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RESUMO

A cura radical da malaria causada por P. vivax requer a administracdo de cloroquina
(CQ) e primaquina (PQ) para eliminacdo dos estagios do parasito que permanecem na
circulacdo sanguinea e nos hepatocitos. A PQ € o Unico medicamento utilizado para eliminar
0s estagios latentes do parasito no figado, os hipnozoitos. No entanto, a metabolizacdo da PQ
pode variar de acordo com o background genético do individuo, visto que enzimas do complexo
citocromo P450 (CYP450) sdo responsaveis pela metabolizacdo de antimalaricos e outras
drogas. A CYP2D6 é a principal enzima envolvida na metabolizacdo da PQ e, a NADPH-
citocromo P450 redutase (POR) é responsavel pela transferéncia de elétrons que possibilita a
funcionalidade adequada das CYPs. O gene destas enzimas é altamente polimdrfico, o que pode
interferir na metabolizacao de antimalaricos, ocasionando falha terapéutica. Apesar de estudos
anteriores ja terem apresentado dados que a CYP2D6 e POR estdo envolvidas no clearance de
gametocitos de P. falciparum, ndo ha estudos publicados que investigaram o papel destas
enzimas no clearance de gametocitos de P. vivax. Dessa forma, o objetivo deste estudo é avaliar
a influéncia de polimorfismos em CYP2D6 e POR na atividade da PQ sobre os gametocitos de
P. vivax. Para isso foi realizada a genotipagem de CYP2D6 e POR, bem como a andlise da
variacdo do numero de copias de CYP2D6. Além disso, avaliamos a concentragdo plasmatica
de PQ nos individuos 72 horas apds o inicio do tratamento. Neste estudo a prevaléncia de
individuos com atividade reduzida de CYP2D6 foi de 32%, enquanto 35% apresentaram
mutacdo em POR. Apesar do status de CYP2D6 ndo ter demonstrado associacdo com o
clearance de gametocitos, individuos com mutacdo em POR apresentaram menor reducédo de
gametocitos no terceiro dia de tratamento quando comparados com individuos sem mutacéo (P
= 0,02 — Modelo linear generalizado). Estes dados reforcam a hip6tese de que a variabilidade
genética de POR é um fator determinante para a manutengdo da densidade de gametdcitos em
P. vivax. Além disso, individuos com o fenétipo de metabolizacdo nula de CYP2D6 (gPM)
apresentaram maiores concentracdes de PQ e clearance reduzido de gametdcitos em 72 horas.
Em conjunto, nossos achados reforcam a necessidade da realizacdo de mais estudos
relacionando fatores farmacogenéticos a manutencdo da densidade de gametdcitos, buscando
determinar novos esquemas terapéuticos personalizados para reduzir a transmissao da malaria.

Palavras-chave: Gametocitos; Plasmodium vivax; primaquina; CYP2D6; POR



ABSTRACT

The radical cure of malaria caused by P. vivax requires the administration of
chloroquine (CQ) and primaquine (PQ) to eliminate the stages of the parasite that remain in
the bloodstream and in the hepatocytes. PQ is the only drug used to eliminate the latent stages
of the liver parasite, the hypnozoites. However, PQ metabolism may vary according to the
individual's genetic background since enzymes of the cytochrome P450 (CYP450) complex are
responsible for the metabolism of antimalarials and other drugs. CYP2D6 is the main enzyme
involved in the metabolism of PQ, and NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR) is
responsible for the electron transfer that enables the proper functionality of CYPs. The gene for
these enzymes is highly polymorphic, which can interfere with the metabolism of antimalarials,
causing therapeutic failure. Although previous studies have already presented data that
CYP2D6 and CPR are involved in P. falciparum gametocyte clearance, there are no published
studies that investigated the role of these enzymes in P. vivax gametocyte clearance. Thus, the
aim of this study is to evaluate the influence of CYP2D6 and CPR polymorphisms on PQ
activity on P. vivax gametocytes. For this, the genotyping of CYP2D6 and CPR was performed,
as well as the analysis of the variation in the number of copies of CYP2D6. In addition, we
evaluated the plasma concentration of PQ in the subjects 72 hours after the start of treatment.
In this study, the prevalence of individuals with reduced CYP2D6 activity was 32%, while 35%
had a POR mutation. Although CYP2D6 status was not associated with gametocyte clearance,
subjects with CPR mutation had a lower reduction in gametocytes on the third day of treatment
when compared with subjects without mutation (P = 0.02 — Generalized linear model). These
data reinforce the hypothesis that the genetic variability of CPR is a determining factor for the
maintenance of gametocyte density in P. vivax. In addition, subjects with the CYP2D6-null
metabolizing (gPM) phenotype had higher PQ concentrations and reduced gametocyte
clearance at 72 hours. Together, our findings reinforce the need for further studies relating
pharmacogenetic factors to the maintenance of gametocyte density, seeking to determine new

personalized therapeutic regimens to reduce malaria transmission.

Keywords: Gametocytes; Plasmodium vivax; primaquine; CYP2D6; CPR.
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1 INTRODUGAO
1.1 Malaria

A malaria é uma doenca infecciosa febril aguda, potencialmente grave, causada por
protozoarios do género Plasmodium spp., que sdo transmitidos ao homem através da picada de
fémeas do mosquito Anopheles spp. Atualmente, existem cinco espécies capazes de infectar o
homem, sendo Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax as espécies mais prevalentes. As
infeccOes causadas por P. falciparum, responsavel pelas formas mais graves da doenca, séo
mais prevalentes na Africa, enquanto os casos de maléria por P. vivax sdo mais frequentes no
Sudeste Asiatico e no Pacifico Ocidental, apresentando também alta endemicidade em regides
das Américas (HOWES et al., 2016; WHO, 2021).

As regides tropicais e subtropicais sdo as principais areas de transmissdo de malaria
(Figura 1), onde estdo presentes as populacdes mais vulneraveis a doenca devido a questfes
sociais e demograficas. Nos ultimos anos, houve uma reducgéo de 40% no nimero de casos e de
56% nas taxas de incidéncia da doenga na regido das Américas, no entanto aumentou
novamente para 59% em 2020. Estima-se que em 2020 foram registrados cerca de 241 milhdes
de casos em 85 paises, houve um aumento de aproximadamente 14 milhdes de casos registrados
desde 2019, isso ocorreu principalmente pelos altos indices de casos relatados na regido
africana. Em 2020, as mortes ocasionadas por malaria aumentaram 12% quando comparadas
com o ano anterior, totalizando 627 mil mortes em todo o mundo, permanecendo presente em
paises da Africa, Sudeste Asiatico e América Latina, sendo Coldmbia, Venezuela e Brasil os

responsaveis por aproximadamente 77% dos casos de malaria nesta regido (WHO, 2021).
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Figura 1. Mapa do numero de casos de maléria causada por P. vivax registrados em 2019.
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P. vivax é a espécie mais amplamente distribuida geograficamente, sendo predominante na regido das
Américas onde é responsavel por 72,3% dos casos estimados de malaria. No Sudeste Asiatico, representa
51,7% dos casos estimados e nas regides do Pacifico Ocidental e do Mediterraneo Oriental, P. vivax

causa, respectivamente, 33,9% e 23,3% dos casos de malaria. Fonte: (WHO, 2020).

No Brasil, as maiores taxas de incidéncia da doenca ocorrem na regido da Amazonia
Legal, area que corresponde a 59% do territorio brasileiro e engloba nove estados (Acre,
Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Pard, Rond6nia, Roraima e Tocantins) na regido
Norte do pais com 99,5% dos casos (Figura 2). As altas taxas de incidéncia dependem
principalmente de fatores que favorecem a presenca de vetores, como o clima, altitude e
vegetacdo, assim como implementacdo de medidas de controle eficazes. Os aspectos
sociodemogréaficos sdo importantes para avaliar o risco a doenca visto que a inviabilidade aos
servigos de saude, condi¢Bes socioecondmicas precarias, caracteristicas de moradia e a sua
proximidade ao habitat natural do mosquito vetor sdo elementos-chave para a alta exposicao a
doenga (WOLFARTH-COUTO et al. 2019).
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Figura 2. Risco de infec¢do por maléria de acordo com o municipio.
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Baixo risco, Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) <10 casos/mil habitantes; Médio risco, IPA 10 a 49 casos
mil/habitantes; Alto risco, IPA >50 casos/mil habitantes. Fonte: (SVS/MS, 2020).

1.1.2 Ciclo biolégico do parasito

O ciclo biolégico do Plasmodium é complexo, envolvendo diversas transformacoes
morfoldgicas e moleculares dentro de dois hospedeiros, sendo um hospedeiro vertebrado e
outro invertebrado (Figura 3). Nos humanos, o ciclo assexuado apresenta duas etapas principais:
uma fase hepatica, na qual ocorre a esquizogonia exoeritrocitica em que ha multiplicacdo do
parasito nos hepatocitos, e a fase eritrocitica, onde ocorre a multiplicacédo e diferenciagéo dentro
dos eritrocitos, correspondendo a esquizogonia eritrocitica, produzindo também formas
sexuadas capazes de infectar o mosquito vetor Anopheles spp. Esta complexidade do ciclo
bioldgico do parasito € um dos principais motivos pelo qual ainda ha dificuldades para
conseguir controlar e até mesmo eliminar a malaria (MUELLER et al., 2009; MINISTERIO

DA SAUDE, 2020).
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Figura 3. Ciclo biologico do Plasmodium vivax.
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O ciclo do parasito envolve dois hospedeiros, o hospedeiro vertebrado (homem) e o invertebrado
(anofelino). Para isso, 0 mosquito infectado é capaz de transmitir a doenga para o homem através da sua
picada contendo esporozoitos que migram para 0s hepatdcitos através da circulagdo sanguinea. Nos
hepatdcitos, o parasito sofre mudancas morfoldgicas se diferenciando em hipnozoitos, que podem
permanecer latentes por meses ou anos, ou em merossomos que liberam merozoitos que infectam eritrécitos.
Estes merozoitos se desenvolvem em trofozoitos jovens, que irdo amadurecer no interior dos reticuldcitos.
Durante 0 amadurecimento dos trofozoitos hé entdo a formacdo dos esquizontes, o qual ap6s sua ruptura hé
a liberagdo dos merozoitos que irdo infectar novos reticulécitos dando continuidade ao ciclo. Durante 0
amadurecimento dos trofozoitos estes podem também se desenvolver e diferenciar-se em gametécitos que irdo infectar
um anofelino durante um novo repasto sanguineo. Fonte: Adaptado de Mueller et al., 2009

A infeccdo nos humanos ocorre quando ha inoculacéo de esporozoitos através da picada
do mosquito fémea Anopheles spp. durante o repasto sanguineo. Os esporozoitos podem
permanecer no tecido subcutdneo do individuo por algum tempo. No entanto aqueles que
conseguem escapar do sistema imune do hospedeiro, migram para o figado, onde ocorre a
invasdo nos hepatdcitos, multiplicando-se e diferenciando-se dentro destes em esquizontes ou
hipnozoitos (formas latentes do parasito). Os esquizontes presentes nos hepatocitos se
multiplicam através de divisdes esquizogdnicas, apos essa replicacdo estagios denominados
merozoitos sdo liberados na corrente sanguinea. Geralmente, a liberacdo de merozoitos é
relacionada a ruptura dos hepatocitos, mas isso ainda néo foi observado diretamente. Estudos
ja demonstraram que os merozoitos de P. berghei ndo sdo liberados atraves da ruptura de

hepatdcitos, mas pela formacdo de vesiculas contendo merozoitos (merossomos). Essa
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liberagdo de merozoitos leva a invasdo dos eritrocitos, o que da inicio a fase eritrocitica (MONS
etal., 1985; PRUDENCIO, RODRIGUEZ e MOTA, 2006; STURM et al., 2006).

Em infeccdes causadas por P. vivax e P. ovale pode ocorrer a formacéo de hipnozoitos,
formas do parasito que permanecem latentes nos hepatdcitos durante semanas a meses. Apos a
sua ativacdo, o ciclo biolédgico do parasito inicia novamente, ocasionando as recaidas com o
reaparecimento dos sintomas da doenca. O tratamento com antimalaricos é utilizado para
eliminar as formas eritrociticas e teciduais do parasito, impedindo também a ativacdo de
hipnozoitos, levando a cura radical da doenca (SICILIANO e ALANO, 2015; ADAPA et al.,
2019).

O ciclo eritrocitico inicia quando os merozoitos se fixam e invadem os eritrdcitos.
Dentro do eritrdcito, ocorre a multiplicacdo destes estagios e a digestdo de hemoglobina (Hb),
0S merozoitos que invadiram os eritrocitos se multiplicam e se diferenciam em trofozoitos que
logo amadurecem em esquizontes. Ap6s diversos ciclos de replicacdo do parasito, o eritrécito
se rompe, liberando merozoitos que infectam outros glébulos vermelhos ao redor. A
esquizogonia eritrocitica repete-se a cada 48 horas nas infecgoes por P. vivax e P. falciparum.
Em cada ciclo, cerca de 10% do parasito se desenvolve nas formas sexuadas do Plasmodium
spp., 0s gametacitos, capazes de infectar os anofelinos (KARIUKI et al., 2020).

O inicio do ciclo esporogbnico da-se pela ingestdo de gametdcitos pelo mosquito. No
entanto a presenca de gametdcitos no sangue periférico ndo necessariamente resulta em
infeccdo do vetor. Apds a ingestdo, a chance de infeccdo depende de alguns fatores como a
maturidade do gametocito, a concentracdo de formas masculina e feminina de gametocitos,
assim como a resposta imune do hospedeiro invertebrado. Quando a infeccéo é bem-sucedida,
a reproducéo sexuada se inicia no hospedeiro (BOUSEMA e DRAKELEY, 2011).

No estdbmago do mosquito, os microgametas penetram 0s macrogametas gerando
zigotos. Os zigotos se desenvolvem no liumen do intestino médio do mosquito em oocinetos
moveis capazes de invadir a parede do intestino médio do hospedeiro, onde se desenvolvem em
oocistos. Os oocistos crescem, rompem e liberam esporozoitos que migram para as glandulas
salivares do mosquito. A inoculagdo dos esporozoitos em um novo hospedeiro humano da
continuidade ao ciclo de vida da maléria. O desenvolvimento bem-sucedido do parasito no
mosquito leva cerca de 10 a 18 dias (BOUSEMA e DRAKELEY, 2011).

1.1.2.1 Gametocitogénese
A gametocitogénese € o0 processo pelo qual os gametocitos masculinos e femininos se

desenvolvem a partir de parasitos assexuados. Os gametdcitos maduros de P. falciparum séo
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detectaveis na circulacdo sanguinea a partir do sétimo dia até o décimo quinto dia apds a
primeira aparicdo de parasitos assexuados, 0s quais estes sao derivados. O estudo de Vallejo e
colaboradores (2016) demonstraram por meio de transcricdo reversa seguida de reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR) que 0s gametdcitos de P. vivax sdo detectados
a partir do sétimo dia de infec¢do, no entanto ainda ndo eram capazes de infectar o vetor no
décimo terceiro dia (DAY, HAYWARD e DYER, 1998; EICHNER et al., 2001).

A formacéo e maturacéo dos gametdcitos ocorrem em cinco estagios morfologicamente
diferentes. Os mosquitos sdo infectados quando estes sdo capazes de ingerir gametdcitos em
estagio V maduro presentes no sangue periférico do hospedeiro vertebrado. Uma vez ingerido
pelos mosquitos, cada gametocito forma um macrogameta fémea ou até oito microgametas
machos. No intestino médio do mosquito, a fusdo dos gametas resulta na formacéo de um zigoto
que se desenvolve em um oocineto movel que pode penetrar na parede do intestino médio para
formar oocistos. Os oocistos aumentam de tamanho com o tempo e se rompem para liberar
esporozoitos que migram para a glandula salivar do mosquito, tornando-o infectante para os
seres humanos (BOUSEMA e DRAKELEY, 2011).

O mecanismo molecular que inicia a gametocitogénese € pouco compreendido, assim
como os fatores que determinam o sexo dos gametécitos. O Plasmodium ndo possui
cromossomos sexuais, dessa forma um unico clone pode produzir tanto gametécitos masculinos
quanto femininos e, podem até mesmo realizar auto-fertilizacdo. Apesar da propor¢do de
gametocitos masculinos poder aumentar em densidades parasitarias reduzidas, os gametocitos
femininos sdo tipicamente mais abundantes durante a infeccdo, sendo 3 ou 4 gametdcitos
femininos para cada gametdécitos masculino (ROBERT et al.,, 1996; BOUSEMA e
DRAKELEY, 2011).

Os gametdcitos fornecem uma ligacdo na transmissdo da maléaria do hospedeiro
vertebrado para o vetor, tornando-os alvos principais para estratégias de intervencdo de
blogueio da transmisséo. Essas estratégias dependem de vacinas ou medicamentos, que visam
impedir a infec¢do ou o desenvolvimento do gametocito ou dos estagios presentes no intestino
médio do mosquito para bloquear a transmissdo da malaria do homem para 0 mosquito vetor,
evitando assim a propagacédo da doenca (NGWA; ROSA e PRADEL, 2016).

A longevidade desses estagios é reduzida pela acdo dos antimalaricos considerados
eficazes tanto contra estagios sexuais jovens quanto maduros de P. vivax. O tempo médio do

clareance dos gametdcitos, ou seja, reducdo destes na circulagcdo, € de 24 horas, e 0s
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gametocitos sdo eliminados da circulagdo sanguinea da grande maioria dos pacientes dentro de
4 dias apos o tratamento bem-sucedido com antimalarico (PUKRITTAYAKAMEE et al., 2008;
BAIRD, 2009).

O estudo de Alvarez e colaboradores (2021) demonstrou que, assim como 0s estagios
assexuados, 0s gametocitos possuem a capacidade de citoadesdo as células endoteliais da
medula dssea, 0 que corrobora com a hipdtese de que subpopulacdes de parasitos se acumular
e/ou sdo sequestrados, mecanismo semelhante ao observado em infec¢des por P. falciparum.

Assim como os hipnozoitos, a presenca de gametdcitos € mais frequente e mais
abundante em infecc¢des causadas por P. vivax. Dessa forma, a escolha de uma droga que seja
capaz de elimina-los é importante para evitar a disseminacdo da doenca, visto que estes sao
responsaveis por infectar mosquitos que podem transmitir o parasito através da sua picada. As
drogas que resultam em um clearance lento ou incompleto da parasitemia resultam em um
maior tempo de gametocitemia, o que dificulta o controle da doenca (BOUSEMA e
DRAKELEY, 2011; TADESSE et al., 2017).

1.1.3 Manifestagdes clinicas e diagnostico da maléria por P. vivax

O periodo de incubacdo da maléria causada por P. vivax € de 13 a 17 dias, variando de
acordo com a espécie. Para a maioria das pessoas, 0s sintomas comecam de 10 dias a quatro
semanas apoés a infeccdo, embora uma pessoa possa se sentir doente em sete dias ou até um ano
apos a infeccdo inicial. Em condicGes especiais, isto €, em infec¢des causadas por P. vivax ou
P. ovale, os sintomas podem surgir meses apos a infeccdo devido a presenca de hipnozoitos.
No entanto, baseando-se apenas nas manifestacoes clinicas é quase impossivel distinguir entre
os diferentes fatores que podem levar a recorréncia clinica de malaria, podendo ser
caracterizada por recrudescéncia, recaida ou reinfeccdo. (POPOVICI et al., 2018).

A Organizagdo Mundial de Salde recomenda que em até 28 dias, quando ainda ha
cloroquina (CQ) circulante ap6s a administracdo inicial do fArmaco, as recorréncias podem ser
consideradas recrudescéncias causadas por falha no tratamento, seja pela tolerancia do parasito
a droga ou até mesmo pela presenca de mutacGes em genes de enzimas metabolizadoras de
antimalaricos, o que pode comprometer a sua metabolizacdo. Entre 29 e 180 dias, as
recorréncias podem ser consideradas recaidas, estas sdo classificadas dessa forma quando ha
reativacdo dos hipnozoitos nos hepatdcitos. As reinfec¢es podem ocorrer a qualquer momento
apos a eliminagcdo da droga no organismo, desde que haja o contato com 0 mosquito vetor
infectado (Figura 4) (SIMOES et al., 2014; POVOVICI et al., 2018).
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Figura 4. Esquemas das recorréncias de maléria causada por P. vivax.
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P. vivax possui a capacidade de desenvolver estagios hepaticos de longa duracdo, os hipnozoitos, que
permanecem em laténcia até serem ativados causando episddio de recaida. Além das recaidas, as recidivas
da doenga podem ser causadas por parasitos sanguineos ndo eliminados pelo tratamento (recrudescéncia) ou

por parasitos de uma nova infeccéo (SIMOES et al., 2014).

Os sintomas iniciais de malaria ndo sdo especificos e sdo similares aos de diferentes
doencas infecciosas, como dengue, leptospirose, hepatite viral ou até mesmo sepse bacteriana.
O quadro clinico da malaria pode variar desde leve a grave, dependendo da espécie do parasito,
do tempo da doenca, da idade do paciente, da sua condicao nutricional e até mesmo se ja teve
contato com a doenca previamente (TANGPUKDEE et al., 2009).

Caso néo seja realizado o tratamento com antimalaricos precocemente, a doenca pode
evoluir para maléria grave. Essa evolucdo pode levar dias, mas também pode ocorrer dentro de
algumas horas. A infec¢do pode afetar multiplos 6rgéos e resultar em alteracdo da consciéncia,
anemia grave, edema pulmonar, falha renal, lesdo renal grave, coma e morte. A anemia,
considerada uma das principais complicacdes da malaria devido a digestdo de hemoglobina
pelo parasito dentro do eritrocito, se ndo tratada pode levar a morte pessoas de grupos
vulneraveis, tais como criancas e gravidas (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

A malaria € uma doencga curavel se for diagnosticada e tratada rapida e corretamente.
Dessa forma, em areas de alta endemicidade para a doenca, deve-se suspeitar de malaria sempre
gue algum paciente apresentar histérico de febre ou temperatura igual ou superior a 37,5°C sem

outra causa Obvia. Em areas de baixa endemicidade, os profissionais de salde devem ser
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treinados para identificar pacientes que tiveram exposi¢do ao parasito, como por exemplo,
pacientes que viajaram para areas endémicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

O diagndstico rapido e preciso é fundamental para o manejo eficaz da malaria. O
diagnostico da malaria envolve a identificacdo de parasitos ou antigenos/produtos da maléria
no sangue do paciente. Embora isso possa parecer simples, a eficicia diagnostica esta sujeita a
muitos fatores, como a identificacdo das diferentes formas das cinco espécies de maléria, a
presenca dos diferentes estagios do parasito durante a esquizogonia eritrocitica, a endemicidade
de diferentes espécies, a inter-relacdo entre niveis de transmissdo, movimentacdo populacional,
parasitemia, imunidade, sinais e sintomas, resisténcia aos medicamentos, entre outros (BELL,
WONGSRICHANALAI e BARNWELL, 2006; TANGPUKDEE et al., 2009).

Atualmente, a OMS recomenda a testagem de todo os casos de suspeita de malaria,
visando o tratamento adequado. A microscopia e os testes rapidos imunocromatograficos
(RDTSs) sdo os dois métodos recomendados para o diagnéstico da maléria, que se baseia na
identificacdo de antigenos do parasito na amostra sanguinea. Além disso, 0s exames
moleculares, como a PCR (reacdo da cadeia da polimerase), também tém sido utilizados no
diagnostico (MINISTERIO da Satde, 2021)

No entanto, o método considerado padrdo-ouro para o diagnostico de maléria é a gota
espessa que permite a deteccdo do parasito em amostras sanguineas, além da diferenciacdo da
espécie, do estagio sanguineo e da densidade parasitaria. E um método simples e barato, mas
que exige qualidade no preparo da lamina, profissional treinado e equipamento apropriado
(MATHISON e PRITT, 2017).

Em é&reas remotas onde nem sempre ha um microscopista treinado ou estrutura
compativel, os RDTs sdo uma boa alternativa a microscopia para o diagnostico de malaria. Os
testes rapidos baseiam-se na deteccdo de antigenos dos parasitos por anticorpos monoclonais,
que sdo revelados por método imunocromatografico, caracterizados por serem rapidos e de facil
execucdo. Alguns estudos ja mostraram a eficacia de dispositivos portateis na identificacdo de
infeccOes a partir da presenga de hemozoina na amostra clinica, apresentando boa sensibilidade,
especificidade e acurdcia quando comparado a microscopia e ao RDT (BELL,
WONGSRICHANALAI e BARNWELL, 2006; MELO et al., 2021).

Os testes moleculares para o diagnéstico de malaria tém sido recomendados devido a
sua alta sensibilidade e especificidade, sendo capazes de diferenciar as espécies de Plasmodium
sp. e identificar parasitos em baixas concentracbes. Embora sejam Uteis na identificacdo das
espécies, o tempo prolongado de andlise e os custos do método impedem que a PCR seja
utilizada na prética clinica (HOFMANN et al., 2015).
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1.1.4 Tratamento da maléria causada por P. vivax

O tratamento da malaria busca atingir o parasito em momentos chave de seu ciclo
evolutivo (Figura 5): (i) interrupcdo da esquizogonia sanguinea, responsavel pela patogenia e
manifestacdes clinicas da infeccéo; (ii) destruicdo de formas latentes do parasito das espécies
P. vivax, evitando assim as recaidas tardias; (iii) interrupcdo da transmissdo do parasito, pelo
uso de drogas que impedem o desenvolvimento de formas sexuadas dos parasitos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Figura 5. Alvos de acdo de antimalaricos no ciclo biolégico do Plasmodium spp.
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O tratamento preconizado pela OMS para a maléria causada por P. vivax é a utilizagdo
de Primaquina (PQ) em associacdo com a Cloroquina (CQ) ou derivados de artemisinina. O
regime terapéutico recomendado para tratamento de malaria ndo grave causada por P. vivax é
a administracdo de CQ durante trés dias (10mg base/kg no 1° dia e 7,5 mg/kg 2° e 3° dia) e PQ
durante sete dias (0,5mg/kg/dia). A PQ possui agdo sinérgica com CQ contra formas
assexuadas, ou seja, quando a PQ ndo é utilizada, o clearance da parasitemia é mais lento e ha

maiores chances de haver o reaparecimento dos sintomas. Por este motivo € realizado o
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tratamento com CQ profilatica em gestantes durante toda a gravidez, ja que ndo pode usar PQ
nesse grupo populacional. Considera-se que houve falha do tratamento com CQ ou PQ quando
ocorre o0 reaparecimento dos sintomas a partir do 5° até o 60° dia ap0ds o inicio do tratamento.
Quando o paciente volta a apresentar malaria por P. vivax no 5° ao 60° dia, apds o inicio do
tratamento, h& possibilidade de falha terapéutica dos antimaléricos. Assim, o novo guia de
tratamento da malaria preconiza o uso de um esquema terapéutico mais eficaz utilizando
artemeter/lumefantrina ou artesunato/mefloquina durante trés dias, e PQ por 14 dias, esquema
com maior eficicia na acdo anti-hipnozoitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

1.1.4.1 Mecanismo de acéo dos antimalaricos

Sabe-se que o Plasmodium utiliza a hemoglobina (Hb) como principal fonte de nutriente
e libera heme na corrente sanguinea durante a ingestdo. O heme sofre oxidacdo e produz
hematina, produto téxico para o parasito. Assim, ocorre a sua conversdo em cristais de
hemozoina, também conhecidos como pigmento malérico. Dessa forma, o seu ciclo eritrocitico
continua. A CQ, um esquizonticida eritrocitico, bloqueia a formacéo destes cristais causando a
intoxicacdo do parasito (OLAFSON et al., 2017).

A PQ é um esquizonticida tecidual que precisa ser biotransformado em metabdlito ativo,
isto €, por ser uma pré-droga precisa ser metabolizada para gerar moléculas que exercem func¢éo
hipnozoiticida e gametocitocida. O metabolismo €é rapido apos a ingestdo do farmaco, atingindo
niveis maximos no plasma dentro de 2-3 h, depois declinando rapidamente com uma meia-vida
de eliminacéo entre 4 e 9 horas (MIHALY et al., 1985; MELLO et al., 2018). No entanto, 0
principal metabdlito plasmatico detectado apds a administracdo de PQ é a carboxi-primaquina,
que atinge niveis dez vezes maiores do que a PQ dentro de 3 a 12 horas apds a dosagem. Este
metabolito resulta da desaminacdo oxidativa da PQ envolvendo a monoamina oxidase A
(MAO-A) e a sua concentracdo no plasma costuma ser usada como uma forma de representar
se houve administragéo adequada de PQ (PYBUS et al., 2013).

Estudos realizados por Rieckmann e colaboradores (1968), bem como Shekalaghe e
colaboradores (2007) e Arroyo-Arroyo e colaboradores (2017) demonstraram que a utilizagédo
de PQ em infec¢des causadas por P. falciparum é capaz de reduzir o tempo do clearence de
gametocitos. O mecanismo de acdo da PQ ainda ndo esta bem esclarecido, mas um estudo
realizado por Camarda e colaboradores (2019) mostrou que em infec¢cdes causadas por P.
falciparum, a PQ € convertida em OH-PQm com consequente formacdo de peroxido de
hidrogénio (H20:), que se acumulam em sitios de transformacdo metabdlica levando a acéo
antiparasitaria. Ainda ndo ha dados publicados sobre a sua acdo em P. vivax. Apesar dos efeitos
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sobre 0s gametacitos de P. vivax serem pouco conhecidos, a PQ possui um papel importante no

controle da mal&ria causada por P. vivax por ser capaz de eliminar os hipnozoitos.

1.2 Citocromo P 450 e farmacogenética

As enzimas do citocromo P450 (CYP450) sdo essenciais para a producéo de colesterol,
esteroides, prostaciclinas e tromboxano A2, mas também para a detoxificagdo e metabolizacdo
de drogas. Estas proteinas estdo presentes em quase todos os organismos, desde plantas até
mesmo em mamiferos como o homem. Esta superfamilia de monooxigenases recebe este nome
visto que estas encontram-se ligadas a membrana de uma célula (-cito) e contém um pigmento
heme (cromo e P) que absorve luz no comprimento de onda de 450 nm quando exposto ao
monoxido de carbono (LYNCH; PRICE, 2007; MIZUTANI, 2012).

Estas enzimas atuam no metabolismo de medicamentos nas reagdes de fase |
(oxidacao/reducao) e de fase Il (conjugacdo/hidrolise), sendo predominantemente expressas no
figado, mas também ocorrem no intestino delgado (reduzindo a biodisponibilidade do
medicamento), pulmdes, placenta e rins (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Nas reacdes de fase | pode ocorrer a inativacdo de um farmaco, ou seja, a perda de
atividade farmacoldgica, ou até mesmo a ativacdo de um pré-farmaco em metabdlito ativo,
mantendo a sua atividade terapéutica. Durante as reacdes de fase Il ocorre a conjugagdo com
alguma substancia enddgena que ira facilitar a eliminacgdo de farmacos através dos rins e figado.
Estas enzimas do complexo CYP450 sdo amplamente variaveis, sendo influenciadas por fatores
genéticos, ambientais e bioldgicos que podem interferir na metabolizacdo correta de drogas
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

As enzimas CYP sdo altamente variaveis geneticamente, principalmente devido a sua
baixa restricdo evolutiva, pois muitas delas ndo possuem funcdo enddgena essencial. Essa
variabilidade genética é capaz de influenciar na resposta de um paciente a uma determinada
droga. A metabolizacdo de uma droga pode variar de acordo com a CYP a ser avaliada, podendo
ser lenta, extensiva (i.e. normal), rapida ou ultrarrapida em casos especiais, como na CYP2D6
(GAEDIGK et al., 2018; TORNIO; BACKMAN, 2018; CAUDLE et al., 2019).

Cada enzima do CYP450 é codificada por um gene especifico e, a variabilidade genética
destas enzimas é caracterizada pela presenga de polimorfismos de base Unica (SNPS) nesses
genes, assim como variagao no numero de cépias (CNV), ocasionando duplica¢des ou delecdes.

Estas variantes sdo definidas de acordo com a nomenclatura de alelos estrela (*), no qual os
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alelos sédo identificados pelo nome do gene e um nimero, como em CYP2D6*1 (LYNCH,;
PRICE, 2007; SIM; INGELMAN-SUNDBERG, 2010).

1.2.1 CYP2D6

A enzima do complexo citocromo P450 2D6 (CYP2D6) é expressa por um gene de
mesmo nome que possui 9 éxons e 8 introns, com uma fase de leitura aberta de 1383 pb, que
codifica cerca de 461 aminoacidos e esta localizado no cromossomo 22¢g31.1 (KOCH, 2004),
em um conjunto de genes gque abrange cerca de 45 kb, incluindo os pseudogenes CYP2D7 e
CYP2D8 (Figura 6). A CYP2D6 é expressa principalmente no figado, mas tambeém em 6rgéos
extra-hepaticos como o cerebro, intestino e medula 6ssea (AYDIN-SAYITOGIU et al., 2006;
MARCSISIN; REICHARD; PYBUS, 2016). O estudo realizado por Pybus e colaboradores
(2012) demonstrou que a metabolizacdo da PQ envolve duas vias distintas, a via da MAO-A
que produz derivados de aldeido e a via da CYP2D6 que gera metabdlitos fendlicos associados
a acdo terapéutica. Outros estudos sugerem que o evento metabolico necesséario para a
eliminacdo de gametdcitos de P. falciparum e hipnozoitos é a ativacdo da PQ pela via
metabolica da CYP2D6 (BENNETT, 2013; CAMARDA et al., 2019). A CYP2D6 é
considerada uma das principais enzimas envolvidas na biotransformacdo da PQ em metabolitos
ativos com efeito terapéutico (PAN; NING; JEONG, 2016).

Figura 6. Cluster do gene CYP2D6 e alguns dos polimorfismos de base Unica

encontrados nesse gene.
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Esquema do cluster do gene CYP2D6 e os principais polimorfismos de base Unica que podem ser

encontrados no gene. Fonte: Adaptado de Koch (2004).

Os estudos relacionados a farmacocinética da PQ demonstraram a sua dependéncia
metabdlica pela via da CYP2D6, indicando que a presenca de polimorfismos no gene pode

alterar a taxa de metabolizacdo da PQ. Essas alteracbes de funcdo enzimatica poderiam
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ocasionar 0 aumento de recorréncias clinicas de maléria através da ativacdo de hipnozoitos,
Vvisto que a sua acao terapéutica estaria comprometida (DEYE; MAGILL, 2014; PYBUS et al.,
2012; SILVINO et al., 2016, 2020).

O lécus de CYP2D6 e complexo e altamente polimorfico, possuindo mais de 150
variantes alélicas ja descritas que ocorrem em funcdo de diferentes SNPs, deleces e
multiplicagbes génicas (CNV) que podem variar de acordo com a populacdo estudada. Essas
mutacdes resultam em quatro fenotipos definidos pela combinacéo de alelos e do numero de
copias génicas. A traducdo do gendtipo de CYP2D6 em classes fenotipicas de acordo com a
atividade enzimatica € realizada a partir de um escore de atividade enzimatica (AS). Este
sistema utiliza os dados genotipicos para atribuir valores representativos aos alelos de acordo
com a sua funcionalidade, permitindo inferir as atividades enzimaticas correspondentes
(GAEDIGK et al., 2007; TEH e BERTILSSON, 2012).

Os individuos que apresentam polimorfismos no gene CYP2D6 sdo capazes de
metabolizar a PQ de diferentes maneiras. Nos metabolizadores normais (JNM-F), espera-se
gue ocorra o sucesso da terapia antimalarica. Nos metabolizadores lentos (gPM), o pré-farmaco
de PQ permanece em altas concentracgdes e, dessa forma, o seu metabolito ativo permanece em
doses subterapéuticas, seja por pouca ou nenhuma sintese deste. Em metabolizadores
intermediarios (gIM/gNM-S), o metabdlito ativo atinge a janela terapéutica, no entanto o
desfecho clinico é incerto devido a presenca de fatores de confusao, tais como: peso do paciente,
dosagem da droga, presenca de mutacdes em genes transportadores de droga, entre outros. Ja o
metabolizador ultrarrapido pode necessitar de doses mais altas do que o recomendado para
atingir os niveis terapéuticos (MARCSISIN; REICHARD e PYBUS, 2016).

1.2.2 Citocromo P 450 oxidoredutase

A enzima NADPH-citocromo P450 redutase (POR), codificada por um gene localizado
no cromossomo 7g11.23, possui um papel importante na mediacdo direta do metabolismo e
transformacdo de drogas e esteroides por meio do fornecimento de elétrons para CYP450
monooxigenases do tipo Il. Estudos realizados em 1962 demonstraram que esta proteina é
expressa em diversos tecidos em que se apresenta ancorada a membrana do reticulo
endoplasmatico (PHILLIPS e LANGDON, 1962; WILLIAMS e KAMIN, 1962; GONG et al.,
2017; EBRECHT et al., 2019).

A POR é responsavel por mediar a transferéncia de dois elétrons por reagdo, originados
do NADPH, permitindo o metabolismo de diversos compostos dependentes de CYPs, sendo

estes acidos biliares, esteroides, endobidticos, metabolitos do acido araquidénico, assim como
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muitos xenobioticos, possuindo um papel fundamental na bioquimica celular com diversas
proteinas que auxiliam na transferéncia de elétrons e na distribuicdo de seus produtos, estas
proteinas sdo chamadas de parceiros redox (Figura 7). Além disso, essa enzima € a Unica fonte
de elétrons de heme oxigenase, esqualeno monooxigenase e elongase de acidos graxos,
garantindo a funcionalidade total dessas enzimas (PORTER, 2012; PANDEY e FLUCK, 2013).

1.2.2.1 Estrutura de POR

Figura 7. Envolvimento da POR como doadora de elétrons em diversas funcdes

biologicas.
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Fonte: Adaptado de Hart e Zhong, 2008.

O gene consiste em 15 éxons codificadores e um ndo traduzido, codificando uma
proteina de 82 kDA com 680 aminoacidos ligada a membrana. A POR é uma diflavina redutase
que contém mononucleotideo de flavina (FMN) e dinucleotideo de flavina adenina (FAD) em
sua estrutura (Figura 9), que atuam como cofatores e utilizam o NADPH como doador de
elétrons (VERMILION et al., 1981; PANDEY e FLUCK, 2013; GONG et al., 2017).
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Figura 8. Estrutura e mecanismo de transferéncia de elétrons em POR.
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Transferéncia de elétrons pela P450 oxidorredutase (POR) para enzimas microssomais (tipo I1) P450,
como CYP17Al, CYP21A2 e CYP19A1. O NADPH se liga & POR, que estd embutida no reticulo
endoplasmatico, e fornece um par de elétrons, que sédo recebidos pelo FAD. O recebimento de elétrons
para o FAD desencadeia uma mudanca conformacional, permitindo que o FAD e o FMN se aproximem e
que possibilitando a passagem de elétrons do FAD para o0 FMN. O dominio FMN de POR interage com
os P450s, de modo que os elétrons atingem o ferro heme P450 para reagdes cataliticas (Fonte: Adaptado
de Pandey e Fluck, 2013).

Figura 9. Organizacdo do dominio em POR.
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POR é uma proteina diflavina, desenvolvida a partir da fusdo de genes semelhantes a flavodoxina que
contétm FMN e ferredoxina redutase que contém FAD. TM: Dominio transmembrana. FMN:
Mononucleotideo de flavina. FAD: Dinucleotideo de flavina (Fonte: Adaptado de Pandey e Fliick, 2013).

Dessa forma, a figura 8 demonstra como ocorre a interagdo entre os dominios, o NADPH
se liga a POR ancorado ao reticulo endoplasmatico e doa um par de elétrons que séo recebidos

pelo FAD. O recebimento de elétrons pelo FAD desencadeia uma mudanca conformacional,
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fazendo com que 0 FAD e o FMN se aproximem, permitindo a passagem de elétrons do FAD
para 0 FMN. O dominio FMN de POR interage com CYP450, de modo que os elétrons sejam
capazes de alcancar o ferro heme de P450 necessarios para as reacdes catalisadas por CYP2D6.
O dominio de ligacdo FMN possui um papel critico visto que atua tanto na interacdo com 0s
dominios FAD/NADPH quanto com os parceiros redox (GUTIERREZ et al., 2003; PANDEY
e FLUCK, 2013; GONG et al., 2017).

1.2.2.2 Relagdo POR versus CYP

Sabe-se que as CYPs sdo responsaveis pela metabolizagdo de aproximadamente 90%
dos medicamentos utilizados rotineiramente. Esse processo ocorre em uma agéo conjunta entre
o sistema CYP e seus substratos, incluindo os elétrons fornecidos pela POR. Visto que a POR
é a principal fonte de elétrons para enzimas do CYP450, esta enzima possui um papel critico
no metabolismo e transformacdo de algumas substancias (WANG et al., 2007; GONG et al.,
2017).

O envolvimento da CYP2D6 na metabolizacdo da PQ ja é bem estabelecido e alguns
estudos ja identificaram a formacdo de metabdlitos hidroxilados de PQ (OH-PQm) com
consequente formagdo de perdxido de hidrogénio (H20:) durante a metabolizagao da PQ
(VASQUEZ-VIVAR e AUGUSTO, 1992; CAMARDA et al., 2019). Estes compostos se
acumulam em sitios de transformacdo metabdlica, o que levaria a acdo antiparasitaria contra
estagios hepaticos e sexuados de P. falciparum. No estudo de Camarda e colaboradores (2019)
observou-se que a inibi¢ao da atividade de CYP2D6 nao afetou significantemente a atividade
gametocitocida de OH-PQm, mas que a presenca de POR no figado e na medula 6ssea foi capaz
de aumenta-la. O estudo de Pett e colaboradores (2019) sugere que metabolizadores gPM e gIM
para CYP2D6 possuem maior tempo de clearance de gametdcitos apds o tratamento. No
entanto, um estudo realizado na Tanzénia demonstrou que o tratamento com primaquina em
dose Unica foi suficiente para reduzir os niveis de gametdcitos de P. falciparum independente
do status de CYP2D6 (MWAISWELDO et al., 2022).

Assim como CYP2D6, POR é altamente polimorfico. Diversas variantes no gene POR
ja foram descritas em diferentes estudos ao longo dos anos. Estas variantes englobam mais de
130 mudangas nos aminoacidos da proteina, que podem levar a diversas alteragcbes no
metabolismo de esteroides assim como de medicamentos (PANDEY e SPROLL, 2014; GONG
et al., 2017). Compreendendo a importancia e 0 modo como a POR atua na transferéncia de
elétrons, entende-se que a presenca de polimorfismos no gene pode ser capaz de interferir na

atividade enzimatica das CYPs, dado que algumas mutacdes podem alterar a atividade de POR
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ou até mesmo mudar a afinidade entre os dominios de ligacdo. Alguns estudos ja demonstraram
que mutacBes presentes nos dominios FAD/FMN ou proximos a estes sdo capazes de resultar
em efeitos graves na atividade de POR. Uma grande variedade de muta¢6es no gene podem
ocasionar alteracdes na fase de leitura, o que resulta em fragmentos de proteina truncados que
ndo poderiam produzir uma enzima funcional (PANDEY e FLUCK, 2013; XIAO et al., 2015).

As mutacdes em POR podem levar a deficiéncia da enzima (PORd), o que pode
ocasionar doengas autossdmicas recessivas como a sindrome de Antley-Bixler (ABS). A PORd
é uma forma de hiperplasia adrenal congénita, sendo um distdrbio com um amplo espectro
fenotipico, incluindo deficiéncia de cortisol, sintese alterada de esteroides sexuais, distdrbios
do desenvolvimento sexual (DDS) e malformacdes esqueléticas presentes na ABS. Esses
efeitos ocorrem devido a diversas reacfes de biossintese de esteroides mediados por POR
(IDKOWIAK et al., 2017). Uma das mutacBes mais frequentes é a A503V que esta presente no
dominio FAD, promovendo uma alteragdo no codon do aminoacido alanina para valina,
caracterizando uma mutacdo missense, possivelmente levando a alteracdes na funcionalidade
da enzima, resultando no alelo POR*28, sendo o polimorfismo de POR mais frequente (GONG
etal., 2017).

O estudo de Sandee e colaboradores (2010) determinou os efeitos potenciais de
variantes de POR na catélise por CYP2D6 a partir da avaliacdo do metabolismo de substratos
de CYP2D6 expressos em E. coli, 0 que mostrou que o impacto de uma mutagdo em POR deve
ser avaliada individualmente com cada CYP. Além disso, A503V teve um efeito moderado
(entre 40-50%) na atividade de CYP2D6, possivelmente contribuindo a variabilidade genética

no metabolismo de drogas e xenobioticos.

Levando em consideracdo os estudos realizados a fim de avaliar o efeito de POR na
atividade de enzimas do CYP450, levantamos a hipdtese que a presenca de mutacées em POR
pode levar a auséncia ou reducdo da atividade da enzima, reduzindo a capacidade metabdlica
de CYP2D6, interferindo na eficacia da PQ. Como consequéncia, seria observado um clearance
tardio da parasitemia, o que pode contribuir para a disseminacdo da malaria, impedindo o
controle da doenga (HART et al., 2007; PANDEY e FLUCK, 2013; GONG et al., 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

A maléria causada por P. vivax ainda e considerada uma doenca negligenciada visto
que por possuir menor letalidade quando comparado a P. falciparum néo atrai investimentos
por parte da satde publica nos paises endémicos. No entanto ha diversos casos de malaria grave

causados por essa espécie reportados em regides da Amazonia Brasileira (WHO, 2021).

Diversos fatores podem influenciar na suscetibilidade a doenca, tais como fatores
ambientais e caracteristicas genéticas do hospedeiro vertebrado. Os componentes genéticos do
hospedeiro tém se mostrado complexos e multigénicos. A presenga de polimorfismos em genes
de enzimas metabolizadoras de antimalaricos € um evento crucial que pode levar a falha

terapéutica.

A falha do tratamento pode estar associada a disseminacdo da doenga pelo mosquito
vetor em funcdo da permanéncia de gametocitos na circulacdo sanguinea do hospedeiro. A
auséncia de estudos abrangendo a variabilidade genética de CYP2D6 e POR e os seus efeitos
na longevidade de gametocitos de P. vivax na corrente sanguinea faz com que seja necessario
explorar como esses fatores podem influenciar na transmisséo da doenca. Além disso, verificar
como a variabilidade genética de enzimas metabolizadoras de antimalaricos influencia no
clearance de gametdcitos é de grande importancia por conta da ampla incidéncia da infeccdo e,
principalmente, pela dificuldade no controle da malaria causada por P. vivax.

Dessa forma, determinar quais 0s mecanismos que levam a reducdo da eficacia da
resposta terapéutica ou aumento de reacGes adversas possibilitardo que novos estudos sejam
realizados. Isso auxiliara na compreensdo dos fatores que influenciam na falha terapéutica,
consequentemente na disseminacdo da doenca, permitindo aprimorar as ferramentas

moleculares utilizadas na detec¢do e monitoramento da infecgéo.



37

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia de polimorfismos em CYP2D6, principal enzima responsavel pela

metabolizacdo de PQ, e em POR na atividade da PQ sobre os gametdcitos de Plasmodium vivax.

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1 Analisar a frequéncia de polimorfismos nos genes CYP2D6 e POR na populagéo de
estudo;

3.2.2 Avaliar a influéncia dos polimorfismos estudados no fendtipo das enzimas CYP2D6 e
POR;

3.2.3 Investigar a influéncia dos polimorfismos em CYP2D6 na atividade gametocitocida da

PQ em individuos infectados por P. vivax;

3.2.4 Determinar se polimorfismos no gene POR interferem na atividade gametocitocida da PQ.
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4 MATERIAS E METODOS
4.1 Populago e Area de Estudo

Este estudo obteve amostras de pacientes com monoinfeccdo por P. vivax atendidos na
Policlinica Cosme e Silva em Boa Vista, Roraima, em colaboracdo com o Prof. Dr. Jaime
Louzada da Universidade Federal de Roraima. As coletas foram realizadas nos anos de 2019 e
2020 em dois momentos diferentes, no dia de admissdo (DO) do paciente, no qual ainda néo
ocorreu a administracdo do tratamento e, no terceiro dia (D3) durante o uso de antimalaricos.
O D3 foi escolhido para realizar a coleta de amostras visto que 0 nosso objetivo foi avaliar o
clearance de gametdcitos. As coletas em dias posteriores poderiam inviabilizar o estudo caso
ndo houvesse mais gametocitos devido o tratamento com antimalaricos. A coleta de amostras
clinicas no D3 foi realizada por meio de busca ativa, onde os colaboradores foram até a casa do

paciente para obtencdo da amostra.

Os critérios gerais de inclusdo no estudo foram: (1) Confirmacédo de monoinfeccao por
P. vivax por microscopia optica e por RDT; (2) Temperatura axilar de > 37,5 °C ou febre nas
ultimas 48h; (3) Auséncia do uso de antimalaricos nos ultimos 30 dias anteriores a data de
inclusdo no estudo; (4) Em caso de inclusdo de pacientes do sexo feminino, auséncia de

gravidez.

O municipio de Boa Vista € a capital do estado de Roraima que estd localizado na
Regido Norte do pais e possui cerca de 437 mil habitantes. A regido é considerada endémica
para malaria, sendo registrados cerca de 30 mil casos no ano de 2020, destes 29 mil eram casos
autoctones e 24 mil causados por P. vivax (dados obtidos da Plataforma Sivep — Maléria). Além
disso, a regido possui area de mineracao no qual as condi¢des de trabalho sdo consideradas um
grande problema para o controle da doenca.

Apesar do municipio ser considerado uma area de baixo risco para a transmisséo de
malaria, foram registrados muitos casos importados nos ultimos anos. Esse alto indice de casos
contribui para 0 aumento da transmissdo visto que ha presenca de vetores em areas urbanas, o

que favorece surtos e epidemias nessa regido (LOUZADA et al., 2020).

4.1.2 Aprovac0es éticas e consentimento dos participantes

Os aspectos éticos e metodoldgicos do estudo foram aprovados pelo Comité de Etica de
Pesquisas em Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou (N° parecer: 2.751.310 e
2.243.058).
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4.2 Extragdo de DNA gendmico a partir de amostras de sangue total

O DNA das amostras foi extraido usando o kit comercial de extracdo QlAamp ® DNA
mini kit (Qiagen), de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante para amostras de
sangue total. Assim, 200 ul de sangue total foram utilizados para extracdo e o DNA foi eluido

em 70 pl de agua livre de DNAses e RNAses.

4.3 Discriminacdo alélica de CYP2D6 por PCR em Tempo Real (QPCR)

Foram selecionados os polimorfismos em CYP2D6 mais frequentes na populacéo
brasileira de acordo com Silvino et al. (2020), observando também os efeitos destes na atividade
enziméatica da CYP: G1846A [rs3892097], G2988A [rs28371725], G3183A [rs59421388],
C100T [rs1065852], C1023T [rs28371706], C1584G [rs1080985], C2850T [rs16946], G4180C
[rs1135840] e 2615 _2617delAAG [rs5030656].

A genotipagem destes polimorfismos foi realizada seguindo o protocolo: 0,25 pl de
TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) especifico para
cada SNP, 2,5 pl de Tagman® 2x Universal PCR Master Mix (Applies Biosystems, New Jersey,
USA), 1,25 ul de agua livre de DNAses e RNAses e 1 ul de DNA (= 10 ng/ul) em placas de
384 pocos. As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 5 pl. Os
parametros de ciclagem estdo descritos na tabela 1. A amplificagéo e detecgéo de fluorescéncia
foram realizadas no ViiA7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems), na Plataforma de PCR
em Tempo Real do Instituto René Rachou — Fiocruz Minas (RPT09D). Os resultados da

genotipagem foram analisados no QuantStudio Real Time PCR Software v1.3.7.

Tabela 1. Parametros de ciclagem para genotipagem de polimorfismos em CYP2D6.

Ciclos Temperatura Tempo
1 50°C 2 minutos
95°C 10 minutos
50 92°C 15 segundos
60°C 1 minutos e 30 segundos
1 60°C 30 segundos

4.3.1 Determinacgdo do namero de copias génicas de CYP2D6

O numero de cdpias do gene CYP2D6 foi determinado por qPCR utilizando o0 ensaio
Hs00010001_cn (Applied Biosystems) para avaliar a presenca de dele¢es/duplicagdes do gene.
Para determinar o nimero de cdpias génicas foi realizada a comparagdo da amplificagdo do
gene alvo (CYP2D6) com um gene de referéncia (RNAse P), ja descrito por ndo ser polimorfico

para duplicacdes e delecdes.
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As reacOes de amplificacdo foram realizadas utilizando 0,5 pl do ensaio
Hs00010001_cn, 5,0 pl de Tagman® 2x Universal PCR Master Mix (Applies Biosystems, New
Jersey, USA), 0,5 ul de Copy Number Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 3
ul de agua livre de DNAses e RNAses e 1 pl de DNA (= 10 ng/ul). A deteccdo do nimero de
copias no gene foi realizada em triplicata usando placa de 384 pocos, obedecendo o volume

final da reagéo de 10 pl/pogo. Os parametros de ciclagem estéo descritos na tabela 2.

A amplificacdo e deteccao da fluorescéncia foram realizadas utilizando o equipamento
Viia7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) da Plataforma de PCR em Tempo Real do
Instituto René Rachou — Fiocruz Minas (RPT09D) e, posteriormente, analisadas no software
CopyCaller® v2.0.

Tabela 2. Parametros de ciclagem para a determinacgdo do niumero de cépias em CYP2D6.

Ciclos Temperatura Tempo
1 50°C 2 minutos
95°C 10 minutos
40 95°C 15 segundos
60°C 1 minuto

4.3.2 Predicdo dos haplétipos e classificacdo dos fenotipos de metabolizacdo de CYP2D6

Os haploétipos foram inferidos utilizando o software Haplelo pelo nosso grupo de
pesquisa. A genotipagem dos polimorfismos permite identificar as variantes alélicas
CYP2D6*1, CYP2D6*2, CYP2D6*4, CYP2D6*5, CYP2D6*9, CYP2D6*10, CYP2D6*17,
CYP2D6*29, CYP2D6*34, CYP2D6*41 e duplicacdes/delecbes (Tabela 3), de acordo com a

nomenclatura estabelecida pelo Consércio de Variacdo Farmacogénica (PharmVar).
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Tabela 3. Variantes alélicas estudadas e as suas caracteristicas.

Variante Consequéncia Variante Frequéncia Atividade
alélica global@ enzimatica
G1846A Defeito no splicing *4 18% Ausente
G2988A  Splicing aberrante *41 9% Reduzida
G3183A  Mutacao missense *29 0,7% Reduzida
c100T Mutacdo missense *4e*10 21% Ausente/Reduzida
C1023T  Mutagdo missense *17 2% Reduzida
C-1584G  Mutagédo no *2,*35e *41 21% Normal/Reduzida
promotor
C2850T  Mutacdo missense *2,*17, *34, 46% Normal/Reduzida/
*29, *35 e *41 NDP
G4180C  Mutagédo missense *2,*4,*10, 59% Normal/Ausente/
*17, *29, *35, Reduzida
*39 e *41
2615 2617 Delegéo inframe *9 1% Reduzida
delAAG

aAlelo de menor frequéncia e/ou mutado.
3ND: Atividade enzimética ainda ndo foi determinada em estudos anteriores.

Fonte: SNP [Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National Center for Biotechnology

Information, 2020.

Os fenotipos preditos foram inferidos a partir da analise genotipica utilizando o Sistema
Escore de Atividade (AS) estabelecido por Gaedigk e colaboradores (2007) e atualizado no
estudo de Caudle e colaboradores (2019). Este sistema utiliza classificagfes genotipicas para
determinar valores aos alelos e suas atividades enzimaticas correspondentes (Tabela 4). Os
diferentes valores de AS ddo origem a quatro fendtipos preditos (gPM, gIM, gNM e gUM),
entretanto o grupo dipl6tipo gNM abrange uma ampla faixa de atividade. Assim, os individuos
com AS = 1 sdo designados gNM-slow (gNM-S), individuos com AS = 1,5 e AS = 2 sdo gNM-
fast (QNM-F).

Apbs a inferéncia do fenétipo de CYP2D6, os pacientes foram alocados em dois grupos
distintos (metabolizadores lentos e normais) para prosseguir com a genotipagem de

polimorfismos em POR e quantificacdo de gametdcitos.
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Tabela 4. Valores atribuidos aos alelos utilizando o sistema AS para determinacgdo de
fendtipo predito.

AS Alelo Fenotipo?
0 *4, *4xN, *5 gPM
0,25 *10 gIM
0,5 *9, *17, *29, *41, *44, *49 glM
1 *1, *2, *35, *39, *43, *45 gNM
>2 *1XN, *2XN, *35xN guUM

3gPM: Metabolizador lento; gIM: Metabolizador intermediario; gNM: Metabolizador normal;

gUM: Metabolizador ultrarrpido.

Fonte: Caudle et al., 2019.
4.4 Genotipagem de polimorfismo do gene POR

Visto que a maior parte das mutacdes que ocorrem em POR sdo deletérias e possuem

baixa frequéncia na populacéo, foi selecionado apenas um polimorfismo para a realizacdo de
genotipagem. O A503V [rs1057868], descrito na tabela 5, apresenta maior frequéncia na
populacdo quando comparado com os polimorfismos ja descritos para POR em estudos
anteriores. Este polimorfismo ocasiona uma mudanca conservativa na estrutura do dominio

FAD que € importante para a transferéncia de elétrons.

Tabela 5. Polimorfismo em POR selecionado para o estudo e suas caracteristicas.

Variante alélica Alteracao Consequéncia Ati-vid,afje

enzimatica

POR*28 A503V Mutacao missense Reduzida?

Frequéncia

Global 0,286
Europa 0,285
Africa 0,197
Asia 0,389
América Latina 0,278

A presenca do polimorfismo A503V em POR esta associado a atividade reduzida de CYP2D6.
Fonte: SNP [Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National Center for Biotechnology

Information, 2022.

Neste estudo foi realizada a padronizacdo de um protocolo para a genotipagem do SNP
em POR volume final de 5 pl: 2,5 pl de Tagman® 2x Universal PCR Master Mix (Applies
Biosystems, New Jersey, USA), 0,25 ul de TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) especifico para o0 SNP, 1,25 ul de agua livre de DNAses e



43

RNAses e 1 pl de DNA (= 10 ng/ul) em placas de 384 pocos. Os parametros de ciclagem estéo
descritos na tabela 6.

A amplificacdo e deteccdo de fluorescéncia foram realizadas no ViiA7 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems), na Plataforma de PCR em Tempo Real do Instituto René Rachou
— Fiocruz Minas (RPTO09D). Os resultados da genotipagem foram analisados no QuantStudio
Real Time PCR Software v1.3.7

Tabela 6. Parametros de ciclagem para a genotipagem de SNP em POR.

Ciclos Temperatura Tempo
1 50°C 2 minutos
95°C 10 minutos
50 92°C 15 segundos
60°C 1 minutos e 30 segundos
1 60°C 30 segundos

4.5 Extracdo de RNA

Para a realizacdo da extracdo de RNA, no momento da coleta das amostras clinicas
foram preparadas duas aliquotas de 200 ul de sangue total juntamente com 1 mL de RNAprotect
(Qiagen) para cada amostra para armazenar em -20°C até o transporte das amostras para o
Instituto René Rachou em Belo Horizonte, Minas Gerais, onde foram armazenadas a -80°C até
0 momento da extracdo. Durante o estudo padronizamos um protocolo de extracdo a partir de

amostras de sangue total utilizando o kit comercial RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen).

As aliquotas de amostras foram centrifugadas a velocidade maxima por 40 minutos. Em
um microtubo de 2 mL foram adicionados 50 pl do pellet, para esta etapa foram utilizadas duas
aliquotas de cada amostra resultando em 100 pl de pellet adicionados. Em seguida, adicionamos
600 ul do tampdo de lise RLT com B-mercaptoetanol, realizando a homogeneizagdo no vortex
por 30 segundos. Em seguida adicionou-se 600 pl de Alcool 70%, homogeneizando com a
pipeta. 700 pl de amostra foram transferidos para a coluna RNeasy spin e centrifugados por 15
segundos a 10.000 rpm, descartando o filtrado em seguida. O restante da amostra foi transferido
novamente para a coluna e repetiu-se a centrifugacéo, descartando o filtrado. 700 pul de tampéo
RW1 foram adicionados na coluna RNeasy spin, repetindo a centrifugacéo (essa etapa de adicéo
do tamp&o RW1 e centrifugacéo foi realizada duas vezes). Adicionou-se 500 pl de tampdo RPE
na coluna RNeasy spin e realizou-se a centrifugacdo, descartando o filtrado. Em seguida, o
tampéo foi adicionado novamente, no entanto a centrifugacéo foi realizada durante dois minutos

a 10.000 rpm. A coluna foi transferida para um novo tubo coletor, adicionamos 30 pl de 4gua
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livre de DNases e RNases diretamente na membrana da coluna e aguardamos um minuto.
Centrifugamos por um minuto a 10.000 rpm, em seguida o RNA eluido foi coletado e
adicionado novamente na membrana. Apds um minuto foi realizada a centrifugacao, resultando
em 30 pl de RNA

4.5.1 Digestdo de DNA

Para remover qualquer vestigio de contaminagdo por DNA durante a extracdo de RNA,
foi realizado a digestdo de DNA utilizando o kit comercial Turbo DNA-firee™ Kit (Invitrogen).
Assim, qualquer DNA contaminante foi digerido para niveis abaixo do limite de deteccéo de
um ensaio de gPCR.

Dessa forma, foram adicionados 5 pl do Tampédo 10x DNase Turbo, 1,5 pl de DNase
Turbo e 8,5 pl na amostra de RNA. Esse mix foi incubado em termociclador PTC-100®
Programmable Thermal Controller (Bio-Rad Laboratories, Inc.) a 37°C por 30 minutos. Em
seguida, adicionou-se 5 pl do reagente inativador da enzima incubando durante 5 minutos,
homogeneizando em vortex até 3 vezes. Foi realizada a centrifugacao por 1,5 minutos a 10.000

rpm para facilitar a remocéo do RNA sobrenadante livre do reagente inativador.

4.5.2 Transcricao reversa

Para a obtencdo de DNA complementar (cDNA) foi realizada a transcri¢do reversa
utilizando a enzima SuperScript® [V Reverse Transcriptase [SSIV] (Invitrogen, Life
Technologies) juntamente com primers randémicos de acordo com o protocolo do fabricante,

realizando apenas a adaptacdo do volume utilizado de SSIV, sendo este 0,5 pl.

Considerando um volume final de cDNA de 20 pl, em um microtubo de 0,2 mL foram
adicionados 1 pl de 50 uM de random hexameros, 1 pl de 10mM de dNTP, até 11 pl de RNA
(até 500 ng de mRNA, reduzindo o volume se necessario), até 13 ul de dgua livre de DNases e
RNases. Em seguida, esse mix foi incubado a 65°C por cinco minutos e entdo deixado em gelo
por pelo menos um minuto. Em seguida, foram adicionados 4 pl de 5x tampdo SSIV, 1 ul de
100 mM DTT, 1 pl de RNaseOQUT ™ Recombinant Rnase Inhibitor e 0,5 pl de SSIV.

As reacdes ocorreram no termociclador Veriti 96-well Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific) de acordo com os seguintes parametros de ciclagem: 23°C por 10 minutos, 53°C por

10 minutos e 80°C por 10 minutos (apenas um ciclo para todas as etapas).
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4.6 Construcao de plasmideos para a quantificacdo de gametdcitos
4.6.1 Iniciadores utilizados para os alvos Pvs25, 18s e Pv48/45

Os pares de iniciadores para o alvo Pv48/45 foram desenhados tomando-se como base
as sequéncias disponiveis no GenBank, priorizando as sequéncias que flanqueiam juncGes
exon-exon. Utilizando o software OligoAnalyzer, os primers foram avaliados com relagéo a sua
capacidade de formacdo de heterodimeros, homodimeros, propor¢do de CG, formacdo de
hairpins, assim como a sua temperatura de anelamento. As sequéncias dos iniciadores utilizados
estdo descritas na tabela 7. Para os alvos rRNA 18s e Pvs25 utilizamos os primers descritos no
estudo de Wampfler e colaboradores (2013).

Tabela 7. Sequéncias dos iniciadores para os genes alvo Pvs25, 18s e Pv48/45.

Gene Iniciadores Sequéncias (5'>3") Tamanho do
fragmento
Pvs25 Senso ACACTTGTGTGC TTG ATG TAT GTC 115 pb
Anti-senso  ACT TTG CCA ATA GCA CAT GAG CAA
18s Senso GCTTTGTAATTG GAATGATGG GAAT 216 pb
Anti-senso ATG CGC ACA AAG TCG ATA CGA AG
Pv48/45 Senso CTCTACCGGAACCATGTTGAAG 109 pb
Anti-senso GACGTACTTGACCTCTCCTTTG

4.6.2 Estabelecendo a temperatura de anelamento dos primers

Utilizando o PCR Master mix (Promega) e seguindo o protocolo estabelecido pelo
fabricante, estabelecemos as seguintes temperaturas de anelamento para os primers: 57°C para
0 Pvs25 e 18s e, 60°C para Pv48/45. As reagdes ocorreram no termociclador Veriti 96-well
Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific). Os parametros de ciclagem estdo descritos na tabela
8.

Tabela 8. Parametros de ciclagem estabelecidos para PCR convencional.

Ciclos Temperatura Tempo
1 95°C 3 minutos
32 95°C 1 minuto
Especifica para cada primer 30 segundos
72°C 1 minuto
1 72°C 5 minutos

4°C o0




46

O resultado das reacdes foi visualizado por meio de eletroforese em gel de agarose 2%
corado com brometo de etidio.

4.7 Clonagem molecular

Para a obtencdo de plasmideos para a realizacdo de quantificacdo absoluta de
gametocitos por meio de curva padrdo foi necessario realizar a clonagem molecular no vetor
pGEM-T Easy (Promega). Este € um vetor linearizado que possui uma timidina em ambas as
extremidades 3°, o que aumenta a eficiéncia da ligacao dos produtos de PCR evitando a re-
circularizacdo do vetor. Essa caracteristica faz com que este seja compativel com os produtos

de PCR gerados por algumas polimerases termoestaveis.

Inicialmente, células de Escherichia coli de linhagem TOP10 foram tornadas
competentes pelo método quimico de cloreto de calcio (CaCl,) seguindo o protocolo: 50 mL de
cultura saturada de células E. coli (TOP10) foram cultivadas em 5 mL de meio Luria Bertani
(LB) liquido sem antibiotico a 37°C em agitacdo por 12 a 16h. Em seguida, 1 mL desta cultura
foi transferido para um Erlenmeyer contendo 99 mL de meio LB liquido, incubando-o a 37°C
sob agitacdo constante até atingir a densidade Optica (OD600) entre 0,4 a 0,8. Ainda no
Erlenmeyer, as células foram resfriadas no gelo por 10 a 15 minutos. A partir deste ponto, todas
as etapas foram realizadas a 4°C. A cultura de células foi transferida para dois tubos Falcon de
50 mL e centrifugadas a 7.000 rpm por sete minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspendidas em 50 mL (25 mL por tubo) de CaCl> 100mM + Hepes 10 mM
(pH 7). Todas as solugdes foram esterilizadas e resfriadas antes de adiciona-las. Apds a
ressuspensdo do pellet, as células foram mantidas no gelo por 20 minutos. Em seguida, as
células foram centrifugadas a 7.000 rpm por 4°C, descartou-se o sobrenadante com pipeta
estéril. As células foram ressuspendidas em 1 mL de CaCl, 100mM + Hepes 10 mM (pH 7),
em seguida 100 uL celulas foram adicionadas em tubos eppendorf gelados e estéreis com 20%

de glicerol estéril para o congelamento). As aliquotas foram armazenadas a -80°C.

4.7.1 Ligacao do gene alvo no vetor pGEM-T Easy

Para a ligacdo do gene alvo no vetor, foi realizada uma reacdo de PCR convencional
para cada gene alvo utilizando o protocolo previamente descrito na se¢do 4.6.2. Os produtos de
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio,
além de serem quantificados no espectrofotbmetro Nanodrop ® 2000 (Thermo Fisher

Scientific). Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit comercial QIAquick PCR
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Purification (Qiagen). A ligacdo ao vetor foi realizada utilizando a razdo 5/1 seguindo o

protocolo estabelecido pelo fabricante.

4.7.2 Transformacdo para obtencdo de plasmideos

A transformacdo foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante, com a seguinte
modificacdo: em um microtubo foram adicionados cerca de 8 pl da ligacdo e ndo 5 pl como é
recomendado. Apods a incubagdo overnight a 37°C em placas com meio agar Luria Bertani (LB)
contendo ampicilina, X-Gal e IPTG para selecdo apenas de plasmideos, foi possivel observar o
crescimento de col6nias brancas. Algumas col6nias foram entdo incubadas em meio LB liquido
com ampicilina para realizar a extragdo de DNA plasmidial utilizando o kit comercial
QlAprep® Miniprep (Qiagen).

4.7.3 Digestdo do plasmideo e confirmagdo da clonagem molecular

Visto que o vetor possui dois sitios de restricdo para a enzima EcoRl, esta foi a enzima
escolhida para realizar a digestdo do plasmideo para liberacdo do inserto e confirmar a
clonagem por meio de eletroforese em gel de agarose. Para isso, seguimos o seguinte protocolo:
2 ul de plasmideo, 2 pl de tampéo da enzima, 15 ul de dgua para biologia molecular e 1 pl de
EcoRI, este mix foi incubado a 37°C por trés horas no termociclador PTC-100® Programmable

Thermal Controller (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

4.8 Padronizacéo do protocolo de gPCR para quantificacdo de gametdcitos
4.8.1 Linearizacao dos plasmideos

A gPCR é muito sensivel as mudancas conformacionais de plasmideos e isso tem forte
influéncia em ensaios de quantificacéo, visto que o sinal de fluorescéncia diminui quando usa
DNA plasmidial em sua forma superenovelada. Assim, as formas lineares do DNA sdo mais
acessiveis para a ligacdo e alongamento dos iniciadores, o que aumenta a eficiéncia da
amplificacdo (CHEN; KADLUBAR e CHEN, 2007).

Deste modo, realizamos a linearizacdo dos plasmideos utilizando a enzima Apal, uma
vez que esta possui apenas um sitio de restricdo no vetor e nenhum sitio de restricdo nas
sequéncias dos genes alvo, como avaliado no  software  NebCutter
(https://nc2.neb.com/NEBcutter2/). A linearizagéo foi confirmada por meio da visualizagdo em

gel de agarose.

4.8.2 Obtencdo de curva padréo e quantificacdo de gametdcitos
A concentracdo de DNA plasmidial foi obtida a partir da quantificagdo fluorimétrica

utilizando o Qubit 4 (Invitrogen). Dessa forma, foi possivel realizar o calculo de nimero de
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copias do plasmideo (PCN) para determinar quais seriam os pontos de diluicdo presentes na
curva padrdo. A curva padréo foi construida utilizando sete pontos: 1 x 10° 1 x 10°, 1 x 10% 1
x 10%, 1x10% 1 x 10t e 1 x 10°.

Para os alvos Pvs25 e Pv48/45, os iniciadores foram utilizados na concentragéo de 200
nanomolar (nM), visto que nesta concentragdo os alvos apresentavam maior valor de ciclo de
quantificacdo (Cq) e menor quantidade de dimeros. A quantificacdo destes genes foi realizada
utilizando o seguinte protocolo: 5 pl de GoTag® gPCR Master Mix (Promega), 0,2 ul de
iniciador senso e anti-senso, 3,6 pl de agua livre de DNAses e RNAses e 1 pl de cDNA. Os
primers para 0 rRNA 18s foram utilizados na concentracdo de 900nM, concentragcdo que
apresentou maior valor de Cg. Como esse € um gene presente em maior abundancia, as amostras
de cDNA precisaram ser diluidas 100x para a quantificacdo desse alvo. A quantificacdo deste
gene foi realizada utilizando o seguinte protocolo: 5 pl de GoTag® gqPCR Master Mix
(Promega), 0,9 pul de primer senso e anti-senso, 2,2 pl de &gua livre de DNAses e RNAses e 1
pl de cDNA diluido 100x.

Foram realizados ensaios para obtengdo do limite de detecgdo (LOD) para os alvos
Pvs25 e rRna 18s, para isso utilizamos amostras de cDNA diluidas cinco vezes em cinco pontos
de diluicdo. As reac@es foram realizadas utilizando cinco replicatas para cada ponto de diluicdo
e, para determinar o LOD, em todas as reacdes foi realizada a curva padrdo com plasmideos.

Dessa forma, o seguinte célculo foi realizado para calcular o LOD:

Concentracao de RNA adicionado na transcrigao reversa

= Concentracdo (ng/ul),

20 (volume final na transcricio reversa)

Concentracgao (ﬂ)

onde: - — LOD (ng). Assim, estabelecemos que as quantificacdes iguais ou

Fator de diluigao

abaixo de 0,045 séo consideradas negativas, visto que a partir desse valor ndo houve mais a

amplificagdo do alvo.

A amplificacdo e deteccdo de fluorescéncia foram realizadas no ViiA7 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems), na Plataforma de PCR em Tempo Real do Instituto René Rachou
— Fiocruz Minas (RPT09D). Os resultados da quantificacdo foram analisados no QuantStudio
Real Time PCR Software v1.3.7. Todas as amostras foram analisadas em triplicata em placas
de 384 pocos. Foram omitidas da analise as replicatas com desvio padrao > 0,3. Os parametros

de ciclagem utilizados para a quantificacdo de gametdcitos estdo descritos na tabela 9.



49

Tabela 9. Parametros de ciclagem para a quantificacao de gametocitos.

Etapa Ciclos Temperatura Tempo
1 95°C 2 minutos
Amplificacdo

40 95°C 15 segundos

60°C 1 minuto
95°C 15 segundos

Curva de dissociacao 1 60°C 1 minuto
95°C 15 segundos

4.9 Dosagem de primaquina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
A dosagem de PQ em amostras coletadas 72 horas ap6s o inicio do tratamento foi
realizada no Laboratorio de Toxicologia da Universidade Federal do Pard (UFPA) em

colaboracdo com o Prof. Dr. José Luiz Fernandes Vieira.

4.9.1 Extracdo de PQ

Os spots de sangue total em papel de filtro com aproximadamente 100 yL de sangue
total foram recortados em pequenos pedacos e transferidos para tubos de polietileno tipo Falcon
com capacidade de 15 mL. Adicionou-se 1,5 mL de &cido cloridrico (HCL) a 0.1 Ne os tubos
foram submetidos ao homogeneizador BHS-300, Benfer® por 20 minutos. Apds 24 horas, 0s
pedacos de papel filtro recortados foram retirados dos tubos. Em seguida, em um tubo Falcon
de 50 mL adicionou-se 0,5 mL de hidréxido de s6dio (NaOH), 100 pl de Quinidina (padrédo
interno utilizado nas analises de PQ e CPQ) e 4 mL de éter metil terc-butilico (MTBE). Os
tubos foram submetidos ao homogeneizador por 20 minutos, em seguida foram centrifugados
a 2000 rpm a 25°C por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de 15 mL e

deixado para evaporar na capela de exaustdo por 48 horas.

4.9.2 Quantificagdo de PQ por HPLC

Para a quantificacdo de PQ por HPLC foram utilizados procedimentos previamente
validados no Laboratério de Toxicologia da UFPA. Apds evaporacdo, as amostras foram
ressuspendidas em 100 pl de metanol. A fase movel deste experimento foi composta por

acetonitrila 30%, 40% de metanol, 30% de agua acidificada com pH 3 e agua ultrapura.

Foi utilizado o cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Varian, USA), composto por
uma bomba isocratica (PROSTART 300), injetor manual reodyne (Modelo 772i), com loop de
20ul, coluna de fase reversa (XTerra): RP- 8, 15cm, 5um e 4.6 mm de didmetro interno (Waters,
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Saint Quentin-en-Y velines, France), pré-coluna: 2.1x 10mme detector duplo canal ultravioleta
(Modelo 320) e visivel (PROSTAR 220). As condicGes instrumentais seguidas foram: presséo
de 3960 psi, comprimento de onda de 254 nm e fluxo de 0,2 mL/min. Utilizou-se a Primaquina
(Sigma®) e a Quinidina (Sigma®) como padrdo interno, para determinacdo dos tempos de

retengdo. As amostras foram injetadas no equipamento com microseringa de 50uL, Hamilton.

Antes do inicio da quantificacdo de PQ nas amostras clinicas, foram quantificados cinco
pontos da curva padrédo utilizada neste experimento. Assim, 0s pontos sdo compostos por PQ

nas seguintes concentragdes: 0,75 pg/mL, 1,25 pg/mL, 2,5 pg/mL, 5 pg/mL e 10 pg/mL.

4.10 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a um teste de normalidade para avaliar o padrdo de
distribuicdo. As variaveis que apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade de variancias
foram descritas pela média e desvio-padréo. A diferenca entre as médias foi avaliada pelo Teste
T. Variaveis que ndo preencheram os requisitos para analise paramétrica foram descritas como
medianas e quartis e a diferenca de medianas intergrupos foram testadas pelo Teste de Mann-
Whitney. As diferencas entre a frequéncia de individuos com polimorfismos em CYP2D6 e POR
e recidiva por P. vivax foram testadas pelo teste qui-quadrado, com nivel de significancia de 5%.
A andlise das variaveis representativas dos valores de quantificacdo de 18s, Pvs25, bem como
varidveis categoricas foram analisadas utilizando o modelo de equacbes de estimagdes

generalizadas (GEE) para a analise dos dados longitudinais.
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5 RESULTADOS
Neste estudo foram incluidos um total de 100 individuos que procuraram o Pronto
Atendimento Cosme e Silva em Roraima, Boa Vista, onde foi confirmado o diagnostico

positivo para malaria causada por P. vivax.

Os individuos considerados elegiveis ao estudo foram classificados em trés grupos de
acordo com o numero de recorréncias: sem recorréncia (n = 61), um episodio de recorréncia (n
= 23) e multiplas recorréncias (n = 16; de 2 a 6 episddios de recorréncia por P. vivax a partir do
29° dia até 180 dias apos o tratamento). O agrupamento desses pacientes foi fundamentado em
dados anteriores do nosso grupo de pesquisa, no qual foi demonstrado que o status de
metabolizacdo da CYP2D6 influencia no numero de recorréncias em infec¢des causadas por P.
vivax (SILVINO et al., 2016;2020). Os individuos do estudo tinham uma mediana de idade de
33 anos (IQR = 26 — 42 anos) e ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os

trés grupos (zero, uma e multiplas recorréncias) para idade e sexo (Tabela 10).

Observa-se que uma grande parte dos pacientes se infectaram em regiGes de garimpo
(79%), onde estdo sujeitos a novas infec¢cbes com maior frequéncia. Dentre esses, 30%
apresentaram recorréncia clinica de malaria. Diversos outros locais de infeccdo foram citados,
desde sitios e fazendas localizados no interior de Boa Vista e até mesmo na Venezuela, pais

que faz fronteira com Roraima.
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Tabela 10. Dados demograficos dos individuos incluidos no estudo.

Sem Unica Multiplas .
_— A A A Populagéo
Caracteristicas recorréncia recorréncia  Recorréncias P-valor
total (n = 100)
(n=61) (n=23) (n=16)

Idade, anos (mediana,
34 (28-45) 30(22-37) 30 (23 - 40) 0,2072 33 (26 - 42)

IQR)
Sexo, n (%0)
Masculino 49 (61) 19 (24) 12 (15) 0,838" 80 (80)
Feminino 12 (60) 4 (20) 4 (20) 20 (20)

Local provavel de
infeccéo, n (%)
Garimpo 49 (62) 18 (23) 12 (15) 79 (79)
Outros® 12 (57) 5 (24) 4 (19) ’ 21 (21)

2 Teste de Kruskal-Wallis;
b Teste Qui-quadrado.

¢ Categoria ‘outros’ inclui diversos locais de infec¢fio: Municipio de Alto Alegre, Amojari, Arco {ris, Canta,
Pacaraima, Itaituba, Mucajai, Piaui, Rorainépolis, Iracema, Tepequém, além de Guiana Inglesa, Venezuela, entre
outros nao citados pelos participantes do estudo.

5.1 Frequéncias alélicas e fen6tipos preditos de CYP2D6

Foi realizada a genotipagem de CYP2D6 e a determinacao do numero de copias génicas
para todos os 100 individuos incluidos no estudo. Para identificar e investigar os alelos
associados a atividade reduzida de CYP2D6, os haplétipos dos individuos incluidos no estudo
foram construidos a partir de variantes polimorficas selecionadas na literatura. Essas variantes
foram selecionadas por apresentarem maior frequéncia na populacdo brasileira e serem
determinantes dos principais alelos com atividade reduzida/nula de CYP2D6. Dentre o0s
individuos incluidos no estudo, 5% (n = 5) apresentaram mais de duas copias génicas de

CYP2D6. Nenhuma amostra foi identificada como homozigota para a delecdo do gene.

Foram identificados dez hapl6tipos que permitiram a caracterizagdo das seguintes
variantes alélicas de CYP2D6: *1; *2/*35; *34; *39; *9; *10; *41; *29, *4 e *5, incluindo
variantes caracterizadas por apresentarem aumento do nimero de copias como *2xN. Os alelos
*1 e *2/*35, que determinam atividade normal da enzima, foram observados em maior
frequéncia na populacéo estudada, enquanto alelos associados ao aumento da fun¢éo enzimatica
foram observados em apenas um cromossomo dentre os investigados (Tabela 11). Trés

individuos do estudo apresentaram alelos indeterminados ap6s analise de inferéncia dos
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hapl6tipos. A auséncia de defini¢do alélica pode ocorrer nos casos em que a combinacdo dos
nucleotideos nas posi¢des analisadas ndo tem correspondéncia com nenhum alelo de CYP2D6

descrito no banco de dados do Consorcio de Variagdo Farmacogénica (PharmVar).

Tabela 11 - Frequéncia dos alelos de CYP2D6 observada na populagédo de estudo.

Sem Unica Multiplas Total por

Alelos  Atividade? recorréncia, % recorréncia, % recorréncias, % atividade®, %

(n) (n) (n) (n)
*1 Normal 0,23 (47) 0,07 (14) 0,05 (10)
*2/*35° Normal 0,17 (35) 0,09 (18) 0,07 (14)
0,73 (146)
*34 Normal 0,02 (5) 0,01 (2) -
*39 Normal 0,005 (1) - -
*2xN  Aumentada 0,01 (2) - - 0,01 (2)
*9 Reduzida 0,01 (2) 0,01 (2) -
*10 Reduzida 0,005 (1) - -
: 0,10 (20)
*41 Reduzida 0,02 (4) 0,01 (2) -
*29 Reduzida 0,02 (5) 0,01 (2) 0,01 (2)
*4 Nula 0,06 (12) 0,01 (3) 0,02 (4) 0,15 (30)
*5 Nula 0,04 (8) 0,005 (1) 0,01 (2)
Outros® Indeterminado - 0,01 (2) - 0,01 (2)

n = ndmero de cromossomos, n = 200; Sem recorréncia, n = 122; Unica recorréncia, n = 46; Multiplas recorréncias,
n = 32. Frequéncias iguais a 0 estdo representadas por “-”.

2Atividade metabolica de CYP2D6 de acordo com o PharmVar. Normal, aumentada, reduzida, nula.

bTotal da frequéncia alélica por atividade de CYP2D6.

°Nao € possivel a diferenciagdo entre *2 (normal) e *35 (normal) a partir dos polimorfismos analisados.

dA combinagéo de SNPS néo foi identificada para nenhum alelo conhecido de CYPDG ou as duplicages ndo foram

atribuidas a nenhum alelo em alguns individuos heterozigotos.

Visto que somente a analise qualitativa dos alelos € insuficiente para predizer a atividade
de CYP2D6, o fendtipo foi predito utilizando o sistema escore de atividade (AS). No sistema
AS, valores de 0 a 1 sdo atribuidos a cada alelo de acordo com a sua atividade enzimatica. Entre
os 100 pacientes do estudo, apenas quatro individuos (4%) foram identificados como
metabolizadores ultrarrdpidos (QUM) (Tabela 12). Alem disso, 64% dos individuos foram
preditos como metabolizadores normais (JNM-F) e 32% apresentaram alteracdo da atividade
de CYP2D6: metabolizador nulo (gPM; 2 individuos, 2%), intermediario (gIM; 3 individuos,
3%) e atividade normal-reduzida (QNM-S; 26 individuos, 27%).
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Considerando a frequéncia dos fenétipos de CYP2D6 de acordo com o numero de
episodios de recorréncia, observamos que o grupo de metabolizadores normais (UM e gNM-
F) possuem maior frequéncia na populacédo do estudo do que o grupo com alteracao na atividade
metabolica, gNM-S, gIM e gPM (Tabela 12 e Figura 10), sendo o gNM-F o fendtipo mais

frequente entre os trés grupos analisados.

Tabela 12. Frequéncia de recorréncias na populacéo de estudo em relacdo ao escore de
atividade enzimatica de CYP2D6.

_ Escore de Sem Uma Multiplas
Fenotipo o _ ] _ Total (n)
atividade recorréncia (n) Recorréncia (n) recorréncias (n)
gPM 0 0,03 (2) - - 0,02 (2)
gIM 0,5 0,03 (2) 0,04 (1) - 0,03 (3)
gNM-S 1-1,25 0,28 (17) 0,14 (3) 0,37 (6) 0,27 (26)
Total AS<125 0,35(21) 0,20 (4) 0,37 (6) 0,32 (31)
gNM-F 15-2  0,58(35) 0,80 (17) 0,62 (10) 0,64 (62)
guM > 2 0,06 (4) - - 0,04 (4)
Total AS>1,25 0,65(39) 0,80 (17) 0,62 (10) 0,68 (66)

n = namero de individuos, n = 97 (os trés individuos com fendtipos indeterminados ndo foram incluidos nessa
analise. Os fendtipos de CYP2D6 estdo representados como atividade normal (gQNM-F), atividade reduzida

(gIM/gNM-S), atividade nula (gPM) e atividade aumentada (gUM). Frequéncias iguais a 0 estdo representadas por
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Figura 8. Analise das frequéncias fenotipicas preditas para CYP2D6 na populacgéo de

estudo.
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N = 97 individuos (trés possuem fendtipo indeterminado e ndo foram incluidos nessa analise). gNM-F,
metabolizador extensivo/normal; gUM, metabolizador ultrarrdpido; glM, metabolizador intermediario;
gNM-S, metabolizador reduzido; gPM, metabolizador nulo.

Quando analisada a prevaléncia dos fen6tipos agrupados por funcdo (normal versus
reduzida), 68% apresentaram atividade enzimatica normal (AS>1,25) e 32% apresentaram
atividade alterada de CYP2D6 (AS<1,25) (Tabela 12). No entanto ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos definidos de acordo com o nimero de recorréncias
(P = 0,472 -Teste Qui-Quadrado). Quando avaliamos os fenétipos agrupados por funcdo em
relacdo ao nimero de recorréncias (Figura 11), nota-se que 0S grupos sem recorréncias € com
maltiplas recorréncias apresentaram frequéncias semelhantes. Ao avaliar o grupo que
apresentou apenas uma Unica recorréncia, observou-se que 81% apresentaram AS>1,25

enquanto 19% apresentaram AS<1,25.



56
Figura 11. Frequéncia fenotipica de CYP2D6 de acordo com o numero de

recorréncias de malaria causada por P. vivax.
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Frequéncia de recorréncia clinica de malaria de acordo com a atividade de CYP2D6 (AS>1,25 — fungdo normal e
AS<1,25 — funcéo reduzida). N = 97.

5.2 Frequéncia de polimorfismos em POR

Foi realizada a genotipagem do polimorfismo A503V [rs1057868], variante em que
ocorre a alteracdo de GCC para GTC no cddon 1508, no gene que codifica POR para todos 0s
100 individuos incluidos neste estudo. Visto que estudos anteriores ja& mostraram que essa
variante pode reduzir a atividade de CYP2D6 (SANDEE et al., 2010), n6s avaliamos os dados
a partir da frequéncia de homozigotos mutados, heterozigotos e homozigotos ndo mutados para
POR.

Avaliando a propor¢do de individuos com e sem mutacdo em POR, observou-se que
65% nédo apresentam mutagdo no gene, enquanto 35% apresentaram a variante A503V, sendo
28% heterozigotos e 7% homozigotos mutados (Figura 12A). A partir da analise da frequéncia
de mutacdo em POR em relacdo ao numero de episodios de recorréncia de malaria, nota-se que
as frequéncias de recorréncia para os individuos homozigotos ndo-mutados (CC), heterozigotos
(CT) e homozigotos mutados (TT) foram semelhantes entre os grupos. N&o foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre os status de POR (PORnzo-mutada Versus PORmutada)
e 0 numero de recorréncias de malaria observados na figura 12B (P = 0,593— Teste Qui-
Quadrado).
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Figura 9. Frequéncia do polimorfismo A503V em POR de acordo com o ndmero

de recorréncias de maléria causada por P. vivax.
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(a) Proporgdo de mutagdo em POR, em que 0 grupo PORnso-mutada € representado por aqueles que nédo
possuem a mutacdo A503V, enquanto PORmytada € representado por individuos que possuem essa mutagao
em homozigose ou heterozigose (n = 100 individuos). (b) Proporgdo de individuos que apresentaram <1
recorréncia e multiplas recorréncias de maléria causada por P. vivax nos grupos homozigoto ndo-mutado
(CC), heterozigoto (CT), homozigoto mutado (TT), e aqueles que possuem mutacdo em homozigose e
heterozigose (CT+TT)) (P = 0,889 — Teste Qui-Quadrado).

5.2.1 Frequéncia de recorréncias de malaria causada por P. vivax versus status de CYP2D6 e
POR
Em seguida, foi avaliado se o status de CYP2D6 e POR é capaz de influenciar no

namero de recorréncias de malaria causada por P. vivax. Nota-se que 40% dos individuos que
apresentam multiplas recorréncias possuem mutacdo em ambos 0s genes avaliados. J& para 0s
demais grupos analisados, as frequéncias foram semelhantes para aqueles que apresentaram
Unica e multiplas recorréncias. No entanto, esses dados nao foram considerados estatisticamente

significativos.
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Tabela 13. Frequéncia de recorréncias de malaria causada por P. vivax de acordo com o
status de CYP2D6 e POR.

o Unica Mdaltiplas
Sem recorréncia, % o . Total, %
Status CYP/POR recorréncia, % recorréncias, %
(n) (n)
(n) (n)
CYP2D6normaI/PORnéoo-mutada 52,3% (22) 28,5% (12) 19% (8) 43,2% (42)
CYP2D6aiterada/PORnao-mutada ~ 71,4% (15) 19% (4) 9,5% (2) 21,6% (21)
CYP2D6normal/PORmutada 70,8% (17) 20,8% (5) 8,3% (2) 24,7% (24)
CYP2D6aiterada/PORmutada 60% (6) - 40% (4) 10,3% (10)

n = ndmero de individuos, n = 97. Trés individuos ndo foram incluidos nesta analise, visto que apresentam fenétipo
indeterminado para CYP2D6. Nao-mutada: Auséncia de mutagdo em POR. Mutada: Presen¢a de mutacdo em
POR.

5.3 Deteccao e quantificagdo de gametdcitos
5.3.1 Deteccdo de transcritos de Pvs48/45 por qPCR

Foi realizada a deteccdo por qPCR do alvo Pvs48/45 para todos os 100 individuos
incluidos no estudo. Observamos que em 0 horas (D0), momento em que 0s pacientes ainda
ndo estavam realizando o tratamento com antimalaricos, foi possivel detectar o alvo em 94%
dos individuos. Ao avaliar a presenca do alvo 72 horas (D3) ap6s o inicio do tratamento com

antimalaricos, Pvs48/45 foi detectado em 64% dos individuos (Figura 13).

Ao avaliar a proporcdo de transcritos de Pvs48/45 detectados por gPCR em relacdo a
presenca ou auséncia de mutacdo em POR, observou-se que 96% dos individuos homozigotos
ndo mutados (CC) eram positivos em 0 horas comparado a 88% dos individuos que possuiam
mutacdo em heterozigose ou homozigose (CT+TT) (Tabela 14). No entanto, a propor¢éo de

positivos e negativos em 72 horas foi similar entre os grupos (Figura 14).
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Figura 10. Proporcao geral de Pvs48/45 detectado por qPCR.
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N = 100; Proporc¢do de Pvs48/45 detectado por gPCR na populagdo de estudo no DO e D3 (P<0,0001 -
Teste Exato de Fisher).

Tabela 14. Proporc¢ao de Pvs48/45 detectado por gPCR em relagéo ao status de POR.

Positivo Negativo P - valor?

CcC
0 horas 0,96 (63) 0,03 (2)

<0,0001
72 horas 0,64 (42) 0,35 (23)
CT
0 horas 0,89 (25) 0,10 (3)

0,014
72 horas 0,57 (16) 0,42 (12)
TT
0 horas 0,85 (6) 0,14 (1)

0,999
72 horas 0,85 (6) 0,14 (1)
CT+TT
0 horas 0,88 (31) 0,11 (4)

0,024
72 horas 0,62 (22) 0,37 (13)

@ Teste Exato de Fisher (n = 100). CC: Homozigoto ndo mutado; TT: Homozigoto mutado; CT: Heterozigoto;

TT+CT: Frequéncia de mutagdo em homozigose ou heterozigose.
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Figura 11. Proporgéo de transcritos de Pvs48/45 detectados por qPCR em relagdo a
presenca ou auséncia de mutacdo em POR.
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Transcritos de Pvs48/45 detectados por gPCR. Homozigotos hdo mutados (CC) e em heterozigotos e homozigotos
mutados (CT+TT). a) Propor¢do de transcritos de Pvs48/45 detectados por gPCR em 0 horas. b) Proporcao de
transcritos de Pv48/45 detectados por qPCR em 72 horas.

Quando comparamos a presenca de Pvs48/45 em relacdo ao status de CYP2D6, nota-se
que a proporc¢édo de transcritos detectados foi similar entre os grupos analisados. O alvo foi
detectado em 94% dos individuos com atividade enzimatica normal em 0 horas e em apenas
65% dos individuos em 72 horas (Figura 15). Ja para aqueles com atividade enzimatica alterada,

97% dos individuos eram positivos em 0 horas e 61% em 72 horas.
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Figura 12. Proporcao de transcritos de Pvs48/45 detectados por gPCR em relacéo ao
status de CYP2D6.
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N = 97 (trés individuos possuem fenétipo de CYP2D6 considerado indeterminado, por este motivo foram
excluidos da analise).

Visto que o alvo Pvs48/45 é encontrado em menor concentracdo durante a infecgdo, a
amplificacdo do alvo por gPCR esté sujeita a maiores varia¢des, o que tem implicacdo direta na

acurécia da quantificagdo. Deste modo, a quantificacdo deste alvo ndo foi realizada.

5.3.2 Deteccéo de transcritos de Pvs25 por gPCR
Foi realizada a quantificacéo de transcritos de Pvs25 por gPCR nas amostras em 0 horas
e 72 horas. Na figura 16, observa-se que os transcritos de Pvs25 foram detectados em 95% dos

pacientes em 0 horas e em apenas 77% em 72 horas.
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Figura 16. Proporgéo de transcritos de Pvs25 detectados por qPCR.
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Proporcao de pacientes positivos e negativos para a deteccdo por qPCR de transcritos de Pvs25 em 0 e 72
horas (n = 100).

Para analisar os niveis de reducdo de Pvs25 para cada paciente, foi realizada a divisdo
dos valores de quantificacdo obtidos em 72 horas por aqueles obtidos em 0 horas, na escala
logaritmica. A partir disso, foi possivel calcular os intervalos interquartis (IQR) e identificar
quantos pacientes estdo inseridos em cada intervalo e quais os seus status de CYP2D6 e POR.
Dessa forma, o grupo que inclui o primeiro quartil corresponde a uma reducédo de Pvs25 igual
ou inferior a -3,875, 0 grupo que inclui a mediana corresponde ao intervalo >-3,875 e <-1,243
e 0 grupo que inclui o terceiro quartil corresponde a uma reducéo igual ou maior do que -1,243.
Cinquenta e dois porcento dos individuos incluidos no primeiro quartil, isto €, que tiveram
maior reducdo de Pvs25, possuem CYP2D6normal € PORnso-mutada (Figura 17). No entanto, é
interessante observar que a maior parte dos individuos que compdem o terceiro quartil, ou seja,
que apresentaram menor reducdo de Pvs25, foram aqueles que apresentaram mutagédo em POR
(52%) quando comparados com os individuos inseridos no primeiro e segundo quartil. Além
disso, nesse grupo apenas 26% dos individuos ndo apresentavam mutacédo em CYP2D6 ou POR
(CYP2D6normal € PORnao-mutada). Apesar disso, ndo houve diferenca estatistica significativa entre
0s grupos (P = 0,408 — Teste Qui-Quadrado).
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Figura 13. Distribuicéo do status de CYP2D6 e POR para os intervalos interquartis das
taxas de reducéo de Pvs25.
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N = 97 (3 individuos ndo foram incluidos na analise visto que apresentam fenétipo de CYP2D6

indeterminado).

Para avaliar a associacao entre status de CYP2D6 e POR e a densidade de gametdcitos
(nivel de transcritos Pvs25), ajustamos um modelo linear generalizado (GEE) que nos permitiu
realizar uma analise longitudinal dos dados. No modelo GEE ajustado, os efeitos das variaveis
idade e parasitemia total (nivel de transcritos 18S rRNA) sob a densidade de gametdcitos foram
levados em consideracdo. Apesar da idade dos pacientes ndo ter demonstrado relacdo com o
namero de gametdcitos (P = 0,203), a parasitemia total se mostrou significativa (P < 0,001), o
que nos permitiu determinar que com o aumento de 20% da parasitemia, houve o aumento de
11% de Pvs25 (IC95%: 8 — 14; Estimativa: 0,572).

Quando consideramos a relacdo entre o tempo (0 horas e 72 horas) e o status das
enzimas CYP2D6 e POR, observamos que para CYP2D6 ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as quantidades de transcritos de Pvs25 detectados em 0 horas e 72 horas
(Figura 18A). No entanto, quando avaliamos essa relagdo para POR (Figura 18B), observou-se
que pacientes com mutacdo em POR possuem maiores quantidades de transcritos de Pvs25 em
72 horas quando comparados com pacientes sem mutacdo (P = 0,02). Assim, em 72 horas, a
média de Pvs25 daqueles que possuem PORmutada € 8,28 vezes maior do que individuos com
PORnzo-mutada (1C95%: 1,24 - 55,2; Estimativa: -3,698). N&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos em 0 horas. Ao avaliar se o status CYP2D6/POR em conjunto tem



64

algum efeito sobre o clearance de Pvs25, nds observamos que ndo houve uma associacao
significa entre estes fatores.

Figura 18. Relacdo entre quantidade de transcritos de Pvs25 e os status de
CYP2D6 e POR em O e 72 horas.
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Anélise da relacdo entre a quantidade de transcritos de Pvs25 detectados por gPCR e o0s status de CYP2D6
e POR em 0 e 72 horas. A) Relacdo entre status de CYP2D6 e a quantidade de transcritos de Pvs25
detectados. N&o houve diferenca estatisticamente significativa (n = 97). B) Relacdo entre status de POR e
a quantidade de transcritos de Pvs25 detectados. Em 72 horas pacientes com mutacdo em POR

apresentavam mais transcritos do que aqueles sem mutacédo (nh = 100, P = 0,02).

5.3.3 Concentracdes plasmaticas de PQ em pacientes com malaria causada por P. vivax

As concentragdes de PQ em 72 horas foram obtidas para 76 individuos. Ao avaliar a
concentragdo plasmética de PQ de acordo com o sexo dos individuos incluidos no estudo,
observou-se que individuos do sexo masculino apresentaram, em media, 180 ng/mL (IQR:
147,8 - 218,5), enquanto individuos do sexo feminino apresentaram cerca de 171 ng/mL (IQR:
103 — 261). Essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa (P = 0,692 — Teste T).
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Os grupos de individuos gUM, gNM-F, gNM-S e gIM apresentaram uma maior
distribuicdo de pacientes com concentra¢des plasmaticas de PQ em torno de 150 a 250 ng/mL
(Figura 19). No entanto, nota-se que é possivel observar uma diferenca na mediana da
concentracdo de PQ apenas para gUM e gPM, sendo a concentracdo de PQ em gUM menor do
para os outros fen6tipos avaliados. Em contrapartida, o grupo de pacientes com fen6tipo gPM,
que corresponde a atividade nula de CYP2D6, apresentou maior concentracao de PQ do que 0s
demais, em torno de 350 ng/mL (P = 0,160 — Teste de Kruskal-Wallis). Uma grande variacédo
nas dosagens de PQ pdde ser observado ao avaliar a concentracdo da droga em 72 horas em
relacdo aos principais haplétipos de CYP2D6 que conferem atividade enzimatica normal
(Figura 20). E possivel observar uma variacdo na concentragdo média de PQ mesmo em

individuos com a mesma atividade enzimatica, variando apenas o alelo estrela correspondente.

Figura 19. Concentracdes plasmaticas de PQ em 72 horas em relacédo ao fenétipo
de CYP2D6.
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N = 73; 27 individuos foram excluidos da analise devido a apresentacdo de concentragdes plasmaticas de

PQ abaixo do limite de deteccdo e 3 possuem fenétipo de CYP2D6 indeterminado.
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Figura 20. Concentragdes plasmaticas de PQ em 72 horas em relacao aos principais
haplétipos de atividade normal de CYP2D6.
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Na figura estdo representados apenas os principais haplétipos de CYP2D6 que conferem atividade

enzimatica normal da enzima. N = 32.

Para avaliar como a dosagem de PQ pode estar associada a reducao de Pvs25 em relacdo
ao fenotipo de CYP2D6, primeiramente foram calculados os IQR da concentracdo de PQ, no
qual o primeiro quartil corresponde a valores inferiores ou iguais a 151,9 ng/ml, a mediana
corresponde ao intervalo 177,5 ng/ml e o terceiro quartil equivale a valores iguais ou superiores
a 216 ng/ml. Na figura 21, é possivel observar que aqueles pacientes que continham maior
concentracdo de PQ em 72 horas (terceiro quartil) apresentaram menor reducdo de Pvs25
quando comparados com aqueles que continham menores concentracfes de PQ (primeiro
quartil e mediana). Vale ressaltar que os individuos agrupados no primeiro quartil e mediana
séo, em sua maioria, metabolizadores normais de CYP2D6. Na Tabela 15 estdo descritas as
frequéncias dos fendtipos de CYP2D6 para 0s grupos de concentragao plasmatica de PQ em 72
horas, no qual é possivel observar que a frequéncia dos fendtipos que conferem atividade
enzimatica normal e alterada sdo semelhantes entre os grupos. No entanto, o fenétipo que
confere atividade enzimatica nula (gPM) estd presente somente no 3° quartil, grupo de
individuos que possui maiores concentracdes de PQ e menor reducgéo de Pvs25 em relagdo aos

demais grupos.
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Figura 21. Distribui¢do do fenétipo de CYP2D6 para o primeiro, segundo
(mediana) e terceiro quartil da concentracdo de PQ em 72 horas.
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Representacao grafica da frequéncia de fendtipos de CYP2D6 em relacéo a concentragdo de PQ em 72 horas
de acordo com a reducdo de Pvs25 em escala logaritmica. Foi realizada a andlise dos niveis de reducéo de
Pvs25 para cada paciente, levando em consideracéo a razdo 72h/0Oh na escala logaritmica, calculando entéo
os IQR. O primeiro quartil corresponde a uma redu¢do de Pvs25 igual ou inferior a -3,875; O grupo que
inclui a mediana corresponde ao intervalo >-3,875 e <-1,243; O terceiro quartil corresponde a uma reducdo
igual ou maior do que -1,243. N = 73 (3 amostras ndo foram incluidas devido a auséncia de dados de

quantificacdo de Pvs25 em 72 horas).

Tabela 15. Frequéncia de fendtipos de CYP2D6 para o primeiro, segundo (mediana) e

terceiro quartil da concentracdo de PQ em 72 horas.

Fenotipo 1° quartil Mediana 3° quartil
guUM 9% (2) 3% (1) 5% (1)
gNM-F 57% (12) 53% (18)  62% (13)
gNM-S 24% (5) 41% (14)  14% (3)
gIM 5% (1) - 5% (1)
gPM - - 9% (2)

Indeterminado 5% (1) 3% (1) 5% (1)
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6 DISCUSSAO
6.1 Variabilidade genética de CYP2D6 e POR

As recorréncias de malaria causada por P. vivax podem ser ocasionadas por diversos
fatores, sendo um deles, o reaparecimento dos sinais e sintomas da doenca ocasionado pela
ativacdo de hipnozoitos (KROTOSKI, 1985).

O estudo realizado por Bennett e colaboradores (2013) mostrou que a falha terapéutica
em pacientes que realizaram tratamento com PQ estava associada a presenca de polimorfismos
que caracterizam o fendtipo de metabolizacdo intermediaria e nula para CYP2D6.
Concomitantemente, outros estudos apresentaram a dependéncia da PQ pelo metabolismo da
CYP2D6, sugerindo que a presenca de polimorfismos no gene poderia influenciar na resposta
terapéutica, comprometendo assim a eficacia da droga (PYBUS et al., 2013; POTTER et al.,
2015).

Sabe-se que a heterogeneidade e miscigenagéo da populagéo brasileira contribui para as
diferencas de frequéncias alélicas de CYP2D6 observadas no pais (FRIEDRICH et al., 2014).
Ao avaliar a frequéncia fenotipica de CYP2D6 para os individuos incluidos neste estudo,
observamos que aqueles que conferem atividade enzimatica reduzida tiveram uma frequéncia
total de 32% (AS <1,25), que abrange os seguintes feno6tipos: gPM (2%), gIM (3%) e gNM-S
(27%). Um estudo recente do nosso grupo encontrou resultados semelhantes ao avaliar as
frequéncias fenotipicas de uma populacdo exposta a malaria residentes em Rio Pardo,
localizado na zona rural do municipio de Presidente Figueiredo no Amazonas (SILVINO et al.,
2020). As frequéncias fenotipicas de CYP2D6 encontrada neste estudo foi de 1% para gPM,
2% para gIM e 21% para gNM-S. J& o estudo realizado por Ladeia-Andrade e colaboradores
(2019) que avaliou a eficacia da terapia com CQ e PQ em um grupo de pacientes do Vale do
Jurua (AC), regido endémica para maldria, encontrou as seguintes frequéncias fenotipicas para
CYP2D6: 5% para gPM, 4% para gIM e 26% para gNM-S (35% para AS <1,25). Uma
frequéncia menor do fenotipo de metabolizacdo reduzida (gPM, gIM, gNMS — AS <1,5) de
19% foi observado na populacéo residente de uma area perirurbana em Manaus no Amazonas.
Este estudo de coorte realizado por Brasil e colaboradores (2018) investigou como

polimorfismos e fendtipos de CYP2D6 estdo associados a presenca de recorréncias de maléria.

Estudos anteriores ja demonstraram que polimorfismos em CYP2D6 estdo associados a
alteracdo da metabolizacdo da enzima, o que leva ao aumento do nimero de recorréncias de

malaria ocasionado por falha terapéutica (SILVINO et al., 2016; 2020). Apesar da compreensdo
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do papel da CYP2D6 nos episddios de recorréncia de malaria, o presente estudo nao evidenciou
essa mesma associacdo. O principal fator que pode ter influenciado neste achado foi o fato de
grande parte da populacdo do estudo (79%) ser caracterizada por garimpeiros ou por individuos
que exercem atividades em areas de garimpo. O trabalho de mineracéo ocorre ao ar livre, 0 que
0s torna mais suscetiveis as picadas de mosquitos e, as moradias nessas areas, quando existem,
sdo precarias, 0 que facilita a transmissdo da doenca. A atividade mineradora também cria um
ambiente favoravel a reproducdo de mosquitos vetores, pois a dragagem de barrancos gera
pocas de agua que servem como criadouros artificiais. Além disso, a intensa migracdo de
trabalhadores entre essas areas favorece a circulagdo de pessoas infectadas, aumentando a
possibilidade de transmissdo (RECHT et al., 2017; COSSA et al., 2021; MURTA et al., 2021).

Neste estudo, os episodios de maléaria registrados na plataforma Sivep-Malaria entre o0s
dias 29° e 180° apds o tratamento foram caracterizados como possiveis recorréncias. O estudo
de White (2011) traz evidéncias de que € possivel identificar como possiveis recaidas as
recorréncias registradas até 180 dias ap0s o tratamento em regides tropicais e temperadas. No
entanto a alta endemicidade da doenca na regido faz com que exista a possibilidade de parte das
recorréncias serem na verdade reinfecgdes, visto que 79% da populagéo de estudo frequentou
areas de mineracdo. Esta pode ser a causa das discordancias entre os resultados deste estudo e
outros estudos publicados anteriormente, contudo isso ndo descarta a influéncia de CYP2D6 no

namero de episddios de malaria ja demonstrada anteriormente.

Assim como CYP2D6, entende-se que POR também esta sujeito a variabilidade genética
devido a presenca de mutac6es, porém diferente de CYP2D6, ndo ha estudos relacionados a
frequéncia alélica e genotipica de POR em infecgdes maléricas. Nesse estudo, nos avaliamos a
frequéncia genotipica de POR, no qual observamos que 28% eram individuos heterozigotos
(CT) e apenas 7% apresentavam a mutacdo em homozigose (TT). Como exemplo, estes dados
sdo semelhantes aos obtidos por Zhang e colaboradores (2011) que avaliou como
polimorfismos em POR correlacionam-se com variagdes interindividuais na dose de
manutencdo da varfarina em pacientes norte-americanos submetidos a terapia anticoagulante,
no qual a frequéncia de heterozigotos e homozigotos mutados foi igual a 34% e 6,5%,

respectivamente.

A compreensdo da distribuicdo alélica e fenotipica desses genes de enzimas
metabolizadores de antimaléricos é de extrema importancia, principalmente nas regifes

endémicas para a malaria, pois espera-se que estudos posteriores possam auxiliar na escolha do
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regime terapéutico que seja mais adequado a cada paciente buscando evitar as recorréncias de
malaria e os efeitos adversos ocasionados pela metabolizacao alterada da droga.

6.2 Densidade de gametdcitos em infeccdes maléaricas

Os gametdcitos sdo essenciais para a transmissao da malaria, mas a sua presenga no
sangue periférico ndo esta diretamente associado a sua infectividade. Esta depende de varios
fatores, tais como, maturidade dos gametocitos, concentragdo das formas masculinas e
femininas, bem como da resposta imune do mosquito e hospedeiro humano (SMITH et al.,
1995). Estudos publicados anteriormente ja descreveram uma associacdo entre a densidade de
gametocitos e a taxa de infeccdo de mosquitos. No entanto esta associacdo ndo era muito forte,
além de ser variavel em baixas concentragdes de gametdcitos (VAN DER KOLK et al., 2005;
SCHNEIDER et al., 2007; OUEDRAOGO et al., 2009; BOUSEMA e DRAKELEY, 2011).
Além disso, altas densidades de gametocitos nem sempre resultam na infeccdo do mosquito
(GRAVES, et al. 1988; GAMAGE-MENDIS et al., 1991) e baixas densidades néo excluem a
possibilidade de infeccdo (COLEMAN et al., 2004). A falha da infec¢do de mosquitos, mesmo
em altas densidades de gametdcitos, ocorre principalmente pela imaturidade dos gametocitos
(LENSEN et al., 1999; HALLETT et al., 2006).

Um marcador comumente utilizado na detec¢do e quantificacdo de gametocitos maduros
(estagio V) sdo os transcritos de Pvs25. Esse alvo € considerado um marcador especifico de
gametdcitos femininos que, por sua vez, estdo presentes em maior concentracdo nas infeccbes
quando comparados aos gametécitos masculinos (BABIKER et al., 1999; BABIKER e
SCHNEIDER, 2008). Para determinar a densidade de gamet6citos com maior acuracia, também
é necessario a quantificacdo de alvos que correspondem aos gametocitos masculinos, bem
como estagios jovens e maduros de gametocitos (VAN DIJK et al., 2001). Neste estudo foi
realizada a deteccdo de transcritos de Pvs48/45, um marcador de fertilizacdo do gameta
masculino encontrado em estagios iniciais de gametocitos. Como esperado, observou-se uma
menor quantificacdo e positividade para esse alvo nos tempos analisados (0 e 72 horas) quando
comparado com Pvs25. Esse achado esta de acordo com os resultados de Demanga e
colaboradores (2017) que ao induzirem a gametocitogénese em isolados de P. falciparum,
observaram maior concentragdo de gametdcitos femininos apos o 10° dia de infeccdo. Os
autores sugerem que 0s gametdcitos masculinos possuem uma vida util mais curta, o que resulta
em maior abundancia de gametdcitos femininos. Este é um resultado esperado visto que 0s

gametdcitos masculinos ddo origem a outros oito gametas masculinos, diferentemente dos
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femininos que ndo sofrem este tipo de modificacdo e multiplicacdo celular (BOUSEMA e
DRAKELEY, 2011).

Neste estudo observamos que a parasitemia sanguinea, detectada utilizando o alvo 18S
rRNA, é um fator que demonstra relagdo com a gametocitemia, uma vez que se observou que
0 numero de gametocitos aumentou quando houve o aumento da parasitemia. Essa associagdo
também foi observada por Nguitragool e colaboradores (2017) que determinaram que com 0
aumento de 10 vezes da parasitemia, as chances de detectar gametdcitos aumentava em
aproximadamente 3 vezes. Além disso, a densidade parasitaria dos estagios sanguineos de P.
vivax foi identificada como fator de risco para a presenca de gametdcitos, uma vez que a
gametocitemia aumentou com a parasitemia (ALMEIDA et al., 2018).

6.2.1 O papel de mutacdes em genes de enzimas metabolizadoras no clearance de gametocitos

Uma vez que ndo ha estudos que tenham avaliado como a variabilidade genética de
CYP2D6 e POR pode afetar o clearance de gametdcitos de P. vivax, nds avaliamos o papel de
polimorfismos nestes genes na eliminacdo dos gametdcitos de P. vivax em amostras de
pacientes infectados em uma regido endémica para malaria no Brasil. Assim como mostrado
por Mwaiswelo e colaboradores (2022) para P. falciparum, nés ndo observamos uma relacdo
entre o status de CYP2D6 e a densidade de gametocitos. Um resultado distinto foi obtido por
Pett e colaboradores (2019) em que individuos com status de metabolizacdo lenta/intermediaria
(gPM — 2%; gIM — 38%) para CYP2D6 apresentaram maior prevaléncia de gametocitos de P.
falciparum do que aqueles com metabolizacdo normal/ultrarrdpida. No entanto, é necessario
ressaltar que em nosso estudo ha poucos individuos com o status de metabolizacao lenta (gPM
—2%) e intermediaria (gIM — 3%), 0 que ndo nos permitiu avaliar o efeito destes fenotipos mais
extremos no clearance de gametocitos. Ainda assim, neste estudo identificamos uma associacédo
direta entre o status de POR e a densidade de gametdcitos em 72 horas, no qual individuos com
polimorfismo em POR apresentaram menor reducdo da densidade de gametocitos em 72 horas
guando comparados aqueles que ndo possuiam polimorfismo no gene. Estes achados
concordam com os de Camarda e colaboradores (2019) que observaram que a atividade
gametocitocida era maior na presenca da enzima POR.

Apesar de ndo ser bem compreendido o papel da PQ sobre os estagios sexuados de P.
vivax, esta droga vem sendo utilizada para a eliminacdo de gametdcitos de P. falciparum ha
muitos anos. De 1924 até meados de 1940, o tratamento era realizado com plasmoquina (PMQ).
O estudo de Barber e colaboradores (1929) mostraram que a atividade gametocitocida em

infeccdes causadas por P. falciparum poderia ser alcangada com doses baixas de PMQ. No
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inicio dos anos 50, a PQ substituiu a PMQ por ser considerada mais segura e eficaz no
tratamento de malaria causada por P. vivax. No entanto, ndo ha estudos formais que tenham
sido capazes de determinar a dose adequada para a atividade gametocitocida em infeccGes
agudas de P. falciparum. Embora Rieckmann e colaboradores (1968; 1969) tenham observado
que as trés doses testadas de PQ (15, 30 e 45 mg) tinham eficécia sobre 0s gametdcitos em
condi¢gbes de baixa gametocitemia, o clearance ocorreu mais rapidamente quando
administrados 45 mg de PQ. Até o momento, todos os estudos que avaliaram as propriedades
gametocitocidas de 8-aminoquinolinas mostraram consistentemente que a transmissdo €
blogueada apds reducdo consideravel do numero de gametécitos (MANSON-BAHR, 1927;
GREEN, 1929; CHOPRA e BASU, 1937; DICK e BOWLES, 1947; MACKERRAS e
ERCOLE, 1949).

H& muitos anos a PQ é utilizada para evitar recaidas da infeccdo de P. vivax, porém
apenas recentemente o seu efeito hipnozoiticida foi atribuido a producgéo de metabdlitos ativos
gerados pela CYP2D6 (PYBUS et al., 2012; BENNET et al., 2013). Apesar da CYP2D6 ser
considerada a principal enzima metabolizadora da PQ, ela s6 é capaz de exercer esta fungédo
devido a doacédo de elétrons fornecidos pela POR, enzima ja descrita em outros estudos por
estar envolvida em diversos processos metabdlicos e, assim como CYP2D6, o gene POR
também esté sujeito a variabilidade genética. Os estudos sobre as mutacdes em POR iniciaram
em 2004 no qual foram fornecidos detalhes sobre a sua enzimologia e sobre a presenca de
mutacdes raras em regides codificantes do gene que poderiam levar a PORd (ARLT et al., 2004;
FLUCK etal., 2004; HUANG et al., 2005). O estudo de Sandee e colaboradores (2010) mostrou
gue algumas variantes de POR possuem diferentes efeitos dependendo do substrato
metabolizado. O polimorfismo A503V, mais frequente na populacédo, foi capaz de reduzir a

atividade de CYP2D6 entre 40 e 50%, potencialmente alterando a metabolizacéo de drogas.

Apenas recentemente a atividade antimalarica da PQ foi associada a uma via bioquimica
de duas etapas (CAMARDA et al., 2019), no qual realizaram um estudo in vitro que determinou
a eficécia de metabolitos hidroxilados de PQ (OH-PQm) na atividade gametocitocida e contra
estadgios hepaticos de P. falciparum. Dessa forma, eles determinaram que a atividade
antimalarica da PQ contra os estagios hepaticos depende do status de CYP2D6 do hospedeiro,
enquanto OH-PQm exibem atividade direta e independente de CYP2D6. Além disso,
observaram que OH-PQm apresentam eficacia antimalarica contra gametdcitos, e a sua

producdo é significativamente aumentada na presenca de POR. O aumento da eficacia ocorre
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devido a producgéo direta de OH-PQm pela POR com geragdo concomitante e excessiva de
H20., levando a atividade antiparasitaria.

Embora 0 nosso estudo nao tenha encontrado evidéncias que demonstrem a associagdo
de CYP2D6 no clearance de gametdcitos, o estudo de Camarda e colaboradores (2019)
associou a atividade antimalarica da PQ em P. falciparum as duas enzimas do hospedeiro
(CYP2D6 e POR). No entanto, ¢ valido ressaltar que nosso estudo contou com apenas dez
individuos com mutacdo em CYP/POR, o que pode ter influenciado nos resultados,
impossibilitando a andlise do efeito conjunto destas enzimas. Apesar disso, sabe-se que
mecanismo de acdo da droga em infec¢des causadas por P. vivax ainda ndo é bem compreendido
visto que ndo ha estudos semelhantes publicados envolvendo esta espécie. Os nossos achados,
portanto, enfatizam a importancia da compreensdo de fatores farmacogenéticos no
monitoramento de fatores de risco de transmissao, bem como a utilizagéo de tratamento eficazes

contra estagios do parasito.

6.2.2 Envolvimento de fatores do hospedeiro na concentracao plasmatica de PQ

Estudos anteriores demonstraram que a metabolizacdo reduzida de CYP2D6 pode ter
implicacdes diretas na metabolizacdo da PQ, o que pode determinar o sucesso terapéutico a
partir da disponibilizacdo de niveis adequados da droga na corrente sanguinea (BENNET et al.,
2013; INGRAM et al., 2014). O estudo de Baird e colaboradores (2018) investigou a associa¢ao
entre gendtipos e fenotipos de CYP2D6 com a falha terapéutica em infecgdes causadas por P.
vivax. Ao analisarem a relacdo dextrometorfano/dextrorfano (DM/DX) urinaria, droga utilizada
para avaliar a atividade de CYP2D6, observaram que pacientes com maiores concentracdes de
DM/DX tinham mais chances de apresentarem recaidas da doenca. O monitoramento dos niveis
sanguineos de PQ durante o tratamento pode fornecer uma avaliagdo confiavel da exposi¢éo da
populacdo de parasitos ao medicamento. Além disso, a associa¢do da concentra¢do de PQ com
desfechos clinicos e parasitologicos € capaz de fornecer informagdes sobre a eficacia dos niveis

sanguineos da droga contra os estagios do parasito (MELLO et al., 2018).

Nesse estudo, ndo foi possivel observar diferencas significativas entre os fenotipos de
metaboliza¢do normal e reduzida. No entanto, uma diferenca clara foi observada para o fenotipo
mais extremo, que confere atividade enzimatica nula (gPM), com concentracbes maiores da
droga quando comparados com 0s demais grupos. Os mesmos resultados foram observados ao
avaliar os principais hapl6tipos de CYP2D6 em relagdo aos niveis de PQ, no qual o *4/*4
(metabolizagdo nula) apresentou maiores concentragdes da droga. Estes dados corroboram com
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os demonstrados por Bennet e colaboradores (2013) e Potter e colaboradores (2015) que
avaliaram o perfil farmacocinético da PQ, observando que os niveis de PQ estavam mais
elevados em individuos que apresentavam fenétipo de metabolizacdo nula. No entanto, o
principal metabdlito da PQ manteve-se em concentracfes elevadas tanto em individuos com
fendtipo de metabolizagdo normal quanto alterada. Estes resultados demonstram que a atividade
enzimatica nula impacta o metabolismo da droga e altera a exposicéo sistémica dos parasitos a

droga.

Além disso, nossos resultados mostram uma grande variacdo dos niveis de PQ para 0s
fendtipos que conferem atividade enzimética normal. O estudo de Gaedigk e colaboradores
(2018) mostra que essa variabilidade pode ocorrer devido a diversos fatores genéticos do
individuo, como a variacdo dentro do proprio gene CYP2D6. A atividade em relacdo a um
substrato de droga especifico também pode ser afetada por mecanismos regulatérios, incluindo
polimorfismos genéticos em regides potenciadoras ou expressdo diferencial de fatores de

transcricdo ou micro RNAs que podem modular a taxa de traducdo de mRNA em proteina.

Ainda que os nossos dados estejam de acordo com o que foi demonstrado em estudos
publicados anteriormente, ha limitacBes para interpretar os niveis sanguineos de PQ neste
estudo. Apesar dos dados coletados nos permitirem avaliar a exposi¢do dos individuos a droga,
ndo foi possivel realizar uma andlise de farmacocinética. Isso porque ndo foram realizadas
coletas de amostras em diferentes dias e horarios, o que dificultaria a logistica do estudo nesse
momento. Além disso, o tratamento com antimalaricos ndo foi supervisionado, fato que pode
influenciar na interpretacdo dos resultados, uma vez que ndo é possivel afirmar se houve a

administracdo correta do antimalarico.

Como desdobramento do presente estudo, o proximo passo € acompanhar os individuos
por um periodo maior de tempo para avaliar o efeito dos polimorfismos no tempo de clearance
dos gametdcitos de P. vivax. Espera-se com esses achados contribuir para o melhor
entendimento dos fatores associados a transmissdo do parasito e que tem dificultado o controle

da malaria causada por P. vivax.
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7 CONSIDERAQ@ES FINAIS
Os principais achados desta pesquisa corroboram a hipotese de que a variabilidade
genética de POR ¢ um fator determinante para a manutencéo da densidade de gametdcitos de

P. vivax. Além disso, outros achados do estudo incluem:

v Gametocitos femininos estdo presentes em maior concentracao durante a infeccao de P.
vivax;

v' A densidade de gametocitos de P. vivax apresenta uma correlacdo direta com a
parasitemia sanguinea total;

v O status de CYP2D6 ndo esta associado ao clearance de gametocitos;

v Individuos com o fendtipo de metabolizacdo nula de CYP2D6 apresentaram maiores

concentracdes de PQ e reducdo do clearance de gametocitos.

Estes achados reforcam a necessidade da realizacdo de mais estudos relacionando
fatores farmacogenéticos a manutencdo da densidade de gametdcitos, buscando determinar
novos esquemas terapéuticos personalizados com o objetivo de reduzir a transmissdo de

maléria.
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