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RESUMO

De elevada prevaléncia no Brasil, especificameat&kagido Amazénica, a malaria € uma
doenca infecto-parasitaria com impactos socioecau®n em areas endémicas. O
Plasmodium vivaxe o agente de maior prevaléncia e tem sido askpe@eacasos graves de
malaria antes atribuida apenas Rlasmodium falciparumA variabilidade genética do
hospedeiro no metabolismo de farmacos antimalariodisienciada pelo polimorfismo de
isoformas do citocromo P450 (CYP), poderia levaaltaracbes significativas na resposta
terapéutica antimalarica. Pouco se conhece sobirdli@ncia dos fatores genéticos no
aumento da susceptibilidade individual do hospedaa desenvolvimento de formas graves
da doenca. Portanto este projeto objetivou detemanfrequéncia dos alel@3YP2B6*6,
CYP2C8*3e CYP2D6*4em pacientes com malaria vivax, avaliar a relagéceeos alelos
encontrados e a ocorréncia de malaria grave e astibelecer o perfil hematolégico e
bioquimico entre os portadores dos alelos encavgra@ara tanto foram utilizadas amostras
de sangue periférico de pacientes com maléaria vatardidos numa unidade de saude de
referéncia na cidade de Manaus-AM. Dos quais faratraidos o DNA leucocitario, que por
sua vez foram amplificado por PCR em tempo reahdsao sistema TagMan® para a
discriminagéo alélica. As frequéncias dos al€yd2B6*6, CYP2C8*3 e CYP2D6%dram
28,26%, 6,7%, 8,87%, respectivamente. O a@¥PP2D6*4foi 0 mais prevalente entre os
pacientes diagnosticados com malaria vivax grawamdém foi associado a niveis normais
de reticulocitos, eritrocitos e hematocrito. Estiflaturos sdo necessarios para compreender
as implicacdes clinicas dos polimorfismos encowisagn pacientes com malaria vivax.

Palavras-chave Polimorfismo, citocromo P450, malaria vivax
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ABSTRACT

High prevalence in Brazil, specifically in the AntewzRegion, malaria is a parasitic infectious
disease with socioeconomic impact sin endemic arB&smodium vivaxis the most
prevalent agent and has been associated with ohsesere malaria before attributed only to
Plasmodium falciparum Genetic variability in host metabolism of antidr@l drugs,
influenced by the polymorphism of cytochrome P4500(; could lead to significant changes
in antimalarial treatment response. Little is knaatoout the influence of genetic factors in the
increase of the individual susceptibility of theshdo development of severe disease.
Therefore, this project aimed to determine the desgry of allelesCYP2B6*¢ CYP2C8*3
andCYP2D6*4in patients with vivax maléria, to evaluate thiatienship between the alleles
found and the occurrence of severe malaria anddurestablish the hematological and
biochemical profile among carriers of alleles fourdherefore, we used peripheral blood
samples of patients with vivax maléaria treated dtealth care reference in Manaus-AM.
Which were extracted leukocyte DNA, which in turere amplified by real-time PCR using
TagMan ® system for allelic discrimination. The duencies of the allele€YP2B6*6
CYP2C8*3andCYP2D6*4were 28.26%, 6.7%, 8.87%, respectively. TT¥P2D6*4 allele
was more prevalent among patients diagnosed witbrsesivax malaria, and was associated
with normal levels of reticulocytes, erythrocyteslénematocrit. Future studies are needed to
understand the clinical implications of the polyplisms found in patients with vivax
malaria.

Keywords: Polymorphism, cytochrome P450, vivax maléria
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1. INTRODUCAO

A maléaria € uma doenca infecto-parasitaria queatetaide de diferentes populacdes
distribuidas em areas endémicas ao redor do muMESTENBERGERet al., 2010). O
Brasil concentra a maioria dos casos notificadodaaca na América Latina e o agente de
maior prevaléncia é d¢’lasmodium vivax(OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; WHO,
2011a).

No passado a maléaria vivax foi considerada uma godrenigna e auto-limitada,
entretanto estudos tém demonstrado a importanata despécie no desenvolvimento de
formas graves da doenca, antes atribuida apen®s fadciparumem diferentes partes do
mundo, inclusive com 6bitos (KOCHA® al.,2005; LOMARet al.,2005; ALECRIM et al.,
2000; WELLS et al.,2009; ALEXANDRE et al.,2010; WHITE, 2011).

Segundo critérios da Organizacdo Mundial de Saud®s (2010), a malaria grave é
definida como uma infeccdo com complicacdes poddmeinte fatais ao homem. Entre as
principais manifestacdes clinicas descritas naatilea para malaria grave pé. vivax
podemos citar: anemia grave, trombocitopenia, smdrda angustia respiratéria, sindrome
neurologica, insuficiéncia renal, edema pulmonamtura de baco, ictericia, acidose
metabolica e hipoglicemia. (KIRCHGATTER & PORTILLQQO05; ALEXANDRE et al.,
2010, COSTAet al.,2011; LACERDA et al.,2012).

E amplo o conhecimento e publicacBes sobre os tposianifestacdes clinicas que
vem sendo comumente observadas na malaria grae&. antretanto, comparativamente,
pouco se conhece sobre os mecanismos fisiopatoegéaiyolvidos na malaria grave goér
vivax,bem como a influéncia dos fatores genéticos no atorda susceptibilidade individual

do hospedeiro ao desenvolvimento de formas gravel®enca.
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A terapia antimalarica adequada é empregada adisecvitar a progressao clinica da
infeccdo. De acordo com Mehloted al. (2010), a resposta ao tratamento antimalarico pode
ser monitorada pela concentracdo plasmatica doat@rmu metabdlito ativo. Estes autores
consideram ainda que a variabilidade genética dpduriro no metabolismo de farmacos
antimalaricos pode gerar concentracdes plasmatiadequadas, contribuindo para ineficacia
devido a niveis subterapéuticos ou mesmo pela&etig parasitas resistentes.

O metabolismo € uma etapa farmacocinética extremi@rienportante para que o
farmaco alcance concentracdes plasmaticas adequnadssu sitio de acdo (WALKER &
EDWARDS, 1994). H4 uma grande variedade interimidial no perfil farmacocinético de
muitos agentes antimalaricos que pode resultarlErag@do na concentracdo plasmatica do
farmaco (KERBet al, 2009). As enzimas do citocromo P450 (CYP) sagrascipais
responsaveis pelo metabolismo de antimalaricosrganismo (GUSMAN & CARMONA-
FONSECA, 2006). Essas enzimas sdo altamente pdioay polimorfismos de forma
isolada ou associada a outros fatores podem coimtrgara a variabilidade na resposta
terapéutica (cura, recaida ou resisténcia) ouxieidade frequentemente relatada com o uso
de antimalaricos (TOMALIK-SCHARTEet al.,2008; KERB et al.,2009).

Polimorfismos dos genes de isoformas do CYP tém fs@juentemente relatados na
literatura associados a alteracdes no perfil métabde isoformas para varios farmacos,
incluindo antimaléaricos (PARIKHet al., 2007; TIONGet al.2010; HONDA et al.,2011;
DESTA et al, 2012; HARMSZE et al., 2012; YOSUF & HUA, 2012). Estudos que
descrevam a prevaléncia de polimorfismos em anedéneicas da malaria ou relacionem a
resposta terapéutica antimalarica e caracterisfesastipicas e genotipicas do CYP séo
escassos. E, ainda, ndo ha descri¢cdes na limat@speito dos polimorfismos nos genes do

CYP e uma possivel associacdo com a gravidaddeta@o poiP. vivax.
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Estudos dessa natureza poderiam contribuir paractesizacdo genotipica de
individuos de areas endémicas da malaria quan@Y&z150, bem como para o entendimento
de fatores determinantes da malaria grave, em dudedalteracdes metabdlicas, e ainda
possibilitar a descoberta de possiveis marcadoredecolares de risco para o

desenvolvimento de formas clinicas graves da naal@rax.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1Malaria

2.1.1 Aspectos gerais

A malaria é considerada um importante problemaadeles pablica com impactos na
economia e na sociedade de paises onde a doengdééiea (WESTENBERGER:t

al.,2010,Figura 1).

A transmissio da maliri A transmissio da maliria [:‘] Nio de tem conhecimenta da
ocorre em toda a drea, ocorreem algumas regides. transmissio da maliria
mestas dreas.

Figuras 1 -Representacgédo grafica de areas de transmissaol@@ama mundo. Adaptado de CDC-EUA, 2010c.

Trata-se de uma doenca infecciosa que pode selopada no homem por quatro
espécies do protozoamlasmodiunspp (P. falciparum, P. vivax, P. ovale e ialariag. A
transmissao ocorre através da picada do mosquiteaf@le mais de 30 espéciesha®pheles
(ALONSO et al., 2011). P. falciparumé a espécie responsavel pela maioria dos casos de
morte por maléria, sobretudo na Africa SubsaariantretantoP. vivaxé a mais difundida
geograficamente, em particular no sul e sudestéstls América Central e América do Sul,

respondendo por mais de 40% dos casos de malanmaundo. No Brasil, esta espécie é
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responsavel por aproximadamente 84% dos casosraelgis (OLIVEIRA-FERREIRAet al.,
2010; WESTENBERGERet al.,2010).

Em 2010, cerca de 216 milhdes de casos de malaramf notificados, com
estimativas de 655.000 mortes, principalmente éamcas africanas (WHO, 2011a).

O Brasil responde por quase metade dos casos deiarra Ameérica Latina. Em 2010
foram notificados 334.618 casos de malaria no PaiHO, 2011a). A regido amazonica,
constituida pelos estados do Acre, Amazonas, AmMmranhdo, Mato Grosso, Para,
Rondobnia, Roraima e Tocantins, € responsavel pas d&99% dos casos notificados no
Brasil, sendo registrado no estado do Para o nndimrero de casos (34%) (BRASIL, 2013;
Figura 2). No Amazonas foram notificados 59.431 casos efill ABRASIL, 2013). Em
Manaus, ano de 2012, foram registrados pela Fundde&Medicina Tropical Dr. Heitor
Vieira Dourado (FMT-HVD) 3.434 casos de malaria dogsis 95,8% foram causados pela

espécieP. vivax(VIGIWEB/FMT-HDV, 2013;Figura 3).

,)Cmumbua

Fig. 2 Fig. 3
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Esses dados revelam quePo vivaxtem se tornado espécie dominante em areas

endémicas da malaria. Entre as razdes que justifieasa alta prevaléncia é a maior

disponibilidade do diagnostico molecular para dgir as infeccdes causadas por essa
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espécie daquelas ocasionadas peltalciparume mistas, e ainda a dificuldade em controlar
a doenca causada por esse agente (producdo prdeogametocitos e presenca de
hipnozoitos), além da corrente resisténcia a clonage a falta de eficacia da primaquina,
medicamento de primeira linha para a prevencaoedaidas da doenca (COSTAt al.,
2012).

Por muito tempo a malaria pd?. vivax foi considerada erroneamente benigna,
entretanto estudos recentes revelam que esse ggentca uma resposta inflamatoria no
hospedeiro mais intensa quando comparado a equieajgarasitemia dé.falciparum

(WELLS et al.,2009; WHITE, 2011).

2.1.2 Ciclo biolégico ddPlasmodium spp.

O parasita da malaria apresenta um complexo cididdico que envolve o inseto
vetor e o hospedeiro vertebradeigura 4). Todas as espécies do parasita apresentam ciclo
bioldgico semelhante (WISER, 1990).

A infeccdo se inicia quando esporozoitos sao idgstacom a saliva do mosquito
infectado, os quais sdo carreados pela circulaggiénsca para o figado onde ocorre a
invasdo dos hepatdcitos. Nas células hepaticaarasifas se reproduzem assexuadamente em
um processo conhecido como esquizogonia tecidualse (f pré-eritrocitica). O
desenvolvimento do parasito nos hepatdcitos regprximadamente uma semana pakR o
falciparume P. vivaxe cerca de duas semanas paRa malariae. A esquizogonia tecidual
culmina na producdo de merozoitos que séo liberadosorrente sanguinea e invadem os
eritrécitos iniciando a segunda fase do ciclo (fas&ocitaria). Nesta fase, novamente se

multiplicam de forma assexuada (trofozoitos), aawip dentro de 48 horas nas infecgcdes por
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P. vivaxe P. falciparume 72 horas nas infec¢Ges pamalariag quando, entdo aparecem 0s
sintomas da maléaria (NEVESt al.,2009).

Nas infeccdes poP. vivaxalguns parasitos se desenvolvem rapidamente, etoqua
outros podem ficar em estado de laténcia no hepatégendo por isso, denominados
hipnozoitos. Estas formas podem levar semanas,snoesenesmo anos para se reativarem
depois da infeccdo primaria e sao responsaveig@eddda (WISER, 1990). Essa espécie tem
preferéncia por reticuldcitos e podem durante aciglio, apresentar gametocitos no sangue
periférico antes mesmo do aparecimento das maanfass clinicas, dificultando o controle
da doenca (COSTAt al.,2011).

Depois de varias geracOes, alguns parasitas seertdifam sexuadamente dando
origem as formas gametociticas que nao se divigemna vez ingeridos pelos insetos vetores
irdo fecundar-se para dar origem ao ciclo sexuadpaglasito dentro do trato gastrointestinal
do mosquito. Mais tarde, apds passar por variapagtaevolutivas que formardo os
esporozoitos, os parasitas

migrardo até as glandulas salivares, de onde deméisferidos para o sangue do

hospedeiro humano durante o repasto sanguineog dt@ica a um novo ciclo (NEVESt al.,
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2.1.3 Manifestacdes clinicas e patogénese da madari

No hospedeiro humano, a infecgdo pelasmodiunspp. geralmente pode manifesta-
se de forma assintomatica, ndo grave e grave. @amseos fisiopatogénicos ndo estao
totalmente elucidados. Sabe-se, entretanto, qusaestibilidade as infecgbes € determinada
por uma complexa interagcéo entre os fatores doeuesw, do parasita e do meio ambiente.
Entre os fatores do hospedeiro estédo incluidoadeidsexo, etnia, imunidade, presenca de co-
morbidades crénicas, co-infec¢cdes e varios polisrods genéticos (LACERDA, 2007;

ANDRADE E BARRAL-NETO, 2011).

2.1.3.1 Malaria ndo grave e grave

Os sinais e sintomas da malaria (febre, cefalélar,ccalafrios, sudorese, astenia) nédo
sdo especificos e se assemelham a infecgdes sistdmicas. A suspeita clinica de maléria
tem por base principalmente a febre ou a histéeidetbre relatada pelo paciente (WHO,
2010a).

A sindrome febril aguda que caracteriza a maldi@a grave forma mais comum da
doenca, € justificada pela ruptura das hemacias gsiquizontes e pela sintese e liberacdo de
citocinas (lI-6, IL-10), TNF, linfocitos T e mondos ativados (KARUNAWEERAet al.,
2003; NEVES et al.,2009).

A malaria grave, classicamente encontrada na Afitzsaariana, é responsavel pelo
maior nimero de casos de mortes da doenc@® efalciparumtem sido, tradicionalmente,

implicado nesses casos (LACERDA, 2007). Entretacésps esporadicos de malarigax
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grave, inclusive com 6bitos, tém sido relatadosdieersos estudos (KOCHARB al., 2005;
LOMAR et al.,2005, ALECRIMet al.,2000; ALEXANDRE-Eet al.,2010).

Entre os fatores implicados na patogénese da maj@ave por ambas as espécies
incluem-se o descontrole na producdo de citocim&snolise intensa e supressdo da
eritropoiese (ANDRADE E BARRAL-NETO, 2011). Os énitos para classificacdo de
malaria grave foram estabelecidos a partir de g@fes causadas pér. falciparumsendo
reconhecida por alguns sinais e sintomas clinicosseltados de exames laboratoriais. O
diagnéstico de maléria grave é estabelecido quangaciente apresenta pelo menos uma
destas complica¢bes (WHO, 201@adro 1). Uma classificacdo de malaria grave por
vivax foi proposta por Alecrim (2000), na qual o autensiderou além dos critérios ja
estabelecidos pard. falciparum que também fosse avaliado ruptura esplénica e

plaguetopenia abaixo de 50.000 plaquetas/uL.

Critérios para Malaria Grave segundo a Organizddddial de Saude (OMS)

Clinicos Laboratoriais

Hipoglicemia

AlteracBes da consciéncia ou coma (glicose sanguinea < 40 mg/di)

Acidose metabdlica

Prostragdo (fraqueza generalizada) (bicarbonato plasmatico <15 mmol/l)

Convulsées mltiplas (mais de

dois episédios em 24 h) Anemia normocitica grave

o 0
Dificuldade respiratéria (Hb <5 g/di, hematdcrito <15%)

Hiperparasitemia
(>2% /100 00Qdl em areas de baixa intensidade|de
transmissdo ou > 5% / 25000D/em areas d
intensidade transmisséo estavel ou elevada deiajalar

Colapso circulatério ou Choque (pressag
arterial sistélica <70 mm Hg em adultos e
<50 mmHg em criangas)

D

Ictericia clinica associada a evidéncia de Hiperlactatemia
disfuncéo de outros 6rgdos vitais (lactato > 5 mmol/l)

Hemoglobinuria .
Insuficiéncia renal

Sangramento Espontaneo (Creatinina sérica > 265 mmol /I)

Edema Pulmonar (com evidéncia radiolégica)

Quadro 1 —Critérios de diagnoéstico para malaria grave. Adapi@de WHO, 2010a.



25

2.1.3.2 Malaria grave porP. vivax

Estudos realizados em diferentes partes do mumdaodkatado o envolvimento d®.
vivax em casos graves de malaria (KOCHARal., 2005; POESPOPRODJé al., 2009;
ALEXANDRE et al.,2010; SARAVUet al.,2011)

As complicacdes mais comumente observadas detesreia infeccdo na malaria
grave observadas em infec¢cdes Porfalciparume mais recentemente também porvivax
sdo: anemia grave, trombocitopenia, sindrome dastiagrespiratoria, sindrome neurologica,
insuficiéncia renal, edema pulmonar, ruptura deopadctericia, acidose metabdlica e
hipoglicemia, além de frequentes comorbidades agyedarénicas com mortes ocasionais
(KIRCHGATTER & PORTILLO, 2005; ALEXANDREet al., 2010, COSTAet al., 2011,
LACERDA et al.,2012).

A anemia grave € uma das principais manifestac@ssriths, especialmente em
individuos com deficiéncia de glicose 6-fosfatoidiegenase (G6PD) (ANDRADEt al.,
2010). Esta complicacdo ocorre geralmente em resp@ms estresse oxidativo gerado por
farmacos (p.ex. primaquina, cloroquina), ingest@aertos alimentos (p.ex. fava), infeccdes
(p.ex. plasmddio), algumas doencas sistémicasadaspatoldgicos (p.ex. acidose diabética)
(OLIVEIRA, 2007). De acordo com a OMS é consideradamia grave quando os niveis de
hemoglobina estdo menores que 5g/dL em criancabaxoade 7g/dL em adultos. A
primaquina, unico farmaco disponivel para a eligdimados hipnozoitos dB. vivax € o
principal antimalarico precipitante de crises hdtiwals (SILVA et al.,2004; KRUDSOOD
et al.,2006; ALEXANDRE et al.,2010; RAMOS JUNIORet al.,2010; SHEKALAGHE et
al., 2010). A hemotoxicidade conferida por seus meta®li (6-metoxi-8-

hidroxilaminoquinolina e 5-hidroxiaminoprimaquindem como a participagdo do CYP
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devido a formacao de tais compostos tem sido ddagan diferentes estudos (BOLCH®@Z
al., 2001; BOWMANZet al.,2005; MCMILLAN et al.,2005; GANESANet al.,2009; 2012).

A maléria porP. vivaxtambém pode apresentar manifestacdes clinicagagigm
estudo realizado por Mohapatea al. (2002) envolvendo 110 pacientes com malaria vivax
revelaram auséncia de paroxismos, cefaléia migeamoiglgia, episddios de erupcdo cutanea

urticariforme, bradicardia relativa e hipotensastpcal.

2.2 Tratamento da malaria

Os farmacos antimalaricos atuam sobre formas evatuespecificas dBlasmodium
spp. durante a infeccdo no homeds esquizonticidas sanguineos (p.ex. cloroquinajrey
mefloquina e derivados de artemisinina) atuam salsreestagios assexuados do parasito,
responsaveis pela patogenia e manifestacfes dlimlaadoenca. Ja os esquizonticidas
teciduais (Unica droga disponivel na pratica ctiréca primaquina) promovem a destruicéo
das formas latentes ao atuarem sobre os hipnozuéfaéticos das espécifs vivaxe P.
ovale evitado assim as recaidas tardias. Ha4 ainda oeetgaitocidas que impedem o
desenvolvimento das formas sexuadas (p.ex. clamageiiprimaquina) interrompendo dessa
forma a transmissao do parasita. (BRASIL, 2010; WBR@L.0a)

Os principais objetivos do tratamento medicamentason antimalaricos é
proporcionar a cura, diminuir a parasitemia e cgueetemente a transmissado, bem como
minimizar a resisténcia (WHO, 2010a).

As orientacdes sobre indicacdo e uso de antimatpeeconizados no Brasil levam
em consideracéo fatores como idade, peso, espeqeadmodio infectante, comorbidades

associadas, gravidade da doenca, entre outros (RRAELO).
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A resisténcia a antimalaricos surgiu no século X¥ndo mais evidente nB.
falciparum A OMS refere-se a resisténcia quando ha faltepéertica apos a administracao
de uma dose padrdo de antimalarico (WHO, 2006)etamto, apesar de a resisténcia a
farmaco ser o principal fator responsavel pelaafddrapéutica, sabe-se que outros fatores
como a falta de adesao do paciente, dosagem eddudactratamento inadequado, estado de
saude e nutricional ou interacbes com outros fabm@odem levar a falha terapéutica sem
que haja resisténcia de fato (KERBal., 2009; WHO, 2010b).

A introducdo dos derivados de artemisinina no alstarapéutico contra a malaria
trouxe perspectivas otimistas sobre o controleradaracdo da malaria. Em 2006, a OMS
definiu o0 uso de derivados de artemisinina em coag@o com outro farmaco antimaléarico
como primeira linha para o tratamento da malar@ ad@inplicada poP. falciparum(WHO,
2006). Entretanto, a resisténcia a medicamentamaldricos tem sido documentada para
todas as classes de antimalaricos incluindo osatiss de artemisinina (WHO, 2010a).

Dentre as causas para a falha terapéutica e raaidivinfeccdo malarica, podem-se
citar as baixas concentracdes plasmaticas alcamcpe® farmaco, como no caso da
cloroquina. Por outro lado, a formacédo de metatliteativos gerados pelo CYP pode
ocasionar toxicidade diferencial de acordo com lorofismo destes genes, especialmente

pela primaquina (KEREBt al., 2009).

2.3 Metabolismo de farmacos

A escolha correta e racional de uma terapia medintoea é base fundamental para o
sucesso terapéutico. Ao se implementar um tratantve ser considerado as caracteristicas
fisiopatolégicas do individuo, tais como sexo, Elageso corporal e também a etnia do

individuo (FUCHS & WANNMACHER, 1998).
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A obtencéo do efeito terapéutico ou téxico depaaleoncentracdo do farmaco em
seu sitio de acado, garantindo que o farmaco agnjaconcentracbes adequadas, o 0rgao ou
sistema suscetivel ao efeito ideal e necessaneretp (WALKER & EDWARDS, 1994).

Além da escolha da dose que garanta a manutens@wmaeentracdes terapéuticas aos
sitios de acédo no organismo, deve-se verificar gaaatidade presente no sitio receptor é
adequada, pois o farmaco podera ser ineficaz mesndo o indicado, falseando, dessa
forma, a eficacia do farmaco escolhido. Situac@esccessa, podem descartar erroneamente,
o correto efeito terapéutico alcancado se a dase eintervalo de administracdo desejados
fossem prescritos (ROWLAND & TOZER, 1995).

O metabolismo no organismo € o fator determinargerasposta terapéutica de
qualquer medicamento, levando a formacdo de compaosais ativos que o farmaco original
ou compostos com pouca ou nenhuma atividade (GUSMARARMONA-FONSECA,
2006), e a possivel formacédo de compostos tOxmmdribuindo para desenvolvimento de

eventos adversos.

2.3.1 Citocromo P450

As enzimas do CYP sao pertencentes as enzimasssuenais e Sao responsaveis pela
oxidacéo e reducdo de farmacos, catalisando uniedede de reacdes redutoras e oxidantes
e abrange um grupo de substratos quimicamentesdiées (GILLIES et al., 1989).

O metabolismo de xenobidticos ocorre basicamentdieas etapas: as reacdes de fase
| (oxidacdo, reducdo ou hidrolise) catalisadas gpaimente pelo sistema das
monooxigenases dependentes do CYP e as reaches aske H (conjugacéo)
predominantemente realizadas pelas enzimas donsistéGT (uridina-difosfato-glucoronil

transferase) (ORLLANA & GUAJARDO, 2004).
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Comumente, em ambas as fases, ocorrem o aumentadmdilicidade de alguns
compostos, o que pode facilitar sua excrecdo e#vdapda atividade farmacoldgica e do
potencial toxico. Entretanto, em alguns casos, atrdrisformacdo converte certos
xenobidticos originalmente pouco reativos em proslumais reativos com maior potencial de

ligacdo a macromoléculas celulares e, portantos maicos (PARKINSON, 200Eigura 5).
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Figura 5— O metabolismo (fase | e Il) na ativacao e ingiade farmacos.
Adaptado de Pirmohamex al.(1996).

Até o momento sdo conhecidas 27 familias do CYP amamcom apenas trés
envolvidas no processo de biotransformacdo de famaCYP1l, CYP2 e CYP3),
respondendo com aproximadamente 75% de toda al fdse metabolismo de farmacos

(JOHANSSON & INGELMAN-SUNDBERG, 2011; HANC CYP, 281Figura 6).
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2.3.2 Polimorfismos genéticos envolvendo citocroni®50 e metabolismo de

farmacos

A resposta a farmacos € influenciada por multiplaores. A capacidade de

metabolizacdo apresenta variabilidades intra erimii@idual, com a intraindividual

envolvendo fatores ambientais, enquanto a intevitigial fatores genéticos e ou ambientais.

Os fatores genéticos sao importantes ja que estismpmodificar a estrutura e funcdo das

enzimas metabolizadoras de farmacos (WENNERHOLNI320

Apesar dos primeiros estudos relacionando polisimds genéticos de enzimas
metabolizadoras em humanos terem iniciado nos 2MdSarrod, em 1902, ja havia sugerido

gque o componente genético estivesse envolvido if@gmlcas interindividuais e surgimento

de reacdes adversas por deficiéncia enzimatica.
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Bonicke & Reif (1953) foram os pioneiros ao obsegwadiferencas interindividuais e
o surgimento de reacfes adversas, e que tais lagides estariam associadas a eliminacéo
lenta do farmaco. Posteriormente, Mitchetll al. (1958) propuseram que as variacdes na
inativacdo de farmacos poderiam estar ligadas atvaie genético.

Estudos envolvendo especificamente polimorfismos dazimas do CYP foram
publicados na década de 70 (EICHELBAU# al., 1975; GOEDDEet al., 1978) A
fenotipagem de individuos tratados com os farmaetsisoquina e esparteina resultou no
maior conhecimento da ampla variabilidade inteviitllial nas concentracdes plasmaticas dos
farmacos acompanhada de eventos adversos reladvosssas concentracfes. Tais
manifestacdes foram justificadas pela presencadetizsanutantes nlmci génico CYP2D6, as
quais ndo permitiam a sintese da enzima CYP2D@omnssveis pelo metabolismo de
diversos compostos enddgenos e xenobioticos (KAGQIME@t al.,1990; LARES-ASSEF &
TRUJILLO-JIMENEZ, 2001).

Estes estudos possibilitaram que mais tarde fassgocum sistema de classificacao
baseado nas diferencas fenotipicas individuais tquao perfil metabdlico de determinada
enzima do CYP (INGELMAN-SUNDBERG, 2004): os metabatiores lentos (ML),
portadores de dois alelos mutantes ou da delecdogdnes e, portanto, sem atividade
enzimatica; metabolizadores intermediarios (Ml) capenas um dos alelos mutante;
metabolizadores rapidos (MR) com os dois aleloxitumais e ainda, os metabolizadores
ultrarrapidos (MU), que carregam mais de duas sGgti@as do gene.

Neste sentido, supde-se que individuos ML apresemtigvado risco de sofrerem
reacdes toxicas mesmo em doses terapéuticas, jastee apresentam uma menor taxa de
metabolismo e, portanto, deficiéncia na detoxifitado farmaco pelo organismo. Enquanto
que individuos portadores dos fendtipos MR e Mleésgntam risco de ineficacia terapéutica,

sendo necessérias doses maiores que as usuaipgnem o efeito terapéutico desejado ou
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apresentam risco aumentando de sofrerem reacfieasGm caso de terapia com farmacos
de janela terapéutica estreita (AUDI & PUSSI, 2000)

Diversos fatores genéticos podem alterar a atieidaul expressdo das enzimas do
CYP. A duplicacéo génica pode levar a superexpoessaimatica, ja alteracoes quantitativas
e ou qualitativas no gene como delecdo, mutacOrtugus, splincing incorreto do RNA,
podem levar a sintese de uma enzima com menorr oagem nenhuma atividade funcional.
Fatores relacionados ao ambiente ou a exposicao xenobidtico também podem diminuir
ou mesmo inibir a sintese e a atividade das enzduaSYP (INGELMAN-SUNDBERG,
2001).

No genoma humano existem 115 genes que codificamnaisnas do CYP, com
apenas 57 destes funcionais (JOHANSSON & INGELMABDNBDBERG, 2011; HANC
CYP, 2013). A familia CYP1 inclue 3 subfamilias ifimddas por 3 genes e 1 pseudogene. Ja
CYP2 inclue 13 subfamilias codificadas por 16 gemeks pseudogenes, enquanto CYP3

inclue 1 subfamilia codificadas por 4 genes e 2gegene (NELSONt al., 1996).

2.4 Metabolismo de antimalaricos: papel do CYP e anfluéncia de

isoformas polimérficas na farmacocinética e na resysta terapéutica

Varias enzimas do CYP participam do metabolismo falenacos antimaléricos
(GUSMAN & CARMONA-FONSECA, 2006). Dentre os prineig antimalaricos utilizados
atualmente, podemos citar: cloroquina - CQ (CYP2C8P3A4, CYP2D6) (PROJEANL
al., 2003); primaquina - PQ (CYP1A2, CYP2B6, CYP2D6, G¥AR) (LI et al., 2003;
GANESAN et al., 2009); mefloquina - MQ (CYP3A4) (Let al., 2003); arteméter - AM

(CYP2B6, CYP3A4) (HONDAet al., 2011); artesunato - AS (CYP2A6) (YUSOF & HUA,
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2012) e amodiaquina - AQ (CYP2C8) (HOND=A al., 2011). NoQuadro 2 estéo listadas
algumas caracteristicas do metabolismo dos prirscgrdimalaricos usados na clinica.

Ha uma grande variabilidade interindividual no pefdrmacocinético de muitos
farmacos antimalaricos que pode resultar em afierag concentracdo plasmatica do farmaco
(KERB et al, 2009). As enzimas do CYP sao altamente polimesfie esses polimorfismos
de forma isolada ou associada a outros fatoresnpammntribuir para a variabilidade na
resposta terapéutica (cura, recaida ou resistéauaiaja toxicidade frequentemente relatada
com o uso de antimalaricos. (TOMALIK-SCHARTE al., 2008).

As variacdes na atividade de uma ou de varias ezl complexo CYP, podem
fazer com que o farmaco nao seja convertido pdéoanaa ativa ou que este processo ocorra
tdo lentamente que haja reducdo na concentrac&uetibodlito antimalarico necessaria para
eliminar o parasita. Pode ocorrer também que aerséw seja tdo rapida que conduza a
rapida eliminacédo, e, ainda poderia levar a acutdolade alguns derivados téxicos que
provoquem reacées adversas (GUSMAN & CARMONA-FONSE@006). Ganesaet al.
(2009) ao estudarem a relacéo entre as isoform&yY@oe a ocorréncia de efeitos adversos
demonstraram que mudltiplas isoformas contribuirama @ ocorréncia de hemotoxicidade da
primaquina em eritrécitos humaniosvitro.

Hellgren et al. (1994) compararam as variacdes nas concentracasmdticas da
cloroquina (CQ) e de seu metabdlito desetilclorogDCQ) com a parasitemia em escolares
diagnosticados com malaria na Tanzania. A concgitrada CQ e DCQ variaram,
respectivamente, entre 6-950 nmol/L e 10-299 nmdD& autores verificaram também que
apenas 9% das criancas apresentaram niveis plasm@e CQ acima da concentracao
minima inibitéria que é de 100 nmol/L, e que negl@sientes 0 numero de trofozoitos de
falciparum foi significativamente menor se compasdo grupo que apresentou niveis de

CQ abaixo de 100 nmol/L.
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Diferencas regionais na resposta terapéutica aaguma na malaria vivax tém sido
relatada por diferentes estudos. Esses sugerentapge ou concentracdes subterapéuticas
sejam fatores de risco para falha terapéutica camapguina (DUARTEet al., 2001,
GOLLER et al., 2007).

Estudos que descrevam a prevaléncia de polimorfisera areas endémicas da
malaria ou mesmo que relacionem eficacia terapgudintimalarica as caracteristicas
fenotipicas e genotipicas do CYP sao escassoddsstaalizados em pacientes com malaria
classificaram alguns individuos como ML quando gdotes de determinados polimorfismos
nas isoformas CYP2C8 e CYP2C19, responsaveis, patabolismo dos farmacos
amodiaquina e proguanil, respectivamente (MBE&LUAI., 1995; KANEKO et al., 1999;
CAVACO et al., 2005, PARIKH et al., 2007). Mais recentemente, Honeda al. (2011)
relataram a participacdo de diferentes alelosCd®2B6envolvidos na desmetilacdo do
artesunato. Entretanto, faz-se necessario a reatizde outros estudos para que haja uma
melhor compreenséo do significado clinico da infi& de polimorfismos nessas enzimas na

eficacia terapéutica de farmacos antimalaricos.



Farmacos

Estrutura quimica

Principais metabdlitos

Principais isoformas do
CYP envolvidas

Principais efeitos adversos

Amodiaquina

4-aminoquinolin

Ativos: N-
Desetilamodiaquina. Outrgs
menos ativos: 2-
hidroxildesamodia quina,
N-bisdesetilamodiaquina,

etc

Eliminagdo da cadeig
lateral e outras vias d
N-oxidacad

CYP2C§

Hepatotoxicidade, agranulocitose

Arteméter

Peréxido de lactond
sesquiterpénica

b Ativo: Diidroartemisinind

Desmetilacad

CYP2B6; CYP3A4//3A%

TGI (nausea, dor abdominais, anorexia),
teratogenicidade

Artesunato

Peréxido de lactong
sesquiterpénica

' Ativo: Diidroartemisinind

Desmetilac&d

CYP2A6; CYP2B8

TGI (nausea, dor abdominais, anorexia),
teratogenicidade

Ativo: Suféxido de

TGI (nausea, dor abdominais, anorexia, co

desetilcloroquina, N-

oxidativa, eliminacdo

Clindamicina Lincosamina$ cllndam:;licspltﬁro Menos S-oxidacab CYP3A# pseudomembranosa), leucopenia, eosinofi
desmetilcliﬁdamicin% reagOes dehipersensibilidade.
Ativos: N- Desaminagao

CYP2C8; CYP3A4/3A5;

TGI (nausea, dor abdominais, anorexia),
dermatite, retinopatia, hemolise grave,
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ite
ia,

Cloroquina 4-aminoquinolind | bisdesetilcloroquina. Outrgs  da cadeia lateral e cYP2DEé
menos ativos: 7-cloro 4 outras vias de N- alteracdes neuropsiquicas
aminoquinolona, efc oxidacasd.
. . o Inativo: Carboxilagio e TGI (néysea, dor abdominais, anorexia),
Mefloquina Aril-aminoalcoof Carboximefloquin& hidroxilacad CYP3a4 alterellgoes qle sono ede cpmpor.tamento
eucocitose, trombocitopenia
Ativo: 5-hidroxiprimaquina
Primaquina 8-aminoquinolina e 5- Carboxilagéo e CYP1A2; CYP2B6; TGI (nausea, dor abdominais, anorexia),
q a dimetilhidroxiprimaquina. hidroxilagad CYP2D6; CYP3A4* hemoélise grave, leucopenia
Inativo: carboxiprimaquirfal
TGI (nausea, dor abdominais, anorexia),
Quinina Aril-aminodlcool | Ativo: 3-hidroxiquinind Hidroxilagad CYP3A4; CYP2C19 hemélise grave, leucopenia, cinchonismo

trombocitopenia

Referéncias: BRUNTOMt al., 2006; GANESAN et al., 2009; HONDA et al., 201F; LI

ZHANGet al, 1997; WYNALDA et al., 2003).

et al., 2003; YUSOF & HUA, 2012; PROJEAN et al., 2003

Quadro 2- Caracteristicas do metabolismo dos principaisnatdricos usados na clinica. Adaptadd3dSMAN & CARMONA-FONSECA, 2006.
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2.5 Farmacogenética das principais isoformas do CYEnvolvidas no

metabolismo de farmacos antimalaricos

2.5.1 CYP2B6

CYP2B6 é expressa primariamente no figado, comgeseto entre 2 a 10% do
conteudo total de CYP hepatico, e em alguns teaottra-hepaticos incluindo o rim,
cérebro, intestino e pele (WANG & TOMPKINS, 200Bkta isoforma exerce um papel
importante no metabolismo de farmacos tais comoagentes antineoplasicos,
anticonvulsivantes, benzodiazepinicos e antimadriccomo os derivados de
artemisinina e primaquina (GANESA&t al., 2009; HONDAet al., 2011).

O geneCYP2B6esta localizado no cromossomo 19 (entre 19q12 319y e
composto por 9 exons e esta dentro de um grupangénioo de 112 pb (HOFFMAN
et al., 2001).

A expressdo génica varia amplamente entre indigidlial variabilidade pode
ser atribuida a diferencas na regulacao transoatie a fatores genéticos hereditarios.
A transcricdo deCYP2B6¢é regulada pelos receptores nucleares CAR e PXRlose
fortemente induzida por ligantes desses receptpressao indutores classicos como a
rifampicina, barbitaricos, ciclofosfamida, efaviegrderivados de artemisinina que séo
também substratos da enzima, sendo esta, a indugAamatica, um dos principais
fatores que contribuem para a elevada variabilid@déros fatores como a idade, sexo,
inflamacédo e polimorfismos também vém sendo cif@dd®KEN & MORGAN, 2007,
HOFMANN et al., 2008; CROOMet al., 2009; THORNet al., 2010; ZANGER &

KLEIN, 2013; ZANGER & SCHWAB, 2013).
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Mais de 25 alelos variantes ja foram identificadosadicdo a€YP2B6*1(tipo
selvagem) com variacdo na sequéncia de aminoamdaceéeito funcional comprovado
(HANC CYP, 2013; ZANGER & SCHWAB, 2013). A distrilpio dos alelos do
CYP2B6varia de acordo com a populacéo e etnia (MEHLOERAI.,2006; ARENAZ
et al.,2010). O alelo mais comum &Y P2B6*6 ocorrendo com frequéncia entre 15 a
60% em diferentes populacbes e € caracterizado elkenca de duas variantes,
CYP2B6:516G>T(rs3745274, CYP2B6:GIn172Hisno exon 4 eCYP2B6:785A>G
(rs2279343, CYP2B6:Lys262Arg), no exon 5 (WANG &TOKINS, 2008).

A variante CYP2B6:516G>T ocorre com maior frequéncia em negros e
americanos africanos quando comparados a caucagidAAS et al.,2004; THORN
et al.,2010).

Estudos prévios sugerem gG&'P2B6:516G>Tpode alterar tanto a expressao
quanto a eficiéncia catalitica da enzima e quealsesacdes sado substrato-dependentes.
Hofmannet al. (2008) verificaram que os niveis de mMRNA hepéatinooatravam-se
reduzidos na presenca do al€lYP2B6*6 resultando na diminuicdo da expressao
enzimatica. Segundo os autores, gpiicing incorreto do pré-mRNA, levando ao
encurtamento do mMRNA com a auséncia dos exons Asarm responsaveis pela
reducdo dos niveis de mRNA. Ariyogti al. (2011) demonstraram que a substituicao
do aminoacido glicina por histidina na proteina 6taipaz de alterar a eficiéncia
catalitica de CYP2B6.

Polimorfismos emCYP2B6*6§ predominantement€€YP2B6:516G>T, estao
associados a alteracGes farmacocinéticas com tes@es clinicas importantes para
alguns substratos. Essa variante tem sido freguente associada com a reducdo da
atividade enzimatica de CYP2B6, elevacao da cormgi plasmatica, reducdo do

clearance e consequente aumento da neurotoxicidadefavirenz e também ao
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aumento do risco de desenvolvimento de resist@nesse farmaco por descontinuidade
do tratamento (HAARt al.,2004; RODRIGUEZ-NOVO/Aet al.,2005; GOULDEN et

al., 2010, WYEN et al., 2011). Alteracbes farmacocinéticas semelhantes Si&m
verificadas para outros farmacos, por exemplo, @adoma, onde a elevacdo na
concentracdo plasmatica conferida pela proteinaamit potencializa o risco de
desenvolvimento de arritmias cardiacas graves (DOBR et al.,2013).

De acordo com Nakajimat al. (2007) e Ariyoshiet al. (2011) essa variante
estaria associada com o aumento da atividade teztatia enzima e o aumento da
concentracdo plasmatica do metabdlito ativo dafdsfamida.

Hondaet al.(2011) em estudm vitro para caracterizacdo funcional de variantes
polimorficas de CYP2B6 envolvidas na atividade de desmetilacdo do arteméte
revelaram que o aleldYP2B6*6conferiu atividade enzimatica aumentada de CYP2B6,
sendo esta a principal variante relacionada ao aion@a concentracdo do metabdlito
ativo - diidroartemisinina (DHA).

Segundo Wanget al. (2013) € complexo estabelecer uma relacdo entre o
genotipo dessa enzima e 0 metabolismaivo, ja que ha um efeito combinado entre os
alelos envolvidos na expressao e atividade catalite CYP2B6, e ainda, esta relacéo é

substrato-dependente.

2.5.2 CYP2C8

Essa isoforma € responsavel pelo metabolismo oxidate classes
farmacoldgicas importantes incluindo alguns ant@mebs (cloroquina, amodiaquina,
dapsona), hipoglicemiantes (repaglinida, rosigtite®), quimioterapicos (paclitaxel),

hipolipémicos (sinvastatina) (KIMet al., 2003; INGELMAN-SUNDBERG et al.,
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2007). E expressa em maior quantidade no figadopendo cerca de 7% do total de
CYPs nesse 0rgao e em menor quantidade em algudss@xtra-hepaticos (DAILY &
AQUILANTE, 2009).

A expressado hepatica do geD¥P2Cé regulada constitutivamente pelos fatores
de transcricdo HNFed HNF3y, C/EBRy, RORs além de ser induzida por ligantes dos
receptores nucleares PXR, CAR, GR, VDR (CHEN & GGIOEIN, 2009).

O geneCYP2C8estéa localizado no cromossomo 10924 e é compastaqve
exons (KLOSEet al.1999). Apresenta ampla variabilidade fenotipicaaird inter-
individual para o metabolismo de alguns substrd®£YP2C8. Os principais fatores
que contribuem para essa variabilidade sédo polismds genéticos e alta
inducibilidade quando expostas a diferentes xenicb® (GOLDSTEIN, 2001; FEIDT
et al., 2010).

Mais de 20 alelos variantes do geD¥P2C8*1estdo descritos (HANC CYP,
2013). Os alelos de maior frequéncia encontradosdderentes populacdes sao
CYP2C8*2 CYP2C8*3 CYP2C8*4(DAl et al.,2001; BAHADUREet al.,2002).

O alelo CYP2C8*3 é caracterizado pela presenca de duas variantes:
CYP2C8:416G>A (rs11572080, Argl39Lys) eCYP2C8:1196A>G (rs10509681,
Lys399Arg), nos exons 3 e 8, respectivamente (BtA&l.,2001). Ocorre com maior
frequéncia em brancos e raramente em africanosiaéicas (DAl et al., 2001;
BAHADUR et al., 2002; WU et al., 2013). Em estudo realizado por Cavastoal.
(2006) a frequéncia do alewYP2C8*3foi de 19,8% entre 0s caucasianos portugueses.

Estudos que avaliam o impacto @¥P2C8*3na atividade catalitica da proteina
variante apresentam resultados controversos. Essmte foi inicialmente associada a
reducao da atividade metabdlicavitro do paclitaxel, acido araquidénio, amodiaquina,

ciclosporina A (DAlet al.,2001; PARIKHet al.,2007; SMITHet al.,2008).
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InvestigacOes recentes) vitro e in vivo, sugerem que o impacto do alelo
CYP2C8*3na atividade da enzima depende do substrato. kdtefai associado ao
aumento do clearance de amodiaquina, repaglinaitgxel, cerivastatina e reducéo
do clearance do ibuprofeno (KASPERA al., 2011; YU et al., 2013). Stageet al.
(2013) demonstraram qu&YP2C8*3estava associado a baixos niveis plasmaticos de
rosiglitazona, bem como, a reducdo na respostpéetiaa em individuos portadores da
desse alelo.

Estudos tém demonstrado que a enzima CYP2C8 éepai responsavel pelo
metabolismo da cloroquina (PAGANOTEt al., 2011; STAGEet al., 2013). Nao
foram encontrados na literatura estudos que desssewn, especificamente, a influéncia
de CYP2C8*3no metabolismo desse farmaco, o que justificaabzegdo de um ensaio

desta natureza.

2.5.3 CYP2D6

A enzima CYP2D6 é responsavel pelo metabolismoptdexanadamente 25%
dos farmacos empregados na clinica, com a dosess@®e para atingir a mesma
concentracdo plasmatica variando de 10 a 30 verss @s individuos (INGELMAN-
SUNDBERG & RODRIGUEZ-ANTONA, 2005). Entre as pripais classes de
farmacos metabolizados por essa enzima incluers-aatonalaricos como a cloroquina
e primaquina, antidepressivos, antipsicoticos, aartimicos, betabloqueadores,
antiéméticos e opidides (PROJEAMNal, 2003; GARDINER et al., 2006, PYBUSet
al., 2012).

CYP2D6 é uma das isoformas do CYP que tem sido ampamente estudada

em relacdo aos polimorfismos genéticos. Uma daSesague justificam o interesse
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nessa enzima € o tipo de variacdo interindividaasua atividade o que tem levado a
descobertas de delecdes ou duplicagcbes do @afR2D6 bem como o papel da
farmacogendmica na farmacologia clinica (TEH & BHESSON, 2011). Entretanto,
pouco se sabe sobre os mecanismos de regulacaiakilMade na expressao desse
gene. Acredita-se que haja a participacdo do fdidF4a no processo de regulacéo
transcricional (CAIRN&t al., 1996; ZANGER & SCHWAB, 2013).

O geneCYP2D6esta localizado no cromossomo 22g13.1, € compustoove
exons e 4.383 bp (KIMURAet al.1989). Ja foram descritos mais de 105 alelos
variantes d€CYP2D6*YHANC CYP, 2013).

O aleloCYP2D6:1846G>A (rs3892097) € gerado por wsplicing incorreto na
regido intronica do gene que leva a formacdo de ymmeina ndo funcional
(KAGIMOTO et al.,1990; OWEN et al.,2009). Portadores heterozigotos desse alelo
tendem a apresentar uma menor atividade enzimgtiaado comparado aqueles que
portam os dois alelos funcionais (ZANGER & SCHWAB13).

Trabalhos ja demonstraram que a frequéncia alghaea a CYP2D6 e
influenciada por diferencas regionais e sua atdedanzimatica por diferentes etnias
(CHIBA et al., 2012). O aleloCYP2D6*4 possui elevada frequéncia entre o0s
caucasianos (TEH & BERTILSSON, 2011). No Brasil, fraquéncia do alelo
CYP2D6*4 foi de 0,24 incluindo individuos descendsnde africanos e europeus
(SILVEIRA et al.,2009)

Estudos tém demonstrado a influéncia de polimodsigenéticos de CYP2D6
no desfecho terapéutico de desordens no sistenvasoecentral, cardiovasculares,
cancer, bem como interacbes medicamentosas (RODEIGFNTONA et al., 2010;
MADLENSKY et al.,2011). O polimorfismo dessa enzima tem sido fretpraante

implicado no fendtipo ML (SACHSEet al.1997). CYP2D6 tem sido citada como



42

enzima chave para o metabolismo do antimalaricogmuina e em menor extenséo da
cloroquina (GANESANEet al., 2009; PYBUSet al., 2012), entretanto ndo se sabe o
papel de polimorfismos nessa enzima no metabolg#sees farmacos, bem como a sua

influéncia na resposta clinica.

2.6 Papel do CYP na patogénese e evolucdo clinica doencas: Um

breve esboco

Tem sido reportado que polimorfismos nas enzima8YdB podem interferir na
susceptibilidade ao desenvolvimento e/ou na evolaljaica de diversas doencas.

Brown et al. (2000) em estudo de caso-controle relatou uma agSac
significativa entre homozigotos para o al€lyP2D6*4 e pacientes com espondilite
anquilosante. Esse mesmo alelo, em conjunto conodbis, esteve associado a um
maior risco de desenvolvimento de céancer de pulerdochineses (HUANGet al.,
2013). Individuos fenotipados como metabolizadteets para o geneéYP2D6foram
associados com um maior risco para o desenvolvondat doenca de Parkinson
(MCCANN et al.1997).

Yuanet al. (2011) concluiram que o ale@@YP2B6*6pode ser considerado um
fator de risco predisponente a patogéneses danéaieguda.

Fenget al. (2012) ao estudar criancas chinesas com tubercalosatrou uma
associacao significativa entre polimorfismos nafoisnas CYP2C19 e CYP3A4 e uma
menor susceptibilidade para tuberculose pediatRaaientes homozigotos para o alelo
CYP2C19*2 portadores de doenca arterial coronariana apesemt um pior

progndéstico em relacdo aos ndo portadores, esgeiag0 foi significativa, de acordo
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com Chenet al. (2012). Shi & Chen (2004) ao investigar a assooiaeatre
polimorfismo emCYP2C1% susceptibilidade ao cancer, relatou uma alidéncia de
metabolizadores lentos para esse gene em paceamesancer de estbmago, eséfago e
pulmao.

Em estudo realizado no Japdo, Tamakial. (2011), relataram uma maior
frequéncia de individuos homozigotos para o aleMP2A6*4 entre 0s pacientes
portadores de cancer de pulmao, os autores suggprerpossa haver uma associacao
entre o polimorfismo e a doenca na populacdo edtuda

Wickliffe et al. (2011) demonstraram que aléltY P1A2*1Festeve associado a
porfiria cutanea tardia, indicando, segundo osrastaue esse polimorfismo é fator de
risco para o desenvolvimento dessa doenca. Jalm @¥P1A1*2Afoi considerado
preditor de alto risco para o desenvolvimento decdenia linfoblastica aguda
(KRAJINOVIC et al.,2013).

Como mencionado anteriormente, estudos envolvendiimgrfismos de
enzimas do CYP e a doenca maléarica sao escasspeu@ss estudos disponiveis sobre
esse assunto estdo focados no efeito de isoforwlandpficas no metabolismo de
antimalaricos. No entanto, conforme visto acimateadéncia atual na literatura
cientifica é buscar a relacdo entre os polimorfsmessas enzimas e a evolugcédo de

diferentes patologias, sejam infecciosas ou nao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral:

Caracterizar molecularmente as principais isoforna@s citocromo P450
envolvidas no metabolismo de antimalaricos em péesecom malaria pd?lasmodium

vivax

3.2 Especificos

1. Avaliar a frequéncia dos alelo€YP2B6*6, CYP2C8*3e CYP2D6*4 em
pacientes atendidos na Fundacdo de Medicina Tiofca Heitor Vieira
Dourado diagnosticados com malaria vivax;

2. Avaliar a relacao entre os polimorfismos encontsagl@ ocorréncia de malaria
grave poiP. vivax;

3. Descrever o perfil hematolégico e bioguimico dosigrates portadores de
polimorfismos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica

4.1.1 Modelo do estudo

Trata-se de um estudo observacional, retrospedivadipo descrito transversal.
Foram utilizadas amostras e dados clinicos obtigosstudo epidemioldgico realizado
pelo projeto“Caracterizacdo clinica da malaria complicada potaBmodium vivax”,
desenvolvido na Fundacédo de Medicina Tropical Deitdfl Vieira Dourado — FMT-

HVD, nos anos de 2009 e 2010.

4.1.2 Local de estudo

O estudo foi realizado na cidade de Manaus (AMasBr Os procedimentos
laboratoriais foram realizados no Laboratério del@&jia Molecular da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UFAM e no Laboratériotidistiplinar da Fundacdo de

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas — HEMOAM.

4.1.3 Populacédo de estudo

Pacientes com malaria pdtlasmodium vivaxatendidos na FMT-HDV no

periodo compreendido entre marco de 2009 a abrd0d®. O diagndstico da malaria
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foi realizado pelo método de gota espessa e aro@yféo de monoinfeccéo realizada
por diagnoéstico molecular pela técnica da Reacd@@aotimmerase em Cadeia - PCR. Para
todos os individuos, as informacdes clinico-labmrats foram extraidas do prontuario
meédico e questionario padronizado e referem-ses&al@ do paciente na admissao. O
diagnéstico de maléaria grave foi realizado segurdérios adotados pela OMS (2010)
para doenca causada pé€lofalciparum ja que até o momento ndo foram estabelecidos

critérios especificos para as infec¢des causadafpeivax.

4.1.4 Aspectos éticos

As amostras de sangue utilizadas no estudo foramasbpor meio do projeto
“Caracterizacao clinica da malaria complicada porldmodium vivax’, aprovado
pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CON&R)junho de 2009, pelo
parecer n°343/2009, protocolo de n° 25.000.011208®-15 Anexo 1), em que
justifica ao paciente, via Termo de Consentimentwele Esclarecido-TCLEAnexo
2), que parte do material biolégico colhido foi ammaada para ser usado em estudos
futuros sobre malaria.

Os experimentos realizados seguirdo as normasagsdjuranca de acordo com a
Lei no. 11.105 de 24 de marco de 2005, regulamargatb decreto no. 5.591 de 22 de
novembro de 2005, seguindo as normas técnicas dwadllade Biosseguranca de

Procedimentos da Comissao Técnica de BiossegudanEBEDCRUZ (2005).
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4.1.5 Amostra clinica

Foram utilizadas amostras de sangue periférico3depacientes atendidos na
FMT-HDV, diagnosticados com maléaria pdbo vivax,coletadas no periodo de margo
de 2009 a abril de 2010, de pacientes atendidédviiaHVD. O procedimento técnico
utilizado para a coleta das amostras esta desai®mexo 3 As amostras encontram-se
armazenadas em "freezer " a°Zho Laboratério de Biologia Molecular da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM e foram provéesedo Banco de Materiais

Biolégicos da FMT-HVD.

4.1.6 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos na pesquisa todos 0s pacientesdiagméstico microscopico
de malaria poP. vivax.

Foram excluidos da pesquisa 0s pacientes que:

v' Apresentaram diagnéstico de malaria mistayivax e P. falciparujnou porP.
falciparuma PCR;

v' Apresentaram as seguintes comorbidades infecciblegmtites A, B, C, D e E,
HIV e dengue;

v' Encontravam-se gravidas ou lactantes;

v Uso corrente de prescricdo médica, incluindo coeptivos orais;

v' Faziam uso de farmacos oxidantes, sendo aquelizaddas no tratamento
antimalarico;

v' Tabagista;
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v' Uso recente ou frequente de bebidas alcéolicas;

v' Apresentavam comprometimento hepatico e renal @révi

4.2 Delineamento experimental

4.2.1 Analise molecular

4.2.1.1 Extracdo do DNA gendmico

O DNA gendémico foi extraido a partir de 300uL degee, utilizando o kit
comercialWizard® Genomic DNA Purification Kitonforme protocolo do fabricante
(Anexo 3. Apds a extracdo, o DNA foi armazenado £€78té o momento das andlises

moleculares.

4.2.1.2 Amplificacao e identificacao dos polimorfraos

Os polimorfismos foram analisados pelo método d® Rt Tempo Real e
sistema TagMan® para a discriminacdo alél@agdro 3). A reacdo de amplificacédo
foi realizada para um volume de 10ul/reacéo, caltdsul de 2xTagMan Universal
Master Mix 0,200uL de 20:6NP Genotyping Assa®,800uL de agua esterilizada, com
2 uL de DNA da amostra.

Os produtos amplificados foram detectados e amlissatravés da plataforma
StepOnePlus™ v. 2.@Applied Biosystems As condicbes das reacdes foram as

seguintes: uma pré-desnaturacao inicial a 95°A @oninutos, seguindo-se 45 ciclos de
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92°C por 15 segundos para desnaturacdo e de 60P&htelul minuto para

emparelhamento dgsimerse extensao.

Alelos Ref. SNP ID
CYP2B6*6(15631 G>T) rs37455274
CYP2C8*3(2130 G>A) rs11572080
CYP2D6*4(1846 G>A) rs3892097

Quadro 3 - Polimorfismos selecionados nos ge@&42B6, CYP2C8 CYP2D6.

4.3 Analises estatisticas

4.3.1 Programa utilizado

Os dados foram analisados estatisticamente norgmmag SPSS, versao 19.0.

Foram considerados significativos os valores de(i0

4.3.2 Distribuicdo das Variaveis

A andlise de normalidade da distribuicdo das vergafoi realizada pelo teste de

Kolmogorov-Smirnov.
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4.3.3 Analise das Variaveis Qualitativas ou Categimas

A analise das variaveis qualitativas ou categorfoasealizada pelo teste néo
paramétrico do Qui-quadradg?]. As analises de valores inferiores a 4, foram
realizadas pelo teste exato de Fisher. Para estinfarca de associacdo entre duas
variaveis foi calculada a razdo de prevaléncia, sgaificancia foi estimada pelo

intervalo de confianca de 95% e pelos testes daéblaenszel e Yates.

4.3.4 Analise das Variaveis Quantitativas ou Nao @egoricas

Para analise de diferenca entre duas médias naseauidizou-se o teste T
independente para variaveis com distribuicdo noemateste U de Mann-Whitney para
aquelas de distribuicdo ndo normal. Para analisgifdeencas de meédias entre trés ou
mais grupos, utilizou-se o teste ANOVA para varigawem distribuicdo normal, com o
teste de comparacdes multiplas (ou pmst) para identificar quais grupos diferem ente
si. No caso de distribuicdes fora do normal utilize o teste ndo-paramétrico Kruskal-

Wallis.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao dos pacientes

Dos 231 pacientes com malaria vivax incluidos nodes 85 (36,8%) foram
portadores de malaria grave, 136 (58,9%) de matdiagrave e 10 (4,3%) nao foram
classificados quanto a gravidade em virtude dammisé&le dados clinico-laboratoriais,
0s quais foram avaliados somente com relacao aéreip alélica.

Na Tabela 1 estdo listadas as caracteristicas socio-demogsafios pacientes
onde se observa média de idade similar entre s gtapos, ndo havendo diferenca
também na frequéncia de individuos entre os généraxcorréncia de gravidade da
doenca foi maior no género masculino (p=0,020) gmpo de pacientes de maior peso
(p<0,01). Nao foram encontrados relatos na liteeatle diferencas entre 0s sexos
quanto a gravidade da malaria vivax.

A Tabela 2demonstra que a maior parte dos pacientes acoragirdwiamente
por malaria ndo desenvolveu a forma grave na doergarica atual (36,1%ersus
63,9%). Embora essa relacdo nao tenha sido esttiginte significativa, acredita-se
que haja uma protecdo clinica em pacientes expdstgsientemente a infeccdes

malaricas, corroborando os achados neste traballMES et al.,2009).



52

Tabela 1 - Caracteristicas soécio-demograficas dos paciedtagnosticados com
malaria vivax, por gravidade da doenca.

Caracteristicas Total (N) Malaria grave Malaria ndo grave p
Género M/F, n (%) 221 51(45,5) / 34(31,2) 61(54,5)/ 75(68,8) 0,020
Idade (anos) 217 33,46 + 19,97 31,83 +24,871 0,611
Peso (kg) 221 62,505 +20,471 51,622 +26,31 <0,01

N - nimero total de pacientes; M - masculino; Emihino;

Tabela 2 — Histdria clinica dos pacientes diagnosticados goalaria vivax, por
gravidade da doenga.

Caracteristicas Total (N) Maléria grave Malé&ria ndo grave p
Malaria prévia
221 30(36,1)/55(39,9)  53(63,9)/83(60,1) 0,343
SIN, n(%)
N de episodio’ 93 1,34 +2,02 1,22 +1,26 0,728
Duracdo da doenca (dias) 128 4,04 +5,29 3,09 £2,03 0,219
Uso prévio de
antimalaricod? 212 35(40,7)/ 47(37,3)  51(59,3)/ 79(62,7) 0,361
SIN, n(%)

N - nimero total de pacientes; S-sim; N-ffae- Nimero de episédios de malaria pré¥a:- Uso de
antimaléricos nos ultimos 30 dias.

Quando questionados sobre o uso de antimalaricesulionos 30 dias que
antecederam a consulta, 40,57% dos pacientesragtafazer uso de algum farmaco
antimalarico. Provavelmente esses ja haviam sidws®s a infeccdo malarica e

retornaram ao servigo porque houve falha terap@gutic a doenca recidivou ou ainda
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foram novamente infectados peRlasmodiumspp. NoGréafico 1 estdo listados os
antimalaricos que foram usados pelos pacientes antedurante a doenca malarica
atual. Observa-se que padrdo esta de acordo cauab para o tratamento de malaria
vivax em que cloroquina e primaguina sdo os maipregados na rotina (BRASIL,

2010).

Farmacos antimalaricos

"y

W Artesunato

H Arteméter

m Clindamicina
B Cloroquina

B Lumefantrina

d

H Primaquina

Grafico 1 —Uso de farmacos antimalaricos pelos pacientes gumga de malaria vivax
incluidos na pesquisa.

5.2 Caracterizacao clinica e laboratorial

A Tabela 3resume os sinais e sintomas clinicos apresentalos pacientes
diagnosticados com malaria vivax.
Considerando o total de pacientes, verificou-se @uehepatomegalia e

esplenomegalia foi diagnosticada em 48,05% e 27¢d0% pacientes incluidos no
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estudo, respectivamente. O estudo realizado pdfr éaal. (2012), no Paquistdo, com
pacientes diagnosticados com malaria vivax e nfisteax e falciparum) revelou um
percentual menor 32,3% e 9,6%, respectivamentea HEsscrepancia pode estar
associada tanto as diferencas clinicas entre adgudies como ao fato da FMT-HVD
ser uma unidade de referéncia mundial no tratansantmalaria e, portanto, apresentar
resultados com melhor diagnéstico.

Em nosso estudo a ictericia foi observada em 71g0/84) dos casos graves
(p=0,000) (dados ndo mostrados). De acordo com & @N10) a ictericia deve estar
associada a disfuncdo em outro 6rgao vital parargério de gravidade em pacientes
com maléaria vivax. Estudos demonstram ser essdne&alprincipal observada em
portadores de maléaria grave (KOCHARal, 2010; RAMOS-JUNIOFRet al, 2010).

O acometimento cerebral na malaria pode ser caizade por alteracdes ao
nivel de consciéncia, desorientacdo, prostracaalenun evoluir para o0 coma.
Recentemente tem sido relatado que essa condigésarade pouco frequente, pode
manifestar-se devido a monoinfeccdo pBlovivax (TANWAR et al., 2011) Neste
estudo apenas um paciente foi admitido com matériebral (dado ndo mostrado).

A correlacéo entre clinica e género demonstrou aguenulheres foram mais
acometidas por calafrios, mioartralgia e vomitasguanto os homens por ictericia,
hepatomegalia, gengivorragia. Nosso estudo, assamoc outros na literatura,
demonstra que os sinais e sintomas clinicos narimal&ax podem manifestar-se de
forma e intensidade diferente entre os géneros eenhaja, até o momento, uma
explicacéo clinica para isso (KOCHAdR al, 2005; RODRIGUEZ-MORALESt al,

2005; RODRIGUEZ-MORALES:t al, 2006).



55

Tabela 3 —Perfil clinico dos pacientes diagnosticados comaneabivax.

Total Masculino  Feminino o
(N) (N) (N) p RP (IC 95%)
Sim Nao Sim Nao Sim Na&o

Hemoglobinuria 25 106 13 54 12 52 0,551 1,043 (0,436-2,435)
Leucocituria 53 78 28 39 25 39 0,444 1,120 (0,557-2,252)
Hemataria 5 90 2 41 3 49 0,590 0,797 (0,127-5,000)
Dor abdominal 137 77 66 43 71 34 0,175 0,735(0,419-1,288)
Anorexia 164 57 83 29 81 28 0,547 0,989 (0,541-1,808)
Calafrios 198 22 94 18 104 4 <0,01 0,201 (0,066-0,615)
Esplenomegalia 63 158 35 77 28 81 0,222 1,315(0,731-2,364)
Hepatomegalia 110 111 63 49 47 62 0,034 1,696 (0,996-2,887)
Coluaria 128 92 69 42 59 50 0,142 1,392 (0,813-2,384)
Convulstes 8 213 4 108 4 105 0,624 0,972 (0,237-3,989)
Febre 218 3 109 3 109 O 0,128 0,973(0,944-1,004)
Tosse 68 152 30 82 38 70 0,115 0,674 (0,379-1,198)
Cefaléia 183 28 89 17 94 11 0,162 0,613 (0,272-1,380)
Ictericia 90 130 54 57 36 73 0,013 1,921 (1,113-3,316)
Mioartralgia 163 48 75 31 88 17 0,018 0,467 (0,240-0,911)
Oligaria 23 194 14 95 9 99 0,195 1,621 (0,670-3,922)
Palidez 168 53 89 23 79 30 0,145 1,469 (0,789-2,737)
Vomito 161 60 73 39 88 21 <0,01 0,447 (0,242-0,826)
Consciéncia alterada 8 144 5 71 3 73 0,360 1,714 (0,395-7,439)
Edema 16 144 6 76 10 68 0,185 0,537 (0,185-1,555)
ARDS 6 158 4 78 2 76 0,365 1,949 (0,347-10,95)
Equimose 4 91 1 42 3 49 0,384 0,389 (0,039-3,880)
Petéquias 19 76 6 37 13 39 0,139 0,486 (0,167-1,414)
Hemorragia 54 106 23 59 31 47 0,081 0,591 (0,305-1,145)
Transfuséo 21 139 14 68 7 71 0,099 2,088 (0,795-5,488)
Epistaxe 14 81 7 36 7 45 0,460 1,250 (0,402-3,891)
Gengivorragia 5 90 5 38 0 52 0,017

Hiperbilirrubinemia 71 86 43 37 28 49 0,021 2,034 (1,073-3,854)

Prostracéo 3 79 2 45 1 34 0,610 1,511 (0,132-17,36)

ARDS - Sindrome de Angustia Respiratéria AgudaNdmero total de pacientes; DP- Desvio padréo;
RP - razdo de prevaléncia; IC - intervalo de cawid” Bilirrubina sérica total > 3mg/dL;

O perfil hematoldgico tem papel importante na eg@tuclinica da malaria. As
infecgBes peldPlamodium vivaxpodem causar alteracdes hematologicas importantes,
tais como linfopenia, eritropenia, plaquetopeneducdo nos niveis de hemoglobina,
hematdcrito e indices hemantimétricos (AKHTA&Ral.,2012; LACERDAet al, 2012;
BHAWNA et al.,2013). NaTabela 4estéo discriminadas as médias dos resultados para

parasitemia e perfis hematoldgico e bioquimicoreens géneros.
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hematolégico e bioquimiccs duacientes

Parametros N Total Masculino Feminino p
Média+ DP
o 10267,1 + 8555,6+ 12010,0+
Parasitemia/uL 220 141664 13039.4 15089.6 0,070
WBC (x10% pL) 160 6,68 + 3,64 7,74 £ 4,24 5,55 + 2,47 <0,01
Bastonetes (%) 156 1,85+ 3,85 1,64 + 3,86 2,07 £ 4,05 0,494
Neutréfilos (%) 157 58,3+14,9 60,82 + 14,89 55,62 +14,89 0,028
Eosindfilos (%) 158 2,05+ 2,06 2,37 £2,09 1,72+2,2 0,117
Mondcitos (%) 158 8,83 +4,95 9,04 + 5,17 8,06 + 4,74 0,576
Linfocitos (%) 159 28,17 + 14,00 26,00 + 13,43 30,48 +14,31 0,044
RBC (x10/uL) 160 3,64+0,1 3,65+1,11 3,63+0,85 0,900
Hb (g/dL) 160 10,42 £ 2,75 10,50 = 3,06 10,35+2,41 0,747
Ht (%) 160 31,42 + 8, 68 31,33 +9,07 31,51+8,29 0,900
VCM (fL) 160 86,65+ 7,5 86,63 +7,91 86,69 +7,07 0,966
HCM (pg) 160 28,85+ 2,78 29,03 +2,94 28,67 2,59 0,399
CHCM (g/dL) 160 33,27 1,60 33,4 £1,27 33,11+1,88 0,257
RDW (%) 160 13,59 +£2,24 13,55 +2,33 13,61+2,14 0,865
Reticulécitos (%) 127 3,10 £ 3,64 4,02 £4,43 2,06 £2,04 <0,01
Plt (x10*/pL) 160 111,05+122,73 138,18 +147,50 81,55+81,32 <0,01
VPM 159 9,49 +1,70 950+2,1 9,46 +1,13 0,868
Lactato (mmol/L) 122 2,05+2,50 1,81+1,25 2,30 + 3,34 0,274
Albumina (g/dL) 144 3,63 +0,58 3,65+0,63 3,62 + 0,50 0,771
Globulina (g/dL) 132 2,75+0,73 2,91 +0,80 2,59+0,61 <0,01
Pt (g/dL) 134 6,4+0,9 6,59 + 1,02 6,19 + 0,68 0,011
FA 146  325,8 £196,64 311,20 +201,74 341,21 +191,33 0,358
ALT (U/L) 155 80,30 £156,45 95,42 +208,30 64,14 +64,09 0,215
AST (U/L) 156 73,67 +114,36 81,79+119,62 65,13+108,70 0,365
Glicose 157 111,05+51,15 116,68 +57,81 105,38 +43,01 0,167
BD(mg/dL) 159 2,22 + 3,05 2,41 + 4,23 2,03+2,05 0,498
Bl (mg/dL) 156 2,30 £ 4,09 3,04 +£5,31 1,52 +1,94 0,020
BT(mg/dL) 156 4,58 + 6,45 5,49 + 8,13 3,61 +3,82 0,069
Uréia (mg/dL) 157 44,07 + 45,17 56,98 + 58,08 30,67 +15,40 <0,01
Creatinina(mg/dL) 154 1,10+£1,40 141+£191 0,78 £ 0,37 <0,01
CK 109 81,97 +24155 125,84 +322,276 30,19 +24,55 0,039
LDH (U/L) 143 839,40 +£454,51 931,3+544,32 740,84 +307,03 0,012
Lactato (mmol/L) 122 2,05+2,50 1,81+1,25 2,30 £ 3,34 0,274

N- Numero total de pacientes; DP- Desvio padrdo,CRB hemacias; WBC - leucdcitos; Hb —
hemoglobina; Ht — hematécrito;HCM — hemoglobinapesicular média; VCM — volume corpuscular
médio; CHCM - concentragdo de hemoglobina corpasculédia; RDW — dispersdo do tamanho dos
eritrocitos; VPM — volume plaquetario médio; Pt retpinas totais; FA — fosfatase alcalina; BD —
bilirrubina direta; Bl — bilirrubina indireta; BT bilirrubina total; Crea — creatinina; CK — creatin
quinase; ALT - alanina aminotransferase; AST - @afmminotransferase; LDH - lactato
desidrogenase;

A andlise dos dados demonstrou numertededcitos dentro dos valores de

referéncia adotados neste estudo (4.600 — 10.200)/mEmtretanto verificou-se
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diferenca significativa no percentual de linfécimseutréfilos entre os géneros, com
discreto aumento de neutrofilos seguido de reddealinfocitos no género masculino.
Ramos Junioret al. (2010) em estudo de caracterizacdo clinica da heen@&m
pacientes diagnosticados com malaria vivax do gémasculino na cidade de Manaus
relataram que 66,7% dos pacientes apresentaraoclase (leucdcitos > 12 x J0L).

Na infeccdo maléarica ocorre degradacao de cerd@0de 80% dos eritrécitos
circulantes (DAlet al., 2012). A ruptura de células vermelhas causadasqdt do
Plasmodiumspp. e a depuracdo de eritrocitos deformados adest ou ndo sdo as
principais causas de anemia (AUTIN®Dal., 2012).

Em nosso estudo 76,3% e 57,5% dos pacientes ataesaneritropenia e
reticulocitose, respectivamente. Os niveis de h@&on& encontravam-se reduzidos em
81,9% dos pacientes e em 83,8% dos individuos haurnento no grau de anisocitose.
O percentual dessas variacdes apontados em esiu@bhgawnaet al. (2013) foi menor
ao encontrado em nosso estudo, em que a eritropergdculocitose ocorreu em 19,5%
e 27,5% dos pacientes, respectivamente e os nieeisematdcrito encontravam-se
reduzidos em 69,5% dos pacientes.

Anemia tem sido frequentemente associada com tadasnalarias, e sua
gravidade tem sido relacionada principalmente comdade e local endémico.
Tradicionalmente, infeccbes pé. falciparumtém produzido maior frequéncia para
anemia grave quP. vivax(WHO, 2000; SINA, 2002). Entretanto, trabalhos rees
tém demonstrado elevada frequéncia e diferentassgta anemia grave em malaria
vivax (MOHAPATRA et al, 2002; ALEXANDREet al, 2010; COSTAet al.,2012) o
que foi demonstrado em nosso estudo, principalmgotndo referente ao género

masculino, onde a frequéncia de anemia grave f@rmnma
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Plaquetopenia (plagueta <150.000/pL) na malarim& mnanifestacdo comum e
um dos sinais laboratoriais de confirmacdo parsanaaltanto em criancas como em
adultos. Tal condicdo esta presente, principalmaote estagios iniciais da infeccéo
malarica (AUTINO et al.,2012). Em nosso estudo, 53,7% dos pacientes apaesen
plaguetopenia, sendo mais acentuada nas mulhergsedonos homens. Cerca de 50%
dos pacientes foram acometidos com plaquetopenige dplagueta < 50.000/uL). Em
geral esses resultados foram semelhantes aosdodaten outros estudos (LAT#HE al.,
2012; AKHTARet al.,2012; BHAWNA et al.,2013).

Em relacdo ao perfil bioquimico dos pacientes, aligssn dos resultados
demonstra que o0s niveis de uréia, creatinina séeicaroteina quinase foram
significativamente maiores entre os pacientes dwer@émasculino. Estudo realizado
por Moses & Johnkennedy (2013) em pacientes paeadole malaria peld.
falciparume grupo controle também demonstrou diferencas siestéimetros, em que
se verificaram maiores niveis de uréia e menoresretginina sérica nas mulheres do
gue nos homens.

Niveis elevados de bilirrubina indireta, LDH, refigcitos, associados a anemia,
hepatomegalia e ictericia sdo parametros indicatida ocorréncia de hemolise
extravascular (OMS, 2010). Observou-se que as matha niveis plasmaticos e as
frequéncias desses marcadores foram significatimeem@aiores entre os pacientes do

género masculino.
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5.3 Caracterizagcao molecular

5.3.1 Frequéncias alélicas

Do total de 231 pacientes, 230 foram genotipadcs @aendCYP2B6222 para
0 CYP2C8e todos para o gerigYP2D6 Os gendtipos estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

A frequéncia de individuos portadores do aledP2B6*6foi de 42,2%, sendo
27,8% em heterozigose (G/T) e 14,3% em homozigtdg.(Ja para o alelGYP2C8*3
a frequéncia de portadores foi de 13,5%, todos eterdzigose. Para o alelo
CYP2D6*4 a frequéncia de portadores foi de 16,5%, sendd%d%em heterozigose
(G/A) e 1,3% em homozigose (A/A).

Apesar desse estudo néo ter sido desenhado copetivolole avaliar o impacto
dos polimorfismos encontrados no metabolismo ddéisnaléricos algumas inferéncias
poderam ser realizadas sob o ponto de vista faldgico.

Polimorfismos em enzimas do CYP podem contribuiapariacdes na eficacia
e seguranca de farmacos antimalaricos (TOMALIK-SGHE et al., 2008). Ambos,
eficacia e seguranca, sdo dependentes de condamdrgasméaticas e tempo de
exposicdo adequados, j& que exposi¢cles insufisiemearmaco estdo associadas ao
maior risco de falha ou resisténcia terapéuticauanip que um maior tempo de
exposicao esta relacionado a uma maior chancesgadavimento de reacdes adversas
(GUSMAN & CARMONA-FONSECA, 2006).

No Brasil, a cloroquina e a primaquina ainda s&elwo tratamento da maléaria

vivax ndo complicada (BRASIL, 2010). Atividade g@tiasitaria desses antimalaricos é
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dependente da biotransformacdo (PROJE#Nal., 2003; GANESANet al., 2009;
PYBUS et al., 2013). Polimorfismos nessas isoformas podem altaratividade
catalitica da enzima. Estudos sugerem que os @a&2D6*4e CYP2C8*3reduzem a
atividade catalitica das enzimas CYP2D6 e CYP2@8opleidas no metabolismo da
primaquina e da cloroquina, respectivamente (SACHSRI., 1997; PAGANOTTIet

al.,, 2011; STAGEet al., 2013). Assim, 0 metabolismo desses farmacos estaria
comprometido na presenca desses alelos, portarde;g® sugerir que a conversdo da
primaquina e da cloroquina em seus respectivos bolttas ativos seria menor,
resultando, consequentemente, em menor efeito ¢atogico dos antimalaricos em
portadores desses alelos.

O tratamento de formas graves da doenca malandapendente do agente
infeccioso, € baseado no uso de derivados de aitena combinado a outros
antimalaricos (OMS, 2010). Estudos anteriores zadbs por Nakajimat al. (2007),
Ariyoshi et al. (2011) e Hondaet al. (2011) relataram o aumento da atividade
metabdlicain vivo e in vitro da enzima CYP2B6 associada a variar@P2B6*6
objeto deste estudo. Supbe-se que atividade adticeldos derivados de artemisinina
€ realizada pelo diidroartemisinina (DHA), que érncipal metabolito ativo desse
grupo farmacolégico (HONDAet al., 2011). Portanto, individuos portadores dessa
variante poderiam apresentar maiores concentragéePHA o que, teoricamente,
aumentaria o efeito farmacologico, assim ao setaumada a farmacoterapia com
derivados de artemisinina, esses individuos sdvemeficiados.

Por outro lado, estudos tém reportado que a @dpalaria reduz o conteudo e
pode alterar a capacidade metabolica das enzim@y¥BoAKINYINKA et al., 2000;
CARVALHO et al., 2009). Tais efeitos podem ser decorrentes da respdamatoria

intensa gerada na infeccdo malarica. Acredita-& ajuelacdo entre a inflamacéo e
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atividade das monooxigenases seja mediada pelasinais ILB, IL6, TNFa e
interferonsa ey (AITKEN et al.,2006). Vetet al. (2011), cita em artigo de revisao,
diversos estudos demonstrando que a inflamacéo ass@ciada a uma regulacao
negativa na expressao e atividade dessas enzioiagpbrtado que houve a reducao da
atividade de CYP2D6 em pacientes em processo iaftmmno agudo (JONESet al.,
2010). Tais alteracbes promoveriam aumento na otraggio plasmatica do farmaco,
devido a reducado ddearance com consequente aumento do risco de reacdes aslversa
No caso de farmacos que precisam ser biotransfasnpdra exercerem seu papel
farmacologico, o efeito contrario poderia ser es@per ou seja, uma menor
disponibilidade de farmaco ativo.

Assim poderiamos sugerir que as alteracdes namaszio CYP ocasionadas
nao somente pelos polimorfismos detectados nogipasi portadores de malaria vivax
como também o proprio processo inflamatorio, asale regulacdo negativa, de forma
isolada ou conjuntamente, podem ter repercussimsntes em termos do tratamento
farmacoldgico da doenca.

As frequéncias dos aleldSYP2B6*6 (T), CYP2C8*3(A) e CYP2D6*4 (A)
foram de 28,26%, 6,7% e 8,87%, respectivamentg@opalacido estudada. Nao foram
encontrados estudos prévios relatando a frequérdésses polimorfismos
especificamente em pacientes portadores de mal&ax. Em geral, as frequéncias
alélicas encontradas neste estudo foram semelhanimstros relatos descritos na

literatura e aos dados dispostos na pagina do NCiblela 5.
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Tabela 5— Frequéncias alélicas @' P2B6*6, CYP2C8*2 CYP2D6*4em pacientes
diagnosticados com maléria vivax neste estudo ewgras populagdes

Populacao N % alelo Referéncias
CYP2B6*6 CYP2C8*3 CYP2D6*4
Brasileiros 231 28,26 6,7 8,87 Este estudo
o Suarez-Kurtet al,
Brasileiros 1.034 36,9 9,8 11,7
2012
Brasileiros 115 14,5 Maciel et al., 2009
Colombianos 152 36,5 Bahaduret al, 2002
Indianos
_ 123 12 Muthiahet al., 2005
malasianos
Chineses 123 38 0 0 Hodel et al., 2013
Negros africanos 148 34 0 4,1 Hodelet al, 2013
Caucasianos
35 28,6 Lang etal, 2001
europeus
Negros europeus 146 34 Wyenet al, 2008”

N - Namero total de pacient€® ¥ Populacéo estudada era portador de makdiégparume HIV/AIDS,
respectivamente; --- Nao foi avaliado pelos autores

Polimorfismos em isoformas do CYP tém sido consides como fatores de
riscos predisponentes ao desenvolvimento ou podégrferir na evolucao clinica de
diversas doencas. A maior parte dos estudos teotiade as variantes de CYP a
patogéneses de diferentes tipos de cancer, entjaais pulméo, estbmago, eséfago e
leucemia (CYP2D6*4 /| CYP2C19*2QYP2A6*4 | CYP1A2*1F(YUAN et al.,2011;
TAMAKI et al.2011; HUANGet al.,2013; KRAJINOVICet al.,2013) . Outros tém
avaliado o envolvimento dos genes polimérficos elesemplexo enzimatico na
susceptibilidade ou na evolugéo clinica de doeimflsnatorias, infecciosas e crénicas,
como a espondilite anquilosant€Y(P2D6*9, porfiria cutanea tardiaClYP1A2*1F,
tuberculose CYP2C19*3, doenca arterial coronarian&€YP2C19*2 e doenca de
Parkinson (ML de CYP2D6) (MCCANIt al.,1997; BROWN et al., 2000; FENGet

al., 2012; CHENet al.,2012; WICKLIFFEet al.,2011).
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Esses estudos revelam que a importancia do CYP pstE além da
farmacogenética, ja que polimorfismos nessas emszpudem atuar como coadjuvantes
na patogénese ou mesmo interferir no prognéstiomuieas doencas, independente da
introducéo de terapia medicamentosa.

No caso especifico da maléria, ja se sabe quasfgtores genéticos ligados ao
hospedeiro, p. ex. as hemoglobinopatias, oferecastos diferenciais ao
desenvolvimento de gravidade a infeccdo pelasmodiumspp. Em nosso estudo
observou-se que o numero de portadoreC¥®2B6*6foi maior entre 0s casos nao
grave (60versus31) da doenca, embora essa diferenca ndo fosaBsesamente
significativa (p<0,059). Nao foram observadas eifgas significativas entre a
distribuicdo dos genotipos, o niumero de portaddeealeloCYP2C8*3e a gravidade
da doenca malarica. Ja para o aledP2D6*4,pode-se verificar que a frequéncia dos
portadores desse polimorfismo foi maior no grupavgr havendo uma associacao
significativa entre o gendtipo heterozigoto e avglade da doenca. E ainda, a chance
do desenvolvimento de gravidade entre os pacigmiesdores desse polimorfismo,
neste estudo, foi 2,647 vezes maior se comparaindmportadored bela 6).

No entanto, por se tratar de um trabalho pioneiioovador na tentativa de
associar os polimorfismo8YP2B6*6, CYP2C8*3 e CYP2D6¥dara a gravidade na
doenca malarica, néo foi possivel estabelecer s&s deram aleatérias ou se de fato

houve relacao significativa na evolucédo da doengiamca.
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Tabela 6 —Frequéncia genotipica e alélica@¥P2B6*6, CYP2C8*8 CYP2D6*4em pacientes diagnosticados com malaria vivaxegeanao
grave.

Perﬁl " . , . L. ~ 1) p(2)
Alelo Genético Gendtipo Total de pacientes Malaria grave Malaria ndo grave p RP(IC95%)
(N) %alelo (N) %alelo (N) % alelo
Selvagem G/IG 133 54 75
GIT 64 25 35 0,152
* ]
CYP2B6*6 Portador T 33 28,26 6 21,76 o5 31,48 0,059 0,728(0,411-1,253)
Total 230 85 135
Selvagem G/IG 192 73 111
G/A 30 8 20 0,180
* 1
CYP2C8*3 Portador AJA 0 6,7 0 9,87 0 15,27 0,180 0,608(0,254-1,454)
Total 222 81 131
Selvagem G/IG 193 64 121
G/A 35 19 14 <0,01
* ]
CYP2D6*4 Portador AJA 3 8,87 5 13,52 1 5,88 0,026 2,647 (1,277- 5.485)
Total 231 85 136

N - Namero total de pacientes; RP - razdo de péecid; IC — intervalo de confianc®p- Valor de p para diferencas entre o genétipo @ogeptes e gravidade da doenca;
p®— Valor de p para diferencas entre o perfil genéddics pacientes e gravidade da doenca; % alekle-rabitante.
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5.3.2 Associacdes entre os polimorfismos estudadas, manifestacdes

clinicas e os exames laboratoriais

Na Tabela 7 estdo sumarizadas as manifestacdes clinicas adascos alelos
CYP2B6*6 e CYP2D6*4, por género. Nao foi encontrada nenhuma associacdo
estatisticamente significativa para o alelo CYP2ZL8*

Associacbes entre as manifestacdes clinicas erugiges estudados revelaram
que dos 3 pacientes afebris observados neste estuftwmam heterozigotos para o
CYP2C8*3tal resultado foi estatisticamente significativo.

A ocorréncia de calafrios foi significativamente moe (p=0,04) nos pacientes
portadores do aleldCYP2D6*4 do que no grupo selvagem. Do total pacientes
genotipados como homozigotos para esse alelo, fodas do género masculino e, 2
relataram nao sentir calafrios, sendo essa relsgiatisticamente significativa. Houve
um aumento significativo no namero medio de diasalafrios, febre e mioartralgia
relatados pelos pacientes portadores do aE¥PP2B6*6 se comparado aos néao
portadores.

Na prética clinica a ocorréncia de petéquias eigemggia indica deficiéncia
plaquetaria (LACERDA, 2007). A presenca de petéxtna significativamente menor
nos portadores do ale@@YP2D6*4do que em néo portadores (p=0,024).

A associacdo do aparecimento de hemoglobinuria é&weocitaria entre os
genotipos dos alelos estudados néo apresentou destasisticos significativos,
entretanto ao se considerar o género dos indivjcdeogicou-se que 50% das mulheres
que nado apresentaram hemoglobindria era portadaraaldlo CYP2B6*6 em

heterozigose. E que 60,71% dos homens que naceafaesn leucocitlria era portador
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do genodtipo selvagem, a analise dos resultadosemsimi uma associacdo
estatisticamente significativa entre a auséncidh@moglobindria nas mulheres e de
leucocitaria nos homens com os genoétipos mencianpdr@ este alelo na populacéo de
estudo (p<0,01).

Foi demonstrada uma associacdo significativa eosregpacientes do género
masculino diagnosticados com malaria ndo grave geretipo homozigoto para o

CYP2B6*6.

Tabela 7 —Frequéncia genotipica dos aleld¥P2B6*6, CYP2D6*%&ntre os eventos
clinicos e 0 género dos pacientes diagnosticadunsncalaria vivax.

Masculino Feminino
Alelo Total N (%) N(%)
Sim Nao Sim Nao
CYP2B6*6 Hemoglobindria
G/IG 73 8(11) 38(52,1) 6(8,2) 2(28,8)
GIT 39 5(12,8) 7(17,9) 1(2,6) 26(66,7)
TIT 18 0(0) 8(44,4) 5(27,8) 5(27,8)
Total 130 13(10) 53(40,8) 12(9,2) 52(40)
0,544 0,056 <0,01
p <0,01
CYP2B6*6 Leucocitlria
GIG 73 17(23,3) 29(39,7) 10(13,7) 17(23,3)
GIT 39 9(23,1) 3(7,7) 12(30,8) 15(38,5)
TIT 18 2(11,1) 6(33,3) 3(16,7) 7(38,9)
Total 130 28(21,5) 38(29,2) 25(19,2) 39(30)
0,108 0,034 0,698
P 0,011
CYP2B6*6 Malaria grave
G/IG 131 38(29,5) 36(27,9) 16(12,4) 39(30,2)
GIT 60 11(18,3) 10(16,7) 14(23,3) 25(41,7)
TIT 31 2(6,5) 14(45,2) 4(12,9) 11(35,5)
222 51(23,2) 60(27,3) 34(15,5) 75(34,1)
0,059 0,015 0,719
P <0,01
CYP2D6*4 Calafrios
GIG 185 80(43,2) 12(6,5) 90(48,6) 3(1,6)
G/A 32 13(40,6) 4(12,5) 14(43,8) 1(3,1)
A/A 3 1(33,3) 2(66,7) 0(0) 0(0)
Total 220 94(42,7) 18(8,2) 104(47,3) 4(1,8)
<0,01 0,030 0,513
P 0,014

N- nimero total de pacientes
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Ao associarmos 0s parametros hematologicos listas@sTabela 8 com os
polimorfismos pesquisados, por género, obtiveranrasultados estatisticamente
significativos. Em que, para o género masculin@riopenia (He < 4,5 x QL)
esteve associada a ndo portadores do @¥B2B6*6 enquanto que niveis normais de
eritrocitos estiveram associados aos portadoregrdmgotos de CYP2C8*3 e
homozigotos d€YP2D6*4 A reducdo do hematocrito (HCT<40%) esteve asdaca
genotipo selvagem déYP2D6*4 enquanto que niveis normais foram associados aos
portadores do alel@€YP2D6*4e CYP2C8*3 O grau de anisocitose (RDW>14%) foi
maior entre os individuos do género masculino rmétagdor do alel€CYP2B6*6

Em nosso estudo verificou-se uma associacao ést@tente significativa entre
0s niveis de reticuldcitos e o alélYP2D6*4 em que os individuos portadores desse
polimorfismo apresentaram niveis normais enquante @s selvagens niveis
aumentados (>3%) (p=0,025) (dados nao mostrados).

A hemdlise € uma manifestacdo clinica ocasionada ipéeccdo malarica,
podendo levar a complicacfes sistémicas gravesx@esdam oOrgao-alvos (DAdt al.,
2012). Além de a propria malaria cursar com herapbsgquadro pode ser agravado com
uso de 8-aminoquinolonas, principalmente a primaguNo entanto, este farmaco € o
anico agente antimalarico disponivel para elimir@g hipnozoitos deP.vivax
(ALEXANDRE et al., 2010; RAMOS JUNIORet al., 2010; SHEKALAGHEet al.,
2010).

O principal limitante do uso desse farmaco é suaobhexicidade, especialmente
em pacientes portadores de deficiencia em G6PD (RADE et al.,2010). Sabe-se

que a hemotoxicidade das 8-aminoquinolonas € madaths enzimas do citocromo
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P450, isto é, os metabdlitos responsaveis pelo dasoeritrocitos sdo produtos do
metabolismo desse farmaco via, p.ex., a isoformRZD6 (GANESANEet al.,2009).

Como ja mencionado, polimorfismos em CYP2D6 foi oaEslo a
metabolizadores lentos (SACH®Eal.1997). A hemotoxicidade da primaquina, assim
como a atividade farmacolégica, também é dependimtaiotransformacédo hepatica.
Portanto, do ponto de vista farmacoldgico, podaseir que individuos portadores do
alelo CYP2D6*4 apresentariam niveis plasmaticos reduzidos dosibdktibs desse
farmaco, com consequente reducao na toxicidade tbEgma. Assim, sabendo que,
neste estudo, esse polimorfismo esteve associagivesds normais de reticuldcitos,
eritrécitos e hematdcrito e que sua auséncia estes@ciada a niveis alterados desses
parametros no género masculino, ao ser instaura@sqgaema terapéutico com a
primaquina, poderiamos sugerir que os portadorasedeolimorfismo, em especial
aqueles com deficiéncia de G6PD, cursariam comrgedtmoliticos mais brandos.

Entretanto dada a complexidade dos fatores fisig@aticos envolvidos nas
sindromes hemoliticas em portadores de malariegensad que tais dados ndo séo
suficientes para avaliar o impacto desses polisioids nesse evento clinico. Além
disso, a complexidade que envolve a relacdo gemdatigtabolismadn vivo requer um
estudo desenhado especificamente para esse fim.

N&o foi encontrada nenhuma associacao estatistitansggnificativa entre os
parametros bioquimicos dos pacientes incluidosenestudo e os polimorfismos

pesquisados.
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Tabela 8 —Frequéncia genotipica dos aleld¥P2B6*6, CYP2C8*8 CYP2D6*4entre

0s parametros hematoldgicos e o género dos pagieldgnosticados com malaria

vivax.
Masculino Feminino
Alelo Total N (%) N (%)
Hemacia (x 16/uL)

CYP2B6*6 <4,5 <4,5 <4,5 <4.,5
GIG 92 47(51,1) 10(10,9) 24(26,1) 11(12,0)
GIT 46 13(28,3) 1(2,2) 21(45,7) 11(23,9)
T 21 9(42,9) 1(4,8) 8(38,1) 3(14,3)
Total 159 69(43,4) 12(7,5) 53(33,3) 25(15,7)

0,809 0,556 0,904
P 0,036
RDW (%)

CYP2B6*6 <14 >14 <14 >14
GIG 92 8(8,7) 49(53,3) 8(8,7) 27(29,3)
GIT 46 3(6,5) 11(23,9) 4(8,7) 28(60,9)
T 21 1(4,8) 9(42,9) 2(9,5) 9(42,9)
Total 159 12(7,5) 69(43,4) 14(8,8) 64(40,3)

0,913 0,706 0,544
P 0,028
Hemacia (x 10/uL)

CYP2C8*3 <4,5 >4,5 <4,0 >4,0
GIG 135 59(43,7) 7(5,2) 45(33,3) 24(17,8)
GIA 16 6(37.5) 5(31,3) 5(31,3) 0(0)
Total 151 65(43) 12(7,9) 50(33,1) 24(15,9)

0,232 <0,01 0,132
P <0,01
Hematiio (%)

CYP2C8*3 <40 >40 <40 >40
GIG 135 58(43,0) 8(5,9) 54(40,0) 15(11,1)
GIA 16 6(37.5) 5(31,3) 5(31,3) 0(0)
Total 151 64(42,4) 13(8,6) 59(39,1) 15(9,9)

0,148 0,017 0,311
P <0,01
Hemacia (x 10/uL)

CYP2D6%4 <45 >45 <40 >4.0
GIG 132 58(43,9) 8(6,1) 46(34,8) 20(15,2)
GIA 26 11(42,3) 3(11,5) 7(26,9) 5(19,2)
AIA 2 0(0) 2(100) 0(0) 0(0)
Total 160 69(43,1) 13(8,1) 53(33,1) 25(15,6)

0,022 <0,01 0,438
P <0,01
Hematocrito (%)

CYP2D6*4 <40 >40 <40 >40
GIG 132 57(43,2) 9(6,8) 55(41,7) 11(8,3)
GIA 26 11(42,1) 3(11,5) 8(30,8) 4(15,4)
AIA 2 0(0) 2(100) 0(0) 0(0)
Total 160 68(42,5) 14(8.8) 63(39,4) 15(9,4)

P <0,01 <0,01 0,178
<0,01

N - nimero total de pacientes
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5.4 LimitacOes e perspectivas

A falta de informacédo sobre os dados hematoldgibasguimicos e a
parasitemia durante e apos a instauracdo da fatemap@ nos pacientes incluidos
nesse estudo, somados a escassez de dados nartiteabre a influéncia desses
polimorfismos no metabolismo dos antimalaricos de gorrente em nossa regiao
foram fatores limitantes para avaliarmos o desfedb® polimorfismos estudados na
terapéutica dos pacientes portadores de malariax.vikzste estudo foi pioneiro ao
descrever a frequéncia dos alelo¥P2B6*¢ CYP2C8*3e CYP2D6*4 em pacientes
portadores de maléaria vivax e avaliar a relacadade polimorfismos a gravidade da
doenca, entretanto ha de se comentar a importédecse desenvolver estudos futuros
focados na avaliacdo do impacto do perfil farmaoégeo no metabolismo dos
antimalaricos, especialmente a primaquina, Unicondéo disponivel usado no
tratamento e prevencdo de recaidas prelvivax e também para a confirmacéo e
esclarecimento das associacfes encontradas nésth,epois somente assim sera
possivel predizer qual € a real contribuicdo defseses genéticos no desfecho da

doenca malarica.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados neste gsbaegese concluir que:

1. As frequéncias dos alel@¥P2B6*6 CYP2C8*3e CYP2D6*4nos pacientes
portadores de maléaria vivax foram de 28,26%, 6,8%87%, respectivamente. De
maneira geral, as frequéncias encontradas estaooldo com outros relatos descritos
na literatura para diferentes populacdes.

2. O alelo CYP2D6*4 foi o mais prevalente entre 0s pacientes que
desenvolveram gravidade a doenca malarica. As érezjas dos alelo€YP2B6*6e
CYP2C8*3nao foram diferentes entre 0s grupos grave e rédegr

3. Houve associacao significativa entre individpogadores heterozigotos para
o0 CYP2D6*4e casos graves da doenca malarica.

4. A contagem normal para reticulocitos foi assteiaos portadores do alelo
CYP2D6*4

5. Individuos do género masculino portadores dadomalCYP2C8*3 e
CYP2D6*4 foram associados significativamente a niveis n@nda eritrocitos e de

hematocrito.
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comparilaments dos dados & reSoliados &3 peSQUER enire OS pESUSANDIE: €

O TCLE apresanta-se conciso e objefive, formulade em linguagem aproprisds a0
plblice e objelive & que se destina Os procedimenios eosiic bem clmos, fstos &
desconforios 8 gue © pacienie possa o submetido, garantas de aowdo com a
Resalucha CNS 108/08

Comsideragdes sobre a andfise das resposiss so Parecsr COMEFP N .OT42009,
relativo ao projeto do pesgquisa em questio:

1. Qurante & lséura do profocols nio fica diar & oo de bancn de mslerss Nolbyicos
voxr que na fofha de rowio comsta & ndo criagdo de banco.

i
|
|
a
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6.2 Anexo 2 -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pra

pacientes com malariavivax

Vocé estad sendo convidado para participar do prajtuladoMarcadores bioquimicos e
moleculares das modificacbes oxidativas em pacieateom malariavivaxVocé foi selecionado
por ter sido assistido pelo médico responsavel nbudatorio ou estar internado na FMT-AM,
hospital de referéncia para o tratamento da ma#ravianaus. A qualquer momento vocé pode
desistir de participar e retirar seu consentimeBita recusa ndo trara nenhum prejuizo em sua
relacdo com o pesquisador ou com a instituichoc@npanhamento da sua doenca e tratamento
continuara sendo realizado independentemente deesiar na pesquisa ou ndo. Vocé sera retirado
do estudo caso vocé deixe de seguir as orientpgdas participacdo no estudo. Trata-se de um
estudo observacional sobre malavisax diagnosticada como grave e ndo grave, em pacientes
atendidos no Ambulatério e/ou internados na unidampitalar da FMT-AM e tera duracéo 8@
meses Vocé néo precisa fazer qualquer coisa especrial participar desse projeto e recebera o
mesmo tratamento e acompanhamento estabelecidooddoacom as normas do Ministério da
Saude. Como parte do estudo, n6s vamos estabelecsistema de monitoramento para maléria
durante sua internacdo até o momento em que valEr peceber alta hospitalar ou durante seus
retornos ambulatoriais. NOs coletaremos além des/dnformacdes clinicas, amostras de sangue
nos seguintes dias: primeiro (18 mL), segundo (9mlfo udltimo dia (22,5 mL) através de uma
agulha (venopuncéo) para fazer o teste de malfoia €spessa) e outros exames laboratoriais. Nés
gostariamos de sua permissdo para fazer testeasparasitas de malaria nas amostras de sangue
coletadas e para guardar o restante do sangusgraraado em estudos sobre maléria no futuro.

Vocé pode sentir alguma dor por causa da picaddedo ou pela coleta de amostra de
sangue na veia do braco. Mas qualquer dor deve dpenas alguns instantes. Existe um risco
muito pequeno de infecgdo onde o sangue for caletads qualquer infecgdo sera monitorada e
tratada pela equipe médica. A amostra de sandbgl@a@ muito pequena e nao representa nenhum
risco a sua saude. O beneficio em estar participdedte estudo serd um aumento de informacdes
sobre malariavivax e seus riscos na nossa cidade, mas vocé naoagaem recebera incentivo
financeiro durante o acompanhamento. Se vocé cdaicam participar, todas as informacdes
coletadas serdo confidenciais, usadas somente nmoesN6és ndo compartiiharemos suas
informacdes, e um codigo sera usado para identifioeé em vez de seu nome. Nés ndo tornaremos
publico qualquer detalhe sobre vocé. No caso daralgesquisador tirar uma foto sua, ele cuidara
para que vocé nao seja identificado. Esta imageansswna publicada apenas em revistas para

médicos.
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Pessoas para contato

Se vocé tiver qualquer pergunta ou preocupacae sobstudo, por favor, vamos esclarecer
isso agora. Mesmo assim, se depois vocé desejarezsr suas duvidas sobre a pesquisa ou sobre
ser um sujeito de pesquisa, por favor, sinta-seoritade para contatddr. Marcus Vinicius
Guimarédes de Lacerdapesquisador principal do projeto Fandacdo de Medicina Tropical do
AmazonadO enderec¢o do hospital € Av. Pedro Teixeira, NT2Bn Pedroe o nimero do telefone é
(92) 36560620. O endereco do Comité de Etica emuisss da FMT-AM (que é um grupo de
pessoas que avaliam este projeto e acompanhang@ga®st também na Av. Pedro Teixeira, n° 25,
Bairro Dom Pedro, e o telefone para contato é $ 2927 3432. O presidente deste comité é o Dr.
Luiz Carlos de Lima Ferreira.

Eu, , _participante desse estudo ou

responsavel pelo paciente , entendi todas as

informacdes dadas a mim sobre o est@dwacterizacdo da Malaria Grave por Plasmodium
vivax na Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas, Bréds com subprojeto
intituladoBiomarcadores do estresse oxidativo em pacientesncanaldria vivax grave e nao
grave, inclusive o seu propdsito e a forma como serawgado. Eu tive a chance de fazer perguntas

sobre o estudo e concordo em participar do mesmo.

Data [
Assinatura do participante ou responsavel
ol imoressao do noleaar dire Data | /
Nome do entrevistador Assinatura do

cata [/

Nome do pesquisador Assinatura do pesquisador
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6.3 Anexo 3 -belineamento experimental

1. Roteiro para Coleta e Preparagdo das Amostras

1. Coletar 1 tubo de EDTA;

2. Ligar centrifuga BIOPHAR 2 e incubadora ambas grau;

3. lIdentificar;

- 1 tubo de EDTA: Polimorfismos de enzimas, dosageslitativa de G6PD

- 1 tubo S/AC: BIOQUIMICA

4. Separar 1 mL de sangue total para PDBExn conservante

5. Separar 1 mL de sangue total para FO.

6. Separar soro por 10 min a 3500 rpm. Reservar o para@ perfis bioquimicos
(fofastase alcalina, gama GT, bilirrubinas totafsagdes, acido Urico, creatinina, uréia,

perfil lipidico completo, glicose).

2. Extracdo de DNA

Reagentes
REAGENTES PARA AS ETAPAS DE EXTRACAO ARMAZENAMENTQ
Isopropanol Temp. ambiente
Etanol 70% Temp. ambiente
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) Tengmbiente

Obtencédo de Sangue Total

Obter 300-400uL de sangue total, em tubo microffaga estéril de 1,5 mL
identificado contendo 15 puL de EDTA.
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Procedimentos para extracao do DNA a partir de tubo

* Protocolo de extracao retirado da “bula” do Wiza@d@omic DNA

Purification Kit.

Volume de amostra sanguinea: 300uL
Obs: Antes de dar inicio ao procedimento homogan&ztubo com sangue até o

mesmo ficar completamente homogeneizado.

Procedimentos:

1. Adicione 900uL de solucéo Cell Lysis. Inverttubo 5 a 6 vezes para misturar o
sangue e a solugéao de lise.

2. Incube por 10 minutos a temperatura ambientmogeneizando por inversédo
duas a trés vezes.

3. Centrifugue entre 13.000 e 16.000 x g por 2Qutom a temperatura ambiente.

4. Descarte 0 sobrenadante.

5. Agite o tubo vigorosamente no vortex. Ressusparunpletamente as células
brancas.

6. Adicione 300 pL de solucdo Nuclei Lysis. Pipgtmistura 5-6 vezes para lisar as
células brancas.

7. OPCIONAL: Adicione 1,5 pL de solucdo RNAase igado nuclear e misture as
amostras invertendo o tubo 2-5 vezes.Incube a mist®7°C por 15 minutos e esfrie a
temperatura ambiente.

8. Adicione 100uL de solucéo Protein Preciptatiodisado nuclear e homogeneize
vigorosamente no vortex de 10-20 segundos.

9. Centrifugue o tubo entre 13.000-16.000 x g pés tminutos a temperatura
ambiente.

10. Transfira o sobrenadante para um tubo limpd ,8enL contendo 300uL de
isopropanol a temperatura ambiente.

11. Gentilmente misture a solugcéo por inversaajagéas brancas cadeias de DNA
formem uma cadeia visivel.

12. Centrifugue entre 13.000-16.000 x g por um teirutemperatura ambiente.
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13. Decante o sobrenadante e adicione uma amaestrend’olume de etanol a 70%
a temperatura ambiente. Gentilmente inverta o talgumas vezes para lavar o
precipitado de DNA e os lados do microtubo.

14. Centrifugue como na etapa 11.

15. Cuidadosamente aspire o etanol. Inverta o ¢énbbam papel absorvente limpo e
seque ao ar o precipitado por 10 a 15 minutos.

16. Adicione 100uL da solucdo DNA rehydration adotue reidrate o DNA
incubando a 65°C por uma hora. Periodicamente hengige gentilmente a solucéo.
Alternativamente reidrate o DNA incubando a solugaeernigth a temperatura
amibiente.

17. Armazene o DNA entre 2-8°C.



