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EPIGRAFE

“Mas, buscai primeiro o reino de Deus, e a sua justica,

e todas estas coisas vos serao acrescentadas”

(Mateus 6:33 — Biblia ACF)



RESUMO

A malaria € uma hemoparasitose infecciosa, de transmissao vetorial, que possui
grande relevancia para a saude global. No Brasil, a regido Amazénica brasileira
concentra cerca de 83% dos casos de malaria por Plasmodium vivax. A primaquina
(PQ) é o antimalarico disponivel para prevenir recaidas de malaria por P. vivax e atua
apos a sua biotransformacdo por enzimas hepéticas metabolizadoras como a
CYP2D6. A CYP2D6 é uma enzima hepética que possui grande potencial polimérfico,
0 que afeta a farmacocinética da PQ. Além disso, a deficiéncia da enzima G6PD
(G6PDd) em pacientes com malaria faz com que as hemacias figuem altamente
vulneraveis ao estresse oxidativo e assim, mais suscetiveis a hemdlise por PQ. Este
trabalho teve como objetivo avaliar o risco de hemdlise das variantes de CYP2D6 em
deficientes de G6PD na Amazobnia brasileira. Trata-se de um estudo caso controle.
Foram incluidos como casos: deficientes de G6PD com teste baseado no resultado
do fluorescent spot test que relataram sinais associados a hemdélise e como controles
participantes deficientes que ndo relataram sinais associados a hemolise no episédio
de malaria. Os dados epidemiolégicos foram obtidos através do autorrelato de
individuos do sexo masculino de diferentes locais da Amazénia em um questionario
padronizado. Os testes de genotipagem para CYP2D6 (11 SNPS) e G6PD (variantes
Africanas (A+ e A-) e Mediterranea (B)) foram realizados por Real-time PCR. Os
diplétipos de CYP2D6 foram determinados na plataforma R pelo pacote Haplostats e
a identificacdo dos alelos estrela seguiu a nomenclatura atual no PharmVar. Os
fendtipos preditos foram determinados por AS. Foram incluidos 97 casos e 140
controles. Os casos tiveram em média 3,5 episddios de malaria prévia e os controles,
média de 2 (p=<0.05). Quanto ao autorrelato de sinais de hemolise, 12.1% (n=17) dos
controles ndo souberam dizer se tiveram ictericia e 5.2% (n=5) dos casos relatou
necessitar de transfusdo sanguinea prévia. Houve recorréncia de malaria em 2 casos
(2.1%) e 2 controles (1.4%), confirmadas no SIVEP-Maléaria. A maioria dos deficientes
de G6PD tinham atividade intermediaria da enzima (n=136;57,4%) e possuiam a
variante Africana A- (casos n=40; 41.2% e controles n=54; 39.1%). Em relacdo a
CYP2D6, o *2 (funcédo enzimatica normal) foi 0 mais frequente entre casos (25,2%) e
controles (25%). Dentre alelos de fungéo diminuida, *4 e *10 foram mais frequentes
entre casos (10,3% e 7,7%, respectivamente), e controles (10% e 5,7%,

respectivamente). A frequéncia de fenotipos de metabolizacdo intermediaria/lenta de



CYP2D6 entre os grupos estudados foi semelhante (gIM+gPM dos casos=21,6%;
gIM+gPM dos controles=20,7%, p=>0.05). Na analise de frequéncia alélica por
estado, *4 e *29 de funcdo diminuida foram mais frequentes no Amapa (20,4%,
p=0,034; 13,6%, p=0,041). Nao houve associa¢do entre os fenétipos de CYP2D6 e
risco de hemolise em G6PDd (OR= <1). Até o momento, nao foi encontrada influéncia
das variantes de CYP2D6 e risco de hemolise em deficientes de G6PD nos individuos
avaliados. O estudo contribui com informacdes sobre variantes genéticas e deficiéncia
de G6PD na Amazodnia e com dados inéditos de frequéncia alélica e fenétipos de
CYP2D6 em estados endémicos para malaria no Brasil.

Palavras Chaves: Plasmodium vivax, malaria, primaquina, deficiéncia de G6PD,
CYP2D6.
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ABSTRACT

Malaria is an infectious, vector-borne hemoparasitosis that is highly relevant to global
health. In Brazil, the Brazilian Amazon region accounts for approximately 83% of
cases of Plasmodium vivax malaria. Primaquine (PQ) is the antimalarial drug available
to prevent relapses of P. vivax malaria and acts after its biotransformation by hepatic
metabolizing enzymes such as CYP2D6. CYP2D6 is a hepatic enzyme with great
polymorphic potential, which affects the pharmacokinetics of PQ. In addition, G6PD
enzyme deficiency (G6PDd) in malaria patients makes red blood cells highly
vulnerable to oxidative stress and thus more susceptible to hemolysis by PQ. This
study aimed to evaluate the risk of hemolysis of CYP2D6 variants in G6PD-deficient
individuals in the Brazilian Amazon. This is a case-control study. The following were
included as cases: G6PD deficient individuals with a test based on the result of the
fluorescent stain test indicating signs associated with hemolysis and as controls,
deficient participants who did not present signs associated with hemolysis in the
malaria episode. Epidemiological data were obtained through self-reporting of male
individuals from different locations in the Amazon in a standardized questionnaire.
Genotyping tests for CYP2D6 (11 SNPS) and G6PD (African (A+ and A-) and
Mediterranean (B) variants) were performed by real-time PCR. CYP2D6 diplotypes
were determined in the R platform by the Haplostats package and the identification of
star alleles reached the current nomenclature in PharmVar. Predicted phenotypes
were determined by AS. A total of 97 cases and 140 controls were included. Cases
had an average of 3.5 previous malaria episodes and controls, an average of 2
(p=<0.05). Regarding self-reported signs of hemolysis, 12.1% (n=17) of controls were
unable to say whether they had jaundice and 5.2% (n=5) of reported cases required
prior blood transfusion. There was recurrence of malaria in 2 cases (2.1%) and 2
controls (1.4%), confirmed in SIVEP-Malaria. Most G6PD deficient individuals had
enzymatic activity (n=136; 57.4%) and had the African A- variant (cases n=40; 41.2%
and controls n=54; 39.1%). Regarding CYP2D6, *2 (normal enzymatic function) was
the most frequent among cases (25.2%) and controls (25%). Among all those with
decreased function, *4 and *10 were more frequent among cases (10.3% and 7.7%,
respectively) and controls (10% and 5.7%, respectively). The frequency of CYP2D6
slow/metabolizing phenotypes among the studied groups was similar (gIM+gPM of
cases=21.6%; gIM+gPM of controls=20.7%, p=>0.05). In the analysis of allele
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frequency by state, *4 and *29 of decreased function were more frequent in Amapa
(20.4%, p=0.034; 13.6%, p=0.041). There was no association between CYP2D6
phenotypes and risk of hemolysis in G6PDd (OR= <1). To date, no influence of
CYP2D6 variants and risk of hemolysis in G6PD deficient individuals has been found
in the individuals evaluated. The study contributes with information on genetic variants
and G6PD deficiency in the Amazon and with unprecedented data on allele frequency

and CYP2D6 phenotypes in malaria-endemic states in Brazil.

Keywords: Plasmodium vivax, malaria, primaquine, G6PD deficiency, CYP2D6.



Xiii

RESUMO LEIGO

A maléria € uma doenca transmitida por picada de mosquito infectado pelo parasita
Plasmodium vivax, que possui grande relevancia para a saude da regiado Amazénica
brasileira. A primaquina é o medicamento disponivel para tratar a pessoa que esta
com malaria e atua apos a sua transformacéao pelo figado. Tal transformacéo sofre
grande variagdo na populacdo, o que pode resultar em falha do tratamento. Além
disso, h& diferencas na tendéncia da populacdo ao apresentar sinais de sangramento
como urina escura e pele amarelada apos o tratamento. Diante disso, nesse estudo
foi mostrado que as variacdes genéticas ndo estavam associadas com maior risco de
falha terapéutica e hemodlise. No entanto, foi mostrado que algumas variacdes
genéticas foram mais frequentes no estado do Amapéa do que em outros estados da
Amazbnia brasileira e que novos estudos s80 necessarios com 0 objetivo de
esclarecer a influéncia da variacdo da transformacéo da primaquina pelo figado em

pessoas com resposta mais suscetivel a sangramentos no tratamento da malaria.
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1.INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA NO MUNDO

A malaria é uma hemoparasitose infecciosa, de transmissao vetorial, que possui
grande relevancia para a saude global. E transmitida ao humano pelo repasto
sanguineo do mosquito do género Anopheles infectado com protozoarios do género
Plasmodium, sendo seis espécies distintas: Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, Plasmodium knowlesi e Plasmodium

simium (1,2).

Em 2022, ocorreram aproximadamente 249 milhdes de casos e 608 mil mortes no
mundo, principalmente em paises africanos (3). A Africa é responséavel por cerca de
95% dos casos e 96% das mortes em todo o mundo e, criangas menores de 5 anos
representam 80% das mortes nesta regido (3). Nas Américas, P. vivax é predominante

representando 68,3% dos casos (4-6).

. Transmissdo da maldria ndo é conhecida
Transmissdo da maléria ocorre em alguns lugares
. Transmissdo da malaria ocorre em todo territério

Figura 1 - Mapa de ocorréncia de malaria no mundo. Fonte: Adaptado de CDC,
2022 (7)
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O P. falciparum é o principal parasita responsavel pela morbidade e
mortalidade da maléria, contudo, a infec¢do causada pelo P. vivax, que a principio ndo
era considerada uma infecgéo fatal, passou a se destacar por sua ampla distribuicao

geografica e por seu potencial de evoluir para maléaria grave e morte (4,6).

1.1.2 Epidemiologia da malaria no Brasil

Em 2022, no Brasil, foram registrados 131.224 casos de malaria. Dos casos
autéctones, sendo 84,2% por P. vivax e 13,9% por P. falciparum. A malaria mista foi
presente em 1,8% dos casos (6,8). Na regidao extra-amazonica, 80% dos casos
registrados sdo importados dos Estados da Amazobnia legal e/ou do continente
Africano, porém a transmisséo residual ocorre principalmente em areas de Mata
Atlantica (SP, MG, RJ e ES) (8,9).

A transmissdo ocorre principalmente pela picada da fémea do mosquito
Anopheles sp., sendo o Anopheles darlingi, o principal vetor da maléaria no pais, cujos
criadouros preferenciais sdo cole¢des de agua limpa, quente, sombreada e de baixo
fluxo, muito frequentes na Amazbnia brasileira (Acre, Amazonas, Amapda, Para,
Rondbénia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranhdo), considerada a éarea

endémica do pais para malaria com 99% dos casos (8).
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sl
ClassificacBo de Risco - [PA 2022
Sem transmissao
Muto Bao risco
Baixo risco
B Médo risco
Bl Alto risco
D 500 1,000 km
L I

Figura 2 - Mapa de risco de malaria por municipio de infec¢do. Dados do Sivep-Malaria
atualizados em 18/08/2023. Dados do Sinan atualizados em 12/09/2023. * Dados de 2022

sao preliminares. Fonte: Ministério da Saude, 2024 (2).

1.2 CICLO BIOLOGICO

A infeccéo natural da malaria ocorre apos a inoculacéo dos esporozoitos na pele
através da picada do mosquito vetor, os quais invadem os hepatécitos e la se
multiplicam dando origem a milhares de merozoitos que rompem os hepatdcitos, vao
para a corrente sanguinea e invadem os eritrécitos. Ha ainda um periodo de
desenvolvimento diferente nas células do figado entre as espécies do parasita, o P.
falciparum e P. vivax se desenvolvem por aproximadamente uma semana, e cerca de
duas semanas nas infec¢des por P. malariae. Nas infec¢des por P. vivax e P. ovale,
parte dos parasitos se desenvolvem rapidamente e continuam o ciclo, enquanto outros

se diferenciam em hipnozoitos e ficam latentes no figado podendo causar recaidas da
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doenca apos diferentes periodos de incubacdo, normalmente, dentro dos seis

primeiros meses apos o tratamento (8) (Figura 3).

A segunda fase do ciclo é chamada de esquizogonia sanguinea e se
caracteriza pelo aparecimento dos sintomas da malaria. Nesta fase os merozoitos
formados rompem os eritrocitos infectados e invadem outros, com repeticdo desse
ciclo a cada 48 horas nas infec¢des por P. vivax e P. falciparum e a cada 72 horas
nas infec¢des por P. malariae (8). Algumas geracfes de merozoitos se diferenciam
em formas sexuadas, os gametdécitos. O macrogameta € o gametocito feminino e o
microgameta € o masculino. Esses gametas permanecem indivisiveis no interior dos
eritrocitos até serem ingeridos pelo mosquito vetor para dar inicio ao ciclo sexuado
onde irdo se fecundar para a formacgédo do esporozoito, forma que é transmitida ao

homem no momento da picada pelo inseto (Figura 3) (8).

No mosquito, € realizada a reproducdo sexuada do parasito, o ciclo
esporogobnico. No inicio desse ciclo, 0 mosquito ingere os gametdcitos, contudo, a
presenca de gametocitos no sangue periférico ndo resulta necessariamente em
infeccdo do mosquito. Apos a ingestdo, a chance da infeccdo ser bem sucedida esta
relacionada a fatores como a maturidade do gametdcito, a concentracdo de formas
masculinas e femininas e a resposta imune do hospedeiro (10). J& dentro do estdbmago
do mosquito, 0s microgametas penetram 0s macrogametas, gerando zigotos. Os
zigotos se desenvolvem no Iimem do intestino médio do mosquito em oocinetos
moveis que invadem a parede do intestino médio do mosquito, onde se desenvolvem
em oocistos. Os oocistos crescem, rompem e liberam esporozoitos que se dirigem as
glandulas salivares do mosquito. A continuidade do ciclo bioldgico se da a partir da
inoculacdo dos esporozoitos em um novo hospedeiro, e, se este ciclo for bem

sucedido, chega a durar entre 10 a 18 dias (Figura 3) (11-13).
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Esporozoitos inoculados
pelo mosquito
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Figura 3 - Ciclo bioldgico do Plasmodium vivax. Fonte: Adaptado de Mueller, 2009 (14).

1.3 MANIFESTACOES CLINICAS E DIAGNOSTICO

O periodo de incubacdo da malaria pode variar de 8 a 30 dias de acordo com
a espécie do parasita, no entanto, pode ocorrer apés meses em condi¢cdes especiais,
no caso de P. vivax (8). A apresentacdo clinica da malaria pode variar de
manifestacfes oligossintomaticas até quadros graves e letais. Os sinais e sintomas
iniciais sd@o inespecificos assemelhando-se a outras doencas febris agudas, sendo

assim, necesséria a confirmagéo laboratorial para o tratamento (8).

O acesso malérico caracteriza a crise aguda da maléria, com a presenca de
calafrio, febre e sudorese. A duracéo é variavel de 6 a 12 horas e pode cursar com
temperatura igual ou superior a 40°C, contudo, nem sempre € possivel observar esse
padrdao de febre a cada dois dias. Além disso, a fase aguda geralmente é
acompanhada de cefaleia, mialgia, nduseas e vomitos. Nos casos em que o paciente
apresente qualquer sinal de evolucao para gravidade € importante que os profissionais
de saude estejam alertas e reconhecam os sinais de malaria grave para que as

medidas adequadas sejam instituidas imediatamente (8).
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1.4 Plasmodium vivax

A malaria por P. vivax € a mais prevalente na Amazobnia brasileira,
representando 86% dos casos (8). P. vivax apresenta algumas caracteristicas
biolégicas como: desenvolvimento em temperaturas mais baixas durante a
esporogonia, preferéncia pela invasdo de reticulocitos e a capacidade dos
gametocitos de P. vivax se desenvolverem precocemente, sendo observados na
circulacao periférica antes ou no inicio dos sintomas clinicos, e a capacidade do P.
vivax de permanecer latente no figado causando recaidas através dos hipnozoitos
(14,15). A peculiaridade de recorréncia do P. vivax € uma das principais razfes para
a transmissao global sustentada da malaria apds a ativacdo do periodo de laténcia

dos hipnozoitos de maneira ainda ndo bem descrita na literatura (8).

1.4.1 Tratamento

O tratamento visa atingir o parasito em diferentes fases de seu ciclo evolutivo:
(@) interrupcdo da esquizogonia sanguinea, responsavel pela patogenia e
manifestacdes clinicas da infeccdo; (b) destruicdo de formas latentes do parasito das
espécies P .vivax, evitando assim as recaidas; (c) interrupcdo da transmissao do
parasito, pelo uso de drogas que impedem o desenvolvimento de formas sexuadas
dos parasitos (16). No Brasil, a combinac¢ao de cloroquina (CQ) e primaquina (PQ) ou
tafenoquina (TQ) € utilizada como primeira linha de tratamento para casos néo

complicados de P. vivax (5).

O esquema terapéutico recomendado consiste na administracdo de CQ por 3
dias (10mg base/kg no 1° e 7,5mg/kg no 2° e 3°dia) combinada com PQ por 7 dias
(0,5mg/kg/dia) para o tratamento radical (8,17). Contudo, o status de G6PD deve
servir como orientagdo para administragdo da PQ. Nestes casos, PQ deve ser
administrada a 0,75 mg/kg semanalmente por 8 semanas, com supervisdo medica
para potencial hemdlise induzida por PQ, pois um individuo com atividade de G6PD
<30% do normal corre alto risco de apresentar hemolise grave apos a administragéo

de altas doses de PQ. Considera-se, assim, que a gravidade da anemia hemolitica
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depende da dose de PQ e da variante G6PD. Quando o status G6PD € desconhecido

deve ser feita uma avaliac&o dos riscos e beneficios da adicdo de PQ (18) (Figura 4).

Pacientes (homens e mulheres) com confirmagao de malaria por P. vivax e P. ovale. - N
(exceto mulheres gravidas, criangas <6 meses e _’ Teste qualitativode
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* Mais informacdes na avaliagao de risco-beneficio, orientacao ao paciente e supervisao médica é provido no texto. ]

Figura 4 - Fluxograma para testagem rapida de G6PD e interpretacdo dos
resultados para admnistracdo de primaquina. Fonte: Adaptado de WHO, 2018
(19)

Dessa forma, trabalhos demonstraram que o uso da PQ em individuos
deficientes da enzima G6PD, mulheres gravidas e em fase de amamentacéo, além de
criancas menores de seis meses e individuos que apresentam fendtipo de
metabolismo prejudicado para o tratamento sdo limitacbes importantes para a

eliminacao eficiente e segura da malaria por P. vivax (20,21).
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O objetivo principal do tratamento da malaria causada pelo P. vivax € a
eliminacao das formas sanguineas e hepaticas do parasita para prevenir a recorréncia
da doenca. Dessa maneira, 0s casos em que ha detec¢cdo de um novo episédio de
parasitemia ap0s uma infec¢éo prévia, sdo chamados de recorréncias. A recorréncia
pode ocorrer por: reinfeccdo, através de uma nova picada do mosquito;
recrudescéncia, devido um novo aparecimento de parasitas por falha terapéutica; e
recaida, por reativacdo de hipnozoitos apds seu estado de laténcia. Contudo, a
distingéo dos tipos de recorréncia é limitada em areas endémicas (22,23) (Figura 5).
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Figura 5. Tipos de recorréncia por P. vivax. Fonte: Gisely Cardoso (coautora).

1.4.1.1 Primaquina

A PQ é o antimalarico disponivel para prevenir recaidas de malaria por P. vivax,
e estd associada a inativagdo dos hipnozoitos, os quais sdo formas latentes do
parasito que podem persistir no figado e ser ativados ap0s semanas, meses ou anos
apos a primeira infec¢édo (12,14).
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O mecanismo de acdo da PQ ainda néo é totalmente compreendido. Contudo,
sabe-se que ela pertence a classe das 8-aminoquinolina e que sua hidroxilacado por
reacOes de oxidacdo/ reducdo (fase I) por enzimas hepaticas metabolizadoras do
citocromo P450 (CYP), da origem a metabdlitos instaveis que sao responsaveis tanto
pela sua eficacia quanto pela toxicidade hemolitica. Assim, as reacdes de oxidacao-
reducdo geradas por seus metabdlitos formam espécies reativas de oxigénio que

geram estresse oxidativo e dano celular no parasita (24,25).

A metabolizacdo da PQ se inicia no trato grastroinstestinal, onde é absorvida
rapidamente e atinge picos de concentracdo em 1-4 h, com biodisponibilidade de 96%
e meia-vida de eliminacdo de 4-6h (18). Dentro desse periodo, necessita ser
biotransformada em metabdlito ativo para exercer seu efeito antimalérico (26). (26).
Foram identificados 3 metabodlitos ativos de PQ, sdo a 8-(3-carboxil-
1metilpropilamino)-6-metoxiquimolina, a 5-hidroxiprimaquina e a 5-hidroxi-6-
desmetilprimaquina, contudo, o derivado carboxil € o principal metabdlito encontrado

no plasma humano (27).

Duas vias principais sé@o responsaveis pela biotransformacdo da PQ: a via
monoamina oxidase (MAO-A) e a via citocromo P-450 (Figura 5) (24). A MAO-A gera

derivados de aldeidos, como a carboxiprimaquina, metabdlito predominante, porém
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inerte (28,29). A biotransformacdo mediada pelas enzimas do citocromo P450 é
atribuida principalmente a enzima CYP2D6 (29).

Figura 5 — Metabdlitos gerados pelas vias MAO-A e CYP2D6. Fonte:
Adaptado de Marcsisin et al., 2016 (24).

A eficacia da PQ tem sido colocada a prova quando varios casos de recaida de
P. vivax foram relatados em pacientes tratados com doses padrao (30,31). Associa-
se a falta de eficacia da PQ a fendtipos metabolizadores prejudicados por
polimorfismos no gene do citocromo P450 2D6 (CYP2D6) (20).

Estudos recentes demonstram que ha uma variabilidade geografica e
interétnica significativa associada aos fenotipos de metabolizadores de CYP2D6, com
proporc¢des altas de metabolizadores com atividade alterada em areas endémicas de
P. vivax que podem repercutir no papel da PQ na eliminagéo de P. vivax (20).

1.5 CYP2D6

A CYP2D6 é uma das enzimas integrantes do grupo das CYPs, responsavel
pela metabolizacdo de cerca de 25% de todos os farmacos clinicamente utilizados,
entre eles antidepressivos, beta-blogueadores, neurolépticos, antiarritmicos,

antieméticos, anti-histaminicos e antivirais (32,33).

A enzima CYP2D6 possui grande potencial polimérfico, o que afeta a
farmacocinética de cerca de 50% dos farmacos que sdo substratos dela, dentre eles
a PQ. Atualmente, mais de 100 variantes do gene CYP2D6 ja foram identificadas, as
quais podem dar origem a alelos associados a atividade nula, reduzida, normal ou
aumentada da enzima (32). Entre as variantes que possuem maior relevancia estéo
CYP2D6*2 (atividade normal), CYP2D6*4 e CYP2D6*5 (atividade nula), e
CYP2D6*10, CYP2D6*17 e CYP2D6*41 (atividade reduzida) (32,33).

As variagdes genéticas em CYP2D6 resultam em fenotipos classificados como

metabolizadores ultrarrapidos, extensivos, intermediarios e lentos. Os
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metabolizadores ultrarrapidos (QUM) sé@o aqueles com numero de copias aumentadas
do gene de um mesmo alelo ativo, enquanto metabolizadores intermediarios (gIM) e
lentos (gPM) possuem um ou dois alelos com atividade diminuida ou nula. S&o
chamados metabolizadores extensivos (gEM) ou normais (gNM) os individuos que

possuem pelo menos um alelo com atividade normal da enzima (34,35).

Héa um sistema elaborado por Gaedigk et al. (2007), atualizado por Caudle et
al. (2020), capaz de traduzir o gendtipo de um individuo em atividade predita de
CYP2D6. Nesse sistema, cada alelo tem valor de atividade atribuido de acordo com a
sua funcdo enzimatica, assim € possivel obter um escore de atividade (AS) a partir da
soma da atividade de cada alelo. Os alelos receberam entéo os seguintes valores:
ndo funcionais — 0; fungéo intermediaria — 0,5 e 0,25; — normais — 1,0; funcdo
aumentada — 2,0. A combinacdo dos valores dos alelos permite que o fenétipo do
individuo seja predito a partir do genétipo em guUM, giM, gPM ou geM (gNM) (32,36)
(Figura 6).

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

Intermedidria 0,25

Néo funcional 0,0

Figura 6 - Resumo do escore de atividade do fen6tipo predito de CYP2D6
Fonte: Adaptado de Baird et al., 2018 (37) e atualizado de Caudle et. al., 2020 (38)

Atualmente, existem 133 alelos de CYP2D6 descritos, contudo, a distribui¢cdo
alélica e atividade metabolizadora tem sido descrita da seguinte forma (39,40) (Figura
7):
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Fenotipos preditos AS Gendtipos (exemplos)  Atividade enzimatica
Lentos (gPM) 0 *3/%4, *4/*%4, *5/*5, *5/*6 Nula

*4/%10, *4/*41, *10/*10,

Intermediarios (gIM) 0<x<1.25 £10/*41, *41/%41, *1/*5 Reduzida
*1/*10, *1/¥41, *1/*9
Extensivos (gEM) 1.25<x<2.25 *1/%] :"1/*2 *iXZ/*l(,) Normal
*71 /% *1 /%
Ultrarrapidos (gUM) >2.25 I7¥1xN, *17*2xN, Aumentada

*2/%2xXN, *1x2/*9

Figura 7. Exemplos de gendétipos de CYP2D6 associados a fenédtipos
preditos e atividade enzimatica a partir do AS. Fonte: Adaptado de Caudle et al.,
2020; Gaedigk et al., 2007 (36); Ingelman-Sundberg et al., 2005 (33).

Quanto as frequéncias fenotipicas de CYP2D6 mundialmente, os
metabolizadores extensivos (normais) possuem prevaléncia entre 67-90%. Os
metabolizadores intermediarios entre 0,4 a 11% e os metabolizadores lentos entre 0,4
e 5,4%. J& os metabolizadores ultrarrapidos entre 1 a 21% dos individuos (32). No
Brasil, os metabolizadores extensivos sao representados por 83,5% da populagéo,
seguidos de 3,7% de metabolizadores ultrarrapidos e 2,5% de metabolizadores lentos
(41).

Estudos apresentam frequéncias alélicas de CYP2D6 amplamente distribuidas
entre os diferentes grupos étnicos (32,41). O alelo CYP2D6*10 tem uma média de
frequéncia de 45% na Asia e menos frequente na Oceania (1,6%) e na Europa (2,6%).
Enquanto que o alelo CYP2D6*4 € prevalente entre judeus Ashkenazi (22%) e
europeus (18%), em asiaticos a prevaléncia média é de 0,6%. O CYP2D6*17 foi
relatado na Africa (20%) e possui média de 18% entre afro-americanos (32). As
variantes de CYP2D6 tem ampla distribuicdo no Brasil, contudo, a CYP2D6*1 e a
CYP2D6*2 séo as mais frequentes, além disso, as varia¢cdes de mais de duas copias
tém média de 6,3%, no Sul do Brasil a 10,2% no Norte do Brasil (41)

Véarios estudos descreveram que a eficacia da PQ é comprometida por
polimorfismos no gene do CYP2D6 e que a diminuicdo ou auséncia da atividade de
CYP2D6 contribui para a falha terapéutica da PQ (20,30,42—44). Marcsisin et al.

(2016), mostraram que os resultados de estudos em humanos e ratos ajudam a tracar
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um quadro do perfil farmacocinético e de metabdlitos da PQ no contexto do
metabolismo de CYP2D6. Dessa forma, foi demonstrado que os niveis de PQ nao
metabolizada em um metabolizador pobre seriam mais altos em comparacao a outros
metabolizadores (curva preta). No entanto, a atividade baixa ou nula de CYP2D6, ndo
produziria um metabdlito reativo eficiente (curva vermelha) (Figura 8A). O
metabolizador intermediario de CYP2D6 apresentou niveis de PQ originais e
metabolitos reativos que ficaram entre os niveis de metabolizadores pobres e
extensivos nesse estudo, e o resultado clinico para este grupo é dificil de prever, pois
ha vérios fatores de confusdo a serem incluidos; gravidade da deficiéncia da enzima

CYP2D6, peso corporal total e dose total administrada (Figura 8B) (24).

Assim, tanto para individuos metabolizadores pobres e intermediarios de PQ ,
o tratamento € limitado, e os antimalaricos como cloroquina, artemeter/ lumefantrina
sao as alternativas a esse tratamento, associados a agentes profilaticos e educacéo
do paciente para procurar tratamento médico se o0s sintomas da malaria
surgirem/retornarem. O metabolizador normal apresentou os niveis mais baixos de
PQ nédo metabolizada e a maior producdo de metabdlitos reativos em comparacao
com o0s outros dois grupos discutidos (Figura 8C) (24). Um outro grupo é o de
metabolizadores ultrarrapidos. Estes, exibem o maior metabolismo da PQ através da
CYP2D6, no entanto, o resultado clinico da terapia com PQ neste grupo ainda precisa
ser determinado, no entanto, sugere-se que o fenoétipo ultrarrapido CYP2D6 seja

menos suscetivel a recorréncia e falha de PQ (24,43,45).
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Figura 8 - Farmacocinética predita da primaquina no tratamento de

maléaria por P. vivax. Fonte: Adaptado de Marcsisin et al., 2016 (24).

A falha terapéutica na maléria por P. vivax foi relatada por Bennet et al., 2013
e Baird et al.,2018 (20,30), atribuida aos polimorfimos de CYP2D6, que resultou em
baixos niveis de metabdlitos ativos por diminuigdo na metaboliza¢éo da droga. Em um
estudo realizado em Madagascar, 34,6% dos individuos foram preditos como
metabolizadores intermediarios (IM) com escore de atividade enzimatica (AS) <
1,0; tanto o fendtipo IM quanto o AS < 1,0 foram associados a falha terapéutica da PQ
(46).

Brasil et al., 2018 associaram a reduzida metabolizacdo da PQ por fendtipo
CYP2D6 gPM a recorréncias (42). Cardoso et al., 2022 descreveram gue 0s pacientes
com o fendtipo predito CYP2D6 gUM foram menos suscetiveis a falha da PQ e
identificados com maior frequéncia nos individuos sem recorréncia, o que se relaciona

com a biotransformacao necesséria para a agao antimalérica da PQ (43).



30

Ha a hipotese de que individuos com o fenétipo CYP2D6 gUM apresentem
concentracfes ideais de metabdlitos ativos e com iSSoO sejam menos suscetiveis a
falha terapéutica. Contudo, a concentracdo de metabdlitos da PQ em individuos com
fenétipo CYP2D6 UM ainda nao foi determinada com preciséo (43).

1.6 DEFICIENCIA DE G6PD

A deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase — G6PD - é uma alteracao
genética hereditaria ligada ao cromossomo X e € encontrada particularmente em
individuos com ascendéncia africana, asiatica ou mediterranea. Em pessoas com a
deficiéncia na enzima G6PD (G6PDd), os eritrécitos tém reducdo na capacidade de
defesa contra o estresse oxidativo causado por alguns medicamentos, incluindo a PQ,

e se tornam altamente suscetiveis & hemolise (47-49).

O papel da enzima G6PD nos eritrécitos é proteger a célula do estresse
oxidativo através da producdo de NADPH. A G6PD ¢é a unica fonte de producédo de
NADPH disponivel, e, por sua vez, o NADPH ¢ a tnica forma de manter quantidade
suficiente de glutationa reduzida (GSSH) para assim proteger a célula de danos
oxidativos. Em condicbes normais, os eritrécitos possuem a razao entre glutationa
oxidada e glutationa reduzida de 100:1. Se as concentracdes de NADPH n&o podem
ser mantidas, como na deficiéncia de G6PD, os niveis de GSSH caem e ocorre maior
dano oxidativo na célula, seguido de hemdlise ao haver exposicdo a agentes
oxidantes (Figura 9) (50,51).

Nos eritrocitos, a enzima G6PD atua em cerca de 1 a 2% do seu potencial, e
dispde de um aporte redutor de reserva suficiente para proteger a célula em caso de
dano oxidativo. Em eritrécitos que tem a deficiéncia da enzima, esse aporte reserva
ndo esta presente, assim, ndo ha producéo suficiente de NADPH ao haver dano

oxidativo celular, levando aos desfechos patoldgicos (52).
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Figura 9 - Via metabdlica simplificada da enzima G6PD. Fonte: Gisely Cardoso

(coautora)

Atualmente, 200 variantes de G6PD sdo conhecidas, e aproximadamente
metade sdo polimorficas. Uma estimativa atual € de que aproximadamente 500
milhdes de pessoas sejam afetadas no mundo pela deficiéncia de G6PD, mas com
diferencas na prevaléncia, que variam de 0 nas popula¢cées amerindias originais a

20% ou mais em partes da Africa e da Asia (Figura 10) (48).
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Figura 10 - Epidemiologia da deficiéncia de G6PD. Fonte: Luzatto et al., 2020 (48)

No panorama global das regibes endémicas para malaria, as Ameéricas
apresentam a menor frequéncia de individuos com G6PDd. No Brasil, ha uma
frequéncia de 4,5 a 10% de G6PDd e a regido Amazonica apresentou uma taxa de
5.6% de G6PDd em seis estados: Acre (8.3%), Amapa (5.8%), Para (5.7%), Ronddnia
(5.4%), Roraima (4.2%) e Amazonas (4.0%) (53) (Figura 11).
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Figura 11 - Prevaléncia de G6PDd em seis estados da Amazbnia
brasileira. Fonte: Nascimento et al., 2022 (53)

Na populacao brasileira, ha o predominio da variante Africana G6PD A -, apesar
de existirem registros das variantes Mediterranea, Seattle, Chatham, e alelos da Bahia
e Sao Paulo (54-57). Na regido Amazonica, a variante Africana A- foi identificada em
39.3%, a Africana A+ em 6.2% e alguns estudos estudos relataram a presenca da
variante Mediterranea (45,53,55).

A variante Africana G6PD A- possui atividade enziméatica residual de cerca de
5-10% dos niveis normais e a toxicidade da PQ nesses individuos é relativamente leve
e autolimitada, embora aparentemente menos grave ndo deve ser universalmente
caracterizada como “leve”, pois isso pode resultar na confianga equivocada em uma

aplicacao relativamente descuidada da droga. A variante Mediterranea de G6PD
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apresenta atividade enzimatica <1% e pode ocasionar anemia hemolitica aguda apés
tratamento com PQ. Ja a variante Mahidol apresenta sensibilidade intermediaria entre

as variantes mencionadas (47).

O grau do quadro de hemdlise em pacientes com G6PDd depende, portanto,
da dosagem, da variante G6PD envolvida, condicdo de saude do paciente em
tratamento e status genotipico do individuo (hemizigoto, homozigoto ou heterozigoto).
Uma vez que o gene G6PD esté localizado no cromossomo X, os homens tém apenas
uma coépia do alelo, enquanto que mulheres tém duas cépias de alelos. Dessa forma,
homens podem ser hemizigotos G6PD normal ou hemizigotos com G6PDd, mas as
com G6PDd ou

mulheres podem ser homozigotas normais,

heterozigotas para G6PD (Figura 12) (58,59).

homozigotas

Gendtipos
vw v LAV) (SAv) o
Eid - - - 43 ca qﬁ Cb
Homozigota Hemizigoto Heterozigota Homozigota Hemizigoto
feminina masculino feminina feminina masculino
& C ()
= & o %%s Sos
enotipos - [ ;
S ¢ ® ®
5y
<30% <30-80 % >80%
DEFICIENTE NORMAL
NiVEL DE ATIVIDADE DE G6PD

Figura 12 - Gendtipos e fenétipos da deficiéncia de G6PD. Fonte:

Adaptado de WHO, 2018 (58)

A OMS estabeleceu uma classificacdo para variantes G6PD com base no grau

de deficiéncia enzimatica e manifestacdes clinicas relacionadas (Figura 13) (49,58).

Nessa classificacdo, a variante Africana (mais comum) e a variante Seattle
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correspondem a classe lll, com atividade que varia de 10 a 60% da atividade
enzimatica normal. J4 a variante Mediterranea (comum) foi considerada da classe I,

gue corresponde a menos que 10% de atividade normal de G6PD (Figura 13) (49).

CLASSE CARACTERISTICAS
+ <10% da atividade normal de GGPD

+ Ospacientes podem ter hemolise sem estresse
oxidativo

+ Associado aanemia hemolitica nao esferocitica
crénica

+« Muitoraro

Il + <10% da atividade normal de GEGPD

+« Semhemédlise no inicio ou anemia hemolitica ndo
esferocitica crénica

+ Incluivariante Mediterranea (comum) e variante
Union

I * 10% - 60% da atividade normal da G6PD

« Inclui variante Africana (comum) e variante Seattle
\% * 60% - 100% da atividade normal da G6PD
Vv * Atividade de G6PD acima do normal

*Apenas 1 casorelatado

Figura 13. Classificacdo da Organizacao Mundial da Saude para as variantes de
G6PD.Fonte:Adaptado de Belfied, K D; Tichy, E M, 2018 (49)

A recomendacdo da OMS ¢ a realizacdo do teste de G6PD antes do uso da PQ
(60). Os testes disponiveis podem ser feitos por genotipagem (detec¢cdo molecular
para o gene G6PD) ou fenotipagem (deteccdo da atividade enzimatica). O ensaio
espectrofotométrico € o teste padrdo-ouro. Contudo, o diagndéstico da deficiéncia pode
ser complicado e oneroso quando inclui espectrofotometria e coloracdo citoquimica,
pois séo testes que necessitam de laboratérios bem equipados e equipe técnica bem
treinada (58,61,62).

Para melhor avaliagédo e gerenciamento de casos, assim como o tratamento da
malaria, deve ser escolhido um teste que expresse a atividade enzimatica com a

concentracdo de hemoglobina (Ul/gHb) ou contagem de eritrocitos detectada no
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sangue. Diante disso, os testes rapidos disponiveis para dosar a enzima podem ser
suficientes para individuos com atividade menor que 30%, porém, a maioria das
mulheres heterozigotas precisam de um teste quantitativo, como as tecnologias do SD
Biosensor Standard G6PD Analyser™ da SD Biosensor e o CareStart G6PD
Biosensor™ da Access Bio, que permitem a identificacdo da atividade intermediaria
de individuos (58,63,64).

Entre os testes de triagem, o fluorescent spot test (FST) € o teste qualitativo
mais utilizado para G6PD. Embora este tipo de teste seja rapido e barato, requer
refrigeracdo para armazenamento de reagentes, eletricidade para a leitura do teste,
equipamento especial, incluindo uma luz ultravioleta (UV), um banho-maria ou bloco
de calor, e uma sala escura para avaliar a fluorescéncia. O teste € positivo se 0 sangue
nao apresentar fluorescéncia sob luz UV e puder detectar amostras com menos de
20% de atividade normal de G6PD (49,65).

Os testes de diagndstico rapido como o teste CareStart — CST (Access Bio) e
o BinaxXNOW G6PD (Alere) também s&o ferramentas de ensaios qualitativos
disponiveis para a triagem de G6PD. O CST apresentou boa especificidade e boa
sensibilidade para detectar a deficiéncia de G6PD em individuos com menos de 30%
da atividade normal de G6PD em paises endémicos para maléria (66,67). No estudo
de Osorio et al. (2015), a deteccéo de individuos com G6PDd pelo BinaxNOW G6PD
teve a sensibilidade de 54,5% e a especificidade de 100% , contudo, a pesquisa
demonstrou que temperaturas ambientes caindo fora do intervalo necessario para
realizar o teste rapido (18-25 °C), juntamente com a sutileza da mudanca de cor e
treinamento insuficiente, podem explicar parcialmente a baixa sensibilidade

encontrada (68).

No estudo com 1.000 voluntarios adultos saudaveis na regido de Yangon,
Mianmar, no Sudeste Asiatico, o0 FST e o CST apresentaram desempenhos
comparaveis com sensibilidade acima de 95% e especificidade acima de 90%,
contudo, o FST teve melhor desempenho em individuos G6PDd. Além disso, ambos
os testes tiveram melhor desempenho no sexo masculino (69,70). Em estudos
realizados na Amazonia brasileira, o teste SD Biosensor Standard™ G6PD teve um

bom desempenho em comparagdo com o teste padrdo de referéncia
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espectrofotomeétrico e operacionalidade viavel e recomendada antes da administracéo

de 8-aminoquinolinas (71,72).

1.7 DEFICIENCIA DE G6PD E CYP2D6

A seguranca e eficacia no uso da PQ esta diretamente relacionada & G6PDd,
atividade de enzimas CYP2D6 e a eliminacdo de hipnozoitos latentes, contudo, é
necessario obter estimativas mais robustas da relacdo entre diferentes grupos
populacionais com G6PDd e que possuem variantes do gene CYP2D6, a fim de
elaboracdes de estratégias de tratamento com seguranca e eficacia em populactes

de areas endémicas para P. vivax (37).

Aproximadamente 8% da populacdo mundial é deficiente de G6PD e cerca de
14% da populacdo que vive em risco de infeccao por P. vivax contempla o grupo que
tem limitacdo no alcance do tratamento por PQ devido ao complexo problema de
toxicidade hemolitica (20,73). Enquanto mais de 20% dessa populacdo apresenta
comprometimento nos alelos de CYP2D6 ligados ao risco de falha terapéutica com a
PQ (37). Ademais, o alto potencial polimérfico tanto de G6PD quanto de CYP2D6,
relacionado a variabilidade geografica e interétnica de individuos, agrega

complexidade ao uso da PQ (21).

Na regido Amazonica, estudos anteriores relataram casos de hemalise induzida
por PQ em individuos com G6PDd, anemia grave, lesdo renal aguda (LRA) e
transfusdo de sangue (74,75). Entretanto, um estudo realizado em um hospital de
referéncia na Amazonia Ocidental brasileira, ndo mostrou diferenca estatistica
significativa na frequéncia de alelos estrela entre deficiente de G6PD tratados com PQ

e com hemolise (45).

A compreensédo da farmacogenética da PQ ainda é limitada para utilizar todo o
seu potencial. A traducdo precisa do gendtipo-fenotipo da enzima CYP2D6 pode
otimizar as estratégias de dosagem de PQ para metabolizadores com atividade

afetada e expandir seu uso de maneira segura e eficaz (21).

1.8 RELEVANCIA
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Na Amazonia brasileira, a espécie P. vivax € a mais prevalente na identificacao
dos casos de malaria na regido e possui a peculiaridade de possuir hipnozoitos, que
podem causar recaidas em semanas ou meses apés a infec¢do, causando assim,
novos epsodios de maléaria, se o episédio anterior ndo for tratado adequadamente
(8,76). Dessa forma, a PQ e a TQ sao os farmacos disponiveis para eliminar essas

formas latentes do parasita.

Entretanto, a eficacia da PQ tem sido colocada a prova quando varios casos de
recorréncia de P. vivax foram relatados apos pacientes terem sidos tratados com
doses padrao (30,31). Além disso, o uso dessas drogas pode apresentar o risco de
anemia hemolitica aguda (AHA) em individuos com G6PDd (48,57) e a acdo da PQ
no organismo é influenciada pela variabilidade genética do gene CYP2D6, que,
dependendo do fendtipo predito da enzima CYP2D6, pode resultar em falha

terapéutica em individuos com maléria vivax (42,43,45,77).

Associa-se a falta de eficacia da PQ a fendtipos metabolizadores prejudicados
por polimorfismos no gene CYP2D6. Estudos recentes demonstram que ha uma
variabilidade geogréfica e interétnica significativa associada aos fendtipos de
metabolizadores de CYP2D6, com propor¢cbes altas de metabolizadores com
atividade alterada em areas endémicas de P. vivax que podem repercutir no papel da

PQ na eliminacéo de P. vivax (20).

A existéncia da influéncia de fatores genéticos de metabolizacdo de drogas, no
ambito da farmacogenética, tém se mostrado cada vez mais relevante para 0 manejo
do tratamento de pacientes com resposta terapéutica ineficaz. Assim, a descricdo das
frequéncias dos polimorfismos das CYPs se faz necessaria para a elaboracdo de
estratégias terapéuticas em individuos com metabolismo alterado. Portanto, este
estudo pretende contribuir no conhecimento da influéncia das variantes de CYP2D6 e
a G6PDd em pacientes com autorrelato de hemolise na Amazénia brasileira, a fim de
gue o conhecimento nesse campo seja uma importante ferramenta para o manejo dos

casos de malaria na regido, a mais endémica do pais.

1.9 HIPOTESE
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Individuos com G6PDd que tenham variantes do gene CYP2D6 com fendtipo

UM, tém maior risco de desenvolver hemdlise em episodios de maléria vivax.

2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

® Avaliar a influéncia das variantes do gene CYP2D6 em individuos com

deficiéncia de G6PD na Amazobnia brasileira.

2.2 ESPECIFICOS

e Investigar a frequéncia das variantes do gene CYP2D6 em individuos com
deficiéncia de G6PD;

e Verificar a frequéncia das variantes do gene CYP2D6 nas diferentes regides da
Amazonia brasileira;

e Verificar a associacdo entre hemolise e metabolizacdo de CYP2D6.
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3. PRODUTO DA DISSERTACAO

3.1. Manuscrito cientifico — Modelo STROBE Statement

Avaliagdo da influéncia das variantes do gene CYP2D6 em individuos com

deficiéncia de glicose 6-fosfato desidrogenase na Amazonia brasileira

Lybia Kassia Santos Sarraff!; Laila Rowena Albuquerque Barbosa?l; Gabrielly Santos
da Silva! Victor Irungu Mwangit; Manuela Crispim Morais? Joabi Rocha do
Nascimento?; Jady Shayenne Mota Cordeirot; Anne Cristine Gomes de Almeida3 4 ;

Gisely Cardoso de Melo?! 3

1 Programa de Pos-graduacéo em Medicina Tropical da Universidade do Estado do
Amazonas(PPGMT-UEA)

2 Universidade Federal do Amazonas

3 Fundagéo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado

4 Programa de Pés-graduacgdo em Ciéncias Aplicadas a Hematologia da
Universidade do Estado do Amazonas (PPGH-UEA)

Resumo

A primaquina € um antimalarico usado para prevenir recaidas de malaria por
Plasmodium vivax e atua apdés a sua biotransformacdo por enzimas hepaticas
metabolizadoras como a CYP2D6. A enzima CYP2D6 € uma enzima hepética que
possui grande potencial polimérfico, que afeta a farmacocinética da primaquina. Além
disso, a deficiéncia da enzima G6PD (G6PDd) em pacientes com maléaria faz com que
as células sanguineas fiquem altamente vulneraveis ao dano oxidativo e assim, mais
suscetiveis a hemalise por primaquina (PQ). Diante disso, este estudo caso controle
avaliou a influéncia das variantes de CYP2D6 em individuos com G6PDd em seis
estados da Amazonia brasileira entre 2015 e 2018. Foram incluidos como casos:
G6PDd com diagndstico baseado no fluorescent spot test (R&D Diagnostics Ltd) que
relataram sinais de hemolise e uso de PQ e como controles participantes com G6PDd
gue nao relataram sinais de hemdlise no episédio de malaria. Os testes de
genotipagem para CYP2D6 foram realizados por Real-time PCR. Os resultados

demonstraram que as frequéncias alélicas identificadas concordam com estudos
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anteriores no Brasil e na regido Amazonica. Foram incluidos 97 casos e 140 controles.
Os casos tiveram em média 3,5 episodios de maléaria prévia e os controles, média de
2 episodios (p=<0.05). Quanto ao autorrelato de sinais de hemdlise, 12.1% (n=17) dos
controles ndo souberam dizer se tiveram ictericia e 5.2% (n=5) dos casos relatou
necessidade de transfusdo sanguinea prévia. Houve recorréncia de malaria em 2
casos (2.1%) e 2 controles (1.4%). A maioria dos individuos com G6PDd possuiam a
variante Africana A- (casos 4.2% e controles 39.1%). Em relacdo a CYP2D6, o *2
(funcdo enzimatica normal) foi o mais frequente entre casos (25.2%) e controles
(25%). Dentre alelos de funcdo nula e diminuida, o alelo *4 e *10 foram mais
frequentes entre casos (10.3% e 7.7%, respectivamente), e controles (10% e 5.7%,
respectivamente). A frequéncia de fenétipos de metabolizacdo intermediaria/lenta de
CYP2D6 entre os grupos estudados foi semelhante (gIM+gPM dos casos=21,6%;
gIM+gPM dos controles=20,7%, p=>0.05). Na andlise de frequéncia alélica por
estado, *4 e *29 foram mais frequentes no Amapa (20,4%, p=0.034; 13,6%, p=0.041).
Ndo houve associacdo entre os fendtipos de CYP2D6 e risco de hemdlise em
individuos com G6PDd (OR=<1). Este trabalho ndo encontrou influéncia das variantes
de CYP2D6 e risco de hemolise nos individuos avaliados com G6PDd. O estudo
contribui com informacdes sobre variantes genéticas e deficiéncia de G6PD na
Amazbnia e com dados inéditos de frequéncia alélica e fenétipos de CYP2D6 em

estados endémicos para malaria no Brasil.

Introducao

A malaria € uma hemoparasitose infecciosa, de transmissdo vetorial, que
possui grande relevancia para a satde global. E transmitida ao humano pelo repasto
sanguineo do mosquito fémea do género Anopheles infectado com protozoarios do
género Plasmodium (1). Em 2022, no Brasil, foram registrados 131.224 casos de
malaria, destes, 99,0% tiveram transmissdo relatada dentro do pais (casos
autoctones). Do total, foram 84.2% por P. vivax e 13.9% por P. falciparum. A malaria
por P. vivax é a mais prevalente na Amazobnia brasileira e a peculiaridade de
recorréncia do P. vivax € uma das principais razdes para a transmissao global
sustentada da malaria apds a ativacdo dos hipnozoitos. A eliminagdo de hipnozoitos
e feita através da acdo do grupo 8-aminoquinolina como a primaquina (PQ) ou a
tafenoquina (TQ). O status de G6PD deve servir como orientacdo para administracéo

da PQ ou TQ na prevencao de recaidas (2,3).
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Dessa maneira, 0s casos em que ha deteccédo de um novo episodio de malaria
apos uma infeccdo prévia, sdo chamados de recorréncia. A recorréncia pode ocorrer
por: reinfec¢éo, através de uma nova picada do mosquito; recrudescéncia, devido um
novo aparecimento de parasitas por falha terapéutica; e recaida, por reativacdo de
hipnozoitos apds seu estado de laténcia. Contudo, a distin¢do dos tipos de recorréncia

é feita de modo limitado em &reas endémicas (4,5).

A eficéacia da PQ tem sido colocada a prova quando varios casos de recaida de
P. vivax foram relatados ap0s pacientes terem sido tratados com doses padrao (6,7).
Associa-se a falta de eficacia da PQ a fenotipos metabolizadores prejudicados por
polimorfismos no gene do citocromo P450 2D6 (CYP2D6). Estudos recentes
demonstram variabilidade geografica e interétnica significativa associada a frequéncia
dos fenodtipos de metabolizadores de CYP2D6, com proporcdes altas de
metabolizadores com atividade alterada em areas endémicas de P. vivax que podem
repercutir no papel da PQ na eliminag&o de P. vivax (8).

A enzima CYP2D6 possui grande potencial polimérfico, que afeta a
farmacocinética de cerca de 50% dos farmacos que sdo substratos dela, dentre eles
a PQ. Atualmente, mais de 100 variantes do gene CYP2D6 ja foram identificadas, as
quais podem dar origem a alelos associados a atividade nula, reduzida, normal ou
aumentada da enzima (9). Foi demonstrado que as variantes CYP2D6*1 e CYP2D6*2
foram as mais frequentes no Brasil. Os individuos apresentaram frequéncia de mais
do que duas copias, variando de 6.3% no sul a 10.2% no norte do Brasil, podendo
assim, acelerar o metabolismo da droga (10). Em estudos realizados na regido
amazobnica brasileira, o alelo CYP2D6*2xN e o fendétipo ultrarrapido de CYP2D6 (gUM)
foram mais frequentes em individuos sem recorréncia e a incidéncia de recorréncia foi
maior em individuos com fenadtipo lento CYP2D6 (gPM) (11,12). Além disso, foi
demonstrado um risco maior de recorréncia para individuos com niveis reduzidos de
atividade do CYP2D6 (13).

A deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase — G6PD - é uma alteracao
genética hereditaria ligada ao cromossomo X. Em pessoas com a deficiéncia na

enzima G6PD (G6PDd), os eritrocitos tém reducdo na capacidade de defesa contra o
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estresse oxidativo causado por alguns medicamentos, incluindo a PQ, e se tornam

altamente suscetiveis a hemalise (14,15)

No panorama global das regibes endémicas para maléria, as Américas
apresentam a menor frequéncia de individuos com G6PDd (16). No Brasil, ha uma
frequéncia de 4,5 a 10% de G6PDd e a regido Amazonica apresentou uma frequéncia
de 5.6% da G6PDd (n=828) em seis estados: Acre (8.3%), Amapa (5.8%), Para
(5.7%), Rondobnia (5.4%), Roraima (4.2%) e Amazonas (4.0%) (17). Na populacao
brasileira ha o predominio da variante africana G6PD A -, apesar de existirem registros
das variantes mediterranea, Seattle, Chatham, e alelos da Bahia e S&o Paulo (18-21).
A variante africana G6PD A- possui atividade enzimatica residual de cerca de 5-10%
dos niveis normais e a toxicidade da PQ nesses individuos € relativamente leve e
autolimitada, embora aparentemente menos grave ndo deve ser universalmente
caracterizada como “leve”, pois isso pode resultar na confianca equivocada em uma
aplicacao relativamente descuidada da droga (14). Neste contexto, considerando o
elevado polimorfismo do gene CYP2D6, e a escassez de estudos sobre a PQ
associada com a G6PDd, este estudo objetivou avaliar a influéncia das variantes de

CYP2D6 em individuos com a G6PDd na Amaz6nia brasileira.

METODOS
Participantes

Entre 2015 e 2018, foi realizado um estudo para avaliar a prevaléncia da G6PDd
em individuos do sexo masculino de 43 municipios dos estados com maior indice
parasitario anual na Amazoénia brasileira (Acre, Amazonas, Pard, Amapa, Rondbnia e
Roraima). Foi realizado um inquérito por meio de visitas domiciliares e em locais de
grande circulacdo. Este projeto foi aprovado no CEP da Fundacdo de Medicina
Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado sob CAAE 93843318.8.0000.0005 e parecer
consubstanciado 3.889.719. Neste estudo, foi aplicado questionario padronizado
acompanhado da coleta de sangue em individuos do sexo masculino de qualquer
idade (17).

O presente estudo foi um caso controle. Foram incluidos individuos com resultado
positivo da G6PDd pelo fluorescent spot test (FST) (R&D Diagnostic, Grécia) (22).

Assim, os participantes foram alocados em dois grupos: casos foram os individuos
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com deficiéncia de G6PD que autorrelataram sinais associados a hemalise (urina
escura, ictericia e necessidade de transfusao), e um ou mais episodios de malaria e
uso de PQ, e controles foram os individuos com G6PDd, sem autorrelato de sinais
associados a hemdlise, um ou mais episodios de maléria e uso de PQ. As amostras
de participantes que estiveram indisponiveis ou inviaveis para a execucdo dos
procedimentos laboratoriais e participantes controles que ndo se enquadraram no
pareamento entre casos e controles foram excluidas do estudo. Os participantes
casos e controles foram selecionados considerando 1 a 2 controles pareados em

idade e etnia para cada caso.

Coleta de amostras

As amostras de sangue total foram obtidas por puncéo digital e acondicionadas
em microtubos de 1,5 ml contendo anticoagulante EDTA. Cerca de 500 pL foram
armazenados a -20° C na Fundacgéo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
para posterior tipagem molecular das amostras de individuos com G6PDd e

polimorfismos genéticos de CYP2D6.

Procedimentos laboratoriais

O FST, teste qualitativo para fenotipagem de G6PD a partir do sangue total
seco em papel filtro, foi realizado em ambiente laboratorial pela equipe do estudo
conforme recomendacdes do fabricante (22). Foram utilizados 200 pL de sangue total
para extragao de DNA com o kit comercial pureLink ® Pro 96 genomic DNA (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante (23).

A genotipagem de G6PD foi realizada por meio de ensaios de discriminagao
alélica, através do sistema Tagman (ThermoFisher scientific®, South San Francisco,
CA, USA) para os SNPs G202A, A376G e C563T das variantes Africanas (A+ e A-) e
Mediterranea (B) da G6PDd, as mais prevalentes no Brasil. As analises foram feitas
no software 7500 Fast Real-time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 2.3 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante.
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A genotipagem de CYP2D6 foi realizada através da deteccao dos 11 SNPs do
gene: 2549delA [rs35742686], 100C>T [rs1065852], 1846G>A [rs3892097], 4180G>C
[rs1135840], 2988G>A [rs28371725], 3183G>A [rs59421388], -1584C>G [rs1080985],
1023C>t [rs28371706], 2615 _2617delAAG [rs5030656], 31G>A [rs769258], 2850C>T
[rs16947]) (24,25). As reacdes e analises foram realizadas usando as sondas Tagman
(ThermoFisher scientific®, South San Francisco, CA, USA) e a versdo 7500 FastReal-
time PCR 2.3 software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As reacdes de
amplificagéo e os parametros de ciclagem foram determinados de acordo com 0s

protocolos do fabricante

Os diplotipos de CYP2D6 foram determinados na plataforma R pelo pacote
HaploStats e a identificacdo dos alelos estrela seguiu a nomenclatura atual no
consorcio Pharmacogene Variation (PharmVar). Os fenoétipos preditos foram
determinados a partir do escore de atividade (24) (AS — activity score, onde o AS de
um gendtipo € a soma dos valores atribuidos a cada alelo: *1 (1,0); *2 (1,0); *3 (0,0);
*4 (0,0); *9 (0,25); *10 (0,25); *17 (0,5); *29 (0,5); *34 (1,0); *35 (1,0); *39 (1,0); *41
(0,25). De acordo com as diretrizes do Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium (CPIC) e Dutch Pharmacogenetics Working Group (DPWG), o fenétipo foi
traduzido da seguinte forma: metabolizador lento (gPM) AS= 0, metabolizador
intermediario (gIM) AS= 0< x < 1.25, metabolizador normal (QNM) AS=1.25 <x<2.25,
metabolizador ultrarrapido (QUM) AS= > 2.25 (26).

A variacdo no numero de cépias de CYP2D6 (CNV) foi determinada através de
real time duplex PCR no 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) e utilizou a RNAse P como gene de referéncia. O produto da
amplificacdo de CNV foi analisado no software CopyCaller v2.1 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). A normalizagdo das amostras para 5ug foi realizada através
da quantificagdo de DNA no NanoDrop Onec¢ e NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo
Fisher Scientific, Wilmigton, DE, U.S.A.) (27).

Anélise estatistica

As variaveis socioepidemiologicas avaliadas incluiram idade, etnia, area e

tempo de residéncia, nivel educacional, nimero de episédios de malaria, episodio de
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malaria nos ultimos 15 dias, unidade da federacdo (UF), ictericia, transfusdo e
presenca de alguma doenca no momento da entrevista. Além disso, foi analisada a
fenotipagem e genotipagem de G6PD. O numero de recorréncias dos participantes

também foi avaliado neste estudo.

Foi utilizado o software Stata® 16.0 (StataCorp, College Station, TX, USA) para
andlise das variaveis. A amostragem foi inicialmente submetida ao t-test (média e
desvio padrédo (SD)) ou ao teste Wilcoxon—-Mann—-Whitney (mediana ou intervalo
interquartil (IQR)). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade da
distribuicdo das variaveis continuas. O teste Qui quadrado ou o Exato de Fisher foi
utilizado para significAncia estatistica da frequéncia de distribuicdo (considerada a
diferenca estatistica quando o valor foi de p <0.05). As variaveis categoricas foram

expressas em valores absolutos (n) e frequéncia relativa em porcentagem (%).

RESULTADOS

Um total de 14.838 participantes do sexo masculino foram incluidos no
macroestudo. Destes, 819 participantes foram confirmados com G6PDd e 389
participantes relataram durante a entrevista um ou mais episodios de malaria e uso
de PQ. Os participantes que atenderam aos critérios de inclusdo deste estudo foram

divididos em 97 casos e 140 controles (Figura 1).
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Figura 1 - Fluxograma de selecdo dos casos e controles incluidos no estudo.

Quanto as caracteristicas socioepidemioldgicas, 0os casos e controles tiveram
média de idade de 38.0 (IC95%, 30.0-47.0) e 36.0 (IC95%, 27.0-49.0), p=0.53. Com

relacdo a etnia, area de residéncia e tempo de residéncia, ndo houve diferenca

significativa entre os grupos. Para o nivel educacional, houve diferenca estatistica

significativa sendo o nivel médio mais comum entre os casos (48.5%) e o nivel

fundamental mais comum entre os controles (60.7%), p= 0.009. Quanto ao numero de

episodios de malaria, os casos tiveram média de 3,0 episddios e controles média de

2,0 episadios (p=0.002) (Tabela 1).

Dos participantes entrevistados, 87,9% do grupo controle n&o tiveram ictericia

e 5,2% dos casos necessitou de transfusdo sanguinea anteriormente (Tabela 1).
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Descricao Total Casos Controles p Value
(n=237) (n=97) (n=140)
% % % 4
ldade 37.0 (29.0-47.0) 38.0 (30.0-47.0) - 36.0(27.0-49.0) - 0.53
Etnia 0.77
Branca 43 18.1 16 16.5 27 19.3
Pardo 119 50.2 48 49.5 71 50.7
Preto 70 29.5 30 30.9 40 28.6
Amarelo 5 2.1 3 3.1 2 1.4
Area de 0.11
residéncia
Rural 21 8.9 12 12.4 9 6.4
Urbana 216 91.1 85 87.6 131 93.6
Tempo de 23.0 (13.0-35.0) - 21.0 (10.0-35.0) - 24.5(16.5-36.5) - 0.29
residéncia
Nivel 0.009
Educacional
Analfabeto 1 0.4 1 1.0 0 0.0
Ensino 126 53.2 41 42.3 85 60.7
Fundamental
Ensino Médio 99 41.8 47 48.5 52 37.1
Ensino 11 4.6 8 8.2 3 2.1
Superior
Numero de 3.0 (1.0-6.0) - 3.0 (2.0-8.0) - 2.0 (1.0-5.0) - 0.002
episédios de
malaria
Maléaria nos 0.64
altimos 15
dias
Sim 5 2.1 3 3.1 2 1.4
Nao 230 97.5 93 96.9 137 97.9
N&o sabe/ 1 0.4 0 0.0 1 0.7
nao lembra
UF 0.10
AC 99 41.8 37 38.1 62 44.3
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<0.001

0.09

0.12

Os participantes com G6PDd, foram classificados como fenétipo intermediario

em maior frequéncia em ambos os grupos, sendo a variante Africana A- identificada

com maior frequéncia (casos= 41,2% e controles= 39,1%). Nao houve individuos

identificados com a variante Mediterranea. Houve recorréncia em 4 participantes

(casos n=2.1% e controles n=1.4%) (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas laboratoriais dos participantes incluidos no estudo.

Fenotipagem G6PD

Deficiente

Intermediario

(n=237)

%

42.6
57.4

Casos
(n=97)

n

41
56

Controles

(n=140)
% n
42.3 60
57.7 80

%

42.9
57.1

p Value

0.93



o1

Genotipagem G6PD 0.68
Africana A+ 11 4.7 3 3.1 8 5.8
Africana A- 94 40.0 40 41.2 54 39.1
Selvagem 130 55.3 54 55.7 76 55.1
Recorréncias 4 1.7 2 2.1 2 1.4 0.71

O genotipo de CYP2D6 dos participantes apresentou maior frequéncia dos
alelos de funcédo normal *1 (21,10%), *2 (25,11%), *34 (15,19%) e *35 (6,33%), de
funcdo diminuida o alelo *10 (6,54%) e sem funcéo o alelo *4 (10,13 %), em ambos

0s grupos (Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncia alélica e fenotipo predito de CYP2D6 em participantes com

G6PDd casos e controles

Gene Alelo Total Casos Controles p Value
n=474 (%) n=194 (%) n=280 (%)

*1 100 21.10 39 20.10 61 21.79 0.659

*2 119 25.11 49 25.26 70 25.00 0.949

*3 4 0.84 1 0.52 3 1.07 0.648

*4 48 10.13 20 10.31 28 10.00 0.913

*9 6 1.27 4 2.06 2 0.71 0.232

CYP2D6 *10 31 6.54 15 7.73 16 571 0.382
*17 13 2.74 3 1.55 10 3.57 0.256

*29 19 4.01 7 3.61 12 4.29 0.712

*34 72 15.19 31 15.98 41 14.64 0.690

*35 30 6.33 14 7.22 16 5.71 0.509

*39 2 0.42 0 0.00 2 0.71 0.515

*41 19 4.01 8 412 11 3.93 0.915

ND 11 2.32 3 1.55 8 2.86 0.537

Fendtipo gNM 123 5190 46 47.42 77 55.00 0.251
g:fg';g;e gM 49 20.68 20 20.62 29 2071  0.986
gPM 1 0.42 1 1.03 0 0.00 0.409

gUM 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0.000

ND 64 27.00 30 30.93 34 24.29 0.257

Na analise da frequéncia alélica por estado, o Amapa foi a unidade da
federacdo que apresentou maior frequéncia do alelo *4, de fung&o nula, e do alelo *29,
de funcéo diminuida (p<0.05). Além disso, nos estados do Acre, Ronddnia e Roraima,
o alelo *10 (funcao diminuida) foi mais frequente (AC 8,08%; RO 5,56%; RR 13,33%;
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p 0.468). Os estados de Rondbnia e Roraima também tiveram frequéncia mais
elevada do alelo de func&o diminuida, *41 (RO 5,56%; RR 6.67%; p 0.632). O fenoétipo
predito gNM foi 0 mais comum entre os estados (p 0.122) (Tabela 4 e Figura 1).

Neste estudo foi observada a presenca dos seguintes alelos em todos os
estados da federacdo: CYP2D6*1, CYP2D6*2, CYP2D6*34 e CYP2D6*35 (funcéo
normal); CYP2D6*4 (funcdo nula), CYP2D6*10 e CYP2D6*29 (funcéo diminuida). Em
seguida, os alelos CYP2D6*17 e CYP2D6*41, também de func¢éo diminuida, foram os
mais presentes nas unidades federais. Todavia, o CYP2D6*9 (funcédo diminuida) foi
descrito somente nos estados de Acre, Para e Rondonia e o CYP2D6*39 esteve

presente apenas no estado do Acre nesta amostra populacional (Tabela 4 e Figura 1).
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Tabela 4. Frequéncia alélica e fenotipo predito de CYP2D6 em participantes com G6PDd de casos e controles por estado da

federagéo.

Gene Alelo Total AC AM AP PA RO RR p Value

n=47 % n=19 % n=60 % n=44 % n=34 % n=10 % n=30 %
4 8 8

*1 100 21.10 47 2374 13 2167 8 1818 9 2647 17 1574 6 20.0 0.618

*2 119 2511 52 2626 16 2667 5 1136 9 2647 29 2685 8 26.67 0.430

*3 4 0.84 0 0.0 1 1.67 0 0.0 1 2.94 1 0.93 1 3.33 0.074

*4 48 10.13 12  6.06 6 10.00 9 2045 2 588 16 1481 3  10.00 0.034

CYP2D6 *9 6 1.27 3 1.52 0 0.0 0 0.0 1 2.94 2 1.85 0 0.0 0.785

*10 31 654 16 8.08 2 3.33 2 4.55 1 2.94 6 5.56 4 1333 0.468

*17 13 274 5 2.53 1 1.67 2 4.55 1 2.94 4 3.70 0 0.0 0.872

*29 19  4.01 4 2.02 3 5.00 6 1364 1 2.94 4 3.70 1 3.33  0.041

*34 72 1519 31 1566 14 2333 5 1136 6 1765 12 1111 4 1333 0.385

*35 30 6.33 10 5.05 3 5.00 3 6.82 2 588 11 1019 1 3.33  0.625

*39 2 0.42 2 1.01 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0  0.809

*41 19  4.01 8 4.04 1 1.67 2 4.55 0 0.0 6 5.56 2 6.67  0.632

ND 11 2.32 8 4.04 0 0.0 2 4.55 1 2.94 0 0.0 0 0.0  0.096

Fenétipo gNM 123 519 58 586 12  40.0 8 36.4 11 647 29 537 5 333  0.122
predito  gim 49 207 11 111 8 26.7 7 31.8 1 5.9 16  29.6 6 40.0
de gPM 1 0.4 1 1.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
CYP2D6  gum 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
ND 64 270 29 293 10 333 7 31.8 5 29.4 9 16.7 4 26.7
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Figura 1 — Mapa geografico das frequéncias alélicas e fenétipos preditos nas unidades federativas da Amazonia Legal.
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Os fendtipos preditos dos participantes com recorréncia foram gNM (50%) e
gIM (50%), p=0.194 (Tabela 5).

Tabela 5. Frequéncia alélica e fendtipo predito de CYP2D6 em participantes com

G6PDd de casos e controles por recorréncia por maléaria vivax

Gene Alelo Total Recorréncia Sem recorréncia p Value
n=474 % n=8 % n=466 %

*1 100 21.10 0 0.0 100 21.46 0.213

*2 119 25.11 3 37.50 116 24.89 0.420

*3 4 0.84 0 0.00 4 0.86 >0.999

*4 48 10.13 2 25.00 46 9.87 0.190

*9 6 1.27 0 0.0 6 1.29 >0.999

CYP2D6 *10 31 6.54 0 0.0 31 6.65 >0.999

*17 13 2.74 1 12.50 12 2.54 0.201

*29 19 4.01 0 0.0 19 4.08 >0.999

*34 72 15.19 2 25.00 70 15.02 0.349

*35 30 6.33 0 0.0 30 6.44 >0.999

*39 2 0.42 0 0.0 2 0.43 >0.999

*41 19 4.01 0 0.0 19 4.08 >0.999

ND 11 2.32 0 0.0 11 2.36 >0.999

Fendtipo gNM 123  51.90 2 50.00 121 51.93 0.194
predito giM 49 20.68 2 50.00 47 20.17
de gPM 1 0.42 0 0.0 1 0.43
CYP2D6 gUM 0 0.00 0 0.0 0 0.0
ND 64 27.00 0 0.0 64 27.47

A razdo de chances entre fenétipos preditos de CYP2D6 nado apresentou

associacdo com a hemdlise em individuos com G6PDd (OR= <1) (Tabela 6).

Tabela 6 . Razdo de chances para hemolise associada a fenétipos preditos de
CYP2D6 em individuos com G6PDd.

Casos Controles OR p Value
gPM 1 0 - 0,228
giM 20 29 0,99 0,985
gNM 46 77 0,74 0,251
ND 30 34 1,40 0,257

DISCUSSAO
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Os antimalaricos PQ e TQ tem ac¢ao contra os hipnozoitos do P. vivax e agem
prevenindo as recaidas. Entretanto, um obstidculo para a utilizacdo dessas
aminoquinolinas para malaria vivax sao individuos com G6PDd que podem ficar
altamente suscetiveis a hemolise, devido a acdo desses medicamentos em uma dose
hipnozoiticida (28,29). Isso corresponde a mais de uma em cada trés infecgoes
potenciais por P. vivax sendo intratdveis ao combinar o metabolismo ineficaz da droga

com a populacao excluida do tratamento (30).

Este estudo é o primeiro a avaliar o risco aumentado de hemdlise em individuos
com G6PDd e variantes do gene CYP2D6 nos diferentes estados da Amazobnia
brasileira. Dentre os estados que participaram do estudo, 0 Amapa apresentou maior
frequéncia dos alelos *4 (atividade nula) e *29 (atividade diminuida) (p<0.05), um
estado que destaca-se por 55.9% dos casos autdctones de malaria adquirida em
garimpos até o ano de 2022, além dos estados de Rondbnia e Roraima, que também
apresentaram maior frequéncia de alelos com funcdo metabolizadora diminuida,
contudo, ndo houve diferenga estatistica significativa (p>0.0,5) (31-35). Deste modo,
a funcdo diminuida desses alelos tem impacto na metaboliza¢do da enzima CYP2D6
e estudos adicionais seriam necessarios, considerando um namero maior de
participantes com recorréncia e genotipagem de CYP2D6 para avaliar a influéncia em

recorréncias de maléria nesses estados (31).

Este trabalho apresentou os alelos CYP2D6 *2, *34 e *35 como 0s mais
frequentes para a funcdo normal da enzima CYP2D6, em concordancia com outros
trabalhos ja realizados na regido Amazénica (11-13). Os alelos *10, *29, *17, de
funcdo diminuida, e o alelo *4, de funcédo nula, foram descritos entre todos os estados
do estudo. Em outros trabalhos sobre a variabilidade genética de CYP2D6 na
populacéo brasileira, o alelo de funcéo nula *4 e o alelo de fung&o diminuida *17 foram

0S mais comuns na regiéo norte (10,36).

A funcédo diminuida nos alelos de CYP2D6 também foi encontrada por Silvino
et al. (2020) (13) e Brasil et al. (2018), observaram gue a frequéncia de recorréncia foi
maior em individuos com fenadtipo de atividade diminuida de CYP2D6 (RR ajustado =
1.89, 95% IC 1.01-3.70; p= 0.049) (11,13). Nosso estudo, todavia, apresentou um
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numero reduzido de 4 individuos com recorréncia, e dentre esses foram descritos

alelos com funcéo normal e nula.

Outros estudos, também realizados na Amazénia brasileira, demonstraram que
a proporcao de alelos de funcéo nula de CYP2D6 (*4 e *5), funcao diminuida (*9, *10,
*17,*29 e *41) e funcdo normal (*1, *2, *34, *35 e *39) foram similares entre os grupos
com recorréncia e sem recorréncia (p>0.05). No entanto, esses estudos identificaram
alelos ultrarrdpidos de CYP2D6 (*1xN and *2xN) em pacientes com recorréncia
(p=0.018) (12,37). Este estudo, contudo, nado identificou individuos com fendtipo
ultrarrapido de CYP2D6.

Em relagdo ao metabolismo de CYP2D6 em individuos com G6PDd na
Amazobnia, Macedo et al. (2023), identificaram um individuo com o fenétipo predito
ultrarrapido (QUM) em um quadro de hemdlise e anemia grave acompanhado de
marcadores hepaticos e renais elevados. Além disso, o fenétipo gIM foi o mais
frequente (p=0.044), e ndo houve influéncia de CYP2D6 na hemodlise em pessoas com
G6PDd e pessoas nao deficientes de G6PD (37).

Nesse estudo, a variante G6PD Africana A- foi a mais frequente, presente em
40% dos individuos testados. A variante Africana A+ foi identificada em 4,7% das
amostras, e a variante Mediterranea néo foi encontrada. Na regido norte, a variante
mais comum é a Africana A-, porém, a toxicidade referente a PQ é relativamente leve
e autolimitada (14,17). Em individuos atendidos em um hospital de referéncia para
malaria em Manaus, foram identificadas as variantes G6PD: Africana A - (55.6%),
Africana A+ (11.1%) e Mediterranea (5.6%) (37). Outro estudo na Amazobnia,
identificou a variante Mediterranea em 10 individuos (0,7%; IC 95% = 0,42-0,97) (19).
Todavia, no estudo de Nascimento et al. (2022), a variante Mediterranea nao foi
identificada nos individuos testados de municipios dos seis estados da Amazonia
Brasileira (17).

Com relacéo ao nivel educacional, o nivel médio foi mais comum entre os casos
(48,5%) e o nivel fundamental mais comum entre os controles (60,7%) (p<0.0,5). Um
estudo de carater descritivo e retrospectivo utilizou o Sistema de Vigilancia

Epidemiolégica (SIVEP-Maléria) para coleta de dados e demonstrou que individuos
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com menores niveis de escolaridade possuiram maior prevaléncia de resultados
positivos para malaria (38). Por outro lado, um estudo na regido Amazoénica e outro
na Africa Subsaariana, utilizaram intervencbes educativas para melhorar o
conhecimento sobre transmissdo, prevencdo e tratamento, demonstraram que o
conhecimento aumentou significativamente apés receber intervencdes de educacao

em saude em comparacao com o grupo controle (39,40).

Nesse estudo houveram limitacdes. As informacdes foram autorrelatadas pelos
participantes. Ademais, néo foi possivel predizer o fenétipo de CYP2D6 para uma
importante parcela dos individuos. Nesta pesquisa o0s dados sobre episddios
posteriores de malaria foram retirados da plataforma SIVEP-Maléria e o resultado
apresentou apenas 4 individuos com recorréncia dentre os participantes, a visto disso,

pode haver subnotificacdo de casos de recorréncia.

Este estudo descreveu as variantes de CYP2D6 e suas respectivas fungdes
mais frequentes em seis estados da regido Amazénica, identificados pelo Ministério
da Saude com o maior indice parasitario anual de malaria. Nao houve identificacdo da
relagdo entre metabolizadores ultrarrapidos de CYP2D6 e a G6PDd neste estudo.
Deste modo, estudos adicionais seriam importantes, considerando um nimero maior
de participantes com G6PDd e genotipagem de CYP2D6 para avaliar a influéncia da

hemolise e metabolizadores ultrarrapidos na G6PDd nesses estados (31).

CONCLUSAO

As frequéncias das variantes genéticas de CYP2D6 foram pesquisadas com o
intuito de se determinar o perfil genético da populacdo estudada dos diferentes
Estados da Amazonia brasileira. As frequéncias alélicas apresentadas nesse estudo
concordam com estudos anteriores realizados no Brasil e na regido Amazonica, e
demonstraram maior frequéncia dos alelos de funcdo normal: CYP2D6*2 e
CYP2D6*34; funcdo diminuida: CYP2D6*10; e sem funcdo: CYP2D6*4. O fenotipo
predito de CYP2D6 mais frequente foi o gNM, seguido do fenétipo IM. Houve apenas
um registro de fenétipo gPM e o fendtipo gUM nao foi inferido.
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Os alelos CYP2D6*4 (funcdo nula) e CYP2D6*29 (funcdo diminuida) foram
presentes com maior frequéncia no estado do Amapa, no grupo de casos (p<0.05).

Esta foi a primeira vez que esse achado foi registrado.

Os participantes com G6PDd deste estudo foram identificados com a variante
Africana A- em sua maioria (p>0.05). Contudo, ndo houve associacao entre a hemalise
e os fenodtipos preditos de CYP2D6. Estudos adicionais seriam necessarios,
considerando um numero maior de participantes com recorréncia e genotipagem de

CYP2D6 para avaliar a influéncia em recorréncias de malaria nesses estados.
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4. LIMITACOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

Nesse estudo houveram limitacdes. As informacdes foram autorrelatadas pelos
participantes, portanto, ndo houve um profissional de saulde confirmando as
informacdes clinicas prestadas pelo participante. Ademais, néo foi possivel identificar
o fendtipo predito de uma importante parcela dos individuos. Nesta pesquisa, 0s
dados retirados do SIVEP-Malaria registrararm apenas 4 individuos com recorréncia
de todos os participantes, a visto disso, sugere-se a subnotificacdo de casos de

recorréncia.

Diante disso, ressalta-se a importancia dos estudos de base populacional em
areas endémicas para malaria na regido Amazonica brasileira, que considerem a
populacdo com G6PDd suscetivel a hemolise por aminoquinolinas para avaliar a
influéncia da metabolizacdo de CYP2D6, a fim de obter dados de prevaléncia e
incidéncia de hemodlise, verificar os fatores gerais que influenciam na hemolise, e
identificar a influéncia da metabolizagdo rapida de CYP2D6 com a hemolise nessa
populacdo. Os dados da G6PDd apresentados nesse estudo associados a influéncia
das variantes do gene CYP2D6 e hemolise na Amazobnia brasileira, sdo uma
contribui¢cdo na descricado da epidemiologia e farmacogenética populacional da regido
estudada com o intuito de auxiliar, na elaboracdo de estratégias terapéuticas
personalizadas & populacéo futuramente. E essencial a continuidade deste trabalho

de forma longitudinal, a fim de obter dados com mais precisdo para entender as
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necessidades especificas do tratamento para malaria vivax de individuos com a
G6PDd.

5.

CONCLUSAO

As frequéncias alélicas apresentadas nesse estudo concordam com estudos
anteriores realizados no Brasil e na regido Amazonica, e, demonstraram maior
frequéncia dos alelos de funcéo normal: CYP2D6*1, CYP2D6*2 e CYP2D6*34;
funcdo diminuida: CYP2D6*10, e sem funcéo: CYP2D6*4. O fendtipo predito
de CYP2D6 mais frequente foi o gNM, seguido do fenétipo IM. Houve apenas
um registro de fenétipo gPM e o fendétipo UM nao foi inferido.

Nao foi observada diferenca estatistica significativa nos fendétipos preditos

entres 0s grupos de casos e controles.

Foi observada diferenca estatistica significativa nos alelos *4 (funcéo nula) e
*29 (funcao diminuida), presentes com maior frequéncia no estado do Amapa,

no grupo de casos.

Os participantes com G6PDd deste estudo foram identificados com a variante
Africana A- em sua maioria e ndo houve associacao de risco entre hemalise e

e os fenodtipos preditos de CYP2D6 inferidos neste estudo.
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ANEXOS

7.1 Procedimentos operacionais padrao utilizados (POP’s)

7.1.1 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO DE DETECCAO DA
DEFICIENCIA DE G6PD — TECNICA SPOT TEST

Kit SQMMR1250 — R&D Diagnostics Ltd

Amostra

Sangue total seco em papel de filtro (armazenado até uma semana a 20-25°C)
ou
5 ul de sangue total (EDTA, Heparina, citrato, oxalato), pode ser armazenado

até uma semana a 4°C.

Preparo da Solucdo Reagente

1)

2)

3)

4)

Adicionar 27.5 ml de Dilution buffer (vial RD7001) ao frasco contendo reagente
liofilizado (Frasco reagente = RD7002), utilizando a seringa.

Preparar aliquotas (escrever data de preparacao/vencimento!!!) em tubo
Falcon (abrir o frasco com cuidado, vacuo!!!)

A solucéo preparada € estavel por 4 semanas a 4°C, 2 meses a -20 °C .

Os controles Normal e Deficiente ser&o preparados adicionando 500 pl de Agua
deionizada (4gua de injecdo) em cada frasco de controle liofilizado. Apds a
reconstituicdo, sao estaveis por 1 semana a 4°C, 2 semanas a -20 °C.
Controles coletados (Amostras Normal e Deficiente) sdo estaveis por 1 semana

a 4°C, 2 semanas a -20 °C

Preparo da Solucgédo de Teste

1)

2)

3)

4)

Misturar em tubo eppendorf, identificado com o cddigo da amostra: 100 pl de
reagente e 5 ul de sangue total (ou 5 mm de papel de filtro cortado)

Misturar bem, agitando o tubo com os dedos (0 sangue tem que ser
completamente lisado), incubar por 10 min a 25°C.

Aplicar 10 pl de solugéo de teste a um papel de filtro identificado com o cédigo
da amostra.

Deixar secar o papel de filtro por aprox. 1 hora.



73

5) Avaliar em luz UV (Cuidado: proteger os olhos).

6) A cada dia incluir um controle normal e um controle deficiente.

Registro dos resultados

e Preencher resultado na tabela (normal- fluorescéncia forte / deficiente—
nenhuma fluorescéncia / intermediario— pouca fluorescéncia).

e Salvar os dados com a data da coleta, backup. Papel filtro
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7.1.2 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO — POP EXTRACAO 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_v03D_PT

Titulo

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

Idioma da versao

original

PT

Elaborado por:

Gisely Cardoso
de Melo;

Anne Cristine
Gomes de
Almeida

Revisado por:
Gisely Cardoso
de Melo

Aprovado por:

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)

AlteracOes realizadas
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Emenda Razao da emenda

V02 Revisado dos procedimentos de extracao.

V03 Alteracéo do titulo do POP.

1. OBJETIVOS

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

2. DEFINICOES

N&o se aplica.

3. APLICAVEL A

Andlise no laboratorio 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).

e Caracterizacdo da Malaria Grave por Plasmodium vivax vivax na Fundacéo de
Medicina  Tropical do  Amazonas, Brasil (versdo atual do
POP_IPCCB_HO_001).

e Procedimento para a realizacdo de PCR em tempo real para deteccdo de
plasmaodio (versao atual do POP_IPCCB_LB_002).
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e Procedimento para realizacdo de PCR em tempo real para deteccdo de DNA
de plasmadio (Qpcr) — verséo atual do POP_PCCB_LB 021.

6. 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 pL e 1000 pL

2. Ponteiras com filtro para pipetas automaticas

3. Tubos para 1,5 e 2,0 Ml

6.1.3 Equipamentos
1. Centrifuga
2. Vortex

3. Banho Maria

6.1.4 Reagentes

Reagente Armazenamento

1. Tampéo Lise dos tecidos (Tampé&o ATL) Temperatura
ambiente

2. Proteinase K Temperatura
ambiente

3. Tampao de Lise (Tampéao AL) Temperatura
ambiente

4. Etanol 95% PA Temperatura
ambiente

5. Tampéao de Lavagem 1 (Tampao AW1) Temperatura

ambiente




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

7. Tampéao de Eluicdo (Tampéo AE) Temperatura
ambiente

6.2 Obtencao de sangue total

6.2.1 Em papel de filtro

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

7

2. Realizar a puncao digital utilizando lanceta estéril descartavel depois de

limpar a area.

3. Limpar a primeira gota obtida apds a puncéo e coletar no papel de filtro

guantidade suficiente para saturacédo 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 serdo

armazenados seguindo a mesma ordem que as laminas. Isto é, seguindo a

numeracao das caixas de laminas: cada caixa de papéis de filtro tera no

maximo 50 amostras, seguindo a ordem das laminas.

6.2.2 Por puncao endovenosa

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

2. Centrifugar a 14000 rpm por 10 min.

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

4. Armazenar 0s criotubos a — 20°C em caixa de plastico ou papelado

identificada e numerada.

5. No laboratério de biologia molecular, os criotubos serdo armazenados

seguindo a mesma ordem que as laminas.

6.3 Extracdo do DNA
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Para a extracdo do DNA a partir de sangue total serd usado o Protocolo
de Extracdo do QIAMP® DNA Mini Kit da Qiagen.

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 media-los em
um tubo eppendorf de 1,5 MI. Pipetar 180 pL do Tampé&o ATL.

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

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

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 MI.

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

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

4. Incubar por 56 por 10 minutos.

5. Continuar com o procedimento comum (6.3.3)

6.3.3 Procedimento comum para extragdo do DNA

1. Adicionar 200 pyL de Etanol absoluto (96 a 100%) e agitar no vortex
mediatamente. Remover as bolhas por centrifugacao.

2. Cuidadosamente transferir o conteudo 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 tamp&do 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.



79

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 MI novo. Descartar o
filtrado e o tubo coletor. Adicionar cuidadosamente 150 puL de tamp&o 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 condigdes de biossegurancga (1).
7. REFERENCIAS
Richmond JY, Mckinney RW. Biosseguranca em laboratérios biomédicos e de
microbiologia. Brasilia: Ministério da Saude: Fundagéo Nacional de Saude;

2001.

8. REGISTRO DOS ANEXOS

CODIGO DO ANEXO (Incluindo

versaol/idioma):

TITULO DO ANEXO

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

Novo ) Aprovado por:

: Criado por:

Reviséo
Data e

Traducéo _ Data e
assinatura _

assinatura

9. 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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1. OBJETIVOS

Descrever o procedimento de realizagdo da PCR em tempo real para

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

2. DEFINICOES

PCR: A reacdo em cadeia da polimerase (do inglés polymerase chain reaction),
€ uma técnica da biologia molecular para amplificar pequenas quantidades de
um DNA especifico a partir de um molde do DNA, usando uma reagao
enzimatica simples, sem um organismo 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
gue este tenha sofrido algum tipo de alteracdo nos seus genes.

Alelo estrela (*): é definido por variacdes de sequéncias especificas dentro do
|6cus do gene.

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

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

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

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

Fendtipo: é o produto direto da informacédo proveniente no DNA, representa
formas alternativas de expressdo de um mesmo carater que pode ser

controlado por um ou varios genes.

3. APLICACAO

Analise no laboratério de biologia molecular de amostras relacionadas a

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

4. RESPONSABILIDADES

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

5. POP'S RELACIONADOS
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= Procedimento para extracdo de DNA de Plasmodium vivax spp. a partir de
t (Qiagen® -

sangue total, utiizando o QIAmp DNA Kk
POP_IPCCB_LB_003_v03D_PT

6. Recursos necessarios

6.1. Materiais
e Pipetas automaticas de 10uL, 100uL e 1000 pL
e Ponteiras com filtro para pipetas automaticas
e Pipeta multicanal
e Multipipetador
e Ponteiras para multipipetador (0,5 ml)
e Tubos eppendorfde 1,5e 2,0 mL
e Microplacas de 0,1mL, com 96 pogos, para sistema de PCR em Tempo
Real
e Adesivo optico para vedar as microplacas
6.2. Equipamentos
e \ortex
e Centrifuga
e Termociclador de PCR em tempo real
e Nanodrop
6.3. Reagentes
e Mastermix universal
e Mastermix de genotipagem
e RNAseP
e Sondas genotipagem

e Agua nuclease free

7. Reacdao de genotipagem

7.1.0btenc&o de DNA
a. A extracdo 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.
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7.2.Preparacéo 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 operagao, proceder o preparo do mix
de genotipagem;

d. Centrifugar as sondas;

e. Em um tubo eppendorf, pipetar os reagentes nas seguintes propor¢oes:.

1x (VF=5pL)
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 po¢o da microplaca;

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

7.3.Montagem da placa de genotipagem

a. Vortexar e/ou 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/dgua para injecdo/agua nuclease free) em cada poco
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.Reacao de PCR real time
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a. Areacao 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;

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

B 7500 Software v2.3
Fle EOt instument Analysis Tools Help

] NewEsperiment - 5 Open.. b Save - i Close | &9 Export_ - £} PrintReport

Experiment Menu & | Experiment: CYP2D6_Plate1_230419 Type: G eagents: TaqMan® Reags (7))

Which instrument are you using to run the experiment?

R e

J

[ Mekt Cune ] [ / Genotypng ( Presence/Absence

L e S

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

[ omtc e (A

«

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;



File Edt Instument Analysis Tools Mol

] NewExperiment « (5 Open.. | Save - i Close | 49 Ewort. - &3 PrintReport

85

No Plate layout, selecionar os pocos e definir o SNP assay.

Experiment Menu «

Eowinen e

Experiment: Unlitled

Type: Genolyping

Assign SNP Assay(s) to the Selected Wels.

Reagents: TaqMan® Reagents

| | @ tastructions:  Define the SNP assisys and sameles for this experiment then assign tem 1o wells in the piate. For each SNP assay assignment select 3 task

<

View Plate Layout | View well Table |

= -

)|

Select Wells Wi - Selectlem - + | - Select ltem
@ m Adasawaste ssay [ Eat v | ‘
= [ B2 snowinwens v | B vewtesens | CFIEIE
Adie 1lele2 ]
~
— B New S0 dsay XET 7 leslslwlnlw
quencher Click 'OK" *=Required) O~ @~ @
P hssay Mo SIREEEETRD Coour [l + AssalD- O~ @~ @O~
Allele 1 Mame of Base(s) Allele 1 Colour [l v Reporter iC | Quencher None v
Al 2iame orBaseis) [Aeie 2 coiour [l ~ Reportec A Blcomtechions B O~ @~ @~
- Sopaen M- [~ M-
E Analysis e
o Me Oe
- —— O On @
[ Bt s (=) =] O~ @~ m
T O~ [~ bs
Select the dye to use as the passive reference. |N m'ﬂ mll' m"’ m",
o M O

ROX

wielts: (] 56 Unknown [] 0 Negative Control [ 0 Posive Control

«

e

(-1 CYP2D5_PLATES_051218.0ds X

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

A reacado

pode ter entre 10 e 30 pL;

2C. Set Up: Run Method

Para configurar a corrida, preencha a quantidade de pL da reacéo.

Fun Method Hep )

P mstructions:  Review 1he reacton volume and the dsfault mermal profia or e stages you selected for the instrument run, ¥ needed, change your selecton. edit the run method, or
" select a run method from Me ibrary.

Graphical View I Tabular View |

- Reaction Volume Per Well 25w [CJExentMode |
| Asdstage v [ adaswp v | CollectData ¥ || Qpen Run Method | Save Run Methoa |
Inciude; [ Pre-PCR Read [J] Amplification
Pre-PCR Read (Holding Stage) IPost-PCR Read (Holding Stage)
100 —|
7 —
600°C 600°C
0 —| -~ 01.00 100%  “o1.00
1= @
=
Step 1 Step 1
< >
Legend
L@ Data Collection On Data Collection Off A AutoDelta On A AutoDeita O |

reacdo, bem como o numero de ciclos.

Na aba Tabular View selecione os tempos e temperatura da

Stage/Step

Temperature

Pre-PCR

Holding
Stage

Holding
Stage

60 °C 95°C

(Performed on a dedicated thermal cycler)

Thermal Cycling

Cycling (50 cycles)
Denature

Anneal/Extend

92°C 60°C

Post-PCR

Holding
Stage

60°C

Time (mm:ss)

Data Collection

00:30 10:00

Yes No

00:15 01:30

No Yest

00:30

Yes
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f.  ApoOs configurar PCR, conferir o Plate layout e salvar a reacéo;
= 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.Analise da reacao e definicdo do haplétipo
a. No Experiment Menu -> ANALYSIS -> Multicomponent plot, analisar
as curvas de genotipagem;

b. Curva l, curva de amostra heterozigoto para o alelo o SNP pesquisado;

ihie EGR instument Analysis Toois Help

1] NewExpetiment - (25 Open. b Save - i Ciose | 4 Exvot - & PritRepon

Experiment Menu & | Experiment: Untitied Type: TaqMan® Reager u ‘A-am (7))
(S = oo | Ve |
(it Settings ) P) Select Wells With. - Selectitem - | - Select e
Plot Color Oye ~
R el } Emhm'lﬁmm EIE EI
a8 :'K_"] il! = 1 2 3 4|5 3 718 9 10 1 | 12
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A
Multicomponent Plot @@ m- @ @ @ 0 O 0 0 0-
8 1 & 1 1 1 1 o 1 1 1 1 1
M- M- M- @ @ @ 0 0. 0 @8- @3- 0
ol 1 1 1 A H A A 4 1 1 1
A e Me M- @ @ @ @ e @ @ @ @l
oid 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
| /@ M- M- @ @ @ 0 O e @ @ e
e|d 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
M- M- @ @ 0 @ @0 0- 0- 0- 0 Q-
FlA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
M- M- @ @ 0 @ 0 O 0 0 0 0
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c. Curva 2, curva de amostra homozigoto para o alelo o SNP pesquisado;
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A 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Multicomponent Plot ‘!, O- - @- @- @- @- @- - @- @- [@-
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d. Com o resultado das genotipagem construir uma tabela como as bases

definidas para SNP.

CYP2D6
= A enzima CYP2D6 requer etapas extras para realizacdo da

genotipagem

8.1.Definicéo do diplétipo para CYP2D6

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

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

c. Para a designacdo de alelos, apenas devem ser consideradas
combinagdes 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.Reacao 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 concentracdo de
DNA,

c. As amostras com concentracdo maior que 5ng/uL devem ser diluidas
com &gua nuclease free e, é preciso proceder nova extracdo das

amostras com concentragéio menaor.

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

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

d. Centrifugar a sonda e a RNAse P;

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

1x (VF=5pL)
Mastermix universal 5uL
TagMan® copy number assay 0,5uL
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 manipulacdo de DNA.

8.2.3. Montagem da placa de PCR
a. Vortexar elou 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 T

. Os controles negativos devem ser feitos misturando 2uL de agua
nuclease free em cada poco selecionado como controle negativo;

f. Aplicar o adesivo 6ptico 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:
= |dentificar o nome do experimento;
= Instrumento de corrida: 7500 fast (96wells);

= Tipo de experimento: Standard curve
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» 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;

= Na aba Tabular View selecione os tempos e temperatura da

reacao.
Expe Step Temperature Time Cycles
(o [Initial d /
E nitial denature / enzyme 95°C 10 minutes 1
activation
[ Denature 95°C 15 seconds 40
% |Anneal / Extend 60°C 60 seconds

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

Add Biological Group i

Biological Group Name Color Comments

Assign Targets and Samples |

e. Apo6s configurar PCR, conferir o Plate layout e salvar a reacao;
= Em seguida, clicar no botdo START RUN.
* O desenho da reagao pode ser salvo como template para as

demais andlises;

8.2.5. Analise do resultado
a. ApoOs o término da reacdo, analisar primeiramente o arquivo de

resultado “.eds”, no software do equipamento. Verificar se houve



Experiment Meny

Amplification Plot

Standard Curve

& Multicomponent Plot

[z Raw Data Plot

7] Multiple Plots View

amplificagdo das a
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mostras 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), desmar
threshold para 0.2
Automatic Baseline

car a opgao “Auto Threshold” e configurar o CT
. Para cada alvo, deixar selecionada a opc¢éo

. Clicar em “Apply Analysis settings” para aplicar

as novas configuragoes.

Experiment Menu <

ment- Plate i &
@ Analysis Settings for Plated2_CNY_CYP2D6_23012019

5| Flag Settings T Advanced Settings 1

Plot
g
Amplification Plot
Standard Curve
Multicomponent Plot =
E

n Review the default settings for analysis of targets in this experiment. To edit the default settings, click "Edit Default Settings.” To ug
different settings for a target, select the target fram the table, deselect "Use Default Settings,” then change the settings that are dis

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

Threshold: AUTO Baseline Start Cycle: AUTC  Baseline End Cycle: AUTO Edit Defautt Settings

Selecta Target Cr Settings for CYP2D6
Target Threshold Baseline Start Baseline End C7 Settings to Use: [ Use Default Settings
CYP2DE 0.2 JAUTO AUTO ~

[] Automatic Threshald

Raw Data Plot

RNase PTAMRA  [0,2 JAUTO AUTO Threshold: 0,2

QC Summary
L
Multiple Plots View A

[] Automatic Baseline

Baseline Start Cycle: | 3 2| End Cycle:

&
=

lable

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

Na janela de “Export properties”, selecionar apenas a opgao “Results”.

Em “File type”. Sele

para o arquivo “.txt”

cionar a opgéo (*.txt). Selecionar também um local

exportado, em “Export file location”.

& bxport Usta A
a Selectthe type of data to export, select whether to export one file or separate files, then enter export file properties. (Optional) Click "Customise Export” to change the export .
format and to selectfields to export Click "Start Export” to export your data. Q/

Export Properties T Customise

Export }

[] sample Setup

[0 RawData
1. Select data 1o export

2. Select one file or separate files. One File

3. Enter exportfile properties

[ Open file(s) when exportis complete

[J Amplification Data

ExportFile Name:  Plate02_CNV_CYP2D6_23012019_data File Type: E;'] (mbd) ~
Export File Location: C:\Applied Biosystemsi7500\experiments Browse

Results

[ Multicomponent Data

w  Select to export all data in one file or in separate files for each data type.

| Dasrart tn Natauts Anahisie Satinns | | [Ee——— [“panear | [Negati
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e. Na janela “Customise export”, buscar a opcao “Field Separator’ [
marcar a op¢do Commas.

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

g. Apos 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

1. APENDICE

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

Alelo . Duplicaggo  Atividade
Posigao do nucleotideo no gene CYP26
CYP2D6 CYP2D6  enzimética
-1584 31 100 1023 1846 2549 2615 2850 2988 3183 4180
*1 c G c c G A A c G G G - Normal
2 G G [ c G A A T G G c - Normal
*3 c G c c G Del A c G G G - Mula
4 C G T c A A A c G G c - Nula
*5 - - - - - - - - - - - - Mula
g C G [ c G A Del c G G G - Diminuida
*10 c G T c G A A c G G c Diminuida
17 C G [ T G A A T G G c Diminuida
*29 C G c c G A A T G A c Diminuida
*34 C G [# c G A A T G G G ND
*35 G A C c G A A T G G c MNormal
*39 C G Cc c G A A c G G c Normal
41 C G Cc c G A A T A G c Diminuida
x C G c c G A A [ G G G + Aumentada
2% clG G c c G A A T G G c + Aumentada
*dx C G T c A A A c G G c + Mula
*17x C G c T G A A T G G c + ND

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

*nucleotideos em negrito sdo polimérficos
** ND - ndo definido
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Polimorfism _ Alel o
SNP ID Tipo Localizacdo Contexto VIC/FAM
0 0s
AlG, TTCCCACTATCATTG
rs424428 | Transition Chr.10:94781 ATTATTTCCCIA/G]
681G>A *2
5 Substituti 859 GGAACCCATAACAAA
on TTACTTAAAA
AlG, ACATCAGGATTGTAA
rs498689 | Transition Chr.10:94780 GCACCCCCTGIA/G]
636G>A | *3
3 Substituti 653 ATCCAGGTAAGGCCA
on AGTTTTTTGC
CIT,
N AAATTTGTGTCTTCT
rs122485 | Transition Chr.10:94761
-806C/T R e V4 GTTCTCAAAG[C/TIAT
60 Substituti 900
CTCTGATGTAAGAGA
on
TAATGCGC
Quadro 2 — Polimorfismo CYP3A4
Polimorfis _ Alelo )
SNP ID Tipo Localizagdo Contexto VIC/FAM
mo S
TAAAATCTATTAA
o/ ATCGCCTCTCTC|
Chr.7:997844 CIT]
-392A>G | rs2740574 Transition *1B
o 73 TGCCCTTGTCTC
Substitution
TATGGCTGTCCT
C
Quadro 3 — Polimorfismos CYP2D6
Polimorfism _ Alelo )
SNP ID Tipo Localizagdo | Contexto VIC/FAM
o] S
T/ GGCTGGGCTGG
rs3574268 _ ' _ Chr.22:421282 | GTCCCAGGTCAT
2549delA Insertion/Deleti | *3
6 42 CC[T/1]
on
GTGCTCAGTTAG
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CAGCTCATCCAG
C

100C>T

rs1065852

A/G, Transition
Substitution

*4 e

*10

Chr.22:421306
92

CCGGGCAGTGGC
AGGGGGCCTGGT
GIA/G]
GTAGCGTGCAGC
CCAGCGTTGGCG
C

1846G>A

rs3892097

C/T, Transition

Substitution

*4

Chr.22:421289
45

AGACCGTTGGGG
CGAAAGGGGCGT
ClC/T]
TGGGGGTGGGA
GATGCGGGTAAG
GG

4180G>C

rs1135840

C/G,
Transversion
Substitution

*Q.
x4,
*10,
*17,
*29,
*35,
*39 e
*41

Chr.22:421266
11

AGCACAAAGCTC
ATAGGGGGATGG
GI[C/G]
TCACCAGGAAAG
CAAAGACACCAT
G

2988G>A

rs2837172
5

C/T, Transition
Substitution

*41

Chr.22:421278
03

TTCATGGGCCCC
CGCCTGTACCCT
T[C/T]
CTCCCTCGGCCC
CTGCACTGTTTC
C

3183G>A

rs5942138
8

C/T, Transition
Substitution

*29

Chr.22:421276
08

TCTGGTCGCCGC
ACCTGCCCTATC

A[C/T]
GTCGTCGATCTC
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CTGTTGGACACG
G

-1584C>G

rs1080985

GI/C,
Transversion

Substitution

*2,
*35e
*41

Chr.22:421323
75

TAATTTTGTATTT
TTTGTAGAGACC]
GIC]
GGTTCTTCCAAG
TTGTCCAGGCTG
G

2615 2617
delAAG

rs5030656

CTT/-,
Insertion/Deleti

on

*9

Chr.22:421281
75

CCCCACCGTGGC
AGCCACTCTCAC]
CTT/]
CTCCATCTCTGC
CAGGAAGGCCTC

31G>A

rs769258

C/T, Transition

Substitution

*35

Chr.22:421307
61

AGGAGCAGGAAG
ATGGCCACTATC
AIC/T]
GGCCAGGGGCA
CCAGTGCTTCTA
GC

1023C>T

rs2837170
6

G/A, Transition
Substitution

*17

Chr.22:421297
70

ACGCGGCCCGAA
ACCCAGGATCTG
GIG/A]
TGATGGGCACAG
GCGGGCGGTCG
GC

2850C>T

rs16947

A/G, Transition

Substitution

*Q
*17,
*34,
*29,
*35,

e *41

Chr.22:421279
41

GAGAACAGGTCA
GCCACCACTATG
CIA/G]
CAGGTTCTCATC
ATTGAAGCTGCT
C




95

7.1.4 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA DETERMINACAO DE

HAPLOTIPOS DO GENE CYP2D6.

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cddigo POP

POP_IPCCB_LB_050_PT

Titulo

Procedimento para determinacdo de haplétipos do gene
CYP2D6 utilizando o Haplo-stats (ambiente R) e

predicdo do fenotipo enzimatico.

original

Idioma da versao

PT

Elaborado por:

Anne Cristine
Gomes de Almeida;
Yanka Evellyn
Salazar; Fernanda

Rodrigues Soares.

Revisado por:

Gisely Cardoso

de Melo

Aprovado por: Data de aplicacao:

Data e assinatura

Data

assinatura

Data e assinatura | Data da proxima

revisao:

Histoérico de revisdes

Nome Assinatura

Data

(DD/MMMI/AA)

Alteragdes realizadas

OBJETIVOS
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Descrever o procedimento para determinacao de haplétipos e predicdo de fendtipo a
partir do genoétipo de CYP2D6.

DEFINICOES

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

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

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

Haplotipo: uma série de alelos encontrados em um l6cus ligado em um cromossomo.
Diplétipo: E a combinac&o especifica dos dois haplétipos.

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

Fendtipo: € o produto direto da informacao proveniente no DNA, representa formas
alternativas de expressao de um mesmo carater que pode ser controlado por um ou
Varios genes.

Score de atividade enzimatica (AS): ferramenta que permite a traducédo do genadtipo
em uma medida qualitativa do fenotipo que pode ser utilizada pra predizer a atividade
de CYP2DE6.

APLICACAO

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

RESPONSABILIDADES

Equipe do laboratério de biologia molecular envolvida na realizagdo da andlise de
CYP2D6.

POP'S RELACIONADOS

Procedimento para extragcdo de DNA de Plasmodium spp. a partir de sangue total,
utilizando o QIAmp DNA kit (Qiagen®) - POP_IPCCB_LB 003 v03D _PT
Procedimento para realizagdo da genotipagem de SNPs de enzimas do citocromo

P450 (CYPs) utilizando sistema TaqMan® - POP_IPCCB_LB 044 v01D PT

RECURSOS NECESSARIOS

6.1. Instalar o R e Rstudio
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O R é um software livre para computacéo estatistica e constru¢do de graficos que
pode ser baixado e distribuido gratuitamente.

e Como baixar o R para o Windows:

o Para baixar o R para o Windows entre no site do R www.r-project.org

o Clique em CRAN (Comprehensive R Archive Network);

o Escolha o espelho de sua preferéncia (CRAN mirrors);

o Clicar em Windows 95 or later;

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

arquivo.

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 os passos da instalagao.

Ao instalar o R, apenas as configuracdes minimas para seu funcionamento basico sédo
instaladas (pacotes que vem na instalacdo “base”). Para analise de haplétipos de
CYP2D6 sera 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 sequir), digitar o seguinte comando: > install.packages("haplo.stats")

Srdtrmoe Wity

P Bt Packager  Melp  Viewsr
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6.2 Determinacéo de diplotipos do gene CYP2D6 utilizando o Haplo-stats (ambiente
R)

Antes da analise no R, deve ser preparada uma Tabela em arquivo do Microsoft Excel
(com alelos encontrados pela genotipagem) para ser lida no RStudio, conforme

modelo a seguir:

m Pagina Inicial Inserir Layout da Pagina Formulas Dados Revisdo Exibicdo
J b Calibri 11 o A A = == - =" Quebrar Texto Automaticamente  Geral -
Sa - L
CDJBI’ f N I 5§ - _ - S ~ é - === i= ‘E__E Fad Mesclar e Centralizar ~ ﬁ'g - S 000 fﬁg ;Eg CF
rea de Tra... Fonte Alinhamento Mumero
Bl - I

A B C D E F G H 1 J K L
1 _1584C>GI I 31G=A 100C=T 1023C=T 1846G=A 2549delA 2
2 C C G G C C C C G €1 A A
3 C G G G C C C C G €1 A A
4 G G G G C C C C G €1 A A
5 C G G G C c C C G G A A
] C C G G C C C C G €1 A A
i C G G G C T C C G A A A
3 C C G G C C C C G €1 A A
9 C C G G T T C C G A A A
10 C G G G C C C C G G A A
11 C C G G C C C C G €1 A A
12 C C G G C C C C G €1 A A

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

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

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

ao SNP -1584C>G). A tabela deve ficar como no modelo a seguir:
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Arquive Editar Formatar Exibir Ajuda

"N=1584,1" "N*1584,2" "ME31,1 "N31,2T "MEleea,1"” "N=lee,2" "MN1e23,

"N=1823,

=
PP PRPPRRPRPRPRPRRPRERRRR

EGEEERGREEEEEE R
NOZOoOONNONONOONNONNO0N06 0
NOOOOONOOOOONOONNONOOO DO O
NOOOOOOOOOOOOOOOOOO0 006
I RaNsNaNaNasRsRaRaRaishaksaRaNsRaRaRaRehal
RNl NNl NN s e N Nala R Nal NalaNaNalal
ElaNala i NalalaNalalsNalaalaRakaRaRakaRaRaka!
N NaNa i RalalalaNalaNaNaNalaRakaRaRaRaRaReRa!
NEOOOOOOOOOOOONONOOON0 O
NEOOOPOOPOOPOOODPOIOOO OO
b PPRPPEPPRPPEPEPRDR DR
=3 =10 = i I I I R D D N R R
-0 S S A R BB - -l i ol
4o ANO0ANn00nnn0nN0A0—A-A—0

In
b
E
2
b
]
2l
F

dSnHdAAdnnHddd4d4nnAn A A4n A4 40N

v

¥

£

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

Observacao: 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 o 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 = "\t",row.names=NULL)

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

names(save.em)

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

write.csv(resultado, file = "resultado.csv")
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Para rodar o comando desejado, colocar o cursor em qualquer ponto da respectiva

linha e clicar tecla ENTER do computador ou clicar a opgéao “Run”.

R5tudio
File Edit Code View Plots Session Build Debug Profile Tools Help
o - Of ot - Go to filefunction = Addins ~
Q] Untitled1*
Source on Save 4 S~ Source =
1 Tibrary(hapld] stats)
2 geno Fead—tabte le. choose(), head= TRUE, sep = "\t",row.names=NULL)
3
4 save.em <- haplo.em(geno, miss.wval=c(0, nNa),locus.label=c(1584, 31, 100, 1023, 1846, 2549, 2615, 2850, 2988, 3183, 4180))
5 names(save.em)
6
7 save.em
& resultade =- summary(save.em)
9 resultade
10 write.csv(resultado, file = "resultado.csv" )
1:14 (Top Level) 2 R Script =
Console  Terminal Jobs

Ao clicar o segundo comando (geno = read.table ...), 0 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 informagdo com numero de observacdes e variaveis da tabela que acabou

de ser lida pelo programa.

RStudio — I
File Edit Code View Plots Session Build Debug Profile Tools Help
S - O i Go to file/function ~ Addins = : (Non
@] Untitled1* Environment  History  Connections
Sourceon Save | 4 - +Run | = Source * > #* import Dataset = | & Ust ~

1 Tibrary(haplo.stats) S ——

2 geno — read.table(file.choose(), head— TRUE, sep — "“\T",row.names—nuLL) = r““a Envirenment

s ara

4 [pave.em <- haplo.em(geno, miss.val-c(0, nNa),locus.label-c(1584, 31, 100, 1023, 1846, 2549, 2615, 2850, 2988, 3183, 4180)) geno 31 obs. of 22 varia

5 names(save.em)

6

7 save.em

& resultado < summary(save.em)

9 resultado

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

Files Plots  Packages Help  Viewer

nstall | @ Update
criptio

Name Description

144
an (Top Level) + R Script 2
Console  Terminal Jobs
assert.. Easy Pre and Post 02.1
Ra 0SS Ui LEAN S SN SLIISS WL ARSULU IS Y mARAN = Assertions
vou are welcome to redistribute it under certain conditions. back..  Re totions 113
Type 'Ticense()' or 'licence()’ for distribution details. ack.. ;'F"‘F’E“E”“’”) As
of Functions
R is a collaborative project with many contributors.
Type ‘contributors()’ for more information and
‘Titation()’ on how to cite R or R packages in publications. baseb... 01-
3
Type 'demo()’ for some demos, "halp()' for on-line help, or T
"help.start()’ for an HTML browser interface to help.
Type 'q()’ to quit R. 110

> 1ibrary(haplo.stats)
. geno = read.table(file.choose(), head= TRUE, sep = "\t",row.names=NULL) Command Line
Interfaces

Clicar no campo destacado na figura acima. Uma aba “geno” sera aberta onde podera

se verificar se a tabela com alelos foi lida corretamente (observar o nimero de linhas,
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colunas, SNPs, quantidade de variaveis). Se corretas as informacdes, retornar para
aba “Untitled 1*”.

RStudio
File Edit Code View Plots Session Build Debug Profile Tools Help
S - OR il Go to file/function ~ Addins =
Q| Untitled1* geno Environment  His
F > # Impor{
“ N.1584.1 MN.1584.2 N.31.1 N.31.2 N.100.1 N.100.2 MN.1023.1 N.1023.2 N.1846.1 N.1846.2 N.2549.1 N.2549.2 MN.2615.1 N.261 Global Environme|
1/c c G G c i 5 A bata
2|C G G G C G G A gena "
3 G G G G C G G A
4 G G G [ G G A
5 C G G C G G A
6 G G G C G A A
7 G G C G G A
8 C G G T G A A \ , , Files Plots  Pac|
9 G G G C G G A A A A nstall | @ Upd
0 c - : : c c c A N Name Desct
wa ~ ~ ~ - — N . 7 Userlibrary
' acepa.. ACE
Showinn 14012 of 31 epiriss 27 tntal columne L

Rodar o terceiro comando (save.em <- haplo.em...), seguido do quarto comando
(names(save.em)) e quinto comando (save.em).

Apoés 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™

File Edit Code View Plots  Session Build Debug Profile Tools Help
o - o | - So to filesfunction - adains =
97 untitied1* genc Environmen it Histol
Source on Save S =Run | *= Source = i #* Import J
1 library(haplo.stats) = —
2 geno — read.table(file.choose(), head— TRUE, sep — “\t",row.names—NULL) ooB! Envirenmen
EY Data
4 save.em <- haplo.em(geno, miss.wval=c(Q, m~Na),locus.label—=c(1584, 21, 100, 1023, 1846, 2549, 2615, 2850, 2988, 3183, 41B0)) geno 31
z names (save. am) cave.em  Lisq
7 save.em
& fesultado <- summary(save.em)
9 resultado
10 write.csv(resultado, file = "resultado.csv” 3
& Le R Scrip
Console | Termina 1 Job:
[1] “Inlike Inlike.noLD" e at. Ir “hap. prob “hap.prob. noLD” “converge "
[8] "locus.label™  “dindx.subj" “subj.id” "post” “haplcode” “hapzcode” “haplotype”
[15] “nreps” “rows.rem” “max.pairs” “control”
- save.em
[ ]
Haplotypes
1584 31 100 1023 1846 2549 2615 2850 2988 3183 4180 hap.freq
1 c A c c G A A T A G 0.01613
2 c G c c G A A c G G G 0.33871
3 < G C C G A A T Y G < 0.0806
4 C G C C G A A T G - C 0.03226
5 L= G c c G A A T G - G 0.00000
1 (= G C C G A A T G G [= 0.00000 .
7 c e c c G A A T S e c ©0.00000 e e

A tabela com haplétipos 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.
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A segunda coluna desta tabela, “Subij..id”, corresponde ao numero da amostra.
Observacdo: Uma amostra pode ter mais de uma probabilidade de diplétipo. Nesse
caso, selecionar o diplétipo do individuo considerando a probabilidade maior e a
coeréncia do resultado.

A tabela com os dipl6tipos pode ser copiada para outro tipo de arquivo (Word, Excel,

Power Point).

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

names (save. em)

save.em

resultade <- summary(save.em)

resultado

write.csviresultado, Tile = "resultado.csv” )

=N I STV

=

Console  Terminal Jobs

S TSI LAWY T SUlar Y s av e, Sy

Subjects: Haplotype Codes and Posterior Probabilities

subj.id|hapl hap2 posterior
1 1 2 2 1.00000
2 2 3 14 1.00000
3 3 14 14 1.00000
4 4 4 13 1.00000
5 5 2 2 1.00000
[ 6 10 14 1.00000
7 7 2 3 1.00000
8 8 9 11 1.00000
9 g 2 14 1.00000
10 10 2 2 1.00000
11 11 2 2 1.00000
12 12 9 14 1.00000
13 13 2 3 1.00000

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

a1 (Top Level) = R Script &

Glo
Data
gen

res

Files

ns

User Li

O ultimo 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 busca do Windows para acessar o local desta planilha (buscando o

arquivo da planilha pelo nome “resultado.csv”).

6.3 Determinacao de Alelo Estrela

A partir dos haplétipos obtidos pela analise no ambiente R (tabela “Haplotypes”), deve
ser feita a comparacao dos mesmos com bases de dados/artigos para determinacao
do alelo estrela correspondente a cada haplotipo.

Esta comparacédo pode ser feita utilizando as tabelas de SNPs disponiveis no site da
PharmGKB, PharmVar e, no caso de alelos existentes na populacéo brasileira, pode-
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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 dipl6tipo de cada individuo
(Ex: Amostra 1 =*1/*2; Amostra 2 = *1/*4, etc) utilizando os dados da tabela “Subjects:
Haplotype Codes and Posterior Probabilities”.

Apos determinacdo dos diplétipos, deve-se seguir para as etapas de predicdo do
fenétipo de CYP2D6, utilizando o score de atividade (AS), como descrito nos tépicos
a sequir.

Caso se faca determinacao de CNV (copy number variation) de CYP2D6, as delec¢des,
duplicacdes ou multiplicacbes do gene devem ser consideradas da determinacéo do

diplétipo final.

PREDICAO DE FENOTIPO A PARTIR DO GENOTIPO

7.1 Variacdo do numero de copias

A predicdo de fenétipo € realizada somente ap0s a determinacdo de diplétipos e
andlise da variacdo do numero de cépias de CYP2D6 conforme descrito no item 8 de
POP_IPCCB_LB_044 v01D PT.

7.2 Score de atividade enzimatica (AS)

Durante a andlise de CYP2D6, € comum utilizar o sistema de score de atividade
enzimatica para predizer o fenétipo a partir do genoétipo. 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 1,25-2,25
Intermediéria 0,25-1.0

Nao funcional 0
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7.2.1 Multiplicacdes
As multiplicacdes sdo reportadas somente aos alelos *2, *4, *10 e *35.
Observacao: Se houver outro alelo presente no dipl6tipo, a multiplicacéo é reportada

ao alelo *1.

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

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

7.3 Calculo de AS

O célculo para a determinacdo de AS é realizado a partir do resultado obtido da
determinacao de dipl6tipos e andlise de CNV.

Os valores dos alelos presentes no diplétipo de um individuo serdo somados conforme
apresentado na tabela 2;

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

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

DIPLOTIPO CNV SOMA AS
*1/*¥1 2 1+1 2
*2/*22 1 1+0 1
*2/*4 2 1+0 1
*1/*10 3 1+0,25+0,25 1,5
*2/*17 3 1+1+0,5 2,5
*4/*4 2 0+0 0

a O alelo *2 é substituido por *5 (ndo funcional). O dipl6tipo final seria: *2/*5.
7.4 Predicdo do fenotipo
Apoés o calculo de AS, a predicdo de fendtipo pode ser realizada conforme

descrito na tabela 3.

Tabela 3. Determinagéo de fenadtipo a partir do AS.

AS Fenotipo
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0 PM (metabolizacéo lenta)
0,25-1,0 IM (metabolizacéo intermediaria)
1,25-2,25 NM (metabolizagéo normal)
>2,25 UM (metabolizacao ultrarrapida)
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7.2

INSTRUMENTOS DE COLETA DE DADOS

7.2.1 Formulario de coleta de dados

Projeto: “INQUERITO DE BASE POPULACIONAL PARA ESTIMATIVA DE
DEFICIENCIA DA GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE (G6PD) NA AMAZONIA
BRASILEIRA, E ESTUDO DE CUSTO-EFETIVIDADE DO TESTE RAPIDO PARA
DETECGCAO DE G6PD EM PACIENTES COM MALARIA: PREENCHENDO LACUNAS
VISANDO A ELIMINACAO DA MALARIA NO BRASIL”

INFORMACAO PESSOAL

1.

10.
11.

12.

13.

14.
15.
16.

Data (DD/MM/AA) I O 2
rmm———————————— Y
Numero de identificagdo permanente : ETIQUETA :
L —— J
Nome [_| | [ | | | [ ¢ ¢ ¢ 0t q]

NomedaMée | _| | | | (| | | ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ P01 q|

Data de Nascimento |__| |/|_| |/|_1 | ouldade | |
Naturalidade |_| | | [ | | | L [ | ¢ 1 L0 ¢ 001111 11
NomedaEscola |_| | [ | | [ [ [ [ [ | 1 [ L ¢ L 1 11 @1 1]

Em que &rea reside? (1=Rural, 2=Urbana) |__| Ha quanto tempo reside na area? L |
Raca (1=branca, 2=mesti¢o, 3= negra, 4=indigena, 5=amarela) |
Nivel educacional(1=analfabeto, 2=ensino fundamental, 3=ensino médio, 4=ensino superior)  |__|
Jateve malaria? (1=sim, 2=nao, 3=ndo sabe/ndo lembra) |__| Quantas vezes? 1 |
Quando ficou doente de malaria tomou primaquina? (1=sim, 2=n&o,3=n&o sabe/ndo lembra) |_|
(Comprimido pequeno e amarelo/laranja)

Ja teve icterfcia ou collria?(Ficou palido, amarelo, (1=sim, 2=n&o, 3=nao sabe/n&o lembra) |_|
labio roxo, urina cor de Coca-Cola)

Teve malaria nos dltimos 15 dias? (1=sim, 2=ndo, 3=ndo sabe/ndo lembra) ||
Ja recebeu transfuséo de sangue? (1=sim, 2=ndo, 3=ndo sabe/ndo lembra) ||
A pessoa se sente doente hoje? (1=sim, 2=ndo, 3=ndo sabe/ndo lembra) ||

INCLUSAO NO ESTUDO

17.

18.

19.

20.

Resultado da fenotipagem G6PD / teste rapido
(1=normal, 2=deficiente, 3=Intermediario)

Assinatura Data [ A T /I

Resultado PCR (1=Negativo 2=P. vivax, 3=P. falciparum, 4=Mista) ||

Resultado genotipagem g6pd [ Cédigo |__|

Formulario Coleta_Projeto_ G6PD_v01_PT
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7.3 ASPECTOS ETICOS

7.3.1 Parecer Etico
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Inquérito de base populacional para estimativa de deficiéncia
da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) na Amazbnia
Brasileira, e estudo de custo-efetividade do teste rapido para
deteccdo de G6PD em pacientes com malaria: preenchendo
lacunas visando a eliminacdo da malaria no Brasil.

Pesquisador: Marcus Vinicius Guimaraes de Lacerda
AREA TEMATICA:

Verséo: 3

CAAE: 28307814.7.0000.0005

Instituicdo Proponente: Diretoria de Ensino e Pesquisa - DENPE
Patrocinador Principal: Secretaria de Vigilancia em Saude

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 625.574
Data da Relatoria: 25/04/2014

APRESENTAQAO DO PROJETO:

Na Amazonia brasileira, as infeccdes maléricas sdo causadas com maior freqiiéncia
pelo Plasmodium vivax. Apesar de sua baixa mortalidade, os aspectos de gravidade
relacionados a essa espécie de malaria abordados neste estudo, consistem no
possivel risco de hemdlise desenvolvido a partir da utilizacdo do antimalarico
primaquina, em individuos geneticamente deficientes da G6PD. Ha também
escassez deestudos sobre o tema da

deficiéncia da G6PD e malaria, principalmente pelo fato do foco de atencdo em
salde publica mundial estar voltado as vastas regifes endémicas da Africa, onde a
maior parte das infeccdes sdo causadas pelo P. falciparum. Cerca de 400 milhdes
de pessoas da populacdo mundial sdo afetadas pela deficiéncia da G6PD, com
maior morbidade em individuos do sexo masculino, devido ao carater recessivo da
heranca ligada ao sexo. Considerando-se também que a deficiéncia da G6PD, é
determinada pela etnia, constitui elemento util para o estudo da composi¢do
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genética das comunidades brasileiras, que foram incorporando ao longo desua
histdria, povos de varias origens e com diversos graus de miscigenacéo. No Brasil,
mais de 99% dos casos de malaria sdo notificados na Regido Amazénica, sendo
gue mais de 85% dos casos da doenga sé&o causados por Plasmodium vivax. Esta
espécie apresenta uma caracteristica peculiar no seu ciclo biolégico que é o
desenvolvimento de formas latentes hepéaticas denominadas hipnozoitos,
responsaveis por recaidas meses ou anos apos um episodio de malaria vivax. Esta
caracteristica traz uma dificuldade adicional no controle e eliminacéo desta espécie
parasitaria, pois uma parcela de individuos torna-se portadores cronicosde P. vivax,
contribuindo para a manutencéo do ciclo de transmisséo. Atualmente, a Unica droga
disponivel para a eliminag&o dos hipnozoitos é a primaquina. A tafenoquina é outra
droga do mesmo grupo que esta sendo avaliada em ensaios clinicos, inclusive ja
no Brasil (Manaus e Porto Velho). Um fator impeditivo do uso generalizado destas
drogas € a G6PDd, uma deficiéncia genética relativamente comum que predispde
os individuos a hemdlise. O presente estudo visa estimar a prevaléncia da G6PDd
em &reas endémicas para malaria na Amazbnia Brasileira através um estudo
transversal, com amostragem por conglomerados realizada em 2 niveis (municipio
e, posteriormente, por localidade), envolvendo municipios da Amazénia Legal com
transmissao ativa de malaria com individuos do sexo masculino. A proposta visa
também determinar a frequéncia relativa das variantes deficientes; levantar os
custos de testes rapidos para detectar deficiéncia de G6PD; construir um modelo de
andlise de decisdo para 0 uso de testes rapidos destinados a deteccao de
deficiéncia G6PD - considerando os casos novos de malaria vivax, em regido
endémica, em comparacdo com auséncia do teste, na rotina do programa de
malaria; determinar os custos da introducéo do teste rapido para detec¢éo de casos
novos de deficiéncia de G6PD em areas endémicas para malaria; determinar a
razao de custo-efetividade adicional por caso de deficiéncia detectada comparando
os diferentes testes disponiveis com a rotina atual do Programa Nacional de
Controle de Malaria.

Trata-se de protocolo referente ao Projeto de Pesquisa intitulado " Inquérito de
base populacional paraestimativa de deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) na Amazonia Brasileira, e estudo de custo-efetividade do teste rapido para
deteccdo de G6PD em pacientes com malaria: preenchendo lacunas visando a
eliminacao da malaria no Brasil. No Amazonas,0 pesquisador responsavel € Marcus
Vinicius Guimardes de Lacerda, e compondo a equipe de pesquisadores Welton
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Marcelo Monteiro, Marly Marques de Melo, Vanderson Sampaio, Joabi Rocha do
Nascimento e Marcelo Augusto Mota Brito, e como assistente Ménica Regina Farias
Costa. O estudo é nacional e se enquadra noGrupo lll, portanto, ndo se refere a
Areas Tematicas Especiais e nem devendo ser apreciado pela CONEP.E um estudo
transversal, analitico e prospectivo, em individuos do sexo masculino, com
amostragem por conglomerados realizada em 2 niveis (municipio e, posteriormente,
por localidade), envolvendo municipios da Amazoénia Legal, com transmisséo ativa
de malaria, e os inquéritos serao realizados nos estados do Acre, Amazonas, Amapa,
Para, Roraima e Ronddnia. Tendo como critério de inclusdo: Pacientes de todas as
idades, do sexo masculino, com malaria vivax, diagnosticada pela gota espessa, e
como critério de exclusao:Pacientes do sexo feminino, pacientes do sexo masculino
com co-morbidades.

OBJETIVO DA PESQUISA:

Obijetivo Primario:

Estimar a prevaléncia da G6PDd em areas endémicas para malaria na Amazénia
Brasileira.

Objetivo Secundario:
Determinar a frequéncia relativa das variantes deficientes; 2. Levantar os custos de

testes rapidos para detectar deficiéncia de G6PD; 3. Construir um modelo de andlise
de decisado para o uso de testes rapidos destinados a deteccédo de deficiéncia G6PD
- considerando os casos novos de malaria vivax, em regido endémica, em
comparacdo com auséncia do teste, na rotina do programa de maléria; 4.
Determinar os custos da introducao do teste rapido para detec¢do de casos novos
de deficiéncia de G6PD em areas endémicas para malaria; 5. Determinar a razdo
de custo-efetividade adicional por caso de deficiéncia detectada comparando 0s
diferentes testes disponiveis com a rotina atual do Programa Nacional de Controle
de Malaria.

AVALIACAO DOS RISCOS E BENEFICIOS:

Riscos:

No momento da coleta o dedo podera ficar dolorido ou com uma mancha
avermelhada ou roxa quedesaparecera em curto espaco de tempo.

Beneficios:
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Os beneficios deste estudo serdo evidenciados a médio e longo prazo para toda a
comunidade que vive nas areas endémicas para malaria e para a comunidade
cientifica. Os resultados do estudo pode preencher a lacuna cientifica sobre o tema,
compreendendo a deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase em pacientes com
maléria pelo Plasmodium vivax, prevenindo assim crises hemoliticas decorrentes do
uso de primaquina nestes individuos, sendo essas alteracbes como um dos
possiveis desfechos a serem analisados, ja que essa € uma das complica¢cdes mais
frequente entre os pacientes com maléaria vivax da Amazonia Brasileira. Além disso
0s resultados podem favorecer no desenho de estudos com novas drogas, nas
acdes cooperativas com o Sistema Unico de Salde, ja que o estudo permitira
melhorar a atencdo a saude de pacientes que residem em areas endémicas para
malaria na America Latina e no planejamento das estratégias de controle da malaria
vivax.

COMENTARIOS E CONSIDERACOES SOBRE A PESQUISA:
A proposta é relevante e dentro do contexto, é plenamente factivel, portanto,
devidamente instruido, est4 apto para analise.

CONSIDERAQOES SOBRE OS TERMOS DE APRESENTAQAO OBRIGATORIA:
O protocolo deste estudo traz a documentacéo seguinte: 1. folha de rosto; projeto
de pesquisa da PB; 3. termo de consentimento livre e esclarecido; 4. termo de
assentimento; 5. memorando no. 28/2014 - GM (Geréncia de Malaria) ao Chefe do
CEP da FMT-HVD encaminhando o projeto e ressaltando a anuéncia para a
execucdo do projeto; 6.0ficio no. 002077/MS/SE/FNS,Brasilia - DF, de 21 de
fevereiro de 2014, assinado pelo Diretor Executivo do Fundo Nacional de Saude; 7.
projeto basico; 8. cronograma de execuc¢do com inicio previsto para 02/06/2014 e
término para 31/05/2015, e 9. orcamento estimado em R$ 500.000,00.

RECOMENDAGCOES:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

PENDENCIA 1. O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi
apresentado em linguagem de facil entendimento, porém necessitando de
readequacodes/inclusdes, para atender o item Il, I1.5 e 11.23, e ainda o item II, 1.7, da
Resolucao no. 466/2012, CONEP.
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1.a) 0 TCLE foi apresentado em forma de pedido e ndo como convite. Solicitamos
readequacéo do TCLE para forma de convite.

RESPOSTA DO PESQUISADOR: A readequacdo foi realizada, conforme
solicitacao do relator. Vide a frase “Por isso convidamos vocé para participar deste
estudo.” adicionada no final do segundo paréagrafo.

ANALI§E: observou-se a readequacdo da informacdo no TCLE. Diante disso,
PENDENCIA ATENDIDA.

1.b) no TCLE, pagina 1, paragrafo 3, menciona " Este estudo sobre a deficiéncia da
enzima glicose 6 fosfato desidrogenase sera realizado com pessoas dos estados
da Amazonia (Amazonas, Acre, Rondbnia, Roraima, Par4, Amapa) atendidas nos
postos de saude onde se realiza exame para malaria e na Fundacao de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado em Manaus". E também, no paragrafo 4, foi
mencionado "Se vocé tiver malaria vivax e aceitar participar do estudo,
precisaremos retirar do seu dedo mais um pouco de sangue para realizar um teste
para verificar se vocé apresenta a deficiéncia da enzina. Entretanto, foi informado
na metodologia do projeto que "A selecao dos individuos em cada municipio sera
realizada através de amostragem por conglomerados (setores censitarios), através
de visitas domiciliares, incluindo-se um individuo do sexo masculino por residéncia.

Diante disso, solicita-se esclarecimento e/ou readequacéo das referidas
informacdes no TCLE.

RESPOSTA DO PESQUISADOR: De fato, ndo serd utilizada a estrutura dos postos
de microscopia para malaria e nenhum outro servico de saude local para o
recrutamento de sujeitos para a pesquisa. Seréo recrutados todos os individuos que
aceitarem participar e ndo apenas individuos com malaria, conforme foi colocado
equivocadamente na primeira versao dos termos. Todos 0s procedimentos serao
realizados por meio de visitas domiciliares. Esta informagédo foi adicionada no
terceiro paragrafo do TCLE e TALE:

“Este estudo sobre a deficiéncia da enzima glicose 6 fosfato desidrogenase sera
realizado com pessoas dos estados da Amazdnia (Amazonas, Acre, Ronddnia,
Roraima, Para, Amapa) por meio de visitas que serao feitas pela equipe da pesquisa
diretamente nas casas. Ao passar pelas casas, a equipe convidard as pessoas
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residentes para participar do estudo. Vocé nado precisara sair da sua casa para
nenhum procedimento do estudo. Vocé recebera o resultado do teste para a enzima
glicose 6 fosfato desidrogenase ja neste momento, bem como as orientacdes caso
o resultado seja positivo.”

Conforme se observa no orcamento da pesquisa (Total de 500.000 reais), a grande
maioria do recurso é destinada para o pagamento de didrias e passagens para o
deslocamento de técnicos a serem selecionadose treinados na FMT-HVD pela
equipe de farmacéuticos-bioquimicos da Geréncia de Maléria, incluindo todos os
aspectos éticos, da realizacdo do teste, de biosseguranca e controle de qualidade.

ANALISE: observou-se readequacio das informgdes e esclarecimentos conforme
solicitado. Diante disso, PENDENCIA ATENDIDA na péagina 3, do TCLE esta
mencionado o seguinte "Se vocé tiver pergunta ou duvida sobre esse estudo,
procure um dos nossos pesquisadores ...". Solicita-se informar quais 0s nomes dos
pesquisadores, locais, dias, horarios e forma de contato, para que possam ser
encontrados.

1.c) RESPOSTA DO PESQUISADOR: Foram informados os nomes de mais 3
pesquisadores, com locais, dias, horarios e forma de contato.

ANALISE: o pesquisador atendeu a solicitacdo. Sendo assim, PENDENCIA
ATENDIDA.

1.d) no TCLE néo foi mencionada indenizacéo. Solicita-se a inclusdo dessa
informacao.

RESPOSTA DO PESQUISADOR: Foi mencionada a indenizacdo no Segundo
paragrafo da pagina 2. ANALISE: verificou-se a inclus&o da informag&o

conforme solitagdo. Portanto, PENDENCIA ATENDIDA.

PENDENCIA 2. O termo de assentimento se apresenta como uma sintese do TCLE.
Diante disso, solicita-sereadequacao para as faixas etarias envolvidas no estudo,

em linguagem simples e com ilustra¢cdes de formaque fique mais esclarecedor o
conteudo desse documento aos participantes da pesquisa (adolescentes e
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criancas), para atender o item I, 1.2 e 11.24, a Resolucao no. 466/2012, CONEP.

RESPOSTA DO PESQUISADOR: Foram inseridas figuras e a linguagem do TALE
foi adequada.

ANALISE: observou-se que as readequacfes no Termo de Assentimento foram
feitas conforme a solicitagdo. Diante disso, PENDENCIA ATENDIDA.

PENDENCIA 3. No item metodologia proposta, no projeto gerado pela PB é
mencionado que a pesquisa sera no Amazonas e em outros Estados da Amazonia
Legal. Sendo assim, solicita-se

esclarecimento se havera uma apresentacao prévia por parte dos pesquisadores,
informando o0s objetivos do projeto aos Gestores de Saulde dos municipios
selecionados para a realizacdo dos inquéritos, para que possam ter conhecimento
da presenca da Equipe e do momento da execucéo das atividades.RESPOSTA DO
PESQUISADOR: Esclarecemos que havera uma apresentacao prévia por parte dos
pesquisadores, informando os objetivos do projeto aos Gestores de Saude dos
municipios selecionados para a realizacdo dos inquéritos, para que possam ter
conhecimento da presenca da Equipe e do momento da execucao das atividades.
Esta informacdo foi adicionada a secdo Outras informacdes, justificativas ou
consideracdes a critério do Pesquisador, na PB.

ANALISE: o pesquisador fez esclarecimento de acordo com a solicitacdo. Sendo
assim, PENDENCIA ATENDIDA.

PENDENCIA 4. No projeto n&o ficou claro se a leitura das laminas (amostras) seréo
realizadas nos Estados envolvidos na pesquisa ou na FMT-HVD, e ainda se havera
transporte de amostras. Diante disso, solicita-seesclarecimento.

RESPOSTA DO PESQUISADOR: Equivocadamente, foi colocado no TCLE que
seriam feitas as gotas espessas para malaria. Porém este exame nao faz parte do
protocolo. Essa inconsisténcia foi corrigida no protocolo. Quanto ao transporte de
amostras, esclarecemos que um microtubo, no qual sera coletado, também por
puncao digital, 2-3 gotas de sangue, com auxilio de uma lanceta estéril de alto fluxo,
sera encaminhado a Manaus para o teste de RFLP que permite saber a variante
deficiente de G6PD. As amostras serdo conservadas com preservante que previne
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qualquer alteracéo da sua qualidade. Esta informacéao foi adicionada a sec¢éao Outras
informacdes, justificativas ou consideracgdes a critério do Pesquisador, na PB.

ANALISE: o pesquisador atendeu conforme solicitagdo. Portanto, PENDENCIA
ATENDIDA.

PENDENCIA 5. Na metodologia proposta consta a informac&o seguinte: "uma vez
realizado o teste, a informacao do resultado € registrada para consulta oportuna
durante qualquer contato do paciente com o sistema de salde e outro cenario que
€ compativel com a realidade atual onde o teste tem que ser repetido a cada vez
gue o paciente apresenta o risco de ser exposto aos efeitos toxicos de drogas
associados a deficiéncia de G6PD. Diante disso, solicita-se esclarecimento dos
meios e procedimentos para as consultas e/ou acompanhamento dos participantes
da pesquisa em caso de necessidade.

RESPOSTA DO PESQUISADOR: Este trecho se refere ao estudo de custo-
efetividade e ndo ao inquérito populacional. E uma informac&o utilizada no modelo
matematico para estimar a custo-efetividade do teste rapido para G6PD,
envolvendo dados da literatura e ndo intervencdes em seres humanos. Para
maiores detalhes Vide resposta a Pendéncia 7.

PENDENCIA 6. Esclarecer se havera armazenamento e/ou descarte do material
biolégico, e se houver o armazenamento, fazer adequacfes necessarias referentes
a resolucao 441/2011 e/ou como sera realizadoo descarte desse material.

RESPOSTA DO PESQUISADOR: Conforme TCLE e Metodologia, ndo havera
armazenamento de amostras para estudos futuros. O material serA descartado
seguindo as normas de biosseguranca, na FMT-HVD. A informacéo foi adicionada
ao TCLE e Metodologia na PB.

ANALISE: foi verificada que a informac&o foi mencionada no TCLE e no Termo de
Assentimento. Diante disso, considera-se PENDENCIA ATENDIDA.

PENDENCIA 7. Esclarecer como serdo mensuradas o custo-efetividade do teste
rapido para a detecgédo de G6PD em pacientes com malaria.

RESPOSTA DO PESQUISADOR: Este procedimento ja havia sido descrito no
projeto submetido na PB, de forma resumida. Ressaltamos que este procedimento
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nao envolve nenhuma intervencdo adicional comseres humanos, mas apenas
dados secundarios de custos do teste e do service, bom como a prevaléncia obtida
no inquérito. Segue, porém, a metodologia mais detalhada:

a) Modelo analitico: a partir de coorte hipotética, arvores de decisdo serdo
construidas e as probabilidades dos eventos serdo consideradas para uma dada
coorte populacional, em uma perspectiva temporal linear. A arvore de deciséo sera
desenvolvida a partir de paciente ambulatorial diagnosticado com malaria vivax em
unidades de saude ou em laboratoérios de diagndstico parasitolégico do SUS.
Os parametros epidemioldgicos considerardo as areas endémicas selecionadas
na Amazonia Legal, que notificaram casos nos anos selecionados para o estudo.
b) Estratégias avaliadas: Serdo avaliados testes rapidos (TR) para detectar a
deficiéncia de G6PD - BinaxNOW® G6PD e CareStartTM G6PD - em comparacao
com a sua ndo deteccdo, em pacientes portadores de P. vivax.

c) Perspectiva da analise: os custos considerados e mensurados na analise seréo
agueles assumidos pelo sistema publico de saude brasileiro; a analise sera
realizada sob essa perspectiva, uma vez que o SUS é o provedor e financiador do
diagnéstico e tratamento dos casos de maléria nos servicos de saude.

ANALISE: o pesquisador atendeu a solicitagdo com esclarecimento detalhado
sobre o que foi mencionado na referida pendéncia. Diante disso, PENDENCIA
ATENDIDA.

Diante do exposto, o voto dessa relatoria é pela APROVACAO deste protocolo.

S.M.J. E o parecer.

SITUACAO DO PARECER:
Aprovado

NECESSITA APRECIAC}AO DA CONEP:

N&o
CONSIDERAQ@ES FINAIS A CRITERIO DO CEP:

O presente projeto esta APROVADO e os interessados ficam informados de
apresentar a este CEP os relatorios parciais e final do estudo, conforme prevé a
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Resolucdo CNS n° 466/2012, utilizando os modelos disponiveis em nossa
homepage, na aba “Modelos de Documentos”. Se houver qualquer tipo de duvida o
pesquisador deve entrar em contato com o CEP/FMT-HVD, que Ihe oferecera as

orientacdes necessarias.

MANAUS, 25 de Abril de 2014

ASSINADO POR: ]
MARIA PAULA GOMES MOURAO
(COORDENADOR)
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7.3.2 — Parecer ético - Emenda

FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR W
VIEIRA DOURADO"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Inguérito sobre a prevaléncia da deficiéncia de GEPD no Amazonas: resolvendo uma
lacuna para a seguranga da cura radical da maldria pelo Plasmodium vivax usando
PRIMACGUIMA

Pesquisador: Wuelton Marcelo Monteiro

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 93B43318.8.0000.0005

Instituicdo Proponente: Diretoria de Ensing e Pesquisa - DENPE

Patrocinador Principal: Fundacio de Amparo 4 Pesquiza do Estado do Amazonas - FAPEAM

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 3 889719

Apresentacdo do Projeto:

Az informaches elencadas nos campos "Apresentacio do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa”®, "Avaliacao dos
Riscos e Beneficios™ e "Comentarics e Congideractes sobre a Pesquisa™ foram copiadas do arquivo
PB_INFORMACOES BASICAS DO _PROJETO 1175643 pdf
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7.3.3 Termo de Consentimento Livre E Esclarecido -TCLE

Inquérito de base populacional para estimativa de deficiéncia da glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD) na Amazonia Brasileira, e estudo de custo-
efetividade do teste rapido para detecgdo de G6PD em pacientes com
malaria: preenchendo lacunas visando a eliminagdo da malaria no Brasil

TERMO DE CONSENTIMENTO

A Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) estd fazendo um estudo com o
objetivo de estimar a prevaléncia de G6PDd (Glicose 6 fosfato desidrogenase) em areas endémicas para malaria
na Amazdnia Brasileira. Quem tem essa deficiéncia ndo pode tomar diversos medicamentos, pois se tomarem
poderdo desenvolver anemia. Para isso, é preciso que seja feita a retirada de amostra de sangue do paciente para
realizar os exames que dizem se 0 paciente possui a deficiéncia desta enzima, ou seja, serad estudado se esta
enzima que esta no sangue da pessoa funciona ou ndo funciona bem.

O individuo que apresenta essa deficiéncia ndo pode tomar alguns medicamentos, entre eles alguns que
sdo usados para tratar malaria, porque pode ter uma anemia muito forte e as vezes até ficar internada no hospital
por causa disso. Os pesquisadores querem saber também os custos de testes rapidos para detectar a deficiéncia
de G6PD. Para nos ajudar a entender esse problema, precisamos realizar estes exames em 14.838 homens, de
qualquer idade. Por isso convidamos vocé para participar deste estudo.

Este estudo sobre a deficiéncia da enzima glicose 6 fosfato desidrogenase sera realizado com pessoas dos
estados da Amazdnia (Amazonas, Acre, RondOnia, Roraima, Par4, Amapda) por meio de visitas que serdo feitas
pela equipe da pesquisa diretamente nas escolas municipais e/ou estaduais. Ao passar pelas escolas, a equipe
convidard os estudantes para participar do estudo. Vocé ndo precisard sair da sua escola para nenhum
procedimento do estudo. Vocé recebera posteriormente o resultado do teste para a enzima G6P D, bem como as
orientagdes caso o resultado seja positivo.

Vocé nao vai precisar fazer nada de especial para participar. Se vocé aceitar participar do estudo,
precisaremos retirar do seu dedo umas duas gotas de sangue para realizar um teste para verificar se vocé
apresenta a deficiéncia da enzima e mais duas gotas para um teste para saber o tipo da deficiéncia, a ser
realizado em Manaus, que € uma informacao para a pesquisa, porém que ndo afetar4 o primeiro resultado.

COLETA DE SANGUE

bk 3

Py

j Contribui¢do para o

Aplicagio de Termo de Coleta de Sangue estudo
Consentimento

Todo o procedimento de coleta sera feito por uma pessoa da nossa equipe treinada para isso. O material &
descartavel e procedimento de coleta sera realizado com total higiene. A coleta de sangue serd do dedo (pungao
digital), podendo ocorrer um desconforto e dor no momento da picada da lanceta. A quantidade de sangue a ser
coletada é pequena e ndo representa risco para a salde, mesmo em criangas. O risco de infeccdo no local é
pequeno, pois os procedimentos serdo feitos com higiene.

A participagdo neste estudo nao levara a riscos futuros para a saide. Mesmo assim, se ocorrer qualquer
dano ou prejuizo a sua saude por causa desse estudo, vocé tera direito a indenizagao.

A partir do seu sangue coletado sera possivel realizar um teste para verificar se vocé apresenta a
deficiéncia de G6PD e através disso sera possivel alcancar o objetivo do estudo, que é estimar a prevaléncia
dessa deficiéncia na Amaz6nia Brasileira. Assim que o sangue for coletado, ele ser&” guardado com um cédigo,
sem colocar seu nome. Seu home nunca sera” usado em publico, somente os pesquisadores envolvidos no estudo
terdo acesso aos seus dados e aos resultados dos exames, lembrando que sempre sera utilizado um codigo ao
invés do seu nome.

Rubrica do voluntario Rubrica do pesquisador
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O restante do sangue que nao for utilizado no estudo serad jogado fora da maneira correta para ndo poluir o
meio ambiente nem contaminar as pessoas.

O principal beneficio em participar desse estudo € o recebimento de mais informagdes sobre a malaria e
sobre a deficiéncia de G6PD, o que ird melhorar o tratamento da malaria evitando complica¢des, além de buscar
novas formas para o controle dessa doenca. Entretanto, vocé ndo receberd nenhum incentivo financeiro. Se tiver
algum prejuizo em participar desta pesquisa, converse com um de nossos pesquisadores para que ele possa lhe
ajudar. Se vocé ndo quiser participar do estudo ou quiser se retirar em qualquer momento, vocé podera” fazer isso
sem qualquer prejuizo. Vocé ndo terd” nenhum custo e ndo recebera qualquer vantagem financeira ao participar
deste estudo.

Se vocé tiver alguma pergunta ou dlvida sobre esse estudo, procure um de nossos pesquisadores para que
eles possam tirar sua davida, na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, em Manaus (de
segunda a sexta feira, das 8 as 12 horas e das 14 as 18 horas), na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro ou
nos seguintes telefones:

Dr. Marcus Vinicius Guimarées de Lacerda (92) 9114-7633 (qualquer dia e horario)
Dra. Monica Costa (92) 8128-7050 (qualquer dia e horério)
Dr. Wuelton Monteiro (92) 9165-2486 (qualquer dia e horario)
Dra. Marly Melo (92) 9243-3857 (qualquer dia e horario)

O Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado também podera tirar ddvidas ou receber qualquer reclamagéo a respeito desta pesquisa, em Manaus (de
segunda a sexta feira, das 9 as 14 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92) 2127
3572 (de segunda a sexta feira, das 9 as 14 horas). Este TCLE foi elaborado em duas vias iguais, sendo que uma
via assinada ficard guardada com o pesquisador responsavel e a outra com vocé.

Eu , entendi tudo sobre o estudo
“Inquérito de base populacional para estimativa de deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)
na Amazobnia Brasileira, e estudo de custo-efetividade do teste rapido para deteccdo de G6PD em
pacientes com malaria: preenchendo lacunas visando a eliminagdao da malaria no Brasil” e aceito participar
do estudo.

Consentimento do responsavel pelo menor: Polegar direito

Nome do menor:

Data: / /

Endereco:

Telefone: () .evvennnnee. e

Assinatura do pesquisador que conversou com o voluntario

Data: / /

Rubrica do voluntario Rubrica do pesquisador
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7.3.4 Termo de Assentimento Livre E Esclarecido -TALE

gB= \ Inquérito de base populacional para estimativa de deficiéncia da glicose-6-
,»_,!-m- \'ll fosfato desidrogenase (G6PD) na Amazdnia Brasileira, e estudo de custo-
'g""'m"'} efetividade do teste rapido para deteccdo de G6PD em pacientes com
\ maléria: preenchendo lacunas visando a eliminacdo da malaria no Brasil

TERMO DE ASSENTIMENTO

A Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) estd fazendo um estudo com o
objetivo de estimar a prevaléncia de G6PD em areas endémicas para malaria nha Amazonia Brasileira. Quem tem
essa deficiéncia ndo pode tomar diversos medicamentos, pois se tomar pode desenvolver anemia. Para isso, €
preciso que seja feita a retirada de amostra de sangue de uma pessoa para realizar os exames que dizem se ela
possui a deficiéncia desta enzima, ou seja, sera estudado se esta enzima que esté no sangue da pessoa funciona ou
ndo funciona bem.

O individuo que apresenta essa deficiéncia ndo pode tomar alguns medicamentos, entre eles alguns que séo
usados para tratar malaria, porque pode ter uma anemia muito forte e ictericia (ficar amarela) e as vezes até ficar
internada no hospital por causa disso. Os pesquisadores querem saber também o0s custos de testes rapidos para
detectar a deficiéncia de G6PD. Para nos ajudar a entender esse problema, precisamos realizar estes exames em
14.838 homens, de qualquer idade. Por isso convidamos vocé para particip ar deste estudo.

Este estudo sobre a deficiéncia da G6PD sera realizado com pessoas dos estados da

Amazdnia (Amazonas, Acre, Ronddnia, Roraima, Para, Amapd) por meio de visitas que serao —
feitas pela equipe da pesquisa diretamente nas escolas municipais e/ou estaduais. Ao passar /\
pelas escolas, a equipe convidard os estudantes para participar do estudo. Vocé nao y SO
precisara sair da sua escola para nenhum procedimento do estudo. Vocé recebera y = i
posteriormente o resultado do teste para a enzima G6PD, bem como as orientagdes caso o “’L,f\rwr
resultado seja positivo.REGIAO NORTE DO BRASIL, MOSTRADA EM VERMELHO, ONDE @
SERA FEITO O ESTUDO. 2

Vocé ndo vai precisar fazer nada de especial para participar. Se vocé aceitar participar do estudo,
precisaremos retirar do seu dedo umas duas gotas de sangue para realizar um teste para verificar se vocé apresenta
a deficiéncia da enzima e mais duas gotas para um teste para saber o tipo da deficiéncia, a ser realizado em Manaus,
gue é uma informacdo para a pesquisa, porém que ndo afetard o primeiro resultado.

COLETA DE SANGUE

bl

(;
Aplicagdo de Termode —
Consentimento Coleta de Sangue estudo

Contribuicdo para o

Todo o procedimento de coleta sera feito por uma pessoa da nossa equipe treinada para isso. O material &
descartavel e procedimento de coleta sera realizado com total higiene. A coleta de sangue sera do dedo (puncao
digital), podendo ocorrer um desconforto e dor no momento da picada da lanceta. A quantidade de sangue a ser
coletada é pequena e ndo representa risco para a saude, mesmo em criangas. O risco de infecgdo no local é
pequeno, pois 0s procedimentos serdo feitos com higiene.

A participagdo neste estudo nao levara a riscos futuros para a saide. Mesmo assim, se ocorrer qualquer dano
ou prejuizo a sua saude por causa desse estudo, vocé tera direito a indenizagéo.

A partir do seu sangue coletado serd possivel realizar um teste para verificar se vocé apresenta a deficiéncia
de G6PD e através disso sera possivel alcangar o objetivo do estudo, que é estimar a porcentagem dessa deficiéncia
na Amazénia Brasileira. Assim que o sangue for coletado, eleserd” guardado com um cddigo, sem colocar seu nome.
Seu nome nunca serd” usado em publico, somente os pesquisadores envolvidos no estudo terdo acesso aos seus
dados e aos resultados dos exames, lembrando que sempre sera utilizado um cédigo ao invés do seu nome.

Rubrica do voluntario Rubrica do pesquisador
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O restante do sangue que ndo for utilizado no estudo sera jogado fora da maneira correta para ndo poluir o
meio ambiente nem contaminar as pessoas.

O principal beneficio em participar desse estudo é o recebimento de mais informagdes sobre a malaria e sobre
a deficiéncia de G6PD, o que ira melhorar o tratamento da malaria evitando complicages, além de buscar novas
formas para o controle dessa doenca. Entretanto, vocé ndo recebera nenhum incentivo financeiro. Se tiver algum
prejuizo em participar desta pesquisa, converse com um de nossos pesquisadores para que ele possa lhe ajudar. Se
vocé ndo quiser participar do estudo ou quiser se retirar em qualquer momento, vocé poderd” fazer isso sem qualquer
prejuizo. Vocé ndo terd” nenhum custo e ndo recebera qualquer vantagem financeira ao participar deste estudo.

Se vocé tiver alguma pergunta ou duvida sobre esse estudo, procure um de nossos pesquisadores para que
eles possam tirar sua davida, na Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, em Manaus (de segunda
a sexta feira, das 8 as 12 horas e das 14 as 18 horas), na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro; ou nos
seguintes telefones:

Dr. Marcus Vinicius Guimardes de Lacerda (92) 9114-7633 (qualquer dia e horario)
Dra. Monica Costa (92) 8128-7050 (qualquer dia e horario)
Dr. Wuelton Monteiro (92) 9165-2486 (qualquer dia e horario)
Dra. Marly Melo (92) 9243-3857 (qualquer dia e horario)

O Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado também podera tirar dividas ou receber qualquer reclamacgéo a respeito desta pesquisa, em Manaus (de
segunda a sexta feira, das 9 as 14 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92) 2127
3572 (de segunda a sexta feira, das 9 as 14 horas). Este TALE foi elaborado em duas vias iguais, sendo que uma via
assinada ficard guardada com o pesquisador responsavel e a outra com voce.

Eu , entendi tudo sobre o estudo
“Inquérito de base populacional para estimativa de deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) na
Amazbnia Brasileira, e estudo de custo-efetividade do teste rapido para deteccao de G6PD em pacientes com
malaria: preenchendo lacunas visando a eliminagdo da malaria no Brasil” e aceito participar do estudo.

Nome do menor: Polegar direito

|
|
|
|

Assinatura do menor:

Consentimento do responséavel pelo menor:

Data: / /

Endereco:

Telefone: () veevvvennnn. e

Assinatura do pesquisador que conversou com o voluntario

Data: / /

Rubrica do voluntario Rubrica do pesquisador



