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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Luisa Riehl Raposo

A maléria é considerada um importante problema de salde publica com grande
impacto econdmico e social em paises tropicais e subtropicais onde a doenca € endémica. O
diagnéstico precoce e o tratamento quimioterapico eficaz ainda constituem as principais
ferramentas para o controle da doenca. Entretanto, nos ultimos anos, varios estudos tém
relatado falha terapéutica em diferentes areas endémicas no mundo, incluindo a brasileira.
Sabe-se que fatores genéticos do hospedeiro, principalmente o0s associados ao
biometabolismo de farmacos, estdo envolvidos na resposta terapéutica a diversos farmacos.
As enzimas do sistema citocromo P450 (CYP450) envolvidas na metabolizagcdo de uma ampla
variedade de farmacos, incluindo antimalaricos, sdo codificadas por genes polimorficos,
caracterizados por diferentes polimorfismos de base Unica (SNPs). Estudos em diferentes
populacdes de areas endémicas de malaria, Africanas, Asiaticas e Americanas, incluindo
regides brasileiras, vém demonstrando que a variabilidade genética das enzimas do sistema
CYP450/familias CYP2 (2D6) e CYP3 (3A4 e 3A5) estd diretamente relacionada ao
aparecimento de diferentes fenétipos de biotransformacéo, afetando a eficacia e a toxicidade
dos antimalaricos. A definicdo de marcadores genéticos, em diferentes populacbes é de
grande relevancia na prevencgédo da falha terapéutica, intensificando a eficacia do tratamento
e consequentemente do controle dessa endemia. Dentro deste contexto, a proposta do
presente trabalho foi caracterizar o perfil genotipico de enzimas envolvidas no biometabolismo
de medicamentos antimalaricos (CYP2 e CYP3) de populacdo de area endémica brasileira,
Rio Preto da Eva, Amazonas. Este estudo foi constituido por 368 individuos residentes do
municipio de Rio Preto da Eva, Amazonas. Foram genotipados 8 SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) dos CYPs 2D6 e 3A4/3A5 pela técnica do “SnaPShot”. As andlises estatisticas
foram realizadas no programa R. O teste qui-quadrado (x?) foi realizado para avaliar possiveis
desvios no Equilibrio de Hardy-Weinberg. Para os alelos CYP2D6*4, CYP2D6*10 e
CYP2D6*17 (SNP1023) foram observadas baixas frequéncias para o homozigoto polimarfico.
Para o CYP2D6*17 (SNP 2850) foi observada a maior frequéncia para o heterozigoto
polimérfico G/A. Para os alelos CYP3A4*22, CYP3A5*3F (SNP31551) e CYP3A5*3K foram
observadas baixas frequéncias para o heterozigoto polimdrfico, enquanto para o CYP3A5*3F
(SNP31611) foi observada a maior frequéncia para o homozigoto polimorfico T/T. As
frequéncias genotipicas dos CYP2D6*10 e CYP2D6*17 (SNP1023) ndo estao em Equilibrio
de Hardy-Weinberg. A maioria dos CYPs esta seguindo as mesmas frequéncias alélicas
guando comparados com outras populacdes. Os CYPs 2D6*10 e CYP2D6*4 possuem
correlagdo muito forte entre eles, aumentando o Desequilibrio de Ligacao. Considerando que
64% dos individuos estudados carregam alelos polimorficos do CYP2D6*17 (47%; G/A e 17%;
A/A) e 58% do CYP3A5*3F (58%; T/T) associados aos fendtipos metabolizadores
intermediario e fraco, respectivamente, podemos inferir que a presenca desses alelos na
populacéo poderia interferir na eficacia do tratamento com cloroquina-primaquina (CQ-PQ) ou
na terapia combinada a base de artemisinina (ACTs) e consequentemente no controle da
malaria em Rio Preto da Eva.

Palavras — chaves: Malaria; CYP450; Polimorfismo de Base Unica: Farmacogenética.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY

Luisa Riehl Raposo

Malaria is considered an important public health problem with great economic and
social impact in tropical and subtropical countries where the disease is endemic. Early
diagnosis and effective chemotherapy treatment are still the main tools for disease control.
However, in recent years, many studies have reported therapeutic failure in different endemic
areas in the world, including Brazil. It is known that host genetic factors, especially those
associated with drug biometabolism, are involved in the therapeutic response to various drugs,
including antimalarials. The enzymes of the cytochrome P450 (CYP450) system are involved
in the metabolism of a wide variety of drugs polymorphisms (SNPs). Studies in different
populations from malaria-endemic areas, African, Asian and American, including Brazilian
regions, have shown that the genetic variability of the enzymes of the CYP450 system/CYP2
(2D6) and CYP3 (3A4 and 3A5) families is directly related to the appearance of different
biotransformation phenotypes, affecting the efficacy and toxicity of antimalarials. The definition
of genetic markers in different populations is of great relevance in preventing therapeutic
failure, in intensifying the effectiveness of the treatment, and consequently, the control of this
endemic disease. Within this context, the purpose of the present study was to characterize the
genotypic profile of enzymes involved in the biometabolism of antimalarial drugs (CYP2 and
CYP3) in a population from an endemic Brazilian area, Rio Preto da Eva, Amazonas. This
study consisted of 368 individuals residing in the municipality of Rio Preto da Eva, Amazonas.
Eight SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) of CYPs 2D6 and 3A4/3A5 were genotyped
using the “SnaPShot” technique. Statistical analyzes were performed using the R program.
The chi-square test (x2) was performed to assess possible deviations in the Hardy-Weinberg
Equilibrium. For the CYP2D6*4, CYP2D6*10 and CYP2D6*17 (SNP1023) alleles, low
frequencies were observed for the polymorphic homozygote. For the CYP2D6*17 (SNP 2850)
allele was observed the highest frequency for the polymorphic heterozygote G/A. For the
CYP3A4*22, CYP3A5*3F (SNP31551) and CYP3A5*3K alleles were observed at low
frequencies for the polymorphic heterozygote, while for CYP3A5*3F (SNP31611) allele was
observed the highest frequency for the T/T polymorphic homozygote. The genotypic
frequencies of CYP2D6*10 and CYP2D6*17 (SNP1023) are not in Hardy-Weinberg
Equilibrium. Most CYPs are following the same allele frequencies when compared to other
populations. Both CYPs 2D6*10 and CYP2D6*4 have a very strong correlation between them,
increasing the Linkage Disequilibrium. Considering that 64% of the studied individuals carry
polymorphic alleles of CYP2D6*17 (47%; G/A and 17% A/A) and 58% of CYP3A5*3F (58%;
T/T) associated with intermediate and poor metabolizer phenotypes, respectively, we can infer
that the presence of these alleles in the population could interfere with the effectiveness of
treatments with chloroquine-primaquine (CQ-PQ) and artemisinin based combination therapy
(ACTs) and consequently affect malaria control in Rio Preto da Eva.

Keywords: Malaria; CYP450; Single Nucleotide Polymorphism; Pharmacogenetics.
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1 INTRODUCAO

A malaria é uma doenca infecciosa causada por hematozoérios do género
Plasmodium que sédo transmitidos aos humanos pela picada da fémea do mosquito
do género Anopheles. Ha sete espécies de plasmodios responsaveis pela infec¢ao
natural do homem: Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale, P.
simium, P. knowlesi e P. cynomolgi (Brasil et al. 2017; Ashley et al. 2018; Imwong et
al. 2019). Dentre essas espécies de Plasmodium, destacam-se o P. vivax e P.
falciparum por apresentarem maior prevaléncia mundial. O P. falciparum, largamente
predominante na Africa, é considerado a espécie de maior impacto na satde publica
em virtude das altas taxas de morbidade e mortalidade. O P. vivax é a espécie mais
amplamente distribuida no mundo. Sua infec¢@o € altamente debilitante causando
importantes perdas socioeconémicas e nos ultimos anos vém ocorrendo notificacdes
de maléria grave causada P. vivax em diferentes cenarios epidemiolégicos mundiais
(Figura 1) (Phyo et al. 2022).

Em 2020, devido a pandemia de COVID-19 e, conseguentemente a
interrupcdo do servigco de combate a diversas doencas, dentre elas a malaria, houve
um aumento do nimero casos, de 227 para 241 milhdes (6%), e principalmente no
namero de mortes por malaria, de 558 para 627 mil (12%), em relacdo ao ano de 2019,

das quais cerca de 90% ocorreram na Africa Subsaariana (WHO 2021).
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Figura 1 - Mapa global de casos de malaria em 2020

Os paises que ainda possuem grande concentracéo de casos estdo na América Central e do Sul, Africa
e Sul/Sudeste Asiatico. Fonte: CDC 2021

Apesar da recente recomendacdo do uso da vacina RTS, S/ASOl entre
criancas da Africa Subsaariana e de outras regides com transmissio de moderada
a alta da malaria por P. falciparum pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO
2021), o diagnéstico precoce e o tratamento quimioterapico/profilatico eficaz ainda
constituem as principais ferramentas para o controle da malaria (WHO 2021).
Entretanto, nos ultimos anos, varios estudos tém relatado falha terapéutica em
diferentes areas endémicas no mundo, incluindo o Brasil (O’Flaherty et al. 2017;
Brasil et al. 2018; Barrett et al. 2019; Silvino et al. 2020; Teklehaimanot et al. 2020;).
A falha terapéutica pode estar relacionada a diversos fatores dentre os quais pode-
se destacar: a) a ndo adesao ao tratamento; b) o uso incorreto e/ou coadministragéo
de medicamentos; ¢) a imunidade; d) as coinfec¢des; ) o polimorfismo genético dos
parasitos e/ou dos hospedeiros (Elewa et al. 2017; Menard & Dondorp 2017;
Romphosri et al. 2020). A variabilidade em genes que codificam enzimas envolvidas
no biometabolismo de diferentes farmacos, como a familia do Citocromo P-450
(CYP), pode contribuir para diferengas interindividuais na resposta terapéutica ou
toxicoldgica aos varios farmacos, estando diretamente relacionadas ao surgimento
de reacdes adversas e da falha terapéutica (Phillips et al. 2001; Bains 2013; Peko

et al. 2019).
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O CYP é uma superfamilia de enzimas responsavel pela biotransformacéo de
diferentes substratos, endogenos e exdgenos (Song et al. 2021). Os CYPs mais
importantes no metabolismo de farmacos no organismo sdo o CYP2C, CYP2D6,
CYP3A4 e CYP3A5 (Zanger & Schwab 2013; Waring 2020; Song et al. 2021). Estudos
em diferentes populagbes de areas endémicas de malaria, Africanas, Asiaticas e
Americanas, incluindo regides brasileiras, vém demonstrando que a variabilidade
genética das enzimas do sistema CYP450/familias CYP2 (2D6) e CYP3 (3A4 e 3A5)
esta diretamente relacionada ao aparecimento de diferentes fenétipos de
biotransformacéo, afetando tanto a eficacia quanto a toxicidade dos antimalaricos,
além de contribuir para a resisténcia através da alteracdo das concentracdes
plasmaticas dos farmacos (Suarez-Kurtz et al. 2012; Silvino et al. 2016; Brasil et al.
2018; Ramirez et al. 2020). Ademais, variagcbes genéticas do CYP450 tém
demonstrado influenciar a susceptibilidade e a evolugéo clinica de varias doencas
(Mittal et al. 2015; Bhat et al. 2018; Cong et al. 2018).

A caracterizacéo do perfil genotipico de enzimas envolvidas no biometabolismo
de farmacos antimalaricos (CYP450:CYP2/CYP3) de populacdes de areas endémicas
brasileiras é uma ferramenta importante no auxilio a prevencao de efeitos adversos e
da falha terapéutica dos tratamentos antimalaricos preconizados no Brasil (Plewes et
al. 2019; Silvino 2019). Além disso, contribui na compreensao dos padrdes de resposta
terapéutica e no direcionamento, ndo somente na indicacao do uso do farmaco correto
(farmacogendmica), como também o esquema posolégico adequado para
determinados grupos populacionais, intensificando assim a eficacia terapéutica e o
controle dessa endemia. Dentro desse contexto, 0 n0sso estudo visa caracterizar o
perfil genotipico de enzimas envolvidas no biometabolismo de farmacos antimalaricos

(CYP450) em populacdo de area endémica brasileira de malaria.

1.1 Revisao Bibliografica

1.1.1 Maléria no Brasil: aspectos histdricos

A malaria acompanha a humanidade ao longo de sua historia (Nielsen et al.
2017; Rodrigues et al. 2018). Ha relatos sobre febres malignas intermitentes e
calafrios, consistentes com o0s sintomas da malaria, em escritos chineses que
remontam a 2700 anos antes de Cristo (a.C.), assim como em escritos egipcios,
gregos e indianos, 1570 a 400 a.C. (Cox 2010; Tlapko et al. 2019). A doenca chegou
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a ser relacionada com a punicdo de deuses e a presenca de maus espiritos nos
pantanos (Bruce-Chwatt 1988). Hipocrates, no século V a.C., descartou tais
supersticdes, descreveu detalhadamente os sintomas da malaria e relacionou
ocorréncia de febres na populagéo local a proximidade de corpos d’agua estagnados
(Neghina et al. 2010).

Estudos sobre a origem da malaria apontam que o seu surgimento esta
vinculado a primatas ndo humanos, na Etidpia, e sua propagacdo com a evolucao e
migracdo humana (Neghina et al. 2010). A migracdo seguiu inicialmente para as
regides tropicais, subtropicais e temperadas do Velho Mundo e posteriormente para o
Novo Mundo, com missionarios, exploradores e escravos (Neghina et al. 2010;
Yalcindag et al. 2012; Rodrigues et al. 2018). Nas Américas, ha evidéncias que a
malaria por P. vivax tenha sido introduzida por ondas migratérias de habitantes de
diferentes regides da Africa, Sul da Asia e Melanésia, enquanto a malaria por P.
falciparum tenha sido introduzida principalmente por habitantes de diferentes regides
da Africa, assim como por habitantes do Sudeste Asiatico (Yalcindag et al. 2012;
Rodrigues et al. 2018).

No Brasil, a primeira referéncia & maléria data de 1587, com a ocorréncia de casos
nas tribos Tupinambas, trazida, provavelmente, durante o inicio da colonizac&o, no
século XVI, com o comércio transatlantico de escravos da Africa. Analises moleculares
apontam que o P. falciparum foi introduzido no Brasil pelos africanos na época da
escravidao, antes de 1560 e que o P. vivax, pode ter chegado antes da colonizacao
europeia, pela travessia feita pelos melanésios entre a Asia e a América, via Estreito
de Bering, assim como durante a colonizacdo com o comércio de escravos da Africa
(Nielsen et al. 2017; Rodrigues et al. 2018)

Apos o periodo colonial, entre os séculos XIX e XX, a regido Amazdénica teve um
aumento substancial de casos de malaria, devido aos migrantes vindos do Nordeste
para extracdo de borracha na Amazoénia e para a expanséo da construcéo da ferrovia
Madeira-Mamoré (Baia-da-Silva et al. 2019). No Sudeste do pais, na mesma época,
a transmisséao crescia acentuadamente na Baixada Fluminense e no Vale do Paraiba,
uma vez que com a abolicdo da escravatura os trabalhos de combate a malaria, para
0s quais contribuia a mao de obra escrava, cessaram (Cives 2021). Assim, no fim do
século XIX e inicio do século XX, a malaria ocorria praticamente em todo o territério

nacional, com excec¢ao de algumas areas no Sul do pais (Camargo 2003).

21



Durante os anos de 1930, uma grande epidemia de malaria ocorreu quando navios
franceses que faziam a rota postal Franca-Natal via Dakar trouxeram o Anopheles
gambiae que invadiu o Nordeste brasileiro. A taxa de letalidade atingiu o patamar de
13% em uma populagdo sem imunidade adquirida. Apés os esfor¢os conjuntos, nos
anos iniciais da década de 1940, o vetor foi eliminado do Brasil (Oliveira-Ferreira et al.
2010).

Em meados da década de 40, foram notificados no Brasil uma média 5 milhdes de
casos de maléria ao ano com cerca de 80 mil 6bitos, em uma populacdo de
aproximadamente 55 milhfes de habitantes. A alta incidéncia de malaria no Brasil,
assim como na populacéo de varios paises em desenvolvimento, levou a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) a adotar o programa de erradicacdo de malaria nas regides
atingidas por essa doenca. Tal programa consistia no uso extensivo do DDT e no
tratamento em massa da populacdo. Esse programa no Brasil, que teve inicio em
1947, reduziu sensivelmente o numero de casos, em menos de uma década, e a
malaria ficou restrita, quase exclusivamente, a regido Amazonica (Melo et al. 2020;
Cives 2021).

A partir da década de 70, devido ao processo de desenvolvimento e ocupacao da
Amazobnia, a situacdo da malaria comecou a se agravar gradativamente, passando de
52 mil casos em 1970, para 635.646 em 1999. Nesse periodo iniciou-se um intenso fluxo
migratério desordenado de pessoas ndo imunes para Amazébnia. Afluxo esse
relacionado aos projetos agropecuarios, a construcao de estradas e hidroelétricas, assim
como as atividades de garimpo e mineracdo desenvolvidos na Amazoénia (Cives 2021).
Com isso, a regido Amazobnica vem flutuando no numero de casos de malaria,

totalizando 99% dos casos em todo o Brasil (Figura 2).
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Figura 2 - Série histdrica de casos de malaria de 1959-2020

Em laranja claro, observa-se o aumento no nimero de casos a partir da década de 1970. (Brasil, MS
2021).

A partir de 2006, o niumero de casos de malaria no Brasil comecou a decair
como resultado de acdes integradas de controle, realizadas no ambito federal,
estadual e municipal. Tal decréscimo esta relacionado a diversos fatores, dentre os
quais se destacam: vigilancia epidemioldgica, implementacdo de diagndéstico e
tratamento rapido, os quais também foram responsaveis pela diminuicdo acentuada

no numero de infec¢des causadas por P. falciparum (Oliveira-Ferreira et al. 2010).

Nos ultimos anos, o nimero de casos de malaria vem diminuindo no Brasil
(Brasil, MS/SVS 2021), entretanto, apesar da reducdo no numero de casos
notificados, em 2020 o numero de 6ébitos aumentou 18,9%. Esse aumento pode estar
relacionado ao aumento de casos de malaria por P. falciparum (Brasil, MS/SVS 2021)
assim como ao cenario de pandemia de COVID-19, que pode ter contribuido tanto
para a demora na busca pelo diagndstico, quanto na demora pela suspei¢do de

infeccéo pelo Plasmodium spp. (Brasil, MS/SVS 2021).
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1.1.2 Maléria no Brasil: situacao atual

Em 2021, foram registrados aproximadamente 125 mil casos de maléaria no
Brasil, sendo 84% causados pelo P. vivax (Brasil, MS/SVS 2021). As regides
endémicas brasileiras respondem atualmente por 23% do total de casos de maléaria
das Américas (WHO 2021), concentrando-se quase que em sua totalidade (99.6%) na
regido da Amazoénia Legal (Figura 3), que compreende os estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Mato Grosso, Para, Rondonia, Roraima, Tocantins e parte do estado do
Maranhdo (Brasil, MS/SVS 2021; De Pina-Costa et al. 2021). No entanto, a
distribuicdo da maléria nessa regido é heterogénea, uma vez que sao detectados
niveis diferenciais de transmissao entre certas areas que podem estar associados a
diversos fatores, dentre eles: as diferentes formas de ocupacdo do solo, as
modalidades de exploragdo econdmica dos recursos naturais, a distribuicéo vetorial
assim como ao grau de imunidade e as caracteristicas genéticas da populacéo
(Oliveira-Ferreira et al. 2010).

O principal vetor transmissor da malaria no Brasil, principalmente na regido
Amazonica, € o Anopheles darlingi, em raz&do de sua abundancia, elevada antropofilia
e endofagia (Baia-da-Silva et al. 2019). Na regido Extra-Amazonica, tém sido
registrados surtos de maléaria decorrentes da introducdo da doenca por migrantes
infectados oriundos das areas de transmissdo (Multini 2019), assim como casos
autéctones, a maioria em areas de Mata Atlantica. Nesse local, os casos autdctones
sdo atribuidos a uma zoonose na qual primatas ndo-humanos atuam como potencial
reservatorio de infeccéo pelo P. simium, que € similar ao P. vivax, e o principal vetor
€ 0 Anopheles (Kerteszia) cruzii (Brasil et al. 2017; Multini 2019).
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Figura 3 — Mapa de risco por municipio no Brasil em 2020

A regido Norte ainda concentra a maioria dos casos de malaria no pais. Fonte: Brasil, MS/SVS 2021

1.1.3 Ciclo biolégico do Plasmodium spp.

O ciclo biolégico do Plasmodium spp. envolve dois hospedeiros: o0s
invertebrados, mosquitos do género Anopheles, e os vertebrados, mamiferos, aves
el/ou répteis. Durante o repasto sanguineo, a fémea do mosquito infectado inocula os
esporozoitos no hospedeiro vertebrado. Eles podem atingir a corrente sanguinea, 0s
vasos linfaticos ou ficarem na propria pele. Os esporozoitos que atingem 0s vasos
linfaticos, podem invadir as células hospedeiras no linfonodo proximal. Os
esporozoitos que ficaram na pele podem invadir a epiderme, a derme ou associarem-
se com o foliculo piloso (formas exo-eritrociticas) (Ménard et al 2013). Ja os
esporozitos que atingem a corrente sanguinea, seguem para o figado e ao infectarem
0s hepatécitos podem seguir dois caminhos: entrar em laténcia, transformando-se em
hipnozoitos (nos casos de P. vivax ou P. ovale) ou sofrerem um processo de
reproducdo por esquizogonia, dando origem a esquizontes hepaticos (esquizontes
exoeritrociticos) repletos de merozoitos. Ao final dessa fase os hepatécitos se rompem

e liberam merozoitos, envoltos por estruturas vesiculares denominadas merossomos
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(Sturm et al. 2006), que s&o carreados através da circulagdo hepética até a corrente
sanguinea. Liberados na corrente sanguinea, 0os merozoitos invadem os eritrocitos
(Cowman et al. 2016) dando inicio ao ciclo eritrocitico. No interior das hemacias, 0s
merozoitos passam por trés fases de desenvolvimento, morfologicamente diferentes,
denominadas de trofozoito imaturo (anel), trofozoito maduro, e esquizontes
sanguineos, repletos de merozoitos. Ao final do ciclo eritrocitico, essas formas sao
liberadas e invadem outros eritrocitos, repetindo o ciclo eritrocitico, momento que
coincide com as manifestacdes clinicas da doenca, notadamente o paroxismo febril,
caracterizado por calafrio, febre e sudorese. Alguns parasitos ao entrarem nas
hemacias se diferenciam em formas sexuadas, 0s gametocitos femininos e
masculinos, responsaveis pela infeccdo do vetor. Essas formas biolégicas ao serem
ingeridas por mosquitos do género Anopheles, durante o repasto sanguineo, dardo
inicio a fase sexuada no interior do seu estdbmago, resultando na fecundacao e
formacdo de ovos (zigotos) que por sua vez se tornam moveis e alongados
(oocinetos), que invadem a parede do intestino e se desenvolvem em oocistos. No
interior do oocisto ocorrem diferenciacdo e divisdo nuclear que resulta na formacao
de milhares de esporozoitos (formas infectantes), que migram para as glandulas
salivares do mosquito vetor, os quais poderdo, no momento da picada, ser inoculados
no homem, perpetuando o ciclo biolégico do Plasmodium spp (Figura 4) (Soulard et
al. 2015; Vaughan & Kappe 2017; CDC 2021).
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Figura 4 — Ciclo biolégico do Plasmodium spp, mostrando a sua evolucdo nos

hospedeiros humano e invertebrado
Fase pré-eritrocitica: Esporozoitos injetados na derme do hospedeiro vertebrado atingem a circulacéo
sanguinea e migram para o figado infectando os hepatécitos [1]; No parénquima hepatico, os
esporozoitos atravessam numerosos hepatécitos a procura de um hepatécito adequado para o
desenvolvimento do esporozoita ou podem formar hipnozoitos, as formas latentes de P. vivax e P.
ovale [2]. Formagdo de um véacuolo parasitéforo onde o0s esporozoitos se desenvolvem
assexuadamente [3] dando origem a milhares de merozoitos [4]. Merozoitos liberados do figado para
a circulacdo sanguinea [5]. Fase eritrocitica: Merozoitos penetram nos eritrocitos e se diferenciam em
trofozoitas [6]. Estes se multiplicam originando esquizontes repletes de merozoitos que infectardo
novos eritrocitos dando continuidade ao ciclo eritrocitico [7]. Alguns merozoitos se diferenciam em
formas sexuadas (gametécitos masculino e feminino) que, ao serem ingeridos por mosquitos do género

Anopheles, dao continuidade ao ciclo biologico do parasite [8]. Adaptado de Mueller et al. 2009

1.1.4 Tratamento da malaria

O diagnostico precoce e o tratamento farmacolégico imediato, com compostos
antimalaricos efetivos sdo estratégias para minimizar a transmissdo da maléria e
controlar a doenga (WHO 2021). O tratamento da malaria ndo complicada tem como
objetivo principal diminuir a morbidade e a mortalidade através da eliminacdo do

parasito. Em termos de salde publica, pretende-se ainda diminuir a sua
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transmissibilidade, limitar os reservatorios humanos dos parasitos e prevenir o
aparecimento e disperséo de resisténcia aos antimalaricos (WHO 2021).

Os quimioterapicos antimalaricos podem ser classificados quanto a sua acao em
diferentes estagios do ciclo biolégico de Plasmodium spp. Como (Figura 5):
esquizonticidas sanguineos (p. ex. cloroquina, mefloquina, quinina e derivados de
artemisinina como arteméter e artesunato) atuam sobre as formas assexuadas do
parasito responsaveis pela patogenia e manifestacbes clinicas da doenca;
esquizonticidas teciduais (p. ex. primaquina e tafenoquina) atuam sobre as formas
latentes, os hipnozoitos hepaticos das espécies P. vivax e P. ovale, evitando a recaida
tardia; gametocitocidas (p. ex. primaquina e cloroquina) agem sobre as formas
sexuadas, interrompendo o ciclo de transmissdo do parasito e esporonticidas (p. ex.
primaquina) previnem a esporogonia no mosquito vetor, inibindo a transmissdo da
doenca (Alven & Aderibigbe 2019; Belete 2020; Brasil 2020).
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Figura 5 — Ciclo biolégico do Plasmodium spp e a acdo dos medicamentos em

cada etapa do ciclo
Esquizonticidas sanguineos: promovem a cura clinica [1]; Esquizonticidas teciduais ou hipnozoiticidas:
promovem a cura radical da infeccdo por P. vivax e P. ovale [2]; Gametocitocidas: bloqueiam a
transmissdo do parasite [3]; Esporonticidas: inibem a transmiss@o do parasito [4]. Fonte: (BRASIL,
MS/SVS 2020).
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1.1.5 Metabolismo e Mecanismo de Ac¢édo dos Antimaléricos

1.1.5.1 Artemisinina e seus derivados

A artemisinina foi isolada, em 1972, por pesquisadores chineses de uma planta
chamada Artemisia annua L. e sua estrutura foi elucidada somente em 1979 (Balint
2001). Os antimalaricos que tem na composicdo artemisinina ou seus derivados
(Figura 6) sdo considerados farmacos de acédo rapida e eficaz em comparagcao a
outros medicamentos tradicionais (Li & Pybus 2019). Entretanto, eles apresentam
algumas caracteristicas que reduzem sua efichcia como alta lipofilicidade, baixa
biodisponibilidade por via oral, tempo de meia-vida curto e consideravel toxicidade (Li
& Pybus 2019). Com a finalidade de reduzir a capacidade do parasito adquirir
resisténcia, os efeitos adversos, assim como de prolongar o efeito terapéutico, os
derivados de artemisinina sdo utilizados em combinacdo com outros farmacos
antimaléricas de estruturas néo relacionadas e com eliminacao lenta: denominada de
terapia combinada a base de artemisinina ou Artemisinin Combination Therapy (ACT)
(Li & Pybus 2019; Arya et al. 2021).
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Figura 6 — Estrutura quimica da artemisinina e de seus derivados
Retirado de Carneiro 2016

As duas ACTs utilizadas no Brasil sdo uma combinagéo de Artesunato-Mefloquina
e Artemeter-Lumefantrina (Figura 7). Durante suas meias-vidas, as artemisininas
deixam somente o0s parasitos residuais, onde eles sao eliminados pelo medicamento

parceiro de eliminagéo lenta (Kerb et al. 2009). Esses medicamentos agem sendo
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gametocidas e esquizonticidas sanguineos, prevenindo a transmissao para outros

hospedeiros e reduzindo a propagacao de formas resistentes (Pinheiro et al. 2018).
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Figura 7 — Estrutura quimica dos ACTs utilizados no Brasil
Retirado de Martino et al. 2019

As ACTs sao utilizadas principalmente para tratar as infecgcdes por P.
falciparum, mas também nas infec¢des por P. vivax em areas onde circulam cepas
resistentes a cloroquina. No entanto, h& relatos de resisténcia do P. falciparum as
ACTs no Sudeste Asiatico: Camboja, Laos, Tailandia, entre outros (Quang et al. 2018;
Koehne et al. 2021).

Os derivados da artemisinina sao absorvidos rapidamente pelo trato
gastrointestinal (TGI), mas ndo completamente, podendo variar entre individuos. A
biodisponibilidade depende de cada composto (8-85%), j& que a eliminacdo do
arteméter ocorre de 3 a 7 horas apds a absorcdo, do artesunato de 2 a 5 minutos,
sendo convertidos a dihidroartemisinina, que é eliminado de 40 a 60 minutos,
mefloquina de 2 a 3,5 semanas e a lumefantrina de 4 a 6 dias (Sugiarto et al. 2017).
Sua distribuicdo pelo corpo é lenta, por ter alta ligagdo com proteinas plasméaticas
(80%) (Balint 2001). Seu biometabolismo ocorre pelas enzimas do citocromo P450,
CYP3A4/3A5, CYP2B6 e CYP2A6 e pelas moléculas que participam da fase Il, as
uridinas difosfato glicuronosiltransferases (UGTSs), onde a artemisinina é metabolizada
pelos CYPs 3A4, CYP2B6 e CYP2A6 nos metabdlitos inativos, deoxiartemisinina,
deoxidihidroartemisinina, cristal-7 e 9,10-dihidroartemisinina e o artesunato, artemeter
e arteéter em dihidroartemisinina (metabdlito ativo) pelos CYPs 2A6, 3A4/3A5 e
3A4/2B6, respectivamente e metabolizados, na fase Il, pelas UGTs 1A9 e 2B7 no

composto inativo a-dihidroartemisinina-g-glicoronida (Figura 8) (Kerb et al. 2009).
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Figura 8 — Biotransformacao da artemisinina e de seus derivados

Os metabdlitos ativos estdo sendo observados no lado esquerdo da figura, onde os CYPs estdo
atuando. No lado direito estéo representados os metabdlitos inativos e as enzimas que atuam na fase
Il. Adaptado de Kerb et al. 2009

Estudos relacionados ao modo de acdo dessa familia tém revelado que suas
propriedades antimalaricas estdo relacionadas com a formacao de radicais livres que
alteram as vias bioquimicas dentro do parasito, em particular, a do trofozoito que pega
e digere a hemoglobina do hospedeiro em seu vacuolo digestivo para obter
aminoacidos. A digestao da hemoglobina libera o grupamento heme que é téxico para
0 parasito, portanto, é polimerizado em hemozoina (pigmento malarico) (Martino et al.
2019). Com isso, os derivados de artemisinina séo ativados pelo ferro da hemozoina:
a clivagem da ponte do endoperéxido acontece através da reacao de Fenton do ferro
(Fe) Il, que produz espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais centrados de
carbono que alquilam e modificam as proteinas do parasito, causando sua morte
(Pinheiro et al. 2018).

1.1.5.2 Cloroquina e Hidroxicloroquina

A cloroquina (CQ) e a hidroxicloroquina (HCQ) sdo medicamentos pertencentes a
familia das 4-aminoquinolinas (Figura 9), sendo a CQ sintetizado em 1934 e
comercializado em 1949 e a HCQ em 1946 e vendido em 1955 (Browning 2014).
Foram desenvolvidos apds a ocupacédo da plantacdo de quinina pelos japoneses na
Segunda Guerra Mundial (Ginsburg 2005). Possuem atividade esquizonticida

sanguineo, ou seja, combatem as formas eritrociticas do Plasmodium spp. (Pedro
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2011). Ambas se concentram nos vacuolos digestivos do parasito aumentando o pH
e interferindo na capacidade do protozoario de metabolizar e utilizar a hemoglobina
da hemacia. Com isso, a CQ e a HCQ formam um complexo com a ferriprotoporfirina
IX, evitando a polimerizagdo da hemozoina, substéncia de desintoxicacdo do
Plasmodium spp., levando-o a morte (Fong & Wright 2013). Entretanto, existem cepas
resistentes a cloroquina de P. falciparum e P. vivax em diversas regifes (Packard
2014; Almeida et al. 2020).
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Figura 9 — Estrutura quimica da cloroquina e da hidroxicloroquina
Adaptado de Al-Bari 2015

Sao medicamentos eficientes, bem tolerados, estaveis, seguros, com facilidade
de producéo (Slater 1993), mas a CQ é mais tdxica do que a HCQ, principalmente em
pacientes com retinopatias (Seok Lim et al. 2009). Ambos possuem propriedades
farmacocinéticas parecidas (Ténnesmann et al. 2013). S&o bem absorvidos pelo TGlI,
possui de 70 a 80% de biodisponibilidade (Furst 1996). A cloroquina possui uma
distribuicéo relativamente lenta, em torno de 60%, devido a interagdo com proteinas
plasmaticas, a glicoproteina acida alfa -1 (42 a 48%) e a albumina sérica (39%), além
de lipoproteinas (Ducharme et al. 1996), concentrando-se em leucécitos e tecidos dos
pulmdes, rins, baco e figado (Qozi et al. 2014). J& a hidroxicloroquina possui alta
afinidade com a melanina, depositando-se em tecidos dos olhos e da pele
(Schrezenmeier & Dorner 2020). Sua biotransformacao ocorre pelas enzimas do
citocromo P450 e as principais sdo a CYP3A4 e CYP2C8. Contudo, outras CYPs
podem contribuir no metabolismo como CYP3A5, CYP2D6 e CYP1ALl (Projean et al.
2003; Kaewkhao et al. 2019), onde a CQ e a HCQ sado transformadas em
desetilcloroquina e desetilhidroxicloroquina, somente pela via da HCQ e em seguida
a bisetilcloroquina. Estas formas sdo metabdlitos ativos e por fim, sdo transformados
em metabdlitos transientes (Figura 10) (Schrezenmeier & Doérner 2020). O

medicamento é lentamente eliminado do corpo com padrdo de eliminagdo multi-
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exponencial, ou seja, uma eliminacao inicial mais rapida, seguida por uma fase mais
lenta (Chukanchitipat et al. 2017).

Cloroguina Hidroxicloroquina

Desetilclorogquina Desetilhidroxicloroguina

Metabdlitos J ° °
alivos

Bisdesetilcloroguina

|

Metabolitos transientes

° Enzimas do CYP

Figura 10 — Biotransformacéao da cloroquina e da hidrocloroquina

As bolinhas azuis representam as enzimas do CYP que participam de cada fase até formar os
metabdlitos ativos. Adaptado de Schrezenmeier & Dérner 2020

1.1.5.3 Primaquina

A primaquina (PQ) € um medicamento pertencente a familia das 8-
aminoquinolinas (Figura 11), tendo sido desenvolvido pelo exército dos Estados
Unidos na Segunda Guerra Mundial para diminuir os casos de malaria em suas tropas
na regido do Pacifico (Marcsisin et al. 2016). Foi sintetizada em 1945 e comecou a ser
utilizada na década de 1950 (Baird et al. 2019) no tratamento e cura radical de
recaidas de malaria por P. vivax e P. ovale causadas pelas formas latentes
(hipnozoitas). Além disso, a OMS acrescentou seu uso a individuos com malaria
causada por P. falciparum, no intuito de combater a transmissdo dos gametécitos

maduros para o Anopheles spp. (Pybus et al. 2013; Avula et al. 2018;).
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Figura 11 — Estrutura quimica da primaquina
Adaptado de Marcsisin et al. 2016

E um medicamento eficiente e seguro (Recht et al. 2014), entretanto
desencadeia a oxidacdo da hemoglobina a metemoglobina, em individuos com
deficiéncia do gene responsavel pela expressdo da NADH citocromo b5 redutase
(Ferreira et al. 2011), induz hemdlise em individuos deficientes de G6PD (glicose-6-
fosfato desidrogenase) (Llano-Cuentas et al. 2019) e possui uma baixa meia vida,
devido a rapida desaminacédo da PQ em seu metabdlito inativo, a carboxiprimaquina
(Davanco et al. 2014).

A primaguina € bem absorvida pelo TGlI, sendo distribuida rapidamente para
todos os tecidos, concentrando-se no figado, coracao, cérebro, pulmdes e masculos
esqueléticos (Baird & Hoffman 2004). E metabolizada no figado principalmente pelas
enzimas da fase | do biometabolismo, monoamina oxidase (MAO-A), monooxigenase
contendo flavina 3 (FMO-3) e CYP450, sendo dessa ultima, principalmente pela
CYP2D6, seguido das CYP3A4, CYP2C19 e CYP1AZ2, transformando a primaquina,
um pro-farmaco, em primaquina aldeido, seguindo de carboxiprimaquina (metabdlito
inativo), metabdlito de PQ N-hidroxilado até chegar na 5-hidroxiprimaquina (metabdlito
com efeito antimalérico), 5,6-ortoquinona e outros metabdlitos fenélicos (Figura 12)
(Chamnanphon et al. 2020).
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Figura 12 — Biotransformacao da primaquina

Os losangos laranjas indicam quais as enzimas que participam de cada fase. Os raios na cor rosa
representam em quais fases os metabdlitos inativo e ativo sdo formados. Adaptado de Chamnanphon
et al. 2020

O modo de acdo da primaquina frente ao Plasmodium spp. ainda ndo esta
muito esclarecido, mas sua acao antimalarica formando peréxido de hidrogénio, por
duas etapas, ja é sustentada devido aos achados de Camarda e colaboradores
(2019). Na primeira etapa, a PQ é convertida em metabdlitos hidroxilados (OH-PQm)
pelo complexo metabdlico CPR (Citocromo P450 redutase) /CYP2D6. Em seguida, 0s
metabdlitos sofrem uma oxidacdo espontanea a quinoneiminas (O= PQm) com
concomitante geracdo de peréxido de hidrogénio (H202). O CPR humano entdo
recebe dois elétrons do NADPH e participa da transferéncia de um elétron através de
cofatores FAD/FMN para as quinoneiminas, reduzindo-as assim de volta as formas
hidroxil e perpetuando um ciclo catalitico que provoca o acumulo de H202 nos locais
de transformacdo metabdlica (figado, medula 6ssea e possivelmente outros). Os
parasitos presentes nesses locais sdo entdo mortos pela acdo do H202. Sua
eliminacgédo é rapida, onde uma parte € excretada em sua forma inalterada (Camarda
et al. 2019).

1.1.5.4 Tafenoquina

A tafenoquina (TQ), assim como a primaquina, pertence a familia das 8-
aminoquinolinas (Figura 13), descoberto em 1978 no Instituto de Pesquisa do Exército
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Walter Reed (Ebstie et al. 2016). Ela é ativa contra formas pré-eritrociticas (figado) e
eritrociticas (assexuadas), além de atuar em gametocitos das espécies de
Plasmodium, incluindo P. vivax e P. falciparum (Frampton 2018). Utilizada também
contra 0s hipnozoitos, que causam as recaidas tardias de P. vivax e P. ovale (Thakkar
et al. 2018).
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Figura 13 — Estrutura quimica da tafenoquina
Retirado de Vuong et al. 2015

E um medicamento seguro, toleravel, possui meia vida mais longa (em
torno de 13-15 dias) (Dow et al. 2017; Thakkar et al. 2018), além de ser utilizado em
dose Unica para a cura radical em pacientes maiores de 16 anos (Vuong et al. 2015).
Entretanto, possui capacidade de induzir hemdlise em individuos deficientes de
G6PD, além de provocar oxidacdo da hemoglobina em metemoglobina e causar
toxicidade ocular transitoria e problemas gastrointestinais em alguns pacientes (Chu
et al. 2019 e Val et al. 2019).

A tafenoquina é lentamente absorvida pelo TGI, mas se ingerido com alimentos
ricos em gordura, sua disponibilidade aumenta para 41%, sua distribuicdo é lenta, por
possuir alta ligagéo por proteinas plasmaticas, aproximadamente 99,5%. Participa da
fase | de biotransformacéo, mas seu biometabolismo € lento, sendo a tafenoquina
transformada em seu metabdlito ativo, 5,6-ortoquinona, pela CYP2D6 (Figura 14).
Além disso, seu perfil de excrecéo € desconhecido (Ebstie et al. 2016; Frampton 2018;
Lewis et al. 2020).
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Figura 14 — Biotransformacéao da tafenoquina

O CYP2D6 ¢ a enzima que participa do metabolismo da tafenoquina, cujo metabdlito ativo é o 5,6 orto-
quinona. Adaptado de Ebstie et al. 2016
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A tafenoquina interfere na funcdo mitocondrial levando a morte de
microrganismos, como Trypanosoma brucei, Leishmania sp. e P. falciparum, por
apoptose. Induz disfuncdo mitocondrial pela inibicdo do Citocromo C Redutase
(Complexo Respiratério ll), diminuindo a taxa de consumo de oxigénio e levando a
despolarizacao no potencial de membrana das células mitocondriais, 0 que impede a
funcao fisiologica da cadeia respiratoria para gerar Adenosina-Trifosfato (ATP). Gera-
se, concomitantemente, espécies reativas de oxigénio, elevacéo de célcio intracelular
e fragmentacdo do DNA nuclear. Além disso, a tafenoquina inibe a polimerizacédo da
hematina (como a cloroquina, diferente da primaquina que € inativa a esse processo).
Ela também causa eriptose (“suicidio” dos eritrécitos), processo analogo a apoptose

de células nucleadas (Frampton 2018; Hounkpatin et al. 2019).

1.1.6 Citocromo P-450 (CYP450)

As enzimas monoxigenases Citocromo-P450 (CYP450) sé&o parte de uma
superfamilia de enzimas microssomias que estao presentes em todas as espécies
vivas, desde bactérias até protistas, plantas, fungos e animais. Acredita-se que
tenham se originado de um gene ancestral que existiu ha mais de 3 bilh6es de anos
(Danielson 2002; Elfaki et al. 2018). As enzimas do CYP450 sdo hemoproteinas
responsaveis pela biotransformacao de xenobioticos e substancias endégenas (Stipp
& Acco 2020). Essas enzimas sao encontradas particularmente ativas no figado e em
altas concentragcbes no intestino delgado, mas podem ser expressas em outros
orgaos, como cérebro, pulmdes e os rins (Mittal et al. 2015; Li et al. 2019; Stipp & Acco
2020). Essas enzimas ficam associadas a membrana do reticulo endoplasmatico,
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sendo importantes para o suporte dessas proteinas, além de facilitarem as interacdes

com parceiros redox bem como com outras P-450 (Figura 15) (Brignac-Huber et al.

2016).
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Figura 15 — Posicionamento do complexo CYP na célula

Os CYPs ficam mergulhados na bicamada lipidica do reticulo endoplasmatico (RE). A maior parte
dessas proteinas é achada na superficie citosélica do RE. Outra enzima, a NADPH-CYP-
oxidorredutase, passa os elétrons para o CYP, cujo complexo pode, em presenca de Oz, oxidar 0s
substratos xenobidticos, j& que muitos desses sao hidrofébicos e consequentemente, estao dissolvidos
na membrana do RE. Uma Unica molécula de NADPH-CYP-oxidorredutase transfere elétrons para
todas as isoformas de CYPs encontradas na superficie do RE. Cada CYP possui uma molécula de
ferro-protoporfirina IX, cuja funcéo € se ligar e ativar o O2. Os substituintes no anel de porfirina séo
grupos metila (M), propionila (P) e vinila (V). Retirado de Bruton et al. 2018.

Existem 57 genes de CYP ativos no genoma humano, e 58 pseudogenes
identificados (Lam 2019), que estdo divididos em 18 familias e 44 subfamilias
(Shahabi et al. 2014). Desses genes e pseudogenes, 42 estdo envolvidos no
metabolismo de xenobidticos e substancias enddgenas, como prostaglandinas e
esterodides e 15 sdo conhecidos por estarem envolvidos no metabolismo de farmacos
em humanos (Zanger 2008; Esteves et al. 2021). As primeiras trés familias (CYP1-3)
geralmente estdo envolvidas no metabolismo de substancias exdégenas como
farmacos (Figura 16) (Sim & Ingelman- Sundberg 2010; Rendic et al. 2021). As CYPs
2D6 e 3A4/3A5 sao algumas das principais enzimas que metabolizam a maioria dos

medicamentos (Valikhani et al. 2021), possuindo papel fundamental no metabolismo
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dos antimalaricos, contribuindo para um tratamento eficaz contra essa doenca (Figura
16). Esse conjunto de enzimas altamente polimorficas participa das principais reacdes

metabdlicas no organismo (Waring 2020).
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Figura 16 — Principais CYPs responséaveis pelo metabolismo de farmacos no

corpo humano
Adaptado de Manikandan & Nagini 2018
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Tabela 1 — Principais CYPs envolvidas no biometabolismo de medicamentos

antimalaricos preconizados pelo Ministério da Saude.

CYP2D6 Cloroquina
Primaquina
Tafenoquina

CYP3A4 Artemisininas
Cloroquina
Hidroxicloroquina
Lumefantrina
Mefloguina
Primaquina

CYP3A5 Artemeter
Cloroquina
Lumefantrina
Mefloguina

Fonte: Hodel et al. 2013; Drugbank 2021

1.1.6.1 Reagdes de biotransformacéo dos CYPs

As reacfes de biotransformacdo sao classicamente distribuidas em duas
categorias: as reacfes de oxidacdo/reducdo (fase I) e de conjugacado/hidrélise (fase
II). Tradicionalmente, as reacdes de oxidacdo convertem o farmaco em metabdlitos
mais hidrofilicos pela adicdo ou exposi¢do de grupos funcionais polares, como por
exemplo, grupos tiol, amina ou hidroxila. Regularmente, esses metabdlitos sao
farmacologicamente inativos e podem ser eliminados sem nenhuma modificacdo
adicional. Entretanto, alguns produtos de reacdes de oxidacéo e de reducao precisam
de modificagdes adicionais antes de serem excretados. Além disso, as enzimas do
CYP450 participam das reacdes da fase |, cuja maioria sdo hemoproteinas
monoxigenases, estando envolvidas em cerca de 75% do biometabolismo de todos
os farmacos utilizados atualmente. As reacdes de conjugacao (fase II) modificam os
compostos atraves da associacdo de grupos hidrofilicos, como o acido glicurénico,
gerando conjugados mais polares. Entdo, na fase I, os medicamentos podem ser

ativados, inativados ou terem inalterados suas atividades, enquanto a fase Il
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normalmente ocorre inativagao total do medicamento, se este nao tiver sido inativado
nafase | (Figura 17) (Golan et al. 2014; Manikandan & Nagini 2018; Behrendorff 2021).
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Figura 17 — Fase | de biotransformacéo de farmacos depende do CYP450

O farmaco forma um complexo com o CYP450 oxidado [1]; O NADPH doa um elétron a flavoproteina
redutase, que reduz o complexo P450-farmaco [2] e [3]; O oxigénio une-se ao complexo e a NADPH
doa outro elétron, criando o complexo oxigénio ativado-P450-substrato [4]; O ferro é oxidado, com

perda de agua, formando o produto oxidado do farmaco. Retirado de Golan et al. 2014

1.1.6.2 Nomenclatura dos CYPs

A nomenclatura € baseada na homologia da sequéncia de aminoéacidos: o prefixo
CYP é utilizado para designar o sistema do citocromo P-450. As isoenzimas sao
consideradas dentro de familias e subfamilias. Quando se coloca um ndimero apos o
prefixo CYP, este indica a familia (por exemplo, CYP2), que compartilha mais de 40%
de identidade. Depois utiliza-se uma letra que representa a subfamilia (por exemplo,
CYP2D), que compartilha cerca 55% de homologia. O ultimo digito do sistema, em
geral, € um numeral que designa a isoenzima especifica individual (por exemplo,
CYP2D6), cuja identidade é compartilhada por cerca de 3% (Audi & Pussi 2000; Saha
2018). Além disso, pode-se observar um asterisco, um numero e uma letra, apés o

conjunto tradicionalmente conhecido, significando a variante alélica de um individuo
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(CYP2D6*1a), que no CYP2D6, por exemplo, jA& foram encontradas mais de 90
variacOes de alelos (Figura 18) (Sistonen et al. 2007; Do Prado 2009).

CYP2D6*12

t
Citocromo P450 ‘[ |
Familia > 40% Alelo variante
| |
Subfamilia > 55% |

Isoenzima especifica
individual > 3%

Figura 18 — Nomenclatura do Sistema CYP

1.1.6.3 Polimorfismo genético do CYP e o metabolismo de farmacos

Os polimorfismos genéticos sédo definidos como uma variacdo na sequéncia do
DNA e que apresentam uma frequéncia alélica igual ou superior a 1% em determinada
populacdo (Bruton et al. 2018). As formas mais comuns de polimorfismos sé&o as
mutacdes, delecbes, variagcbes no numero de sequéncias repetidas, micro e
minissatélites e polimorfismo de base uUnica (SNP, do inglés, Single Nucleotide
Polyphormism). A heranca de um SNP pode causar variabilidade individual de
resposta aos farmacos (Kuehl 2001). A maioria dos CYPs envolvidos na
biotransformacdo de farmacos sdo polimérficos. A variabilidade em genes que
codificam enzimas envolvidas no biometabolismo de diferentes farmacos, como a
familia do Citocromo P-450, pode contribuir para diferencas interindividuais na
resposta terapéutica ou toxicologica aos varios medicamentos, estando diretamente
relacionadas ao surgimento de reac0es adversas e da falha terapéutica (Phillips et al.
2001; Bains 2013; Peko et al. 2019). Assim, fatores intrinsecos e extrinsecos podem
influenciar a atividade da enzima da familia do CYP, podendo ter importantes efeitos

na farmacocinética dos medicamentos (Tornio & Backman 2018).

1.1.6.4 Influéncia dos CYPs na farmacocinética e na resposta terapéutica

Segundo Caudle et al (2017), para haver um padrdo nas categorias de

metabolizadores, existem cinco fenotipos para as variantes alélicas, os
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metabolizadores ultrarrdpidos (UM, do inglés Ultrarapid Metabolizer), metabolizadores
rapidos (RM, do inglés Rapid Metabolizer), metabolizadores normais (NM, do inglés
Normal Metabolizer), metabolizadores intermediarios (IM, do inglés Intermediate
Metabolizer) e metabolizadores fracos (PM, do inglés Poor
Metabolizer). Metabolizadores ultrarrapidos sdo aqueles que possuem duas ou mais
copias do mesmo gene funcional com atividade enzimatica intensa. Metabolizadores
rapidos sdo aqueles que possuem uma copia e mais um alelo do mesmo gene
funcional com atividade enzimatica aumentada. Metabolizadores normais sdo aqueles
que possuem uma copia do mesmo alelo funcional, ou seja, carregam dois alelos
selvagens. Metabolizadores intermediarios sdo aqueles que sao heterozigotos para
um alelo variante ou carregam dois alelos que causam atividade reduzida.
Metabolizadores fracos sdo os que ndo tém atividade da proteina. Apresentam uma
combinacdo de alelos que ndo geram proteinas funcionais (Metzger et al. 2006;
Rodrigues 2015; Caudle et al. 2017). Para os individuos que apresentam fenétipo PM,
o tratamento com doses padrdo causara aumento das concentracfes plasmaticas do
metabalito, atingindo niveis toxicos, alterando a eficacia do medicamento e causando
efeitos adversos. No grupo de individuos que apresentam fenétipo UM, o tratamento
com doses padrao nédo atingira o efeito farmacologico esperado, pois esses individuos
metabolizardo o medicamento muito rapidamente, alterando a eficacia do mesmo,
pois ndo havera resposta ao tratamento (Gamarra 2011). Na figura 19 mostra a

relacao gendtipo-fendtipo e suas consequéncias farmacocinéticas.
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Figura 19 — Perfil dos metabolizadores existentes e as possiveis variaveis

genéticas das enzimas metabolizadoras

Na janela terapéutica, os individuos podem apresentar fenétipos que variam de metabolizadores
ultrarrapidos, quando hd uma amplificacdo génica, até metabolizadores fracos, cujos alelos néo
codificam proteinas funcionais, podendo alterar a eficacia do tratamento. Adaptado de Zanger et al.
2004; Metzger et al. 2006; Silvino 2019; Scudeler & Rodrigues-Soares 2020.

1.1.6.5 Relagcdo do perfil de metabolizadores existentes com medicamentos

antimalaricos

Estudos em diferentes populacdes de areas endémicas de malaria, Africanas,
Asiéaticas e Americanas, vém demonstrando que a variabilidade genética das enzimas
do sistema CYP450/familias CYP2 (2D6) e CYP3 (3A4 e 3A5) esta diretamente
relacionada ao aparecimento de diferentes fenotipos de biotransformacao, afetando
tanto a eficacia quanto a toxicidade dos antimaléricos, além de contribuir para a
resisténcia através da alteracdo das concentracbes plasmaticas dos farmacos
(Marcsisin et al. 2016; Silvino et al. 2016; Sortica et al. 2016; Brasil et al. 2018).

Huang e colaboradores (2021) observaram na populacao da provincia de Yunnan,
na China, que a frequéncia do alelo variante do CYP2D6*10 é o responsavel pelas
maiores propor¢cdes de casos de malaria por P. vivax e 0 genétipo *4/*4, que
corresponde a atividade nao funcional da enzima, foi detectado em individuos com
suspeita de recaida por P. vivax. Esses achados revelam um risco da enzima do

CYP2D6 ndo metabolizar a primaquina e impedir 0 sucesso do tratamento.

44



Mehlotra e colaboradores (2021) observaram, na populacdo de Madagascar que €
uma mistura de asiaticos com africanos, uma prevaléncia de alelos comumente
encontrados em populacdes asiaticas como o CYP2D6*10 e os encontrados em
populac6es africanas CYP2D6*17, que podem alterar o risco de recaida da maléria
por P. vivax, por originarem fendtipos intermediarios, impedindo o sucesso do
tratamento pela primaquina.

Pernaute-Lau e colaboradores (2021) observaram que os individuos Gabonenses,
com malaria grave por P. falciparum, possuem uma prevaléncia do CYP2D6*17
associado a uma reducédo da funcdo proteica e de outros CYPs da subfamilia 2D6,
gue podem alterar o tratamento da primaquina.

Estudos em populacdes de areas endémicas brasileiras (Acre, Amapa, Para e
Ronddbnia) observaram que o alelo CYP2D6*4 pode alterar o risco de recaida da
maléria por P. vivax impedindo o sucesso do programa de controle de maléria no
Brasil. (Salles et al. 2021), podendo originar fenotipos de metabolizacéo fraca e o
CYP2D6*17 (SNP2850) também foi observado em maior frequéncia do alelo variante
em Rio Pardo, no Amazonas, podendo originar fenétipos de metabolizacdo
intermediaria (Silvino 2019).

Além disso, as variantes do CYPs 3A4/3A5 podem também influenciar no
tratamento com CQ/PQ (Sortica et al. 2016), além do tratamento com ACTs (Marwa
et al. 2014). Poucos estudos de frequéncia dos alelos CYP3A4/CYP3A5 relacionados
aos antimalaricos no Brasil s&o relatados na literatura, entretanto estudos mostraram
que eles possuem um papel fundamental na metabolizacdo da maioria dos
medicamentos, incluindo os antimalaricos (Hodel et al. 2013).

Hodel e colaboradores (2013) observaram que nos individuos de areas endémicas
de malaria houve uma frequéncia maior do alelo variante ho Camboja, enquanto
individuos da Tanzania apresentavam uma frequéncia maior do alelo selvagem para
o CYP3A5*3, o mesmo resultado foi observado por Marwa e colaboradores (2014) em
indigenas da Tanzania.

Almeida e colaboradores (2020) observaram em individuos amazonenses
infectados pelo P. vivax, que nao houve diferenca na razao
desetilcloroquina/cloroquina (DCQ/CQ) nos grupos de pacientes que carregam o alelo
selvagem dos grupos de pacientes que carregam o alelo variante dos CYPs 2C8, 3A4
e 3A5. Entretanto, a presenca de alelos variantes associados ao metabolismo lento

nao consegue explicar a auséncia de falha terapéutica da DCQ/CQ.
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1.1.7 Farmacogenética das principais isoformas do CYP envolvidas no

metabolismo de antimalaricos, abordados neste estudo

1.1.7.1 CYP2D6

O CYP2D6 é o unico gene codificador da proteina da subfamilia do CYP2D
(Zanger et al. 2013), sendo mais estudado como metabolizador de farmacos,
envolvido na biotransformacdo de aproximadamente 20% dos medicamentos
amplamente utilizados atualmente (Yu et al. 2004; Pan et al. 2017). Esta localizado no
cromossomo 22 (22qg13.1) (Figura 20), abrigando também dois pseudogenes, o
CYP2D7 e CYP2D8P, possuindo 4382 nucleotideos (Kimura et al. 1989).
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Figura 20 — Esquema do cromossomo 22
A linha em Vermelho mostra a localizagdo do CYP2D6, 22g13.1. Retirado de Genecardsuite 2020

A enzima deste citocromo dispbe de 497 aminoécidos. E a Gnica enzima da familia
CYP de metabolizacdo de farmacos que ndo é induzivel, e as diferencas
interindividuais relevantes nas atividades enzimaticas sdo amplamente atribuidas as
variacfes genéticas (Do Prado 2009; Kiaco 2018). Mdltiplos estudos tém mostrado
qgue as frequéncias dos fendétipos alternativos do CYP2D6 variam significativamente
entre diferentes grupos étnicos e esses polimorfismos podem ser a principal
ferramenta na inducéo de efeitos adversos na administracao de agentes terapéuticos
(Evans et al. 2004; Bernard et al. 2006; Zhou et al. 2017). Alguns desses polimorfismos
sao alelos nulos que levam a expressao minima da proteina CYP2D6 ou a expressao
nao funcional da proteina e individuos portadores desses alelos exibem o fenétipo PM
(metabolizador fraco). Da mesma forma, a presenca de polimorfismos genéticos do
CYP2D6 associados com atividade enzimatica diminuida tem sido implicada no
fendtipo IM (metabolizador intermediario), e varias copias do gene CYP2D6 de tipo
selvagem foram implicadas no fendtipo UM (metabolizador ultrarapido) (Pan et al.
2017). Além disso, os polimorfismos do gene do CYP2D6 também estdo bem
descritos entre todas as variantes do CYP e cerca de 100 alelos j& foram identificados.
Entre os multiplos alelos do CYP2D6, CYP2D6*1, CYP2D6*2, CYP2D6*33 e
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CYP2D6*35 séo alelos ativos com atividade normal da enzima, enquanto que as duas
variantes nulas mais importantes sdo CYP2D6*4 (c.1846G>A, rs3892097) e
CYP2D6*5 (delecdo do gene), resultando na inativacdo da enzima e auséncia da
proteina, respectivamente. A reducdo significativa na atividade enzimatica é
comumente associada com o CYP2D6*10 (c.100C>T, rs1065852), CYP2D6*17
(c.1023C>T, rs28371706, ¢.2850C>T, rs16947) e CYP2D6*41 (c.2988G>A,
rs28371725) (Lam 2019).

1.1.7.2 CYP3A (CYP3A4 e CYP3A5)

Ao todo quatro genes da familia CYP3A foram descritos em humanos: CYP3A4,
CYP3A5, CYP3A7 e CYP3A43. As isoformas CYP3A4 e CYP3A5 encontradas no
cromossomo 7 (7g22.1) (Figura 21) sdo as mais importantes por codificarem para
enzimas responsaveis pela metabolizacdo de mais de 50% das drogas de uso clinico
(Willrich  2006; Liu et al. 2007; Nowak et al. 2019). Essas enzimas S&o
abundantemente encontradas no figado e no epitélio intestinal, contribuindo
substancialmente para o metabolismo de drogas via oral, mas podem ser achadas
também nos rins, trato respiratério, pulmdes e cérebro (Zanger et al. 2013; Lolodi et
al. 2017).
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Figura 21- Esquema do cromossomo 7
A linha em Vermelho mostra a localizacdo do CYP3A4/3A5, 7922.1. Retirado de Genecardsuite 2020

Estas enzimas catalisam varias reacdes, possuindo especificidade para varios
substratos diferentes, entretanto existem alguns substratos comuns entre CYP3A4 e
CYP3AD5, quer dizer uma sobreposicao de especificidade, que dificulta a distingdo em
termos de biotransformacédo dessas duas enzimas (Belmonte et al. 2018). Devido a
sua capacidade de interagir com compostos estruturalmente diversos, as enzimas
CYP3A tém uma alta capacidade de modulacdo para alterar as respostas aos
medicamentos (Wright et al. 2019). Foram identificadas mais de vinte variantes na
regiao codificante do CYP3A4, a maioria delas associadas com a reducéo da atividade

catalitica da enzima. A importancia do alelo com reducédo de funcdo CYP3A4*22 C>T
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SNP (rs35599367) no intron 6, que resulta no decréscimo de 20% na atividade da
enzima, tem sido amplamente reportado, especialmente em conjuncdo com o SNP do
CYP3A5. A expressao do CYP3AS é altamente polimorfica, com atividades e niveis
de expressao variaveis, com perda de funcao no alelo *3 (c.6986A>G, rs776746) no
intron 3 como a variante mais comum, no qual resulta em um defeito de splicing e, por
conseguinte, a falta da atividade da enzima. Outras variantes do CYP3A5 com perda
de funcdo ou de funcéo reduzida podem ser encontradas no alelo *2 (rs28365083;
g.27289C>A; T398N), *6 (14690G>A; rs10264272) e *7 (rs41303343;
27131 27132ins T) (Lam 2019).

1.2 Justificativa

Atentando para o fato de que a eficacia do tratamento contra a maléria depende
do metabolismo por enzimas do CYP450, cujos genes possuem inimeras variantes
alélicas que modulam a atividade enzimatica, conferindo fenétipos de metabolizadores
lentos até ultrarrapidos, pode-se supor que individuos com malaria poderdo
apresentar falha terapéutica e reacdo adversas aos antimalaricos.
Consequentemente, tal variabilidade génica poderd comprometer o
controle/eliminacdo da malaria. O fato de o Brasil apresentar alta miscigenacdo, com
populacdes etnicamente diversas e grande heterogeneidade entre suas regifes
devido ao padrdao peculiar de colonizacdo, pode influenciar na distribuicdo e na
frequéncia de genes humanos. Nesse contexto, a caracterizacao do perfil genotipico
de enzimas envolvidas no biometabolismo de farmacos antimalaricos (CYP450:
CYP2/CYP3) de populacdo de area endémica brasileira podera fornecer subsidios
para a melhor compreensao dos padrdes de resposta terapéutica e no delineamento
de novas estratégias quimioterapicas mais adequadas para determinados grupos

populacionais, intensificando assim a eficacia terapéutica e o controle dessa endemia.
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1.3 Hipoéteses:

Hipotese nula: A populacdo em estudo ndo possui genotipos das enzimas
CYP3A4, CYP3A5 e CYP2D6, associados aos fendtipos metabolizadores

intermediario e fraco.
Hipotese alternativa: A populacdo estudada possui genoétipos das enzimas

CYP3A4, CYP3A5 e CYP2D6, associados aos fenotipos metabolizadores

intermediario e fraco.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar o perfil genotipico de enzimas envolvidas no biometabolismo de
farmacos antimalaricos (CYP2D6 e CYP3A4/3A5) em populacdo de area endémica

brasileira, Rio Preto da Eva — Amazonas.

2.2 Objetivos Especificos

i) Descrever as frequéncias alélicas e genotipicas das enzimas CYP2D6,
CYP3A4 e CYP3A5 envolvidas no biometabolismo de farmacos
antimalaricos preconizados pelo Ministério da Saude (cloroquina,
primaquina, Coartem®/artemeter + lumefantrina, artesunato, artemisinina e

mefloquina);

i) Inferir o perfil fenotipico das enzimas CYP2D6, CYP3A4 e CYP3A5 baseado

nos dados genotipicos de 8 loci polimorficos encontrados na area de estudo;

iii) Comparar as frequéncias alélicas encontradas na populacédo de Rio Preto

da Eva, com as de outras populacdes, descritas na literatura.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Areade estudo

As amostras utilizadas neste projeto foram coletadas por nosso grupo de
pesquisa nos anos de 2013-2015 no municipio de Rio Preto da Eva, estado do
Amazonas. Rio Preto da Eva estéa situado a 80 km da capital Manaus (Figura 22) e é
uma area que possui atividade econdmica agricola, voltada para o cultivo de laranjas,
além de pecuéria, pesca, avicultura e extrativismo vegetal (De Brito et al. 2016;
Prefeitura de Rio Preto da Eva 2021). Possui uma area territorial de 5815,622 km?,
com uma populacéo estimada de 34.856 pessoas, tendo uma densidade demografica
de 4,42 habitantes/km?, apresentando uma Latitude: 2°41°55” Sul, Longitude: 59°42’3”
Oeste. Além disso, 52,5% da populacgdo vivia em &rea rural, enquanto 47,5% na area
urbana (IBGE 2021). E uma regido banhada pelo Rio que leva o mesmo nome do
municipio, Rio Preto da Eva, com foz no Rio Solimdes, cujo pico de transmissao da
malaria acontece no més de outubro, onde o nivel de agua é baixo (Couto, 2015).
Durante os anos de coleta do nosso estudo, Rio Preto da Eva apresentou indice
Parasitario Anual (IPA) de 29,4 (2013), 5,6 (2014) e 6,6 (2015). Em 2020, foram
notificados 450 casos de malaria em Rio Preto da Eva e desses, 99,3% causados por
P. vivax, 0,3% por P. falciparum e nenhum caso por formas mistas (Brasil, MS/SVS
2020).
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Figura 22 — Mapa da regidao metropolitana do Amazonas

Em vermelho estid a delimitacdo da regido metropolitana do estado do Amazonas e em azul esta

indicado o municipio de estudo, Rio Preto da Eva. Retirado de Atlas Amazonas em Mapas 2018

3.2 Voluntarios e Aspectos Eticos de Pesquisa

Os 368 voluntarios foram recrutados em suas residéncias, ou seja, uma busca
ativa dos participantes. A maioria vivia em areas rurais, perto de florestas e/ou
colegdes d’agua. Trata-se de um estudo observacional, descritivo. Os aspectos éticos
e metodologicos desse estudo foram aprovados pelo Comité de Etica da Comiss&o
Nacional de Etica em Pesquisa, sob o registro 346.613. O projeto tem cadastro no
SisGen sob o codigo A3524F7 (Anexo ).

3.2.1 Critérios de Elegibilidade

Foram estabelecidos critérios de inclusdo e excluséo no presente estudo descritos
abaixo:

¢ Inclusao:
- Residentes de Rio Preto da Eva independentemente de estarem infectados ou nao

pelo Plasmodium spp.;
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- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado antes de qualquer

procedimento.

e Excluséo:
- Parentes até segundo grau;
- Criangas menores de 10 anos;
- Populagbes indigenas, presidiarios;
- Pessoas com deficiéncia intelectual,

- Gestantes, parturientes independentes de idade.

Os voluntarios incluidos foram informados sobre as formas de transmissdo da
malaria, os métodos profilaticos e sobre o projeto de pesquisa em andamento. Apos
0 consentimento dos participantes, foi obtida a assinatura do TCLE do voluntario ou
de seu responsavel formalizando sua participacdo no projeto (Anexo Il). Em seguida,
os individuos participaram de uma entrevista para obtencdo de seus dados gerais,
como nome e idade e de seus dados epidemioldgicos, como tempo de residéncia em
area endémica de malaria, tempo desde a ultima infeccdo, nimero de malarias

anteriores, caracteristicas de moradia, atividades do dia a dia, entre outros (Anexo Ill).

3.3 Coletade sangue

Apbs a assinatura do TCLE, 5 mL de sangue foram coletados, pelo nosso grupo,
por via endovenosa utilizando o sistema a vacuo de coleta Vacutainer (Becton
Dickison and Company, Franklin Lakes, USA) contendo EDTA para extracao de DNA.
As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas (3500 x g) por 10 min para a
separacao do plasma dos elementos figurados do sangue, em seguida, as amostras
foram distribuidas em aliquotas de 1 mL, congeladas a -20 °C e transportados em gelo
seco para o Laboratério de Imunologia Clinica (LIC), Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz.
Em seguida, os voluntarios preencheram um questionario sobre seus dados

epidemioldgicos.
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3.4 Diagnéstico parasitoloégico e Avaliacdo da parasitemia

Pesquisadores de nossa equipe realizaram exames de gota espessa e
distensdo sanguinea, ambos corados pelo Giemsa (Sigma Chemical CO, St Louis,
USA), em campo. A parasitemia foi calculada através do método de avaliagao relativa
a contagem de leucdcitos na gota espessa. Esse método visa realizar a contagem do
namero de parasitos (considerando todas as espécies e estagios presentes) até
alcancar 200 leucécitos. Assumindo uma leucometria média de 6.000 leucdcitos/uL
de sangue para todo paciente com malaria foi realizado uma regra de trés para obter
a parasitemia/ yL de sangue, de acordo com imagem abaixo. Se nove ou menos
parasitas fossem encontrados, 300 leucdcitos adicionais eram contados, a fim de

obter uma maior precisdo na parasitemia final desses pacientes.

N° de parasitos 200 leucdcitos
encontrados ... .. >
.-"‘ .".i ) ]
X 6000 leucocitos

Ademais, pacientes que apresentaram diagnéstico positivo para maléaria foram
submetidos ao tratamento preconizado pelo Ministério da Saude do Brasil (cloroquina
associada a primaquina para infec¢bes por P. vivax e artemeter com lufemantrina
(COARTEN®) para os individuos com P. falciparum) (Brasil, MS/SVS 2020).

3.5 Padronizacéo e Genotipagem dos CYPs

3.5.1 Extracdo do DNA gendbmico

A extracdo do DNA gendmico a partir de células do sangue total dos voluntérios,
utilizando-se o método de colunas de silica do kit QlAamp® DNA Blood Midi Kit (100)
da QIAGEN (Quiagen, Valencia, CA, USA), foi realizado conforme as orientacdes do
fabricante. Aproximadamente 1 mL de sangue, de cada amostra, previamente
descongelada e a temperatura ambiente (TA), foi adicionado no tubo de centrifuga de
15 mL (BioNaky Molecular Biology Line). Em seguida, foram adicionados 100 pL de
protease QIAGEN a esse tubo, homogeneizando-o levemente. Foram adicionados 1,2

mL de tampao de lise (AL) e o tubo foi vertido 15 vezes, seguido de uma vigorosa
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agitacdo por pelo menos 1 minuto. A mistura foi incubada a 70 °C por 10 minutos.
Posteriormente, foi adicionado 1 mL de etanol absoluto (96-100%) (Sigma) a amostra
e 0 mesmo procedimento de homogeneizacao foi realizado. Cuidadosamente, toda a
solucéo da etapa anterior foi transferida para a coluna do QIAamp, acoplado ao tubo
falcon de 15 mL, a qual foi submetida a uma centrifugacdo a 3000 x g por 3 minutos
em TA. Foi descartado o filtrado e a coluna foi colocada em um novo tubo falcon de
15 mL. Foram adicionados 2 mL de tamp&o de lavagem (AW1) na coluna, seguindo
de uma centrifugacdo a 4000 x g por 3 minutos a TA. O filtrado foi descartado,
colocando novamente no tubo cdnico coletor de 15 mL, no qual foram adicionados 2
mL do tampao de lavagem (AW2), centrifugado a 4000 x g por 15 minutos a TA. A
coluna foi transferida para um tubo falcon novo de 15 mL e o tubo contendo o filtrado
foi descartado. Posteriormente, foram adicionados 200 pL de tampé&o de eluicdo (AE)
diretamente no centro da membrana. A coluna foi incubada a TA por 5 minutos e
centrifugada a 4000 x g por 2 minutos a TA. O volume eluido contendo o DNA foi
transferido e armazenado em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL, previamente

identificados e estocados a -20 °C até o momento do uso (Figura 23).
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Fase 2 Lavagem e filkagem

] —— s — — 5 > — > s
4000rpmpor3min.  Tampdo AW1-2mi  4000rpmpor 3min.  Tampdo AV2-2ml 4000 rprm por 15 min

Fase 2 Eluigdo do DNA

Temp, ambiente: 5 min Temp. ambiente: 5 min

- g
. . 2 N | Armazenamos

- - — R E— = 20° C
’ , = 2050

— | il v

Tampao AE - 200yl = ,,...- S e
5000 rpm por 2min
4000 rpm por 2 min pmp "

Figura 23 — Representacdo esquematica da extracdo do DNA genémico
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3.5.2 Quantificagdo do DNA extraido

A guantidade e pureza do DNA foram verificadas por densidade Optica em
espectrofotometro (NanoDrop® 2000 Spectrophotometer - Thermo Scientific,
Wilmington, Delaware, USA), usando o software NanoDrop® 2000/2000c
Spectrophotometer 1.6 (Thermo Scientific). A leitura da densidade 6tica determina a
guantidade de DNA, a 260 nm, e a existéncia de substancias contaminantes
(majoritariamente proteinas), a 280 nm. As estimativas do grau de pureza das
amostras foram obtidas pela razéo entre as leituras a 260 nm e 280 nm (A260/A280).
Amostras que apresentaram valores da razdo (A260/A280) entre 1,6 e 1,8 foram
consideradas com um grau de pureza adequado para as analises. A absorbancia lida
a 260 nm foi utilizada para a estimativa da concentracao de DNA em ng/uL, a qual foi

posteriormente ajustada para 20 ng/pL.

3.5.3 Amplificagdo do DNA gendmico por PCR Multiplex

A amplificacdo dos segmentos génicos correspondentes as regides codificantes
dos genes CYP2D6*4, CYP2D6*10, CYP2D6*17(1023), CYP2D6*17(2850),
CYP3A4*22, CYP3A5*3F e CYP3A5*3K foi realizada através da técnica de PCR
Multiplex.

Foram utilizados 10 pyL de Master Mix, 2 uL de Q solution, 5 pL de H20 que fazem
parte do Multiplex PCR Kit (100) da QIAGEN®, 2 pL de iniciadores diluidos para
amplificacdo dos respectivos CYPs 2D6*4, 2D6*10, 2D6*17(1023) e (2850),
CYP3A4*22 e CYP3A5*3F e 3A5*3K (Integrated DNA Technologies — IDT) na
concentracdo de 2uM (Tabela 2) e 1 pL de amostra. Em seguida, as amostras foram
amplificadas em 1 ciclo de 94 °C por 15min, 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por 1
mine 30se 72°C por 1 mine 30 s e 1 ciclo de 72 °C por 1 min e 30 s (Tabela 3) e 4°
C/=. Para a padronizacao foram utilizadas as amostras controle, obtidas dos membros

do laboratério, além das amostras de Rio Preto da Eva.
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Tabela 2 - Sequéncia e tamanho dos iniciadores dos alelos estudados

CYPs Alelos estudados Sequéncia dos iniciadores Tamanho
(senso e antissenso) dos
(sentido 5°’-3’) iniciadores

(pb)

CYP2D6 CYP2D6*4F CCGCCTTCGCCAACCACT 18
CYP2D6*4R CCCTGCAGAGACTCCTCGGT 20

CYP2D6*10F CCCCTTCTCAGCCTGGCTTCTTG 23

CYP2D6*10R CCCATTTGGTAGTGAGGCAGGT 22

CYP2D6*17F (1023) CCAGCTCGGACTACGGTCATCAC 23

CYP2D6*17R (1023) CGCGAGGCGCTGGTGACCAA 20

CYP2D6*17F (2850) TCCCTCGGCCCCTGCACTGTTT 22

CYP2D6*17R (2850) GACTCTGTACCTCCTATCCACGTCA 25

CYP3A4 CYP3A4*22F ACAGACAAACAGCCACAGACTTTCA 25
CYP3A4*22R GTAAAGTGCTGAAGAGGAATCGGCT 25

CYP3A5 CYP3A5*3F (F) TGCTAACTAGAGGTGGGTAGAGGT 25
CYP3A5*3F (R) AAACGATGGATGGTGAGTGCTTTTA 25

CYP3A5*3K (F) AGGTTTTGAAGTCCAGAACTGAAGCA 26

CYP3A5*3K (R) CCAGCCCACAAAAGTATCCTGTGTA 25

Tabela 3 — Condicdes de reacdo do PCR Multiplex

CYP2D6, CYP3A4 e CYP3A5 Condigdes de amplificagéo
(Volume final de 20 pL)
Master mix: 10 pL 94°C — 15min
Iniciadores: 2 pL (na concentracédo de 94°C — 30s
2 uM/ pL de cada iniciador senso e 60°C — 1min 30s 35 ciclos
antissenso) 72°C — 1min 30s
Q-solution: 2 pL 72°C — 1min 30s
H20 ultrapura: 5 pL 40C -

Amostra (DNA): 1 uL

Em seguida, 5 pL do produto da PCR foram aplicados em gel de agarose a 4%,
corado com GelRed™ e expostos a luz ultavioleta (UV) para visualizacdo dos

fragmentos amplificados.
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3.5.4 Reacao por SnaPShot®

3.5.4.1 Purificacdo do produto do PCR Multiplex

Foi utilizado Tamp&o 10X e as enzimas SAP (Fosfatase Alcalina de Camarao,
do inglés “Shrimp Alkaline Phosphatase”, Affymetrix), cuja funcdo € a desfosforilacédo
de dNTPs remanescentes da reacéo de PCR e a Exonuclease | (Exo I, Affymetrix) que
remove iniciadores da reacdo de PCR e misturas que contém DNAs de fita simples
com terminacgéo 3’-hidroxil. Dez microlitros do produto de PCR foram adicionados a
4,5 uL da mistura dessas enzimas nos volumes 1,06 pL (Tampé&o 10X), 3,3 uL (SAP)
e 0,13 pL (Exonuclease I). Em todas as reacdes foram utilizados controles negativo
(dgua) e positivo (amostras previamente genotipadas). A reacao foi realizada nas
seguintes condicdes: 1 ciclo de 37 °C por 1 hora, 80 °C por 15min e 4 °C/oo (Tabela
5).

3.5.4.2 Reacéo pelo Método SnaPShot®

Apbs a purificacdo do produto de PCR Multiplex, as amostras foram submetidas
a reacao do SnaPShot®, mecanismo de genotipagem baseado na extensdo de uma

Unica base (Figura 24).

SNaPshot Kit de Extensdo de Base Unica

Iniciador (Primer) SNP

* CCATGACTGATTCC .

DNAaIe s NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN
ddGTP
SNaPshot® Sggg lixlendi:::;;:;::linar o
Mistura dereaciio
A CCATGACTGATTCCG
NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN

* Cor = Genétipo

Eletroforese
.

A

Figura 24 — Representacao da reacdo de SnaPShot®

A reacdo de SnaPShot® utiliza a insercéo de base Unica em locais conhecidos. Cada iniciador se liga
a regido anterior onde se encontra 0 SNP do DNA alvo. Em seguida, a polimerase insere um ddNTP
(dideoxinucleotideo) fluorescente a sua extremidade 3'. A cor da fluorescéncia mostra a base que foi
adicionada representado em um eletroferograma (User Bulletin Thermofisher 2005)

58



Foram utilizadas duas misturas separadas, uma mistura que continha 0,5 pL de
iniciadores diluidos dos SNP 2850, SNP 100, SNP 1846 na concentracéo de 2 pmol/uL
e 0 SNP1023 na concentracdo de 2,5 pmol/uL do CYP2D6 (IDT) (Tabela 4), 2,5 yL da
mistura da reacdo e 1 pL de agua ultrapura e uma segunda mistura que continha 0,5
uL iniciadores diluidos dos SNP 15389, SNP 31551, SNP 31661 na concentracao
2pmol/uL e o SNP29753 na concentracdo de 2,5 pmol/ uL do CYP3A4/3A5 (IDT)

(Tabela 4). Em seguida, nas respectivas placas, foram pipetados, em cada poco, 4 pL

da mistura e 1,5 pL do produto de PCR purificado. Posteriormente, a placa foi selada

e submetida a seguinte ciclagem, 25 ciclos de 96 °C por 10 s, 50 °C por 5 s e 60 °C
por 30 s (Tabela 5).

Tabela 4 - Sequéncia dos iniciadores utilizados e seus respectivos cédigo rs,

tamanho e SNPs.

CYPs Alelos

CYP2D6 *4

*10

*17

*17

CYP3A4 *22

CYP3A5 *3F

*3K

SNPs

SNP1846

SNP100

SNP1023

SNP2850

SNP15389

SNP31551

SNP31611

SNP29753

Codigos rs

rs3892097

rs1065852

rs28371706

rs16947

rs35599367

rs28365085

semrs

rs41279854

Sequéncia do primer
(sentido 5’-3’)

(GACT).GTTGGGGCGAAAGGGGCGTC

(GACT);AACGCTGGGCTGCACGCTAC

(GACT)sCCGAAACCCAGGATCTGG

(GACT).AGAACAGGTCAGCCACCACTATGC

(GACT)sGTTCAGTGTCTCCATCACACCCAG

(GACT)1:CATCTCTTGAATCCACCTTTAGAACA

(GACT).CTAAGTGGAGAATGAGTTATTCTAAGGA

(GACT)sGCAAGTTTCATGTTCATGAGAGCA

Tamanho

dos

iniciadores

28

36

42

44

36

40

rs = Referéncia do SNP (Reference SNP); SNP = Polimorfismo de Base Unica (Single Nucleotide

Polymorphism)
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3.5.4.3 Purificagdo do SnaPShot®

Os fragmentos foram purificados pela enzima SAP, no volume de 1 yuL em cada
poco. A placa foi selada novamente seguindo as condicGes da primeira purificacao:
37 °C/1 h, depois a 80 °C/15 min e a 4 °C/c0 (Tabela 5).

3.5.4.4 Preparacao da placa para o Sequenciamento

A Ultima etapa do sequenciamento por SnaPShot® foi realizado no Laboratério
de Virologia Molecular da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Em uma
nova placa foram pipetados 9,5 pyL da mistura contendo Hi-Di® Formamida e
GeneScan® 120 Liz, nos volumes de 7,5 pL (Hi-Di® Formamida) e 2 pyL (Hi-Di®
Formamida + GeneScan® 120 Liz, na propor¢ao 1:3). Em seguida, foi adicionado 0,5
pL do produto purificado do SnaPShot®. A placa foi submetida ao choque térmico (98
°C por 5min) e levada ao freezer -70 °C, protegida da luz, at¢ o momento do
sequenciamento (Tabela 5). As amostras foram submetidas a eletroforese em capilar
no sequenciador automatico ABI Prism 3130 (ThermoFisher) utilizando o protocolo
padrdo para analise de fragmentos SNaPshot®. Os eletroferogramas gerados foram

analisados com o auxilio do software GeneMapper® versao 4.0 (ThermoFisher).

60



Tabela 5 — Condi¢des de reacdo do SnaPShot®

Reacdes da Técnica de Reagentes Ciclagens
SnaPShot

Purificacdo do PCR Multiplex SAP: 3,3 uL 37°C —-1h
Exo I: 0,13 pL 80 °C — 15min
Tampao 10X: 1,06 pL 4°C-w
Produto amplificado: 10 pL

Reacé&o por SnaPShot Mistura da Reagéo: 2,5 pL 96 °C — 10s
Iniciadores: 0,5 pL 50 °C - 5s 25 ciclos
H2O ultrapura: 1 pL 60 °C — 30s

Produto purificado do PCR
Multiplex: 1,5 pL

Purificacéo do SnaPShot SAP: 1L 37°C —-1h
80 °C — 15min
4°C -
Preparacdo da placa para o Formamida: 7,5 pL 98 °C — 5min

Sequenciamento Liz + Formamida (1:3): 2 L Gelo até o momento de

Produto purificado do sequenciar (choque)
SnaPShot: 0,5 uL

3.5.5 Banco de dados e Analise estatistica

Os dados epidemioldgicos de Rio Preto da Eva foram armazenados no banco de
dados Epi-Info™ 2007 (CDC) e as frequéncias genotipicas e alélicas foram analisadas
através dos programas GraphPad Prism versao 5.0 e “R” versao 2.14.0. Foi utilizado
o Teste do qui-quadrado (x2), para avaliar se as proporgdes observadas entre dois
grupos sédo estatisticamente distintas. Serdo considerados significativos dados que

apresentarem P < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas Epidemioldgicas

A Tabela 6 resume as principais caracteristicas epidemioldgicas da populacéo
de Rio Preto da Eva. Participaram desse estudo 368 individuos (um individuo foi
incluido, apesar da falta do seu questionario), independentes de estarem ou ndo com
malaria, no momento da coleta. Desses, observamos que a maioria dos individuos era
do sexo masculino (54%) e que, embora tenhamos observado uma variacao na idade
entre 26 e 54 anos, os nossos dados indicam que a populacdo em estudo € adulta,
tendo uma mediana de 40 anos. Além disso, a maioria dos individuos relatou historico
de maléria (82,8%) e moravam ha 27 anos em area endémica. No momento da coleta,
dez individuos (3%) estavam infectados, sendo cinco com P. vivax, trés com P.

falciparum e dois com malaria mista (P. vivax e P. falciparum).

62



Tabela 6 - Principais caracteristicas epidemioldgicas dos individuos de Rio
Preto da Eva - AM

Caracteristicas Epidemioldgicas

Género Masculino (N/%) 198/54

Feminino (N/%) 169/46

Total (N) 367
Idade (Mq) 40 (26 - 54)
Individuos Sem histdrico de maléaria (N/%) 63/17,2

Com histérico de malaria (N/%) 304/82,8
Tempo (em anos) de residéncia em area endémica (Ma) 27 (19,5-43)
Numeros de episédios prévios de malaria (Mqg) 10 (9,5-22,5)
Tempo (meses) desde a Ultima infec¢cao (Mq) 60 (24 — 96)
Individuos com maléaria no Total (N/%) 10/2,7
ano da coleta

P. vivax (N/%) 5/1,4

P. falciparum (N/%) 3/0,8

Mista: P. vivax e P. falciparum (N/%) 2/0,5
Md = Mediana (Quartil 25 — 75); N = Namero de individuos

Os dados de procedéncia dos individuos da localidade estudada (Figura 25),
de acordo com seus proprios relatos, mostram que a populagdo € composta
basicamente de individuos nativos da regiao Amazdnica, oriundos principalmente dos
estados do Amazonas (236/70,2%) e Para (74/22%), e 26 (7,2%) sao da regiao Extra-
Amazobnica (migrantes), a maioria proveniente das regibes Nordeste (57,7%) e Sul
(19,2%).
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® Parana Mato Grosso do Sul Mato Grosso ® Ronddnia
® Colémbia ® Minas Gerais ® Roraima

Figura 25 - Gréfico da procedéncia dos individuos da populacdo em estudo

4.2 Padronizacdo da Genotipagem

4.2.1 PCR Multiplex

Foi realizada a padronizagdo do PCR Multiplex com as amostras do Rio de
Janeiro (controle). Foram realizadas duas estratégias: a primeira foi a de colocar em
um uUnico tubo todos os iniciadores (Mistura 1) e a segunda foi a de colocar somente
os iniciadores da mesma familia (CYP3A4/CYP3A5) (Mistura 2) ou os da familia do
CYP2D6 (Mistura 3). De acordo com a eletroforese (Figura 26), prosseguimos com a

primeira estratégia, ja que todos os primers foram amplificados.
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Mix 2 (3A4 ¢ 3AS)
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161pb e

Coluna 1 : Padriio de peso molecular

Colunas 2/6/10: Controle negativo (sem DNA)

Colunas 3/4/5: Amostras com todos os primers

Colunas 7/8/9: Amostras com os primers do CYP3A4/3AS
Colunas 11/12/13: Amostras com os primers do CYP206

Figura 26 — Padronizacdo do PCR Multiplex

Representacédo esquematica (A) das regides de amplificacdo dos iniciadores para o CYP2D6, CYP3A4
e CYP3A5 (Mistura 1), CYP3A4 e CYP3A5 (Mistura 2) ou CYP2D6 (Mistura 3) e (B) do gel de

eletroforese.

4.2.2 Reacdo por SnaPShot®

Foi realizada a padronizacdo do SnaPShot® tentando as mesmas estratégias do

PCR Multiplex. Entretanto, o tubo contendo todos os primers ndo foi como esperado,

pois alguns picos ndo apareceram no eletroferograma. Com isso, a segunda

estratégia foi realizada, separando cada familia em um tubo distinto e assim, os picos

foram observados. A Figura 27 mostra os eletroferogramas padréo para os SNPs em

estudo.
A

Cwelee
B - .~ .-e

| PN

| 99p 1846 44 3892097)
]
-

-
|

- I
|

-

-

65



Figura 27 - Padronizacao da reacdo de SnaPShot®
Eletroferogramas representativos do padréo de extenséo de base Unica dos iniciadores de SNaPshot®.
(A) SNP rs1065852 — demonstrando um individuo heterozigoto; (B) SNP rs28371706; (C) SNP
rs3892097; (D) SNP rs16947; (E) SNP rs35599367; (F) SNP rs41279854; (G) SNP 31611 (sem rs); (H)
SNP rs28365085. Eixo x refere-se ao tamanho do fragmento formado e eixo y a intensidade de
fluorescéncia do ddNTP incorporado. Verde = adenina; vermelho = timina; preto = citosina; azul =

guanina

4.3 Genotipagem das amostras de Rio Preto da Eva

4.3.1 Anélises das frequéncias genotipicas, alélicas e do Equilibrio de
Hardy Weinberg nos SNPs estudados

Das 368 amostras, 363 (98,6%) foram genotipadas para o CYP2D6 e 364
(98,9%) para o CYP3A4/3A5. Para o CYP2D6*17 (2850 A>G), o gendtipo G/A
apareceu na maioria das amostras (47%), seguido do G/G (36%) e A/A (17%). J& o
alelo G foi o mais encontrado nas amostras (59%) e o alelo A em 41% das amostras.
Para o CYP2D6*4 (1846 C>T), o gendétipo C/C apareceu em 82% das amostras,
seguido de C/T (17%) e T/T (1%). Ja o alelo C foi o mais encontrado, em 90% das
amostras e o alelo T em 10%. Para o CYP2D6*17 (1023 A>G), o gendtipo G/G foi
observado em 95% das amostras, o genotipo G/A em 4% e o gendtipo A/Aem 1%. O
alelo G foi o mais predominante, em 97% das amostras e o alelo A em 3%. Para o
CYP2D6*10 (100 C>T), o gendétipo C/C foi encontrado em 79% das amostras, o

gendtipo C/T em 17% e o gendtipo T/T em 3% das amostras. O alelo C foi o mais
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predominante, observado em 88% das amostras e o alelo T em 12%. Dentre os SNPs
do CYP2D6, dois (rs28371706 e rs1065852) obtiveram valores de p menores que
0,05, ou seja, ndo estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para o CYP3A5*3F (31611 C>T), o gendtipo T/T foi encontrado em 58% das
amostras, o gendtipo T/C em 37% e o gendtipo C/C em 5%. O alelo T foi o mais
predominante, em 76% das amostras e o alelo T em 24%. Para o CYP3A5*3F (31551
A>G), o gendtipo A/A apareceu em quase todas as amostras (99,7%), exceto em uma
delas. Assim, o alelo A foi o mais predominante, sendo observado em 99,8% das
amostras. Para o CYP3A5*3K (29753 A>G), o gendtipo A/A apareceu em 96% das
amostras e o gendtipo A/G em 4%. O alelo A foi mais encontrado, em 98% das
amostras e o0 alelo G em 2%. Para o CYP3A4*22 (15389 C>T), o gendtipo C/C
apareceu em 96% das amostras e o genétipo C/T em 4%. O alelo C foi o mais
encontrado com 98% das amostras e o alelo T em 2%. Dentre os SNPs da
CYP3A4/3A5, todos foram encontrados em Equilibrio de Hardy-Weinberg. As

frequéncias genotipicas e alélicas estdo descritas na Tabela 7.
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Tabela 7 - Distribui¢cdo das frequéncias genotipicas e alélicas nos individuos de

Rio Preto da Eva.

Frequéncias genotipicas Frequéncias alélicas Valor de p
(EHW)

CYP2D6*17 GIG 129 (36%) G 429 (59%) 0,70
rs16947 G/A 171 (47%) A 297 (41%)
(2850 G>A) AlA 63 (17%)
CYP2D6*4 c/C 296 (82%) C 654 (90%) 0,58
rs3892097 CIT 62 (17%) T 72 (10%)
(1846 C>T) TIT 5 (1%)
CYP2D6*17 GIG 344 (95%) G 704 (97%) 0.00011
rs28371706 GIA 16 (4%) A 22 (3%)
(1023 G>A) AIA 3 (1%)
CYP2D6*10 ci/C 288 (79%) C 639 (88%) 0.0018
rs1065852 CIT 63 (17%) T 87 (12%)
(100 C>T) TIT 12 (3%)
CYP3A5*3F TIT 210 (58%) T 556 (76%) 0.60
Sem rs T/IC 136 (37%) C 172 (24%)
(31611 C>T) cic 18 (5%)
CYP3A5*3F AIA 363 (99,7%) A 727 (99,8%) 1
rs28365085 AIG 1 (0,3%) G 1 (0,2%)
(31551 A>G)
CYP3A5*3K AlA 350 (96%) A 714 (98%) 1
rs41279854 AIG 14 (4%) G 14 (2%)
(29753 A>G)
CYP3A4*22 ci/C 351 (96%) C 715 (98%) 1
rs35599367 cIT 13 (4%) T 13 (2%)

(15389 C>T)

Valores de p < 0,05 sé@o considerados desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg (em vermelho).

EHW: Equilibrio de Hardy- Weinberg, auxiliado pelo teste de qui-quadrado.

A = adenina; T = timina; C = citosina; G = guanina

rs = Referéncia do SNP (Reference SNP); SNP = Polimorfismo de Base Unica (Single Nucleotide

Polymorphism)
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4.3.2 Comparacdao das frequéncias alélicas do municipio de Rio Preto da

Eva com as de outras popula¢cdes do mundo

As frequéncias alélicas da populacdo de Rio Preto da Eva podem ser
comparadas com as de outras populagdes do mundo descritos na literatura e no banco
de dados Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html) para o CYP2D6 (Tabela 8) e
para o CYP3A4/3A5 (Tabela 9). E importante ressaltar que o CYP3A5*3F (SNP31611)

nao possui codigo rs, portanto ndo foi incluido na Tabela 9. Ao comparar nossas

frequéncias com as de outras populagées, descritas na literatura, a frequéncia alélica
do CYP2D6*4 se assemelha com as frequéncias das populacfes de area endémica
brasileira, Amazonas (De Jesus 2013; Brasil et al. 2018; Silvino 2019) e dos paises
Gambia, Nigéria, Tanzania, Japdo, China e Camboja, entretanto Porto Rico,
Coloémbia, Italia, Espanha, india e Sri Lanka possuem uma frequéncia um pouco maior
do que a frequéncia de Rio Preto da Eva. Além disso, os dados da frequéncia do
CYP2D6*4 de Salles e colaboradores (2021) em areas endémicas brasileiras (Acre,
Amapa, Para e Rondbnia) estdo com uma frequéncia do alelo variante maior em
comparacao a populacéo de Rio Preto da Eva. A frequéncia alélica do CYP2D6*10 se
assemelha com as frequéncias das populacdes de area endémica brasileira, Acre,
Amapa, Amazonas, Para e Rondodnia (Brasil et al. 2018; Silvino 2019; Salles et al.
2021) e dos paises Gambia, Nigéria, Tanzania, Porto Rico, Coldmbia, Italia, Espanha,
india e Sri Lanka, entretanto as frequéncias do alelo variante sdo maiores no Japao,
China e Camboja. A frequéncia alélica do CYP2D6*17 (SNP1023) se assemelha com
a maioria das frequéncias das populacdes, exceto em Gambia, Nigéria e Tanzania
gue possuem uma frequéncia do alelo variante um pouco maior do que de Rio Preto
da Eva. A frequéncia alélica do CYP2D6*17 (SNP2850) se assemelha com a
frequéncia da populacéo de area endémica brasileira, Amazonas (Silvino 2019) e de
Gambia, Nigéria, Tanzania, india e Sri Lanka, entretanto Porto Rico, Colémbia, Jap&o,

China, Camboja, Italia e Espanha possuem uma frequéncia do alelo variante menor.
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Autores

Nosso estudo
De Jesus
(2013)
Hodel et al
(2013)
Brasil et al
(2018)

Silvino (2019)

Salles et al
(2021)

Banco de
dados Ensembl

Tabela 8 - Comparacdo das frequéncias alélicas do CYP2D6 com as outras
populacdes

CYP2D6*4 CYP2D6*10 CYP2D6*17 CYP2D6*17
(1846C>T) (100C>T) (1023G>A) (2850G>A)
Populagdes (n) rs3892097 rs1065852 rs28371706 rs16947

C T C T G A G A
Rio Preto da Eva- AM (n =
363) 0,9 0,1 0,88 0,12 0,97 0,03 0,59 0,41
Manaus - AM (n = 231) 0,911 0,089 NA NA NA NA NA NA
Tanzania (n = 150) 0,959 | 0,041 0,934 0,066 0,8 0,2 0,39 0,61
Camboja (n = 125) 1 0 0,39 0,61 1 0 0,923 0,077
Manaus — AM (n = 190) 0,914 | 0,086 0,950 0,050 0,982 0,018 NA NA
Rio Pardo - AM (n = 261) 0,9 0,1 0,893 0,107 0,921 0,079 0,575 0,425
Placido de Castro - AC (n =
18) 0,694 | 0,306 0,944 0,056 NA NA NA NA
Porto Velho - RO (n =21) 0,74 0,26 0,857 0,143 NA NA NA NA
Novo Repartimento - PA
(n=57) 0,68 0,32 0,833 | 0,167 NA NA NA NA
Macapa - AP (n = 44) 0,68 0,32 0,898 0,102 NA NA NA NA
Goianésia do Para - PA (n =
80) 0,65 0,35 0,894 0,106 NA NA NA NA
Gambia (n=113) 0,96 0,04 0,885 0,115 0,836 0,164 0,465 0,535
Nigéria (n = 108) 0,944 | 0,056 0,894 0,106 0,745 0,255 0,44 0,56
Porto-Rico (n =104) 0,846 | 0,154 0,822 0,178 0,99 0,01 0,611 0,389
Colémbia (n =94) 0,835 0,165 0,814 0,186 0,989 0,011 0,691 0,309
Sul da China (n = 105) 1 0 0,386 0,614 1 0 0,867 0,133
Japdo (n =104) 1 0 0,639 0,361 1 0 0,861 0,139
China, Beijing (n = 103) 0,995 0,005 0,398 0,602 1 0 0,835 0,165
Italia (n = 107) 0,813 0,187 0,794 0,206 1 0 0,626 0,374
Espanha (n =107) 0,855 0,145 0,827 0,173 0,991 0,009 0,621 0,379
Indianos Gurajati (n=103) | 0,874 | 0,126 0,85 0,15 1 0 0,558 0,442
Indianos Telugu (n = 102) 0,887 | 0,113 0,828 0,172 1 0 0,598 0,402
Sri Lanka (n = 102) 0,892 0,108 0,848 0,152 1 0 0,623 0,377

NA — N&o avaliado

A frequéncia alélica do CYP3A4*22 se assemelha com a frequéncia da
populacdo de S&o Paulo (Willrich et al. 2013), Gambia, Nigéria, Coldmbia, Japéao,
China, india e Sri Lanka, entretanto a frequéncia em Porto Alegre (Antunes et al.
2015), Porto Rico, Italia, Espanha, Holanda e Bélgica do alelo variante € maior. A
frequéncia do CYP3A5*3F (SNP31551) se assemelha com a maioria das frequéncias
das populacdes, exceto pelas populagbes do Japédo e China, que possuem uma

frequéncia do alelo variante um pouco maior. A frequéncia do CYP3A5*3K, em Rio
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Preto da Eva e em 1 grupo étnico (Europeu) de Lee e colaboradores (2003) tiveram a

frequéncia do alelo variante um pouco maior em comparacao as frequéncias das

outras populacgoes.

Tabela 9 — Comparacéo das frequéncias alélicas do CYP3A4/3A5 com as outras
populacdes.

CYP3A4*22 CYP3A5*3F CYP3A5*3K
(15389C>T) (31551A>G) (29753A>G)
Autores Populagées (n) rs35599367 rs28365085 rs41279854
C T A G A G
Nosso
estudo Rio Preto da Eva (n = 364) 0,98 0,02 0,998 0,002 0,98 0,02
Lee et al 3 gr}Jpos étnirjc?s.
(2003) (Africanos, Asiaticos e
Europeus) (n =92) NA NA NA NA 0,98-1 0-0,02
Saeki et al
(2003) Japdo (n =187) NA NA 0,983 0,027 NA NA
Park et al
(2008) Coreia (n = 194) NA NA 0,997 0,003 NA NA
Woo et al
(2017) Coreia (n = 281) NA NA 1 0 1 0
2 grupos
Willrich et al | (hipercolesterolémico e
(2013) normolipidémico)
Sdo Paulo - SP (n = 213) 0,97-0,99 | 0,01-0,03 NA NA NA NA
Kitzmiller et 2 gr_upos auto dgclarados
al (2014) (Africanos-Americanos e
Brancos) (n = 830) 0,96-0,99 | 0,01-0,04 NA NA NA NA
Antunes et
al (2015) | Porto Alegre - RS (n =178) 0,949 0,051 NA NA NA NA
Spitman et | Holanda e Bélgica (n =
al (2017) |637) 0,94 0,06 NA NA NA NA
Adegbola et
al (2020) | Nigéria (n =69) 1 0 NA NA NA NA
Gambia (n=113) 1 0 1 0 1 0
Nigéria (n = 108) 1 0 1 0 1 0
Porto-Rico (n = 104) 0,952 0,048 1 0 1 0
Colémbia (n =94) 0,973 0,027 1 0 1 0
Sul da China (n = 105) 1 0 1 0 1 0
BZ”ZO de b0 (n=104) 1 0 0,976 0,024 1 0
En:er?wsbl China, Beijing (n = 103) 1 0 0,985 0,015 1 0
Itdlia (n = 107) 0,963 0,037 1 0 1 0
Espanha (n =107) 0,963 0,037 1 0 1 0
Indianos Gurajati (n = 103) 0,995 0,005 1 0 1 0
Indianos Telugu (n = 102) 0,995 0,005 1 0 1 0
Sri Lanka (n = 102) 0,99 0,01 1 0 1 0
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NA — N&o avaliado

4.3.3 Anélise de Desequilibrio de ligacao

A andlise de desequilibrio de ligacdo (DL), que mostra a correlacdo entre os
marcadores para cada par de SNPs, foi tratado a partir do calculo do coeficiente de
correlacdo (r?). Para que o desequilibrio fosse considerado, o r? precisa ser maior ou
igual a 0,8 (Carlson et al. 2004). Nesse caso, para os marcadores do CYP2D6, a
correlacéo entre os SNPs 1846 e 100 é de 0,8, o que corresponde a uma correlacao
muito forte, um desequilibrio de ligacédo alto. Ja os marcadores para o CYP3A4/3A5,
nenhum obteve valores = 0,8, ou seja, sdo marcadores independentes. As tabelas e
0s mapas de cada CYP estdo expostos abaixo (Tabelas 10 e 11 Figuras 28 e 29).

Tabela 10 - Desequilibrio de ligacdo dos marcadores do CYP2D6

rs16947 rs3892097 rs28371706 rs1065852
rs16947 NA 0.068 0.035 0.087
rs3892097 NA NA 0.00010 0.80
rs28371706 NA NA NA 0.0016
rs1065852 NA NA NA NA

Foram considerados em desequilibrio os marcadores com r2 = 0,8 (em vermelho)
rs = Referéncia do SNP (Reference SNP)
NA = N&o avaliado

CYP2D6
/&/"
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2 %
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S )

0 02 04 08 08 1

Figura 28 - Mapa de desequilibrio de ligagdo dos marcadores genotipados do
CYP2D6

Foram considerados em desequilibrio os marcadores com r? = 0,8 (coloragéo cinza escuro)
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Tabela 11 - Desequilibrio de ligacdo dos marcadores do CYP3A4/3A5

Sem rs
Semrs NA
rs28365085 NA
rs41279854 NA
rs35599367 NA

rs = Referéncia do SNP (Reference SNP)

NA = Nao avaliado

rs28365085 rs41279854 rs35599367
0.00025 8.04e-05 0.0055
NA 9.71e-05 0.00011
NA NA 0.00026
NA NA NA
CYP3A4/5
Ty,
%’\a\
.

&
®,
%

0 02 04 08 08B

1

Figura 29 - Mapa de desequilibrio de ligacdo dos marcadores genotipados do
CYP3A4/3A5
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5 DISCUSSAO

O Ministério da Saude junto com a Secretaria de Vigilancia em Saude possui
como aliado no combate a malaria o Programa Nacional de Prevencédo e Controle da
Malaria (PNCM) que foi criado para reduzir a morbimortalidade e a gravidade dos
casos da doenca. O tratamento quimioterapico rapido e eficaz € o pilar desse
Programa, pois previne a ocorréncia dos casos graves e, consequente 0bito, assim
como elimina as fontes de infeccéo para os hospedeiros, contribuindo para a reducao
da transmissdo (WHO, 2021). Entretanto, nos ultimos anos, varios estudos tém
relatado falha terapéutica da associacdo das drogas cloroquina (CQ) e primaquina
(PQ), assim como das terapias combinadas a base de artemisinina (ACTs), utilizadas
como tratamentos de primeira linha para a maléria causada por P. vivax e P.
falciparum, respectivamente (Ladeia-Andrade et al. 2019; Teklehaimanot et al. 2020;
Das et al. 2021). Apesar da resisténcia do Plasmodium spp. ser um dos principais
fatores de insucesso terapéutico (Belete 2020; Takata 2020), varios outros fatores
podem contribuir, como 0s genéticos do hospedeiro envolvidos na biotransformacéo
de farmacos. As enzimas CYP450, codificadas por genes altamente polimorficos, séo
as principais enzimas metabolizadoras de farmacos. A variabilidade genética dessas
enzimas € responsavel pela variabilidade interindividual e interétnica na resposta
terapéutica, assim como na ocorréncia de efeitos adversos e falha terapéutica (Phillips
et al. 2001, Bains 2013; Peko et al. 2019).

As isoenzimas 2D6, 3A4 e 3A5 do sistema CYP450 sao as principais isoformas
desse complexo enzimatico, responsaveis por mais da metade da biometabolizacao
dos farmacos, incluindo os principais antimalaricos utilizados em paises endémicos,
assim como no Brasil (Sortica et al. 2016; Almeida et al. 2020; Salles et al. 2021).
Varios Polimorfismos de Base Unica com importancia na regulacdo da expressao e
nas atividades das enzimas tem sido relatado nesses genes (Waring 2019; Taylor et
al. 2020; PharmVar 2022). Considerando a importancia que esses polimorfismos
podem ter na modulacao da resposta terapéutica aos antimalaricos, nosso estudo teve
como objetivo caracterizar o perfil da diversidade alélica e genotipica dos genes
CYP2D6, CYP3A4 e CYP3AS5 da populagédo de Rio Preto da Eva, Amazonas. Os
alelos estudados foram selecionados por apresentarem repercussdes funcionais
importantes, assim como pela presenca e frequéncia em diferentes populacdes
(Tabelas 8 e 9).
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A enzima CYP2D6 ¢é altamente polimérfica e responsavel pela
biotransformacao de aproximadamente 25% dos farmacos de uso clinico, incluindo os
antimalaricos cloroquina, primaquina e tafenoquina. Neste estudo avaliamos as
frequéncias genotipicas e alélicas das variantes CYP2D6*4, CYP2D6*10 e
CYP2D6*17 em individuos residentes em Rio Preto da Eva, Amazonas.

O alelo CYP2D6*4 € o mais frequente nas populacdes Europeias (Llerena et
al. 2014). Neste estudo a frequéncia de individuos portadores de genotipos
polimérficos (C/T, T/T) para o CYP2D6*4 foi de 18%. Frequéncias semelhantes foram
encontradas em outros municipios de &rea endémica brasileira, como Manaus e Rio
Pardo/AM, Porto Velho/RO, Novo Repartimento/PA e Goianésia do Para (De Jesus
2013; Brasil et al. 2018; Silvino 2019; Salles 2021). Em contraste, frequéncias mais
elevadas desses gendtipos polimorficos (> 50 %) foram observados em Macapéd/AP e
Placido de Castro/AC (Salles 2021). Segundo Salles e colaboradores, varios fatores
podem contribuir para essa alta frequéncia dos genotipos polimorficos do CYP2D6*4,
dentre eles destaco a influéncia europeia associada a fatores historicos-geograficos
dos dois municipios com a Guiana Francesa e a Bolivia, respectivamente. Os
gendtipos variantes do CYP2D6*4 sdo caracterizados fenotipicamente como pobres
metabolizadores (PM). Individuos PM sdo mais suscetiveis a efeitos adversos devido
a niveis plasmaticos elevados de farmacos ativos, como a cloroquina (esquizonticida
sanguineo) ou pode também ocorrer falha terapéutica quando a droga utilizada for um
pro-farmaco (p. ex. primaquina e tafenoquina: esquizonticidas teciduais e
gametocitocidas), ou seja, a droga sO serd ativa apés a sua biotransformacéo (De
Pina-Costa et al. 2021; Mehlotra et al. 2021).

O alelo CYP2D6*10 é encontrado em alta frequéncia em popula¢des asiaticas
(33 - 43%), incluindo japoneses, coreanos, chineses e residentes das ilhas do pacifico
(Llerena et al. 2014). Em Rio Preto da Eva, a frequéncia de individuos portadores de
gendtipos polimérficos (C/T, T/T) para o CYP2D6*10 foi de 20%. E interessante
observar que frequéncias semelhantes foram encontradas em outros municipios de
area endémica Brasileira, como Manaus/AM, Rio Pardo/AM, Porto Velho/RO, Novo
Repartimento/PA e Goianésia do Para (De Jesus 2013; Brasil et al. 2018; Silvino 2019;
Silvino et al. 2020; Salles 2021). Em relacdo a Rio Preto da Eva, esperavamos
encontrar uma maior frequéncia de gendétipos polimérficos, em razdo de imigrantes
Japoneses da década de 60 implementarem na regido uma colbnia agricola. Tal fato,
permitiu que a colbnia fosse emancipada em municipio em 1981. Cabe ressaltar que

o CYP2D6*10 nédo estava em equilibrio de Hardy-Weinberg o que sugere que ele
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ainda esteja sobre pressao de selecao, além de estar em desequilibrio de ligacdo com
o alelo CYP2D6*4, também relatado em Rio Pardo (Silvino et al. 2020). Individuos
portadores de genatipos variantes do CYP2D6*10 sao caracterizados fenotipicamente
como metabolizadores intermediarios (IM). Individuos IM, como os PM, sdo mais
suscetiveis a efeitos adversos (p. ex. cloroquina), assim como a falha terapéutica (p.
ex. primaquina e tafenoquina) (Mat Salleh et al. 2020; Mehlotra et al. 2021).

O alelo CYP2D6*17 apresenta frequéncias elevadas em africanos e afro-
americanos e € praticamente ausente em caucasianos (Llerena et al. 2014). Em nosso
estudo, a frequéncia de individuos portadores de gendtipos polimoérficos do
CYP2D6*17 (SNP2850) foi de 64% (G/A - 47%, A/A - 17%); frequéncia semelhante foi
observada na Tanzania (G/A - 40%, A/A - 40%) (Hodel et al. 2013). Em contraste, a
frequéncia de individuos portadores de genotipos polimérficos do CYP2D6*17
(SNP1023) foi baixa (G/A - 4%, AIA - 1%). Essa baixa frequéncia foi encontrada em
Rio Pardo, municipio de Presidente Figueiredo/AM (Silvino 2019; Silvino 2020) e em
Manaus/AM (Brasil et al 2018). Entretanto, em nossa populacéo de estudo o SNP1023
ndo esta em equilibrio de Hardy-Weinberg, o que sugere que ela esteja ainda sobre
pressao de sele¢do, ou seja, € uma populacdo ainda em evolucdo. Portadores de
gendtipos variantes do CYP2D6*17 sao caracterizados fenotipicamente como
metabolizadores intermediarios (IM), ou seja, considerando o CYP2D6*17 (SNP2850),
mais da metade da populagéo de Rio Preto da Eva é suscetivel a efeitos adversos (p.
ex. cloroquina), assim como a falha terapéutica (p. ex. primaquina e tafenoquina)
(Hodel et al. 2013; Silvino 2020).

O Brasil por ser um pais de dimensdes continentais com uma alta
miscigenacéao, populacdes com diferentes proporgdes de etnia na sua composicao e
grande heterogeneidade entre suas regides devido ao padrao peculiar de colonizagao
era esperado encontrar uma distribuicdo heterogénica de genes envolvidos no
biometabolismo de farmacos, segundo trabalhos prévios de farmacogenética (Sortica
et al. 2012; Suarez-Kurtz et al. 2014). Entretanto, € curioso observar que as
frequéncias genotipicas polimorficas dos CYP2D6*4, *10 e *17 apresentaram uma
distribuicdo homogénea entre os diferentes grupos populacionais da Amazbnia
brasileira (De Jesus 2013; Brasil et al. 2018; Silvino 2020; Salles 2021) incluindo o de
Rio Preto da Eva, exceto o CYP2D6*4 em Macapa/AP e Placido de Castro/AC (Salles
2021).

Na realidade, em relacéo as frequéncias alélicas, h& diferencas marcantes inter

e intrapopulacdes de diferentes origens étnicas e regides geograficas (Llerena et al.
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2014). Como supracitado, determinados alelos sdo observados em altas frequéncias
em diferentes populacbes, tais como CYP2D6*4 em europeus, CYP2D6*10 em
asiaticos e CYP2D6 *17 em africanos (Zhou et al. 2009; Crews et al. 2014; Llerena et
al. 2014). Em Rio Preto da Eva (Tabela 8), as frequéncias dos alelos polimorficos *4
(10%), *10 (12%), *17/SNP2850 (41%) e *17/SNP1023 (3%) oscilam entre as
relatadas para asiaticos, europeus e africanos (Llerena et al. 2014), como esperado
para uma populacdo miscigenada. De modo geral, as frequéncias alélicas de Rio
Preto da Eva foram semelhantes as observadas em outras populacbes da Regiédo
Amazonica. As diferencas observadas (Tabela 8) podem estar relacionadas com
diferentes fatores, dentre eles, diferentes proporcdes de etnias na composicao das
populacdes e tamanho da amostra (Friedrich et al. 2014; Llerena et al. 2014).

As enzimas CYP3A4 e CYP3A5 sdo altamente polimorficas e responsaveis
pela biotransformacdo de mais que 50% dos farmacos de uso clinico, incluindo os
antimalaricos artemisininas, cloroquina, hidroxicloroquina, lumefantrina, mefloquina e
primaquina (Piedade et al. 2012). Nesse estudo avaliamos as frequéncias genotipicas
e alélicas das variantes CYP3A4*22, CYP3A5*3F e CYP3A5*3K em Rio Preto da Eva
— AM. Sabe-se que essas variantes codificam para enzimas com atividade reduzida
(CYP3A4) ou nula (CYP3A5), entretanto, até o momento, poucos estudos
descrevendo a frequéncia dessas variantes em populacdes de regides endémicas de
malaria foram reportados.

O alelo CYP3A4*22 ocorre predominantemente nas populacdes europeias
(Mulder et al. 2021). Neste estudo observamos uma baixa frequéncia (4%) de
individuos portadores de gendtipo polimorfico (C/T) para o CYP3A4*22, 0 que sugere
que essa variante tenha pouca influéncia no nivel de resposta terapéutica aos
antimalaricos, bem como de outros medicamentos substratos da enzima codificada
por esse gene, ha populacédo de Rio Preto da Eva. Ao comparar a frequéncia do alelo
polimorfico CYP3A4*22 de Rio Preto da Eva (2%) com outras regides geograficas,
incluindo brasileiras (Tabela 9), observamos uma distribuicdo similar entre elas,
excetuando nas populacdes indianas, onde o alelo variante é raro (0,5%).

O alelo CYP3A5*3 apresenta uma grande amplitude nas frequéncias alélicas
entre europeus, africanos e asiaticos (Lamba et al. 2012; Suarez-Kurtz et al. 2014).
Em Rio Preto da Eva maioria dos individuos sao portadores de genotipo selvagem
para os CYP3A5*3F (31551 A>G; A/A - 100%) e 3A5*3K (29753 A>G; A/A — 96%),
exceto para o CYP3A5*3F (31611 C>T) onde a frequéncia de individuos portadores

do gendtipo polimérfico homozigoto T/T, caracterizado fenotipicamente como
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metabolizador nulo/sem atividade enzimatica, foi de 58%, ou seja, mais da metade da
populacao é suscetivel a falha terapéutica e aos efeitos adversos dos antimalaricos
artemisininas, cloroquina, hidroxicloroquina, lumefantrina, mefloquina e primaquina.
Até o momento, ndo ha estudos descrevendo as frequéncias dessas variantes na
populacdo brasileira (Tabela 9). Entretanto, a frequéncia do alelo polimorfico em
outras regides geograficas do mundo é baixa (Tabela 9), porém associada a perda da
atividade enzimatica da enzima CYP3A5*3 (Sanchez et al. 2011; Dapia et al. 2014;
Liang et al. 2021). Vale ressaltar que todas as variantes alélicas do CYP3A4/3A5
estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg e com valores de desequilibrio de ligacao
baixos, sendo marcadores independentes.

O conhecimento da farmacogenética de uma populacao aliado a epidemiologia da
malaria € um passo importante para a compreensdo da efichcia da resposta
terapéutica em populacdes de area endémica de malaria, assim como da influéncia
da variabilidade genética na falha terapéutica e nos efeitos adversos aos
antimalaricos. O presente estudo se mostra pioneiro em Rio Preto da Eva/AM
contemplando a andlise de varios polimorfismos em genes (CYP2D6, CYP3A4 e
CYP3A5) envolvidos na metabolizagdo de antimaléricos, assim como de outros
farmacos de uso clinico. Os dados gerados tém implicacBes diretas no controle da
malaria, pois constatamos a presenca de variantes alélicas que codificam para
fendtipos metabolizadores intermediarios e nulos para os medicamentos de primeira
linha no tratamento da infeccdo causada por P. vivax e P. falciparum. Estudos
complementares serdo necessarios para avaliar o impacto funcional desses
polimorfismos nas respostas aos medicamentos atuais, ou futuros, usados nos

tratamentos das infec¢des causadas por P. vivax e P. falciparum.
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6 CONCLUSOES

Com base nos nossos dados, podemos concluir que:

A caracterizagdo genética dos 8 loci referentes ao CYP2D6 e CYP3A4/3A5 dos
individuos de Rio Preto da Eva (AM) apresentaram um perfil polimorfico para
0s CYP2D6*17 (47%; G/A e 17%; A/A) e CYP3A5*3F (58%; T/T) e as outras

variantes alélicas apresentaram frequéncias maiores do alelo selvagem.

As frequéncias de alelos (64%) que codificam para fenétipos metabolizadores
intermediarios (CYP2D6*17: SNP 2850 — 47% G/A e 17% A/A), assim como de
alelos que codificam para fenotipos metabolizadores fracos (CYP3A5*3F:
SNP31611 — 58% T/T), observadas nesse estudo, sugerem que uma parte
significante da populacdo de Rio Preto da Eva estd em risco de falha

terapéutica ou de efeitos adversos ao antimalaricos e outros medicamentos.
Ao comparar nossas frequéncias com as de outras populacdes, descritas na

literatura, os SNPs estudados estdo em concordancia com as frequéncias

encontradas em outras populacgdes.
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7/ PERSPECTIVAS

Em Rio Preto da Eva — AM e em outras populagcfes de area endémica de maléria:

Descrever as frequéncias haplotipicas dos genes CYP2D6 e CYP3A4/3A5
envolvidas no biometabolismo de farmacos antimalaricos preconizados pelo

Ministério da Saude, inferindo a atividade enzimatica;

Investigar o impacto das variantes alélicas presentes nos genes CYP2D6 e
CYP3A4/3A5 na metabolizacdo e no efeito dos antimalaricos ao longo do

tratamento de individuos infectados;

Avaliar a possivel associacdo entre as variantes alélicas presentes nos genes
CYP2D6 e CYP3A4/3A5 e a susceptibilidade a malaria;

Caracterizar o perfil étnico utilizando marcadores informativos de
ancestralidade (AIMs) associando a ancestralidade genética e as variantes
alélicas presentes nos genes CYP2D6 e CYP3A4/3A5.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Influéncia do polimorfismo do hospedeiro e do parasito (P. vivax e P. falciparum) na
resposta imune e terapéutica de’individuos naturalmente expostos a infecgéo.

Pesquisador: Dalma Maria Banic

Area Tematica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana nao contemplada acima.);

Versdo: 2
CAAE: 14622813.8.0000.5248
Instituigdo Proponente: Fundagao Oswaldo Cruz - FIOCRUZ/IOC

Patrocinador Principal: FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 346.613
Data da Relatoria: 15/07/2013

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto nacional que objetiva delinear o perfil da diversidade génica de proteinas
potencialmente vacinais de P. vivax e P. falciparum e do polimorfismo dos antigenos KIR/HLA/CYP de
individuos residentes em areas endémica brasileiras (Manaus e Belém, no periodo de 2013 a 1018) e
verificar a influéncia desses na infecgdo malarica, nas respostas imune celular, humoral e terapéutica. Para
tanto, os pesquisadores irdo avaliar: o polimorfismo das proteinas candidatas a compor uma vacina
antimalarica de P. vivax e de P. falciparum, realizar analises intrapopulacionais de diversidade genotipica
dessas proteinas; caracterizar os receptores KIR/HLA/TNFr na populagdo estudada e a expresséo dos
receptores KIR/HLA/TNFr; a frequéncia alélica dos genes envolvidos no biometabolismo de drogas
antimalaricas, atualmente preconizadas pelo Ministério da Satde (cloroquina, primaquina, Coartem®
(artemeter + lumefantrina), artesunato, artemisinina e mefloquina) e mapear os epitopos de células B das
proteinas de P. vivax e P. falciparum avaliando o perfil da resposta imune (IgG e IgG-subclasses) na
populagédo de estudo.

O estudo sera realizado em um universo amostral de 600 individuos, ndo aparentados, por area
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endémica de estudo; para o calculo amostral para proporgao para uma prevaléncia de 0,5, significancia de
5%. De um total de 1200 voluntarios, seréo coletadas amostras de sangue, dados clinicos e epidemiolégicos
de 800 individuos sem maléria e 400 com malaria. Serdo excluidos do estudo individuos com idade inferior a
10 anos, populagdes indigenas, presidiarios, doenteé mentais, gestantes e parturientes independentes da
idade. Ap6s a assinatura do TCLE que formaliza a participagao desses individuos, os voluntérios seréo
avaliados clinicamente por um médico. Em seguida, sera realizada entrevista que tem como objetivo o
preenchimento de um questionario de investigagao de dados pessoais, clinicos e epidemiolégicos.

As amostras de sangue serédo coletadas por via endovenosa utilizando o sistema a vacuo de coleta
(Vaccutainer) contendo heparina sodica (20 mL) para a obteng&o do plasma e células e contendo EDTA (10
mL) para extragdo de DNA no dia do diagndstico e antes do inicio do tratamento. Em seguida as amostras
serdo aliquotadas, criopreservadas e transportadas para o Laboratério de Simulideos Oncocercose e
Pesquisas em Malaria, |OC, Fiocruz-RJ. Diagnéstico parasitoldgico por microscopia e por PCR de malaria:
por distens&o sanguinea e/ou gota espessa e a pesquisa de plasmodio pela técnica de PCR sera realizada
apos a extragdo de DNA parasitario. Analise do polimorfismo genético relacionado ao hospedeiro humano (A
etapa de Caracterizagdo dos receptores KIR/TNFr/HLA seré realizada no Laboratério de
Histocompatibilidade da UERJ, sob a supervisdo do Dr. Luis Cristévdo Sobrino Porto): Caracterizagéo dos
receptores KIR/TNFr/HLA/CYP450. Mapeamento dos epitopos de células B de proteinas de P. falciparum e
P. vivax pela técnica de SPOT-Synthesis. Os exames hematoldgicos serdo realizados nos postos/clinicas
das Secretarias de Saude dos Municipios. Sera avaliado no hemograma, niumero de reticulécitos, a
concentragéo de hemoglobina (g/dL), o hematdcrito (%), o volume globular médio (VGM ¢, mm3), a
hemoglobina corpuscular média (HCM ¢, pg), nos. Avaliagao do perfil de anticorpos especificos de P. vivax e
P. falciparum (classes e subclasses) por ELISA. Analises dos dados e analise estatistica: Dados
demograficos, clinicos e epidemiologicos e resultados dos experimentos da resposta imune de cada
voluntério e do polimorfismo hospedeiro/parasito serdo armazenados no Banco de dados Epi-info (Centers
for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA) e analisado através do programa Graphpad Prism versdo
5.0 (San Diego, CA). O padrao de qualidade das sequéncias obtidas sera o valor acima de 20. As
sequéncias nucleotidicas obtidas (senso e antisenso) para cada amostra serdo analisadas utilizando
programas provenientes do pacote DNASTAR/Lasergene Software (Madison, WI). A variabilidade
nucleotidica sera avaliada com o auxilio do programa MEGA verséo 5. Os testes estatisticos ser&o utilizados
para verificar as
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correlagbes entre os resultados experimentais, as caracterizagdes genéticas e os dados epidemiolégicos.
Os resultados obtidos poderéo auxiliar no delineamento de novas estratégias para o desenvolvimento de
vacinas e tratamentos mais eficazes em diferentes cenarios epidemiolégicos no controle da malaria assim

como de outras patologias.

Foram anexados ao projeto os seguintes documentos: 1- Folha de Rosto, 2- Projeto completo, 3-TCLE dos
voluntarios de Manaus, 4- TCLE dos voluntarios do Para, 5- TERMO DE ASSENTIMENTO dos menores de
Manaus, 6- TERMO DE ASSENTIMENTO dos menores de Belém, 7- Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (para Pais/Responsaveis) de Manaus, 8- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (para
Pais/Responsaveis) de Belém, 9- Questionario com dados clinicos e epidemiolégicos, 10- Termos de
Responsabilidade e Compromisso de todos os membros da equipe das duas localidades, e 11- Termo de
Anuéncia dos representantes legais das duas localidades.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Avaliar o perfil da diversidade génica de proteinas potencialmente vacinais em isolados de P. vivax e P.
falciparum e do polimorfismo dos antigenos KIR/HLA/TNFr/CYP de individuos residentes em area endémica
brasileira e verificar influéncia desses na infecgdo malarica e nas respostas imune e terapéutica de

individuos naturalmente expostos a infecgéo.

Objetivos Secundarios:

1. Avaliar o polimorfismo genético das proteinas PvMSP3, PvMSP9 e PvDuffy em isolados de P. vivax e
das proteinas PIMSP3, PfMSP9 (ABRA), P126(SERA), e EBA-175 em isolados de P. falciparum, oriundos
de pacientes naturalmente expostas a infecgao (PCR, sequenciamento génico, analises intrapopulacional e
comparagao com sequencias depositadas no banco de dados GenBankTM).

2. Realizar a tipagem molecular dos receptores KIR, TNFr e HLA (classe | e Il) das populagdes estudadas,
através da técnica de PCR-SSO e PCR-SSOP (Método Luminex), respectivamente.

3. Determinar a expressdo, qualidade e quantidade de transcritos dos genes KIR/HLA/TNFrs na
populagdo estudada (método RTPCR em tempo real).

4. Avaliar as frequéncias alélicas dos genes das familias CYP envolvidas no biometabolismo de drogas
antimalaricas atualmente preconizadas pelo Ministério da Saude (cloroquina, primaquina, Coartem®
(artemeter + lumefantrina), artesunato, artemisinina e mefloquina) nas populagdes de
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estudo.

5. ldentificar novos SNPs nas sequéncias nucleotidicas referentes aos alelos das familias CYP e
caracterizar novos alelos na populagdes de estudo.

6. Comparar as frequéncias génicas do KIR/TNFr/HLA e CYP encontradas na populagdo de Para e
Manaus, com as de outras populagdes, descritas na literatura.

7. Mapear os epitopos de células B das proteinas de P. vivax (PvMSP3, PvMSP9 e PvDuffy) e P.
falciparum (PfMSP3, PIMSP9/ABRA, P126 e EBA-175) na populagéo estudada através da técnica de
SPOTSynthesis/ ELISA.

8. Avaliar a concentragéo sérica de imunoglobulinas e o perfil da resposta anticorpo (IgG, IgA, IgMelgD e
IgG-subclasses) induzida pelos epitopos de células B das proteinas estudadas (Imunoturbimetria/Kit da
BioSys e SPOT-Synthesis/ELISA ) nos individuos residentes em area endémica brasileira.

9. Avaliar possiveis correlagdes entre os itens acima e os dados clinicos, epidemiologicos, hematolégicos
e parasitolégicos das populagées estudadas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os possiveis riscos e desconfortos estéo relacionados a coleta de sangue: A coleta de sangue da veia do
brago podera causar alguma dor local e, eventualmente, formagao de uma area arroxeada no local, que
desaparece em 3 a 5 dias; a coleta de sangue com furo no dedo podera ocasionar dor local e pequeno
sangramento. Todos os cuidados apropriados serdo tomados, como o uso de seringa, agulha e gaze
descartavel assim como alcool iodado e outros para assepsia e curativo local. Nao ha riscos potenciais visto
que os procedimentos que seréo utilizados durante o trabalho s&o normalmente empregados na coleta de
sangue e no diagnostico da malaria.

Beneficios:
O desenvolvimento de projetos de pesquisa de ponta, como esse em questéo, contribui para o
desenvolvimento sanitario e social do Brasil.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto ¢ pertinente, tem valor cientifico, esta muito bem fundamentado e trara importante contribuigao
para o conhecimento do tema. A metodologia estd adequada aos objetivos apresentados.
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Consideragées sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:

Com base nas diretrizes éticas para pesquisas com seres humanos, expressas na Resolugédo CNS
466/2012, todos os documentos de apresentagéo obrigatéria foram anexados.

Recomendagdes:

A pesquisadora acatou todas as recomendagées.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Todas as pendéncias apresentadas no parecer anterior, foram atendidas pela pesquisadora principal.
Recomendamos aprovagédo do projeto em pauta.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, como membro do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP
Fiocruz/I0C), de acordo com as atribui¢des definidas na Resolugéo CNS 466/2012, manifesto-me pela
APROVAGCAO do projeto da forma como foi apresentado uma vez que a pesquisadora responsavel atendeu

a todas pendéncias.

Ressalto que a pesquisadora responsavel devera apresentar relatorios semestrais a respeito do seu estudo.

_ RIO DE JANEIRO, 01 de Agosto de 2%
ba Seiae d kv Hplh
Asginador por:

José Henrique da Silva Pilotto
(Coordenador)

Jost Henrique da Siloe Pilotto
Matricula SIAPE 0627357
CRM 52.37828-7

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Expans&o)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc fiocruz.br
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ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO(TCLE)

Anexo 1 -M

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: Influéncia do polimorfismo do hospedeiro (KIR/HLA/TNF1/CYP) e de
proteinas de P. vivax e P. falciparum candidatas a vacina antimalarica na resposta imune e
terapéutica de individuos naturalmente expostos a infec¢ao”

Investigadores Responsaveis:

. Dalma Maria Banic (Principal)— Laboratorio de Simulideos e Onconcercose “Pesquisas em
Malaria” IOC/Fiocruz.

. Antonia Maria R. Franco — Laboratdrio de Leishmania e Doengas de Chagas — INPA/Manaus

Instituicoes: Fiocruz: IOC-RJ e INPA/Manaus

Equipe: Daiana de Souza P. da Silva, Raquel Alves Pinna e Marilza Maia Herzog - Laboratorio
de Simulideos e Oncocercose “Pesquisas em Maldaria” IOC/Fiocruz; Lilian Rose Pratt-Riccio —
Laboratorio de Pesquisas em Malaria IOC/Fiocruz; Thais Tibery e Francimeire Gomes Pinheiro —
Laboratorio de Leishmaniose e Doengas de Chagas — INPA — Manaus; Ana Cecilia A. X. de
Oliveira - Laboratorio de Toxicologia Ambiental, DCB-ENSP/Fiocruz; Antonio Téva -
Laboratorio de Imunodiagnostico — DCB-ENSP/Fiocruz; Luis Cristovao Porto - Laboratorio de
Histocompatibilidade ~UERJ

Enderecos:

e Dalma Maria Banic - Laboratorio de Simulideos e Oncocercose “Pesquisas em
Maldaria”- TOC/Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP
21040-900. Telefones: (21) 2562-1613; 2562-1630.

e Antonia Maria R. Franco — Laboratorio de Leishmania e Doengas de Chagas —
INPA/Manaus — Av. André Aratjo 2936 — Bairro Aleixo — Manaus/AM — CEP 69060-001.
Telefone: (92) 3643-3068.

e Comité de Etica em Pesquisa — CEP/Fiocruz - Avenida Brasil 4036 - Manguinhos - Rio
de Janeiro - RJ - CEP 21040-360. Telefone: (21) 3882-9011.

Nome do voluntario:

Rubrica Voluntario

O (A) Sr.(*) esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa tendo como titulo
“Influéncia do polimorfismo do hospedeiro e do parasito (P. vivax e P. falciparum) na resposta
imune e terapéutica de individuos naturalmente expostos a infecgdo”. Informamos que esse
estudo € para o maior conhecimento da malaria, que é uma doenga transmitida por mosquito e que
causa momentos de febre alta e calafiios apds os quais a pessoa fica cansada e sem forgas para
trabalhar. Além de verificar se o Sr (a) tem malaria, sera pesquisado qual parasita esta causando
esta doenca na regiao e quais os tipos de respostas protetora “imunoldgica” e ao medicamento sao
mais benéficas para o seu organismo. O conhecimento desta resposta podera ser importante para
se tentar prever a evolugdo e a cura da doenca e com isto tentar evitar ou diminuir as formas
graves. Além disto, o melhor conhecimento desta doenca pode, no futuro, ajudar no
desenvolvimento de novos tratamentos e mesmo de uma vacina.

O tratamento da malaria somente sera oferecido pelas Secretarias de Satde dos Municipios,
quando necessarios, sendo assim os resultados serao todos repassados para eles. O seguinte exame
sera realizado: Exame de sangue. A coleta de sangue da veia do brago ou sangue com furo no
dedo. Os exames e coleta do material serdo do seguinte modo: 1) sangue da veia do brago: com a

Rubrica Pesquisador

Este Termo de Consentimento Livre Esclarecido deve ser impresso, assinado, rubricado (em caso de mais
de uma pagina) em duas vias sendo uma entregue ao sujeito da pesquisa e outra arquivada pelo
pesquisador.
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agulha descartavel e tubo tipo vacutainer sera tirado a quantidade de 30 mL de sangue do brago,
podendo em algum outro momento da pesquisa ser solicitado outra nova coleta de sangue. A
retirada sangue pode ser feita por médico, enfermeiro, farmacéutico ou um dos pesquisadores que
trabalhe na pesquisa; 2) Sangue com furo no dedo: com uma lanceta descartavel sera feito um
furinho no dedo médio de minha mao que eu escolhi para o exame. As gotas de sangue serdo
colocadas em um papel de filtro ou lamina de vidro para exame no microscopio quando for
preciso. Os possiveis riscos e desconfortos que possam vir depois sao aqueles comuns que
acontecem com esses tipos de exames: sangue da veia do bragco — pode produzir dor local,
rouxiddo que desaparece em 3 a 5 dias; sangue com furo no dedo - dor local e pequeno
sangramento no momento. Nao ha riscos potenciais visto que os procedimentos que serao
utilizados durante este trabalho sao os normalmente usados para o diagndstico da malaria.

Todos os dados, informagdes, material coletado e estocado (sangue, soro, plasma e células) estao
submetidos as normas éticas destinadas a pesquisa envolvendo seres humanos e serdo utilizados
neste projeto, podendo eventualmente vir a ser utilizado também em pesquisas futuras, porém
sempre resguardando a sua privacidade. Os resultados desse e de estudos futuros serao relatados a
vocé e considerados confidenciais, podendo ser divulgados na forma de comunicagao cientifica.
Entretanto, ndo sera permitida sua identificagdo, o que garante sua privacidade.

Para participar deste estudo o Sr (a) ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira.
Os gastos necessarios para a participagdo na pesquisa serao assumidos pelos pesquisadores. Fica
também garantida indeniza¢ao em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagao
na pesquisa. O material coletado para realizacao dos exames ficara sob a guarda da coordenadora
do projeto pelo periodo de cinco anos até que todos os experimentos propostos no projeto sejam
realizados e se necessario para repeticao de testes para confirmacao de dados.

Voceé sera esclarecido (a) em qualquer aspecto que desejar. Também informamos que vocé pode
recusar ou desistir de participar deste estudo a qualquer momento, sem prejuizo para seu
acompanhamento ou sofrer quaisquer sangdes ou constrangimentos.

Declaro que li e entendi todas as informagdes referentes a este estudo e que todas as minhas
perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe, a qual estara a disposi¢do para
responder minhas perguntas sempre que eu tiver duvidas.

Atesto que assinei duas copias do termo de consentimento de igual teor e fiquei com uma via. Pelo
presente consinto voluntariamente em participar no estudo, permitindo que os procedimentos
descritos acima sejam realizados em minha pessoa.

Nome e Assinatura - Voluntario Data
Nome e Assinatura - Pesquisador Data
Nome e Assinatura — Testemunha Data

Em caso de
analfabetismo inserir
impressao digital

Este Termo de Consentimento Livre Esclarecido deve ser impresso, assinado, rubricado (em caso de mais
de uma pagina) em duas vias sendo uma entregue ao sujeito da pesquisa e outra arquivada pelo
pesquisador.
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Anexo 1 -M-P/R

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(para Pais/Responsaveis)

Titulo do Projeto: Influéncia do polimorfismo do hospedeiro (KIR/HLA/TNF1/CYP) e de
proteinas de P. vivax e P. falciparum candidatas a vacina antimalarica na resposta imune e
terapéutica de individuos naturalmente expostos a infec¢ao”

Investigadores Responsaveis:

. Dalma Maria Banic (Principal)— Laboratorio de Simulideos e Onconcercose “Pesquisas em
Maldria” TOC/Fiocruz.

. Antonia Maria R. Franco — Laboratdrio de Leishmania e Doengas de Chagas — INPA/Manaus

Instituicoes: Fiocruz: IOC-RJ e INPA/Manaus

Equipe: Daiana de Souza P. da Silva, Raquel Alves Pinna e Marilza Maia Herzog - Laboratorio
de Simulideos e Oncocercose “Pesquisas em Malaria” IOC/Fiocruz; Lilian Rose Pratt-Riccio —
Laboratorio de Pesquisas em Malaria IOC/Fiocruz; Thais Tibery e Francimeire Gomes Pinheiro —
Laboratorio de Leishmaniose e Doengas de Chagas — INPA — Manaus; Ana Cecilia A. X. de
Oliveira - Laboratério de Toxicologia Ambiental, DCB-ENSP/Fiocruz; Antonio Téva -
Laboratorio de Imunodiagnostico — DCB-ENSP/Fiocruz; Luis Cristovao Porto - Laboratério de
Histocompatibilidade ~UER]J

Enderecos:

e Dalma Maria Banic - Laboratorio de Simulideos e Oncocercose ‘“Pesquisas em
Malaria ”’- IOC/Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP
21040-900. Telefones: (21) 2562-1613; 2562-1630

e Antonia Maria R. Franco — Laboratorio de Leishmania e Doengas de Chagas —
INPA/Manaus — Av. André Araujo 2936 — Bairro Aleixo — Manaus/AM — CEP 69060-001.
Telefone: (92) 3643-3068.

e Comité de Etica em Pesquisa — CEP/Fiocruz - Avenida Brasil 4036 - Manguinhos - Rio
de Janeiro - RJ - CEP 21040-360. Telefone: (21) 3882-9011.

Nome do voluntario:

Convidamos o (a) sewsua filho (a) (ou menor de idade que esta sob sua responsabilidade) para
participar como voluntario (a) do projeto de pesquisa intitulado “Influéncia do polimorfismo do
hospedeiro e do parasito (P. vivax e P. falciparum) na resposta imune e terapéutica de individuos
naturalmente expostos a infec¢do”. Informamos que esse estudo € para o maior conhecimento da
malaria, que é uma doenga transmitida por mosquito e que causa momentos de febre alta e
calafrios ap0s os quais a pessoa fica cansada e sem forgas para trabalhar. Além de verificar se o St
(a) tem malaria, sera pesquisado qual parasita esta causando esta doenga na regiao e quais os tipos
de respostas protetora “imunoldgica” e ao medicamento sdo mais benéficas para o seu organismo.
O conhecimento desta resposta podera ser importante para se tentar prever a evolugao e a cura da
doenga e com isto tentar evitar ou diminuir as formas graves. Além disto, o melhor conhecimento
desta doenga pode, no futuro, ajudar no desenvolvimento de novos tratamentos e mesmo de uma
vacina.

O tratamento da malaria somente sera oferecido pelas Secretarias de Satide dos Municipios,
quando necessarios, sendo assim os resultados serao todos repassados para eles. O seguinte exame
sera realizado: Exame de sangue. A coleta de sangue da veia do brago ou sangue com furo no

Este Termo de Consentimento Livre Esclarecido deve ser impresso, assinado, rubricado (em caso de mais
de uma pagina) em duas vias sendo uma entregue ao sujeito da pesquisa e outra arquivada pelo
pesquisador.
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dedo. Os exames e coleta do material serdao do seguinte modo: 1) sangue da veia do brago: com a
agulha descartavel e tubo tipo vacutainer sera tirado a quantidade de 30 mL de sangue do brago,
podendo em algum outro momento da pesquisa ser solicitado outra nova coleta de sangue. A
retirada sangue pode ser feita por médico, enfermeiro, farmacéutico ou um dos pesquisadores que
trabalhe na pesquisa; 2) Sangue com furo no dedo: com uma lanceta descartavel sera feito um
furinho no dedo médio de minha mao que eu escolhi para o exame. As gotas de sangue serao
colocadas em um papel de filtro ou lamina de vidro para exame no microscopio quando for
preciso. Os possiveis riscos e desconfortos que possam vir depois sao aqueles comuns que
acontecem com esses tipos de exames: sangue da veia do braco — pode produzir dor local,
rouxiddo que desaparece em 3 a 5 dias; sangue com furo no dedo - dor local e pequeno
sangramento no momento. Nao ha riscos potenciais visto que os procedimentos que serao
utilizados durante este trabalho sao os normalmente usados para o diagndstico da malaria.

Todos os dados, informagoes, material coletado e estocado (sangue, soro, plasma e células) estao
submetidos as normas éticas destinadas a pesquisa envolvendo seres humanos e serao utilizados
neste projeto, podendo eventualmente vir a ser utilizado também em pesquisas futuras, porém
sempre resguardando a sua privacidade. Os resultados desse e de estudos futuros serao relatados a
vocé e considerados confidenciais, podendo ser divulgados na forma de comunicagio cientifica.
Entretanto, nao sera permitida sua identificagao, o que garante sua privacidade.

Para participar deste estudo o Sr (a) nao tera nenhum custo. Cabe ressaltar, que nem o St (a), nem
o0 (a) Menor receberao qualquer vantagem financeira.

Os gastos necessarios para a participa¢do na pesquisa serdo assumidos pelos pesquisadores. Fica
também garantida indenizagao em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagao
na pesquisa. O material coletado para realizagao dos exames ficara sob a guarda da coordenadora
do projeto pelo periodo de cinco anos até que todos os experimentos propostos no projeto sejam
realizados e se necessario para repeticao de testes para confirmagao de dados.

Vocé sera esclarecido (a) em qualquer aspecto que desejar. Também informamos que vocé pode
recusar ou desistir de participar deste estudo a qualquer momento, sem prejuizo para seu
acompanhamento ou sofrer quaisquer sangoes ou constrangimentos.

Declaro que li e entendi todas as informagoes referentes a este estudo e que todas as minhas
perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe, a qual estara a disposi¢do para
responder minhas perguntas sempre que eu tiver davidas.

Atesto que assinei duas copias do termo de consentimento de igual teor e fiquei com uma via. Pelo
presente consinto voluntariamente em participar no estudo, permitindo que os procedimentos
descritos acima sejam realizados em minha pessoa.

Nome e Assinatura - Responsavel Data
Nome e Assinatura - Pesquisador Data
Nome e Assinatura — Testemunha Data

Em caso de
analfabetismo inserir
impressao digital

Este Termo de Consentimento Livre Esclarecido deve ser impresso, assinado, rubricado (em caso de mais
de uma pagina) em duas vias sendo uma entregue ao sujeito da pesquisa e outra arquivada pelo
pesquisador.
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ANEXO Il - QUESTIONARIO DOS DADOS EPIDEMIOLOGICOS

REGISTRO No

PROJETO: Malaria: Caracterizacdo do perfil genotipico de enzimas (CYP450) envolvidas na biotransformacéo de
drogas antimalaricas de populacdo de drea endémica brasileira, Rio Preto da Eva - AM

DADOS PESSOAIS

| NOME: SEXO: [F M
IDADE: NATURALIDADE: PROCEDENCIA:
ENDERECO ATUAL:

NUMERO DE RESIDENTES NO ENDEREGO ATUAL:

PROFISSAO:

Tempo de residéncia

Area endémica (anos) : Ronddnia (anos): Endereco atual:

HISTORIA PREGRESSA DE MALARIA

NUMERO DE INFECCOES ANTERIORES DE MALARIA:

Espécies: | | P. falciparum || P. vivax P. malariae Nenhuma N&o lembra

NUMERO DE INFECCOES ESSE ANO (2004):

Espécies: || P. falciparum ] P. vivax P. malariae Nenhuma Nao lembra

DATA DA ULTIMA INFECCAO:
Espécies: LI P. falciparum 1 P.vivax _IP.malariae || Nenhuma _ N&o lembra
LOCAL PROVAVEL DE INFECCAO:

FEZ O TRATAMENTO COMPLETO?: L Sim LI Nao

JA FOI HOSPITALIZADO COM MALARIA: | Sim INdo Data:

MALARIA GRAVE NA FAMILIA: | Sim _ Nao Data: OBS:

TEM ALGUEM NA FAMILIA COM MALARIA OU TEVE MALARIA RECENTEMENTE? [ Sim || N&o
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EXPOSICAO A INFECCAO MALARICA

LOCALIZAGAO DA CASA

| Floresta [ Colegdo d’agua Nenhuma

TIPO DE CASA (protegao em relagdao ao contato com mosquito)

_|Boa | Parcial I Nenhuma

ATIVIDADES AO AMANHECER:

ATIVIDADES AO ANOITECER:

SABE COMO A MALARIA E TRANSMITIDA?
JSim [INdo L Foi informado mas ndo acredita

como?:

USO DE MEDIDAS PROFILATICAS
Mosquiteiro [1Inseticida ' antimaldricos [ Outras Nenhuma

Data da ultima borrifagdo de inseticida (FNS):

INFECCAO ATUAL

SINTOMAS
_IFebre [lCefaleia [ Calafrios [! Ndusea _|Mialgia [INenhum

DATA DO INICIO DOS SINTOMAS:

DIAGNOSTICO

Espécies: | | P. falciparum | P. vivax P. malariae Nenhuma

PARASITEMIA:

LOCAL PROVAVEL DE INFECGCAO:
RECEBEU TRANSFUSAO DE SANGUE ?: [ISim [INao Data:

E DOADOR DE SANGUE?: | Sim LI N3o Data da ultima doagdo:

COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

_| GOTA ESPESSA [ ESFREGACO [/PLASMA
CELULAS HLA PARASITOS

OBS
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