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RESUMO

Na Amazonia, a infeccdo por Plasmodium vivax (P. vivax) € mais prevalente, e seu
tratamento inclui a primaquina (PQ), uma droga hipnozoiticida. No entanto, seu uso é limitado
pelo risco de anemia hemolitica aguda (AHA) em individuos deficientes da glicose-6-fosfato
desidrogenase (dG6PD), com frequéncia de 4,5% a 10% na regido Amazoénica. A interacdo com
enzimas hepéticas do citocromo P450 (CYP), de alguns farmacogenes como CYP2C19,
CYP2D6 e CYP3A4 associados ao metabolismo da PQ podem intensificar ou reduzir
significativamente sua biotransformacao. Este estudo visa avaliar a influéncia das variantes de
CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 na hemdlise em deficientes e ndo deficientes de G6PD, tratados
com primaquina para P. vivax. Foram incluidos 18 pacientes de ambos 0s sexos, > 6 meses de
idade tratados com PQ, com diagnostico de maléria vivax e hemolise. Foi realizada fenotipagem
para G6PD atraves do SD Biosensor e genotipagem para G6PD e CYPs utilizando a técnica de
real-time PCR. Destes, 55,6% apresentaram a variante Africana A- (G202A/A376G), 11,1% a
Africana A+ (A376G), 5,6% a Mediterranea (C563T) e 27,8% eram tipo selvagem. A
genotipagem de CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 ndo mostrou significancia estatistica na
frequéncia de alelos estrela entre os grupos (p >0,05). Niveis elevados de marcadores hepaticos
e renais foram observados em metabolizadores normais (QNM), rapidos (QRM) e ultrarrapidos
(QUM) de CYP2C19 e CYP2D6 em dG6PD (p <0,05). O gendtipo *1/*1B de CYP3A4 teve
maior impacto clinico em ambos 0s grupos, apesar de ndo significativo (p >0,05). Esses achados
reforcam a importancia de estudos sobre 0 mapeamento da deficiéncia de G6PD e variantes
genéticas de CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4, que permitirdo validar prevaléncia e determinar a
influéncia das CYPs no processo hemolitico de individuos com maléria vivax, e contribuirdo
com um esquema terapéutico mais adequado, evitando complica¢Bes ocasionadas pela

metabolizacdo da PQ em CYP.

Palavras- chave: Plasmodium vivax, malaria, hemolise por primaquina, deficiéncia G6PD,

citocromo P450.



ABSTRACT

In the Amazon, Plasmodium vivax (P. vivax) infection is more prevalent, and its treatment
includes primaquine (PQ), a hypnozoiticide drug. However, its use is limited by the risk of
acute hemolytic anemia (AHA) in glucose-6-phosphate dehydrogenase (dG6PD) deficient
individuals, with a frequency of 4.5% to 10% in the Amazon region. Interaction with
cytochrome P450 (CYP) liver enzymes, some pharmacogenes such as CYP2C19, CYP2D6 and
CYP3A4 associated with PQ metabolism can significantly enhance or reduce its
biotransformation. This study aims to evaluate the influence of CYP2C19, CYP2D6 and
CYP3A4 variants on hemolysis in G6PD-deficient and non-G6PD-deficient individuals treated
with primaquine for P. vivax. We included 18 patients of both sexes, > 6 months of age treated
with PQ, diagnosed with vivax malaria and hemolysis. Phenotyping for G6PD was performed
using the SD Biosensor and genotyping for G6PD and CYPs using the real-time PCR technique.
Of these, 55.6% had the African A- variant (G202A/A376G ), 11.1% the African A+ (A376G),
5.6% the Mediterranean (C563T) and 27.8% were wild type. Genotyping of CYP2C19,
CYP2D6 and CYP3A4 did not show statistical significance in the frequency of star alleles
between groups (p >0.05). Elevated levels of hepatic and renal markers were observed in normal
(gNM), rapid (gRM) and ultra-rapid (QUM) metabolizers of CYP2C19 and CYP2D6 in dG6PD
(p < 0.05). CYP3A4 *1/*1B genotype had greater clinical impact in both groups, although not
significant (p >0.05). These findings reinforce the importance of studies on the mapping of
G6PD deficiency and genetic variants of CYP2C19, CYP2D6 and CYP3A4, which will allow
validating the prevalence and determining the influence of CYPs on the hemolytic process of
individuals with vivax malaria, and will contribute to a more adequate, avoiding complications

caused by the metabolism of PQ in CYP.

Keywords: Plasmodium vivax, malaria, primaquine hemolysis, G6PD deficiency, cytochrome
P450.
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INTRODUCAO

A maléria ainda é um importante problema de salde publica que necessita de maior
efetividade do seu controle (1). Seis espécies de protozoarios do género Plasmodium sdo
causadores de maléria em humanos: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium
ovale, Plasmodium malariae, Plasmodium knowlesi e Plasmodium simium (2,3). Na Amazonia,
a infeccdo malarica mais prevalente € pelo P. vivax, que é responsavel por produzir formas

hipnozoitas nos hepatocitos do hospedeiro humano, levando a recaidas (1,3).

Para tratar as recaidas de malaria, a primaquina (PQ) pode ser a droga ideal escolhida.
Entretanto, esse medicamento apresenta restricdo em pessoas que possuem a deficiéncia de
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), uma enzima relacionada com a protegdo contra o
estresse oxidativo dos eritrocitos (1,4). A deficiéncia de G6PD é uma heranca recessiva ligada
ao cromossomo X, e é mais frequente em pessoas com descendéncia mediterranea, asiatica e
africana, devendo ser levada em consideracao especialmente em areas endémicas de malaria
(5,6).

Individuos deficientes de G6PD tém uma capacidade reduzida para atenuar os danos
celulares induzidos pela hemdlise gerada pela PQ, além disso, as enzimas hepaticas do
citocromo P450 (CYP) podem contribuir para toxicidade hemolitica em pessoas com
deficiéncia de G6PD (7,8). A PQ é metabolizada pelas CYPs, essencialmente a CYP2D6, que
é responsavel pelo metabolismo de 20 a 25% das drogas de uso clinico (5). Dependendo da
distribuicdo dos alelos no gene CYP2D6, os fenotipos podem ser classificados como

metabolizadores lentos, intermediarios, normais e ultrarrapidos (8,9).

O complexo de enzimas CYP450 compreende mais de 50 enzimas, sendo as familias
CYP1, CYP2 e CYP3 responsaveis pelo metabolismo de 70% a 80% dos medicamentos
(10,11). O desfecho terapéutico de muitos farmacos depende das interacbes com as CYPs,
podendo existir variacdes genéticas com perda de funcdo da enzima, influenciando por
exemplo, na reducéo da taxa de depuracdo e aumento da concentracdo plasmatica da droga, ou
variantes com ganho de funcdo, resultando no aumento da depuragdo do medicamento e redugéo

da concentragdo plasmatica (11).

Nesse contexto, considerando as mais diversas propriedades funcionais das CYPs, sua

relagdo com o metabolismo da PQ e a deficiéncia de G6PD, o objetivo desse estudo foi
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determinar a influéncia dos polimorfismos de CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 na hemolise em
deficientes e ndo deficientes de G6PD, tratados com primaquina para maléria vivax.

REFERENCIAL TEORICO

1. MALARIA

A malaria é considerada um importante problema de saude publica que requer maior
efetividade do seu controle, apesar de evitavel e tratdvel (12). Nos seres humanos, seis espécies
de protozoéarios do género Plasmodium sdo causadores de maléria, entre eles: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, Plasmodium

knowlesi e Plasmodium simium (13-15).

De acordo com estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), houve um
aumento de casos de malaria em 2020, quando comparado com 2019. Cerca de 241 milhdes de
casos de malaria foram notificados em 85 paises, resultando em 627 mil mortes no mundo
todo, um aumento de 12% em relagéo ao ano de 2019 (16,17). A regido Africana apresenta,
atualmente, uma alta estimativa de casos por malaria, com cerca de 95%. Nas Ameéricas, 0s
paises Brasil, Coldmbia e Republica Bolivariana da VVenezuela representam 77% do total de

casos(17).

No Brasil, a regido denominada Amazonia Legal, correspondente aos estados: Acre,
Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbdnia, Roraima e Tocantins, é
responsavel por 99% dos casos de maléaria, 0 1% restante, pertence a regido extra-amazonica,
que, embora apresente menor taxa de transmissao da doenca, as acdes de controle ndo devem
ser negligenciadas, levando-se em consideracao, 0 acesso rapido ao diagnostico e tratamento
(18). No ano de 2020, foram notificados 145.205 casos de maléria, ja no ano de 2021, houve
uma reducdo de 4,1% com registros de 139.211 casos(16). Em relagdo as internacdes e obitos,
foram registradas 1.457 internacdes em 2020, e em 2021, 1.528, representando um aumento de
4,9% em relacdo ao ano anterior. Dois aumentos consecutivos foram observados quanto aos
obitos, 44 em 2020, 18,9% de aumento em comparacdo a 2019, e em 2021, foram 49 6bitos,
11,4% de aumento em relagdo a 2020(16). De acordo com a Incidéncia Parasitaria Anual (IPA),
indicador de risco para infeccdo por maléria no Brasil, quatro categorias sdo estratificadas,

incluindo: municipios em muito baixo risco (IPA < 1 caso/1.000 habitantes), baixo risco (IPA
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entre 1 e 10 casos/1.000 habitantes), médio risco (IPA entre 10 e 50 casos/1.000 habitantes) e
alto risco (IPA > 50 casos/1.000 habitantes), desde 2019 (19) (Figura 1).

IPA 2021*
Sem transmissio
Muito baixo risco

| Baixo risco
B Médio risco
Bl Alto risco

Figura 1: Mapa de risco de malaria por municipio de infeccéo.
Brasil, 2021 (16)

A transmissao da malaria envolve, além do protozoario Plasmodium spp. e o hospedeiro
humano, um mosquito vetor do género Anopheles, sendo que no Brasil, Anopheles darlingi é o
principal vetor (19). No estdmago do mosquito é onde acontece a formagéo e maturagdo do
zigoto, dando origem as futuras formas de esporozoitos, que migram para as glandulas salivares
do Anopheles spp. (20). O ciclo bioldgico inicia-se quando a fémea do mosquito inocula 0s
parasitos na pele humana. Esses, seguirdo para o figado, onde P. falciparum e P. vivax
permanecem em torno de uma semana, e P. malariae aproximadamente duas semanas. Nos
hepatocitos, as formas de esporozoitos irdo se multiplicar e dar origem aos merozoitos, outros
esporozoitos se transformam em hipnozoitos e permanecem no figado de forma latente. As
novas formas de merozoitos saem dos hepatdcitos e invadem as hemacias na corrente
sanguinea, dando inicio a segunda fase do ciclo. A partir desse momento, os sintomas de malaria

comegam aparecer (18,20).
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No estagio eritrocitario, os merozoitos multiplicam-se assexuadamente nas hemécias,
ocasionando o rompimento dessas céelulas e liberando novos parasitos, responsaveis por dar
continuidade a novos ciclos eritrocitarios. Depois de sucessivas multiplicacdes, alguns
merozoitos maturam para forma sexuada, chamada gametécitos. O ciclo se completa apds a
ingestdo dos gametdcitos pelo mosquito (18,20,21) (Figura 2).
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Figura 2: Ciclo biolégico do Plasmodium vivax. Adaptado de Muller, 2009 (21)

Os sinais e sintomas provocados pelo Plasmodium nem sempre sdo especificos da
doenca, geralmente, sdo acompanhados de calafrios, febre alta (igual ou superior a 40°C) e
sudorese, similares a outras doencas febris agudas. Entretanto, casos graves podem ocorrer a

depender da espécie e quantidade do parasito circulante, do tempo da infeccdo e a resposta
imunologica do paciente (18,20,22).

Para a rotina do diagnostico da malaria, a deteccdo e diferenciacdo do parasito deve
ser realizada através da gota espessa, método reconhecido como padréo-ouro, seguido de testes
rapidos imunocromatograficos, que apresentam vantagens devido ao custo relativamente baixo,
facil manuseio e resultados confirmados entre 15 e 20 minutos. O diagnoéstico mediante testes

moleculares como a PCR (reacdo em cadeia da polimerase), sdo menos solicitados
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rotineiramente devido a necessidade de uma estrutura laboratorial mais tecnolégica, com
equipamentos considerados de alto custo e equipe profissional com habilidade para a técnica,
dificultando assim, a emissdo do resultado, porém, € um método amplamente utilizado na
pesquisa por malaria assintomatica (18,23). Outra tecnologia alternativa que pode ser usada
para o diagnostico, é a amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP), um teste molecular
similar a PCR que detecta genes especificos no genoma do Plasmodium, tem se mostrado mais
simples, rapido e de menor custo (24-27). A sorologia é apenas utilizada em estudos cientificos
que visam o rastreio de anticorpos anti-Plasmodium, ndo solicitada para deteccdo de infeccdo
ativa (18,24).

1.1. MALARIA VIVAX

Apesar da diminuicdo significativa nos casos graves ocasionados por P. falciparum
nos ultimos anos, a infecgcdo que tem contribuido para prevaléncia da malaria no Brasil, é o P.
vivax, também responsavel por produzir formas hipnozoitas nos hepatdcitos do hospedeiro
humano, levando a maioria dos casos de recaida (18). Durante a invasdo dos eritrdcitos na
circulacdo, vivax apresenta entre suas caracteristicas, a preferéncia por reticuldcitos e ligacdo
ao antigeno Duffy, além de uma estrutura ameboide e granulac@es de Schiffner (granulos de

coloragdo rosea no citoplasma da célula) (22).

A proporcéo global de casos por Plasmodium vivax de 2000 em comparagdo com 2020,

reduziu cerca de 8% para 2%, respectivamente, segundo a OMS (17).

No Brasil, foi registrado 83,0% (114.449) de casos autoctones por P. vivax, P.
malariae e P. ovale no ano de 2021, de acordo com o Ministério da Saude (MS) (16). O Estado
do Amazonas registrou 29.615 casos autdctones entre janeiro a junho de 2019 e 26.501 no
mesmo periodo de 2020, com reducdo de 10,5%. Além disso, no ano de 2019, municipios
considerados prioritarios no Amazonas, Pard, Roraima, Amap4, Acre, Rond6nia e Mato Grosso,
concentraram cerca de 80% dos casos de malaria (19) (Figura 3).
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Figura 3: Mapa de municipios prioritarios para malaria no
Brasil em 2019 e janeiro a junho de 2020 (18)

1.2.  ANTIMALARICOS

O regime terapéutico para malaria inclui processos importantes do ciclo bioldgico do
parasito, entre eles: a interrupcdo da esquizogonia sanguinea, a destruicdo de hipnozoitos no

figado e a interrupcédo de formas sexuadas (18).

Em diversas areas endémicas para malaria, a cloroquina (CQ) continua sendo a droga
de escolha para P. vivax. A disponibilidade, baixo custo e tolerabilidade da CQ sdo essenciais
para essa escolha. No Brasil, as orientacdes para 0 esquema terapéutico da malaria ndo
complicada sdo feitas em associacdo da CQ, visando eliminar as formas sanguineas, e
primaquina (PQ), que tem por objetivo a cura radical, sendo uma droga hipnozoiticida
(12,18,28).

Para isso, recomenda-se 0 uso de 10 mg/kg de CQ no dia 1 e 7,5 mg/kg nos dias 2 e 3,
em combinacéo, a PQ deve ser utilizada na dose de 0,5 mg/kg/dia, por 7 dias. Além disso, é
recomendado considerar o grupo etario do paciente e ajustar a dose de acordo com o peso, para

garantir a eficacia desejada e reduzir o risco de toxicidade no tratamento (18).
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1.2.1. PRIMAQUINA E G6PD

Na década de 1940, durante a Segunda Guerra Mundial, foram os aumentos de
infeccdes por malaria grave entre os soldados americanos que estimularam a busca por uma 8-
aminoquinolina, a PQ (29,30). Em 1956, 4 anos apoés o registro da PQ no U.S. Food and Drug
Administration (FDA), as pesquisas visaram compreender o principal fator relacionado a
toxicidade hemolitica causada por esta classe de medicamentos. Assim, buscaram elucidar a
funcdo da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) que parecia estar associada nesse

processo (30).

O mecanismo de acao da PQ vem sendo estudado ha décadas, mas ainda é complexo.
Estudos recentes relatam que a biotransformacdo desse pro-farmaco envolve trés vias
principais: enzimas do citocromo P450 (CYP450) (CYP2D6, CYP2C19,CYP3A4, CYP1A2),
monoamina oxidase (MAO-A e B) e monooxigenase-3 contendo flavina (FMO-3) (31). A
CYP2D6 apresenta maior eficiéncia catalitica no metabolismo da PQ, seguida da via MAO-A,
CYP2C19 e CYP3A4 (8). Entre os metabdlitos ativos mais abundantes e que sdo responsaveis
tanto pela eficacia quanto pela toxicidade hemolitica, estdo o 5-hidroxiprimaquina, oriundo da
via CYP450, e carboxiprimaquina, da via MAO-A. O estresse oxidativo e consequente
rompimento celular, é resultado da interacdo dos metabolitos instaveis atraves de reacdes de
oxidacdo-reducdo, levando a espécies reativas de oxigénio provenientes da biotransformacéo,

alcancando assim, o efeito antimalérico desejado (30,31).

Apo6s a administracdo oral, a PQ é rapidamente metabolizada, atinge as concentracdes
maximas no plasma humano em torno de 1-2 h, e meia-vida curta de eliminago, entre 1/2- 4 h
(8). Os efeitos tdxicos da PQ foram avaliados em estudo realizado por Ganesan et al. (2009),
onde os eritrocitos deficientes de G6PD sofreram maior estresse oxidativo e deplecdo de tidis
do que os eritrocitos normais. Os resultados também forneceram informacdes significativas
sobre a contribuicdo variavel das CYP2D6 e CYP3A4 na hemotoxicidade por PQ, sendo Uteis

no controle da toxicidade para aumentar a utilidade terapéutica (7).

Entretanto, o uso desse antimalarico utilizado para tratar as recaidas de malaria, esta
associado ao critico evento adverso, chamado hemdlise, com repercussdo clinica grave em

pacientes com a deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (18,29,32).

Devido a isso, esse medicamento apresenta restricio em pessoas gque possuem a

deficiéncia de G6PD. No citoplasma dos eritrocitos maduros com producéo normal da enzima,
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onde ndo ha presenca de nlcleo e mitocondrias, 0 processo responsavel por fornecer energia as
células se d& através da catélise da primeira etapa da via das pentoses fosfato e via glicolitica
de Embden-Meyerhof. Nos eritrocitos, a via da pentose fosfato é extremamente necessaria para
transformar glicose em nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato (NADP) em nicotinamida-
adenina-dinucleotideo-fosfato reduzido (NADPH). A enzima G6PD inicia o ciclo oxidando
glicose-6-fosfato (G6P) em 6-fosfogluconato (6PG) transferindo hidrogénios para NADP, que
consequentemente reduz em NADPH (30,32-34) (Figura 4).
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Figura 4: Via metabdlica simplificada da glicose-6-fosfato desidrogenase.
Brasil, 2018 (32)

O NADPH ¢é uma coenzima que regula o status reduzido da célula, portanto, tem funcéo
de fornecer hidrogénio a glutationa oxidada (GSSG) para converté-la em glutationa reduzida
(GSH) por meio da enzima glutationa redutase. GSH ¢ a defesa primaria contra peroxidos de
hidrogénio e radicais livres, sendo responsavel pela restauracdo da hemoglobina para sua forma
sollvel, uma vez que esta oxida durante o transporte de oxigénio. Desse modo, G6PD e NADPH
estdo relacionados com a protecdo contra o estresse oxidativo dos eritrocitos, pois auxiliam na
remocao de agentes oxidantes (32,33). Logo, em deficientes de G6PD (dG6PD) o baixo
potencial redutor os tornam mais suscetiveis a hemolise apos ingerir drogas e alimentos
oxidantes, ou processos infecciosos e oxidativos, com crises hemoliticas leves a intensas,

ictericia neonatal e anemia hemolitica ndo esferocitica cronica (30,33-36).
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Com padrdo de heranca recessivo ligado ao cromossomo X, o gene G6PD est4
localizado na regido telomérica do brago longo do cromossomo X (Xg28), contendo mais de
20.000 pares de bases com 13 exons e 12 introns, HGNC: 4057 (identificacdo exclusiva
fornecida pelo Gene Nomenclature Committee (HGNC)) (37). O gene G6PD é considerado
altamente polimorfico, tendo descritas mais de 200 variantes, todas relacionadas com
deficiéncia enzimética de intensidade variavel, porém, nenhuma apresenta perda completa de
atividade, o gene normal ou selvagem é identificado como G6PD B (30,34,38). Demonstrando
ampla distribuicdo geogréafica, é conhecida como a enzimopatia mais comum no mundo todo,
afetando cerca de 500 milhdes de individuos, e mais frequentemente identificada em pessoas
com descendéncia mediterranea, asiatica e africana, necessitando de validagbes genotipicas e
fenotipicas especialmente em areas endémicas de maléria, onde tem prevaléncia global de 8%
(30,38).

Os dados de frequéncia da deficiéncia de G6PD (Figura 5) sdo provenientes de estudos
populacionais com diversas metodologias, permitindo assim, uma margem de erro na selecédo e
classificacdo de amostras individuais (34). Na regido Africana e nas Américas, incluindo o
Brasil, a variante mais comum ¢é descrita como A" (G202A/A376G), variante de origem
africana, que pode ter tido influéncia do contexto historico de migracdo (39,40). Um estudo
realizado na Tanzania demonstrou que mulheres heterozigotas para a variante africana podem

apresentar vantagem contra a maléria grave (41).

Dados sobre a prevaléncia da deficiéncia de G6PD na América Latina, Howes et al.
(2012) identificaram 5% a 10% da deficiéncia enziméatica em toda regido Amazonica, e 15-
20% na Venezuela. Dados da Africa foram relativamente mais altos, em torno de 65,9% (42).
Em 2013, Santana et al., avaliaram a prevaléncia dessa enzimopatia entre homens de areas
endémicas de malaria na Amazénia brasileira resultando em um percentual de prevaléncia de
4,5% do total de 1.478 individuos, 56 apresentaram a variante A- e 10 a variante mediterranea
(35). Dos estudos mais recentes sobre G6PD na regido amazoOnica, a maior frequéncia
observada foi no estado do Acre (8,3%), de 828 amostras genotipadas a Africana A+

representou 6,2%, Africana A- 39,3% e 54,2% eram tipo selvagem (43).
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Na Asia e na Oceania existem diversas variantes descritas, algumas consideradas mais
graves do que A-. Na Europa e Asia Ocidental, a mediterranea (C563T) é a mais prevalente
entre Turquia, Arabia Saudita e india, apresentando aspecto mais grave da deficiéncia. A
estimativa da deficiéncia genética de G6PD no sul do Paquistdo teve um pico de 37%, o0 que
apoia 0 mapeamento dessa enzimopatia nessa regido para concluséo de dados de prevaléncia
(33,40).
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Figura 5: Distribuic&o global da deficiéncia de G6PD. Adaptado de Luzzato,
2016 (34)

O variavel quadro de hemdlise em pacientes com esta condicdo genética depende,
sobretudo, da dosagem do medicamento, da variante G6PD envolvida, status genotipico do
individuo (hemizigoto, homozigoto ou heterozigoto) (Figura 6), incluindo ainda, 0 mosaicismo

entre as mulheres heterozigotas e a condi¢édo de satde do paciente em tratamento (30,44).
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Figura 6: Genotipos e fenotipos da G6PDd. Adaptado de World Health
Organization, 2018 (44)

Uma classificagdo para variantes G6PD foi estabelecida pela OMS, com base no grau
de deficiéncia enzimética e manifestacdes clinicas, totalizando 5 classes. As classes I, 11 e 111
estdo associadas a gravidade da anemia hemolitica, sendo que, a classe I: apresenta atividade
<10% do normal, e consiste em uma anemia hemolitica ndo esferocitica cronica, menos comum;
a classe I1: apresenta deficiéncia enzimatica grave <10%, inclui variante mediterranea; a classe
I11: entre 10- 60% de atividade residual, inclui variante Africana variante (mais comum) e
Seattle; classe IV: tem atividade normal de 60- 100%, e, a classe V: apresenta atividade
aumentada (44,45).

Para avaliar o status de G6PD, o diagndstico pode ser feito por genotipagem (detec¢édo
molecular para o gene G6PD) ou fenotipagem (deteccdo da atividade enzimatica). O teste
padrdo-ouro é através de ensaio espectrofotométrico. Para melhor avaliagdo e gerenciamento
de casos, a atividade enzimatica expressa como concentracdo de hemoglobina (Ul/gHb) ou
contagem de eritrécitos detectada no sangue, deve ser escolhida. Testes rapidos para dosar a
enzima podem ser suficientes para individuos com atividade > 30%, porém, a maioria das
mulheres heterozigotas necessitam de um teste quantitativo, como as tecnologias do Standard
G6PD da SD Biosensor e o CareStart™ G6PD Biosensor da AccessBio (29,44).
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Em situacdes onde o perfil da G6PD pelo teste fenotipico € incerto, a indicacao é o teste
genotipico, principalmente para auxiliar na identificacdo de mulheres heterozigotas ou
homozigotas para a deficiéncia. A dosagem de atividade enzimatica, nesses casos, pode ser
repetida assim que a hemoglobina permanecer estavel, entre 3 meses ap6s uma transfusao de

sangue ou 4 a 6 semanas depois um evento hemolitico (29,44).

Levando em consideracdo 0s pontos abordados entre a G6PD e a PQ, o guia de
tratamento atual da malaria no Brasil, do Ministério da Saude (MS), traz recomendacdes
visando a seguranca e eficacia do esquema terapéutico para individuos com deficiéncia suspeita
ou confirmada de G6PD. Portanto, atividade enzimatica de G6PD < 30% deve-se administrar a
PQ na dose semanal de 0,75 mg/dose durante 8 semanas (18,46). Elewa (2017), relata ainda
outros antimalaricos como CQ e uma combinacdo de clorproguanil-dapsona-artesunato que
podem levar a crises hemoliticas e diminuicdo dos niveis de hemoglobina em pacientes

deficientes de G6PD, necessitando de monitoramento e ajuste terapéutico (47).
1.3. CITOCROMO P450

O complexo de enzimas CYP450 compreende mais de 50 enzimas, sendo as familias
CYP1, CYP2 e CYP3 responsaveis pelo metabolismo de grande parte dos medicamentos de
uso clinico (10). E conhecido que os processos de absorgéo, distribuicio, biotransformagio ou
excrecdo de drogas podem sofrer influéncia de interagbes medicamentosas, entretanto, a
inducdo e inibicdo do complexo enziméatico CYP se faz importante devido seu efeito potencial

no desfecho terapéutico de muitos farmacos (48,49).

No figado, a expressdo das CYPs 1A2, 2C8, 2C9, 2E1 e 3A4 ocorre em maior
guantidade, enquanto as enzimas 2A6, 2D6, 2B6, 2C19 e 3A5 sdo menos expressas em tecido
hepatico, podendo ser sintetizadas no pulmao, placenta e intestino (10,11). As CYPs 2J2, 1Al
e 1B1 sdo expressas principalmente em tecidos extra-hepaticos (10). A expressao e funcdo das
enzimas CYP450 sdo influenciadas por fatores intrinsecos e extrinsecos, incluindo as variantes

genéticas, influéncias epigenéticas e bioldgicas como sexo, idade e doengas preexistentes (10).

Muitas variantes de CYP interferem na atividade enzimatica e podem intensificar ou
reduzir significativamente o metabolismo da droga. Para serem considerados polimorfismos
(variacOes na sequéncia do DNA) o alelo mais raro precisa ter frequéncia igual ou superior a

1% em determinada populagdo. Essas altera¢cbes compreendem polimorfismos de nucleotideo
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unico (SNP), variacdo de nucleotideo Unico (SNV), bem como delecGes e inser¢des (InDels),
além de varia¢do no nimero de copias (CNV) (48,50,51).

Na farmacogenética, a genotipagem de enzimas envolvidas em determinadas terapias
medicamentosas se tornou uma ferramenta Util, pois os pacientes com variantes genéticas
podem ser classificados de acordo com diferentes fenotipos, dos quais, existem variagcbes com
perda de funcdo da enzima ou variantes com ganho de funcdo (48). Recentemente, um estudo
realizado na Amazonia brasileira, com CYP2C8, CYP3A4 e CYP3A5 sobre recorréncia precoce
de P. vivax, identificou pouca influéncia das variantes genéticas na recorréncia precoce, apesar
da presenca de alelos de baixa atividade enziméatica em alguns individuos, podendo ser

explicado pela semelhanca na eficacia terapéutica de cloroguina e desetilcloroquina (52).

Para identificacdo de variantes classicas do CYP2D6 e CYP2C19, os individuos sao
diferenciados em: metabolizadores lentos (gPM) com auséncia completa de fungédo (alelos
nulos); metabolizadores normais (QNM), referente ao feno6tipo padrdo, geralmente a maior
frequéncia na populacdo; metabolizadores intermediarios (gIM) apresentam alelo normal ou
funcionalmente deficiente; metabolizadores rapidos (gRM) com um alelo de funcdo normal e
um com ganho de funcdo. Os ultrarrapidos (gUM) em CYP2C19 sdo representados por dois
alelos com ganho de funcdo, em CYP2D6 € necessaria a analise de CNV para confirmar

multiplicacdo entre os alelos (53-56).

Os genes da familia 2 do citocromo P450 (CYP2), estdo distribuidos por diferentes
regibes cromossdmicas e organizados em grupos de genes contendo uma ou varias subfamilias,
sdo elas: CYP2A, CYP2B, CYP2C e CYP2D. Exemplos desses variados grupos de genes gque
pertencem a subfamilia CYP2C (CYP2C8, CYP2C9 e CYP2C19) localizam-se no cromossomo
10, e o gene funcional CYP2D6, situa-se no cromossomo 22. J& a familia 3 do citocromo P450

(CYP3), é composta por uma Unica subfamilia, a CYP3A, localizada no cromossomo 7(10).

1.3.1. CYP2C19

O gene CYP2C19 é membro 19 da subfamilia C, da familia 2 do citocromo P450
(HGNC: 2621), consiste em 9 exons mapeados na regiao 10923.33. A enzima codificada é uma
proteina de 490 aminoacidos que esta presente principalmente no figado, mas também pode ser
encontrada no intestino. Esta envolvida em aproximadamente 10% no metabolismo de diversos

agentes terapéuticos, entre as classes de antidepressivos, inibidores da bomba de prétons,
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inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina, benzodiazepinicos, barbitdricos entre outros
(37,54).

De acordo com os termos de consenso do Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium (CPIC) para o status funcional dos alelos e fenétipos preditos de CYP2C19, os

individuos podem ser classificados de acordo com o Quadro 1 (57,58).

Quadro 1: Classificacdo de fendtipos preditos de CYP2C19

Fendtipo Gendtipo Exemplos

Metabolizador lento (gPM) dois alelos sem funcéo *2/*2, *3/*3, *2/*3

um alelo de func¢do normal e
Metabolizador intermediario | um alelo sem fun¢do ou um
N *1/*%2, *1/*3, *2/*17, *3/*17
(gIM) alelo com funcdo aumentada

e um alelo sem funcéo

Metabolizador normal

dois alelos de funcéo normal *1/*1
(GNM)

) o um alelo de fungdo normal e
Metabolizador rapido (gRM) 3 *1/*17
um com ganho de funcao

Os alelos de CYP2C19 estdo presentes em diferentes populacdes com frequéncias
alélicas étnicas variaveis, em média, entre 2- 23%. CYP2C19*2 e CYP2C19*3 sdo mais
frequentes na Asia (30,26% e 6,89%), do mesmo modo para Oceania (61,30% e 14,42%,
respectivamente) (59). Um estudo recente sobre a distribui¢do global dos fenétipos de risco de
CYP2C19 que afetam a seguranca e eficAcia dos medicamentos, identificou que o0s
metabolizadores ultrarrapidos e lentos foram considerados fenétipos de alto risco, além de
sugerir que a populacdo africana e europeia esta sob risco particularmente maior de eventos
adversos devido as combinagdes alélicas de CYP2C19 *2, *3 e *17 (60).



32

CYP2C19*1 esté entre os alelos mais comuns para esse gene, representando o tipo
selvagem, o primeiro alelo variante descrito. CYP2C19*2A (681G>A) no éxon 5, resulta em
defeito de splicing, e os alelos *2B e *2C também apresentam essa variacdo com perda
completa da atividade enzimatica (alelos nulos). Ainda entre os alelos de perda de funcdo com
importancia clinica, CYP2C19*3 (636G>A) é um dos mais estudados. Dois SNVs descritos no
alelo CYP2C19*17 (99C> T; 991A> G) geram uma substituicdo de aminoacidos (1331V)

levando a expressao conhecida de fendtipo ultrarrapido para esse gene (54,61).

Ao investigar o impacto da malaria vivax e do tratamento CQ-PQ na atividade das
enzimas CYP2D6 e CYP2C19 em pacientes da Amazonia brasileira, Almeida et al. (2020),
concluiram que a inibicdo de CYP2C19 é concedida por um nivel mais alto de citocinas pro-

inflamatdrias circulantes, enquanto a supressao do CYP2D6 é devido a exposi¢cdo a CQ (62).

Em uma pesquisa avaliando os efeitos da MAO-A e CYP450 no metabolismo da PQ em
individuos saudaveis, Ariffin et al. (2019), demonstraram através da analise dos alelos e
gendtipos que os polimorfismos MAO-A (rs6323, 891G> T), CYP2D6 (rs1065852,100C>T) e
CYP2C19 (rs4244285, 19154G> A) influenciaram significativamente o metabolismo da PQ.
Por outro lado, a CYP1A2 (rs762551, -163C> A) néo teve influéncia (63).

Outro estudo com pacientes tailandeses infectados com P. vivax, concluiram que a
reducdo da atividade de CYP2C19, ABCG2 e UGT2B7 em combinacdo com metabolizador
lento ou intermediario CYP2D6 pode expor 0s pacientes a maior risco de recorréncia de vivax,

sugerindo que mais investigacOes sdo necessarias para reforcar os achados (31).
1.3.2. CYP2D6

O gene CYP2D6 é membro 6 da subfamilia D, da familia 2 do citocromo P450 (HGNC:
2625), consiste em 9 éxons e 8 introns mapeados na regido 22913.2. A enzima codificada é
uma proteina de 497 aminoacidos, e pertence a um grupo contendo pseudogenes inativos
altamente homdlogos CYP2D7P e CYP2D8P (37,54).

Existem mais de 130 alelos CYP2D6 descritos, e esse gene é reconhecido por ser
altamente polimdrfico. Uma vez que ndo sofre inducdo enzimatica, suas variacdes genéticas
sdo as responsaveis pela diversidade interindividual na expressdao e atividade da enzima,

dificultando muitas vezes, o alcance das concentragdes terapéuticas ideais (50,54).
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A metabolizacdo da PQ ocorre através de enzimas hepéticas (CYP), essencialmente a
CYP2D6, que é responsdvel por ativar 5-hidroxiprimaquina, 5,6-ortoquinona e outros
metabolitos fenolicos, além de ser fundamental para o metabolismo de 20 a 25% das drogas
usadas clinicamente, como como antiarritmicos, antagonistas dos receptores adrenérgicos e
antidepressivos triciclicos (31,64). Esté presente principalmente no figado, mas também pode

ser encontrada em niveis mais baixos no intestino, rim, pulmé&o, placenta, mama e cérebro (54).

As variantes de CYP2D6 podem agravar a hemolise em pessoas com deficiéncia
enzimética de G6PD variando de leve a grave. A falha no tratamento da PQ é, portanto,
associada ao metabolismo lento ou intermediario em individuos com variacdes de CYP2D6,
levando a baixa eficacia e maior risco de recaida (8,30,49). O uso da farmacogenética como
ferramenta na medicina de preciséo para a cura radical do P. vivax é invidvel atualmente, devido

ao conhecimento insuficiente a respeito do papel da CYP2D6 no metabolismo e eficacia da

PQ(65).

As frequéncias alélicas para CYP2D6 sdo amplamente distribuidas entre grupos étnicos.
O alelo CYP2D6*1, é considerado de referéncia para 2D6, tem funcdo normal, juntamente com
CYP2D6*2. Entre os alelos de funcédo reduzida estdo: CYP2D6*9, CYP2D6*10, CYP2D6*17,
CYP2D6*29 e CYP2D6*41. Os alelos associados com perda de fungdo séo: CYP2D6*3,
CYP2D6*4, CYP2D6*5 e CYP2D6*6, 0s alelos com ganho de funcéo indicam a presenca de
multiplicacbes em CYP2D6, sdo eles: CYP2D6 *1xN e CYP2D6 *2xN (66). O alelo
CYP2D6*10 é mais prevalente na Asia, com média de 45%, e menos frequente na Oceania
(1,6%) e na Europa (2,6%). Em comparagéo, o alelo CYP2D6*4 tem prevaléncia entre judeus
Ashkenazi (22%) e europeus (18%), ja em asiaticos a média de prevaléncia é 0,6%. A variante
CYP2D6*17 estd melhor validada na Africa (20%) e entre afro-americanos é de 18% (67,68).
No Brasil, as variantes de CYP2D6 sdo bem distribuidas em diferentes regifes, CYP2D6*1 e
CYP2D6*2 sdo mais frequentes, e as variacGes de mais de duas copias tém média de 6,3% (no
Sul do Brasil) a 10,2% (Norte do Brasil) (69).

As frequéncias fenotipicas de CYP2D6 variam no mundo todo. Nas Américas o fenotipo
normal é o mais prevalente (0,59%), seguido de metabolizador intermediario (0,25%) (68). No
Brasil, 83,5% sdo metabolizadores normais, sendo 3,7% ultrarrapidos (QUM) e 2,5% lentos
(gPM)(69). Em 2020, foi realizado um novo consenso recomendado em conjunto com Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) e Dutch Pharmacogenetics Working
Group (DPWG) para classificacdo dos fenotipos preditos de CYP2D6 (70) (Quadro 2).
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Quadro 2: Classificacao de fendtipos preditos de CYP2D6

Fenotipo AS Exemplos
Metabolizador lento (gPM) 0 *3/%4, *4/*%4, *5/%5, *5/*%6
Metabolizador intermediario *4/*10, 4/*41, *10/*10,
0<x<1.25
(gIM) *10/*41, 41/*%41, *1/*5
Metabolizador normal *1/*10, *1/*41, *1/*9,
1.25<x<2.25
(gNM) *[/*], *]/*2) ¥2x2/*]10
Metabolizador ultrarrapido 595 *1/*1xN, *1/*2xN, *2/*2xN,
> 2.
(gUM) *1x2/*9

Brasil et al. (2018), investigou a associacdo de variantes em CYP2D6 com recorréncia
da maléria em pacientes da regido norte do Brasil, e concluiram que a atividade enzimética
reduzida de CYP2D6 esta associada ao aumento do risco de recorréncia da maléria vivax, ap6s
terapia combinada de CQ e PQ (71). Silvino et al. (2016), demonstrou que pacientes com
variantes em CYP2C8 apresentam recidiva precoce em menos de 42 dias e apresentam uma
proporcdo maior de parasitas semelhantes, associando a possibilidade de recorréncia devido a
falha terapéutica de CQ (64).

1.3.3. CYP3A4

O gene CYP3A4 é membro 4 da subfamilia A, da familia 3 do citocromo P450
(HGNC:2637), consiste de 13 éxons e 12 introns mapeados na regido 7g22.1, com um tamanho
de 27 kb, e a enzima codificada é uma proteina de 503 aminoéacidos. A familia CYP3 humana
consiste em apenas uma subfamilia, a CYP3A, composta por quatro genes CYP3A4, 3A5, 3A7
e 3A43. No entanto, CYP3A4 e 3A5 sdo as enzimas mais abundantes expressas no intestino
delgado e figado. Tanto a CYP3A4 do intestino quanto hepética, podem contribuir
significativamente na biotransformagéo de mais de 50% dos medicamentos em uso clinico,
incluindo ciclosporina, nifedipina, midazolam, verapamil, tacrolimo, antibi6ticos como a

eritromicina, além de estar envolvido no metabolismo de hormonios esteroides (37,53,54).

A variabilidade interindividual na expresséo e atividade da enzima CYP3A4 ainda ndo

estd bem clara com sua relacdo farmacocinética-farmacodindmica, mas alguns estudos ja
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realizados consideram que a seguranca e eficacia dos fa&rmacos metabolizados por essa CYP,
possam ser afetados (72). Mesmo apresentando 38 variantes alélicas identificadas, sendo 17
localizadas na regido promotora (5-UTR) e 21 distribuidas ao longo dos éxons de CYP3A4,

associacgoes clinicas para todas essas variantes ainda ndo estdo bem definidas (73).

Zhou et al. (2019), avaliaram in vitro a atividade enzimatica de variantes alélicas de
CYP3A4 em um antimaldrico, a quinina. Resultando em variadas expressdes, desde depuracao
intrinseca significativamente reduzida, aumentada, sem diferencas significativas e ainda sem

expressao e atividade (74).

CYP3A4*1 é o alelo tipo selvagem, portanto, expressa atividade enzimatica normal
(66). O alelo CYP3A4*1B (392A>G), é uma variante da regido promotora do gene CYP3A4,
destaca-se por ser o primeiro alelo variante descrito, mas a compreensdo de sua real fungédo
ainda se faz necesséria. Estudos in vitro relataram um possivel aumento da transcri¢do, sendo
esse processo ndo bem definido (66). Lopez-Garcia (2017), visando avaliar a influéncia de
variantes geneticas de CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19 e CYP3A4 no metabolismo de drogas
antiepilépticas em pacientes pediatricos com epilepsia refrataria, demonstrou que o alelo
CYP3A4*1B é um fator de risco importante para o desenvolvimento de resisténcia a
medicamentos, afetando a resposta de antiepiléticos (75). CYP3A4*1B também elevou a taxa
de depuracdo de docetaxel, com consequente reducdo da exposi¢cdo ao medicamento em
pacientes com cancer. Em pacientes adultos pds- transplantados renais, o CYP3A4*1B
demonstrou associacdo com a farmacocinética do tacrolimos (76). CYP3A4 apresenta-se como
um biomarcador critico para a determinacdo da disposicao do tacrolimos, podendo auxiliar a

terapia individualizada das concentracdes e dosagens adequadas (77).

A frequéncia CYP3A4*1B, na populagdo afro-americana varia entre 45% a 66,7%,
enguanto é ausente na populacdo asiatica. Para a populacdo europeia, a frequéncia estimada é
4,5%- 9,6% (78). No Sul do Brasil, CYP3A4*1B foi observado em maior frequéncia entre os
afrodescendentes (0,379%) do que em europeus (0,098%)(79).

A CYP3A4 esta envolvida na metabolizagdo dos principais componentes da terapia
combinada de artemisinina (ACT) (mefloquina, artemeter, lumefantrina) (80). Alguns alelos
sdo descritos para CYP3A4, mas nao em estudos com antimalaricos, como o CYP3A4*20 que
representa o primeiro alelo com perda completa de funcdo, essa variante contém um codon de
parada prematuro que resulta em uma proteina truncada (73). O CYP3A4*22 mostrou estar

associado a diminuicdo da atividade enzimatica, e apresenta frequéncia alélica de 0,08% em
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europeus, 0,04% em populages asiaticas e africanas (72). Além disso, o alelo *22 pode afetar
a resposta a drogas como o metabolismo das estatinas, in vivo (81). A variante CYP3A4*18 de

ganho de funcao, foi associada a predisposi¢cdo do desenvolvimento de osteoporose (82).

O uso da PQ para tratamento de P. vivax em dG6PD constitui o principal fator
associado a hemdlise grave, hospitalizacdo e morte nessa populacdo na América Latina.
Portanto, torna fundamental estudar o papel das CYPs em individuos dG6PD, visto que,
variantes de CYP tém interacdo no metabolismo da PQ e podem piorar o quadro de hemolise

nesses pacientes.

Consequentemente, considerando as mais diversas propriedades funcionais das CYPs,
o perfil epidemioldgico da regido norte do Brasil, especificamente 0 Amazonas, por se tratar de
uma area endémica de maldria, torna-se indispensavel tracar o perfil genotipico e fenotipico
desses pacientes, contribuindo assim, com possiveis orientacbes de tratamento e administracdo
da PQ.

2. OBJETIVOS
2.1. GERAL

e Auvaliar a influéncia das variantes de CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 na hemdlise
em deficientes e ndo deficientes de G6PD, tratados com primaquina para maléria

vivax.
2.2. ESPECIFICOS

e Investigar a frequéncia de variantes no gene G6PD em pacientes com hemolise
por primaquina;

e Investigar a frequéncia de alelos variantes nos genes CYP2C19, CYP2D6 e
CYP3A4 em pacientes com hemolise por primaquina;

e Descrever o perfil clinico e laboratorial em deficientes e ndo deficientes de
G6PD;

e Descrever a comparacao do perfil clinico e laboratorial em deficientes e nédo
deficientes de G6PD com fendtipos de CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4;



3. METODOS

3.1. ASPECTOSETICOS
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O projeto foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundac&o de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), aprovado sob o numero CAAE:

39179720.9.0000.0005, parecer consubstanciado nimero 4.613.995 (Anexo 7.1).

Inicialmente, foi elaborado um Termo de Compromisso de Utilizacdo de Dados (TCUD)

para acesso as informacdes dos prontuérios de pacientes com hemélise por PQ e infec¢do por

maléria vivax. Os pacientes que preencheram os critérios de elegibilidade, foram convidados a

participar deste estudo, sendo-lhes apresentado os objetivos e a importancia do estudo. Todos

aqueles que concordaram participar, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) e/ou Termo de Assentimento para o menor de idade, assinado pelo responsavel legal
(Anexo 7.2e7.3).

3.2. TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo de série de casos.

3.3. LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi realizado na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado

(FMT-HVD), considerado centro de referéncia para o tratamento de enfermidades tropicais.

3.4. PARTICIPANTES DO ESTUDO

Para participacdo nesse estudo, a selecdo foi baseada na identificacdo de pacientes que

foram internados por complicacGes de malaria vivax na FMT-HVD, no periodo de 2015 a 2021.

O recrutamento utilizado foi a partir da busca de prontuarios via sistema iDoctor, seguido do

contato telefonico realizado pela equipe de pesquisa.

3.4.1. CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes de ambos 0s sexos;
Faixa etaria > 6meses de idade;
Diagnostico de maléria vivax;

Paciente hospitalizado com hemdlise;

Realizado tratamento com PQ no momento da hemolise.



3.4.2. CRITERIO DE NAO INCLUSAO E EXCLUSAO

e Auséncia de contato telefénico;

e Residéncia em outros municipios;

e Indisponibilidade de participar do estudo.

35. AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE G6PD
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Foi utilizado o kit biosensor com dispositivo de teste STANDARD G6PD e o
STANDARD fita de verificagdo G6PD fabricada pela SD BIOSENSOR, para medir e

determinar quantitativamente a concentracao total de hemoglobina e a atividade enzimética da

G6PD, em amostras de sangue total fresco baseado em um método enzimatico colorimétrico in

vitro. O biosensor STANDARD G6PD [é as caracteristicas da fita teste usando um chip de

codigo disponivel em cada kit. Foi realizada assepsia no local de puncdo, e coletada uma

amostra de 10 mL de sangue total em tubo de EDTA. Aproximadamente 10uL de sangue total

fresco foi adicionado e homogeneizado a um tampao reagente, seguido de aplicacdo imediata

no dispositivo teste.

Para interpretacdo, foram considerados os valores de hemoglobina total (T- Hb g/dL,
limite de deteccdo 4- 25 g/dL) e atividade de G6PD (Ul/g Hb, limite de deteccédo 0- 20 Ul/g
Hb), de acordo com os valores recomendados(83,84) (Quadro 1 e 2):

Quadro 3: Valores recomendados para dosagem de G6PD em homens

HOMEM
G6PD DEFICIENTE | Atividade G6PD < 30% da mediana masculina | <3.9 Ul/gHb
G6PD NORMAL Atividade G6PD > 30% da mediana masculina | > 4.0 Ul/gHb

Quadro 4: Valores recomendados para dosagem de G6PD em mulheres

MULHER

G6PD DEFICIENTE

Atividade G6PD < 30% da mediana

feminina

<3.9 Ul/gHb
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G6PD Atividade G6PD de 30%-80% da mediana
} . 4.0 -6.0 Ul/gHb
INTERMEDIARIO feminina
Atividade G6PD > 80% da mediana
G6PD NORMAL > 6.0 Ul/gHb

feminina

3.6. EXTRACAO DE DNA GENOMICO

Uma amostra de 10 mL de sangue total em tubo de EDTA foi coletada e identificada

por codigos para garantir o carater andbnimo dos participantes. Em seguida, as amostras de

sangue foram separadas em microtubos eppendorf de 1,5 mL e armazenadas a - 80°C em

criobox de plastico devidamente identificada e numerada.

O DNA gendmico foi extraido seguindo kit QIAmp® Blood Mini kit (Qiagen,

Hilden, Germany),

de acordo com os procedimentos de extracdo descritos no

POP_IPCCB_LB_003 vO3D_PT (Anexo 7.4) do Laboratério da Geréncia de Malaria da
Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD).

3.7.  GENOTIPAGEM DE G6PD

A caracterizacdo molecular para as variantes Africana A+, Africana A- e Mediterranea

(Quadro 3), foi através do sistema Tagman e equipamento da Applied Biosystems 7500 Fast

Real-time PCR System. O preparo do mix de genotipagem teve volume total de 10uL (1
reacdo), sendo 3uL de Tagman® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, AB), AB),

0,15uL de sondas de genotipagem (especificas para cada variante), 4,85uL de agua nuclease

free e 2,0 uL de DNA. Os parametros de ciclagem para a PCR foram: leitura pré-PCR a 60°C

por 60 segundos, desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos, seguidos de 45 ciclos de

desnaturacéo e extensdo a 95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos, respectivamente,

finalizando com uma leitura pés-PCR 60°C por 60 segundos. Todos 0s procedimentos estao
descritos no POP_IPCCB_LAB_030_v01 PT (Anexo 7.5) do Laboratdrio da Geréncia de
Malaria da Fundacéo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD).

Quadro 5: Variantes selecionadas no gene G6PD

dbSNP ID

Variante

Alelos

Efeito




. Missense

. Missense
11050829 Africana A+ A376G

A Missense
15030868 Mediterranea C563T

3.8. GENOTIPAGEM DE CYPs
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A técnica de real-time PCR foi usada para a genotipagem das variantes em CYP2C19,
CYP2D6 e CYP3A4 (Quadros 4, 5 e 6), utilizando sondas Tagman e equipamento da Applied

Biosystems 7500 Fast Real-time PCR System. O preparo do mix de genotipagem teve um

volume total de 5ul (1 reacéo), sendo 2,5uL Tagman® Universal PCR Master Mix (Applied

Biosystems, AB), 0,25uL sondas de genotipagem (especificas para cada SNP) e 2,25ul de

DNA. Os parametros de ciclagem para a PCR foram: leitura pré-PCR a 60°C por 30 segundos,

desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos, seguidos de 50 ciclos de desnhaturacao e extensao

a 92°C por 15 segundos e 60°C por 01:30 segundos, respectivamente, finalizando com uma

leitura p6s-PCR 60°C por 30 segundos. Todos os procedimentos estdo descritos no
POP_IPCCB_LB 044 vO1D_PT (Anexo 7.6) do Laboratério da Geréncia de Malaria da
Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD).

Quadro 6: Variantes selecionadas no gene CYP2C19

. . Fendtipo
dbSNP ID Variante Alelos Efeito . ,IF.)
enzimatico
Normal Alelo referéncia 2C19*1 Normal Normal
rs4244285 681G>A 2C19%2 Synonymous Nula
Variant
T —
(54986893 636G>A 2C19%3 ransition Nula
Substitution
rs12248560 -806C>T 2C19*17 Upstream Variant | Aumentada




Quadro 7: Variantes selecionadas no gene CYP2D6
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dbSNP 1D Variante Alelos Efeito eE:inn(zgtr;go
Normal Alelo referéncia 2D6*1 Normal Normal
rs35742686 2549delA *3 Frameshift Nula
rs1065852 100C>T *4e*10 Missense -
rs3892097 1846G>A *4 Splicing defect Nula
rs1135840 4180G>C *ZS :gs*ig 9 ’;1121 1 Missense -
rs28371725 2988G>A *41 Splicing defect Diminuida
rs59421388 3183G>A *29 Missense Diminuida
51080985 -1584C>G *2, %35 e *41 Downstream i
Variant
rs5030656 2615—'2;27%"6‘ *9 Inframe Deletion Diminuida
rs769258 31G>A *35 Missense Normal
rs28371706 1023C>T *17 Missense Diminuida
rs16947 2850C>T *2,717,734, %29, Missense -

*35, e *41
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Quadro 8: Variantes selecionadas no gene CYP3A4

dbSNP ID Polimorfismo Alelos Efeito Fe.nOt,IPO
enzimatico
Normal Alelo referéncia 3A4*1 Normal Normal
(s2740574 392A> G 3A4*1B Transition Indeterminado
Substitution

3.8.1. IDENTIFICACAO DE CNVs

A identificacdo das variagBes alélicas de CYP2D6 requer uma etapa extra para
determinacéo de delecdes e multiplicacdes dos alelos. A determinacdo do numero de cépias do
gene CYP2D6 foi feita por CNV (variacdo do numero de copias), utilizando real-time PCR. O
preparo do mix é constituido de 5ul de Tagman® Universal PCR Mix Master (AB), 0,5uL
TagMan® Copy Number Assay (AB), 0,5uL TagMan® Copy Number Reference Assay,
human, RNase P (AB), 2uL de agua nuclease free (Invitrogen™) e 2ul. DNA. Os pardmetros
de ciclagem foram: desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de
desnaturacdo e extensdo a 95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos, respectivamente. O
produto da amplificacdo de CNV foi analisado no software CopyCaller da Thermofisher. Todos
0s procedimentos estdo descritos no POP_IPCCB_LB 044 v01D PT (Anexo 7.6) do
Laboratorio da Geréncia de Malaria da Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD).

3.8.2. DETERMINACAO DE ALELOS E DIPLOTIPOS

De acordo com o POP de genotipagem (Anexo 7.6), o software HaploStats 1.8.6,
implementado na plataforma R, foi utilizado para inferir os diplotipos de CYP2D6, e a definicéo
dos alelos foi feita seguindo a nomenclatura estabelecida para identificacdo dos alelos estrela

(*) em Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium.

Os alelos e dipldtipos das CYP2C19 e CYP3A4 foram inferidos com o auxilio do editor
de planilhas Microsoft Office Excel 2019 e a identificagdo dos alelos estrela (*) foi feita por

comparagdo com a nomenclatura vigente.
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3.8.3. DETERMINACAO DOS FENOTIPOS PREDITOS

A determinacdo de fenétipo predito de CYP2D6 foi feita pelo sistema de escore de
atividade (AS — activity score), onde o AS de um genotipo € a soma dos valores atribuidos a
cada alelo. Seguindo as diretrizes do Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium
(CPIC) e Dutch Pharmacogenetics Working Group (DPWG), o fendtipo foi traduzido da
seguinte forma: metabolizador lento (gPM) AS= 0 (a exemplo os diplétipos *3/*4, *4/*4,
*5/*5, *5/*6), metabolizador intermediario (gIM) AS= 0 < x < 1.25 (*4/*10, 4/*41, *10/*10,
*10/*41, 41/*41, *1/*5), metabolizador normal (QNM) AS= 1.25 < x <2.25 (*1/*10, *1/*41,
*1/*9, *1/*1, *1/*2, *2x2/*10) e metabolizador ultrarrdpido (QUM) AS= > 2.25 (*1/*1xN,
*1/*2xN, *2/*2xN, *1x2/*9)(56,70). Utiliza-se o prefixo “g” para indicar que o fendtipo ¢é
predito a partir do gen6tipo(67).

O fendtipo predito de CYP2C19 foi classificado em concordancia com os termos de
consenso do Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC), classificando os
fendtipos em: metabolizadores lentos (gPM), aqueles com funcéo enzimatica marcadamente
reduzida ou ausente (ex.:*2/*2); metabolizadores intermediarios (glM), resultando em
diminuicdo da atividade enzimética, com presenca de um alelo nulo (ex.:*1/*2);
metabolizadores normais (QNM) com atividade enzimatica normal (*1/*1); metabolizadores
rapidos (gRM) diplétipos com um alelo de funcdo normal e um com ganho de funcéo (ex.:
*1/*17), e os metabolizadores ultrarrapidos (gUM) aqueles com ganho de funcdo ( ex.:
*17/*17)(57,58).

3.9. ANALISE DE DADOS

Os dados foram organizados em planilhas com auxilio do programa Microsoft® Excel®
2019. O teste de Shapiro-Wilk foi realizado para verificar a distribuicdo de variaveis continuas,
que foram expressas em média e desvio padrdo (DP) ou mediana e intervalo interquartil (11Q).
As variaveis categoricas foram expressas em valor absoluto (n) e frequéncia relativa (%). O
Teste t e Wilcoxon-Mann-Whitney foram utilizados para andlise de variaveis numéricas
continuas, até dois grupos. O teste de Qui- quadrado em conjunto com Exato de Fisher foi
utilizado para andlise de variaveis categoricas. Para comparar o perfil clinico dos pacientes que
foram tratados com PQ e os fendétipos de CYP2C19 e CYP2D6 foi realizado o teste ANOVA e
Kruskal-Wallis, quando necessario. As andlises estatisticas foram realizadas através do
software GraphPad Prism v.9.0.2 e Stata v.13. Valores de p <0.05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

Capitulo I:

Resposta terapéutica da primaquina em malaria vivax em deficientes e ndo deficientes de
G6PD: influéncia de variantes genéticas de CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4.
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Resposta terapéutica da primaquina em maléria vivax em deficientes e ndo deficientes de
G6PD: influéncia de variantes genéticas de CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4.

Marielle M Macédo®3, Anne CG Almeida?2, Gabrielly S da Silva®?, Amanda C de
Oliveira??, Gisely C Melo??

Programa de Pés-graduagdo em Ciéncias Aplicadas a Hematologia, Universidade do Estado do
Amazonas, Manaus, AM, Brasil

Programa de Pés-graduacdo em Medicina Tropical, Universidade do Estado do Amazonas,
Manaus, Brasil

3Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema. Fundagio de Medicina Tropical Dr. Heitor
Vieira Dourado, Manaus, Brasil

INTRODUCAO: Na Amazodnia, a infeccao por Plasmodium vivax (P. vivax) é mais prevalente,
e seu tratamento inclui a primaquina (PQ), uma droga hipnozoiticida. No entanto, seu uso é
limitado pelo risco de anemia hemolitica aguda (AHA) em individuos deficientes da glicose-6-
fosfato desidrogenase (dG6PD). A interacdo com enzimas hepéticas do citocromo P450 (CYP)
de alguns farmacogenes como CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 associados ao metabolismo da

PQ podem intensificar ou reduzir sua biotransformacao.

OBJETIVO: Este estudo visa avaliar a influéncia das variantes de CYP2C19, CYP2D6 e
CYP3A4 na hemdlise em deficientes e ndo deficientes de G6PD, tratados com primaquina para

P. vivax.

METODOS: Foram incluidos 18 pacientes de ambos o0s sexos, > 6 meses de idade tratados com
PQ, com diagnostico de malaria vivax e hemdlise. Foi realizada fenotipagem para G6PD através
do SD Biosensor e genotipagem para G6PD e CYPs utilizando a técnica de real-time PCR.

RESULTADOS: Dos 18 pacientes incluidos, 55,6% apresentaram a variante Africana A-
(G202A/A376G), 11,1% a Africana A+ (A376G), 5,6% a Mediterranea (C563T) e 27,8% eram
tipo selvagem. A genotipagem de CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa na frequéncia de alelos estrela entre os grupos (p >0,05). Niveis
elevados de marcadores hepéticos e renais nos dG6PD foram observados em gNM, gRM e
gUM de CYP2C19 e CYP2D6 (p <0,05).

CONCLUSOES: Esses achados reforcam a importancia de estudos sobre 0 mapeamento da
deficiéncia de G6PD e variantes genéticas de CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4, que permitirdo

validar prevaléncia e determinar a influéncia das CYPs no processo hemolitico de individuos



com maléria vivax, e contribuirdo para escolha de um esquema terapéutico mais adequado,

evitando complicagdes ocasionadas pela metabolizacdo da PQ em CYP.

Palavras- chave: Plasmodium vivax - malaria - hemélise por primaquina - deficiéncia de G6PD

- citocromo P450.

INTRODUCAO

Na Amazodnia, a infeccdo malarica mais prevalente é pelo Plasmodium vivax, que é
responsavel por produzir hipnozoitas nos hepatécitos do hospedeiro humano, ocasionando
recaidas (1,2). A eliminacdo de hipnozoitos requer uma 8-aminoquinolina, como primaquina
(PQ) ou tafenoquina (TQ), para alcancar a cura radical. No entanto, o uso desses medicamentos
é limitado pelo risco de anemia hemolitica aguda (AHA) em deficientes da glicose-6-fosfato
desidrogenase (dG6PD) (3-6).

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), é uma enzima relacionada com a protecao
contra o estresse oxidativo dos eritrécitos (1,7). Essa enzimopatia eritrocitica tem padrédo de
heranca recessivo ligada ao cromossomo X, e € frequentemente associada a individuos com
descendéncia mediterranea, asiatica e africana (8-10). Atualmente, estudos relataram uma
frequéncia de 4,5% a 10% de deficiéncia de G6PD na populacdo brasileira (11,12). Algumas
variantes ja identificadas no Brasil sdo: variante Africana, Mediterranea, Seattle, Chatham,
Bahia, Sdo Paulo (9,13-15), porém, a alteracdo alélica de origem africana € a mais comum,
caracterizada como A" (G202A/A376G) (16,17).

Além disso, enzimas que metabolizam a PQ, como a CYP2D6, estdo associadas a falha
da PQ devido ao metabolismo lento, comprometendo sua ativacdo e diminuindo a eficacia
terapéutica (8,18,19). No Brasil, as variantes CYP2D6*1 e CYP2D6*2 s&o mais frequentes, e
as variacOes de mais de duas copias ativas, que podem acelerar o metabolismo do farmaco, tém
frequéncia de 6,3% no sul e 10,2% no norte do pais (20). Outros farmacogenes de interesse
clinico como CYP2C19 e CYP3A4 também ja foram avaliados na resposta terapéutica da PQ
em pacientes infectados com P. vivax (21,22).

Apesar de estudos relatarem a hemolise grave induzida por PQ em deficientes de G6PD,
pouco se conhece a respeito do papel das alteracGes genéticas em CYPs e as complicagdes

clinicas na terapia com PQ nessa populagéo.
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Nesse contexto, considerando as mais diversas propriedades funcionais das CYPs, sua
relagcdo com o metabolismo da PQ e a deficiéncia de G6PD, o objetivo desse estudo foi avaliar
a influéncia das variantes de CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 na hemolise em deficientes e ndo

deficientes de G6PD, tratados com PQ para maléria vivax.
MATERIAL E METODOS
Selecéo de participantes

Trata-se de um estudo descritivo de série de casos de malaria por P. vivax. O estudo foi
realizado na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), centro
de referéncia para diagnostico e tratamento de enfermidades tropicais, localizada em Manaus,
Estado do Amazonas, Brasil.

A selecdo dos participantes internados com maléria vivax no periodo de 2015 a 2021,
foi baseada no recrutamento através de prontuarios eletrénicos via sistema iDoctor. Foram
incluidos os pacientes que preencheram os seguintes critérios de elegibilidade: ambos os sexos,
> 6 meses de idade, hospitalizados, tratados com PQ, com diagndstico de maléaria vivax e
hemolise. Os pacientes selecionados foram convidados a participar do estudo por contato
telefonico pelo pesquisador, apresentado os objetivos e a importancia do estudo. Os critérios de
exclusdo foram: auséncia de contato telefénico, residéncia em outros municipios e
indisponibilidade de participar do projeto. Os participantes foram categorizados em 2 grupos
de estudo: deficientes e ndo deficientes de G6PD. Grau de anemia e ictericia foram classificados
em cruzes de acordo com a intensidade relatada em prontudrio: +p, +, ++ ou +++ A
classificacdo de anemia seguiu as recomendacfes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS):
criancas 6- 59 meses: anemia leve (10,0- 10,9 g/dL), anemia moderada (7,0- 9,9 g/dL), anemia
grave (<7 g/dL) e sem anemia (> 11 g/dL); criangas 5- 11 anos: anemia leve (11,0- 11,4 g/dL),
anemia moderada (8,0- 10,9 g/dL), anemia grave (< 8 g/dL) e sem anemia (> 11,5 g/dL);
criangas 12-14 anos e mulheres: anemia leve (11,0- 11,9 g/dL), anemia moderada (8,0- 10,9
g/dL), anemia grave (< 8 g/dL) e sem anemia (> 12 g/dL); homens: anemia leve (11,0-12,9
g/dL), anemia moderada (8,0-10,9 g/dL), anemia grave (< 8 g/dL) e sem anemia (> 13 g/dL).
(23).

Procedimentos laboratoriais

Avaliacdo da atividade enzimética de G6PD
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De cada participante, foram coletados 10 mL de sangue total em EDTA. Imediatamente
apos a coleta, 10pL de sangue total foi adicionado e homogeneizado a um tampédo do kit
biosensor STANDARD G6PD (SD BIOSENSOR, Republic of Korea), que quantifica a
concentracdo total de hemoglobina e a atividade enzimatica da G6PD. A classificacdo segue 0s
valores recomendados pelo fabricante: mulheres: < 3.9 Ul/gHb (deficiente), 4.0 — 6.0 Ul/gHb
(intermediaria), > 6.0 UI/gHb (normal) e para homens: < 3.9 Ul/gHb (deficiente), > 4.0 Ul/gHb

(normal).

Genotipagem de G6PD e CYPs

O DNA gendémico foi extraido com QIAmp® Blood Mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany). A genotipagem das variantes de G6PD, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 foi realizada
por Real-time PCR (Applied Biosystems 7500 Fast Real-time PCR System). As variantes
selecionadas para G6PD foram: G202A (rs1050828), A376G (rs1050829) e C563T
(rs5030868). Onze variantes foram selecionadas para CYP2D6: 2549delA (rs35742686),
100C>T (rs1065852), 1846G>A (rs3892097), 4180G>C (rs1135840), 2988G>A (rs28371725),
3183G>A (rs59421388), 1584C>G (rs1080985), 1023C>T (rs28371706), 2615 2617delAAG
(rs5030656), 31G>A (rs769258), 2850C>T (rs16947). Trés variantes foram selecionadas em
CYP2C19: 681G>A (rs4244285), 636G>A (rs4986893), -806C>T (rs12248560); e uma
variante selecionada para CYP3A4: -392A>G (rs2740574). A determinacdo de diplétipos de
CYP2D6 foi realizada através do software HaploStats versdo 1.8.6, implementado na
plataforma R, e a identificacdo dos alelos estrela (*) seguiu a nomenclatura vigente em
Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium (22,24,25). Utilizou-se o sistema de escore

de atividade (AS — activity score) para determinacdo de fenétipo predito de CYP2D6 (26).

Os alelos estrela (*) e diplétipos das CYP2C19 e CYP3A4 foram identificados por
comparacao no PharmVar, e a determinacgdo de fenétipo predito de CYP2C19 foi classificado
em concordancia com os termos de consenso do Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium (CPIC) (27,28). Para CYP3A4 foi analisado somente auséncia ou presenca do alelo
*1B (-392A>G, rs2740574) por ndo haver diretrizes que estabelecam predicao de fendtpo para
esta CYP (22).

Anélises estatisticas
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Os dados foram organizados em planilhas com auxilio do programa Microsoft® Excel®
2019. O teste de Shapiro-Wilk foi realizado para verificar a distribuicdo de variaveis continuas,
que foram expressas em media e desvio padrdo (DP) ou mediana e intervalo interquartil (11Q).
As variaveis categoricas foram expressas em valor absoluto (n) e frequéncia relativa (%). O
Teste t e Wilcoxon-Mann-Whitney foram utilizados para andlise de variaveis numéricas
continuas, até dois grupos. O teste de Qui- quadrado em conjunto com Exato de Fisher foi
utilizado para andlise de variaveis categoricas. Para comparar o perfil clinico dos pacientes que
foram tratados com PQ e os fendtipos de CYP2C19 e CYP2D6 foi realizado o teste ANOVA e
Kruskal-Wallis, quando necessario. As analises estatisticas foram realizadas através do
software GraphPad Prism v.9.0.2 e Stata v.13. Valores de p <0.05 foram considerados

estatisticamente significativos.

Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundac&o de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) sob CAAE: 39179720.9.0000.0005, parecer
consubstanciado 4.613.995. Todos aqueles que concordaram em participar, assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), ou Termo de Assentimento para 0 menor de

idade, assinado pelo responsavel legal.

RESULTADOS

Foi observado, em sistema de prontuédrio eletrdnico, 406 pacientes diagnosticados e
internados com maléria vivax na FMT-HVD. Destes, 252 ndo apresentaram historico de
hemolise e 126 ndo apresentavam informacdes suficientes para contato telefénico, portanto, 28
foram selecionados. Dez residiam em outros municipios ou apresentaram indisponibilidade de

participar do estudo, resultando em 18 participantes incluidos (Figura 1).

Apols dosagem enziméatica de G6PD, os participantes foram categorizados em
deficientes e ndo deficientes. Treze (72,2%) apresentaram atividade enzimatica abaixo do valor
normal, e cinco (27,8%) apresentaram dosagem normal (2,5 Ul/g Hb e 8,4 Ul/g Hb; p=0,0013),
respectivamente. A média de idade entre os participantes foi 25,4 anos (grupo deficientes: 22,1
anos e grupo nao deficientes: 34 anos; p= 0,2269). Houve predominio do sexo masculino em
ambos o0s grupos (72,2%), apesar da distribuicdo de género entre 0s grupos ndo ser
estatisticamente significativa (p=0,567). Dados sociodemograficos sdo descritos na tabela I.
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406
Total de pacientes

51

> 252
Sem histdrico de hemdlise

154
Confirmados com hemdlise em
prontudrio eletronico

> 126
Sem informagbes para
contato

10
Residiam em outros municipios
ou indisponibilidade de
participar do estudo

18
Inclufdos

> ( 5 )
Grupo de controles

13
Grupo de casos
18
Dosagem da atividade enzimatica
> e genotipagem de GGPD; €
Genotipagem de GYPs.

Figura 1: Fluxograma das etapas realizadas para inclusdo de participantes.

Tabela |

Perfil sociodemogréfico, clinico e laboratorial em deficientes e ndo deficientes de G6PD tratados

com PQ para P. vivax

N&o dG6PD

Caracteristicas sociodemogréficas Total (N=18) dG6PD (N=13) (N=5) p valor
Idade, anos, média (DP) 25,4 (18,2) 22,1 (14,4) 34 (25,7) 0,2269
Sexo

Feminino, n/N (%) 5 (27,8) 4 (30,8) 1(20,0) 0567
Masculino, n/N (%) 13 (72,2) 9 (69,2) 4 (80,0) ’
Clinico e laboratorial
Tempo de internagdo, dias, mediana (11Q) 4(3-7) 4 (3-14) 4 (4-5) 0,6175
Dosagem G6PD (Ul/g Hb), mediana (11Q) 3,05(2,2-7,2) 2,5(2-31) 8,4 (7,8-9,7) 0,0013




Grau de anemia, n/N (%)

52

+1 2 (13,3) 1(8,3) 1(33,3)
+ 3(20,0) 2 (16,7) 1(33.3)

++ 8 (53,3) 7 (58,3) 1(33,3) 0,446

e+ 2 (13,3) 2 (16,7) -
Grau de ictericia, n/N (%)

+12 - - -

+ 2 (18,2) 1(11,1) 1 (50,0)

++ 9 (81,8) 8 (88,9) 1 (50,0) 0,345

+++ - - -
Eritrocito (milhdes/mm3), média (DP) 2,7(1,1) 2,6 (0,97) 3,6 (1,0) 0,0655
Ht (%), média (DP) 24,3 (7,2) 22,4 (6,3) 29,1 (7,7) 0,0716
Hb (g/dL), média (DP) 8,3 (2,1) 7,7 (1,8) 9,7 (2,4) 0,0661
Plaquetas (mm#), mediana (11Q) (fo‘5168c:)L-4 3%?5000) (701%8?222000) (475%? (7)2290) 0,1263
BT (mg/dL), mediana (11Q) 2,3(1,15- 4) 2,4 (1,15- 4) 19(1,2-7,2) 0,9516
BD (mg/dL), mediana (11Q) 0,5(0,4-1,1) 0,5(0,4-1,1) 0,8 (0,4- 4) 0,6668
BI (mg/dL), mediana (11Q) 1,4 (0,8- 3,2) 1,6 (0,8- 3,2) 1,2 (0,8-3,2) > 0,999
TGO (U/L), mediana (11Q) 58,5 (35- 101) 62 (45- 101) 35 (33- 56) 0,2565
TGP (U/L), mediana (11Q) 52 (36- 66) 59 (46- 66) 36 (30- 37) 0,1674
DHL (U/L), mediana (11Q) 1337,5 (772-2119) 1424 (859- 2422) 601 (414- 1613)  0,1391
Glicose (mg/dL), média (DP) 119,6 (28,6) 116,9 (28,6) 147 (-) -
Creatinina (mg/dL), mediana (11Q) 0,95 (0,5- 2,2) 1,0 (0,7-1,6) 0,5(0,4-2,2) 0,3743
Ureia (mg/dL), mediana (11Q) 42 (27- 69) 43 (28- 75) 36 (27- 49) 0,5873
Hemoglobindria, n/N (%) 9 (81,8) 8 (80,0) 1 (100,0) 0,818
Proteindria, n/N (%) 7 (63,6) 6 (60,0) 1 (100,0) 0,636
Bilirrubindria, n/N (%) 3(27,3) 3(30,0) - 0,727
Transfusdo (CH), n/N (%) 9 (56,3) 9 (69,2) - 0,062
LRA, n/N (%) 2 (12,5) 2 (15,4) - 0,650
Didlise, n/N (%) 2 (12,5) 2 (15,4) - 0,650

Abreviagdes: dG6PD= deficientes de G6PD, Ht= hematdcrito, Hb= hemoglobina, BT= bilirrubina total, BD=
bilirrubina direta, BI= bilirrubina indireta, DHL= desidrogenase lactica, CH= concentrado de hemacias, LRA=
lesdo renal aguda, DP= desvio padrdo, 11Q= Intervalo interquartil.



A andlise do perfil hematoldgico entre os participantes, evidenciou valores abaixo do
normal em eritrocitos (deficientes: 2,6 milhdes/mm?; ndo deficientes: 3,6 milhdes/mm?3; p=
0,0655), hematocrito (Ht) (deficientes: 22,4%; ndo deficientes: 29,1%; p= 0,0716), e
hemoglobina (Hb) (deficientes: 7,7 g/dL; ndo deficientes: 9,7 g/dL; p= 0,0661).
Trombocitopenia foi observada em nédo deficientes (deficientes: 194000/mm3; ndo deficientes:
71000/mm3; p=0,1263). Em dG6PD, houve maior frequéncia de anemia e ictericia (intensidade
++) (58,3% e 88,9%), respectivamente.

Em relacdo ao perfil hepatico e renal desses pacientes, observou-se aumento dos
marcadores: bilirrubina total (BT) (deficientes: 2,4 mg/dL; ndo deficientes: 1,9 mg/dL; p=
0,9516), bilirrubina direta (BD) (deficientes: 0,5 mg/dL; ndo deficientes: 0,8 mg/dL; p=
0,6668), bilirrubina indireta (Bl) (deficientes: 1,6 mg/dL; ndo deficientes: 1,2 mg/dL; p=
>0,999), desidrogenase lactica (DHL) (deficientes: 1424 U/L; ndo deficientes: 601 U/L; p=
0,1391) e glicose (deficientes: 116,9 mg/dL; ndo deficientes: 147 mg/dL). Elevacdo nos niveis
de transaminase oxalacética (TGO) e transaminase piravica (TGP) foi observado apenas em
dG6PD (deficientes: 62 U/L; ndo deficientes: 35 U/L; p= 0,2565) e (deficientes: 59 U/L; ndo
deficientes: 36 U/L; p=0,1674), respectivamente (Tabela I).

Além disso, hemoglobinuria (81,8%) e proteindria (63,6%) foram observadas em ambos
0s grupos. Bilirrubindria (27,3%), transfusdo (CH) (56,3%), LRA (12,5%) e dialise (12,5%)

foram relatadas somente no grupo de deficientes (Tabela I).

Ao analisar a genotipagem de G6PD, observou-se que a variante Africana A-
(G202A/A376G) apresentou maior frequéncia (55,6%), Africana A+ (A376G) e a variante
Mediterranea (C563T) apresentaram frequéncias de 11,1% e 5,6%, respectivamente. Cinco
(27,8%) participantes ndo apresentaram nenhuma das variantes analisadas, sendo classificados

como tipo selvagem (Figura 2 e Tabela II). Os dados de dosagem enzimatica de G6PD
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mostraram status fenotipico variando desde deficientes (< 3.9 Ul/gHb), intermediarios (4.0 —
6.0 Ul/gHb) até normais (> 4.0 UI/gHb homens, > 6.0 UI/gHb mulheres) (Tabela III).

dG6PD

Frequéncia

Figura 2: Frequéncia de variantes de G6PD. dG6PD= deficientes de G6PD; G202A/A376G=
Africana A-; A376G= Africana A+; C563T= Mediterranea.



Frequéncia alélica de CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 e G6PD, e fenotipo predito de CYP2C19 e CYP2D6

Tabela Il

Gene Alelo Total (N=18) dG6PD (N=13) N&o dG6PD (N=5) p valor
n (%) n (%) n (%)
*] 28 77,8 19 73,1 9 90,0 0,269
CYP2C19 *2 4 11,1 4 15,4 - - 0,254
*17 4 11,1 3 11,5 1 10,0 0,695
Fenégﬂ%g?ﬁgto de gNM 10 55,6 6 46,1 4 80,0 0,225
glM 4 22,2 4 30,8 - - 0,234
gRM 4 22,2 3 23,1 1 20,0 0,701
*1 14 77,8 11 84,6 3 60,0 0,299
*2 7 38,9 7 53,8 - - 0,054
CYP2D6 *4 3 16,7 1 77 2 40,0 0,172
*5 1 5,6 - - 1 20,0 0,278
*17 3 16,7 2 15,4 1 20,0 0,650
*29 1 5,6 1 1,7 - - 0,722
*34 5 27,8 3 23,1 2 40,0 0,433
*35 1 5,6 - - 1 20,0 0,278
*1x 1 5,6 1 1,7 - - 0,722
Fendtipo predito de gNM 13 72,2 11 84,6 2 40,0 0,099
CYp2D6 gIM 4 22,2 1 7,7 3 60,0 0,044




guUM
*1
CYP3A4
*1B
A+
A-
G6PD

Mediterraneo

Selvagem

1
31
5
2
10
1
5

5,6
86,1
13,9
11,1
55,6

5,6
27,8

7,7
92,3
7,7
15,4
76,9
7,7

5

- 0,722
70,0 0,119
30,0 0,119

100,0 -

Abreviagdes: dGOPD= deficiente de G6PD, gNM= metabolizador normal, gIM=

(G202A/A376G), simbolo * é referente ao alelo estrela.

metabolizador intermediario, gRM=
metabolizador rapido, gUM= metabolizador ultrarrapido, A+= variante Africana (A376G), A- = variante Africana
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Tabela Il

Genotipagem de CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 e G6PD em deficientes e ndo deficientes

_ Dosagem CYP2C19 CYP2D6 CYP3A4

D Variante GOPD 4 Gepp Gen6tipo  Fendtipo  Genétipo  Fendtipo CNV  Gendtipo
HPQO01 G202A/A376G 2.5 *1/*1 gNM *1/*2 gNM 2 *1/*1B
HPQ02 G202A/A376G 5.0 *1/*17 gRM *1/*29 gNM 2 *1/*1B
HPQO03 G202A/A376G 3.1 *1/*%2 glM *1/*34 gNM 3 *1/*1
HPQ04  G202A/A376G 2.3 *1/*1 gNM *1/*34 gNM 2 *1/*1
HPQO5 A376G 1.7 *1/*1 gNM *1/*2 gNM 2 *1/*1
HPQO6 C563T 1.8 *1/*1 gNM *1/*34 gNM 2 *1/*1
HPQO07 G202A/A376G 2.6 *1/*1 gNM *2/*4 glM 2 *1/*1
HPQ08 G202A/A376G 3.0 *1/*2 glM *2/*17 gNM 2 *1/*1
HPQO9 G202A/A376G 1.7 *1/*1 gNM *1/*2 gNM 2 *1/*1
HPQ10 A376G 2.0 *1/*17 ogRM *1/*17 gNM 2 *1/*1
HPQ11 G202A/A376G 2.2 *1/*17 ogRM *1/*1x3 guM 3 *1/*1
HPQ12 G202A/A376G 6.0 *1/*2 glM *1/*2 gNM 1 *1/*1
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HPQ13
HPQ14
HPQ15
HPQ16
HPQ17

HPQ18

G202A/A376G

SELVAGEM

SELVAGEM

SELVAGEM

SELVAGEM

SELVAGEM

5.7

7.2

7.8
10.5

9.7

8.4

*1/*2

*1/*17

*1/*1

*1/*1

*1/*1

*1/*1

gilM
ogRM
gNM
gNM
gNM

gNM

*1/*2

*1/*34

*1/*4

*1/*34

*4[*17

*5/*35

gNM
gNM
glM
gNM
glM

glM

2

1

58

*1/*1

*1/*1

*1/*1

*1/*1B

*1/*1B

*1/*1B

Abreviacdes: G202A/A376G= Africana A-; A376G= Africana A+; C563T= Mediterranea, CNV= variacdo
do ndmero de copias, gNM= metabolizador normal, glM= metabolizador intermediério, gRM=

metabolizador rapido, gUM= metabolizador ultrarrapido, simbolo * é referente ao alelo estrela.



A genotipagem de CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa na frequéncia dos alelos entre os grupos (p>0,05). O alelo
CYP2C19*1 (funcdo normal) teve maior frequéncia (deficientes: 73,1%; ndo deficientes: 90%;
p= 0,269). CYP2C19*2 (funcdo nula) esteve presente somente no grupo de dG6PD (15,4%)
(p=0,254), e CYP2C19*17 (fungdo aumentada) teve frequéncia de 11,5% e 10,0% (p= 0,695)
em dG6PD e ndo dG6PD, respectivamente (Figura 3 e Tabela I1). O alelo *3 ndo foi encontrado

em nenhuma amostra (Tabela I11).

Em CYP2D6, as frequéncias dos alelos de funcdo nula (*4, *5), fungdo diminuida (*17,
*29) e funcdo normal (*1, *2, *34, *35) foram semelhantes entre os grupos (p= >0,05), sendo
*1 o0 alelo mais frequente (deficientes: 84,6%; ndo deficientes: 60,0%; p= 0,299). CYP2D6*2
esteve presente somente no grupo de dG6PD (53,8%) (p=0,054). A analise de CNV identificou
2 individuos (11,1%) com multiplicacbes (Tabela IlI), e a frequéncia de alelo ultrarrapido

(*1xN) foi de 7,7%, observado apenas no grupo de deficientes (p= 0,722) (Figura 3 e Tabela
.

Em relacdo a frequéncia de CYP3A4, o alelo *1 (funcdo normal) apresentou maior
frequéncia entre os grupos (deficientes: 92,3%; ndo deficientes: 70,0%; p= 0,119), e
CYP3A4*1B teve frequéncia de 7,7% e 30,0% (p= 0,119) em dG6PD e ndo dG6PD,

respectivamente (Figura 3 e Tabela II).

As frequéncias de fenétipos preditos de CYP2C19 ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (p >0,05). O metabolizador normal (gNM) teve
frequéncia de 46,1% no grupo dG6PD e 80,0% no grupo ndo dG6PD (p= 0,225), e 0
metabolizador rapido (JRM) teve frequéncias de 23,1% e 20,0% (p= 0,701) em dG6PD e néo
dG6PD, respectivamente. O metabolizador intermediario (gIM) foi observado apenas em
dG6PD (30,8%) (p=0,234).

O fenotipo predito de CYP2D6 mostrou diferenca significativa apenas para gIM, com
frequéncias de 7,7% e 60,0% (p= 0,044) em deficientes e ndo deficientes, respectivamente. O
fenotipo gNM teve frequéncia de 84,6% em dG6PD e 40,0% em ndo dG6PD (p= 0,099), e 0
metabolizador ultrarrapido (gUM) foi encontrado somente em dG6PD (7,7%) (p= 0,722).
Dados de frequéncias fenotipicas de CYP sao relatados na figura 3 e tabela II.
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Figura 3: Frequéncia de CYP2C19, CYP3A4 e CYP2D6 em deficientes e ndo deficientes de G6PD. A) Frequéncia de alelos e fendtipos de
CYP2C19; B) Frequéncia de alelos de CYP3A4; C) Frequéncia de alelos e fenotipos de CYP2D6; dG6PD= deficientes de G6PD; gNM=
metabolizador normal; gIM= metabolizador intermediario; gRM= metabolizador rapido; gUM= metabolizador ultrarrapido; simbolo * é referente
ao alelo estrela.
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As comparaces do perfil clinico e laboratorial em deficientes de G6PD e fen6tipos de
CYP2C19, CYP2D6 e genotipo de CYP3A4, mostraram diferenca estatisticamente significativa
entre as variantes de G6PD, bilirrubina total e fraces, TGP e ureia (p= <0,05) (Tabela V).

O gendtipo *1/*1 de CYP3A4 esteve presente nos dG6PD com as variantes G202A/
A376G e C563T (90,1% e 9,1%; p= 0,013), respectivamente. J& 0 gendtipo *1/*1B, esteve
presente somente em individuos com a variante A376G (100,0%; p= 0,013). Para CYP2C19 e
CYP2D6, as variantes de G6PD mostraram-se igualmente distribuidas (p >0,05) (Tabela 1V).

Entre os dG6PD com gRM de CYP2C19 foi observado maior nivel sérico de BT (gNM:
0,5 mg/dL; gIM: 0,3 mg/dL; gRM: 1,3 mg/dL; p=0,0494). O mesmo foi observado em TGP
(gNM: 57,5 U/L; gIM: 39 U/L; gRM: 154 U/L; p= 0,0052) (Tabela IV).

Pacientes dG6PD com gUM de CYP2D6 apresentaram maior nivel sérico de BT (gNM:
2,3 mg/dL; gIM: 0,8 mg/dL; gUM: 8,8 mg/dL; p= 0,0048), BD (gNM: 0,5 mg/dL; gIM: 0,3
mg/dL; gUM: 5,3 mg/dL; p= <0,0001) e Bl (gNM: 1,6 mg/dL; gIM: 0,5 mg/dL; gUM: 5,3
mg/dL; p=0,0392). O aumento de ureia foi observado em individuos com gUM de 2D6 (gNM:
43 mg/dL; gIM: 10 mg/dL; gUM: 277 mg/dL; p= 0,0256).

As comparacOes do perfil clinico e laboratorial em ndo deficientes de G6PD, néo
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os fenétipos enziméticos de CYP2C19,
CYP2D6 e genotipos de CYP3A4 (p>0,05), embora, tenha se observado aumento na maioria

dos marcadores hepaticos e renais analisados (Tabela V).



Tabela IV

Aspecto hemolitico em deficientes de G6PD com fendtipos e genotipos de CYP
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Caracteristicas

CYP2C19 (N= 13)

CYP2D6 (N= 13)

CYP3A4 (N= 13)

gNM gIM gRM p Valor gNM glM gUM p Valor *1/*1 *1/*1B p Valor
A376G, n/N (%) 1(167) i 1(25,0) 2 (18.2) i i i 2 (100,0)
G202A/ @/ﬁ;ﬁG, /N 4(66,7) 4 (100,0) 2 (50,0) 0,860 8 (72,7) 1(100,0) 1(100,0) >0,999 10 (90,9) - 0,013
C563T, n/N (%) 1(167) i i 1(9,1) i i 1(9,1) i
Anemia Leve (Hb), i ) i i i i i i
nIN (%)
Anemia Moderada
Ty N o 4 (66.7) 1(25,0) 1(333) 0.493 5(454)  1(100,0) i 0999  5(454) 1 (50,0) 0,731
A”em'na/ﬁr(%)g (HD). 5 (333) 3 (75,0) 2 (66,7) 6 (54,5) i 1(100,0) 6 (54,5) 1 (50,0)
BT (mg/dL), mediana 26 11 44 23 ] . 00048 21 35
(I1Q) (1542 (0817  (24-88) %M o3 080 880 (10-36)  (26-44) 02877
BD (mg/dL), 05 0.3 13 0,0494 05 ] . <0,0001 0.4 0,9
mediana (11Q) (0,3-0,8) (0,3 0,8) (1,0- 5,3) (0,4-1,0) 03()  530) (0,3-1,0) ©0s5-13 2327
BI (mg/dL), mediana 21 07 31 0,0615 16 ] . 00392 12 26
(110) (1,1- 3,5) (0,4-1,0) (1,4- 3.5) (0,8-3.1) 05()  530) (0,6-3,2) @21-31) 03902
TGO (UIL), mediana 53 76,5 99 0,4295 62 ] . 05901 61 88
(11Q) (357-832)  (347-1213)  (62-120) (36- 114) 450) 9 () (36- 101) (62-114) 04298
TGP (UIL), mediana 57,5 39 154 0,0052 59 0,5513 56 64,5
(11Q) (447-602)  (157-615) (69 204) (41- 66) 56()  1540) (41- 66) 60-96) 0327
DHL (U/L), mediana 2119 1251 1424 0,5023 1424 ] . 07818 1251 3692
(11Q) (878,5-4555)  (574-2422)  (772- 2044) (835-2786)  °20() 20440 (859-2119)  (1424-5960) 02386
G"r;%sdﬁf?gg”’ 1064 (268) 1285(530) 1267(166) 0% 117681 84 144() 038 11750302 111 () 0,8614
Creatinina (mg/dL), 1,0 2,3 0,8 0,9864 1,0 i i 0,0769 1,0 1,0
mediana (11Q) (0.7-1.,3) (0,3 5,9) (0,7-9,7) (0,7-1,6) 05()  970) (0,7- 4,0) ©07-13 07669



Ureia (mg/dL),
mediana (11Q)
Hemoglobindria, n/N
(%)

Proteindria, n/N (%)

Bilirrubinuria, n/N
(%)

435
(33,2- 66)

5 (83,3)
4 (66,7)

3 (50,0)

92
(18- 212,5)

2 (100,0)
1 (50,0)

41

(28- 277)
1 (50,0)

1 (50,0)

0,4355
0,667
>0,999

0,300

43
(28- 75)

7(77,8)
6 (66,7)

3(33,3)

10 ()
1 (100,0)

277 ()

0,0256

0,800
0,400

0,700

43
(18- 166)

6 (75,0)
4 (50,0)

2 (25,0)

64

58
(41, 75) 0,7665
2 (100,0) 0,622
2 (100,0) 0,333
1 (50,0) 0,533

Abreviagdes: Hb= hemoglobina, BT= bilirrubina total, BD= bilirrubina direta, Bl= bilirrubina indireta, DHL= desidrogenase lactica, G202A/A376G=
Africana A-; A376G= Africana A+; C563T= Mediterranea, gNM= metabolizador normal, gIM= metabolizador intermediario, gRM= metabolizador rapido,

gUM= metabolizador ultrarrdpido, DP= desvio padrdo, 11Q= Intervalo interquartil. simbolo * é referente ao alelo estrela.

Aspecto hemolitico em ndo deficientes de G6PD com fenotipos e gendtipos de CYP

Tabela V

Caracteristicas

CYP2C19 (N=5)

CYP2D6 (N= 5)

CYP3A4 (N=5)

gNM glM gRM p Valor gNM glM guM Valor *1/*1 *1/*1B p Valor
Selvagem, n/N (%) 4 (100,0) - 1 (100,0) - 2 (100,0) 3(100,0) - - 2 (100,0) 3(100,0)
Sem anemia (Hb),
AN (%) 1(25,0) - - - 1(33,3) - 1(50,0) -
A“emr']‘;‘N'-‘(i};oe) (Hb), 1(25,0) - : : 1(33.3) i i 1(33.3)
Anemia Moderada >0,999 >0,999 >0,999
(Hb), n/N (%) 1(25,0) - 1(25,0) 1(33,3) 1(33,3) - 1(50,0) 1(33,3)
Anemia Grave (Hb), 1(25,0) ) ) 1(33,3) - - - 1(33,3)

n/N (%)



BT (mg/dL), mediana

>0,999
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(110) 23(1,5-12,1) 09 () 01797  65(09-121) 1,9 (15-23) 12(09-15 72(23-121) 01213
BD (mg/dL), i . } ) - -
mediana (11) 1,0 (0,5- 7,0) 03 () 01797  36(03-70) 07 (05-1,0) >0,999 04(03-05)  40(10-70) 01213
BI (mg/((ihg)mffd'a”a 1,3(1,0-5,1) 0,6 (-) 0,1797 2,8 (0,6-5,1) 1,1 (1,0-1,3) >0,999 0,8 (0,6- 1,0) 3,2 (1,3-5,1) 0,1213
TGO (U(’I'-Ig)med'a”a 45,5 (32- 94) 33() 04795 82,5 (33-132) 35 (29- 56) 05637 445(33-56)  35(20-132)  >0,999
TGP (Ué'l-l)(*g)med'a”a 33,5 (28- 112,5) 36()  >0099  112(36-188) 30 (26-37) 02482  33(30-36)  37(26-188) 05637
DHL (U/L), mediana 601 ) ) ] 507,5 ) 601 )
(11Q) (414- 1613) 1613() (414- 601) 0,2207 (414- 1613)
Glicose (mg/dL), : ) ) ) : . . - -
média (DP) 147 () 147 (-) 147 ()
Creatinina (mg/dL), ) . ) ; - -
mediana (110) 1,3 (0,45- 2,3) 04 () 02765 0,4 (0,4-0,5) 2,2 (0,4-2,4) 0,3743 04 () 22(05-24) 00756
Ureia (mg/dL), ) X ) i} ; _ -
mediana (110) 42,5 (31,5- 59) 20 () 0,1573 28 (20- 36) 49 (27- 69) 02482 235(20-27) 49 (36- 69) 0,0833
Hemoglo(t;/lor;urla, n/N 1(100,0) ) 3 ) 1 (100,0) . } 1 (100,0) -
Proteinuria, n/N (%) 1 (100,0) - - - 1 (100,0) - - 1 (100,0) -
Bilirrubindria, _ ) ) ) . - - - -
n/N(%)

Abreviagdes: Hb= hemoglobina, BT= bilirrubina total, BD= bilirrubina direta, Bl= bilirrubina indireta, DHL= desidrogenase lactica, gNM= metabolizador
normal, gIM= metabolizador intermediario, gRM= metabolizador rapido, gUM= metabolizador ultrarrapido, DP= desvio padrdo, I1Q= Intervalo interquartil.
simbolo * ¢ referente ao alelo estrela.
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DISCUSSAO

Os antimalaricos PQ e TQ sdo as Unicas drogas eficazes que eliminam estagios hepaticos
do P. vivax e evitam recaidas. No entanto, essa classe de 8-aminoquinolinas pode causar
hemolise em individuos com baixa atividade da enzima G6PD(29). A prevaléncia da deficiéncia
de G6PD na populacdo masculina é relatada em diversos estudos ao redor do mundo e também
na regido Amazonica (11,16,30). O presente estudo encontrou maior frequéncia de dG6PD em
homens (72,2%), em comparacdo com 27,8% em mulheres. A variante Africana A-
(G202A/A376G) foi a mais comum, cerca de 55,6%, seguida da Africana A+ (A376G) (11,1%)
e Mediterranea (C563T) (5,6%).

O diagnostico fenotipico em mulheres heterozigotas permanece um desafio, visto que
pode ocorrer a inativacdo aleatdria do cromossomo X (Lionizacdo) resultando em mosaicismo,
consequentemente, cerca de metade dos eritrocitos sdo normais e a outra metade sdo deficientes
em G6PD (9,31). A maioria das mulheres identificadas em nosso estudo, apresentaram
heterozigose para variacdo Africana A-, o que reforca a atividade enziméatica de G6PD em
valores mais elevados, classificando-as como deficientes intermediarias. Em contraste, a
paciente com heterozigose para variante Africana A+ teve a atividade enzimatica mais baixa,
fator este que pode ter influenciado na gravidade do quadro de hemdlise, juntamente com a
presenca de gRM de CYP2C109.

Em nosso estudo, a analise de frequéncia alélica em CYP2C19, mostrou que o alelo *1
(77,8%) apresentou maior frequéncia, corroborando com os achados de Biswas (2020), onde
37,9% (IC 95% 36-40%) apresentaram o alelo *1, dados obtidos de 26 populagdes do projeto
1000 Genomas Fase 11l (32). Em uma revisdo sistemética realizada por Rodrigues-Soares
(2018), os alelos CYP2C19*2 e CYP2C19*17 apresentam maior frequéncia em negros na
populacéo brasileira, 0,16% e 0,20%, respectivamente(33), e em nosso estudo, a frequéncia

desses alelos foi de 11,1%.

Em CYP2D6 o alelo *1, sequido do *2 apresentaram as maiores frequéncias, 77,8% e
38,9%, respectivamente. No Brasil, os alelos *1 e *2 sdo os mais frequentes e amplamente
distribuidos em diferentes regides geograficas (20,22). CYP3A4*1 também teve maior
frequéncia (86,1%), similar ao observado em um estudo de recorréncia de Plasmodium vivax
na Amazonia brasileira (84,7%) (22).
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Estudos ja relataram a anemia hemolitica aguda (AHA) ap6s o uso da PQ em deficientes
de G6PD (17,29,34). Na regido Amazonica, achados relevantes sobre a hemolise induzida por
PQ, incluindo deficientes de G6PD com anemia grave, lesdo renal aguda (LRA) e transfuséao
de sangue foram relatados (35,36). Porém, pouco se conhece a respeito da influéncia de

alteracOes genéticas em CYP e complicacdes clinicas na terapia com PQ nessa populacéo.

O tratamento com PQ ndo € isento de riscos, sua bioativacao via enzima CYP2D6 gera
metabolitos instaveis que sdo capazes de iniciar ciclo redox e produzir estresse oxidativo.
Especula-se entdo, se 0s metabolitos gerados, especialmente 5-hidroxiprimaquina,
desempenham algum papel na toxicidade hemolitica de PQ, e se a mesma via metabdlica
responsavel pela eficacia também é responsavel pela toxicidade hemolitica. Em vista disso, 0s

dG6PD estariam mais suscetiveis a hemdlise induzida por PQ (18).

As crises hemoliticas frequentemente séo relatadas com ictericia, dor abdominal, febre
e urina escura, 0 exame de sangue mostra anemia moderada a muito grave, aumento dos niveis
de DHL sérica e bilirrubina indireta (ndo conjugada), plaquetas geralmente normais e
haptoglobina é baixa ou indetectavel (10). Considerando esses parametros, os pacientes dG6PD
analisados apresentaram o pior quadro hemolitico durante a internagcdo, em compara¢do aos ndo
dG6PD, com baixa significativa da série vermelha no hemograma (eritrécitos, Ht e Hb) e
aumento dos marcadores hepaticos e renais, necessitando, inclusive, de transfusdo de
concentrado de hemacias e didlise. Logo, esses pacientes também apresentaram maiores
complicacdes clinicas e laboratoriais quando comparado os fenotipos preditos em CYP2C19,
CYP2D6, e gendtipo de CYP3A4. BD e TGP mostraram significancia estatistica entre 0s
fendtipos de CYP2C19. Entre os fendtipos de CYP2D6, houve significancia estatistica em BT,
BD, Bl e ureia. Ja em CYP3A4, individuos com gendtipo *1/*1B tiveram niveis mais elevados
de todos os marcadores, exceto glicose e creatinina (p >0,05). Esses achados ainda nao
permitem afirmar a devida influéncia dessas alteracGes genéticas no processo de hemolise,

apesar dos metabolizadores rapidos e ultrarrdpidos mostrarem maior impacto clinico.

Em estudos avaliando a farmacocinética da PQ com metabolizadores de CYP2D6,
observou-se que a concentracdo da droga estaria mais elevada em gPM, e haveria pouca ou
nenhuma producdo de metabdlitos ativos responsaveis pela eficacia, isso resultaria em recaida
e falha. Em glM, os metabolitos ativos ndo alcancariam a resposta desejada, e o cenario clinico
dependeria da gravidade de deficiéncia enzimatica de CYP2D6, peso corporal total e dose total

administrada, levando a terapia alternativa e orientagdo ao paciente para procurar tratamento
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médico caso os sintomas da maléria reaparecessem(18). Em gUM, o desfecho clinico com PQ
continua indeterminado(18), no entanto, sugere-se que o fenotipo ultrarrapido de CYP2D6 seja

menos suscetivel a recorréncia e falha da primaquina(22).

Vale ressaltar que esse trabalho apresentou algumas limitagdes como: baixo nimero de
pacientes incluidos, ja que a hemdlise é um evento raro o que dificulta o seu estudo com grande
namero de participantes; os dados clinicos e laboratoriais foram coletados retrospectivamente
0 que muitas vezes dificultou acesso de informacdes necessarias para inclusdo. Por outro lado,
os resultados desse estudo sugerem que a farmacogenética tem potencial para auxiliar na correta
administracdo da PQ, sendo uma das vantagens para os deficientes de G6PD que necessitam

fazer uso deste medicamento.

Portanto, estratégias de dosagem personalizada e futura implementacdo de testes
farmacogenéticos para o melhor manejo dos pacientes faz-se necessario, uma vez que ja €
conhecido que a metabolizacdo da PQ por variados fendtipos enziméaticos das CYPs pode
contribuir para hemolise grave, aumentando assim, os riscos de hospitalizacdes (6,8,22,37),
além da importancia de diagnosticar a enzimopatia eritrocitaria (G6PD) antes do tratamento
com PQ (3,38),

CONCLUSAO

Nossos resultados indicaram a predominéncia da variante Africana A- (G202A/A376G)
entre os deficientes de G6PD de uma area endémica de malaria, na regido norte do Brasil. Os
dG6PD apresentaram o pior quadro hemolitico durante a internacéo, e a comparacao de fenétipo
predito da CYP2C19 e CYP2D6 com o perfil clinico e laboratorial desses individuos, identificou
gRM e gUM com os mais elevados niveis séricos de marcadores hepaticos e renais. O genétipo

*1/*1B de CYP3A4 teve maior impacto clinico nos dois grupos.

Esses achados reforgcam a importancia de estudos com maior nimero de participantes
com deficiéncia de G6PD que permitirdo validar sua prevaléncia e determinar a influéncia das
variantes genéticas de CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 no processo hemolitico de deficientes de

G6PD com maléaria vivax na regido amazonica.
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5. CONCLUSAO

Nossos resultados indicaram a predominancia da variante Africana A- (G202A/A376G)
entre os deficientes de G6PD de uma area endémica de malaria, na regido norte do Brasil. Os
dG6PD apresentaram o pior quadro hemolitico durante a internacdo, e a comparacao de fenétipo
predito da CYP2C19 e CYP2D6 com o perfil clinico e laboratorial desses individuos, identificou
gRM e gUM com os mais elevados niveis sericos de marcadores hepaticos e renais. O gendtipo

*1/*1B de CYP3A4 teve maior impacto clinico nos dois grupos.

Esses achados reforcam a importancia de estudos com maior nimero de participantes
com deficiéncia de G6PD que permitirdo validar sua prevaléncia e determinar a influéncia das
variantes genéticas de CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 no processo hemolitico de deficientes de

G6PD com maléria vivax na regido amazonica.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito de CYP & a resposta aos antimalaricos
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Versao: 3
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DADOS DO PARECER

Mamero do Parecer: 4 613,005

Apresentagio do Projeto:

A Amazénia, o Sudeste Asistico e a Africa s5o as Areas tropicais e subtropicais do planeta mais afetadas
pela maliria. Esza doenga apresenta-se, até o momento, como um importante problema de salde plblica
que necessita de maior efetividade do seu controle. Ma Amazdnia, o tipo de infecgio mais prevalente & pelo
protozoario Flasmodium vivax, que também & responsavel por produzir formas hipnozeitas nos hepatocitos
do hospedeiro humano, levando 3@ maioria dos casos de recaida. Para tratar as recaidas de malaria, a
primaquina [FQ) pode ser a droga ideal escolhida. Entretanto, esse medicamento apresenta restrigio em
pessoas que possuem a deficiéncia de glicose-S-fosfato desidrogenase (G8PD), uma enzima relacionada
com a protegio confra o estresse oxidative dos entrocitos. A metabolizagdo da PQ ocorre atraves de
enzimas hepaticas do citocromo P450 (CYP), que compreende mais de 50 enzimas, sendo as familias
CYP1, CYP2 e CYP3 responsaveis pelo metabolismo de 70% a 80% dos medicamentos de uso clinico.
Individuos deficientes de GEPD tém uma capacidade reduzida para atenuar os danos celulares induzidos
por hemdlise gerada pela PQ. Os polimorfismes de CYP podem agravar a hemdlise em pessoas com
deficiéncia de leve a fatal de GBPD. Considerando as mais diversas propriedades funcionais das CYPs, a

regido norte do Brasil, especificamente o Amazonas, por se tratar de uma area endémica de malaria, torma

se indispensavel tragar o perfil genotipico e fenotipico desses pacientes, buscando possiveis orientagies de
tratamento e adminiEtrag:Eu da P2. Além disso, mais estudos relacionando polimorfismo de CYFP com

deficiéncia de GBPD sio

Enderago: Ay, Pedro Telkelra, 25
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Confnuacio do Farecer: 4.613.985
necessanos.

Trata-se de um estude cujo o tiulo & " Efeito de CYF e a resposta aos antimalaricos”, sendo a pesquisadora
responsavel MARIELLE MACHADC MACEDO. E um estudo transversal, prospectivo com utilizagdo de
informagéo de projetos anteriores para identificagio dos possiveis participantes da pesquisa. Amostra=38
participantes que tiveram identificagdo GEFDImalaria vivax, de qualquer faixa etarfia. Sera realizada coleta

de sangue, com avaliagio quantitativa para GGFPD e realizagdc de genotipagem para CYPs.

Objetivo da Pesquisa:
Oibjetivo Primario: Determinar a influéncia dos polimorfismes de CYP2C19, CYP2DE6 e CYP3A4 na hemdlise
em deficientes de GBPD.

Ohbjetive Secundaric:- Investigar a frequéncia de polimorfismos dos genes CYP2C18, CYP2D6 & CYP3AS;

Determinar a influéncia dos gendtipos na hemdlise por primaguina.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Durante a coleta de sangue, a pungdo sera feita por profissionais capacitades, porém, pode causar
um pequenc desconforto no local onde foi retirade o sangue. Para garantir a seguranga dos participantes,
estes serdo monitorados apds a coleta de sangue até que se certifigue que o sangramento local cessou. Os
participantes serao instruidos para que entrem em contato com os responsaveis do estudo em caso de
hematomas ou infecgdes no local da insergdo da agulha. Mestes casos, se necessario, os individuos
receberdo tratamento. O paciente pode sentir, de alguma forma, constrangimento, medo ou estresse ao ser
convidado para participar do projeto, mas para minimizar esses riscos, a equipe de pesquisa ira trabalhar de
forma profissional, seguindo todas as normas éticas estabelecidas & as amostras serdo identificadas por
codigos, para garantir o anonimato do participante, assim como todos os dados referentes a ele serdo

sigilosos.

Beneficios: A pesquisa ira contribuir para uma compreensic mais profunda sobre as diversas variantes

genéticas das CYPs que influenciam na gravidade da hemaclise em deficientes de GBPD.

Enderego: Ay, Pedro Telkera, 25

Balrrg: D. Pedrol CEP: £9.040-000
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trazendo assim, possiveis orientagdes de tratamento e administragdo da primaquina em pacientes com
deficiéncia de GEFD da nossa regido, atendidos na FMT- HVD, além de trazer uma melhora na gualidade de

vida desses pacientes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A proposta € relevante, e dentro do contexto, & plenamente factivel, portanto, devidamente instruido, esta

apto para analise.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

O protocolo deste estude traz a documentagdo seguinte: 1. Folha de rosto da COMEP; 2. Projeto gerado na
Plataforma Brasil (FB); 3. Termo de Compromisso e Ltilizagio de Dados (TCUD); 4 Lattes dos participantes
do projeto; 5. Regulamento interno para armazenamento e analise de amostra bicldgica; 8. Projeto
detalhado; 7. Orgamento estimado em RS 15.000,00; 8. Cronograma de atvidades com inicio previsto para
o dia 02/11/2020 (coleta de dados de pacientes) e términc em 30/11/2021. A felha de rosto esta
devidamente preenchida e assinada. O TCLE e o TALE necessitam de readequacdofinclusdo de
informagdes.

Recomendagbes:

Recomendamos aprovagio do protocolo da pesquisa.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

PEN DENCIA&I‘SOLICITAI;EJES visando atender ao que dispde a Resolugio n® 4668/2012, CHS/MS e suas

complementares.

Diante do exposto, sugere-se gue o protocole de pesquisa seja APROVADO considerando que a

pesquisadora atendeu conforme as solicitagdes.

S M.JEo parecer.

Consideragdes Finais a critéric do CEP:

O presente projeto esta APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatorios, parciais e o final, do estudo conforme prevé a Resolugdo CMS n® 466/2012, utilizando o formularic
de Roteiro para Relatoric Parcial/Final de estudos clinicos Unicéntricos e Multicéniricos, proposto pela

COMEP em nossa home page.

Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagiao da CONEP:
N3o

MANAUS, 268 de Margo de 2021

Assinado por:

Marilaine Martins
(Coordenador{a))
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7.2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Estudo: Efeito de CYP e a resposta aos antimalaricos: aumento dos efeitos colaterais.
Centro de Pesquisa: Fundag¢ao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD)
Pesquisadora responsavel: Marielle Machado Macédo

Pesquisadora principal: Dra. Gisely Cardoso de Melo

Telefone de contato: (92) 99400-5244

Dados sobre a pesquisa:

1. Introducao

Viemos por meio deste informa-lo(a) sobre um estudo de pesquisa que vocé esta sendo
convidado a participar.

O estudo e este termo foram aprovados pela Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio
de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado.

Neste termo sdo fornecidas as informacgdes corretas e suficientes para que vocé€ possa
avaliar e julgar se tem interesse ou ndo em participar deste estudo. Para tanto, leia este
documento cuidadosamente e esclareceremos quaisquer duvidas que possam surgir apos a
explicacdo. Além disso, vocé pode consultar as pessoas que julgar convenientes.

Vocé ou seu responsavel legal devera assinar esse termo em duas vias, uma ficara com
voceé e outra conosco. Todas as paginas, exceto a ultima, devem ser rubricadas por vocé ou por
seu responsavel legal e pelo pesquisador responsavel deste estudo, ou conter impressao
datiloscopica se necessario.

2. Participacio Voluntaria

A participacdo ¢ voluntéria, se vocé ou seu familiar ndo quiser mais fazer parte do
estudo, podera retirar seu consentimento a qualquer momento. Essa decisao ndo prejudicara de
forma alguma o seu tratamento na Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
(FMT-HVD).

3. Descricao Geral do Estudo

Durante o tratamento para maléria vocé foi medicado com a Primaquina (PQ), esse
medicamento deve ser evitado para pessoas que possuem uma deficiéncia chamada glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD). A G6PD ¢ uma enzima que ajuda a proteger as células vermelhas
do sangue. Foi verificado em momento prévio que voce apresenta deficiéncia de G6PD.

O paciente com essa deficiéncia tem um risco maior de ter uma rapida destruicao de
suas células vermelhas ao tomar a primaquina, sendo prejudicial a vida. Para que a primaquina
tenha efeito satisfatorio no tratamento, ela precisa passar pelo figado, onde serd transformada
pela acdo de enzimas com fungdo normal.

Essa pesquisa tem o objetivo de determinar se diferentes enzimas do figado (CYP),
influenciam na destrui¢ao prematura de células vermelhas do sangue, em deficientes de G6PD.

Caso o voc€ ou a pessoa por quem ¢ responsavel participe da pesquisa, serd
necessario fazer a coleta de uma amostra de sangue da veia (10 mL, equivalente a uma colher
de sopa). Esse procedimento levara alguns minutos, € a amostra serd identificada por codigos
para garantir o cardter anonimo do participante. Para tanto, vocé ou seu familiar devera
comparecer na Fundag¢do de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) para
fazer a coleta de sangue.

4, Beneficios e Riscos Derivados de sua Participaciao no Estudo

Beneficios: A pesquisa ira contribuir para uma compreensdo mais profunda sobre as
diversas variantes genéticas das enzimas (CYPs) que influenciam na gravidade da rapida
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destruicao de células vermelhas em deficientes de G6PD. Trazendo assim, uma melhora na
qualidade de vida dos participantes, buscando possiveis orientacdes de tratamento e
administragdo da primaquina em pacientes com deficiéncia de G6PD da nossa regido, atendidos
na FMT- HVD.

Riscos: Alguns incdmodos e desconfortos podem ocorrer enquanto vocé estiver
participando do estudo. Estes desconfortos podem ser:

Risco de origem psicologica, intelectual e emocional: Pode ser que o participante sinta,
de alguma forma, constrangimento, medo ou estresse ao ser convidado para participar do
projeto, mas para minimizar esses riscos, a equipe de pesquisa ird trabalhar de forma
profissional, seguindo todas as normas éticas estabelecidas e as amostras serdo identificadas
por cédigos ao invés do nome, para garantir o cardter anébnimo do participante, assim como
todos os dados referentes a ele serdo sigilosos.

Coleta de sangue: A punc¢io sera feita por profissionais capacitados, porém, pode causar
um pequeno desconforto no local onde serd retirado o sangue. Apos a remocao da agulha, o
sangramento localizado sera eficientemente estancado com uma pequena bandagem (do tipo
band-aid/ adesivo). Se a agulha atravessar o vaso, ha um risco de sangramento local que pode
resultar em um pequeno machucado de aproximadamente 1 cm. Para garantir a seguranca dos
participantes, estes serdo monitorados apos a coleta de sangue até que se certifique que o
sangramento local cessou. Os participantes serdo instruidos para que entrem em contato com
os responsaveis do estudo em caso de machucados ou inflamag¢ao no local onde foi colocada a
agulha. Nestes casos, se necessario, receberao tratamento.

Riscos desconhecidos: Outros efeitos colaterais ainda ndo conhecidos neste momento
podem acontecer durante o estudo. Enquanto durar a pesquisa, vocé sera informado sobre
quaisquer novas informagoes que possam afetar sua decisdo de permanecer no estudo.

S. Acompanhamento e Assisténcia

Se voce sofrer algum dano ou intercorréncia, devera falar para alguém da equipe de
pesquisa imediatamente ou em caso de emergéncia, poderd contatar diretamente Dra. Gisely
Cardoso de Melo (Farmac€utica- bioquimica, telefone: 92 991598604, e-mail:
cardosogisely@gmail.com) e Marielle Machado Macédo (Biomédica, telefone 92
994005244, e-mail: marielle.mcd09@gmail.com), no Instituto de Pesquisa Clinica Carlos
Borborema- Geréncia de Maléaria- FMT-HVD, de segunda-feira a sexta-feira, das O8h as 17h.

Nos lhe daremos toda assisténcia integral e gratuita e que for necessaria para garantir
seu bem-estar. A responsavel pelo estudo ird garantir que vocé receba assisténcia imediata caso
tenha quaisquer tipos de danos, diretos ou indiretos, imediatos ou tardios, sofridos no decorrer
de sua participacdo na pesquisa, previsto ou nao neste documento.

6. Confidencialidade

Todas as informagdes coletadas no estudo que possam ferir a sua privacidade serdo
anonimizadas (isto €, ocultadas) e, caso seja necessario encaminhamento de suas informagdes
para o patrocinador ou empresas que colaborem com ele, eles jamais saberdo nada sobre sua
identidade. Sob nenhuma circunstancia serdo feitas copias de seu prontuario médico. Todas as
pessoas que terdo acesso ao seu prontudrio tém a obriga¢do de garantir a confidencialidade
inerente a sua profissao.

As informagdes sobre a sua participagdo neste estudo serdo associadas a vocé através de
um numero de identificacdo individual. Apenas a equipe da pesquisa podera relacionar tal
nimero com voce em qualquer momento.

7. O que ocorre com as informacées obtidas no estudo

Se decidir por participar no estudo, € possivel que informagdes relevantes sejam obtidas
na analise das amostras bioldgicas. De acordo com as leis atuais, vocé tem o direito de ser
informado dos dados obtidos no decorrer do estudo. Caso seja solicitado, poderemos lhe
fornecer informagdes sobre o estudo no que diz respeito ao uso dos dados.
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8. Armazenamento de Material Biologico

O material bioldgico (sangue) coletado de vocé ou da pessoa por quem ¢ responsavel,
sera utilizado exclusivamente para atender aos objetivos desta pesquisa e, caso haja sobra, sob
seu consentimento, sera devidamente armazenado por no maximo 5 anos em laboratorio,
especificamente no Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema- Geréncia de Malaria-
FMT-HVD, conforme regulamento e normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob
responsabilidade institucional e sob gerenciamento do pesquisador, sem fins comerciais.

Vocé sera informado caso o material bioldégico armazenado e os dados gerados a partir
dele, forem solicitados para utilizagdo em futuros estudos, contribuindo também para o avango
das pesquisas da nossa regido relacionadas a malaria, assim como a qualidade de vida dos
nossos pacientes.

9. Ressarcimento

Os exames e procedimentos realizados exclusivamente com fins de pesquisa ndo
implicardo qualquer custo para vocé. Se necessario, vocé receberd um ressarcimento pelos
gastos relacionados a sua participacao no estudo, como crédito telefonico ou transporte.

Apesar de ndo haver compensagdo financeira, ao assinar este termo de consentimento
vocé ndo abrira mdo de nenhum dos seus direitos legais, garantidos na regulamentagdo
brasileira de pesquisa envolvendo seres humanos, sendo um de seus direitos a solicitagdo de
indenizacado.

10.  Contato

Para obter mais informagdes sobre este estudo ou para qualquer informacao adicional
sobre os seus direitos como participante, ou se vocé quiser fazer uma reclamagdo, por favor,
entre em contato com os pesquisadores responsaveis do estudo: Dra Gisely Cardoso de Melo,
telefone (92) 99159-8604; e-mail: cardosogisely(@gmail.com; ou Marielle Machado Macédo,
telefone (92) 94005244; e-mail: marielle.mcd09(@gmail.com, no Instituto de Pesquisa Clinica
Carlos Borborema- Geréncia de Malaria- FMT-HVD, endere¢o Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom
Pedro, Manaus — AM, de segunda-feira a sexta-feira, das O8h as 17h.

Em caso de dividas, dentincias ou reclamagdes sobre a sua participacao e sobre questdes
éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas (CEP) da
Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado; e-mail: cep@fmt.am.gov.br;
endere¢o: na Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM; telefone: (92) 2127-3572. O
horério de funcionamento do CEP ¢ de 08h as 14 h, de segunda a sexta-feira.

Este documento tera duas vias originais. Uma ficara com o pesquisador responsavel e
a outra com o participante, sendo assim, sera assinado duas vezes.

Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Eu (nome completo),
Tive a oportunidade de tirar davidas sobre o estudo.
Recebi informacdes suficientes sobre o estudo.
Serei informado regularmente sobre qualquer informagdo que possa afetar a minha
disponibilidade em continuar a minha participag¢ao no estudo.
Autorizo o acesso as minhas informagoes confidenciais.
Autorizo o processamento de minhas informagdes e amostras.
Entendo que receberei uma via deste termo.
Entendo que a minha participagdo ¢ voluntaria.
Entendo que posso retirar o meu consentimento e concluir a minha participagao:
Em qualquer momento
Sem dar qualquer explicagao
Sem que prejudique meu tratamento posterior
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Ofereco livremente o meu acordo para participar deste estudo e dou o meu
consentimento para acessar ¢ usar os meus dados nas condi¢des descritas neste Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido. N
( )SIM ( )NAO

Concordo que as amostras serdo armazenadas para um biorrepositorio e autorizo

contato, caso necessario, para futuros estudos que possam ocorrer.
( )SIM ( )NAO

Participante da Pesquisa ou responsavel legal Pesquisador ou pessoa por ele delegada
Nome: Nome:
Assinatura: Assinatura:
Data: Data:
Impressdo datiloscopica do Participante da Impressdo datiloscépica do Responséavel Legal
Pesquisa_(se necessario) (se necessario)
Testemunha imparcial (se aplicavel) Impressao datiloscopica
Nome:
Assinatura:
Data:

7.3. TERMO DE ASSENTIMENTO PARA O MENOR DE IDADE (TALE)

TERMO DE ASSENTIMENTO PARA O MENOR DE IDADE
(6 a 10 anos)
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Olal Como vai?

Vocé estd sendo convidado a

participar de um estudo sobre a Caso tenha alguma pergunta, pode fazer
avaliacdo de efeitos ndo desejados no para a pessoa que esta te entrevistando,
tratamento para malaria, em pessoas ela esta aqui para ajudar voceé.

G6PD. | -

Vocé nao é obrigado a participar, e se
ndo quiser mais fazer parte da
pesquisa podera desistir a qualquer

momento mesmo que seu responsavel

permita sua participagéo. Depois de compreender do que se trata o

estudo e se concordar em participar dele

.l i, : vocé pode assinar este documento. Nos te

" Essa decisdo néo prejudicara de asseguramos que vocé tera todos os seus
forma alguma o seu tratamento na direitos respeitados e recebera todas as
Fundacdo de Medicina Tropical Dr. informagbes sobre o estudo, por mais
Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). simples que possam parecer.

Por que queremos fazer este estudo? —______________ ES— .

Caso vocé participe da pesquisa, um

Nesta pesquisa estamos buscando profissional treinado ird coletar uma

saber se ao tomar um medicamento amostra de sangue de 10 mL, a

usado para tratar malaria, as células quantidade de uma colher de sopa.

vermelhas do sangue do paciente

podem ser destruidas mais rapido por

causa de alguns defeitos. Esse procedimento levard alguns

................................................................................................ minutOS’ e a amostra seré identiﬁcada
por nimeros e/ou letras para garantir
gue seu nome ou qualquer informacéo

sua ndo sejam reveladas.



Principalmente, pacientes com

deficiéncia de G6PD, pois essa
deficiéncia deixa a célula vermelha

fraca, e pode ser ruim para a vida.

Quais os beneficios?

Participando da pesquisa vocé ira

contribuir para um maior
conhecimento sobre os efeitos
colaterais no tratamento para
malaria, em deficientes de G6PD.
Melhorando assim, a saude dos
pacientes com essa deficiéncia na

nossa regiao.

Quais os riscos?

Durante a coleta vocé podera
sentir uma dor leve no local onde foi
retirado o sangue. Um pequeno
machucado e sangramento podem
acontecer também, mas vocé sera
acompanhado pela responsavel do

estudo até que tudo fique bem.

Vocé e seu

responsavel nao
gastardo com exames ou
procedimentos realizados, nem
ganharao dinheiro por participar
desta pesquisa. Mas, se
necessario, receberao ajuda pelos
gastos com crédito telefénico ou

transporte.
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Apesar de ndo haver compensacdo financeira, ao assinar este termo de consentimento vocé ndao
abrira mado de nenhum dos seus direitos legais, garantidos na regulamentagdo brasileira de pesquisa

envolvendo seres humanos, sendo um de seus direitos a solicitacdo de indenizacado.

Se vocé sofrer algum dano ou nao se sentir bem apés a coleta de sangue, devera falar
para alguém da equipe de pesquisa imediatamente, em caso de necessidade, podera
contatar Dra. Gisely Cardoso de Melo (Farmacéutica- bioquimica, telefone: (92)
99159-8604, e-mail: cardosogisely@gmail.com) e Marielle Machado Macédo
(Biomédica, telefone )92) 99400-5244, e-mail: marielle.mcd09@gmail.com), no

Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema- Geréncia de Malaria- FMT-HVD, de
segunda-feira a sexta-feira, das 08h as 17h. E podera também entrar em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa da FMT-HVD se achar necessario, pelo e-mail:
cep@fmt.am.gov.br; endereco: Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM,; :
telefone: (92) 2127-3572; horario de funcionamento do CEP é de 8 as 14 horas, de

Nés gostariamos de sua permisséo para guardar o restante da amostra de sangue
para ser usado em estudos sobre malaria no futuro. Ele podera ser armazenado por
até 5 anos em nosso laboratério no Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema-
Geréncia de Malaria- FMT-HVD. Para isso, sera guardado sem identificar seu nome.
Vocé sera informado caso o sangue armazenado e os dados gerados a partir dele,
forem solicitados para utilizagdo em futuros estudos, contribuindo também para o
avanco das pesquisas da nossa regido relacionadas a malaria, assim como a

qualidade de vida dos nossos pacientes.

Este documento terd duas vias originais. Uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra

com o participante, sendo assim, serd assinado duas vezes.

Assinatura do Termo de Assentimento Livre e Esclarecido
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Eu (nome completo),

Participante da pesquisa ou Responséavel legal Pesquisador ou pessoa por ele delegada
Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:

Data: Data:

Tive a oportunidade de tirar dividas sobre o estudo.

Recebi informagdes suficientes sobre o estudo.

Serei informado regularmente sobre qualquer informacao que possa afetar a minha disponibilidade em
continuar a minha participag¢ao no estudo.

Autorizo o acesso as minhas informagdes confidenciais.

Autorizo o processamento de minhas informagdes e amostras.

Entendo que receberei uma via deste termo.

Entendo que a minha participagdo ¢ voluntaria.

Entendo que posso retirar o meu consentimento e concluir a minha participagao:
Em qualquer momento

Sem dar qualquer explicagdo

Sem que prejudique meu tratamento posterior

Ofereco livremente o meu acordo para participar deste estudo e dou o meu assentimento para
acessar e usar os meus dados nas condi¢des descritas neste Termo de Assentimento Livre e Esclarecido.
( )SIM ( )NAO

Concordo que as amostras serdo armazenadas para um biorrepositorio e autorizo contato, caso
necessario, para futuros estudos que possam ocorrer.
( )SIM ( )NAO

Impressdo datiloscépica do Participante da Impressdo datiloscépica do Responsavel
Pesquisa_(se necessario) Legal (se necessario)
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Testemunha imparcial (se aplicavel) Impresséo datiloscopica
Nome:
Assinatura:
Data:

TERMO DE ASSENTIMENTO PARA O MENOR DE IDADE
(de 11 a 17 anos)

Estudo: Efeito de CYP e a resposta aos antimalaricos: aumento dos efeitos colaterais.
Centro de Pesquisa: Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD)
Pesquisadora responsavel: Marielle Machado Macédo

Pesquisadora principal: Dra. Gisely Cardoso de Melo

Telefone de contato: (92) 99400-5244

Dados sobre a pesquisa:
1. Introducio

Noés, Dra. Gisely Cardoso de Melo e Marielle Machado Macédo convidamos vocé a
participar do estudo: Efeito de CYP e a resposta aos antimaldricos: aumento dos efeitos
colaterais. O estudo e este termo foram aprovados pela Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado.

Neste termo sdo fornecidas as informacgdes corretas e suficientes para que voceé e seu
familiar possa avaliar e julgar se tem interesse ou ndo em participar deste estudo. Para tanto,
leia este documento cuidadosamente e esclareceremos quaisquer duvidas que possam surgir.
Além disso, vocé pode consultar as pessoas que julgar convenientes.

Esse termo devera ser assinado em duas vias, uma ficara com vocé e outra conosco.
Todas as paginas, exceto a ultima, devem ser rubricadas por vocé ou por seu responsavel legal
e pelo pesquisador responsavel deste estudo, ou conter impressao datiloscopica se necessario.

2. Participagdo Voluntaria

A participacao € voluntaria, se vocé€ ndo quiser mais fazer parte do estudo, podera retirar
seu assentimento a qualquer momento. Essa decisdo ndo prejudicard de forma alguma o seu
tratamento na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). Mesmo
que o seu responsavel permita a

sua participagdo na pesquisa, vocé nao ¢ obrigado a participar da mesma se ndo quiser.
3. Descricao Geral do Estudo

Nesta pesquisa estamos buscando saber se ao tomar a primaquina, um medicamento
usado para tratar maldria, alguns defeitos nas células podem levar a uma destrui¢ao mais grave
das células vermelhas do sangue. Principalmente em paciente com deficiéncia de G6PD, o que
pode ser ruim para a vida. Foi verificado anteriormente que vocé foi diagnosticado com
deficiéncia por G6PD. Por isso a importancia de estudar esses defeitos, para trazer melhores
orientagdes de tratamento e uso da primaquina, contribuindo com a saude dos participantes,
além de trazer mais conhecimento sobre o tema abordado.
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Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario fazer a coleta de uma amostra de
sangue de 10 mL, quantidade igual a uma colher de sopa. Esse procedimento levara alguns
minutos, € a amostra serd identificada por nimeros e/ou letras para garantir que seus dados nao
sejam mostrados. Para tanto, vocé e seu familiar devera comparecer na Fundacao de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) para fazer a coleta de sangue.

4. Beneficios e Riscos Derivados de sua Participaciao no Estudo

Beneficios: participando da pesquisa vocé ira contribuir para uma compreensao mais
profunda sobre o aumento dos efeitos indesejados apos o uso da primaquina em deficientes de
G6PD. Trazendo assim, uma melhora na qualidade de vida dos participantes, buscando
possiveis orientagdes de tratamento e administracdo da primaquina em pacientes com
deficiéncia de G6PD da nossa regido, atendidos na FMT- HVD.

Riscos: Alguns riscos podem ocorrer enquanto vocé estiver participando do estudo.
Estes riscos podem ser:

Risco de origem psicoldgica, intelectual e emocional: Pode ser que o paciente sinta, de
alguma forma, constrangimento, medo ou estresse ao ser

convidado para participar do projeto, mas para diminuir esses riscos, a equipe de pesquisa ira
trabalhar de forma profissional, seguindo corretamente os procedimentos estabelecidos e as
amostras serdo identificadas por numeros e/ou letras ao invés do seu nome, para garantir que
seus dados nao sejam mostrados.

Coleta de sangue: A coleta sera feita por profissionais capacitados, porém, podera sentir
uma dor leve no local onde foi retirado o sangue (conforme mostra imagem abaixo). Apds a
retirada da agulha, o sangramento localizado sera eficientemente estancado com uma pequena
bandagem (do tipo band-aid/ adesivo). Se a agulha atravessar o vaso, hd um risco de
sangramento local que pode resultar em um pequeno machucado de aproximadamente 1 cm.
Para garantir a seguranc¢a dos participantes, estes serdo acompanhados apos a coleta de sangue
até que se certifique que o sangramento local parou. Os participantes serdo informados para que
entrem em contato com os responsaveis do estudo em caso de machucados no local onde foi
colocada a agulha. Nestes casos, se necessario, os participantes receberao tratamento.

Riscos desconhecidos: Outros efeitos ainda nao conhecidos neste momento podem
acontecer durante o estudo. Enquanto durar a pesquisa, vocé sera informado sobre quaisquer
novas informagdes que possam afetar sua decisdo de permanecer no estudo.

8. Acompanhamento e Assisténcia
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Se vocé sofrer algum dano ou ndo se sentir bem apos a coleta de sangue, devera falar
para alguém da equipe de pesquisa imediatamente, em caso de necessidade, podera contatar
diretamente Dra. Gisely Cardoso de Melo (Farmacéutica- bioquimica, telefone: (92) 99159-
8604, email: cardosogisely@gmail.com) e Marielle Machado Macédo (Biomédica, telefone
(92) 99400-5244, email: marielle.mcd09(@gmail.com), no Instituto de Pesquisa Clinica Carlos
Borborema- Geréncia de Malaria- FMT-HVD, de segunda-feira a sexta-feira, das 08h as 17h.

Nos lhe daremos toda assisténcia integral e gratuita e que for necessaria para garantir
seu bem-estar. A responsavel pelo estudo ird garantir que vocé receba assisténcia imediata caso
tenha quaisquer tipos de danos, diretos ou indiretos, imediatos ou tardios, sofridos no decorrer
de sua participagdo na pesquisa, previsto ou nao neste documento.

9. Confidencialidade

Todas as informagdes coletadas no estudo que possam ferir a sua vida particular serao
ocultadas e caso seja necessario encaminhamento de suas informagdes para o patrocinador ou
empresas que colaborem com ele, eles jamais saberdo nada sobre sua identidade. Sob nenhuma
circunstancia serdo feitas copias de seu prontuario médico. Todas as pessoas que terdo acesso
ao seu prontuario t€ém a obriga¢do de garantir a confidencialidade ligado a sua profissao.

As informagdes sobre a sua participagdo neste estudo serdo associadas a vocé através de
numeros ou letras de identificagdo individual. Apenas a equipe da pesquisa podera relacionar
tal identificagdo com vocé em qualquer momento.

10. O que ocorre com as Informacdes Obtidas no Estudo

Se decidir por participar no estudo, ¢ possivel que informagdes importantes sejam
obtidas na andlise do sangue. De acordo com as leis atuais, vocé€ tem o direito de ser informado
dos dados obtidos no decorrer do estudo. Caso seja solicitado, poderemos lhe fornecer
informacgdes sobre o estudo no que diz respeito ao uso dos dados.

11. Armazenamento de Material Biologico

O material biologico (sangue) coletado de vocé, sera utilizado exclusivamente para
atender aos objetivos desta pesquisa e, caso haja sobra, sob seu consentimento, sera
devidamente armazenado por no maximo 5 anos em laboratdrio, especificamente no Instituto
de Pesquisa Clinica Carlos Borborema- Geréncia de Malaria- FMT-HVD, conforme
regulamento e normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob responsabilidade
institucional e sob gerenciamento do pesquisador, sem fins comerciais.

Vocé serd informado caso o material bioldgico armazenado e os dados gerados a partir
dele, forem solicitados para utilizagcdo em futuros estudos, contribuindo também para o avango
das pesquisas da nossa regido relacionadas a malaria, assim como a qualidade de vida dos
nossos pacientes.

12. Ressarcimento

Os exames e procedimentos realizados exclusivamente com fins de pesquisa ndo
implicardo qualquer custo para voc€. Se necessario, vocé receberd um ressarcimento pelos
gastos relacionados a sua participacdo no estudo, como crédito telefonico ou transporte.

Apesar de ndao haver compensagdo financeira, ao assinar este termo de consentimento
vocé ndo abrira mdo de nenhum dos seus direitos legais, garantidos na regulamentagdo
brasileira de pesquisa envolvendo seres humanos, sendo um de seus direitos a solicitagdo de
indenizacado.

13. Contato

Para obter mais informagdes sobre este estudo ou para qualquer informagao adicional
sobre os seus direitos como participante, ou se vocé quiser fazer uma reclamagdo, por favor,
entre em contato com os pesquisadores responsaveis do estudo: Dra Gisely Cardoso de Melo,
telefone (92) 99159-8604; e-mail: cardosogisely(@gmail.com; ou Marielle Machado Macédo,
telefone (92) 94005244; e-mail: marielle.mcd09(@gmail.com, no Instituto de Pesquisa Clinica
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Carlos Borborema- Geréncia de Malaria- FMT-HVD, endereco Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom
Pedro, Manaus — AM, de segunda-feira a sexta-feira, das O8h as 17h.

Em caso de duvidas, dentincias ou reclamagdes sobre a sua participagdo e sobre questdes
éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas (CEP) da
Fundagdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado; e-mail: cep@fmt.am.gov.br;
endereco: na Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM; telefone: (92) 2127-3572. O
horéario de funcionamento do CEP ¢ de 08h as 14 h, de segunda a sexta-feira.

Este documento tera duas vias originais. Uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra
com o participante, sendo assim, sera assinado duas vezes.

Assinatura do Termo de Assentimento Livre e Esclarecido
Eu (nome completo),
Tive a oportunidade de tirar diividas sobre o estudo.
Recebi informagdes suficientes sobre o estudo.
Serei informado regularmente sobre qualquer informagdo que possa afetar a minha
disponibilidade em continuar a minha participag¢ao no estudo.
Autorizo o acesso as minhas informac¢des confidenciais.
Autorizo o processamento de minhas informacdes ¢ amostras.
Entendo que receberei uma via deste termo.
Entendo que a minha participagdo ¢ voluntaria.
Entendo que posso retirar o meu consentimento e concluir a minha participagao:
Em qualquer momento
Sem dar qualquer explicacao
Sem que prejudique meu tratamento posterior

Ofereco livremente o meu acordo para participar deste estudo e dou o meu assentimento
para acessar e usar os meus dados nas condi¢des descritas neste Termo de Assentimento Livre
e Esclarecido.

( )SIM ( )NAO
Concordo que as amostras serdo armazenadas para um biorrepositorio e autorizo

contato, caso necessario, para futuros estudos que possam ocorrer.
( )SIM ( )NAO

Impressao datiloscopica do Participante da Impresséo datiloscépica do Responsavel
Pesquisa_(se necessario) Legal (se necessario)
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Nome:

Testemunha imparcial (se aplicavel)

Assinatura:

Data:

Impresséo datiloscopica




99

7.4. PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO — POP EXTRACAO DE DNA

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cadigo POP POP_IPCCB_LB 003 v03D_PT

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

Idioma da versdo o

original

Elaborado por:

Gisely Cardoso de
Melo;

Anne Cristine
Gomes de Almeida

Revisado por:

Gisely Cardoso de
Melo

Aprovado por:

Data de aplicacao:

Data e assinatura

Data e assinatura

Data e assinatura

Data da proxima
reviso:

Histérico de revisdes

Nome

Assinatura

Data

(DD/IMMM/AA)

Alteragdes realizadas
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Emenda Razdo da emenda

V02

Reviséo dos procedimentos de extracao.

V03 Alteracéo do titulo do POP.

1.

OBJETIVOS

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

sangue total.

2.

DEFINICOES

Né&o se aplica.

APLICAVEL A

Anadlise no laboratorio de biologia molecular de amostras relacionadas a pesquisa.

RESPONSABILIDADES

Pessoal encarregado da coleta das amostras da pesquisa.

Equipe do laboratorio de biologia molecular.

POP’S RELACIONADOS

Seguimento dos participantes no estudo “Epidemiologia da Maléaria no Municipio do
Careiro, Amazonas” (versdo atual do POP_IPCCB_TC_002).

Caracterizacdo da Malaria Grave por Plasmodium vivax na Fundacdo de Medicina
Tropical do Amazonas, Brasil (verséo atual do POP_IPCCB_HO _001).
Procedimento para a realizacdo de PCR em tempo real para detec¢do de plasmaddio
(versdo atual do POP_IPCCB_LB_002).

Procedimento para realizacdo de PCR em tempo real para deteccdo de DNA de
plasmaodio (Qpcr) — verséo atual do POP_PCCB_LB_021.
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6. PROCEDIMENTOS

a. Recursos necessarios

i. Amostra: Sangue total de paciente a ser testado, armazenado em
tubo ou papel de filtro.

ii. Materiais
1. Pipetas automaticas de 10 pL, 100 pL e 1000 pL
2. Ponteiras com filtro para pipetas automaticas

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

6.1.3 Equipamentos
1. Centrifuga
2. Vortex

3. Banho Maria

6.1.4 Reagentes

Reagente Armazenamento

1. Tampéo Lise dos tecidos (Tampdo ATL) Temperatura ambiente
2. Proteinase K Temperatura ambiente
3. Tampéo de Lise (Tampdo AL) Temperatura ambiente
4. Etanol 95% PA Temperatura ambiente
5. Tampdo de Lavagem 1 (Tampdo AW1) Temperatura ambiente
6. Tampdo de Lavagem 2 (Tampdo AW?2) Temperatura ambiente
7. Tampéo de Eluicdo (Tampéo AE) Temperatura ambiente

6.2 Obtencéo de sangue total



numerada.
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6.2.1 Em papel de filtro

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

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

3. Limpar a primeira gota obtida apds a pungdo e coletar no papel de filtro
quantidade suficiente para saturacdo do papel de filtro.

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

5. No laboratério de biologia molecular, os papéis de filtro serdo armazenados
seguindo a mesma ordem que as laminas. Isto é, seguindo a numeracéo das caixas
de ldminas: cada caixa de papéis de filtro tera no méximo 50 amostras, seguindo a
ordem das laminas.

6.2.2 Por pungéo endovenosa

1. Obter 5 ml de sangue venoso em tubo de EDTA identificado.
2. Centrifugar a 14000 rpm por 10 min.
3. Desprezar o soro e colocar a papa de hemécias em criotubo identificado.

4. Armazenar o0s criotubos a — 20°C em caixa de plastico ou papeldo identificada e

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

a mesma ordem que as laminas.

6.3 Extracéo do DNA

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

6.3.1 Procedimento para extracdo do DNA a partir de papel de filtro

1. Cortar 3 circulos de 3 mm de diametro do papel de filtro e 102media-los em um

tubo eppendorf de 1,5 MI. Pipetar 180 pL do Tampédo ATL.
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2. Incubar a 85°C no banho Maria por 10 minutos. Remover as bolhas por
centrifugagéo.

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

4. Continuar com o procedimento comum (6.3.3)

6.3.2 Procedimento para extracdo do DNA a partir de tubo

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

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

3. Adicionar 200 pL de Tampéo AL (3) a amostra. Vortexar por 15 segundos.
4. Incubar por 56 por 10 minutos.

5. Continuar com o procedimento comum (6.3.3)

6.3.3 Procedimento comum para extracdo do DNA

1. Adicionar 200 pL de Etanol absoluto (96 a 100%) e agitar no vortex
103mediatamente. Remover as bolhas por centrifugacao.

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

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

4. Cuidadosamente adicionar 500 pL de tampdo AW?2 e centrifugar a 14000 rpm
por 3 minutos.

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

6. Colocar o tubo filtro em um tubo eppendorf de 1,5 Ml novo. Descartar o filtrado
e 0 tubo coletor. Adicionar cuidadosamente 150 puL de tampdo AE ou agua destilada e incubar
a temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.



7. Armazenar por -20°C.

6.4 Biosseguranca

104

Todo o procedimento deve se realizar sob condigdes de biosseguranca (1).

7. REFERENCIAS

Richmond JY, Mckinney RW. Biosseguranga em laboratorios biomédicos e de
microbiologia. Brasilia: Ministério da Sadde: Fundacdo Nacional de Saude; 2001.

8. REGISTRO DOS ANEXOS

TITULO DO ANEXO

CODIGO DO ANEXO (Incluindo

versao/idioma):

NOME DO ANEXO:

CODIGO DO ANEXO (Incluindo

versdo/idioma):

Novo

Revisdo

Traducéo

Criado por:

Data e assinatura

Aprovado por:

Data e assinatura

9. DECLARACAO

Este documento se refere a versdo final deste POP e encontra-se em vigor a partir da

data estipulada no cabecalho.
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7.5. PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP — GENOTIPAGEM DE

G6PD

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Cadigo POP

POP_IPCCB_LAB_030_v01_PT

Titulo

Procedimento para realizag¢ao da genotipagem de G6PD
utilizando sistema TagMan®

Idioma da versao original | PT

Elaborado por:

Revisado por:

LailaR. A. Barbosa | Gisely C Melo

Aprovado por:

Data de aplicacao:

Data e assinatura

Data e assinatura

Data e assinatura

Data da proxima
revisao:

Historico de revisoes

Nome

Assinatura Data

(DD/IMMM/AA)

Alteracdes realizadas




106

OBJETIVO

Descrever o procedimento de realizacdo da PCR em tempo real para genotipagem
alélica da enzima glicose 6-fostato desidrogenase com sistema TagMan.

CAMPO DE APLICACAO

Analise no laboratério de biologia molecular de amostras relacionadas a pesquisa
clinica. Genotipagem das variantes Africana A+, Africana A- e Mediterranea.

DEFINICOES

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

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

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

Genotipo: é a constituicdo genética de um individuo proveniente de ancestrais comuns. e
Fendtipo: é o produto direto da informacdo proveniente no DNA, representa formas
alternativas de expressdo de um mesmo carater que pode ser controlado por um ou varios
genes.

RESPONSABILIDADES

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

MATERIAIS

e Pipetas automaticas de 10uL, 100uL e 1000 pL
¢ Ponteiras com filtro para pipetas automaticas

¢ Pipeta multicanal

e Multipipetador

¢ Ponteiras para multipipetador (0,5 ml)

e Tubos eppendorfde 1,5e 2,0 mL
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e Microplacas de 0,1mL, com 96 pogos, para sistema de PCR em Tempo Real

e Adesivo optico para vedar as microplacas 6.1.2.

EQUIPAMENTOS
e Vortex
e Centrifuga

e Termociclador de PCR em tempo real

REAGENTES
e Mastermix universal

e Sondas genotipagem: rs1050828 (Africana A-), rs1050829 (Africana A+) e rs5030868
(Mediterranea)

e Agua nuclease free

PROCEDIMENTOS
8.1. Obtencdo de DNA
¢ A extracdo do DNA deve ser feita de acordo com o POP_IPCCB_LB 003 v03D_PT,;

e As amostras devem ser armazenadas em tubo eppendorf ou microplaca e devem ser
mantidas em camara fria a 4°C.

8.2. Preparacdo do Mix de genotipagem

¢ O mix de genotipagem deve ser preparado e distribuido na microplaca para PCR na area
apropriada (capela de fluxo laminar VECO CFLV estéril para POP_IPCCB_LB 044 PT D
Pagina 4 de 15 preparo de reagentes PCR);

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

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

e Centrifugar as sondas;
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e Em um tubo eppendorf, pipetar os reagentes nas seguintes proporcoes:

1x
Mastermix universal 3uL
Sonda de genotipagem 0,15uL
Agua nuclease free 4,85uL
Volume final do mix 8,0 pL
Volume de DNA 2,0 uL

Obs1: Segue a mesma proporc¢do para os trés SNP’s, sendo preparado um eppendorf para cada
sonda.

Obs2: Pode-se utilizar também os reagentes e volumes (mix de genotipagem e DNA template)
recomendados pelo fabricante das sondas de genotipagem, a Thermofisher Scientific.

Centrifugar o0 mix de genotipagem e pipetar 8L do mix em cada pog¢o da microplaca;

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

8.3 Montagem da placa de genotipagem
¢ VVortexar e/ou centrifugar todos os tubos/microplacas de armazenamento de DNA;

e Pipetar 2,0uL de DNA em cada pog¢o da microplaca de genotipagem contendo o mix de
genotipagem;

¢ Os controles negativos devem ser feitos misturando 2uL de agua (miliQ/agua para
injecdo/agua nuclease free) em cada pogo previamente selecionado;

e Aplicar o adesivo Optico para vedar a microplaca, evitando tocar em sua area central,
e Centrifugar a microplaca;
8.4 Reagéo de PCR real time

¢ A reacédo de PCR real time utiliza o software Applied Biosystems 7500 Fast Real-time PCR
System;

e Selecionar Advanced Setup na tela inicial;



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

Identificar o nome do experimento;
Instrumento de corrida: 7500 fast (96wells);
Tipo de experimento: Genotyping;
Reagente: TagMan® Reagents;

Velocidade: Standard (*2 hours to complete run).

¢ No Experiment Menu -> SETUP -> Plate setup

Atribuir SNP assay;

Criar novo SNP assay;

Identificar o SNP assay;

Definir alelo 1 ou base e selecionar VIC.

Definir alelo 2 ou base e selecionar FAM;

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

No Experiment Menu -> SETUP -> Run method

Para configurar a corrida, preencha a quantidade de pL da reacao.
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Na aba Tabular View selecione o0s tempos e temperatura da rea¢cdo, bem como o nimero de

ciclos.

Apos configurar PCR, conferir o Plate layout e salvar a reagéo;

Em seguida, clicar no botdo START RUN.

O desenho da reacdo pode ser salvo como template para as demais anélises;

No Experiment Menu -> ANALYSIS -> Multicomponent plot;

Analisar o resultado da curva de genotipagem.

8.4 Andlise da reacdo

¢ No Experiment Menu -> ANALYSIS -> Multicomponent plot, analisar as curvas de

genotipagem;
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o Verificar a presenca da curva (fluoréforo- VIC ou FAM) correspondente ao o SNP

pesquisado;

e Presenca de 2 curvas (VIC e FAM) -> amostra heterozigota para o alelo o SNP pesquisado;

e Com o resultado das genotipagem construir uma tabela como as bases definidas para SNP.

Referéncias

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

Tagman® Copy Number Assays. User Guide. Publication 4397425. Revision E.

Biosystems. Thermo Fisher Scientific

LISTA DE ANEXOS

Applied

Polimorfismo ID Localizacdo | Alelos- Base VIC/FAM | TIPO

(SNP)

rs1050828 Africana A- G202A ALELO1-C |VIC SELVAGEM
ALELO 2-T FAM VARIANTE

rs1050829 Africana A+) | A376G ALELO 1-C VIC VARIANTE
ALELO2-T | FAM SELVAGEM

rs5030868 Mediterranea | C563T ALELO1-A |VIC VARIANTE
ALELO 2-G FAM SELVAGEM
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7.6 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO — POP GENOTIPAGEM DE SNPs

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Codigo POP POP_IPCCB_LB_044 v01D _PT
Titulo Procedimento para realiza¢ao da genotipagem de SNPs de
enzimas do citocromo P450 (CYPs) utilizando sistema
Taq Man®

Idioma da versao
original

PT

Elaborado por:

Jaiana Larissa de

Morais Cardoso

Revisado por:

Anne Cristine

Gomes de Almeida

Aprovado por:

Gisely Cardoso de
Melo

Data de aplicacao:

23/08/2019

Data e assinatura

Data e assinatura

Data e assinatura

Data da préxima
revisao:

Historico de revisoes

Nome

Assinatura

Data

(DD/MMM/AA)

Alterac0es realizadas

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

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

2. DEFINICOES

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

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

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

Alelo estrela (*): € definido por variacGes de sequéncias especificas dentro do lécus do
gene.

Variagdo no namero de cépias (CNV): um segmento de DNA em que um ndmero
variavel daquele segmento tem sido encontrado.

Hapl6tipo: uma série de alelos encontrados em um l6cus ligado em um cromossomo.
Diplétipo: E a combinagcio especifica dos dois hapldtipos.

Gendtipo: é a constituicdo genética de um individuo proveniente de ancestrais comuns.
Fendtipo: é o produto direto da informacdo proveniente no DNA, representa formas
alternativas de expressao de um mesmo carater que pode ser controlado por um ou

varios genes.

3. APLICACAO

Analise no laboratorio de biologia molecular de amostras relacionadas a pesquisa

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

4. RESPONSABILIDADES

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

5. POP'S RELACIONADOS



6.

113

Procedimento para extracdo de DNA de Plasmodium spp. a partir de sangue total,

utilizando o QIAmp DNA kit (Qiagen®) - POP_IPCCB_LB_003_v03D_PT

Recursos necessarios

6.1. Materiais
e Pipetas automaticas de 10uL, 100uL e 1000 pL
e Ponteiras com filtro para pipetas automaticas
e Pipeta multicanal
e Multipipetador
e Ponteiras para multipipetador (0,5 ml)

e Tubos eppendorfde 1,5e 2,0 mL

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

e Adesivo optico para vedar as microplacas
6.2. Equipamentos

e \Vortex
e Centrifuga
e Termociclador de PCR em tempo real
e Nanodrop
6.3. Reagentes

e Mastermix universal

e Mastermix de genotipagem
e RNAseP

e Sondas genotipagem

e Agua nuclease free

Reacdo de genotipagem

7.1. Obtencdo de DNA
a. A extragio do DNA deve ser feita de acordo
POP_IPCCB_LB_003_v03D_PT;

com

0
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b. As amostras devem ser armazenadas em tubo eppendorf ou microplaca e devem

ser mantidas em camara fria a 4°C.

7.2. Preparacgdo do Mix de genotipagem

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

b. Ligaraluz UV (germicida) da capela de fluxo laminar cerca de 30 minutos antes
do inicio do preparo. Apds esse periodo desligar;

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

d. Centrifugar as sondas;

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

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

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

Thermofisher Scientific

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

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

7.3. Montagem da placa de genotipagem
a. Vortexar e/ou centrifugar todos os tubos e microplacas de armazenamento de
DNA,;
b. Pipetar 2,25uL de DNA em cada poco da microplaca de genotipagem contendo
0 mix de genotipagem;
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c. Os controles negativos devem ser feitos misturando 2,25uL de &gua
(miliQ/&gua para injecdo/agua nuclease free) em cada pogo selecionado como
controle negativo;

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

e. Centrifugar a microplaca;

Analyze

o
:
=
-

watn Study

(<]

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

b. Selecionar Advanced Setup na tela inicial;

c. No Experiment Menu -> SETUP -> Experiment properties:
= |dentificar o nome do experimento;
= |nstrumento de corrida: 7500 fast (96wells);
= Tipo de experimento: Genotyping;

» Reagente: TagMan® Reagents;
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= Velocidade: Standard ("2 hours to complete run).

B 7500 Software v2.3 -8 x
Fle EOt Instument Analvsis Tools Help

] NewExpenment -+ 5 Open.. | Swe - i Close | 49 Exot. - &) PrintReport

Experiment Menu & | Experiment: CYP2D6_Platel_230419 Type: G eagents: TaqMan® Reag:

( Mot Curve ) B v 1 ( Prasence/Absence )

e G

Quaniitation - Standard Curve Quantitation - Relative Standard Cunve L Quanttation - Comparatave Cr (AMCT)
Genatypng

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

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

L]
File Edt Instument Analysis Tools Heip

] NewErperiment - (5 Open_ | Save - i Close | @ Bwot. - ) PrntReport ‘

Experiment Menu K | Experiment: Unlitled Type: Genolyping Reagents: TaqMan® Reagenls (_)J
() imstructions:  Define the SNP assays and samples for this experiment then assion tem 1o wells n the piale. For each SNP assay assignment selectatask.

<[ View Piate Layout | View Wel Table

Assign SNP Assay(s) to the Selected Wells.

ke Select Wells Wi - Selectlem - v | - Select llem
S R E[E[E]
X 6 7 8 9 10 1" 12
*= Required. - @~ @~
M- M- O~
| Quencher None
v Quencher None m" m" m"
M- M- O~
Mo Mo @~
| Besatrios. oK) = O @~ @~
TR s s @~
Select the dye to use 5 the passive reference . — T
BOX Welts: [T] 56 Uninown 1] 0 Megatve Control [5] 0 Posiave Control 40 Empty
«

& Home | ] CYP2D6_PLATES_ 051218.0ds *

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

= Paraconfigurar a corrida, preencha a quantidade de pL da reagdo. A reacao
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pode ter entre 10 e 30 pL;

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

@ wstructions:

ctanvoume and b
["Graphical View | Tabular View

Reaction Volume Per Well 25 L[] Expert Mode

CollectData ¥ |1 Qpen Run Method | Save Run Method |

Include. [7] Pre-PCR Read [ Amplification

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

600°C 600°C
R
%0 —| " 01.00 100% 01.00
foo% i
o=
Step 1 Step 1
[« 3
r Legend
L. Data Collection On Data Collection Off A AutoDelta On A AutoDeilta O

= Na aba Tabular View selecione os tempos e temperatura da reacdo, bem

como o numero de ciclos.

Pre-PCR Thermal Cycling Post-PCR
Read (Performed on a dedicated thermal cycler) Read
Stage/Step :
Holding Holding Cyciing 50 cyci) Holding
Stage Stage Denature Anneal/Extend Stage
Temperature 60 °C 95°C 92°C 60 °C 60°C
Time (mm:ss) 00:30 10:00 00:15 01:30 00:30
Data Collection Yes No No Yes* Yes

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

= Analisar o resultado da curva de genotipagem.

7.5. Analise da reacéao e definicdo do haplotipo
a. No Experiment Menu -> ANALYSIS -> Multicomponent plot, analisar as

curvas de genotipagem;



118

b. Curva 1, curva de amostra heterozigoto para o alelo o SNP pesquisado;

iHie EGH instument Analisis Todls Help
1] NewExpetiment - (25 Open. b Save - i Close | 4 Exwort - &) PrntRepont

Experiment Menu « | Experiment: Unlitled Type: TaqMan® Reage! - Ansyss Seangs (_))
T S = s 7o | Ve T |
) P Select Wells With: - Selectitem - + - Select llem
. ‘ 07 snam s v [ 3 vewtoans | EIEE
ngs a5 e defaut

a_;gl,;:/" 1 2 3 a5 6 | 7 | 8 um‘u[:z‘

Al A A A A A A A A A A A
Multicomponent Plot M- @ @ @ @ O @ @ 0 0 0 @
8ld 8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |

| e @ @ @ @ @ 0 0 0 0 0 0.
cld 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |
@ @ e @ @ @ e @ @ @ 0 @ |
ol A A A A A A A A A A A
| [ @ @ e e e e e 0 0 @l
e|d 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ‘
e s - - @- 0- 8- 0- 0- 0 0 - 0 0-
il A A A A A A A A A A A
: - @ @ - @- @ 8- 0 0- @ 0 0
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn o|A 1 1 1 1 A 1 1 1 1 1 ‘
Cyele M- M- M- @ @ 0 0 0 O 0 0 0
e HiA A 4 A A A A A A A A |
[Iw MRox Wvic U@ @ @ M- M- @ 0 0- @ @ @
weits: [] 96 Unknown 1] z‘:c‘; Namo:rs2097 gy 0 Empty
« Analysis Summary: Total Wells i Plate 96 Wels SetUp 96 Wells Omitted Manually 0 Wells Flagged 96 weil Yl.‘k. 1 ::M Used 0 SNP Assays Used 1
Home |l CYP2DA_PLATES 021213 ecs % | (o] CYP2DB_CONTROTES_240119.eds * Alole 2: yohone —

FAMNone [ Disconnectea

c. Curva 2, curva de amostra homozigoto para o alelo o0 SNP pesquisado;

@ 7500 Software 123 - o X
File EGI Instument Analysis Tools Help

%) NewExperiment « 7 Open. [ Save ~ L Ciose | 49 Export_ = A3 PrintReport.

Experiment Menu & | Experiment: Untitled Type: G eag : Taq . Ansyyss Settngs. (_))
| T e o | e |
Plot Settings. P Select Wells With. - Selectitem - « - Select lem -
Piot Color Dye v —
‘ 07 svowinvies v [ [ viewtogens | ﬂlﬂiﬁl
Save cument sefings as e detaut —
Q“Ell’“_’-f_ 1 DB 3 | 4 | 5 | 6 [ 7 | e [ o [10] 11 |12
A A A A A A A A A A A A
Multicomponent Plot A M- O - @ M- @ O @ @0 @0 0 @
0000 olde A A A A A A A A A A 4
0000 e @ @ @ @ e 0 0 e @ @ 0
A A A A A A A A A A A S
300000 e
£ mocco {0 @ @ @ 0 0 0- 0- 0 @ 0 0
H olde A A A A A A A A A A A
£ =00 ¢ L'l @- @ M- - @3- 0 0 0- 8- 0 0
2 oo ~ cld A A A A A A A A A A4
20000 Bt e - O - O- 0@ 0- 000 0- 00
o . el A A (A A A A A A A A A
| =1 | O- @ O O O 00 00000
STl i e ua IR R R R L] olde A A A A A A A A A A 4
Cxle m- M- @ M- O @ 0- @O @ 0 0|
s o e AT YYTY YN
‘ SNP Assay Name: 12097 =
weils: [I] 96 U{ Assay ID: lositve Control 0 Empty
- Task: Unknown
« ‘Analysis Summary: Total Wells in Piate: 96 Wells SetUp: 96 Wells Omaied Manually 0 Wells Flaggea 4 Allele 1: SK:'NQ Samples Usea 0 SNP Assays Used 1
e oo
A Home |5l CYP205_PLATES 051215 205 % | ] CYP2D6_CONTROL.TE1_240119.0ds * Alele 2 T
FAMNone |

d. Com o resultado das genotipagem construir uma tabela como as bases definidas
para SNP.

8. CYP2D6
= Aenzima CYP2D6 requer etapas extras para realizacdo da genotipagem

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

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

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

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

e. Em casos de combinagBes de SNP que ndo podem ser atribuida a alelos
conhecidos, estes devem agrupados como outros.

8.2. Reacdo CNV
8.2.1.Concentracdo de DNA
a. E necessério que a concentracdo de DNA das amostras seja igual a 5ng/pL;
b. Com o auxilio do equipamento Nanodrop, dosar a concentracdo de DNA;
c. Asamostras com concentracdo maior que 5ng/pL devem ser diluidas com agua
nuclease free e, é preciso proceder nova extragdo das amostras com

concentra(;éo menor.

8.2.2.Preparagao do Mix

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

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

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

d. Centrifugar a sonda e a RNAse P;

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

1x (VF=5pL)

Mastermix universal SuL
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TagMan® copy number assay 0,5uL
RNAse P 0,5uL
Agua nuclease Fre 2uL

f. Centrifugar o mix e pipetar 8uL em cada pog¢o da microplaca;

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

8.2.3.Montagem da placa de PCR

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

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

c. As amostras deverdo ser amplificadas em triplicata;

d. E necessario ter uma amostra de controle positivo;

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

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

g. Centrifugar a microplaca;

8.2.4.Reacéo de PCR real time
a. Selecionar Advanced Setup na tela inicial;
b. No Experiment Menu -> SETUP -> Experiment properties:
= |dentificar o nome do experimento;
= Instrumento de corrida: 7500 fast (96wells);
» Tipo de experimento: Standard curve

= Reagente: TagMan® Reagents;
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Velocidade: Standard (*2 hours to complete run).

c. No Experiment Menu -> SETUP -> Plate setup

Definer alvos
RNase P TAMRA — VIC - TAMRA e CYP2D6 — FAM — NFQ-MGB;
Definir amostras;

Distribuir amostras na placa.

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

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

Na aba Tabular View selecione os tempos e temperatura da reacgéo.

Step Temperature Time Cycles
Imtlnal:_lenaturefenzyme 95°C 10 minutes 1
activation
Denature 95°C 15 seconds 40
Anneal / Extend s0°C 40 seconds

@ instructions:  Define the targets to quantity and the samples 1o test in the reaction plate.
Detne e [ontnm sampis

[ Ada Mow Target | Ada Saved Target | Save Target | Delste Target | | | | [[Adanew sampis | Ada Saved sampie | save sample | Delets Sample | |

TargetName Reporter Quencher Colour

RNase P TAMRA |wc v |m.qm v h - |

Sample Name Color

COA28 v

CYP2D6 IFMJ X INFO—MGE VI ~ I COA15 v

lcoa3a

Define Biological Replicate Groups

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

[ Aga Biologicat Graus | |

Biological Group Name Color Comments |

| Assign Targets and Samples |

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

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

analises;
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8.2.5. Andlise do resultado

a.

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

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

em “Apply Analysis settings” para aplicar as novas configuragoes.

Experiment Menu < Experi 0 A

A - N
gs for Plate02_CNV_CYP2D6_ 23012019

mont- Plato
D Analysis Settin

Ll [Cr Settings | Flag Settings T Advanced Settings 1

Plot
n Review the default settings for analysis of targets in this experiment. To edit the default settings, click "Edit Default Settings " To us
Plot different settings for a target, selectthe target from the table, deselect "Use Default Settings,” then change the settings that are dis
q Default Ct Settings
Default Ct settings are used to calculate the Cr for targets without custom settings. To edit the default settings, click "Edit Default Settir
Amplification Plot Threshold: AUTO Baseline Start Cycle: AUTO  Baseline End Cycle: AUTO | Edit Defaut Settings
Standard Curve
Select a Target Cr Settings for CYP2D6
Multicomponent ot Target Threshold Baseline Start Baseline End Cr Setings ta Use: [] Use Default Settings:
£ ~
< ©Fe2E 02 —— [ [ Automatic Threshald
Raw Data Plot RNase PTAMRA (0,2 JAUTO AUTO Threshold: 0,2
[~] Automatic Baseline
3 Baseline Start Cycle: | 3 2| End Cycle:
Lo
Multiple Plots View A
optl
Tar| ¥
< >
R N [T ——— [“raneat | | Megati

Voltar a tela principal. Selecionar todos os pogos. Clicar em “Export”
Na janela de “Export properties”, selecionar apenas a op¢ao “Results”. Em
“File type”. Selecionar a opgdo (*.txt). Selecionar também um local para o

arquivo “.txt” exportado, em “Export file location”.
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& Export Uata A
Experiment Meny .
u Selectthe type of data to export, select whether to export one file or separate files, then enter export file (Optional) Click "C Export”to change the export )

format and to select fields ta export. Click "Start Export” to export your data v

' Setup

ﬁ Run

Export Properties T Custornise Export }

[ sample Setup Resulis

[J Raw Data [J Multicomponent Data
1. Select data to export.
[ Amplification Data

Amplification Plot

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

3. Enter export file properties:
3 Multicomponent Plot

ExportFile Name: | Plate02_CNV_CYP2D6_23012019_data File Type: B} k)~
\% Raw Data Plot Export File Location: | C:\Applied Biosystemsi7500\experiments | Browse

[] open file(s) when exportis complete

7 Multiple Plots View

e. Najanela “Customise export”, buscar a op¢ao “Field Separator” = marcar a
opcdo Commas.

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

g.  Apos estes procedimentos, a analise de CNV sera feita utilizando o software

CopyCaller, disponivel para download no site da empresa Thermofisher.

9. REFERENCIAS

= Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-time PCR System. Genotyping
Experiments. Part Number 4387784. Revision C. Applied Biosystems. Thermo
Fisher Scientific. Tagman® Copy Number Assays. User Guide. Publication
4397425. Revision

9. APENDICE



124

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

Alelo i . Duplicaggo  Atividade
Posigao do nucleotideo no gene CYP26
CYP2D6 CYP2DE  enzimatica
1584 31 100 1023 1846 2549 2615 2850 2988 3183 4180
*1 c G c C G A A c G G G - Normal
2 G G c C G A A T G G c - MNormal
*3 c G c C G Del A c G G G - Mula
4 c G T C A A A c G G c - Mula
*5 - - - - - - - - Mula
*9 c G c c G A Del c G G G - Diminulda
*10 C G T C G A A c G G c - Diminulda
*“17 c G c T G A A T G G c - Diminulda
*29 C G C C G A A T G A c - Diminulda
*34 c G c c G A A T G G G - ND
*35 G A C C G A A T G G c - Mormal
*39 c G c C G A A c G G c - Normal
41 c G c C G A A T A G c - Diminulda
1x c G c C G A A c G G G + Aumentada
2% CiG G c C G A A T G G c + Aumentada
*4x c G T C A A A c G G c + Mula
"1Tx c G c T G A A T G G c + ND
*3x G A c C G A A T G G c + Aumentada
*nucleotideos em negrito sao polimoérficos
** ND — ndo definido
Quadro 1 — Polimorfismos CYP2C19
. . . Alel o
Polimorfismo SNP ID Tipo 0 Localizagdo Contexto VIC/FAM
A/G, TTCCC:?;:_I'_I'(,:Ac'zl'él[,g1 GATTA
681G>A rs4244285 SELZ:;I:;?S” *2 Chr.10:94781859 GGAACCCATAACAAATTA
CTTAAAA
AG, ACATSQSSQTJEIAGCA
636G>A rs4986893 Szrt)zr:i.c:::lt(i)gn *3 Chr.10:94780653 ATCCAGGTAAGGCCAAGT
TTTTTGC
C/T’. AAATTTGTGTCTTCTGTTC
-806C/T rs12248560 Transition *17 Chr.10:94761900
TCAAAG[C/T]IATCTCTGAT

Substitution

GTAAGAGATAATGCGC




Quadro 2 — Polimorfismo CYP3A4
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Polimorfismo SNP ID Tipo Alelos Localizacdo Contexto VIC/FAM
TAAAATCTATTAAAT
s CGCCTCTCTCIC/T]
392A5G 12740574 CgT'bT:inf.'t'O” *1B Chr.7:99784473
ubstitution TGCCCTTGTCTCTAT
GGCTGTCCTC
Quadro 3 — Polimorfismos CYP2D6
Polimorfismo SNP ID Tipo Alelos Localizagdo Contexto VIC/FAM
GGCTGGGCTGGGTCC
T/-, - ] CAGGTCATCCI[T/-]
2549delA | 1s35742686 | | ortion/Deletion | o | CNM2242128242 | 0 TCAGTTAGCAG
CTCATCCAGC
CCGGGCAGTGGCAGG
AJG, Transition *4e ] GGGCCTGGTG[A/G]
100C>T 11065852 Substitution xqg | CMr2242130692 1 1) GoaTacAGCCCA
GCGTTGGCGC
AGACCGTTGGGGCGA
C/T, Transition * _ AAGGGGCGTC[C/T]
1846G>A rs3892097 Substitution 4 Chr.22:42128945 TGGGGGTGGGAGATG
CGGGTAAGGG
*2, *4’
*10,
*17 AGCACAAAGCTCATA
C/G, Transversion ' GGGGGATGGG[C/G]
> * 22.
4180G>C rs1135840 Substitution *gg Chr.22:42126611 TCACCAGGAAAGCAA
30 6 AGACACCATG
*41
TTCATGGGCCCCCGC
C/T, Transition . _ CTGTACCCTTI[C/T]
2988G>A rs28371725 Substitution 41 Chr.22:42127803 CTCCCTCGGCCOCTG
CACTGTTTCC
C/T, Transition
3183G>A rs59421388 Substituti *29 Chr.22:42127608 | TCTGGTCGCCGCACC
ubstitution TGCCCTATCA[CIT]
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GTCGTCGATCTCCTGT
TGGACACGG
*9 TAATTTTGTATTTTTT
G/C, Transversion | _ GTAGAGACCIG/C]
-1584C>G | rs1080985 ettt fjle Chr.22:42132375 | (ot 0
CCAGGCTGG
CCCCACCGTGGCAGC
2615_2617del CTT/-, . , CACTCTCAC[CTT/]
AAG $50306%6 | | <ertion/Deletion 9 | Chr22a2128175 | 1o CATCTCTGCCAG
GAAGGCCTC
AGGAGCAGGAAGAT
CIT, Transition * ] GGCCACTATCAIC/T]
31G>A rs769258 Substination 35 | Chr22:42130761 | oo oL D
TGCTTCTAGC
ACGCGGCCCGAAACC
G/A, Transition * ] CAGGATCTGG[G/A]
1023C>T | rs28371706 substiturion 17 | chr22:42120770 | L 20
GGCGGTCGGC
73
*17 GAGAACAGGTCAGCC
AJG, Transition *34, ] ACCACTATGCJA/G]
2850C>T rs16947 Substitution xgg | CNN22:42121941 | o) o GTTCTCATCATT
*35 ¢ GAAGCTGCTC

*41




