTRODUCAO

A malaria estd4 entre as doencas que mais sofreram com 0s impactos
causados pela pandemia de COVID-19, registrando 241 milhdes de casos de
malaria em mais de 85 paises no ano de 2020, além de 627 mil mortes, tendo
um aumento de 12% quando comparado a 2019 (1). No Brasil, no mesmo ano,
foram registrados 145.205 casos, sendo 83,0% causados pelo Plasmodium
vivax, parasita endémico das Américas (1,2).

A dihidroartemisinina-piperaquina (DHA-PPQ) é um dos farmacos que faz
parte do grupo de ‘terapias combinadas a base de artemisinina' (ACTSs),
recomendados no tratamento de malaria ndo complicada (1). Sua
biotransformacao envolve duas principais vias: citocromo P-450 (CYPs) e uridina
difosfato glucoronosiltransferase (UGTS). In vitro a DHA é metabolizada por
UGT1A9 e UGT2B7 em a-dihydroartemisinina-B-glucurodine, e PPQ é
metabolizada principalmente por CYP3A4, em menor extensao por CYP2C9 e
CYP2C19 (3), além de uma possivel contribuicdo de CYP2C8 (4), gerando dois
principais metabdlitos: &cido carboxilico (M1) e mono-N-6xido (M2) (3,5).

Cada vez mais vem sendo demonstrado a importancia da genética do
hospedeiro nos desfechos clinicos da doenca (6—8). Sortica et al. (9) observaram
que pacientes portadores de alelos de baixa atividade de CYP2C8 (*2/*3/*4)
apresentaram taxas de depuracédo de gametdcitos mais baixas em comparacao
ao alelo do tipo selvagem *1A, além de uma tendéncia mais baixa entre os
portadores do alelo de atividade reduzida de CYP2C9 (*2/*3), embora nao

significativa.
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Chamnanphon et al. (10) observaram uma associacao entre o risco de
recorréncia por P. vivax entre individuos portadores do alelo *2 de CYP2C19 que
foram tratados com uma combinagao de cloroquina (CQ) e primaquina (PQ),
além de maior frequéncia do alelo G de UGT2B7 ¢.372G>A em comparagao ao
alelo A (OR=3,75, p=0,081).

O uso de ACTs como tratamento alternativo vem sendo amplamente
utilizado e recomendado pela OMS em situagdes de resisténcia aos principais
farmacos que pertencem aos esquemas atuais, como a CQ. Mutacdes em genes
gue codificam as enzimas responsaveis pela metabolizacdo de antimalaricos,
podem comprometer a terapia, levando a uma falha terapéutica. Devido a falta
de evidéncias que associem as variantes destes genes aos resultados
farmacocinéticos/farmacodindmicos de DHA-PPQ, o objetivo do estudo foi
avaliar a influéncia das variantes dos genes CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,
CYP3A4 e UGT2B7 nas recorréncias de malaria por P. vivax em pacientes
tratados com DHA-PPQ.

MATERIAL E METODOS
Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), sob
parecer: 2.659.845. Todos os participantes foram informados dos objetivos do
estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE). No
caso de menores de idade, e TCLE e Termo de Assentimento (TALE) foi
assinado pelos pais ou representante legal.
Local do estudo

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle realizado entre os anos de
2018 e 2021, na FMT-HVD, um centro de referéncia para o tratamento de
Doencgas Tropicais na Amazonia, localizado na cidade de Manaus, capital do
Estado do Amazonas, Brasil.
Selecédo dos participantes

Foram incluidos pacientes de ambos o0s sexos, com idade >6 meses, peso

corporal 25 kg, com monoinfec¢gado sintomatica por P. vivax, com densidade
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parasitaria entre 100 e 100.000 parasitas/mL. Como critérios de exclusdo: uso
de antimaléaricos nos ultimos 60 dias, infeccdo mista, gravidez ou aleitamento e
doencas concomitantes ou de base.

Todos os individuos foram tratados com DHA-PPQ por 3 dias, adaptadas
de acordo com o peso corporal do paciente: peso corporal 25 e <7 kg, dose diaria
de 80mg DHA/PQP 10mg; =7 e <13 kg, dose diaria de 160mg DHA/PQP 20mg;
213 e <24 kg, dose diaria de 320 mg DHA/PQP 40 mg; 224 e <36 kg, dose diaria
de 640 mg DHA/PQP 80 mg; | 236 e <75 kg, dose diaria de 960 mg DHA/PQP
120 mg, =75 e <100 kg: dose diaria de 1280mg DHA/PQP 160 mg. Uma dose
de 0,5 mg/kg/dia de PQ foi administrada por 14 dias, concomitantemente no dia
da inclusdo ou no D42.

Foram realizados coleta de sangue, exames clinicos e laboratoriais nos
dias: D1, D2, D3, D4, D7, D14, D28, D42, D63, D90, D120, D150 e D180 de
acompanhamento. Em caso de dias extras de acompanhamento, 0S mesmos
procedimentos de coleta de amostras eram realizados.

Este estudo foi realizado com amostragem de conveniéncia de outros
seguimentos. Os participantes foram divididos em dois grupos: grupo caso, com
participante com pelo menos 1 episodio de recorréncia durante o periodo de
acompanhamento de 180 dias e grupo controle, composto por individuos que
ndo apresentaram nenhum episodio de recorréncia durante este periodo. Os
episodios de recorréncias foram obtidos durante o acompanhamento clinico ou
por deteccdo passiva através do sistema nacional SIVEP-Malaria (Sistema de
Vigilancia Epidemioldgica da Malaria), que € o sistema oficial de vigilancia
epidemioldgica da malaria no Brasil.

Procedimentos laboratoriais

A extracdo de DNA genbmico das amostras de sangue total foi realizada
com o kit comercial QIAmp DNA kit (QIAGEN, Chatsworth, CA, USA). Os SNPs
foram selecionados de acordo com funcionalidade (nulas ou diminuidas) e
frequéncia mais elevada na populacéo brasileira. Foram selecionados trés SNPs
de CYP2C8 (A805T [rs11572103], C792G [rs1058930], G416A [rs11572080])
(11), dois SNPs de CYPC29 (3608 C>T [rs1799853], 42614 A>C [1057910)),
dois SNPs de CYP2C19 (681G>A [rs4244285], 636 G>A [4986893]) (12), um
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SNP de CYP3A4 (A392G [rs2740574])(11) e um SNP de UGTB27 (372 A>G
[28365063]) (10). A genotipagem foi feita através do sistema Tagman, utilizando
equipamento Applied® Biosystems 7500 Fast System. Reac¢fes de amplificacéo
e parametros de ciclagem foram determinados de acordo com as informacdes
do fabricante.

A determinacado do fendtipo predito de CYP2C9 foi realizada pelo sistema
de escore de atividade (AS), sendo obtido através da soma de valores atribuidos
a cada alelo. Aos alelos foram atribuidos valores de 0 a 1 de forma que:
portadores de um alelo ndo funcional mais um alelo de funcéo diminuida ou dois
alelos nédo funcionais (*2/*3 ou *3/*2) foram atribuidos a um AS de 0 a 0,5
classificando-os como metabolizadores lentos (gPM); para aqueles que
apresentaram pelo menos um alelo de fungdo normal mais um alelo com fungéo
diminuida ou um alelo de funcdo normal com um de funcédo nula ou dois alelos
de funcédo diminuida (*1/*2, *1/*3, *2/*2) foi atribuido um AS de 1 a 1,5
classificando-os como metabolizadores intermediarios (gIMs); e aqueles que
apresentaram dois alelos com funcdo normal (*1/*1) foram atribuidos a um AS
de 2, classificando-os como metabolizadores extensivos (QEMSs) (13).

Para CYP2C19, os fenoétipos serédo classificados como: geM, gIM ou gPM.
Pacientes com fendtipo gEM serdo aqueles homozigotos (*1/*1), com atividade
enzimatica normal; gIM serdo aqueles heterozigotos (*1/*2 ou *1/*3) resultando
em diminuicdo da atividade enzimatica; e gPM serdo aqueles com dois alelos de
perda de funcdo (*2/*2 ou *3/*3), resultando em atividade do CYP2C19
reduzida ou ausente (14).

Os fenotipos de CYP2C8, CYP3A4 e UGT2B7 nédo foram inferidos porque
ainda nao ha diretrizes para predicao da atividade enzimatica destes genes.

Foram feitas aliquotas com 200 pL de plasma das amostras coletadas no
D7 para medir os niveis de PPQ. A analise foi feita por cromatografia liquida de
alta performance (HPLC)(15).

Andlises estatisticas

As analises foram realizadas usando o software Stata v.13. Para avaliar a

diferenca nas frequéncias dos alelos foram usados os testes de qui-quadrado ou

teste exato de fisher. Para avaliar a influéncia do genotipo na recorréncia e no
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tempo de clareamento das formas assexuadas, foi usado a curva de sobrevida
de Kaplan-Meier. A associagcao entre as variantes genéticas e as recorréncias
foi usado regressédo linear generalizada log-binomial maltipla. Um valor de p
<0,05 foi considerado significativo em todas as analises.

RESULTADOS
Caracteristicas da populacéo de estudo

Foram incluidos 80 participantes neste estudo, sendo 20 no grupo caso e
60 no grupo controle. As caracteristicas demograficas dos participantes estao
descritas na Tabela 1. Foi observado que n&do houve diferenca significativa entre
0s grupos com relacdo a idade, sexo, etnia, malaria prévia, densidade de formas
assexuadas e sexuadas e clareamento parasitaria (p>0,05). A analise dos niveis
de PPQ em relacdo ao gendtipo foi realizada em 78 individuos e 9 variantes
foram genotipadas em todos os participantes.
Frequéncia alélica de CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 e UGT2B7 e
fenétipos preditos de CYP2C9 e CYP2C19

A maioria dos individuos apresentou alelos associados a atividade
enzimatica normal (*1 ou*1A ou A) entre 0s 5 genes avaliados (Tabela 2). Para
CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 e UGTB7, os alelos mutados estavam mais
frequentes no grupo com recorréncia, porém sem diferenca estatistica (p>0,05).
Para o gene CYP2C8, o alelo associado a atividade normal (*1) foi similar entre
0s grupos (>0,05) e os alelos associados a atividade lenta (*2/*3/*4) foram mais
frequentes no grupo caso (20%) do que no grupo controle (3,3%) (p<0,05).

Com relacado ao fendtipo predito, para CYP2C9, a frequéncia entre os
grupos foi similar (p=0,062). A maioria dos participantes apresentou geM, tanto
no grupo caso (45%), quanto no grupo controle (68,3%). A frequéncia dos
fendtipos de atividade intermediaria e lenta (gIM+gPM) foi maior no grupo caso
(55%) que no grupo controle (31,7%), porém sem diferenca significativa (p>0,05)
(Tabela 3). Para o gene de CYP2C19, a maioria dos participantes apresentou
gEM (82,5%) em ambos os grupos. Com relacdo a frequéncia dos fenoétipos
gIM+gPM, a frequéncia foi similar entre os grupos (25-15% respectivamente),

sem diferenca significativa (p>0,05) (Tabela 3).
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Variantes de CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 e UGT2B7 e tempo até
a primeira recorréncia

Nao foi observado diferenca estatistica entre variantes dos genes
estudados no tempo até a primeira recorréncia entre 0s casos e controles
(p>0.05) (Figura 1).

Clareamento parasitario e niveis de PPQ em relacdo aos gendtipos e
fendtipos preditos

Com relacdo ao clareamento parasitario assexuado, para o gene de
CYP2C8, foi observada uma diferenca no grupo controle, entre os participantes
gue apresentaram o alelo *1 (p=0.017) e portadores dos alelos *2/*3/*4 (p=0.038)
(Tabela 4). Porém, ndo foram observadas diferencas significantes associadas ao
desfecho com clareamento parasitario entre genétipos e fenotipos estudados
(Figura 2).

Para CYP2C9, CYP2C19, CYP2C8, CYP3A4 e UGT2B7, a concentracéo
de PPQ foi menor no grupo caso do que no grupo controle (p<0,05) (Figura 3).
A concentracdo média no grupo caso em individuos com fendétipos gIM+gPM
para CYP2C9 foi de 34,9 ng/dL e 35,9 ng/dL de individuos com fenétipo gEM,
(1IC95% 28,3-41,6 vs 29,9-41,7) vs 69,9 ng/dL em individuos com fendtipos
gIM+gPM e 71,7 ng/dL em individuos com fenotipos gEM no grupo controle
(IC95% 58,5-81,4 vs 64,5-78,9). Para CYP2C19, a concentracdo média no grupo
caso foi de 38,4 ng/dL em portadores dos fenétipos giIM+gPM e 34,3 ng/dL em
individuos com fenétipo geM (IC95% 29,2-47,6 vs 29,2-39,3) vs 77 ng/dL em
individuos portadores dos fenétipos gIM+gPM e 70,1 ng/dL em individuos com
fendtipo geM no grupo controle (IC95% 62,2-91,8 vs 63,5-76,7). Para CYP2C8
a concentragdo média no grupo caso foi de 34,2 ng/dL em portadores de alelos
de metabolizacéo lenta e 36 ng/dL em individuos com alelo de metabolizacao
normal (IC95% 27-41,4 vs 30,2-41,8) vs 68,4 ng/dL em individuos portadores de
alelos de metabolizacdo lenta e 72,2 ng/dL em individuos com alelos de
metabolizacdo normal no grupo controle (IC95% 58,1-78,8 vs 64,8-79,6). Para

CYP3A4, a concentragdo média no grupo caso foi de 40,7 ng/dL em portadores
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de alelos mutados e 33 ng/dL em individuos com alelo do tipo selvagem (IC95%
35,5-45,9 vs 27,7-38,2) vs 63,3 ng/dL em individuos portadores de alelos
mutados e 75 ng/dL em individuos com alelos do tipo selvagem no grupo controle
(1C95% 52,5-74,2 vs 67,9-82). Ja para UGT2B7 a concentracdo média no grupo
caso foi de 32,3 ng/dL em portadores de alelos mutados e 36 ng/dL em
individuos com alelo do tipo selvagem (IC95% 19,2-45,3 vs 31,3-40,8) vs 70,8
ng/dL em individuos portadores de alelos mutados e 71,3 ng/dL em individuos
com alelo do tipo selvagem no grupo controle (IC95% 58,8-82,7 vs 64,3-78,3)
(Figura 1).

Influéncia dos genotipos de CYP2C8, CYP3A4, UGT2B7 e fendtipos
preditos de CYP2C9 e CYP2C19 na resposta clinica

O Risco Relativo (RR) foi utilizado para avaliar a influéncia dos gendétipos
de CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 e UGT2B7 e fendtipos preditos de
CYP2C19 E CYP2C19 naresposta clinica dos pacientes que foram tratados com
DHA-PPQ (Tabela 5). O RR dos fenotipos preditos de atividade diminuida/nula
de CYP2C9 no grupo caso foi de 55% vs 31,6% no grupo controle, com RR de
2,03, porém sem diferenca significativa (IC95% 0.95-1.04; p=0.065).

DISCUSSAO

Este estudo foi o primeiro a avaliar simultaneamente a influéncia das
variantes genéticas de CYP2C8, CYP2C9, CY2C19, CYP3A4 e UGT2B7 em
relacdo as recorréncias de P. vivax de individuos tratados com DHA-PPQ na
Amazobnia brasileira. As recorréncias persistem como um obstaculo na
eliminacdo da malaria vivax, podendo contribuir para a manutencdo da
transmissao e morbidade relacionada a doenca.

O impacto das variantes de CYPs na resposta aos antimalaricos vem sendo
explorado cada vez mais (8), uma vez que a atividade enzimatica pode diferir
entre as populacdes e influenciar na eficacia terapéutica (9), contribuindo para o
aumento de recorréncias (8). Um estudo realizado na Amazbnia brasileira
envolvendo CYPs de CQ né&o encontrou relagédo entre os SNPs estudados com

a recorréncia, indicando que apesar da ocorréncia de alelos associados ao
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metabolismo lento, ndo houve influéncia na recorréncia precoce de malaria por
P. vivax (11).

Sortica et al (9) por outro lado, observaram um efeito significativo no
tratamento de maléaria por P. vivax com CQ/PQ em individuos portadores dos
alelos associados a metabolizacdo lenta de CYP2C8 (*2/*3/*4) e também
observaram uma maior reducdo na quantidade de gametécitos em individuos
homozigotos para o alelo do tipo selvagem (p=0,007). Além disso, foi observado
um possivel papel dos alelos de atividade diminuida de CYP2C9 no tratamento
da maléria, ressaltando a necessidade de estudos adicionais que expliquem
melhor o papel dessas variantes na resposta clinica da doenca.

Para 0 gene CYP2C8, a variante *2 € encontrada de 10-37% em individuos
com ancestralidade africana e CYP2C8*3 e CYP2C8*4 sdo mais comuns em
individuos europeus (17,18). Para CYP2C9, a variante *2 é mais comum em
americanos (7%), asiaticos do sul (5%) e africanos (2%), e CYP2C9*3 é mais
comum em asiaticos do leste e americanos (3-4%) (18). Para CYP2C19, a
variante *2 € o mais comumente encontrado, variando em 18% em populacfes
africanas e europeias, a 30% em asiaticos, e CYP2C19*3 é mais comum entre
asiaticos do leste (7%) (18). Para o gene de CYP3A4, a frequéncia da variante
*1B pode variar, sendo mais frequente em popula¢des africanas (76%) (19). A
frequéncia das variantes de CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 e UGT2B7
encontradas em nosso estudo condizem com achados encontrados em estudos
anteriores em outras populacfes (10) e também com achados encontrados na
populacao brasileira (8,9,11,16). Apenas a frequéncia das variantes CYP2C9*2
e CYP2C9*3 foi maior.

Nossos resultados mostraram maior frequéncia de alelos associados a
metabolizacao lenta de CYP2C8 (*2, *3, *4) no grupo caso, quando comparados
ao grupo controle (p=0.002). Esses resultados corroboram com achados
anteriores na Amazonia brasileira que observarem uma associacao no desfecho
recorréncia em individuos portadores de alelos associados a metabolizacéo
lenta de CYP2C8 (8), além de observarem um efeito significativo da presenca

destes alelos sobre a resposta terapéutica (9).
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Além disso, observamos uma associacao entre os alelos de metabolizacéo
lenta de CYP2C8 com o tempo de clareamento parasitario em individuos do
grupo controle (p<0,05). E importante ressaltar a propor¢do desigual de
individuos deste grupo que apresentaram o alelo do tipo selvagem comparado
aos que apresentaram as variantes de metabolizacéo lenta de CYP2C8 [34,5%
vs 100% (p=0.017); 66% vs 0 (p=0.038)], o que pode ter influenciado a gerar
estas diferencas encontradas.

Um estudo realizado em pacientes cambodianos e tailandeses,
encontraram alta frequéncia de CYP2C9*3 e CYP3A4*1B, mas ndo encontraram
diferencas significativas. Além disso, nenhum dos SNPs melhorou o ajuste do
modelo farmacocinético, sugerindo que dados farmacocinéticos ndo precisam
ser incluidos em tratamentos de primeira linha com as atuais ACTs disponiveis
(20).

Em nosso estudo, ndo encontramos associacao entre 0os gendtipos de
CYP2C8, CYP3A4 e UGTBY7 e os fendtipos preditos de CYP2C19 e CYP2C9
com o clareamento parasitario, nem com o tempo até o primeiro episédio de
recorréncia. Almeida et al (11) e Cardoso et al (16) que também nédo encontraram
associacao entre variantes de CYPs de CQ e PQ com o tempo até a primeira
recorréncia e clareamento parasitario na populacédo da Amazodnia brasileira.

Phyo et al. (21) observaram em 24 horas uma reducdo de 63,7% no
clareamento de individuos tratados com DHA-PPQ comparados com aqueles
gue foram tratados com CQ (21,1%) o que era de se esperar ja que os derivados
da artemisinina possuem uma acdo mais rapida em um intervalo de tempo
menor, no entanto sem esperar que a droga exercesse efeito nas recaidas ou
reinfeccdes subsequentes da doenca.

A falha da eficacia DHA-PPQ ja foi relatada anteriormente em paises como
Vietnd e Cambodia durante o tratamento da malaria ndo complicada por P.
falciparum (22,23), porém sendo associada as mutagdes relacionadas ao gene
do parasita como kelch13 Cys580Tyr, frisando a importancia da regularizacéo e
monitoramento rigoroso do uso de antimalaricos.

Quando comparamos os niveis de PPQ entre os grupos, observamos uma

diferenca significante entre individuos portadores de alelos mutados vs
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individuos portadores de alelos do tipo selvagem (p<0.05). Price et al (24),
observaram que a concentracdo plasmatica de DHA-PPQ no D7 foi um dos
principais determinantes para falha terapéutica, observando que pacientes com
concentragdo abaixo de 30 ng/dL estavam mais propensos a recorréncia.
Estudos farmacocinéticos sobre essa combinacdo ainda sdo limitados e
€scassos.

N&o encontramos nenhuma associagao relacionada ao gene de UGT2B7 e
a resposta ao tratamento com DHA-PPQ, apenas quanto aos niveis de PPQ
observados entre os grupos. Zang et al. (25) ndo encontraram associacao entre
as variantes de UGT1A9 e UGT2B7 no metabolismo de DHA-PPQ, deixando
claro que outros estudos com uma amostragem maior, além da avaliacdo de
outros fatores genéticos como CYPs, UGTs transportadores e receptores que
nao foram testados, seriam necessarios para entender o real papel dessas
variantes na resposta clinica a doenca.

Este estudo teve algumas limitaces: o baixo numero de recorréncias por
P. vivax limitou a quantidade de casos a serem analisados; os fenotipos de
CYP2C9 e CYP2C19 foram preditos pelo gendtipo; néo foi possivel realizar a
dosagem dos metabdlitos de DHA-PPQ; interacbes medicamentosas e a
presenca de outras condi¢cfes inflamatérias ndo foram avaliadas; néo foi possivel
analisar a qualidade dos medicamentos administrados e a administragédo do
DHA-PPQ né&o foi supervisionada.

Nosso estudo € o primeiro a sugerir que as variantes em CYP2C8 podem
contribuir para falha terapéutica com DHA-PPQ, gerando recorréncias de malaria
por P. vivax, indicando também um pequeno papel, embora nédo significativo, de
CYP2C9, reforcando a necessidade da execucdo de estudos sobre
farmacogenética de antimalaricos, visando a contribuicdo de novas informacdes
no campo da medicina de precisdo e no monitorando das terapias antimalaricas
baseadas em derivados da artemisinina para o tratamento da malaria, que ainda
segue sendo uma das doencas de maior fator de morbimortalidade em varias
regides do mundo, incluindo a regido Amazénica.
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Tabela 1. Dados sociodemogréficos dos individuos incluidos no estudo

Total Caso Controle p valor?t
N° de participantes 80 20 60
Média de idade (DP; 35.2 (11,5; 32,7 - 33.8 (12,2; 28,0 -
- 35.7 (11,4; 32,8-38,7) 0,5262
1C95%) 37,8) 39,5)
Masculino 52 (65) 13 (35) 39 (65)
Sexo n (%) > 0.999
Feminino 28 (35) 7 (65) 21 (35)
Branco 19 (23,8) 3 (15) 16 (26,7)
Etnia autodeclarada (%) Pardo 50 (62,5) 12 (60) 38 (63,3) 0,188
Preto 11 (13,8) 5 (25) 6 (10)
N° de episédios prévios 1 ) 18 (90) )
(dias, %) 5 i 2 (10) i
<60 - 4 (20) -
Tempo até a primeira 61-120 ) 11 (55) )
recorréncia (dias, %) 121-180 ) 4 (20) )
>180 - 1(5) -
Densidade de formas
- 4672 (2539-6828) 4949 (3315-6959) 4520 (2216-6829) 0,4047
assexuadas no DO*
Densidade de formas
assexuadas na - - 2686 (729-5995) - -
recorréncia*
2 26 (32,5) 4 (20) 22 (36,7)
Clareamento (dias, %) 3 48 (60) 15 (75) 33 (55) 0,286
5 6 (7,5) 1(5) 5(8,3)

Mediana* (25-75% intervalo interquartil).

1p valor foram determinados por Teste t, Qui quadrado, Fisher ou Mann-Whitney
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Tabela 2. Frequéncia alélica dos genes de CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 e

UGT2B7
Caso Controle Total
Gene Alelos p valuet
n (%) n (%) N (%)
*1 28 (70) 99 (82,5) 127 (79,4) 0,091
CYP2C9
*2/*3 12 (30) 21 (17,5) 33 (30,6) 0,091
*1 35 (87,5) 110 (91,67) 145 (90,6) 0,434
CYP2C19
*2/ *3 5(12,5) 10 (8,33) 15 (9,4) 0,434
*1 32 (80) 116 (96,7) 148 (92,5) 0,002
CYP2C8
*2/*3/*4 8 (20) 4 (3,3) 12 (7,5) 0,002
1A 34 (85) 100 (83,3) 134 (83,8) 0,805
CYP3A4
1B 7(17,5) 19 (15,8) 26 (16,3) 0,805
A 36 (90) 107 (89,2) 143 (89,4) 1,000
UGT2B7
G 4 (10) 13 (10,8) 17 (10,7) 1,000
1p valor foram determinados por qui-quadrado ou teste de fisher
Tabela 3. Frequéncia dos fenotipos preditos de CYP2C9 e CYP2C19
Fenétipo Caso Controle Total
Gene ) p valuet
Predito n (%) n (%) N (%)
gEM 9 (45) 41 (68,3) 50 (62,5) 0,062
CYP2C9
glM+ gPM 11 (55) 19 (31,7) 30 (37,5) 0,062
gEM 15 (75) 51 (85) 66 (82,5) 0,308
CYP2C19
glM+ gPM 5 (25) 9 (15) 14 (17,5) 0,308

1p valor foram determinados por qui-quadrado ou teste de fisher



Tabela 4. Clareamento parasitario e niveis da droga entre os diferentes grupos

N° (%) de participantes com clareamento

Gene, Grupo e Alelos N° de participantes assexuadot:

D2 D3 D5
CYP2C8
Recorréncia
*1 32 6 (19) 24 (75) 2(6,2)
*2/*3/*4 8 2 (25) 6 (75) 0 (0)
P valor 0,650 1,000 1,000
N&o recorréncia
*1 116 40 (34,5) 66 (57) 10 (8,3)
*2/*3*[*4 4 4 (100) 0 (0) 0 (0)
P valor 0,017 0,038 1,000
CYP2C9
Recorréncia
*1 28 5(17,9) 22 (78,5) 1(3,6)
Portadores dos alelos *2/*3 12 3 (25) 8 (66,7) 1(8,3)
P valor 0,677 0,451 0,515
N&o Recorréncia
*1 99 35 (35,4) 54 (54,6) 10 (10,1)
Portadores dos alelos *2/*3 21 9 (42,9) 12 (57,1) 0 (0)
P valor 0,517 0,828 0,206
CYP2C19
Recorréncia
*1 35 6 (17,1) 27 (77,1) 2(5,7)
Portadores dos alelos *2/*3 5 2 (40) 3 (60) 0 (0)
P valor 0,257 0,584 1,000
N&o Recorréncia
*1 110 39 (35,5) 62 (56,3) 9 (8,2)
Portadores dos alelos *2/*3 10 5 (50) 4 (40) 1(10)
P valor 0,361 0,343 0,596
CYP3A4
Recorréncia
*1A 34 7 (20,6) 25 (73,5) 2 (5,8)
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*1B 6
P valor

Nao Recorréncia

*1A 100
*1B 20
P valor

UGT2B7

Recorréncia

A 36
G 4
P valor

N&o recorréncia

A 107
G 13
P valor

1 (16,70
1,000

38 (38)
6 (30)
0,498

7 (19,4)
1 (25)
1,000

41 (38,3)
3(23,1)
0,369

5 (83,3)
1,000

54 (54)
12 (60)
0,622

27 (75)
3 (75)
1,000

56 (52,3)
10 (76,9)
0,139

0 (0)
1,000

8 (8)
2 (10)
0,672

2 (5,6)
0(0)
1,000

10 (9,4)

0(0)
0,598
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1 p valor foram determinados por qui-quadrado ou teste de fisher

Tabela 5. Risco Relativo para recorréncia associada aos diplétipos, gendétipos de
CYP2C8, CYP3A4, UGT2BY e os fendtipos preditos de CYP2C9 E CYP2C19

Caso Controle
RR (1C95%) P valor
n (%) n (%)
CYP2CS8 diplétipo *1/*1 12 (60) 44 (73,3) 0.64 (0.30-1.36) 0.252
CYP2C8 diplétipos *1/*2,
8 (40) 16 (26,7) 1.55 (0.73-3.31) 0.252
*1/*3, *1/*4, *3/*4
CYP2C9 geM 9 (45) 41 (68,3) 0.49 (0.23-1.04) 0.065
CYP2C9 gIM+gPM 11 (55) 19 (31,6) 2.03 (0.95-4.33) 0.065
CYP2C19 geEM 15 (75) 51 (85) 0.63 (0.27-1.46) 0.287



CYP2C19 gIM

CYP3A4 dipl6tipo *1A/*1A

CYP3A4 diplétipo *1A/1B

UGT2B7 gendtipo A/A

UGT2B7 gendtipo A/IG

5 (25)

14 (70)

6 (30)

16 (80)

4 (20)

9 (15)

41 (68,3)

19 (31,7)

47 (78,33)

13 (22)

1.57 (0.68-3.61)

1.06 (0.46-2.43)

0.94 (0.41-2.16)

1.07 (0.41-2.80)

0.92 (0.35-2.40)

38

0.287

0.890

0.890

0.876

0.876
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4. LIMITACOES E PESPECTIVAS FUTURAS

Este estudo teve algumas limitac6es: o baixo numero de recorréncias por
P. vivax; os fenoétipos de CYP2C9 e CYP2C19 foram preditos pelo gendtipo; ndo
foi possivel realizar a dosagem dos metabdlitos de DHA-PPQ; interacfes
medicamentosas e a presenca de outras condi¢es inflamatérias ndo foram
avaliadas; nao foi possivel analisar a qualidade dos medicamentos
administrados e a administracdo do DHA-PPQ néo foi supervisionada.

No entanto, nossos resultados mostram que individuos com variantes
genéticas em CYP2C8 e CYP2C9 associadas a atividade enzimatica reduzida
podem contribuir para um aumento no numero de recorréncias da doengca. Com
isso, espera-se que este trabalho possa contribuir para o monitoramento das
terapias combinadas a base de artemisinina, visando a optimizacdo do

tratamento.
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5. CONCLUSAO

Nosso estudo é o primeiro a sugerir que as variantes em CYP2C8 podem
contribuir para falha terapéutica com DHA-PPQ, gerando recorréncias de malaria
por P. vivax, indicando também um pequeno papel, embora néo significativo, de
CYP2C9, reforcando a necessidade da execucdao de estudos sobre
farmacogenética de antimaléricos, visando a contribuicdo de novas informacgdes
no campo da medicina de precisdo e no monitorando das terapias antimalaricas
baseadas em derivados da artemisinina para o tratamento da maléria, que ainda
segue sendo uma das doencas de maior fator de morbimortalidade em varias

regides do mundo, incluindo a regido Amazonica.
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7.2 Procedimento operacional padrao (POP) — Extracdo de DNA

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAD

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDAGAQ DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cadigo POP POP_IPCCB_LAB_003_PT Versdo 4

Procedimento para exiragio da DMA de Plasmodium spp. a partir

Titulo
de sangue Total, utilizando o QlAmp DMA kit (Qiagen®).
Lingua do Documento FT
Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aprovagao:
Anne C G de Almeida | Gisely C de Meko Maonica Costa Z2101/2020
Maome Versdo Alteracoes realizadas

Mariana Marcovski 4 Formatagio e adigSo do idioma do POP

Gisely C de Melo 3 Formmatagio e revisdo do POP

Gisely C de Melo 2 Revis&o dos procedimentos de exiracio

1. OBJETIVO

Descrever o procedimento da extragdo de DMA de Plasmodium spp. a pardir de sangue total no
Instituto de Pesguisa Clinica Carlos Borborema (IPCCE) da Fundagdo de Medicina Tropical
Dioutor Vieira Dowrado (FMT-HVD).

2. CAMPO DE APLICAGAD
Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema (IPCCB) da Fundagdo de Medicina Tropical
Doutor Vieira Dowado (FMT-HVD).

3. DEFINIGGES
W&o se aplica.

4. RESPONSABILIDADES

4.1 Responsavel pela coleta de sangue: técnicos de patologia

4.2 Responsavel pela realizacdo da exiragio de DNA:- alunocs de iniciagio cientifica,
mesirado, doutorado, pesquisadores & colaboradores treinados na extracio de DMNA

5. POP'S RELACIOMADOS
51 Procedimento para realizagio de PCR em tempo real para detecgio de DMA de
plasmddio (gPCR) — versdo atual do POP_IPCCB_LAB_021_PT

50



6. PROCEDIMENTOS

6.1 Recursos necessarios

6.1.1 Amostra: Sangue iotal de paciente a ser testado, amazenado am tubo ou papel

de filtro.
6.1.2 Materiais

» Pipetas automaticas de 10 pL, 100 pL e 1000 pL
= Ponteiras com filtro para pipetas automaticas

= Twbos para 1,5 2,0 mL
6.1.3 Equipamentos

» Centrifuga

= \oriex

= Banho Maria
6.1.4 Reagentes

Reagente

Armazenamento

1. Tampéo Lise dos tecidos (Tampéo ATL)

Temperatura ambianta

2. Profeinase K

Temperatura ambients

3. Tampéo de Lise (Tampao AL)

Temperatura ambienta

4_Etanol 95% PA

Temperatura ambiante

5. Tampéo de Lavagem 1 (Tamp8o AW1)

Temperatura ambienta

6. Tampéo de Lavagem 2 (Tampdo AW2)

Temperatura ambients

7. Tampéo de Eluigio (Tampdo AE)

Temperatura ambienta

6.2 Obtengio de sangue total
6.2.1 Em papel de filtro

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

2. Realizar a pungao digital wilizando lanceta estéril descartavel depois de limpar a area.
3. Limpar a primeira gots obtida apds a pungdo e coletar no papel de filtro quantidade

suficienta para saturagio do papel de filtro.

4. Sacar em Temperatura ambients. Fechar o envelope. Armazenar entre 2°C a 8°C.

5. No laboratdrio, os papéis de filiro serfo armazenados seguindo a8 mesma ordem com

acrdnimo, ndmero de incles3o e dia da visita, caso necessano.

6.2.2 Por pungao endovenosa

1. Oibter § ml de sangue venoso em fubo de EDTA identificado.
2. Cantrifugar a 14000 rpm por 10 min.

3. Desprezar o soro & colocar 2 papa de hemacias em crictubo identificado.
4. Armazenar os crictubos 8 — 20°C em caixa de plastico ou papeldo identificada e

numerada.
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5. Os criotubos serao armazenados seguindo com acronimo, nimeno de incluséo e dia
ds visits, Ccas0 NeCEssAnio.

6.3 Extragaoc do DMNA

Para a exiraglo do DMA 8 partir de sangue total serd usado o Protocolo de Extragio do
QIAMPE DMA Mini Kit da Qiagen.

6.2.1 Procedimenta para extragio do DNA a partir de papel de filtro

1. Cortar 3 circulos de 3 mm de didmetro do papel de fillno e coloca-los em um tubo
eppendorf de 1,5 mL. Pipetar 180 pL do Tampéo ATL.

2. Incubar a 85°C mo banho Maria por 10 minutos. Remover as bolhas por centrifugagdo.

3. Adicionar 25 pL de Pmoisinase K & apgitar no voriex. Incubar a 56° C por 1 hora.

Remover as bolhas por centrifugagio.
4. Continuar com o procedimento comum para extragso do DMA (6.3.3)

6.2.2 Procedimenta para extragio do DNA a partir de tubo

1. Fipetar 20 pL de Proteinasa K (2) num tubo eppendorf de 1,5 mL.

2. Adicionar 200 pL de amostra 8o tubo. Se ndo houver 200 pl de amostra, adicionar o
wolume apropriado de PBS.

3. Adicionar 200 pL da Tampdo AL (3) a amosira. Vortexar por 15 segundos.

4. Incubar por 56 por 10 minutas.

5. Continuar com o procedimento comum para extragso do DA (6.3.3)

6.3.2 Procedimento comum para extracio do DMA

1. Adicionar 200 plL de Etanol absoluto (96 a 100%) e agitar no vortex imediatamenie.
Remover as bolhas por centrifugagio.

2. Cuidadosamsante transferir o conteddo do tubo para o tubo filtro. Tampar & centrifugar
a 8000 rpm por 1 munto. Descartar o filirado com o tubo. Colocar o tubo filire @m um nowvo tubo
colataor.

3. Cuidadosamente adicionar 500 pl de tampdo AW1 e cenirifugar a 8000 rpm por 1
minuta. Descartar o filbrado com o tubo. Colocar em um novo tubo coletor.

4. Cuidadosaments adicionar 500 pL de tampdo AW2 e centrifugar & 14000 rpm por 3
minutos.

5. Descartar o tubo coletor com o filirado. Colocar o tubo filtre em novo tubo coletor e
centrifegar a 14000 rpm por 1 minwto.

6. Colocar o tubo filtro em wm fubo eppendorf de 1.5 mL nowo. Descartar o fitrado & o
fubo coletor. Adicionar cuidadosaments 150 pl de tampio AE ou &gua destilada e incubar &
temperatura ambiente por 1 minwio.

T. O volume final utilizado de tampéo AE pode ser menor. Em amosiras antigas ou com
problemas na sexirafdo poderdo ser ressuspansas em 50 ou 100 pL de tampdo AE.

B. Centrifugar a 000 rpm por 1 minuio.



8. Armazenar por -20°C.

6.4 Biosseguranga
Todo o procedimento deve se realizar sob condiges de biosseguranca (1).

7. REFERENCIAS
1. Richmond J%, Mckinney RW. Biosseguranga em laboratdrios biomédicos e de
microbiolegia. Brasilia: Ministério da Sadde: Fundagso Nacional de Sadde; 2001.

& LISTA DE AMEXOS

TITULD ANEXD CODIGO




7.3 Procedimento Operacional Padrédo (POP) — Genotipagem

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Caodigo POP POP_IPCCB_LB_044 v02D_PT
Titulo Procedimento para realizacdo da genctipagem de SNPs
de enzimas do citocromo P450 (CYPs) utilizando sistema
TagMan®

Idioma da versao

original PT

Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de aplicagio:

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

Morais Cardoso Gomes de Almeida Melo

Data e assinatura Data e Data e assinatura | Data da préxima

assinatura revisio:
Histdrico de revistes
Nome Assinatura Data Alteragdes realizadas
{(DD/MMMIAA)

Gisely C. de Melo 24/set/19 - Insercdo numero de
paginas
- Adicionado log de
treinamento

1. OBJETIVOS
Descrever o procedimento de realizacio da PCR em tempo real para genotipagem alélical

de enzimas do citocromo P430 (CYP) com sistema Taghdan.
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2. DEFINICOES

« PCR: A reagio em cadeia da polimerase (do inglés polvmerase chain reaction), € uma
técnica da biologia molecular para amplificar pequenas guantidades de um DNA
especifico a partir de um molde do DNA, usando uma reagdo enzimatica simples, sem um
Organismo vVivo.

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

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

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

* Variagio no nomero de copias (CINV): um segmento de DNA em que um nimero
variavel daguele segmento tem sido encontrado.

» Haplotipo: uma =ene de alelos encontrados em um locus ligados em um cromossomo.

» Diplatipo: E a combinagio especifica dos dois haplétipos.

* (Genotipo: € a constituigio genetica de um individuo proveniente de ancestrais comuns.

»« Fenotipo: ¢ o produto direto da informacio proveniente no DNA, representa formas
alternativas de expressio de um mesmo carater que pode ser controlado por um ou varios

genes.

3. APLICACAO
Analize no laboratorio de biologia molecular de amostras relacionadas a pesquisa clinica.
Genotipagem das CYPs 2D4§, 3A4, 3A5 2C19e 2C8.

4. RESPONSABILIDADES
Equipe do laboratorio de biologia molecular envolvida na realizagido da PCR.

5. POP'S RELACIONADOS

" | INSTITUTO DE
PESQUISA CLINICA
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» Procedimento para extracio de DNA de Plasmodium spp. 2 partir de sangue total,
utilizando o QIAmp DNA kit (Qiagen®) - POP_IPCCB_LB_003_v03D_PT

6. Recursos necessarios
6.1. Materiais

» Pipetas automaticas de 10pl., 100pL e 1000 pL
* Ponteiras com filtro para pipetas automaticas
+ Pipeta multicanal
» MNuoltipipetador
» Ponteiras para multipipetador (0,5 ml)
¢ Tubos eppendorfde 1.5 e 2,0 mL
# Microplacas de 0,1mL, com 96 pogos, para sistema de PCR em Tempo Eeal
¢ Adesivo optico para vedar as microplacas

6.2. Equipamentos

» Vortex

* Cenfrifuga

# Termociclador de PCR em tempo real
» Nanodrop

6.3. Reagentes
¢ Mastermix universal
» Mastermix de genotipagem
» RNAseP
+ Sondas genotipagem

» Apua nuclease free

7. Reacio de genotipagem
7.1. Obtencao de DNA

” INSTITUTO DE
PESQUISA CLINICA
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a. A oextragio do DNA deve ser feita de acordo com o
POP IPCCB LE 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

2. 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 1nicio do preparo. Apos esse periodo desligar;

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

d. Centrifugar as sondas;

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

Ix (VF=5uL)
Mastermix universal 2.5ul
Sonda de genotipagem 0.25uL

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

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

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

7.3. Montagem da placa de genotipagem
3. Vortexar| e/ou centrifugar todos os tubos ¢ microplacas de armazenamento de
DNA;

INSTITUTO DE
PESQUISA CLINICA
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b. Pipetar 2. 25uL de DNA em cada pogo da microplaca de genotipagem contendo o
mix de genotipagem;

c. Os confroles negativos devem ser fertos misturando 2,250l de agua (muliQ)/agoa
para injecdo’agua nuclease free) em cada pogo selecionado como controle

negativo;

d. Aplicar o adesivo optico para vedar a microplaca, evitando tocar em sua irea
central;

e. Centrifugar a microplaca;

7.4. Reacao de PCR real time
a. A reagao 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:
» Identificar o nome do experimento;
» Instrumento de corrida: 7300 fast (96wells);
» Tipo de experimento: Genotyping;
» Reagente: Taghan® Reagents;

INSTITUTO DE
PESQUISA CLINICA
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= Velocidade: Standard ("2 hours to complete run).

LR L
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d. No Experiment Menu -> SETUP - Plate setup
= Atribuir SNP assay;
= Criar novo SNP assay;
= Identificar o SNP assay;
= Definir alelo 1 ou base e selecionar VIC.
= Definir alelo 2 ou base e selecionar FAM:
= No Plate layout, selecionar os pogos e definir o SNP assay.

»
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e. No Experiment Menu -> SETUP -> Run method
= Para configurar a corrida, preencha a quantidade de pL da reagdo. A reagao

AR ™ INSTITUTO DE
— _ PESQUISA CLINICA
‘ / \/ Carios Borborema
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pode ter entre 10 e 30 pL:
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» NNa aba Tabular View selecione os tempos e temperatura da reagdo, bem

como o niamero de ciclos.
Prie-PCR Thermal Cycling Post-PCR
Read [Performed on a dedicated thermal cycler) Read
. |
Hoiding Holding Cyoing (S0 cyctesy Hoiding
Stage Stage Denature AnnealExtend Stage
Temperature &G 95 C 82G 80°C BO°C
Time [mm:ss) 0030 10:00 015 01:30 0030
Data Collection s Mo Mo Yos Yos

f  Apos configurar PCR, conferir o Plate layout e salvar a reagio;
» Em seguida, clicar no botio START RUN.
» (O desenho da reagio pode ser salvo como template para as demais analises;
» No Experiment Menu -> ANALYSIS -> Multicomponent plot;
» Analizar o resultado da curva de genotipagem.

7.5. Anilise da reacio e definicido do haplétipo

INSTITUTO DE
PESQUISA CLINICA
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a. No Experiment Menu -> ANALYSIS -> Multicomponent plot, analisar as
curvas de genotipagem;

b. Curva 1, curva de amostra heterozigoto para o alelo o SNP pesquisado;
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¢. Curva 2, curva de amostra homozigoto para o alelo o SNP pesquisado;
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d. Com o resultado das genotipagem construir uma tabela como as bases definidas
para SNP.
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7.4 Parecer do Comité de Etica e Pesquisa

FUNDACAO DE MEDICINA

TROPICAL "DOUTOR HEITOR “GRBrarl
VIEIRA DOURADO"

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Um estudo aberto randomizado comparativo para avaliar eficacia e tolerabilidade dos
tratamentos esquizonticidas sanguineos com Eurartesim® versus Cloroquina para
malaria ndo complicada por mono-infec¢ao de Plasmodium vivax.

Pesquisador: Marcus Vinicius Guimaraes de Lacerda

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 69476017.3.0000.0005

Instituicdo Proponente: Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas - FMT/IMT/AM
Patrocinador Principal: Ministéno da Sadde

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.659.845

Apresentacdo do Projeto:

Descreve as alteragdes, no documentos intitulado " PB_INFORMAGCOES _BASICAS 1121874 _E2.pdf,
postado em 25/04/2018, item Justificativa da Emenda, |é-se:" Nesta emenda, & enviado o protocolo na
integra, o qual foi modificado de acordo com a Emenda (LOA) 1 e novas sugestdes dialogadas entre
patrocinador e investigadores do estudo. As alteragdes sdo sinalizadas com o recurso de controle de revisdo
no word, nos documentos de TCLE e TALE.

Trata-se da Pesquisa" Um estudo aberto randomizado comparativo para avaliar eficacia e tolerabilidade dos
tratamentos esquizonticidas sanguineos com Eurartesim® versus Cloroquina para malaria ndo complicada
por mono-infecgdo de Plasmodium vivax".

Pesquisador Responsavel: Marcus Vinicius Guimardes de Lacerda.

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

Avaliagéo dos Riscos e Beneficlos:
Apresentados, sem alteragdes. Vide projeto aprovado e Emenda 1 (LOA) CAAE: 69476017.3.0000.0005

Enderego: Av. Pedro Telxewa, 25

Balrro: D Pedro | CEP: @9 040-000

UF: AM Municiplo: MANAUS

Telefone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3872 E-mall: cep@imtam.gov.br
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de Emenda ao projeto acima intitulado. As seguintes alteragdes dizem respeito ao Estudo
CuraVivax- Versao 1, de 27 de marco de 2017, adaptado em 20 de abril de 2018 para Emenda de Protocolo
n® 2. As versoes estao com as seguintes denominacgdes:

Na versdo TCLE_LOA2 Respons.docx. foi realizada uma revisdo em todo TCLE_LOA 1-CuraVivax.docx, no
item: Objetivo do Estudo: lé-se.Atuaimente, um dos tratamentos recomendados pelas autoridades de saude
internacionais contém duas substancias chamadas de Dihidroartemisinina e Piperaquina (DHA-PQP); esta
combinacéo e conhecida pelo nome de Eurartesim®. Este medicamento ainda nao foi aprovado para uso no
Brasil, porém ja demonstrou eficacia e seguranca contra 0 mesmo parasita da malaria que tem no sangue
do(a) seu filho(a) (chamado de Plasmodium vivax) em estudos na Asia. Por isso, nds queremos comparar 0
DHA-PQP com um outro medicamento muito utilizado no Brasil para tratar malaria, que é a Cloroquina. Mais
do que isso, nds também queremos entender melhor como esses dois medicamentos interagem com a
Primaquina, que também é um medicamento muito utilizado no Brasil e serve para diminuir a chance do(a)
seu filho(a) voltar a ter malaria, mesmo se néo for picado por um mosquito novamente®.Na versdo
TCLE_LOA2.Respons.docx.foi alterada para ." Mais do que isso, nds também queremos entender melhor
como esses dois medicamentos interagem com a Primaquina, que também é muito utilizada no Brasil. Neste
estudo nés vamos utilizar a dose de Primaquina recomendada por uma importante agéncia do
Departamento de Salude e Servigos Humanos dos Estados Unidos da América, chamada Centers for
Disease Control e Preventionpara diminuir a chance de vocé voltar a ter malaria, se ndo for picado por um
mosquito novamente.Mais do que isso, nés também queremos entender melhor como esses dois
medicamentos interagem com a Primaquina, que também é um medicamento muite utilizado no Brasil e
serve para diminuir a chance do(a) 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 centro de saude em Manaus, com
aproximadamente 460 pacientes com mais de 6 meses de idade. ".Foi alterado para "Este estudo clinico
sera realizado na Fundagio de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), que & um centro de
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:Lé-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

Continuagio do Parecer: 2.658 845

Endere¢o: Av. Pedro Telxewa, 25

Balrro: D Pedro | CEP: 89.040-000

UF: AM Municiplo: MANAUS

Teletone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mall: cep@imtam.gov.br
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analise complementar. Uma coleta de sangue adicional podera ser realizada nos dias 14 e 42 dependendo
do estado de seu filho(a) ou se os 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 e 180, uma
amostra de sangue igual a uma colher de cafe sera coletada de uma veia do seu braco para exames
laboratoriais e analise complementar. Uma coleta de sangue adicional podera ser realizada nos dias 14 e
42a qualquer visita, dependendo do estado de salde de seu (sua) filho(a), a critério médico ou se os
resultados anteriores forem anormais. A equipe buscara reduzir a uma coleta de sangue por visita e sempre
conversara com o(a) sr.(a) sobre isso.Todos os resultados desses exames serao comunicados a voce e
permanecerao confidenciais.”

Na versdo TCLE_LOA 2.docx. foi realizada uma revisdo na Versdo 2 do TCLE_LOA1-CuraVivax.docx. item
Visitas: lé-se: "Visitas

Nos 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 70, 140, 280, 420, 630, 900, 1200, 1500 e 1800dias. No final de cada
visita, a equipe que estara acompanhando vocé marcara a data da proxima visita.” Foi alterado para "Nos 3
primeiros dias,voce vira ao centro todos os dias para receber o0 seu tratamento oral (pela boca) com
cloroquina ou DHA-PQP (Eurartesim®) A partir dai, voce retornara ao centro sera atendido pela equipe do
estudo no 50, 70, 140, 210, 280, 420, 630, 900, 1200, 1500 e 1800 dias.No final, depois de cada visita, "a
equipe que estara acompanhando vocé marcara a data da proxima visita."

2-Exames, lé-se: Na primeira visita e durante as visitas de acompanhamento (os retornos), uma pequena
quantidade de sangue sera retirada por meio de uma picada no dedo para procurar 0s parasitas da malara
@ outra amostra de sangue sera coletada e guardada em papel de filtro para analises complementares sobre
a quantidade dos medicamentos do estudo que esta presente no seu sangue e de polimorfismo genético”.
Foi alterado para " Em cada visita, sera realizado um exame clinico e fisico, incluindo medir sua temperatura
corporal @ a pressao do sangue. Serdo realizados exames de sangue (hemograma e bioquimica) no 1o dia
(hoje), no 70 dia e no 210 dia. Caso algum dos resultados esteja alterado, também pode ser necessario
coletar sangue nos dias 14 (alteracdo no dia 7) ou no dia 28 (alteracéio no dia 21)." Fol acrescentado um
item Analises Complementares, Ié-se" Adicionalmente, vocé pode ser convidado para coletar sangue para
uma analise de farmacocinética, que vai nos permitir saber se 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 maléria e depois de 30 minutos, 60 minutos, 90 minutos, 120 minutos, 180 minutos, 240 minutos, 8
horas e 24 horas.”

Continuagéio do Parecer: 2.658 845

Enderego: Av. Pedro Texewa, 25

Bairro: D Pedro | CEP: 89.040-000

UF: AM Municiplo: MANAUS

Telefone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mall: cep@imtam.gov.br



65

FUNDACAQO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR W
VIEIRA DOURADQ"

Coninuachs do Pansoe: 2650845

Par fawvor, informa abaixo se vocé concorda ou nao, marcando com X uma das opgies. 58 decidir gque nao,
nao tem problema. Vocé podera continuar no estudo mesma assim.

Ma wersdo TALE_LOAZ.docx.. foi realizada uma revisdo. VERSAD 2-TALE_LOA |-Cura Vivax.docx.
Assunio: Informacdes sobre o medicamento.ltem 2. [&-se "Depois vocé vai precisar voliar aqui mais 9 vezas
nos proximos § mesas (no 7o dia, no 140 dia, no 280 dia, no 420 dia, no 630 dia, no S0o dia, no 1200 dia,
no 1500 dia & no 1800 dia). Todas as vezes nos vamos precisar firar um pouco de sangue do seu dedo para
ver 58 vocé ainda tem malaria mo sangue, aproximadamente tres gotas, firadas do seu dedo como uma
picada. Podera doer um pouco, mas o machucado ira desaparacer logo. Em algumas visitas (no Yo, 28o,
&30, 900, 1200, 1500 e 1800 dias) nis vamos precisar tirar sangue do seu brago. Dessa forma, nos vamos
conseguimos cuidar melhor da sua sadde.”

Ma versdo TALE-LOAZ docx. foi alterada para "Depois vocé vai precisar vaoltar agui mais & vezes nos
proximos & meses (amanhd, depois da amanha, no 5o dia, To 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 vamOos precisar
firar um pouco da sanguse do seu dedo para wver se voo8 ainda tem malaria no sangue, aproximadaments
ires gotas, tiradas do seu dedo como uma picada. Podera doer um pouco, mas o machucado ira
dasaparecer logo. Em algumas visitas{no 7o, 28o, 630, 900, 1200, 1500 & 1800 dias)nds vamos precisar

tirar sangue do seu braco. Dessa forma, nos vamos conseguimos cuidar melhor da sua sadde”.

As mudangas nos formularios, 580 apreseniadas com destagque no textolwso da ferramenta de controle de
alteracdes do (Microsalf Word), nos modelos anaxos.

Consideracbes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Constalei gue todas as informagbes propostas na Emenda n® 2, foram feitas alleragbes nos documentos1-

TCLE_LOAZ docx;2-TCLE_LOAZ2 Respons.docx:3-TALE-LOAZ docx.. apensados a PB datados de
25/04/2018.

Recomendaches:

Mao sa aplica

Enderego: Av. Padro Teixeira, 28

Bairra: D. Pedma | CEF: 5 040-000

LIF: AW Blunicipio: MANALS

Telefone: [a@ji2r-as72 Fax: (S2)2127-3572 E-mail: cep@imi.am.gosbr
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Continuacio do Parecer: 2.650.845

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Emenda apresentada de forma adequada a regulamentacgao ética vigente.

Diante do exposto, o voto desta relatora é pela APROVACAQ desta Emenda.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:
O presente projeto esta APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatorios, parciais e o final, do estudo conforme prevé a Resolugdo CNS n°® 466/2012, utilizando o formulario
de Roteiro para Relatorio Parcial/Final de estudos clinicos Unicéntricos e Multicéntricos, proposto pela
CONEP em nossa home page.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Basicas PB_INFORMACE)ES_BASDCAS_l 12187] 25/04/2018 Aceito
do Projeto 4 E2pdf 11:50:33
Brochura Pesquisa |Protocolo_LOA2 docx 25/04/2018 |Marcus Vinicius Aceito

11:49:15 | Guimaraes de
TCLE/Termos de |TALE_LOAZ2.docx 25/04/2018 |Marcus Vinicius Aceito
Assentimento / 11:43:49 |Guimaraes de
Justificativa de Lacerda
| Auséncia
TCLE/Termos de |TCLE_LOA2_Respons.docx 25/04/2018 |Marcus Vinicius Aceito
Assentimento / 11:43:28 |Guimaraes de
Justificativa de Lacerda
(Auséncia TR = o
TCLE/Termos de |TCLE_LOA2.docx 25/04/2018 |Marcus Vinicius Aceito
Assentimento / 11:42:58 |Guimaraes de
Justificativa de Lacerda
LAuSENcia - - _— R — :
Projeto Detalhado / |CuraVivax_LOA1_180717.docx 19/07/2017 |Marcus Vinicius Aceito
Brochura 0328:54 |Guimaraes de
Projeto Detalhado / |CuraVivax_LOA1_180717 pdf 19/07/2017 |Marcus Vinicius Aceito
Brochura 03228:18 |Guimaraes de
 Investigador Lacerda
TCLE/Termos de |TCLE_LOA1_CuraVivax_Responsaveis.| 19/07/2017 |Marcus Vinicius Aceito
Assentimento / docx 0327:09 |Guimaraes de
Justificativa de Lacerda
TCLE/Termos de |TALE_LOA1_CuraVivax.docx 19/07/2017 |Marcus Vinicius Aceito

Enderego: Av. Pedro Temeira, 25

Bairro: D. Pedro |
UF: AM

Telefone: (92)2127-3672

CEP: £8.040-000

Municipio: MANAUS

Fax: (92)2127-3572

E-mail: cep@imt.am.govbr
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asil
VIEIRA DOURADO"
Continuaclio do Farecer: 2,658 845
Azsentimento f TALE_LOA1 _CuraVivax.docx 03:26:56 |Guimargess da Aceilo
Justificativa de Lacerda
Auséncia
TCLE ! Termos de | TCLE_LOAT_CuraVivax.docx 19072017 | Marcus Vinicius Aceilo
Assentimenta [ 03:26:35 |Guimardes da
Justificativa da Lacarda
Ausancia
Projeto Detathado ! | Protocolo.pdf 0B/OE201T | Marcus Vinicius Aceilo
Brochura 14:47:16 |Guimaraes da
Investigadar Lacards
Declaragao da Daclaracan_dessnho_sstudo. pdi 08062017 | Marcus Vinicius Aceilo
Pasquisadores 13:53:58 |Guimaraes da
TCLE/ Termos de | TALE_CuraVivax.docx O7/D6/2017 |Marcus Vinicius Aceito
fAszsentimenta / 20:31:20 | Guimaraes da
Justificativa de Lacerda
Ausancia _ _ _
TCLE/ Termos de | TCLE_CuwraVivax_Hesponsaveis.docx OFDE2017 | Marcus Vinicius Aceito
Assentimenta [ 20:30:41 | Guimardes da
Justificativa de Lacerda
Auséncia
TCLE ! Termos de | TCLE_CuraVivax docx OF0e2017 | Marcus Vinicius Aceilo
Azsentimento / 202858 |Guimarges da
Justificativa da Lacarda
Ausancia
Cutros Draclaracao_apoio_gowverno._pdf OFD&R2017 | Marcus Vinicius Aceaito
115150 |Guimaraes da
[Cutros Anuencia_LAC.pdt O7/D6/2017 |Marcus Vinicius Aceito
11:48:38 | Guimaraes da
[Cutros Anuencia_DAM.pdf O7/DG/2017 |Marcus Vinicius Aceito
11:48:00 |Guimaraes da
[Dedlaragao de Lista_membros.pdf O7/DG/2017 | Marcus Vinicius Aceito
Pasquisadores 11:43:30 | Guimaraes da
Lacerda
Decdlaracao da Armazenamento_amostras. pdf OFMDE2017 | Marcus Vinicius Aceaito
Manussio Material 11:42:00 | Guimardes da
Biologica f Lacarda
Biore positdrio £
Biobanco _ _ _
Declaragao da Daclaracao_cumprimento_resolucoes.pd 07062017 | Marcus Vinicius Aceilo
Pasquisadores f 114103 | Guimardes da
[Declaracao de InfraEstrutura.pdf O7/06/2017 |Marcus Vinicius Aceito
Instituicao a 10:08:38 | Guimaraes de
Infrasstrutura Lacards

Enderego:  Av. Pedro Temeira, 25

Bairra: D. Pedra |
LPF: M
Telefone: (92i3127-3672

CEP:  Eou040-000

Municipio: MANALES

Fax: (82)2127-3572

E-mail: cep@fmt.am.goebr
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Continuaglo do Parecer: 2.650.845
Qutros SafetyManagementPlan.pdf 07/06/2017 |Marcus Vinicius Aceito
0923:15 |Guimaraes de
Lacerda
Qutros ST_Agreement.pdf 07/06/2017 |Marcus Vinicius Aceito
09:21:00 |Guimaraes de
lacerda
Folha de Rosto FolhaDeRosto.pdf 07/06/2017 |Marcus Vinicius Aceito
09:08:44 |Guimaraes de
Lacerda
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

MANAUS, 17 de Maio de 2018

Assinado por:

Marilaine Martins
(Coordenador)

Enderego: Av. Pedro Tewxeira, 25

Bairro: D. Pedro |
UF: AM

CEP: $8.040-000

Municipio: MANAUS

Telefone: (32)2127-3872 Fax: (82)2127-3572

E-mail: cep@fmt.am.govbr




