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Resumo

RESUMO

Plasmodium vivax representa um grande desafio para a eliminagéo da malaria devido a
sua capacidade de causar infec¢Bes recorrentes, a partir da reativacdo de parasitos latentes no
figado, os hipnozoitos. A primaquina (PQ) é o Unico medicamento antimalérico aprovado
com efeito hipnozoiticida e sua eficacia depende da ativagdo metabolica pela enzima do
complexo citocromo P450 2D6 (CYP2D6). Estudos recentes sugerem que a funcéo reduzida
de CYP2D6, causada por polimorfismos na enzima, leva a falha terapéutica da PQ,
comumente administrada com a cloroquina, no tratamento para cura radical da malaria por P.
vivax. Aqui, analisamos as implicacdes da variabilidade genética do gene CYP2D6 nas falhas
terapéuticas por PQ na comunidade de Rio Pardo, area de transmissao instavel de malaria no
estado do Amazonas. Na area de estudo, as recorréncias de P. vivax foram responsaveis por
aproximadamente 18% dos casos clinicos relatados anualmente (2003 e 2013). A prevaléncia
de individuos com atividade reduzida de CYP2D6 (fenétipos gPM, gIM e gNM-S) foi de
25,4% (64/252 individuos). Para avaliar a associacdo entre CYP2D6 e o numero de
recorréncias na malaria por P. vivax, um modelo de Regressdo Binomial Negativo foi ajustado
para local e tempo de residéncia na area endémica de malaria. Um achado importante foi que
individuos com niveis reduzidos de atividade de CYP2D6 apresentaram o dobro do risco de
recorréncia em comparacdo a individuos com enzima funcional (QNM-S e gUM) (Razéo de
risco = 1,75, IC 95% 1,2 — 2,6; P = 0,003). O risco de recorréncia também foi maior para
individuos que vivem em areas ribeirinhas, as margens do rio que atravessa a comunidade
(Razéo de risco = 2,68, IC 95% 1,9-2,8; P < 0,0001). No entanto, individuos que viviam por
mais tempo na regido amazonica apresentaram um menor risco de recorréncia da infeccdo por
P. vivax (Razdo de risco 0,97, IC 95% 0,96 — 0,98; P < 0,0001). Quando analisado a
influéncia da atividade reduzida da enzima no tempo de recorréncia, o fenétipo de CYP2D6
ndo influenciou o intervalo entre o episodio inicial e a recorréncia (P = 0,357, Teste de Log-
rank). Em conjunto, nossos achados tém implicacdes diretas para o controle da malaria, uma
vez que foi demonstrado que 25% dos individuos, em area de transmissdo instavel de malaria,
podem ndo responder adequadamente ao tratamento com PQ-CQ devido a reducdo da
atividade de CYP2D6. Além disso, sugerimos que: a resposta imune individual e a exposi¢édo
a transmissdo da malaria modulam e influenciam a susceptibilidade a recorréncias por P.
vivax, em pacientes com atividade reduzida da enzima. Essa associacdo pode ser valida como
resultado para a otimizacdo do uso de antimalaricos, sugerindo a terapia individualizada, com
ajuste da dosagem de PQ e acompanhamento do paciente, como alternativa eficaz para o
controle e eliminagdo dos hipnozoitos de P. vivax.

Palavras-chave: Malaria; Plasmodium vivax; Primaquina; CYP2D6; Falha terapéutica.



Abstract

ABSTRACT

Plasmodium vivax relapse is one of the major reasons for sustained global malaria
transmission. Primaquine (PQ) is the only approved antimalarial drug for preventing relapses
and its efficacy is dependent on the metabolic activation by cytochrome P450 2D6
(CYP2D6). Impaired CYP2D6 function, caused by allelic polymorphisms, leads to the
therapeutic failure of PQ as a radical cure for P. vivax malaria. Here, we hypothesized that
host genetics, immune response and epidemiological factors modulate susceptibility to P.
vivax recurrences in association with reduced CYP2D6 metabolism status. To further
investigate this association, we performed a community-based study by genotyping CYP2D6
polymorphisms in individuals with varied number of P. vivax recurrences from the Brazilian
Amazon region. We evaluated the variability of nine polymorphisms by Real Time PCR
System using Tagman Drug Genotyping Assays, specific for each polymorphism and the gene
copy number. CYP2D6 alleles were inferred by PHASE and CYP2D6 phenotypes were
classified using Activity Score System. In the study area, we showed that P. vivax recurrences
were responsible for approximately 18% of clinical cases reported annually between 2003 and
2013. The prevalence of individuals with reduced CYP2D6 activity was 25%. Individuals
with CYP2D6 reduced activity had almost double the risk of recurrence compared to subjects
with normal enzyme function (risk ratio 1.75, 95% CI 1.2 — 2.6, P = 0.003). The risk of
recurrence was also higher for individuals living along the local streams (riverine population)
(risk ratio 2.68, 95% CI 1.9 — 3.8, P < 0.0001). However, subjects living for a longer time in
the Amazon region showed a reduced risk of P. vivax malaria recurrences (risk ratio 0.97,
95% CI1 0.96 — 0.98, P < 0.0001). Thus, we provided strong evidence for role of the host and
epidemiological factors in modulation of risk of recurrence in an area of unstable malaria
transmission. Our findings have direct implications for malaria control since it has been
shown that the presence of individuals that do not respond adequately to the treatment due to
reduced CYP2D6 activity can still transmit the disease, due the increased susceptibility to
recurrences, challenging sustainable progress towards P. vivax malaria elimination.

Keywords: Malaria; Plasmodium vivax; Primaquine; CYP2DG6; Therapeutic failure.



Lista de Figuras

Lista de Figuras

Figura 1. Distribuigdo geografica de areas de risco de malaria no mundo, 2018.................... 19
Figura 2. Mapa de risco para malaria por municipio de infeCCao .........cccccvevvvieviverciiesnenne 20
Figura 3. Evolucéo do nimero de casos de malaria no Brasil de 1959 a 2016....................... 22
Figura 4. Fémeas do mosquito vetor transmitem parasitos de Plasmodium vivax no estagio de
esporozoitos para o hospedeiro humano durante 0 repasto SANQUINEOD.........c.ccceevvveververieennenn, 24
Figura 5. Mecanismo proposto e sequéncia de ativacdo de recaidas de Plasmodium vivax em
area endemICa de MALATTA ........cveieieie ettt ne e es seneenes 27
Figura 6. Incidéncia global de recaida, ajustada por tempo médio de recaida.............c.......... 29
Figura 7. Recorréncias da malaria por PIasmodium VIVAX ..........cccccveereinienenenenesie e 31
Figura 8. Tratamento atual de primeira linha para a cura radical da infeccdo por Plasmodium
172 G TSSO 34
Figura 9. Processo de biotransformacéo da primaquina no figado ...........ccccceeeevveiiiieinenne 39
Figura 10. Vias metabolicas envolvidas na farmacocinética da primaquina, mediadas por
CYP2D6 € M0oN0amina OXIAASE-A .......coiieieiieriieieseesieeie e ste e sree e e e sree e eesseesseeneesreenes 40
Figura 11. Polimorfismos N0 10CUS CYP2DG6 ..........cccviiiiiiiiciesiiseseeee e 42
Figura 12. Frequéncias alélicas de CYP2D6 em todas as popula¢es do mundo................... 44
Figura 13. Esquema das relacBes genotipo-fendtipo de CYP2D6 e suas consequéncias
farmacoCiNELICAS € CHINICAS .........eiiiicececiee ettt reene e 46
Figura 14. Classificacao fenotipica baseada no Sistema de Pontuacéo de alelos de CYP2D6
(ACHIVITY SCOIE SYSEEM) ...eiiieeiiiiiccie ettt ettt e b e et e e e st e e be e s e sraeteennesreeneeas 48
Figura 15. Assentamento agricola de Ri0 Pardo ...........cccooveiiiiii e 54

Figura 16. Estimativa da proporc¢éo de individuos que apresentou episodios de recorréncia de
infecgdo por Plasmodium vivax apos tratamento com CQ-PQ no assentamento de Rio Pardo
................................................................................................................................................. .65
Figura 17. Mapa de Desequilibrio de Ligacdo no gene CYP2D6 gerados pelo Haploview....69
Figura 18. Haplotipos preditos para os individuos do estudo com as suas respectivas
classificacOes alélicas e atividade fenotipica de CYP2D6 ........cccccceevveiveieiiciiece e 70
Figura 19. Frequéncia das variantes alélicas de CYP2D6 encontradas na comunidade de Rio
Pardo nos grupos sem recorréncia e com recorréncia da infeccao por Plasmodium vivax...... 71
Figura 20. Comparagdo das frequéncias fenotipicas preditas para CYP2D6 em individuos de
RIO PO (N = 261) .ttt bbbttt b bbb ene s 73
Figura 21. Barplot da ancestralidade individual estimada para os individuos de Rio Pardo
com o software Structure para Africanos (azul), Nativo Americanos (vermelho) e Europeus
(VEIMEIN0 BSCUID) ..ttt bbb bbbttt sttt st sbeene s 75
Figura 22. Proporcéo de ancestralidade africana, nativo americana e europeia entre oS grupos
sem recorréncia (n = 69), com unica (n = 19) e multiplas recorréncias (n = 35) na comunidade
08 RIO PANTO ...t bttt sttt n bbbt nbe et ne e 75
Figura 23. Frequéncia dos alelos de CYP2D6 entre individuos com ancestralidade nativo
americana (n cromossomos = 50), europeia (n cromossomos = 57) e miscigenado (n
CrOMOSSOMOS = 120)....ueeiuieieeieiieesteeiesteeste e e sre e te e esseesteeseesreesseesaeaseesaeeseeaseesteeneeaneesseenseanee e 76



Lista de Figuras

Figura 24. Frequéncia da atividade enzimética de CYP2D6 predita entre 0os grupos de
individuos sem recorréncia (n = 130) e individuos com um dnico (n = 51) ou maltiplos (n =

71) €PiSOUIOS U FECOMTEINCIA ... eveveeeeieteieeiieie ettt sttt ettt sb bbbt b ettt 78
Figura 25. Namero predito de recorréncias em individuos com atividade reduzida e normal
de CYP2D6 na populacdo ribeirinha e ndo ribeirinha de Rio Pardo...........cccoceevveveivciieennnnn, 1Y
Figura 26. Razdo de chance de recorréncia em individuos com atividade normal e reduzida de
(O S I L SRR P PP 81
Figura 27. Curva Kaplan-Meier para o efeito da atividade de CYP2D6 no tempo da primeira
recorréncia da infecgdo por P1asmodium VIVAX. ........cccoveieieieiincieiisieeeeeee e 82
Figura 28. Fluxograma representando os principais resultados do estudo.............cc.ccccerenee. 95

Figura 29. Periodicidade das recaidas reportadas no caso clinico #1 do Rio de Janeiro e
respectivos tratamentos terapéuticos, com ajuste de drogas nos episddios de recaida por
PlASMOUIUM VIVAX. 1.1ttt sttt sttt bbbt been e s e st e naesbenbesbennenreas 98
Figura 30. Periodicidade das recaidas reportadas no caso clinico #2 do Rio de Janeiro e
respectivos tratamentos terapéuticos, com ajuste de drogas nos episodios de recaida por
PlASMOUIUM VIVAX. 11.ttitieiieieiie ittt sttt sb e bbbt be s e st et enaesbesbesbennenreas 99
Figura 31. Periodicidade das recaidas reportadas no caso clinico #3 do Rio de Janeiro e
respectivos tratamentos terapéuticos, com ajuste de drogas nos episddios de recaida por
PIASMOTIUM VIVAX. ...eeuviivieiiieieeiie sttt e e sbe e e seesseesteaneesaeesteeneesbeenseeneesseenseenee e 100



Lista de Tabelas

Lista de Tabelas

Tabela 1. Tratamento das infec¢bes por Plasmodium vivax com cloroquina em trés dias e

primaquina em sete dias (esquema curto) preconizado pelo Ministério da Sadde.................... 36
Tabela 2. Variantes de CYP2D6 genotipadas na populagéo de estudo............cccceevrervrnnnne. 57
Tabela 3. Haplétipos de CYP2D6 preditos por comparagéo aos disponiveis no banco de dados
Pharmaceutical Variation Consortium (PharmVar) ..........cccceiiiiiienisie e 59
Tabela 4. Valores atribuidos aos alelos de CYP2D6 identificados nas amostras do estudo
através do ACHIVILY SCOTE SYSLEIM ....c.ciiiiiiiiirieiee ettt 60
Tabela 5. Dados demograficos e epidemioldgicos de 261 individuos da comunidade de Rio
o1 (o [0 USRS PT PP TURURPRPRN 66
Tabela 6. Frequéncia de polimorfismos (SNPs e delecdo) avaliados no gene CYP2D6 nos
grupos sem, com Unica e multiplas recorréncias na comunidade de Rio Pardo....................... 67
Tabela 7. Frequéncia dos alelos de CYP2D6 observados na populagédo de Rio Pardo nos
grupos sem, unica e MUILIPIAS FECOITENCIAS .......cviveiierieieerieee e 71
Tabela 8. Frequéncia dos diplotipos de CYP2D6 na populagdo de Rio Pardo............cccc........ 72
Tabela 9. Frequéncia dos alelos CYP2D6 entre individuos com ancestralidade africana, nativo
americana e europeia PredomMINANTES ..........cceiieiieie it sre e 77
Tabela 10. Ancestralidade individual estimada pelos grupos fenotipicos de CYP2DE6 .......... 77
Tabela 11. Escore de atividade (AS) atribuido as variantes alélicas de CYP2D6.................... 78

Tabela 12. Estimativa do risco relativo de episodios de recorréncias em individuos com
atividade reduzida de CYP2D6, a considerar exposi¢éo e susceptibilidade a infeccdes pode P.
1TV V. O RURPP 80
Tabela 13. Estimativa do risco relativo de episoédios de recorréncias em individuos com
atividade reduzida de CYP2D6, a considerar exposi¢do e susceptibilidade a infec¢es pode
PLASMOUIUM VIVAX. 1.ttt sttt s et sbe st st be b eseese et e seeabesbesbennenreas 81
Tabela 14. Alelos e fen6tipos de CYP2D6 preditos. ........cc.covevveieeieevie e 1011



Lista de abreviaturas e simbolos

Lista de abreviaturas e simbolos

AdM .o Marcadores informativos de ancestralidade
P Qs Carboxiprimaquina
CNV .o Variacao do numero de cépias (Copy Number Variation)
(O O TR P PP T RO U P URPPRPPRPRN Cloroquina
EDTA. . Acido etilenodiaminotetracético anticoagulante
BVl s Metabolizador extensivo/normal
GOBPD ...ttt Glicose — 6 — fosfato desidrogenase
HINFA-0L oo e Hepatocyte Nuclear Factor a
VL e Metabolizador intermediario
LD i Desequilibrio de ligacdo (Linkage disiquilibrium)
PV et b e ab et Metabolizador nulo
P e Primaquina
IMALO-A ettt bbbt Monoamina Oxidase A
Markov Chain MONEE Carlo...........ooeiiiiiiiiieiicieee e MCMC
NCBL..oooiceceec e Centro Nacional de Informacdo em Biotecnologia
SIVEP.....coieiee, Sistema de Informacédo de Vigilancia Epidemiolégica de Malaria
SNPS....coviviiiiee Polimorfismos de Nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphisms)
SNV, Variantes de Nucleotideo Unico (Single Nucleotide Variants)

LI T TS PR TR UROPURTPRPPRPRPN Tafenoquina



Sumdrio

Sumario

ISR 1 011 0o [ Tox= o TSRS 18

1.1, Malaria no Brasil € N0 MUNAO ........ccocoiiiiiiiiiicee e 18
1.2. A malaria por Plasmodium VIVAX .........ccceeeiieiieiieiiesie e see e s 23
1.3.  Recorréncias por PIasmodiUm VIVAX .........ccccceiverieiieniaiie e e e se e ssee e 25
1.4.  Tratamento da maléria causada por Plasmodium VIVaX .........ccccccervererercrerinenienns 32
T S O (o] {0 o [ U [ - WSOV OSSR PP PRSP 32
1.4.2. PIIMAGUING. ...ttt bbbttt bbb ene s 33
1.5. Desafios do USO da PrimMagUING .........cccerireririieieiene et 35
1.5 1. AdeSa0 0 tratAMENTO .....ceeieeiiieieiierieeie ettt esbe e sreesee e e 35
1.5.2. Efeitos adversos da primagUING...........cceeeeerenienenenesieeeee e 36

1.5.3.  Tratamentos alternativos a primaquina para infecces por Plasmodium vivax..37

1.6. Efeito do metabolismo de CYP2D6 na farmacocinética/atividade da

PIIMAGUINA. ..ttt et bbbttt e e bbbt bt bt e b e e et et et e e b e b e et e aneaneeneas 38
1.7.  Influéncia da variabilidade genética de CYP2D6 no metabolismo de drogas........ 41
1.8.  Traducdo do gendtipo de CYP2D6 em classes fenotipicas de acordo com a
AtiVIdAde BNZIMALICA .........eceiiceceeee et re e e ens 45
1.9.  Efeito e implicacGes do metabolismo reduzido de CYP2D6.........cccccevvvrvrrerannene. 49
2. JUSHITICATIVA.....eceie et nre e nee e 50

3. HIpOtese de eSTUAOD ......ccooveiiiiiiiiccee s 52

A, OBJETIVOS ...ttt bbb 52

ST ¥ 1< (0o [0 SRR 53

5.1.  Area e populagio de StUUO............o..cevervireereeeeeteeee st 53
5.2.  Classificacao das recorréncias e pacientes incluidos no estudo...........c.ccocceevrvenens 55
5.3.  Coleta de amostras de sangue e extragdo de DNA ..........cccooirieiienin e 56
5.4.  Genotipagem de polimorfismos no gene CYP2D6 por PCR em Tempo Real

(0] 2012 TSR RSPR 57
5.5.  Numero de cépias génicas de CYP2DB6.........ccccveveiieiieiiecieseese e 58
5.6.  Predicdo dos hapldtipos e classificagdo dos fenotipos de CYP2D6 (Activity Score
BT (=] 11 PSPPSR 59
5.7.  ANAlISES ESALISLICAS ... cuvevverieieiiitisie sttt areeneas 61

5.8.  Marcadores Informativos de Ancestralidade (AlMs) e estimativa da ancestralidade
0enNOMICA INAIVIAUAL .......c.eeiicic e es 62



Sumdrio

(O T o 11 1] [0 00 SR 64

B. RESUITAAOS.....cuiiiiiiiiieiee s 64

6.1.  Prevaléncia das recorréncias por Plasmodium vivax no assentamento agricola de
RIO PAITO ...ttt bttt bbbt ne s 64
6.2.  Frequéncia dos alelos e fenotipos de CYP2D6 na comunidade de Rio Pardo....... 66
6.3.  Distribuicdo de frequéncia das variantes de CYP2D6 em relacéo a ancestralidade
gendmica de individuos da Amazonia brasileira.........c.ccccovvveveieeri s 74
6.4.  Atividade reduzida de CYP2D6 aumenta o numero de recorréncia de Plasmodium
LT RSO ROSUTTUPTTRPRURRORI 77
A B N1 U LSESF- To BRSPS PRSRPTN 83

7.1.  Classificacdo das recorréncias e contribui¢do dos hipnozoitos para a transmissao
da malaria por Plasmodium vivax em Ri0 Pardo.............ccccceevveiieii i 83

7.2.  Variabilidade da frequéncia alélica de CYP2D6 nos individuos infectados por
Plasmodium VIVaX N0 BraSil ..........cooiiiiiiiiiie e 86

7.3.  Implicagdes do metabolismo reduzido de CY2PD6 nas recorréncias da infecgéo

PO PIaSMOUIUM VIVAX ....eevieiiiiiisieeie sttt ettt et steeaesnaesna e e sneenneenne e 89
8. Consideragdes fiNAIS .........cccecveiiiiice e e 94
(0= 11 1] [0 0SSOSR 97
9. RESUITAAOS ... .ceiiiiiiciieiee et 97
9.1, CaSO CHNICO #L. .ottt ettt sneeneas 97
0.2, CASO CHINICO H2. ...ttt resneeneas 98
0.3, CaSO CHNICO #3. ..ottt bbbt nneeneas 99
10. DISCUSSAD ....eve ettt sttt b ettt sbeeneene e e e 102
11. CONCIUSAD ...t bbbt 104

12. R BT O BN AS ..ttt nnnnnn 105



Estrutura da Dissertacao

Estrutura da Dissertagao

Esta dissertacdo foi dividida em uma parte introdutdria, seguida de dois capitulos
contendo os resultados do estudo. O primeiro capitulo contextualiza as investigacdes sobre a
influéncia da funcdo nula/reduzida de CYP2D6 e fatores imuno/epidemiologicos na
modulacdo a suscetibilidade das recorréncias por P. vivax. No segundo capitulo, foram
apresentados trés casos clinicos de individuos com mdltiplas recaidas por P. vivax, sugerindo
a efetividade curativa da PQ, através do ajuste da dose total, em individuos com atividade
nula/reduzida de CYP2D6. Os resultados e consideracdes trazem as principais contribuicfes
do estudo, fornecendo evidéncias sobre o risco de recorréncias em uma &rea de transmissao
instavel de malaria (Primeiro capitulo - Rio Pardo/Amazonas) e ndo endémica para a doenca

(Segundo capitulo - Rio de Janeiro).
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1. Introducéo

1.1. Maléria no Brasil e no mundo

Apesar de décadas de medidas de controle e intervencGes intensivas, a malaria
continua a causar extensa morbidade e mortalidade em regibes tropicais e subtropicais do
globo, onde se distribui de forma heterogénea. A doenca € causada por protozoarios do género
Plasmodium e transmitida aos hospedeiros vertebrados através da picada de mosquitos fémeas
do género Anopheles. Cinco espécies causam infeccdes em humanos: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e Plasmodium
knowlesi (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Entre as espécies, P. falciparum
pode evoluir para maléria grave, porém complicacdes e dbitos em infeccdes causadas por P.
vivax e P. knowlesi, também, foram registradas (COX-SINGH et al., 2008; SHARMA;
KHANDURI, 2009). Durante muitos anos, a grande maioria das pesquisas no mundo foram
dirigidas a P. falciparum que é a principal espécie responsavel pelo risco de mortalidade e
pela maioria dos casos fatais da doenca em toda a Africa subsaariana (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018). No mundo, estima-se que 3,4% de todos 0s casos de malaria sejam
causados por P. vivax, sendo 56% destes casos, registrados na regido sudeste da Asia.
Atualmente, P. vivax é o parasito predominante nas Américas (74%) e responsavel por 37%
dos casos de malaria registrados na regido do Sudeste Asiatico e 31% dos casos na regido do
Mediterraneo Oriental (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Enquanto P.
falciparum é mais prevalente no continente africano, P. vivax apresenta uma distribuicéo
geogréfica mais ampla, impondo um fardo consideravel as populagdes locais.

A transmissdo de malaria estd localizada nas regides tropicais e subtropicais do
mundo, onde concentram-se as populaces mais pobres e vulneraveis a doencga. Atualmente,
estima-se que cerca de 174 milhdes de pessoas vivem em regides sob alto risco de infeccdo de
maldria (Figura 1). Em 2017, ocorreram, aproximadamente, 219 milhGes (IC 95%: 203 — 262)
de casos no mundo, resultando em 435.000 mortes pela doenca. Nos Gltimos anos, os paises
da América Central (Belize, Guatemala, Honduras, Nicaragua e Panama) apresentaram uma
diminuicdo do numero de casos notificados de malaria (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018). Entre 2010 e 2017 houve uma reducdo de cerca de 18% na taxa de
incidéncia, de 72 para 59 casos por mil habitantes em risco e de 48% no numero de mortes
pela doenca no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Apesar das medidas

de controle implementadas para reducdo da malaria em varios paises endémicos nas
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Américas, em algumas regides a incidéncia parasitaria apresentou aumento anual, com maior
morbidade populacional decorrente de infecgdes por P. vivax, principalmente nos paises que
fazem parte da Amazonia Internacional: Brasil, Bolivia, Peru, Equador, Colémbia, Venezuela,
Guiana, Guiana Francesa e Suriname (LAPOUBLE; SANTELLI; MUNIZ-JUNQUEIRA,
2015; RECHT et al., 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Em 2015, quatro
paises tornaram-se uma grande preocupacgdo e representaram 83% dos casos de maléria nas
Ameéricas: Brasil (24%), Venezuela (30%), Colombia (10%) e Peru (19%) (CONN, 2017).
Quadro semelhante a este ocorreu na Guiana, devido ao aumento da mineracdo do ouro nas
areas florestais da Amazo6nia. Apesar desse aumento, alguns paises da América do Sul estdo
avancando em direcdo a uma eventual eliminacdo da maléria, com a notavel excegdo da
Republica Bolivariana da Venezuela, experimentando um aumento alarmante da malaria nos
ultimos anos (RECHT et al., 2017).

Areas de risco de Malaria no mundo
2018

@ s

. Moderada
O Baixa

(:) Muito Baixa
‘C;‘ Sem Informagoes

N
[_) Nenhum

Figura 1. Distribuicéo geogréafica de areas de risco de malaria no mundo, 2018. O risco estimado de malaria
nas regides esta apresentado em diferentes intensidades de cores, sendo 0s tons mais escuros representativos de
area de maior transmissdo da doenga, sendo estimado, geralmente, pela Incidéncia Parasitaria Anual (IPA),
proporcao de casos registrados e a area especificada de transmissdo de maléria. No mapa, as areas de transmisséo
de maléria foram classificadas pela OMS a partir do IPA (casos por 1000 habitantes), sendo: IPA = 0 —
transmisséo autdctone; IPA > 0 e < 1 — &reas de baixa endemicidade e IPA > 1 — éreas de alta endemicidade.
Fonte: Adaptado de Centers of Disease Control and Prevention (CDC), 2018.

A maioria dos casos de malaria na America do Sul vem de areas de floresta tropical
amazonica nos paises ao norte, onde mais da metade da malaria é causada por P. vivax,

enquanto a incidéncia de maléria por P. falciparum diminuiu nos altimos anos. Brasil e
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Coldémbia, juntos, relataram mais de 50% dos casos de malaria notificados nas Américas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Especificamente, 37% de todos os casos de
maldria sdo registrados no Brasil, sendo que a grande maioria destes (99%) se concentra na
regido norte e nos estados que compdem a Amazobnia Legal Brasileira: Acre, Amazonas,
Rondbénia, Roraima, Amapa, Para, Maranhdo, Mato Grosso e Tocantins (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018) (Figura 2).

Mapa de risco da malaria por municipio de infec¢cio
Brasil, 2017
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Figura 2. Mapa de risco para malaria por municipio de infecgdo. Brasil. 2017. No mapa, as areas de
transmissao de malaria foram classificadas pela OMS a partir do IPA (casos por 1000 habitantes), sendo: IPA =
0 — transmissdo autdctone; IPA > 0 e < 1 — areas de baixa endemicidade e IPA > 1 — areas de alta endemicidade.
Fonte: Sinan/SVS/MS e SIVEP — Malaria/SVS/MS.

No Brasil, periodos de epidemias em larga escala ocorreram ao final dos anos 80 e da
década de 1990, assim, a maldaria tornou-se o principal problema de salde associado a
doencas transmissiveis no pais (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Até meados de 1990,
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foram observadas proporcdes semelhantes de infecgdes entre P. falciparum e P. vivax. J& na
década seguinte, o cendrio mudou, P. vivax tornou-se a espécie predominante, enquanto
infeccdes por P. falciparum diminuiram de forma constante (OLIVEIRA-FERREIRA et al.,
2010). Estas tendéncias a aumento de P. vivax e flutuaces na transmissao de malaria podem
ser explicadas por fatores, como a presenca dos estagios sexuais (gametocitos) no sangue
periférico, 0o que torna P. vivax menos sensivel as estratégias de controle disponiveis,
comparado a P. vivax (SHANKS, 2012).

Nas décadas de 80 — 90, mais de 50% do total de casos registrados no Brasil eram
devido ao P. falciparum e as taxas de mortalidade entre individuos protegidos e recém
colonizados eram extremamente altas. Porém, estas taxas foram seguidas por periodos de
reducdo da transmissdo da doenca ao longo dos anos (DE PINA-COSTA et al., 2014). Parte
dessas reducbes foi atribuida a varios fatores, a saber, a implementacdo do plano de
intensificacdo das atividades de controle da maléria na Amazonia brasileira (PIACM), que foi
langado em 2000 (MINISTERIO DA SAUDE, 2003); uso de estratégias integradas de gest&o
de vetores; terapia combinada a base de artemisinina (ACT) para coinfec¢des com P.
falciparum com dose Unica de primaquina (PQ) (RECHT et al., 2017) e, mais importante, o
apoio de lideres politicos em periodos de epidemias. Além da intensificacdo das medidas de
controle, a expansao do diagndstico e da rede de tratamento, tornando o tratamento oportuno e
acessivel mesmo em areas remotas da Amazénia como parte do sistema universal de salde, e
as taxas decrescentes de desmatamento, refletiram em alteracdes na incidéncia da malaria na
Amazonia brasileira (VITOR-SILVA et al., 2016).

Pesquisas sobre tendéncias na incidéncia da malédria na Amazénia brasileira, no
periodo de 2004 a 2013, identificaram que nos estados do Acre, Amazonas, Roraima e
Amap4, existe um maior risco de contrair a infeccdo (LIMA; LAPOUBLE; DUARTE, 2017).
Em 2014, um total de 143.442 novos casos de malaria foram notificados nessa regido,
representando uma reducdo de 19% no nimero de casos de malaria em comparagdo a 2013.
Esta foi a menor incidéncia relatada para a regido nos Gltimos 35 anos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2003) (Figura 3). No entanto, no ano de 2015, o Brasil registrou 0 maior nimero de
casos da doenca entre todos os paises das Américas, segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). O atual quadro de incidéncia
de malaria no Brasil deve-se, entre outros fatores, a colonizacdo de areas densamente
florestadas da Amazonia que tem atraido agricultores imigrantes das regides Sul e Sudeste
(area ndo endémica para malaria), dando origem a uma série de novas fronteiras de
assentamentos agricolas (CONFALONIERI; MARGONARI; QUINTAO, 2014). Nessas
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regides, geralmente, o desmatamento induz grandes mudangas na biologia do vetor, através da
criacdo e expansdo de habitats favoraveis a reproducéo do Anopheles darlingi (principal vetor
da malaria na América do Sul) (LAPORTA et al., 2015). De forma geral, a transmissdo da
malaria no Brasil é bastante afetada pelas particularidades sociodemograficas, politicas e
ambientais da regido amazonica. As condigdes de moradia inadequadas, e um ambiente
abundante em vetor fornece condic¢Bes para surtos rapidos e sustentam 0 aumento no nimero
de casos de malaria em algumas regides. Os dados de 2017 reforcam um aumento, de 51% do
nimero de casos de malaria notificados na Amazonia brasileira, em relacdo a 2016 (BRAZ,
BARCELLOS, 2018), reforcando, assim, a necessidade de novas intervencbes e
intensificacdo das acOes de vigilancia e controle da doenca (Figura 3).
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Figura 3. Evolugdo do numero de casos de malaria no Brasil de 1959 a 2016. Os baixos nimeros de casos
registrados em 1960 aumentaram em 1976, sendo a maioria dos casos registrados na Amaz6nia, regido que
passou a concentrar a maioria de casos registrados no Brasil a partir de 1967. Os nimeros aumentaram
progressivamente como resultado da intensa, rapida e desorganizada colonizagdo da Amazonia, atingindo mais
de 573 mil casos em 1989. Dois picos foram registrados em 1999 e 2005 (cerca de 630 e 600 mil casos,
respectivamente), apesar de uma tendéncia geral de diminuicdo do nimero de casos nas Ultimas duas décadas.
Adaptado de PINA-COSTA et al., (2014).
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1.2. A malaria por Plasmodium vivax

P. vivax é a espécie de Plasmodium mais disseminada geograficamente (LO et al.,
2017). Apesar da infeccdo por P. vivax muitas vezes ser considerada benigna, evidéncias
mostram que essa espécie também esta associada a maléria grave e fatal, tanto em pacientes
de éreas endémicas, como em viajantes ndo imunes a doenca (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018). Embora geralmente ndo se pense que P. vivax esteja sequestrado
na vasculatura, € possivel que a doenca grave por P. vivax resulte do acimulo da maior parte
da biomassa do parasito na medula 6ssea ou baco (BARBER et al., 2015; KEVIN BAIRD,
2013; MAYOR; ALANO, 2019).

Em areas de transmissdo onde os programas de controle da malaria foram
intensificados, P. vivax tende a ser mais resiliente que P. falciparum (COURA; SUAREZ-
MUTIS; LADEIA-ANDRADE, 2006). Isso se deve as caracteristicas bioldgicas exclusivas de
P. vivax, que aumentam sua capacidade de sobreviver em condigdes inadequadas. Algumas
caracteristicas especificas de P. vivax imp&em desafios ao controle e eliminacdo da maléria:
(i) capacidade de formacdo de hipnozoitos que levam a recaidas da doenca em intervalos de
tempo desconhecidos, definidas como episddios clinicos com parasitemia subsequente
(SHANKS; WHITE, 2013) (Figura 4); (ii) formacdo de gametdcitos que emergem em um
estagio inicial da infecgdo, antes das manifestacfes clinicas da doenga (BARO et al., 2017);
(iii) transmissdo por uma ampla variedade de espécies de vetores anofelinos que residem em
diversos habitats relevantes para a transmissdo do parasito (DAYGENA; MASSEBO,;
LINDTJZRN, 2017) e, (iv) desenvolvimento mais rapido no vetor em comparacdo a P.

falciparum, considerando uma mesma temperatura (MORENO et al., 2018).
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Figura 4. Fémeas do mosquito vetor transmitem parasitos de Plasmodium vivax no estagio de esporozoitos
para o hospedeiro humano durante o repasto sanguineo. Dentro de 30 a 60 minutos, centenas de esporozoitos
sdo liberados na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado. Os parasitos migram para o figado — passando por
alguns tipos de células, como as células de Kipfer — e formam vacuolos parasitéforos nos hepatocitos. Nesse
estagio, os parasitos podem permanecer em estagio latente no figado, denominados hipnozoitos (P. vivax e P.
ovale), ou iniciar um desenvolvimento que resulte na producdo de milhares de merozoitos. Os parasitos, entéo,
induzem o deslocamento do hepatdcito infectado, permitindo que ele migre para o espago sinusoide no figado,
onde ocorre o surgimento de vesiculas (com parasitos), denominadas merossomos. Os merossomos se rompem e
liberam os merozoitos na corrente sanguinea que, rapidamente, invadem os eritrdcitos. Esses se replicam, as
vezes de forma sincrona, em um ciclo que pode corresponder ao ciclo sintomatico na malaria, caracterizado por
febre e calafrios. Em resposta a uma lacuna, ainda ndo completamente compreendida, alguns parasitos se
diferenciam em gamet6citos masculinos e femininos, que sdo as formas ingeridas pelo mosquito e que podem
viver quiescentes na corrente sanguinea por semanas. Uma vez que os parasitos sdo ingeridos pelo mosquito
vetor durante o repasto sanguineo, eles passam rapidamente pela transicdo a gametas masculinos e femininos
ativados. O parasito diploide mével e de vida curta, 0 oocineto, migra para a parede do intestino médio através
da matriz peritréfica, onde o oocisto é formado. Depois de uma redugdo meidtica, formam-se esporozoitos
dentro do oocisto, que ao se romper, libera esporozoitos na hemocele do inseto. Esses migram para as glandulas
salivares do mosquito, onde sdo ingeridos em um posterior repasto sanguineo. Cerca de dez dias ap6s 0 mosquito
se alimentar de gametocitos durante o repasto sanguineo, ele pode ser capaz de infectar outro hospedeiro humano
com Plasmodium spp. Adaptado de BRIGHT et al., (2013).

O progresso cientifico sobre P. vivax desde 1960 foi minimo em comparacdo a P.
falciparum porque P. vivax foi considerado, por muito tempo, um parasito causador de uma
infeccdo sem gravidade (MUELLER et al., 2009). Além disso, a pesquisa envolvendo P.

falciparum foi considerada como prioridade devido a sua alta mortalidade e, em parte, porque
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foi adaptada para o cultivo em laboratorio. A preferéncia por reticuldcitos também impediu,
até o momento, o desenvolvimento de cultivo continuo in vitro de P. vivax, dificultando a
pesquisa basica necessaria para compreender adequadamente a sua biologia e avancar no
desenvolvimento de vacinas, diagndsticos e tratamentos.

A malaria causada por P. vivax é dificil de detectar e, consequentemente, de tratar,
porque a parasitemia é baixa em comparagdo a detectada em infecgdes por P. falciparum.
Soma-se a isso o fato de que os testes de diagnéstico atuais ndo podem detectar as formas
dormentes no figado (HULDEN; HULDEN, 2011). Portanto, uma proporc¢do consideravel de
pessoas infectadas serve como reservatorio para a continuidade da transmissdo e sé séo
diagnosticadas/tratadas quando apresentam episodios clinicos da infeccdo (ASIH, P. B.S,;
SYAFRUDDIN, D.; BAIRD, J.K., 2017). Além disso, a eliminacdo do estagio hepatico de
parasitos de P. vivax requer o uso de PQ, que pode produzir efeitos secundarios graves
(hemoliticos e anemia) em doentes com formas graves de deficiéncia de glicose — 6 — fosfato
desidrogenase (G6PD) (AVALOS et al.,, 2018; BAIRD, 2015a). Devido ao seu carater
oxidante, a PQ é capaz de causar hemdlise grave em deficientes de G6PD. A sequéncia
gradual de eventos do ataque oxidativo a hemolise ndo é totalmente elucidada (LUZZATTO,;
SENECA, 2014). No entanto, sabemos que o primeiro passo bioquimico crucial em um
episddio hemolitico é a diminuicdo do NADPH (GAETANI et al., 1979) e a consequente
deplecdo de glutationa (GSH) através de sua conversdo em dissulfeto de glutationa (GSSG).
Considerando este risco, bem como a possibilidade de repetidos episédios clinicos, o controle
bem sucedido e a eliminacdo de P. vivax sdo desafiadores e exigem intervengbes adicionais
especificas: eliminagdo das fontes de infecgdo, garantia de que os servicos de microscopia
sejam capazes de detectar infecgdes por P. vivax de baixa carga parasitaria, uso de testes de
diagnostico rapido em areas onde P. falciparum e P. vivax coexistem e testar, sempre que
possivel, a deficiéncia de G6PD nos pacientes antes de administrar a PQ. Dessa forma, o
tratamento contra 0s estagios sanguineos e os hipnozoitos de P. vivax (BAIRD, 2015b) pode

ser realizado de forma segura e efetiva.

1.3. Recorréncias por Plasmodium vivax

A descricdo dos estagios hepaticos de P. vivax foi realizada em bidpsias hepatica de
um paciente submetido a terapia experimental (SHORTT et al., 1948; SHORTT,;
GARNHAM, 1948) e em bidpsias hepédticas de chimpanzés infectados por inoculacéo

intravenosa com um grande namero de esporozoitos de P. vivax (KROTOSKI, 1985). Foi este
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ultimo estudo, na década de 80, que demonstrou, a existéncia de formas pequenas e nédo
replicantes de P. vivax, os hipnozoitos, em células parenquimais hepéticas infectadas pelo
parasito. Desde que esses estudos foram realizados, o0 estagio hepético de P. vivax tem sido
pouco investigado e a pesquisa, nesse sentido, tem se limitado a estudos in vitro em
hepatécitos humanos primarios (isolados diretamente de amostras de figado humano)
(MAZIER et al., 1984) ou a linhagens celulares de hepatoma (SATTABONGKOT et al.,
2006). Mais de 30 anos depois, ainda ndo se sabe ao certo se 0s hipnozoitos sédo
metabolicamente ativos durante o periodo de dorméncia. Os fatores que desencadeiam sua
reativacdo também ndo sdo completamente compreendidos (CAMPO et al.,, 2015).
Recentemente, um estudo caracterizou o transcriptoma de hipnozoitos de espécies
recidivantes de malaria, através de protocolos de microscopia a laser e RNA-seq, e identificou
os fatores-chave que regulam a transcricdo e a traducdo, tais como as vias que permitem a
proliferacdo celular, as quais poderiam atuar como potenciais marcadores de hipnozoitos. A
regulacdo positiva de algumas vias, com baixos niveis de transcricdo e repressdo
translacional, parece contribuir parcialmente para a manutencdo do estado quiescente dos
hipnozoitos desempenhando um papel fundamental na manutencdo do seu estado metabdlico.
Além disso, alguns mRNAs de proteinas de ligacdo a RNA parecem ser superexpressos nos
hipnozoitos de P. cynomolgi, indicando que a regulacdo génica pos-transcricional também
pode contribuir para a homeostase do hipnozoito (CUBI et al., 2017).

Os padrdes de recaida em pacientes infectados por P. vivax em areas ndo endémicas, a
notavel periodicidade das recaidas e as altas taxas de infec¢do por P. vivax que ocorrem ap0s
as infeccdes por P. falciparum (LOOAREESUWAN et al., 1987) sustentam a teoria de que 0s
hipnozoitos podem ser ativados por estimulos externos ao parasito, como uma infeccao por
Plasmodium (WHITE et al., 2011), ou doencas febris associadas & malaria aguda ou a
infeccOes bacterianas febris (como por exemplo, febre tifoide, "Febre das Trincheiras” ou
“Febre de Malta/Brucelose”), mas nao infeccdes virais (SHANKS; WHITE, 2013; WHITE et
al., 2011). Em éareas endémicas, recrudescéncia, reinfeccdo e recaida (coletivamente
conhecidos como recidivas ou recorréncias da infec¢do) ndo podem ser distinguidos entre si,
de forma confidvel, porque as recaidas nessas areas sdo comumente causadas por parasitos
geneticamente distintos (heterologos) (DE ARAUJO et al., 2012; IMWONG et al., 2007).
Dessa forma, essas observacdes levaram a hipdtese de que os residentes de areas endémicas
de P. vivax acumulam uma quantidade de hipnozoitos no figado a partir de inoculacGes
repetidas de esporozoitos que podem ser ativados pela propria infeccdo, ou por outras

infeccdes (Figura 5).
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As recaidas podem, também, ser uma caracteristica adaptativa do parasito para
sequestro ou hibernacdo durante condigdes inospitas para o vetor Anopheles (BAIRD;
RIECKMANN, 2003; COGSWELL, 2011). Um estudo realizado em 2011 especulou que a
picada do Anopheles e suas complexas consequéncias imunoldgicas poderiam desencadear as
recaidas (HULDEN; HULDEN, 2011). Outras hipGteses sugerem que as recaidas ocorrem em
intervalos previsiveis, de maneira que 0S esporozoitos parecem ser geneticamente
programados para laténcia precoce ou tardia (BATTLE et al., 2014). Embora um sistema in
vitro de cultivo de hipnozoitos em hepatédcitos (MARCH et al., 2013; ROTH et al., 2018;
ZEEMAN et al., 2014) e um modelo murino que expressa proteinas hepaticas humanas para
estudo da infeccdo hepética tenham constituido avancos recentes para a compreensao das
recaidas, o conhecimento da biologia dos hipnozoitos ainda é limitado, o que dificulta,

também, a busca por novas drogas direcionadas a estas formas latentes.

1. Inoculacgéo 2. Infeccgio 3. Doenca primaria/
de esporozoitos primaria sintomas clinicos
° °
- o oK .
°
— e [

6. Ativacoes
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4. Ativacao de
hipnozoitos

Figura 5. Mecanismo proposto e sequéncia de ativagdo de recaidas de Plasmodium vivax em area endémica
de maldria. (1) Em um exemplo ilustrado, no momento da infeccdo (inoculagdo de esporozoitos), o individuo
possui hipnozoitos de dois genotipos diferentes adquiridos a partir de duas inoculagBes anteriores que estdo em
laténcia no figado. Os diferentes genotipos sédo denotados por cores diferentes (azul e vermelho — claro e escuro)
A cor vermelha sugere que parasitos de infecgdes anteriores que estiveram em laténcia, também podem ser
ativados na infecgdo primaria (2). Metade dos esporozoitos da infecgdo recente (vermelho) se desenvolvem em
esquizontes pré eritrocitarios, dando inicio a doenga primaria (3), e a metade fica dormente no figado, sob
pequenas formas (os hipnozoitos). A doenca associada a infeccdo no sangue ativa uma pequena fracdo dos
hipnozoitos (4). Neste exemplo, ha um hipnozoito de cada genétipo e cada um é ativado pela doenga e se
desenvolve em um esquizonte pré eritrocitario, levando a recaidas (5). A propria doenga, em processo, ativa
alguns hipnozoitos remanescentes (em tempos diferentes ou ndo) e as recaidas continuam até que o nimero de
hipnozoitos se esgote ou alguns ndo sejam ativados (6). Se houver alguns hipnozoitos que ndo sejam ativados,
estes podem ser ativados em um momento posterior por uma infeccdo subsequente por Plasmodium. Adaptado
de WHITE et al., (2011).
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A probabilidade de recaida por P. vivax e o intervalo de tempo decorrido entre a
parasitemia primaria e recaida varia aparentemente em relagdo a latitude e a abundancia
sazonal de vetores anofelinos (BATTLE et al.,, 2014). As caracteristicas adaptativas do
parasito para sequestrar ou “hibernar” durante periodos em que as condigdes climaticas
seriam indspitas aos vetores de mosquitos anofelinos (BAIRD; RIECKMANN, 2003; WHITE
et al., 2011) sustentam a hipdtese de que h& uma variacdo geogréafica significativa na
taxa/tempo em que uma cepa de P. vivax recai (GARNHAM et al., 1975). Em geral, cepas de
regides temperadas tém uma menor probabilidade de recair (30%) e tendem a apresentar uma
laténcia maior (0 — 6 meses) (Figura 6). Por outro lado, cepas tropicais geralmente recaem
(risco de 80%) dentro de algumas semanas apés a infeccdo priméria (WHITE et al., 2011).
N&o sabemos, ainda, 0 que determina a periodicidade das recaidas. Nota-se, pois, que 0S
padrdes de recaida variam regionalmente, devido as proprias caracteristicas biologicas do
parasito, e devem ser levados em consideracdo ao se avaliar as estratégias de controle e
eliminacdo de infecgOes por P. vivax. Independentemente do mecanismo desencadeante e da
etiologia da recaida, ha evidéncias que ambientes experimentais e naturais controlados
indicam consideravel variacdo geografica no tempo de recaida. Embora a percepc¢éo histérica
tenha sido que, cepas recidivantes frequentes sdo originarias dos tropicos e cepas de longa
laténcia de regides temperadas (WHITE et al., 2011), ela ndo descreve suficientemente a
variacdo observada em fenotipos recidivantes em diferentes regides geograficas (BATTLE et
al., 2014).
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Figura 6. Incidéncia global de recaida, ajustada por tempo médio de recaida. (A) A incidéncia de recaida
por 100.000 pessoas / dia variando a intensidade da cor azul a vermelho, sendo o vermelho a maior incidéncia de
recaida. (B) O tempo médio previsto para recaida variam de azul para vermelho, com o azul representando a
recaida mais tardia. Os nimeros mostrados na figura apresentam as zonas propostas por MacDonald, sendo
descritas como regides “zoogeograficas” de malaria e compartilham pontos em comum com muitas zonas
biogeograficas historicas (HOLT et al., 2013; OLSON et al., 2001). Os limites aproximados das zonas sdo
delineados por varidveis climaticas que influenciam as taxas de transmissdo da malaria, como temperatura e
precipitagdo, a intensidade de transmissdo observada, bem como a abundancia e os comportamentos das espécies
de vetores localmente dominantes. Adaptado de BATTLE et al. (2014).
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A contribuicdo das recaidas para o 6nus de P. vivax pode ser avaliada comparando-se
as taxas de recorréncia entre pacientes que séo submetidos a diferentes tratamentos, com e
sem uso de PQ (SIMOES et al., 2014). A recorréncia da malaria é caracterizada como a
recorréncia de parasitemia assexuada seguinte ao tratamento da doenca, em periodo de tempo
variado (POPOVICI et al., 2018). Com base na observacéao clinica € muito dificil distinguir
entre recrudescéncia, recaida e reinfeccéo. Entretanto, tem sido consenso entre os estudos que
até 28 dias, quando ainda ha droga (CQ) circulante ap6s a administracdo inicial do farmaco,
as recidivas (ou recorréncias) podem ser consideradas recrudescéncias (POPOVICI et al.,
2018). Ja a partir de 29 dias (tempo previsto em que ndo ha mais CQ circulando na corrente
sanguinea do individuo apds inicio do tratamento), as recorréncias podem ser consideras
recaidas. As reinfeccdes, por sua vez, podem ocorrer a qualquer momento apos a eliminacédo
da droga no organismo, desde que haja o contato com o mosquito vetor, normalmente em
regides endémicas para malaria (SIMOES et al., 2014) (Figura 7). Uma vez que a
genotipagem do parasito ndo permite de diferenciar recaida de reinfeccdo e de recrudescéncia,
a maioria dos estudos nesse sentido tem avaliado as estimativas gerais das taxas de
recorréncias (POPOVICI et al., 2018). Nesses estudos tem sido assumido que uma parte
significativa na taxa de recorréncia apds tratamento pode ser atribuida a reativacdo dos
hipnozoitos. Também tem se assumido que as contribui¢cfes do estagio assexuado sdo
insignificantes (BRASIL et al., 2018; CHU et al., 2018; SIMOES et al., 2014). Os primeiros
estudos realizados ap6s a segunda guerra mundial em soldados americanos demonstraram que
as taxas de recaida por P. vivax foram de 70% nos 120 dias ap6s o retorno de areas endémicas
(MOST et al.,, 1946). Da mesma forma, na Tailandia (area de baixa transmissdo), foi
registrada uma taxa de recorréncia de 79% dentro de 63 dias ap6s monoterapia com CQ
(LUXEMBURGER et al., 1999). Mais recentemente, uma taxa de recorréncia de 78% foi
relatada em soldados da Indonésia até um ano ap6s monoterapia de artesunato (SUTANTO et
al., 2013). Na Papua Nova Guing, regido de alta transmisséo de P. vivax, criangas com idade
inferior a seis anos foram tratadas de diferentes formas: (i) com artesunato e PQ, (ii) somente
com artesunato, ou (iii) placebo e foram acompanhadas por dez meses. Nessa regido, estima-
se que as recaidas contribuiram com, aproximadamente, 50% do namero total das infeccGes
por P. vivax (BETUELA et al., 2012). Estimativas mais recentes de recaida na Papua Nova
Guine séo ainda maiores (80%) (SUTANTO et al., 2013).
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Figura 7. Recorréncias da malaria por Plasmodium vivax. A recidiva ou recorréncia da malaria é conceituada
como a recorréncia de parasitemia assexuada seguinte ao tratamento da doenca, apds ter sido constatada a sua
negativacdo, em periodo de tempo variado (WHITE et al., 2011). Ocorre por um dos seguintes aspectos: (i)
recaidas: ativagdo dos hipnozoitos; (ii) reinfeccdo: exposicdo a nova infeccdo pelo mosquito vetor; (iii)
recrudescéncia: falha terapéutica resultante de ndo adesdo ao tratamento (PEREIRA; ISHIKAWA,; FONTES,
2011a), resisténcia do parasito as drogas utilizadas (DUARTE et al., 2001), m4 qualidade do medicamento
instituido (NOGUEIRA et al., 2011) ou utilizacdo de doses subterapéuticas das drogas. Do ponto de vista
conceitual, a recorréncia de malaria pode ser resultado de recaida, reinfeccdo ou recrudescéncia. Recrudescéncia
de malaria ocorre quando as formas sanguineas do parasito ndo sdo completamente erradicadas pelo tratamento e
reexpandem o seu nimero ap6s o declinio da concentracdo sérica das drogas. Ocorre com maior frequéncia na
malaria por P. falciparum e P. vivax. As recaidas sdo definidas como o reaparecimento da parasitemia e de
manifestagbes clinicas do paciente por uma reinvasdo das hemdcias pelos merozoitos provenientes de
hipnozoitos dormentes no figado. Acredita-se que podem surgir ap6s 21 a 140 dias do tratamento com a cepa
tropical e ap6s 180 a 420 dias com a cepa temperada do parasito (WHITE et al., 2011). Sua principal causa é a
falha no tratamento. Baseado apenas na observacao clinica, é muito dificil distinguir recrudescéncia de recaida e
recaida de reinfeccdo. Em algumas situac8es, o discernimento pode ser feito pela identificacdo de genétipo
idéntico do parasito da recaida com a infeccdo priméaria. Contudo, a genotipagem dos parasitos da infeccdo
inicial e da recaida ndo tem sido eficiente para a distin¢do entre recaida e reinfeccdo (DE ARAUJO et al., 2012;
ORJUELA-SANCHEZ et al., 2009). Por sua vez, reinfeccdo por P. vivax é uma nova infecgdo adquirida por
pacientes que tenham tratado de malaria, ap0s intervalo de tempo incompativel com a ocorréncia de
recrudescéncia ou recaida. Em analise genotipica, pode-se considerar, como reinfecgdo, o achado de parasito
geneticamente diferente daquele causador da infec¢do primaria (MARKUS, 2011). Como os tempos entre 0s
episoédios se sobrepdem, mesmo com a analise genotipica, é também dificil a distingdo precisa entre recaida e
reinfeccdo. Tem sido consenso que até 28 dias, quando ainda ha droga circulante apds o tratamento, as recidivas
podem ser consideradas recrudescéncias. A partir de 29 dias (ou mesmo antes em caso de parasitos resistentes)
até mais de seis meses, podem ser consideradas recaidas. As reinfec¢des, por sua vez, podem acorrer a qualquer
momento apds a eliminacéo da droga do organismo (WHITE et al., 2011).
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1.4. Tratamento da malaria causada por Plasmodium vivax

Ao longo dos anos, muitas pesquisas foram realizadas no sentido de desenvolver
drogas contra as diferentes formas do ciclo de vida de Plasmodium, incluindo as formas de
hipnozoitos que sdo particularmente desafiadoras. A auséncia de informagdo no que diz
respeito a biologia dos hipnozoitos impacta negativamente no desenvolvimento de novas
drogas antimalaricas e, como resultado, a PQ (8-aminoquinolina) ainda é a Unica droga
licenciada no Brasil que elimina os hipnozoitos e oferece profilaxia e cura radical para a
infeccdo por P. vivax (FERNANDO; RODRIGO; RAJAPAKSE, 2011).

A CQ, juntamente com a PQ, tem sido recomendada pelas entidades de satide como o
regime padrdo para a cura radical de P. vivax e P. ovale desde o inicio dos anos 1950
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). A CQ é um esquizonticida altamente eficaz,
enquanto a PQ tem uma menor atividade na fase assexuada (PUKRITTAYAKAMEE et al.,
1994). Acredita-se que a PQ interfere na respiracdo celular do parasito, gerando radicais
livres de oxigénio e desregulando o transporte de elétrons. Ao ser coadministrada com a CQ,

o efeito total é um reflexo da eficécia sinérgica do agente esquizonticida e da PQ.

1.4.1.Cloroquina

Por quase 60 anos, a CQ tem sido considerada a droga de primeira linha para o
tratamento das infec¢bes por P. vivax (NEGREIROS et al., 2016). A CQ € eliminada muito
lentamente (tempo de meia vida estimado de 28 dias) e seu principal metabdlito ativo é a
desetilcloroquina. O metabolismo da CQ é feito, principalmente, pelas isoformas hepaticas do
citocromo P450 — CYP2C8, CYP3A4 e CYP2D6 e sua ligacdo aos tecidos € extensa,
resultando em um enorme volume de distribuicio (PROJEAN et al., 2003). A CQ é
distribuida extensivamente nos tecidos, tais como figado, seguida do baco, coracgéo, rins e
cérebro (WHITE, 1988). O esquema terapéutico recomendado para P. vivax consiste na
combinacdo de CQ por trés dias (dose total de 25 mg/kg), e PQ, por sete ou quatorze dias
(dose total de 3,5 mg/kg) (DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA,
2010). Assim, o tratamento, tradicionalmente dividido em trés dias, pode ser considerado de
alta dose. Esta dose fornece niveis terapéuticos no sangue total (>100 ng/mL correspondentes
a >10 ng/mL no plasma) por, pelo menos, 28 dias em infeccbes por P. vivax
(DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2010). Embora a CQ tenha

uma margem de seguranca baixa (uma dose unica de 20 mg/kg € considerada tdxica),
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geralmente é bem tolerada na dose padréo de 25 mg/kg, dividida em trés dias, para a infeccdo
causada por P. vivax (MELLO et al., 2018). O mecanismo por trds da acdo plasmodicida da
CQ néo ¢é completamente compreendido. Como outros derivados da quinolina, acredita-se que
ela inibe a atividade da polimerase heme, resultando em um acimulo do grupo heme livre,

que é toxico para 0s parasitos.

1.4.2. Primaquina

A PQ foi sintetizada pela primeira vez, nos EUA, durante a Segunda Guerra Mundial
(1941 — 1945), como parte de um empreendimento maci¢o de desenvolvimento de drogas
antimalaricas (GRIETENS et al., 2010). A eficécia curativa radical das 8-aminoquinolinas é
reconhecida ha mais de 75 anos. Apos a administracdo oral, as concentracdes maximas de PQ
ocorrem dentro de 1 — 3 horas (MIHALY et al., 1985) e sua meia vida é de 4 — 6 horas
(PUKRITTAYAKAMEE et al., 2014). Ao contrario de outras drogas antimaléricas
amplamente utilizadas, a PQ exerce um amplo espectro de atividade contra varios estagios do
parasito (BAIRD; RIECKMANN, 2003), sendo ativa contra as formas pré-eritrociticas em
desenvolvimento (atividade profilatica), contra os hipnozoitos (somente para P. vivax e P.
ovale), contra gametdcitos (de todas as espécies que causam malaria humana) e ainda, pouco
ativa, contra os estagios sanguineos assexuados (PUKRITTAYAKAMEE et al., 1994). Ja foi
demonstrado que a PQ € eletiva, contra estagios sanguineos de P. falciparum e P. vivax, mas
as doses necessarias para a cura radical sdo toxicas para o uso humano (KAIN, 1995).
Embora o metabolismo complexo da PQ e seu mecanismo de agdo ndo sejam totalmente
compreendidos (MUCKLOW, 2001), uma ampla variedade de metabolitos, alguns deles
espécies hidroxiladas altamente reativas, aparentemente agem nas membranas mitocondriais
do parasito (MARCSISIN; REICHARD; PYBUS, 2016).

A maioria dos paises endémicos para P. vivax recomenda um regime de PQ de 0,25
mg/kg/dia (3,5 mg/kg/dia ou 210 mg dose total) por 14 dias, embora haja uma ampla gama de
regimes de PQ sendo usados em diferentes paises (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016). No Brasil, o tratamento atual de primeira linha para a cura radical da infeccéo por P.
vivax é de 3 dias de CQ (dose total de 25 mg/kg administrada por via oral durante trés dias
consecutivos), com o uso concomitante de um ciclo curto de PQ (7 — 9 dias; dose total de 3,5
— 4,2 mg/kg) (DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2010). Além
disso, as diretrizes do Ministério da Saude determinam: fazer o ajuste da dose e do tempo de

administracdo da PQ em pacientes com peso igual ou superior a 70 kg (DEPARTAMENTO
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DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2010) e dar preferéncia, sempre, ao peso para a
escolha da dose a ser administrada em individuos infectados (Figura 8).

Cloroquina
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m Por 3 dias
—
[ JCH:» dose total 25 mg/kg
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CH3 CH3
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23 . Por 7 dias
. S dose total 3,5 mg/kg
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Figura 8. Tratamento atual de primeira linha para a cura radical da infec¢do por Plasmodium vivax,
recomendado pelas diretrizes do Ministério da Saude - Brasil. Cloroquina, dose total de 25 mg/kg
administrada por via oral durante trés dias consecutivos, concomitante ao uso de um ciclo curto de PQ, 7 — 9
dias, com dose total de 3,5 — 4,2 mg/kg.

Estudos com curta duracdo de acompanhamento (28 dias) evidenciaram eficacia da PQ
contra os estagios assexuados, ou seja, as recorréncias eram incomuns (COMMONS et al.,
2018). Nos poucos estudos que acompanharam individuos infectados por um periodo de
tempo mais longo, verificou-se que as taxas de recorréncia apds o uso da PQ (0,25 mg/kg/dia
durante 14 dias) foram de 4,6% aos trés meses (LOOAREESUWAN et al., 1999) e 17,5% aos
seis meses, na Tailandia (BUNNAG et al., 1994). Similarmente, taxas de recorréncia de 2,5%
(dose de 0,5 mg/kg/dia por sete dias) (ABDON et al., 2001), 5% (0,25 mg/kg/dia por 14 dias)
(ABDON et al., 2001) e 14% (dose de 0,25 mg/kg/dia por 14 dias,) aos seis meses, foram
relatadas no Brasil (DUARTE et al., 2001).

A eficdcia da PQ também ja foi comparada em diferentes doses e duracdo de
tratamento, inclusive na Amazénia brasileira. Em um estudo de coorte aberta nessa regido, 0s
autores mostraram que o risco de recorréncia de P. vivax foi semelhante entre os dois regimes
de tratamento: 887/6226 pacientes (14,3%) em 14 dias (dose total 3 — 4,2 mg/kg de PQ por 14
dias) versus 7 — 9 dias (dose total 3 — 4,2 mg/kg de PQ por 7 a 9 dias): 17,61/12,06 (14,6%),
Risco Relativo = 0,97; 1C 95% 0,90 — 1,04, P = 0,960 (DAHER et al., 2019). Em geral, na
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Amazonia, a dose total de 3,5 mg/kg de PQ, por sete dias, tem sido associada a taxas de
recorréncia de 26 a 40% durante seguimento de 180 dias (DURAND et al., 2014; LACERDA
et al., 2019; ORJUELA-SANCHEZ et al., 2009). Diante do exposto, nota-se, pois, que 0s
dados disponiveis na literatura sugerem que as recaidas contribuem significativamente para a
carga global das infecgdes por P. vivax. Para determinar a eficacia da PQ em areas endémicas
€ necessario avaliar as recorréncias para além do periodo de profilaxia pds-tratamento e,
também, por tempo suficiente para detectar a maioria das recorréncias (idealmente seis
meses), considerando-se a incidéncia de novas infec¢bes (WHITE et al., 2011). Em geral,
estima-se que seis semanas de acompanhamento é um periodo de tempo insuficiente para
detectar todas as primeiras recaidas, mesmo em regiGes onde o fenétipo de curta laténcia é
prevalente (COMMONS et al., 2018). No caso de deteccdo de recaidas tardias, a duracdo de
acompanhamento precisa ser maior que nove meses (KIM et al.,, 2012). Portanto, o
acompanhamento de pacientes por periodos mais longos de tempo faz-se necessario para

predizer, com mais precisao, as reais taxas de recaidas/recorréncias.

1.5. Desafios do uso da primaquina

1.5.1. Adesdo ao tratamento

No Brasil, a PQ ¢é geralmente recomendada por um periodo de 7 dias para a cura
radical da malaria por P. vivax (Tabela 1) (DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA, 2010). A dificuldade em prescrever a PQ, a preocupacdo com a sua
toxicidade hemolitica e, também, a ndo adesdo correta ao regime terapéutico, influenciam a
decisdo do tratamento. Em algumas regides do mundo, uma baixa adesdo tem sido
documentada, principalmente no regime de 14 dias de tratamento (GRIETENS et al., 2010;
KHANTIKUL et al.,, 2009) Em alguns estudos, a taxa de ndo adesdo em areas da Bacia
Amazoénica foi correspondente as taxas registradas no Equador, onde cerca de 34% dos
pacientes ndo aderiram ao tratamento (ALMEIDA; VIEIRA, 2016; YEPEZ, M. C.,
ZAMBRANO, D., CARRASCO, F., & YEPEZ, 2000). A razio de chance de ressurgimento
da parasitemia em pacientes que ndo aderiram ao tratamento foi trés vezes maior quando
comparada a razdo de chance observada em pacientes que aderiram ao tratamento (OR =
3,95; IC 95%, 1,31 — 11,98; P = 0,0071) (ALMEIDA; VIEIRA, 2016). Um estudo mais
amplo quantificou a adesdo de pacientes ao tratamento contra P. vivax com CQ (trés dias) e

PQ (sete dias) em cinco municipios da Amazodnia brasileira. Uma taxa de adesdo de 86,4% foi
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observada, taxa esta superior a encontrada no Peru (62,2%) e Equador (65,9%) que utilizaram
regime terapéutico semelhante ao avaliado no Brasil (GRIETENS et al., 2010; PEREIRA,
ISHIKAWA; FONTES, 2011b; YEPEZ, M. C., ZAMBRANO, D., CARRASCO, F., &
YEPEZ, 2000). Estudos comparativos da adesdo ao tratamento com CQ por trés dias e PQ por
sete ou 14 dias, também foram realizados em regides da Amazbnia. De certa forma,
constatou-se que a adesdo foi menor para esquemas terapéuticos mais longos, quando
comparado com o regime de PQ de sete dias, reforcando a premissa de que quanto maior o
tempo de tratamento, menor a sua taxa de adesdao (DUARTE; GYORKOS, 2003; GOLLER et
al., 2007).

Tabela 1. Tratamento das infec¢des por Plasmodium vivax com cloroguina em trés dias e primaquina em
sete dias (esquema curto) preconizado pelo Ministério da Saude. Extraido do Guia Pratico de Tratamento de
Malaria no Brasil, 2010.

Nimero de comprimidos por medicamento por dia

2’ dia

6-11 meses

Idade/Peso
Cloroauina Primaquina oroquina Primaquina oroduina Primaquina | Primaquina
-ored INFANTIL 1 INFANTIL 1 INFANTIL | INFANTIL
1/2 1

1/4 1 1/4 1 12
5-9 kg
1-3 anos 1 2 12 1 12 1 1
1-14 kg
4-8 anos 1 2 1 2 1 2 2
15-24 kg
Idade/Peso Cloroquina Primaquina Cloroquina Primaquina Cloroquina Primaquina Primaquina
’ oreq ADULTO -~ °red ADULTO —°ored ADULTO  ADULTO
9-11 anos 2 1 2 1 2 1 1
25-34 ke
12-14 anos 3 2 2 2 2 2 1
35-49 kg
215 anos 4 2 3 2 3 2 2
>50 kg

+ Cloroquina: comprimidos de 150mg; Primaquina infantil: comprimidos de Smg;
Primaquina adulto: comprimidos de 15mg,

» Sempre dar preferéncia ao peso para a escolha da dose.

» Todos os medicamentos devem ser administrados em dose tnica diaria.

« Administrar os medicamentos preferencialmente as refeigdes.

« Nio administrar primaquina para gestantes ou criancas menores de 6 meses.

« Se surgir ictericia, suspender a primaquina.

+ Se o paciente tiver mais de 70kg, ajustar a dose de primaquina.

1.5.2. Efeitos adversos da primaquina

A dosagem individual de PQ € limitada pelo desconforto abdominal, que geralmente é

grave em doses maiores que 1 mg/kg (BRAGA et al., 2015). Em geral, a PQ é bem tolerada

em doses individuais < 0,5 mg/kg, se administrada junto aos alimentos. O principal efeito
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adverso da PQ é a hemolise (ASHLEY; RECHT; WHITE, 2014). Alguma perda de células
vermelhas pode ocorrer em pacientes normais, mas aqueles que séo deficientes em G6PD s&o
particularmente vulneraveis. A G6PD ¢ necessaria para as defesas dos eritrdcitos, regeneracao
de glutationa e para a funcionalidade da enzima catalase (RECHT; ASHLEY; WHITE,
2018). Os eritrécitos de homens hemizigotos com deficiéncia de G6PD e de mulheres
homozigotas tém menos de 30% da atividade enzimatica encontrada nas células normais.
Existem mais de 180 variantes geneticas de G6PD, sendo que quase todas conferem uma
enzima instavel que se degrada mais rapidamente do que a variante normal e torna as células
vermelhas mais vulneraveis a danos oxidativos (BAIRD et al., 2001). O grau e risco de
hemolise dependem de dois fatores principais: o grau de deficiéncia de G6PD, além da dose e
duracdo da exposicdo a PQ (RECHT et al., 2015). No Brasil, a prevaléncia de deficiéncia de
G6PD, em area endémica de malaria na Amazonia Brasileira, foi detectada a uma frequéncia
de 2,4 — 5,6% em homens adultos (DOMBROWSKI et al., 2017; SIQUEIRA et al., 2016).

1.5.3. Tratamentos alternativos a primaquina para infeccdes por Plasmodium vivax

A tafenoquina (TQ), uma 8-aminoquinolina estruturalmente relacionada a PQ, foi
testada, pela primeira vez, em 1998, para avaliacdo da sua tolerabilidade em homens normais
para a G6PD (RAJAPAKSE; RODRIGO; SD, 2015). A TQ é absorvida lentamente apds
administracdo oral, com concentracdes plasmaticas maximas observadas em cerca de 12 horas
apos a dose em individuos em jejum (BRUECKNER et al., 1998). A meia vida de eliminacéo
da TQ é de cerca de 2 semanas, sendo uma droga amplamente distribuida em tecidos de baixa
depuracéo (capacidade do organismo em eliminar o farmaco) (CHARLES et al., 2007). A TQ,
assim como a PQ, causa hemolise em individuos com deficiéncia de G6PD (LACERDA et
al., 2019; RUEANGWEERAYUT et al., 2017). Diferentemente da TQ, a PQ é rapidamente
eliminada e sua administracdo pode ser interrompida se houver hemolise grave. Como
medicacdo anti-hipnozoitica de acdo prolongada, a TQ foi recentemente registrada na Food
and Drug Administration e na Australian Therapeutic Goods Administration para cura radical
da maléaria por P. vivax (LLANOS-CUENTAS et al., 2019).

Estudos iniciais confirmaram a eficacia da TQ para prevenir recaidas da infeccdo por
P. vivax (LLANOS-CUENTAS et al., 2014). Em 2014, um estudo multicéntrico de fase trés
realizado em diferentes localidades no Brasil, Peru, india e Tailandia, mostrou que uma Gnica
dose de 300 ou 600 mg de TQ em combinacdo com a CQ foi tdo eficaz quanto a dose de 15
mg/kg/dia de PQ por 14 dias na prevencdo de recaidas por P. vivax (LLANOS-CUENTAS et
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al., 2014). Recentemente, um outro estudo confirmou estes dados em uma populacéo de area
endémica, mostrando que 62,4% (IC 95%, 54,9 — 69,0) de pacientes em uso de TQ néo
tiveram recidivas por 6 meses (LACERDA et al., 2019). Confirmando esses dados, uma
metanalise, realizada em 2019, mostrou que o percentual de pacientes livres de recorréncia
aos seis meses foi de 67% (IC 95% 61— 72,3) entre 426 pacientes em uso de TQ e 72,8% (IC
95% = 65,6 — 78,8) entre 214 pacientes em uso de PQ (LLANOS-CUENTAS et al., 2019).
Entretanto, a eficacia da TQ ndo se mostrou inferior a da PQ (OR = 1,81; IC 95% = 0,82 —
3,96). De forma favoravel, pelo fato da dose Unica, para a TQ ndo ha abandono do tratamento
como acontece com a administragéo de PQ (LACERDA et al., 2019).

1.6. Efeito do metabolismo de CYP2D6 na farmacocinética/atividade da primaquina

A caracterizacdo dos metabolitos de PQ é complexa devido a formacdo de muitos
metabdlitos ativos instaveis. O principal conceito recentemente descoberto é que a PQ
parental € uma pro-droga, biotransformada pela isoenzimas do complexo citocromo P450
CYP2D6 em um metabdlito(s) oxidado(s), que é (sdo) responsavel(is) pela atividade anti-
hipnozoitica da droga (Figura 9). Avancos tecnolégicos recentes em cromatografia liquida
com espectrometria de massa permitiram a identificacdo extensiva de metabdlitos e estudos
de fenotipagem do CYP450 usando isoenzimas recombinantes e/ou hepatocitos. (BENNETT
et al., 2013; PYBUS et al.,, 2012). Em um extenso teste in vitro com PQ, os autores
demonstraram que a CYP2D6, Monoamina Oxidase A (MAO-A), CYP2C19 e CYP3A4 (em
ordem de eficécia catalitica) foram capazes de metabolizar a PQ em alguma extensao
(PYBUS et al., 2012). Deve-se notar que a CYP2D6 apresentou a maior razdo Vmax/Km
(eficiéncia catalitica) no metabolismo da PQ em comparacdo as isoenzimas CYPs e MAOs
recombinantes testadas. Eles sugeriram que, embora a CYP2D6 tenha uma concentracao
relativamente baixa em relacdo a outras CYPs relevantes, presentes em hepatocitos, sua
relevancia fisioldgica potencial na via metabolica da PQ é grande.

A via da MAO-A parece ser amplamente responsavel pela formagdo de uma espécie
de aldeido de PQ (o provavel progenitor da carboxiprimaquina, o0 metabdlico plasméatico mais
abundante em humanos). Curiosamente, metabolitos fenolicos, previamente associados com a
atividade redox foram observados sendo primariamente produtos do metabolismo de CYP2D6
(PYBUS et al., 2012). Em 2015, um estudo mostrou que a formacgéo de metabdlitos fenolicos
diminuiu em camundongos knockout para CYP2D (POTTER et al., 2015a). Dessa forma, a

via mediada pela CYP2D6 parece ser a responsavel pela formacao dos metabdlitos associados



Introducéo 39

a eficicia antimalérica, e, também, aos efeitos hemoliticos do farmaco (BENNETT et al.,
2013; FASINU et al., 2014).

Absorg¢io Metabolismo Eliminacéo

Metabolito

ativo da droga
Droga *<
Metabolito

inativo da droga

— Conjugado ————

Biotransformacao

Complexo Citocromo P450

J\/\/NH2
HN

_N — CYP2D6 — Conjugado —
NS O/

Lipofilica » Hidrofilica

Figura 9. Processo de biotransformacao da primaquina no figado. A depuracéo de uma droga no organismo
geralmente envolve um processo de biotransformagdo (ou reagdes metabdlicas) que pode ser modulado pela
modificacdo da estrutura quimica dos xenobioticos para aumentar ou diminuir a sua taxa de metabolismo.
Devido a biotransformacéo, a estrutura molecular de uma droga é comumente alterada para ser mais hidrofilica,
facilitando, assim, a sua eliminacdo do organismo. Além de facilitar a excre¢do do organismo, esse processo de
modificacdo é essencial para promover o efeito farmacolégicos de pro-farmacos (compostos administrados em
forma inativa e que s6 sdo ativados somente apds biotransformacdo) e promover sua acdo farmacoldgica
(formacdo de metabdlitos ativos) / melhora de absor¢do. Embora as vias de metabolismo de PQ ndo sejam
totalmente compreendidas, estudos sugerem que a eficicia da PQ esta ligada a seu processo de biotransformagéo,
por uma via dependente do complexo citocromo P450, levando a producdo de metabolitos de ciclo redox. Os
metabolitos fendlicos de PQ séo os candidatos mais provaveis para essa atividade/eficacia (PYBUS et al.,
2013a). Dada a natureza reativa desses metabolitos e sua capacidade demonstrada para o ciclo redox, eles devem
ser considerados de importancia potencial para qualquer mecanismo de ac¢do dependente da producdo de estresse
oxidativo. Recentemente foi demonstrado que estes metabolitos fendlicos sdo predominantemente gerados
através de uma via dependente da CYP2D6, importante membro da superfamilia do Citocromo P450 responsavel
pelo metabolismo de aproximadamente 25% das drogas usadas clinicamente (ZANGER; RAIMUNDO;
EICHELBAUM, 2004). O gene CYP2D6 possui uma alta heterogeneidade alélica que resulta em grandes
variacdes interindividuais no nivel e atividade da enzima. A atividade funcional do gene CYP2D6 é um
importante determinante da depuracdo de fArmacos para muitos substratos desta enzima. Em modelos animais e
em humanos, parece que a diminuicdo da atividade de CYP2D6 tem um efeito significativo no metabolismo e
clearance da PQ.



Introducéo 40

O perfil e pardmetros farmacocinéticos da carboxiprimaquina em humanos ndo séo
afetados pelo gendtipo CYP2D6, corroborando a evidéncia de que a formagéo do metabdlito
carboxi prossegue via MAO-A, como a enzima metabdlica primaria e tem pouco a ver com o
metabolismo da enzima CYP2D6 funcional (Figura 10). O perfil da farmacocinética da PQ
em um modelo de camundongo com metabolismo heterogéneo de CYP2D6 foi conduzido por
Potter et al. (2015) e as tendéncias correspondentes foram semelhantes as obtidas por Bennet
et al. (2013) em estudo com humanos (BENNETT et al., 2013; POTTER et al., 2015b). Os
perfis farmacocinéticos plasmaticos e hepaticos da PQ parental em camundongos normais
C57 BL/6 e CYP2D knockout mostram que os niveis de PQ parental eram mais baixos em
camundongos selvagem em bidpsias hepéticas e plasma.

- S ADH ~ =
“ _— N 0
"N\I/Wn H on
PQ-Aldeido Carboxi-PQ

[ mediado por MAO-A
00
NI
Primaquina (P
q ( Q) HNY\/\VH

mediado por CYP 2D6

OH OH
A o A OH
P
OH
HN NH, HN N Y\/\

2-OH-PQ 3-OH-PQ 4- OH -PQ 5-OH-PQ
OH

0 (0] 0
HO HO 0,
-~ = ~ ~ | =
I ~ | ~ -~ P
. HN' - HN. HN, .
N\r\/\NH’ WA/\NH‘ ) \l/v\NHz I

5-quinone-iminie 6-OH, 5-quinone-iminie 5,6-OH-PQ 5,6-ortho-quinone

0, 0. OH OH
~ -~
= OH OH
-
HO \ OH
Hl\
HNY\/\N][z \I/\/\

7-OH-PQ Dihydroxylated PQ Tnhydroxy]ated PQ

Figura 10. Vias metabdlicas envolvidas na farmacocinética da primaquina, mediadas por CYP2D6 e
Monoamina Oxidase-A. O aldeido da PQ e o subsequente metabdlito carboxi formado pelo metabolismo da
MAO-A sdo destacados pela caixa azul. Os metabélitos fendlicos da PQ produzidos através do metabolismo de
CYP2D6 sdo destacados pela caixa vermelha. Adaptado de MARCSISIN; REICHARD; PYBUS (2016).
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1.7.  Influéncia da variabilidade genética de CYP2D6 no metabolismo de drogas

O gene CYP2D6 humano inclui 9 éxons e 8 introns, com uma fase de leitura aberta de
1383 pb, codificando cerca de 461 aminoacidos e esta localizado no cromossomo 22¢31.1, em
um conjunto de genes que abrange cerca de 45 kb, incluindo os pseudogenes CYP2D7 e
CYP2D8. A CYP2D6 é uma das mais importantes e estudadas enzimas do complexo P450,
sendo responsavel pela metabolizacéo de 25 — 30% dos medicamentos prescritos em humanos
(INGELMAN-SUNDBERG, 2005a; WANG et al., 2014; ZANGER; SCHWAB, 2013). As
principais classes de farmacos metabolizados pela CYP2D6 incluem: antimalaricos (CQ e
PQ), antidepressivos, antipsicoticos, antiarritimicos, betabloqueadores, antieméticos e
opioides (PYBUS et al., 2012). Apesar de representar apenas uma pequena percentagem de
todos as enzimas hepaticas do complexo citocromo P450 (2 — 5% do contetdo total de CYP
no figado (INGELMAN-SUNDBERG, 2005b), seu papel no metabolismo de drogas €
extensivamente maior do que o seu conteudo relativo (ZANGER; RAIMUNDO;
EICHELBAUM, 2004). A CYP2D6 também esta presente em pequenas quantidades no
cérebro (CHINTA et al., 2002), trato gastrointestinal e pulmdes (GUIDICE et al., 1997).
Apesar da CYP2D6 ser uma das isoformas do CYP450 mais amplamente estudadas em
relacdo aos polimorfismos genéticos, pouco se sabe sobre os mecanismos de regulacdo e
variabilidade na expressdo desse gene. Acredita-se que haja a participacdo do fator HNF4-a
no processo de regulacdo transcricional (PAN; NING; JEONG, 2017; ZANGER; SCHWAB,
2013).

O locus de CYP2D6 é complexo e altamente polimoérfico. Os principais polimorfismos
de CYP2D6 descritos na literatura estdo apresentados na Figura 11. A presenca de uma ou
mais variacGes de nucleotideos (SNVs), que incluem SNPs e inser¢Ges ou dele¢bes de um, ou
de um pequeno nimero de nucleotideos (HODEL et al., 2013), determina diferentes variantes
alélicas de CYP2D6. Outros alelos sdo caracterizados por rearranjos génicos que deram
origem a grandes delecdes, duplicagdes génicas e multiplicacGes. Alelos com variacdes de
nucleotideos Unicos exibem uma selecdo de variantes alélicas raras. Em geral, os alelos de
CYP2D6 ndo sdo divididos por fungdo, mas pela presenga de um conjunto de alteragfes em
determinadas posicOes, que os classifica em CYP2D6*1 (alelo referéncia) e demais alelos de
CYP2D6.
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Figura 11. Polimorfismos no locus CYP2D6. O gene CYP2D6 inclui 9 éxons (apresentados em caixas
numeradas em algarismos romanos) e 8 introns e estd localizado no cromossomo 22¢.31.1. Mais de 150
variantes alélicas, caracterizadas por SNPs, insercdes/delecGes e repeticbes, dentro das regibes codificadora e
promotora do locus CYP2D6 sdo conhecidos, além de dele¢Bes e duplicagcBes do gene inteiro. Polimorfismos
comuns (incluindo o polimorfismo G1846A, determinante do alelo CYP2D6 *4, mostrado em negrito) e seus
efeitos fenotipicos sdo mostrados na figura. Como demonstrado, cada polimorfismo é determinante de um alelo *
de CYP2D6. Cada diplétipo caracteriza uma classe fenotipica com atividade enzimatica variavel:
metabolizadores nulos (PM), metabolizadores intermediarios (IM), metabolizadores normais (EM) e
metabolizadores ultrarrapidos (UM). O tridngulo em cinza indica a extensdo de atividade metabdlica, sendo
baixa em individuos com enzima inativa ou atividade metabdlica nula e extremamente alta em individuos com
expressao enzimatica aumenta ou atividade metabélica ultrarrapida. Adaptado de BATTY et al., (2014).

Atualmente, existem mais de 150 variantes alélicas descritas, mas a maioria é bastante
rara (ZANGER; SCHWAB, 2013). Em geral, a sequéncia e as variagles estruturais d&do
origem a alelos que conferem auséncia, diminuicdo, normalidade ou aumento da funcéo,
levando a uma ampla gama de atividade enzimatica entre os individuos, desde a auséncia de
atividade até um metabolismo ultrarrapido (GAEDIGK, 2013; HE et al., 2015; VARELA et
al., 2015). Em um extremo estdo os chamados metabolizadores nulos, isto é, individuos com
alelos inativos ou ndo funcionais que sao incapazes de metabolizar ou bioativar drogas através
da via CYP2D6. No outro extremo estdo os metabolizadores ultrarrapidos que possuem pelo
menos um alelo de funcdo aumentada (isto é, duas ou mais cépias de um alelo funcional em
um cromossomo) para além de um alelo de funcdo normal. Estes dois grupos metabolizadores
estdo em maior risco de sofrer efeitos adversos relacionados com a dose ou falha do

tratamento, dependendo do substrato particular envolvido.
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A genética desempenha um importante papel na determinacdo da variacdo
interindividual do metabolismo de CYP2D6 (ZHOU, 2009). Variantes importantes no
metabolismo da enzima incluem alelos relacionados a atividade nula: CYP2D6*3, *4, *5, *6,
*7, *8, bem como *36 que ndo tem atividade funcional (metabolizador nulo); alelos
relacionados a atividade reduzida: CYP2D6*9, *10, *17, *29 e *41, que diminuem o efeito
catalitico da enzima (metabolizador intermediario); e duplicacbes *1xN, *2xN, ou *35xN que
apresentam a capacidade funcional aumentada (metabolismo ultrarrdpido). Estudos
demonstraram que as frequéncias alélicas de CYP2D6 variam substancialmente entre as
populagdes do mundo (GAEDIGK et al., 2017; LLERENA et al., 2014; NARANJO et al.,
2018; SISTONEN et al., 2007; ZANGER; RAIMUNDO; EICHELBAUM, 2004). Algumas
variantes alélicas estdo presentes nas populacdes em frequéncias similares, enquanto outras
sdo observadas em frequéncias muito diferentes ou foram detectadas apenas em um
determinado grupo étnico. A expressdo polimdérfica do gene CYP2D6 é um dos fatores mais
importante que afeta a atividade da enzima dentro e entre as populacdes (GAEDIGK et al.,
2017). Por exemplo, o alelo de funcdo reduzida *10 é observado em cerca de 38% a 50% de
asiaticos, mas apenas em cerca de 3% de caucasianos e 6% de africanos. Da mesma forma, o
alelo de funcdo reduzida *17 esta presente quase exclusivamente em africanos (LLERENA et
al., 2014). Em contraste, o alelo *2 de fungdo normal (metabolizador normal) esta presente
em cerca de 25% dos caucasianos e 31% dos africanos, mas apenas em 10% a 12% de
asiaticos. Essas diferencas provavelmente respondem por alguma variacao étnica na resposta
a medicamentos que sdo substratos de CYP2D6 (TUTTON, 2014).

Entre os principais polimorfismos de CYP2D6, o SNP G1846A ¢ caracteristico do
alelo CYP2D6*4 nao funcional, resultando em uma proteina sem atividade. Esta variante ¢
responsavel pela maioria dos individuos com auséncia da atividade de CYP2D6, encontrados
majoritariamente em populacdes caucasianas. O SNP C100T caracteriza o haplotipo
CYP2D6*4 nao funcional e o hapldtipo CYP2D6*10 de fungéo reduzida. Como o SNP C100T
esté presente tanto no hapldtipo ndo funcional como o de funcéo reduzida, esse SNP ndo deve
ser responsavel pela auséncia de funcdo observada em CYP2D6*4. A presenca da alteracdo
C100T e a auséncia do polimorfismo G1846A caracteriza a variante alélica CYP2D6*10
(SHIRAISHI et al., 2002). Na maioria dos casos, , a presenca de C1023T e C2850T é
diagnostico para a variante alélica CYP2D6*17 (OSCARSON et al., 1997).

O SNP G3183A foi identificado pela primeira vez em uma triagem de uma grande
populagéo europeia (GAEDIGK et al., 1999). Embora raro em europeus, os SNPs C2850T e
G3183A foram posteriormente identificados como parte do haplotipo CYP2D6*29 de funcao
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reduzida, que é encontrado com uma frequéncia estimada de 20% em africanos. J4 0 G2988A
é um polimorfismo intrénico que demonstrou estar associado ao splicing de CYP2D6 (AL-
DOSARI et al., 2013; SILVINO et al., 2016). Essa alteracdo pos transcricional leva a delecéo
do éxon 6, e consequente reducdo da atividade enzimatica. O polimorfismo G2988A ¢é
caracteristico do alelo CYP2D6*41, que se acredita ser responsavel pela fenotipo reduzido na
maioria dos caucasianos (RAIMUNDO et al., 2004).

Embora os polimorfismos do gene CYP2D6 contribuam para uma grande parte da
variabilidade interindividual na atividade da enzima CYP2D6, as variacbes no nimero de
copias (CNV) do gene CYP2D6 também contribuem para essa variabilidade
(EICHELBAUM; INGELMAN-SUNDBERG; EVANS, 2006). O gene CYP2D6
frequentemente sofre delecdo ou amplificacdo génica. As frequéncias destes polimorfismos
variam consideravelmente entre diferentes populac@es étnicas (SISTONEN et al., 2007). Por
exemplo, a eliminacdo completa do gene CYP2D6 (*5) é relativamente mais frequente em
asiaticos e caucasianos, variando entre 4 — 5% e 2 — 7%, respectivamente (BRADFORD,
2002a) (Figura 12).
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Figura 12. Frequéncias alélicas de CYP2D6 em todas as popula¢des do mundo. (A) Comparacdo de
frequéncias alélicas selecionadas entre populagdes mundiais. As frequéncias alélicas diferem consideravelmente
entre as populagdes, como demonstrado em variantes alélicas de CYP2D6 selecionadas. O grafico representa as
frequéncias dos fendtipos de fungéo nula (gPM), reduzida (gIM), normal (QNM) e aumentada (QUM), calculadas
a partir das variantes alélicas reportadas em cada populagdo. As frequéncias alélicas representam a média de um
alelo nas respectivas populagdes e, portanto, ndo somam 100%. As setas pretas estdo indicando maior frequéncia
dos genotipos gPM e gIM (atividade nula/reduzida da enzima) em europeus.
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Similarmente, a amplificagdo do gene inteiro CYP2D6 varia de 0 — 13% em
caucasianos e africanos (SISTONEN et al., 2007), sendo muito alta em asiaticos (54%). A
genética do CNV em CYP2D6 é mais complicada pela variedade de alelos CYP2D6 que
existem em mdltiplas copias. A consequéncia fenotipica do CNV depende do alelo CYP2D6
envolvido na duplicagdo. Por exemplo, com base no metabolismo da droga—sonda
dextrometorfano, foi demonstrado que os individuos com duplicacfes de CYP2D6*2 tém
atividade enzimatica aumentada quando comparados com portadores de uma Unica copia
desse alelo (AKLILLU et al., 1996). No entanto, individuos com duplicacdes de CYP2D6*10
tém atividade enziméatica similar aos individuos que tem uma Unica cdpia do alelo
CYP2D6*10 (ISHIGURO et al., 2004). Assim, os portadores de multiplas copias dos alelos
CYP2D6 funcionais (*1xN, *2xN) sdo classificados como metabolizadores ultrarrapidos,
enquanto os portadores de dois alelos CYP2D6*10x2 e CYP2D6*4x2 sdo considerados

metabolizadores intermediarios e nulos, respectivamente.

1.8. Traducéo do genotipo de CYP2D6 em classes fenotipicas de acordo com a

atividade enzimética

A introducdo de técnicas moleculares na década de 1990 permitiu o sequenciamento
do DNA de pacientes com fenotipo de metabolismo reduzido para CYP2D6 e reconhecimento
de diversas variacdes na sequéncia de CYP2D6 (HEIM; MEYER, 1992). Mais tarde, a
identificacdo de pacientes com um metabolismo ultrarrapido devido a duplica¢fes ou
maltiplas copias do gene funcional e niveis mais elevados de expressdo enzimatica levaram ao
atual modelo de classificacdo tradicional do metabolismo de CYP2D6: metabolizadores nulos
(PM), individuos que sdo homozigotos para alelos de perda de funcdo; metabolizadores
intermediarios (IM), individuos que carream (i) um alelo com perda de funcdo e um com
atividade reduzida ou (ii) ambos os alelos com atividade reduzida; os metabolizadores
normais ou extensivos (EM ou NM) que podem ser classificados de acordo com as seguintes
combinag0es: (i) dois alelos funcionais, (ii) um alelo com atividade funcional e outro com
atividade reduzida, (iii) um alelo funcional e um com perda de fungéo ou (iv) um alelo com
perda de funcgdo e outro com amplificacdo génica; e os metabolizadores ultrarrapidos (UM),
individuos que tém um ganho da funcdo de CYP2D6 devido a duplicacdo ou multiplas cépias
do gene CYP2D6 funcional (Figura 13) (GAEDIGK et al., 2008; HE; HOSKINS; MCLEOD,
2011; HOSONO et al., 2009). Dessa forma, para descrever a funcionalidade dos alelos e o

status do fenotipo, alguns termos para designar a funcdo dos alelos sdo designados: funcao
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“nula”, “reduzida”, “normal” e “aumentado”, correspondente a metabolizador nulo (PM),
intermediario (IM), normal (NM) e ultrarrdpido (UM), respectivamente. Esses termos foram
determinados pelo Consércio de Implementacdo Farmacogenética Clinica (CPIC) em um
esforco para padronizar os termos de notificacdo dos resultados dos testes farmacogenéticos
clinicos (https://cpicpgx.org/resources/term-standardization/).
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Figura 13. Esquema das relagdes gendtipo-fendtipo de CYP2D6 e suas consequéncias farmacocinéticas e
clinicas. No modelo tradicional de classificagdo dos fendtipos de CYP2D6, individuos sdo categorizados em
guatro grupos com base na extensdo da atividade enzimatica: metabolizadores pobres ou nulos (PM), individuos
gue carream dois alelos nulos; metabolizadores intermediarios (IM), individuos que carream (i) um alelo com
perda de funcdo e um com atividade reduzida ou (ii) ambos os alelos com atividade reduzida; metabolizadores
extensivos ou normais (EM), pacientes com (i) dois alelos funcionais, (ii) um alelo com atividade funcional e
outro com atividade reduzida, (iii) um alelo funcional e um com perda de funcdo ou (iv) um alelo com perda de
funcdo e outro com amplificacdo génica e metabolizadores ultrarrapidos (UM), individuos que tém um ganho da
funcdo de CYP2D6 devido a duplicacdo ou multiplas copias do gene CYP2D6 funcional Os alelos nulos ou com
funcdo diminuida sdo representados por caixas vermelhas e alelos totalmente funcionais por caixas azuis. O
painel abaixo das representacdes dos alelos mostra as curvas de concentracdo plasmaticas esperadas no
metabolismo de drogas, ao longo do tempo, com a janela terapéutica/resposta esperada indicada pela area

(proporcao de metabolitos excretados na urina apés biotransformacdo de CYP2D6). Adaptado de ZANGER;
RAIMUNDO; EICHELBAUM (2004).
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Mesmo que a andlise do genotipo de CYP2D6 seja limitada aos polimorfismos mais
comuns e clinicamente relevantes, designando quatro classes fenotipicas (PM, IM, EM e
UM), o numero de alelos e diplotipos encontrados em qualquer populacdo ou coorte estudada
permanece extremamente grande. Como a maior parte da literatura sobre CYP2D6 esta focada
na determinag&o do estado metabdlico de um individuo, o banco de dados Pharmgkb compila
os haplétipos/dipldtipos que resultam mais comumente na funcdo alterada de CYP2D6,
embora existam muito mais. Um estudo populacional recente avaliando diferentes SNPs,
(determinantes de 20 variantes alélicas, bem como variantes de nidmero de copias) foram
identificados 51e 57 diplétipos (combinacgdo dos alelos) diferentes entre caucasianos e afro-
americanos, respectivamente. Essa variabilidade observada em diversos estudos, levou ao
desenvolvimento de um “Sistema” para interpretar prontamente as informacdes de
gendtipo/diplotipo de CYP2D6, agrupando genotipos em grupos fenotipicos ja
convencionalmente determinados para a atividade enzimética: metabolizadores nulos (PM),
metabolizadores reduzidos (IM), metabolizadores normais (NM) e metabolizadores
ultrarrapidos (UM). A fim de facilitar a traducdo do genotipo em fenétipo, no sistema de
Pontuacdo de Atividade Alélica (Activity Score System), a cada alelo de CYP2D6 é atribuido
um valor de 0, 0,5 ou 1, categorizando-o como: nulo, reduzido ou com fun¢do normal,
respectivamente (note que o valor de 0,5 ndo indica uma reducéo da atividade de 50%, mas
sinaliza diminuicdo da funcéo enzimatica, ou seja, tem atividade funcional intermediria entre
a auséncia e funcdo completa de CYP2D6). Para alelos com duas ou mais copias génicas, 0
valor do alelo é multiplicado pelo nimero de copias do gene (por exemplo, uma duplicacédo
do gene CYP2D6 *1x2 recebe um valor de 2 para calcular o AS). A soma dos valores de
ambos os alelos fornece 0 AS de um genotipo. Na maioria das populacgdes, esse sistema de
classificagcdo normalmente leva a seis grupos AS, ou seja, AS = 0; 0,5; 1; 1,5; 2 e >2. Esse
sistema de pontuagdo proposto € fécil de usar e mais intuitivo do que os alelos/diplotipos de
CYP2D6 (por exemplo, CYP2D6*1, *4, *10, *1xN), que sdo dificeis de interpretar para
muitos profissionais da salde, clinicamente orientados, mas que ndo estdo intimamente
familiarizados com a nomenclatura de CYP2D6 e lutam com a avaliagdo do impacto clinico
de um gendtipo especifico da enzima. Embora o uso do sistema AS tenha simplificado as
associacfes genotipo-fenotipo, a abordagem se beneficiard de refinamento, e fatores
adicionais contribuem para a variabilidade da atividade da CYP2D6 dentro de um dado
diplétipo, ndo sendo capturados pelo atual sistema de pontuacéo. Mais pesquisas nessas duas
areas potencialmente levara a uma aplicabilidade clinica mais difundida (GAEDIGK et al.,
2018a) (Figura 14).
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Figura 14. Classificacdo fenotipica baseada no Sistema de Pontuacéo de alelos de CYP2D6 (Activity Score
System). Para descrever a funcionalidade dos alelos e o status fenotipico de CYP2D6, aderimos aos termos de
classificagdo dos alelos como: “ndo funcional”, “reduzido”, “funcional” e “aumentado”, correspondentes aos
fendtipos nulos (gPM), reduzido ou intermediario (gIM), normal (gQNM) e ultrarrpido (QUM), respectivamente.
Esses termos foram determinados pelo CPIC em um esforgo para padronizar os termos de notificacdo dos
resultados dos testes farmacogenéticos clinicos. No Sistema de Pontuagdo de Alelos (Activity Score System), os
alelos sdo agrupados de acordo com sua funcionalidade; os valores entre parénteses indicam valores respectivos
atribuidos a um alelo para calcular o AS de um hapl6tipo/diplétipo: ndo funcional (0) (*4, *4xN, *5, *6, *7, *8,
*11, *12, *36, *40, *42, *56), alelos de funcdo reduzida (0,5) (*9, *10, *17, *29, *41, *44, *49), funcionais (1)
alelos (*2, *35, *43, *45) e alelos de funcdo aumentada (2) (*1xN, *2xN, *35xN). Em seguida, as somas dos
alelos ndo funcionais/nulos (0), funcéo reduzida (0,5), funcionais (1) e fungdo aumentada (2) séo calculadas. As
combinac6es de alelos, normalmente, ddo origem a seis grupos AS (AS=0, AS=0,5,AS=1,AS=15,AS =2,
AS > 2). Individuos com AS = 0, AS = 0,5 e AS > 2 sdo designados como metabolizadores genéticos nulos,
reduzidos e ultrarrapidos (gPM, glM e gUM), respectivamente. Individuos com AS = 2 sdo designados como
metabolizadores genéticos normais (QNM). Como esses grupos diplétipos cobrem uma ampla faixa de atividade,
os individuos com AS = 1 sdo distinguidos aqui como gNM-slow ( gNM-S), e individuos com AS=15e AS=2
sdo designados como gNM-fast (JNM-F), de acordo com o relatério de Gaedigk et al. (GAEDIGK et al., 2008).
Para especificar que o fendtipo foi previsto a partir do genétipo, utiliza-se o prefixo “g”.

Em termos de refinamento, no Sistema AS, atualmente, ha mais grupos fenotipicos
comparado a classificacdo classica de CYP2D6, ou seja, os fenotipos: pobre/nulo (PM),
intermediario/reduzido (IM), normal/extensivo (EM) e ultrarrdpido (UM), que tém sido
tradicionalmente utilizados em toda a literatura. Embora haja consenso entre os especialistas
em definir AS = 0 como PM, AS = 0,5 como IM, AS =1,5e 2 como NM e aqueles com AS >
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2 como UM, h& controversas quanto a classificacdo dos individuos com AS =1 e 2,5. O grupo
fenotipico AS = 1 é o grupo mais contestado, classificado por alguns pesquisadores, como
IMs por outros, como NMs. Os genoOtipos que dao origem a AS = 2,5 sdo tipicamente
agrupados com AS > 2 e classificados como UM, mas alguns especialistas sugerem que o NM

pode ser uma atribuig&o.

1.9. Efeito e implicacdes do metabolismo reduzido de CYP2D6

A farmacocinética da PQ foi avaliada em estudos com animais ao longo de muitos
anos para posteriormente incluir os estudos clinicos em humanos (POTTER et al., 2015g;
PYBUS et al., 2013a). Em 2013, um estudo avaliou a farmacocinética de PQ e
carboxiprimaquina (CPQ), seu principal metabdlito ativo, em individuos que apresentaram
recaidas por P. vivax (MARCSISIN; REICHARD; PYBUS, 2016; PYBUS et al., 2013b).
Individuos que recairam apresentaram metabolismo reduzido de CYP2D6, com meia vida de
PQ mais longa e valores de depuracdo (taxa de eliminacdo) mais baixos em relacdo aos
individuos que ndo apresentaram recorréncias da doenca. Esses achados descritos apontam
para o grupo de individuos inelegiveis para a PQ. Estudos na Indonésia acompanharam o
relatério de Bennett et al. (2013) sugerindo que a fungdo do citocromo P450 2D6 (CYP2D6)
prejudicada por polimorfismos alélicos de ocorréncia natural, resultou em falha terapéutica da
PQ contra a infeccdo por P. vivax. Alelos de CYP2D6 com funcdo nula/reduzida ocorreram
em 95% das falhas terapéuticas, mesmo em uso de PQ de alta qualidade, diretamente
supervisionada, e individuos acompanhados por um ano, em areas em que a reinfecgdo era
improvavel (BAIRD; BATTLE; HOWES, 2018; SUTANTO et al., 2013).
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2. Justificativa

A biologia dos hipnozoitos, infelizmente, permanece em grande parte desconhecida
pois os estudos clinicos encontram dificuldades na identificacdo das verdadeiras recaidas.
Vérios estudos tém contornado essa questdo analisando viajantes infectados por P. vivax que
ndo retornaram as areas endémicas. No entanto, ndo esté claro se as recorréncias analisadas,
nesses estudos, correspondem aquelas que ocorrem em individuos que vivem em areas
endémicas de malaria, que provavelmente foram infectados repetidamente por P. vivax e
podem, portanto, ter um nimero muito maior de diferentes variantes genéticas de hipnozoitos.
Até o momento, apenas um estudo no Brasil avaliou a presenca de polimorfismos em
CYP2D6 e sua associacdo com recorréncias de malaria por P. vivax em regido endémica
(BRASIL et al., 2018). Dessa forma, as evidéncias disponiveis ndo permitem a estimativa
preliminar da proporc¢do da populagédo brasileira em que o metabolismo prejudicado da PQ
provavelmente seria insuficiente para alcancar uma cura radical contra as recorréncias da
infeccdo por P. vivax.

Se a eficicia da PQ depender exclusivamente do metabolismo de CYP2D6, isso
poderia representar um sério problema para os esforcos de erradicacdo centrados no uso de
PQ, pois muitas popula¢fes em todo o0 mundo, incluindo as que residem em areas endémicas,
tém alta prevaléncia de alelos de atividade nula e reduzida de CYP2D6 (BRADFORD,
2002b). Embora estudos mais recentes com PQ tenham fornecido evidéncias convincentes de
gue o metabolismo para formacdo de seus metabolitos ativos é dependente da atividade de
CYP2D6 (BENNETT et al., 2013; PYBUS et al., 2013a), esta evidéncia é baseada na falha
terapéutica com PQ para metabolizadores nulos/reduzidos de CYP2D6 e/ou auséncia do efeito
antimalarico de PQ em camundongos knockout de CYP2D, necessitando de estudos em
humanos para comprovagao desses dados.

A ampla caracterizacdo do metabolismo da PQ é necessaria para desenvolver um
modelo mais complexo de riscos de falha no tratamento em termos do metabolismo do
CYP2D6. No Brasil, a escassez de populagbes amostradas na base de dados torna-se
insuficiente e ndo-representativa e, por vez, centra-se a caracteristicas especificas
populacionais, excepcionalmente desafiadoras para quaisquer conclusdes futuras a nivel
regional da implicacdo do metabolismo de CYP2D6 na regido da Amazonia Legal Brasileira.
Estimativas recentes mostraram que alelos do CYP2D6 prejudicados, possivelmente
relacionados ao alto risco de falha do tratamento com PQ, ocorrem em mais de 20% das

populacdes mundial. Se, de fato, um terco ou mais das pessoas infectadas por P. vivax nao
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puderem receber com seguranca terapia eficaz de PQ contra hipnozoitos, abordagens
quimioterapéuticas ou quimioprofilaticas alternativas para prevenir os mdaltiplos ataques
clinicos recorrentes de malaria por P. vivax devem ser concebidas, otimizadas e validadas.
Além disso, a obtencdo de estimativas mais robustas das recorréncias nesses grupos
populacionais ¢é essencial e informaré diretamente a necessidade de estratégias para a terapia

segura e eficaz dos reservatdrios de hipnozoitos em comunidades humanas.
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3. Hipotese de estudo

(i) O metabolismo nulo/reduzido do citocromo P450 2D6 (CYP2D6), causada por
polimorfismos alélicos, resulta em risco aumento de recorréncias da infec¢do por P. vivax
devido a falha terapéutica da PQ; (ii) a resposta imune do hospedeiro aos parasitas da malaria
e fatores epidemioldgicos modulam a suscetibilidade a recorréncias de P. vivax em associagdo

com o status de metabolismo reduzido de CYP2D6.

4. Objetivos

O objetivo geral desse estudo foi associar a atividade nula/reduzida de CYP2D6 e
aumento do risco de recorréncia de P. vivax em area endémica de malaria, com objetivos
especificos de:

(1) Identificar a prevaléncia de recorréncias das infecgdes por P. vivax registrados no
SIVEP-Malaria ao longo de dez anos na comunidade de Rio Pardo;

(i)  Estimar a frequéncias dos alelos, diplétipos e fenétipos de CYP2D6 na populacédo
de Rio Pardo;

(iii)  Correlacionar a frequéncia das variantes genéticas de CYP2D6 & ancestralidade
gendmica dos individuos de Rio Pardo;

(iv)  Investigar a associacdo de polimorfismos alélicos de CYP2D6 no risco de
recorréncias da infeccdo por P. vivax.

(v) Identificar fatores imuno/epidemioldgicos envolvidos na suscetibilidade a
recorréncias de P. vivax em associagdo com o metabolismo nulo/reduzido de
CYP2D6.
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5. Métodos

5.1. Areae populagdo de estudo

O estudo foi realizado no assentamento agricola de Rio Pardo, localizado no
municipio de Presidente Figueiredo, estado do Amazonas. O assentamento de Rio Pardo fica
a aproximadamente 160 km de Manaus (Figura 10A) e foi oficialmente criado em 1996, pelo
Instituto Nacional de Colonizacdo e Reforma Agraria (INCRA), como parte dos projetos de
colonizacdo da Amazonia focados na agricultura e ocupagdo humana da regido (CASTRO et
al., 2006; KANO et al., 2012). A localidade rural é composta por sete areas denominadas
“Ramais”: Principal, Samuel, Novo Paraiso, Gusmao, Terra Preta, Taxista e Novo Progresso,
que inclui as familias residentes em ambos os lados de vias ndo pavimentadas (Figura 10B) e
cercadas por floresta tropical. Além disto, ha uma populag&o ribeirinha, que vive as margens
do Igarapé de Rio Pardo (KANO et al., 2012), cerca de 1,5 km das margens do corrego.

Um recenseamento da populacdo, em 2008, registrou 701 habitantes, sendo 360
(51,4%) residentes em areas de ramais, e 341 (48,6%) no lgarapé. A maioria dos individuos
que residem em Rio Pardo sdo nativos da regido da Amazonia e vivem principalmente da
agricultura de subsisténcia e pesca na regido, ao longo das margens do Rio Pardo. Em geral,
as taxas de transmissdo de malaria na area estudada foram predominantemente moderadas a
baixa durante os anos de 2003 a 2013 e apresentou variacdo do nimero de casos de malaria
durante os dez anos de levantamento de dados (2003 — 2013), refletindo periodos de
diferentes intensidades de transmissdo. A area de estudo foi classificada como hipo- a
mesoendémica com base no tamanho do baco das criancas locais e taxas de infeccédo
parasitaria (KANO et al., 2012). Ao longo dos anos, P. vivax foi a espécie responsavel pela
maioria dos casos de malaria (média de 90%) durante o periodo de estudo na regido. O
numero de casos de malaria microscopicamente positivos para P. falciparum decresceu ao
longo dos dltimos anos, e desde 2011, P. vivax € a espécie responsavel por todos os casos de
maldria registrados na comunidade (PIRES et al., 2018). O local do estudo e os padrbes de
transmissdo da malaria ja foram descritos anteriormente por nosso grupo de pesquisa (KANO
et al., 2012, 2018; PIRES et al., 2018). O numero mais elevado de casos de malaria foi em
2004 a 2006 (a incidéncia média anual de parasitas (IPA) foi de 289 casos por 1000
habitantes), seguida de uma diminui¢do continua do nimero de casos; em 2009, a IPA era de
54,6 (Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude, SVS / MS).
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No Brasil, todos os casos de maléria sdo registrados no Ministério da Saude através do
banco de dados do Registro Nacional do Sistema de Vigilancia da Malaria (SIVEP-Maléria).
O SIVEP-Malaria ¢ um sistema de vigilancia online, projetado para identificar surtos e
rastrear a eficacia do controle da malaria, que notifica todos os casos de malaria no Brasil,
desde 2003. Estima-se que 99,6% dos casos de malaria notificados no Brasil foram capturados
pelo sistema em 2014. As altas taxas de notificacdo sdo impulsionadas pela notificacéo
compulsoria da malaria no Brasil, sendo necessaria para 0 acesso gratuito ao tratamento da
malaria, fornecido exclusivamente pelo Sistema Unico de Saude (SUS) e testes/microscopia
para confirmacgdo da infeccdo e dos casos de maléria (BRAZ et al., 2016; DAHER et al.,
2019).
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Figura 15. Assentamento agricola de Rio Pardo. (A) Localizagdo geografica de Rio Pardo — Presidente
Figueiredo/Amazonas; (B) Areas do assentamento agricola de Rio Pardo: “Ramal” — estradas nfo pavimentadas
que incluem domicilios localizados em ambos os lados e lgarapé — moradias ao longo do coérrego Rio Pardo.
Adaptado de FERREIRA; LUZ; BUSS (2016); KANO et al., (2012).
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5.2. Classificacéo das recorréncias e pacientes incluidos no estudo

Um estudo de coorte aberta de base populacional foi iniciado em novembro de 2008,
seqguido por duas pesquisas transversais: junho de 2009 e outubro a novembro de 2009
(KANO et al., 2012; SOUZA-SILVA et al., 2014). Dados imuno/epidemiol6gicos e amostras
de sangue (DNA e plasma) foram coletados durante os levantamentos transversais.
Inicialmente o estudo incluiu a participacdo da maioria dos individuos residentes em Rio
Pardo (KANO et al., 2012), sendo possivel obter informagfes/amostra da maioria dos
individuos da comunidade. No geral, dos 701 moradores da Comunidade de Rio Pardo (senso
de 2008), 541 (77,2%) individuos residentes em 176 domicilios aceitaram (mediante
consentimento informado por escrito) a coleta de DNA. Destes, 261 individuos foram
elegiveis ao nosso estudo, cuja andlise genotipica/nimero de recorréncias individual foi
computada apenas uma unica vez nas analises. A maioria dos individuos da comunidade, 527
(97,4%), eram nativos da Amazo6nia, mas para 14 individuos ndo havia informac6es sobre
origem étnica. Para cada residente, o numero de episddios de malaria por P. vivax
(monoinfeccdo e infecgbes mistas com P. falciparum) e informacbes sobre as espécies
parasitas determinadas por microscopia foram obtidos do SIVEP-Maléria para o periodo que
o individuo residia na comunidade do Rio Pardo entre 2003 e 2013 (quando os dados estavam
disponiveis no banco de dados).

Os 261 individuos totais, elegiveis ao estudo (individuos com amostra de DNA/plasma
disponivel e que apresentaram recorréncias no periodo de levantamento dos dados: 2003 —
2013) foram pacientes com monoinfeccdo por P. vivax diagnosticada por microscopia e com
episodios recorrentes, registrados no SIVEP-Maléria, em intervalos que variaram de 29 a 180
dias do episadio inicial. Individuos com um unico episddio de malaria por P. vivax relatado
em um periodo de 10 anos ou com episddios em intervalos maiores que 180 dias foram
provavelmente reinfectados e, portanto, foram classificados como sem recorréncia. Alguns
individuos experimentaram varios episodios de maultiplas recorréncias no periodo de 10 anos
de levantamento dos dados, assim consideramos o episédio com o maior nimero de
recorréncias consecutivas. Por exemplo, se um individuo experimentou dois episddios de
multiplas recorréncias (com dois e trés episddios cada) em momentos diferentes,
consideramos que esse sujeito teve trés recorréncias. Os individuos gestantes e criangas com
menos de 6 meses de idade foram excluidos do estudo.

Do total de 261 pacientes com infeccdo por P. vivax, 137 foram elegiveis sem

recorréncia, 52 com unica recorréncia e 72 pacientes com maltiplos episodios de recorréncia.
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Todos os individuos incluidos no estudo receberam o tratamento recomendado para P. vivax:
uma combinacdo de CQ (dose total de 25 mg/kg administrada por via oral durante trés dias
consecutivos) e PQ (dose total de 3,5 mg/kg administrada por sete dias), de acordo com as
diretrizes do Ministério da Saude do Brasil para tratamento da malaria por P. vivax
(DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2010). O tratamento dos
pacientes ndo foi supervisionado de perto. Os servicos de salde na comunidade sdo realizados
em um unico posto avancado de diagnostico de malaria gerido pelo governo, neste
diagnostico e tratamento gratuitos para malaria sdo fornecidos aos habitantes locais. As
diretrizes do Ministério da Saude determinam o ajuste da dose e tempo de administracdo da
PQ em pacientes com peso igual ou superior a 70 kg (DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA, 2010) e preferéncia ao ajuste por peso para a escolha da melhor
dosagem de CQ-PQ a ser administrada no individuo infectado. Os aspectos éticos e
metodoldgicos deste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos do Instituto René Rachou / Fiocruz (Parecer n® 377.205; n° 2.803.756). Todos
0s pacientes assinaram um termo de consentimento informado, incluindo parentes, cuidadores

ou responsaveis, em nome dos menores/criangas inscritos no estudo.

5.3. Coleta de amostras de sangue e extracdo de DNA

A infeccdo por P. vivax foi confirmada pelo exame microscopico de esfregacos
sanguineos espessos corados por Giemsa, avaliados por microscopistas bem treinados, de
acordo com as diretrizes de diagnostico de Malaria do Ministério da Satde do Brasil. De cada
paciente, 5 mL de sangue periférico foi coletado durante as cortes transversais e armazenados
a 4°C em um tubo contendo o anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Para
extracdo de DNA, o Kit de DNA Gentra Puregene® (Gentra Puregene, Minneapolis, MN,
EUA) foi usado de acordo com as instrucfes do fabricante. Ao todo, 300 pL de sangue total
foram utilizados para extragdo, obtendo-se um volume final de 100 puL de DNA/solucdo. E
importante mencionar que as amostras utilizadas no estudo se encontram estocadas no
Laboratorio de Maléria do Instituto René Rachou (IRR) e fazem parte do biorrepositorio do
Laboratorio de Malaria, que foi estabelecido conforme as diretrizes da Portaria N°. 2201, do
Ministério da Saude, que regulariza as diretrizes nacionais para biorrepositorios de material

bioldgico para fins de pesquisa.
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5.4. Genotipagem de polimorfismos no gene CYP2D6 por PCR em Tempo Real (QPCR)

Os alelos (*) de CYP2D6 tém sua atividade enzimatica determinada ou predita por
experimentos in vivo ou in vitro e as informacdes especificas das variantes genéticas ja
descritas estdo compiladas na plataforma de dados online, disponivel em:
https://www.pharmvar.org/gene/CYP2D6. A escolha dos polimorfismos analisados neste
estudo foi baseada na selecdo dos polimorfismos de base Unica (SNPs), delecbes e/ou
duplicacdes determinantes de atividade nula/reduzida da enzima e, também, frequentes na
populagéo brasileira, segundo revisdo da literatura (Tabela 2) (DE AMEIDA MELO et al.,
2016; FRIEDRICH et al., 2014). Informacdes da frequéncia alélica e funcdo/atividade

enzimatica estdo disponiveis na Plataforma PharmGKB (http://www.pharmgkb.org/).

Tabela 2. Variantes de CYP2D6 genotipadas na populacéo de estudo.

Gene Referéncia Polimorfismos Alelos Relacionados Atividade Fenotipica Predita
rs1080985 G-1584C  *2,*35,*41 gNM-F (*2 e *35) / gIM (*41)
rs1065852 C100T *4,*10 gPM (*4) / gIM (*10)
rs28371706 C1023T *17 giM

CYP2D6  rs3892097 G1846A  *4 gPM

SNP x5 kAR kA K17 kgl * gNM-F (*2 e *35) / gPM (*4) /
rs16947 G2850T 2, *35, *4, *17, *41, *34 gIM (*17 & *41)
rs28371725 G2988A *41 gIM
rs59421388 G3183A  *29 giM

. KDL KA K1 K17 * gNM-F (*2 e *35) / gPM (*4) /
rs1135840 G4180C 2, *35, *4, *10, *17, *41 gIM (*10.%17 & *41)
« 2615_2617

rs5030656 Dele¢do JelAAG 9 giM

Classificacbes fenotipicas em grupos metabolizadores nulos (gPM), intermedidrios/reduzidos (gIM), normal-
slow (gNM-S), normal-fast (QNM-F) e ultrarrapidos (gUM). O prefixo “g” indica que o fenotipo é previsto a
partir do genétipo.

Oito SNPs no gene CYP2D6 (C-1584G [rs1080985], C100T [rs1065852], C1023T
[rs28371706], G1846A [rs3892097], C2850T [rs16947], G2988A [rs28371725], G3183A
[rs59421388], G4180C [rs1135840] e uma delecdo 2615 2617delAAG [rs5030656] foram
genotipados por qPCR, no DNA dos pacientes, utilizando sondas de hidrélise — TagMan®
SNP Genotyping Assays — especificas para cada polimorfismo (Thermo Fisher Scientific),
cujas sequéncias sdo determinadas de acordo com as variantes genéticas descritas no banco de
dados do Centro Nacional de Informacdo em Biotecnologia (NCBI). Todas as reacOes de
amplificacdo foram realizadas em placa de 384 pocos, para um volume total de 5 pL, na

presenca de 2,5 uL de TagMan® Universal PCR Master Mix 2x (Thermo Fisher Scientific),
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0,25 puL de TagMan® SNP Genotyping Assays (Thermo Fisher Scientific), 1,25 uL de agua
ultrapura, livre de nucleases e 1 pL de DNA alvo (=10 ng/uL). Em todos os experimentos, um
controle negativo preparado por auséncia de DNA alvo e amostras heterozigotos e
homozigotas para cada polimorfismo foram utilizadas como controle positivo. As condicGes
de termociclagem da PCR foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 95 °C durante 10 min, 50
ciclos de 15 segundos a 92°C e 90 segundos a 60 °C. A amplificacdo e a deteccdo de
fluorescéncia foram realizadas utilizando-se o equipamento ViiA7 Real-Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific). Os resultados foram analisados no QuantStudio Real Time PCR
Software e de forma complementar, usando o Thermo Fisher Cloud, uma plataforma para
monitorar o desempenho geral do experimento (Thermo Fisher Scientific).

5.5. Numero de copias génicas de CYP2D6

A determinacdo do numero de cépias do gene CYP2D6 foi realizada por PCR em
Tempo Real utilizando um ensaio especifico: Hs00010001_cn (Thermo Fisher Scientific) para
a deteccdo de delecdo e amplificacdo do gene. O nimero de copias génicas foi determinado
por comparac¢do da amplificacdo do gene alvo CYP2D6 e um gene de referéncia (RNAse P), ja
descrito na literatura como ndo polimoérfico para amplificagdo/delecdes. A RNAse P € um dos
controles enddgenos mais utilizados na literatura, com um gene de cdpia Unica no genoma
haploide, utilizado como normalizador. Todas as rea¢es de amplificacdo foram realizadas na
presenca de 5,0 uL de TagMan® Universal PCR Master Mix 2x (Thermo Fisher Scientific),
0,5 uL de Copy Number Assay - Hs00010001_cn (Thermo Fisher Scientific), 0,5 uL Copy
Number Reference Assay Human RNase P (Thermo Fisher Scientific), 3 uL de agua ultrapura
livre de nucleases e 1 uL. do DNA alvo (=10 ng / pL). A detec¢do do ntimero de copias foi
feita em triplicata, utilizando-se placas de 384 pogos, para um volume total de 10 pL/pogo.
Controles positivos para duas e trés copias do gene CYP2D6 foram utilizados em todas 0s
experimentos. Os pardmetros de ciclagem utilizados foram os seguintes: 95°C durante 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos e 60°C durante 60 segundos. A
amplificacdo e deteccdo da fluorescéncia foi determinada utilizando-se o equipamento ViiA7
Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). A predicdo do nimero de copias foi
realizada através do Software CopyCaller® v.2.0, capaz de calcular os intervalos de confianga
e z-score absoluto para cada amostra. Somente resultados do numero de copias das amostras
com valores de confianga superiores a 95% e escores z absolutos (estimativa de desvio para a

métrica do intervalo de confianca) < 1,75 foram considerados.
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5.6. Predicdo dos haplotipos e classificacdo dos fendtipos de CYP2D6 (Activity Score
System)

Ap0s genotipagem dos polimorfismos de CYP2D6 selecionados, os dados genotipicos
foram utilizados para inferir os haplétipos de CYP2D6 foram inferidos, através do programa
PHASE (verséo 2.1). O algoritmo foi executado trés vezes com 50.000 etapas de burn-in,
seguidas por 400.000 iteracdes e um intervalo de 1.000 iteracGes. Os onze haplétipos gerados
pelo programa PHASE foram comparados aos haplo6tipos de CYP2D6 derivados da base de
dados Pharmaceutical Variation Consortium (PharmVar) (GAEDIGK et al., 2018b) (Tabela
3). Os haplétipos ndo correspondentes aos alelos de CYP2D6 disponiveis no PharmVar foram

designados como indeterminados.

Tabela 3. Hapldtipos de CYP2D6 preditos por comparagdo aos disponiveis no banco de dados
Pharmaceutical Variation Consortium (PharmVar).

Promotor Exonl  Exon?2 . . Exon 6 . Exon7 Exon9

Alelo CYP2D6 C-1584G  C100T C1023T G1846A Al 2 C2850T G2988A G3183A G4180C CNV Atl\/_ldé}d_e
delAAG Enzimatica

*1 C C C G AAG C G G G Normal

*2A G C C G AAG T G © C Normal

*2D C C C G AAG T G © C Normal

*4 C T C A AAG C G G C Nula

*5 C . . . . . . . . Nula

*10 C T C G AAG C G © C Reduzida

*17 C C T G AAG T G © C Reduzida

*29 C C C G AAG T A C C Reduzida

*35 G C C G AAG T G © C Normal

*41 G C C G AAG T G © C . Reduzida

*1xN C C C G AAG C G G G xN Aumentada

*2xN G C C G AAG T G C C xN Aumentada

*4XN C T C A AAG C G © C XN Nula

*10xN C C C G AAG C G G G XN Reduzida

*17xN C C C G AAG C G G G XN Reduzida

Para a traducdo dos gendétipos em fenotipos, introduzimos em nossos dados o Sistema
de Pontuacdo de Alelos - Activity Score System (AS), conforme recomendado pelo Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC). Todos os alelos inferidos foram
agrupados de acordo com sua funcionalidade percebida; os valores entre parénteses indicam
valores respectivos atribuidos a cada um dos alelos para calcular o AS (GAEDIGK et al.,
2008; HICKS; SWEN; GAEDIGK, 2014) a partir do haplétipo/dipldtipo: ndo funcional (0)
(*4, *4xN, *5), alelos de funcéo reduzida (0,5) (*10, *17, *29, *41), alelos funcionais (1) (*2,
*35) e alelos de funcdo aumentada (2) (*1xN, *2xN, *35xN). Os valores relativos de AS sdo

atribuidos de acordo com o alelo de referéncia CYP2D6*1, considerado totalmente funcional.
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O sistema AS é uma ferramenta validade e fécil de usar para traduzir dados genotipicos para a
predi¢do do fenotipo de atividade de CYP2D6, descrita por Gaedigk et al., em 2007.

Para aplicacdo do AS, assume-se que ambos os alelos dos individuos contribuem
igualmente para a atividade global de CY2PD6 (GAEDIGK et al., 2008). Portanto, em
sequida, foram calculadas as somas dos alelos ndo funcionais (0), funcdo reduzida (0,5),
alelos funcionais (1) e fungdo aumentada (2). O valor de “1” ¢ atribuido ao alelo CYP2D6*1
de referéncia totalmente funcional e “0” aos alelos ndo funcionais. Os alelos portadores de
duplicacdes ou multiplicacdes génicas receberam o dobro do valor comparado aquele
atribuido a um alelo com uma Unica cépia génica. Alelos de atividade reduzida receberam um
valor de “0,5” para refletir os niveis de reducdo de atividade. A soma dos valores individuais
dos alelos forma o AS, capaz de predizer a atividade fenotipica de CYP2D6.

As combinacdes dos alelos inferidos em nosso estudo deram origem a cinco grupos
AS (AS=0,AS=0,5 AS=1, AS=1,5 AS > 2). Individuos com AS =0, AS=0,5e AS > 2
foram designados como metabolizadores genéticos nulos, intermediarios/reduzidos e
ultrarrapidos (gPM, gIM e gUM), respectivamente. Individuos com AS=1, AS=15e AS =
2 foram designados como metabolizadores genéticos normais (gNM). Como esses grupos
diplétipos cobrem uma ampla faixa de atividade, ou seja, apresentam variacGes na extensao
do metabolismo (com atividade enziméatica muitas vezes similar aos gIMs), os individuos com
AS =1 foram distinguidos aqui como gNM-slow (gNM-S), e individuos com AS=15e AS =
2 foram designados como gNM-fast (QNM-F), de acordo com o relatorio de Gaedigk et al.
(2007) (GAEDIGK et al., 2008, 2018a; WANG et al., 2014; WANG; PAPP; SUN, 2015).
Para especificar que o fendtipo foi previsto a partir do genoétipo, utilizamos o prefixo “g”,
como sugerido anteriormente (HICKS; SWEN; GAEDIGK, 2014). Todos os individuos com
AS > 2 foram classificados como metabolizadores ultrarrapidos, por meio da analise

concomitante ao AS atribuido e o nimero de cdpias génicas de CYP2D6 preditos (Tabela 4).

Tabela 4. Valores atribuidos aos alelos de CYP2D6 identificados nas amostras do estudo através do
Sistema de Pontuacédo de Atividade (Activity Score System).

Sistema de Pontuacéo de Atividade (Activity Score System)

Valores atribuidos aos alelos de CYP2D6 Alelos Atividade Enziméatica
0 *4, *4xN, *5 Nula
0,5 *10, *17, *29, *41 Reduzida
1 *1,*2,*35 Normal
2 *1xN, *2xN, *35xN Aumentada

ND *34 Indeterminada
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5.7. Andlises estatisticas

O desfecho primario do nosso estudo foi o efeito da atividade reduzida de CYP2D6 no
numero de episddios de recorréncia da infeccdo por P. vivax. Variaveis adicionais, local de
moradia, tempo de residéncia na regido da Amazonia Legal, tempo de Residéncia em Rio
Pardo, idade, sexo e dados de ancestralidade, foram avaliadas como desfechos secundarios.
Todos os dados clinicos, demograficos e epidemioldgicos dos pacientes fazem parte do nosso
banco de dados laboratorial, em plataforma computadorizada, como parte dos coortes
transversais realizados na comunidade de Rio Pardo. Os dados foram submetidos a um teste
de normalidade para avaliar o padrdo de distribuicdo. Variaveis que ndo preencherem 0s
requisitos para analise paramétrica foram descritas como medianas e quartis e sua distribuicdo
intergrupos foi avaliada por meio dos testes estatisticos de Mann Whitney ou Kruskal-Wallis,
com Teste post hoc de Dunn, conforme apropriado. Para proporcfes expressas COmo
porcentagens e intervalos de confianca de 95%, utilizamos o Teste de Qui-Quadrado (y2) de
Pearson, ou Teste Exato de Fisher. A associacdo entre idade e tempo de residéncia na
Amazonia foi estimada pelo Teste de Correlacdo de Postos de Spearman. Todos 0s testes
foram bilaterais e os valores de P menores que 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o Software STATA
(versdo 14), GraphPad Prism (versdo 7) e o Software R (versao 3.5.1). O equilibrio de Hardy-
Weinberg e o Desiquilibrio de Ligagéo (utilizando as estatisticas > ¢ D”) foram avaliados para
cada SNP wusando o Software Arlequin (versao 3.5) e Haploview (versdo 4.1),
respectivamente.

Os modelos basicos de regressdo de dados de contagem podem ser representados e
entendidos usando Regressdo Linear Generalizada (GLM). A Regressdo de Poisson é
comumente usada para modelar o nimero de casos em uma populacao especifica por um certo
tempo. Porém, a superdispersdo dos dados (isto €, variancia superior a média), torna o ajuste
da Regressdo Binomial Negativo (extensdo do modelo de Poisson) mais apropriado. A
associacao entre o nivel de atividade de CYP2D6 e o nimero de recorréncias foi determinada
estimando-se o risco relativo e a razdo de chance, ajustando os modelos de Regressdo
Binomial Negativo (BN) e Regresséo Logistica, respectivamente. As variaveis dependentes
dos modelos foram a variavel binéria, recorréncia versus ndo recorréncia, na Regressdo
Logistica e 0 nUmero maximo de episodios recorrentes relatados para o sujeito considerando
um periodo de 10 anos na Regressdao BN. No modelo BN, o logaritmo do tempo de residéncia

em Rio Pardo foi definido como offset, uma vez que esse tempo variou para os individuos do
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estudo (mediana = 7 anos, IQR =4 — 10). Os escores de atividade de CYP2D6, calculados de
acordo com o modelo AS, foram inseridos nos modelos como uma variavel dicotbmica, ou
AS < 1,0 (gPM, gIM e gNM-S) ou AS > 1,0 (QNM-F e gUM). A exposicao a longo prazo a
maléria foi avaliada considerando o tempo de residéncia na area endémica da Amazodnia
brasileira (varidvel continua). A outra covariavel analisada foi o local de residéncia na
comunidade Rio Pardo (Populacdo Ribeirinha versus Nao Ribeirinha). As covariaveis foram
selecionadas para inclusdo nos modelos logisticos, somente quando associadas ao desfecho ao
nivel de significancia de 15% na analise exploratoria ndo ajustada. O deslocamento da
Regressdo BN foi definido como o tempo que um individuo viveu na comunidade Rio Pardo
durante o periodo do estudo. Analises de Regressao Logistica e BN foram realizadas usando,
a funcéo glm nas estatisticas do pacote R e a funcdo glm.nb no pacote MASS, respectivamente.
A qualidade do ajuste foi avaliada comparando-se o desvio dos modelos candidatos e as
estatisticas de critérios de informacdo de Akaike (AIC). O tempo até a primeira recorréncia de
maléria por P. vivax para os grupos de nivel de atividade do CYP2D6 foi estimado com a

analise de sobrevida de Kaplan-Meier e comparado com o Teste de Log-rank.

5.8. Marcadores Informativos de Ancestralidade (AIMs) e estimativa da ancestralidade

gendmica individual

Os individuos foram genotipados para um conjunto de 48 SNPs previamente validados
como uma ferramenta Util para estimativa de ancestralidade em amostras populacionais de
diferentes origens. O protocolo de genotipagem e os resultados da genotipagem fazem parte
do estudo publicado anteriormente por nosso grupo de pesquisa (KANO et al., 2018). Os
AlMs foram genotipados por PCR em tempo real com sondas de hidrélise especificas para
cada SNP (Thermo Fisher Scientific). A ancestralidade individual foi estimada usando o
método implementado no programa Structure 2.3.4. O programa implementa um meétodo de
agrupamento bayesiano para inferir a estrutura da populacdo e uma mistura usando um
procedimento de Markov Chain Monte Carlo (MCMC). O burn-in foi estabelecido em 50.000
passos seguidos por 500.000 passos MCMC, e um modelo de frequéncias alélicas correlatas
foi especificado. Trinta réplicas foram realizadas considerando-se trés agrupamentos (K = 3),
pois a populacédo brasileira € formada por uma mistura de trés populacdes parentais: nativos
americanos, europeus e africanos. Para todas as execucodes, o lambda foi definido como 1.0, o
parametro a foi estimado a partir dos dados e as informagdes a priori para os individuos das

populacdes parentais para auxiliar o agrupamento ndo foram utilizadas. Todas as réplicas
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foram avaliadas usando o CLUMPP, e as solugdes especificas foram plotadas usando
DISTRUCT 1.1. Para evitar o viés causado pela estrutura familiar em nossas analises da
estrutura populacional, excluimos amostras relacionadas que foram identificadas usando
dados individuais de nome de familia e informacdes sobre familias. Os dados das populacGes
parentais (europeias, africanas e americanas nativas) foram um conjunto de dados publicos
obtidos do  HGDP-CEPH  Diversity Panel e do Hapmap  Project.
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Capitulo 1

6. Resultados

6.1. Prevaléncia das recorréncias por Plasmodium vivax no assentamento agricola de Rio
Pardo

O estudo envolveu 261 individuos, residentes no assentamento agricola de Rio Pardo
(regido Amazonica), para 0s quais 0 nimero de casos confirmados de malaria por P. vivax foi
obtido para 10 anos (2003 — 2013), através do levantamento de dados da plataforma oficial
eletronica de notificacdo de malaria (SIVEP-Maléria). De acordo com os dados
epidemioldgicos da populacdo de Rio Pardo, entre 2003 e 2013, foram identificados 2977
casos de malaria na comunidade agricola, dos quais 2486 foram infeccdes por P. vivax. A
frequéncia global da malaria microscopicamente positiva flutuou durante o periodo do estudo,
com uma mediana de 198 casos/ano (IQR = 79 — 502 casos positivos). O nimero de casos
registrados da doenca foi maior nos primeiros anos, seguido de uma diminuicdo continua da
frequéncia dos casos de malaria (Figura 16). Ao longo dos anos, o indice de infec¢do por P.
falciparum decresceu e, desde 2011, P. vivax é, agora, responsavel por todos os casos de
malaria registrados no assentamento de Rio Pardo. A estratégia selecionada para a
identificacdo de recorréncias (considerando o intervalo de 29 — 180 dias ap06s o episodio
inicial) permitiu a estimativa do ndmero de casos de recorréncia por P. vivax, apés o
tratamento com CQ-PQ no periodo de 10 anos considerado. A frequéncia média de individuos

que apresentaram recorréncias foi de 18,4% (Figura 16) de 2003 a 2013.
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Figura 16. Estimativa da proporcéo de individuos que apresentaram episddios de recorréncia da infeccéo
por Plasmodium vivax, apés tratamento com CQ-PQ, na comunidade de Rio Pardo. Todos os casos de
malaria relatados foram registrados no Ministério da Sadde no Brasil através do Registro Nacional do Sistema de
Vigilancia da Malaria (SIVEP-Malaria). O eixo y, ao lado esquerdo, representa o nimero total de individuos
infectados por P. vivax durante o periodo de levantamento de dados em Rio Pardo (2003 a 2013). A linha em
azul representa 0o nimero absoluto de individuos que apresentaram infeccBes por P. vivax e em preto estdo
representados os casos de infec¢do por P. falciparum. O eixo y, ao lado direito, representa as estimativas de
frequéncia relativa (%) de casos de recorréncia por P. vivax ao longo dos dez anos de estudo.

Os individuos considerados elegiveis ao estudo, foram classificados em trés grupos
considerando o numero de recorréncias: ndo recorréncia (n = 137), Unica recorréncia (n = 52)
e maltiplas recorréncias (n = 72; de 2 a 6 episodios de recorréncia por P. vivax). No grupo
sem recorréncia, a maioria dos individuos (77%) experimentou apenas um Gnico episodio de
malaria por P. vivax durante o periodo do estudo, enquanto 33% dos individuos (n = 32)
tiveram episodios de malaria em intervalos maiores que 1 ano. Entre os individuos que
experimentaram multiplos episodios de recorréncia de malaria por P. vivax, 65% tiveram
repetidas recorréncias. Para 0s grupos de Unica e multiplas recorréncias, a mediana do tempo
entre a infeccdo inicial e a primeira recorréncia de P. vivax foi estimada em 60 dias (IQR = 20
— 181 dias).

Os individuos incluidos tinham uma mediana de idade de 22 anos (IQR =9 — 42 anos)
e viveram por 19 anos (IQR =9 — 36 anos) na Amazonia Legal, area considera endémica para
malaria (Tabela 5). N&do houve diferencas estatisticamente significativas entre os trés grupos

(sem, Unica e multiplas recorréncias) para idade ou tempo de residéncia na Amazénia. O
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tempo de residéncia na comunidade Rio Pardo foi mais curto (mediana = 7 anos; IQR =4 —
10 anos) comparado ao tempo de residéncia na regido amazonica, o que refletiu em parte o
recente estabelecimento do assentamento (aproximadamente 20 anos). Além disso, como essa
populacdo foi estabelecida principalmente por migrantes da regido amazoénica, a idade foi
altamente correlacionada com o tempo de residéncia na regido amazonica (r = 0,93, P =
0,000; Correlacdo de Spearman). Idade, sexo, tempo de residéncia no Rio Pardo ou na regido
amazonica ndo diferiram entre os grupos de individuos definidos pelo nimero de recorréncias
(Tabela 5). Ja a area de residéncia apresentou diferencas estatisticamente significativas entre
individuos sem e com Unicas ou multiplas recorréncias: uma maior frequéncia de pessoas que
vivem ao longo da corrente do Rio Pardo, designada populacdo ribeirinha, foi observada no

grupo com multiplas recorréncias (72,2 %; P < 0,0001) (Tabela 5).

Tabela 5. Dados demograficos e epidemioldgicos de 261 individuos da comunidade de Rio Pardo.

Sem Unica Multiplas ~
- A A A Populacéo total

Caracteristicas recorréncias recorréncia recorréncias P - value (n = 261)

(n =137) (n =52) (n=72) -
Idade, anos (mediana, IQR) 25(9-47) 18(9-45) 21(8-32) 0,142  215(9-42)
Sexo, n (%)
Masculino 86 (62,8) 29 (55,8) 38 (53,5) 0,385 154 (59,0)
Feminino 51 (37,2) 23 (44,2) 33 (46,5) 107 (41,0)

Tempo de Residéncia em Rio

_ _ _ a _
Pardo, anos (mediana, IQR) 7(4-10) 8(5-11) 7(5-9) 0,391 7(4-10)

Tempo de Residéncia na

_ _ _ a _
Amazonia, anos (mediana, 1QR) 20042 20(10-42) 16(8-28) 0,107 19 (9 — 36)

Local de Moradia em Rio Pardo,

n (%)
Ribeirinho 43 (31,4) 28 (53,8) 52 (72,2) <0.0001" 123 (47,1)
Néo Ribeirinho 94 (68,6) 24 (46,2) 20 (27,8) ' 138 (52,9)

aTeste de Kruskal Wallis
b Teste de Qui-Quadrado

6.2. Frequéncia dos alelos e fendtipos de CYP2D6 na comunidade de Rio Pardo

Todos os 261 individuos incluidos no estudo foram genotipados com sucesso e
tiveram o nimero de copias inferido. Porém, oito individuos apresentaram alelos de CYP2D6
indeterminados ap0s analise de inferéncia dos haplétipos, ou seja, a combinacdo de

nucleotideos, determinante dos haplétipos, ndo foi correspondente a nenhum alelo de
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CYP2D6 descritos no banco de dados PharmVar. As frequéncias dos polimorfismos de
CYP2D6 incluidos na analise estdo apresentadas na Tabela 6. Os SNPs C2850T (68,2%) e
G4180C (78,2%) (presentes em alelos com atividade nula, reduzida ou normal) apresentaram
maior frequéncia de heterozigotos e homozigotos para a alteracdo, seguidos pelos SNPs C-
1584G (11,8%) e C100T (19,9%), determinantes de alelos com funcdo nula/reduzida de
CYP2D6 (Tabela 6). O equilibrio de Hardy-Weinberg e o desequilibrio de ligagdo (LD) foram
estimados a partir das variantes estudas (Tabela 6). Apenas um locus (C100T) apresentou
desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (P < 0,05) na populacdo estudada. O padréo de LD
foi medido usando dados de SNP com frequéncia maior que 10%. Apo6s analise, dois pares de
SNPs fortemente correlacionados, C100T e G1846A (r2 = 0,92); C2850T e G4180C (r? =
0,64), foram encontrados em alto LD (Figura 17).

Tabela 6. Frequéncia de polimorfismos (SNPs e dele¢do) avaliados no gene CYP2D6 nos grupos sem, com
Unica e multiplas recorréncias na comunidade de Rio Pardo.

Frequéncia Genotipica de CYP2D6 , % (n)

C -1584G cc CG GG CG + GG P - value @ G

Sem recorréncia 0,511 (70) 0,394 (54) 0,095 (13) 0,489 (67) 0,292
Unica recorréncia 0,615 (32) 0,269 (14) 0,115 (6) 0,385 (20) 0,25
?ggﬁ%ﬁ; as 0,569 (41) 0,333 (24) 0,097 (7) 0431 (31) 0,397 0.264
Total ?1"2‘;‘)3 0,352(92) 0,100 (26) 0,452 (118) 0,276
C100T cc TC T TC+TT T

Sem recorréncia ?ﬁ? 0153(21)  0015(2) 0,168 (23) 0,091
Unica recorréncia 0,750 (39) 0,212 (11) 0,038 (2) 0,250 (13) 0,144
r'\é'gc')trirpé'r?;as 0,778 (56) 0,222 (16) . 0,222 (16) 0382 0,111
Total ?2?% 0,184 (48)  0015(4) 0,199 (52) 0,107
C1023T cc cT T CT+TT T

Sem recorréncia ?ﬁ?‘; 0,109 (15) 0,051 (7) 0,161 (22) 0,106
Unica recorréncia 0,885 (46) 0,115 (6) . 0,115 (6) 0,058
xgg?rpé'ﬁ; as 0,931 (67) 0,056 (4) 0,014 (1) 0,069 (5) 0,164 0,042
Total ?2'%‘)‘ 0,096 (25)  0,031(8) 0,126 (33) 0,079
G1846A GG GA AA GA + AA A

Sem recorréncia ?1812; 0139(19)  0015(2) 0,153 (21) 0,084
Unica recorréncia 0,750 (39) 0,231 (12) 0,019 (1) 0,250 (13) 0,135
'r\é'fc')?r%'r?;as 0792 (57) 0,208 (15) . 0,208 (15) 0.274 0,104
Total 0,812 0,176 (46)  0011(3) 0,188 (49) 0.1

(212)
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2615 2617delAAG AA CA CcC CA+CC C
Sem recorréncia ?122‘;) 0,015 (2) : 0,015 (2) 0,007
Unica recorréncia 1,000 (52) . . .
alti ND
Mltiplas 1,000 (72) . . .
recorréncias
0,992
Total (259) 0,008 (2) . 0,008 (2) 0,004
C2850T cC TC TT TC+TT T
Sem recorréncia 0,292 (40) 0,547 (75) 0,161 (22) 0,708 (97) 0,434
Unica recorréncia 0,404 (21) 0,423 (22) 0,173 (9) 0,596 (31) 0,385
alti 0,325
Multiplas 0,306 (22) 0,514 (37) 0,181 (13) 0,694 (50) 0,438
recorréncias
Total 0,318 (83) 0,513(134) 0,169 (44) 0,682 (178) 0,425
G2988A GG GA AA GA + AA A
Sem recorréncia ?122;1 0,036 (5) . 0,036 (5) 0,018
Unica recorréncia 0,981 (51) 0,019 (1) . 0,019 (1) 0,01
Mudltiplas 0,014
recorréncias 0.875(63) 0.125(9) ' 0,125 (9) 0,063
Total 0,943 0,057 (15) 0,057 (15) 0,029
(246) ' ' ' '
G3183A GG GA AA GA + AA A
Sem recorréncia (()122:; 0,007 (1) : 0,007 (1) 0,004
Unica recorréncia 0,962 (50) 0,038 (2) : 0,038 (2) 0,019
ilti 0,006
Multiplas 0,903 (65) 0,097 (7) . 0,097 (7) 0,049
recorréncias
0,962
Total (251) 0,038 (10) : 0,038 (10) 0,019
G4180C GG GC CcC GC +CC C
Sem recorréncia 0,226 (31) 0,504 (69) 0,270 (37) 0,774 (106) 0,522
Unica recorréncia 0,212 (11) 0,519 (27) 0,269 (14) 0,788(41) 0,529
Mudltiplas 0,948
e 0,208 (15) 0,486 (35) 0,306 (22) 0,792 (57) 0,549
recorréncias
Total 0,218 (57) 0,502 (131) 0,280 (73) 0,782 (204) 0,531

NT, ndo testado

8 Comparacdo da frequéncia genotipica (heterozigoto e homozigoto mutado versus ndo mutado) entre individuos
sem, com Unica e multiplas recorréncias; Teste Qui-Quadrado (n = 261)

Frequéncias iguais a 0 estéo representadas por “.”
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Figura 17. Mapa de Desequilibrio de Ligacdo no gene CYP2D6 gerados pelo Haploview. Valores de LD
emparelhados (r2) para SNPs em CYP2D6 sdo apresentados na figura. Os valores de r2 sdo dados em blocos para
cada combinacdo de polimorfismos e indicam a correlagdo entre estes. Branco: r2 = 0; preto: r2 = 1; tons de
cinza: 0 <r2< 1. O LD foi calculado apenas para SNPs para os quais a frequéncia do alelo menor era pelo menos
0,1.

Para identificar e explorar potenciais alelos associados a funcao reduzida de CYP2D6
no assentamento de Rio Pardo, os haplotipos dos individuos incluidos no estudo foram
construidos a partir das variantes polimdrficas selecionadas na literatura (maior frequéncia na
populacdo brasileira e determinantes dos principais alelos de CYP2D6) e analisado,
concomitante, ao numero de copias génicas. Entre todos os pacientes incluidos no estudo,
1,5% (n = 8) foram positivos para amplificacdo do gene. Nenhuma amostra foi identificada
como homozigota para a delecdo do gene CYP2D6. Ao todo, foram determinados onze
haplotipos que permitiram a caracterizagdo das variantes alélicas de CYP2D6: *1; *2/*35;
*2D *4; *5; *10; *17; *29, *34 e *41, incluindo amplificacdo do nimero de copias: *1x2,
*2x2/*35x2, *4x2 e *17x2. Dois haplétipos foram indeterminados, ou seja, a combinagdo de
nucleotideos ndo permitiu a definicdo de alelos de CYP2D6 descritos no banco de dados
PharmVar (Figura 18).
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Delecio do gene  G-1584 C  CI00T C1023T  G1846A 2615_2617delAAG C2850T G2988A  G3I83A G4180C
#5 41 *10 A Y / Yy

ATIVIDADE

# HAPLOTIPO  FREQUENCIA ENZIMATICA

ALELO

| GGGCCCCGC 244 o A B G G
2 GGGCCCTGC 1 C C C G A I G G G Indeterminado  *34
3 GGGCCCTCC 13 C C C G A T G G C
4 GGGCCGTCC 142 G C C G A T G G = *) /* 25N
5 GGGCCGTCA 2 G C C G C T G G e Indeterminado
6 GGGCTCTCC 39 C C T G A T G G C Reduzida *17/*17xN
7 GGGTCCCCC 4 C T C G A C G G = Reduzida *10/10x2
8 GGACCCTCC 10 C C C G A T G A C Reduzida *29
9 GAGCCCTCC 15 C C C G A T A G C Reduzida *41
10 AGGTCCCCC 50 C T C A A C G G C  Nula *4/%4x2
1 AGGTTCCCC 2 C T T A A C G G C Indeterminado
I I | | | | |
C c G A C C G G
G T T A C T A A c
2:“”. *4 *4 *4 4
glM / gNM-S
gPM )
*41 *10 *17 *17%41 *41 *29 *10*17*41 9
Padro -------- - m o e o e -
*2 *35 *2 %35 *2 %35

Figura 18. Haplotipos preditos para os individuos elegiveis ao estudo com as suas respectivas classificacdes
alélicas e atividade fenotipica de CYP2D6. Dez polimorfismos no gene CYP2D6, incluindo andlise do nimero
de copias, foram analisados em 261 individuos da comunidade de Rio Pardo. Os polimorfismos analisados estdo
representados em sua respectiva localizagdo nos éxons ou introns de CYP2D®6, apresentados nas caixas azul
escuro. A genotipagem das alteracdes genéticas no gene CYP2D6 levaram a inferéncia de onze haplétipos (#),
com suas respectivas frequéncias. O conjunto de alteracBes nucleotideas determina um alelo especifico de
CYP2D6, com atividade enziméatica relatada na literatura. Abaixo dos haplotipos estdo representadas as
alteracBes nucleotideas. O tamanho da barra representa a atividade de cada alelo, comparado ao padréo (barra
azul representa atividade normal de CYP2D6). Nos individuos analisados, o alelo *9 ndo foi encontrado; sendo
ilustrado na figura apenas para representar um alelo decorrente do polimorfismo G4180C.

Um total de 12 alelos foram identificados e a frequéncia geral de variantes
disfuncionais (funcdo nula ou reduzida) foi de 24% (Tabela 7). Entre eles, os alelos mais
frequentes foram CYP2D6 *4 (9%) e *17 (7%). Alelos para aumento da funcdo foram
observados em 2% dos cromossomos investigados. N&o houve diferenca na prevaléncia de
alelos agrupados por funcdo (normal versus disfuncional) entre os grupos definidos pelo

numero de recorréncias (P = 0,239, Teste de Qui-Quadrado) (Figura 19).
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Tabela 7. Frequéncia dos alelos de CYP2D6 observados na populacdo de Rio Pardo nos grupos sem,
Unica e multiplas recorréncias.

Alelos de Atividade de Sem Unica Multiplas

CYP2D6 CYP2D6 @ recorréncia, (n) recorréncia, (n) recorréncias, (n) vt ()
*1 Normal 43,4 (119) 42,3 (44) 41,0 (59) 42,5 (222)
*2/*35 Normal 29,2 (80) 26,0 (27) 27,1 (39) 28,0 (146)
*34 Normal 4,0 (1) . . 2,0 (1)

*4 Nula 6,6 (18) 12,5 (13) 10,4 (15) 8,8 (46)
*5 Nula 2,9 (8) 1,9 (2) 4,2 (6) 3,1(16)
*10 Reduzida 0,7(2) 1,0 (1) 0,7 (1) 0,8 (4)
*17 Reduzida 9,1 (25) 5,8 (6) 3,5(5) 6,9 (36)
*29 Reduzida 0,4 (1) 1,9(2) 4,9 (7) 1,9 (10)
*41 Reduzida 1,8 (5) 1,0 (1) 6,2 (9) 2,9 (15)
*1x2 Aumentada 1,1 (3) 1,0 (1) . 0,8 (4)
*2x2/*35x2 Aumentada : 293 : 0,6 (3)
*17x2 Aumentada . . 0,7 (1) 0,2 (1)
Outros ND 4,4 (12) 3,8 (4) 1,4 (2) 3,4 (18)

n = namero de cromossomos, N=522; sem recorréncia, n=274; Unica recorréncia, n=104; multiplas recorréncias,
n=144. Os fenotipos de CYP2D6 estdo representados como atividade normal (gNM-F), atividade reduzida
(9gIM/gNM-S), atividade nula (gPM) e atividade aumentada (gUM). Os individuos cujo fenétipo ndo foi
determinado por auséncia de dados de nimero de cdpias ou predicdo alélica de CYP2D6 estdo apresentados
como ND. Os alelos com atividade aumentada correspondem as variantes: *1x2, *2x2/*35x2, *4x2 ou *17x2.

@

Frequéncias iguais a 0 estéo representadas por .

Variantes de

Variantes funcionais Variantes de funcdo reduzida

funcdo nula
100%
31% .
80% s 9%
= 46% o 50% 50%
. %. 61% 67% 63%
- 60%
= 90%
= 100%
[#]
g 40%
=1 69% 67%
g 9 55%
E 200 54% g 50% 50%
2 0
(] 39% 339% 38%
10%
0%
] #2435 k34 g 5 *10 *]7 20 ] *Ix2,  Outres
*2x2,
*] 7x2
Sem recorréncia Com recorréncia

Figura 19. Frequéncia das variantes alélicas de CYP2D6 encontradas na comunidade de Rio Pardo nos
grupos sem recorréncia e com recorréncia da infeccdo por Plasmodium vivax. (n, nimero de cromossomos;
n =522).

As frequéncias diplotipicas e os fenotipos previstos estdo resumidos na Tabela 8. A
prevaléncia geral de individuos com atividade reduzida de CYP2D6 (gPM, 1,2%; gIM, 2,4%
e gNM-S, 21,8%) foi de 25,4% (Tabela 8). Os diplétipos mais comuns (frequéncia > 1%) que
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predisseram metabolismo reduzido foram: *2/*4 (gNM-S, 7,3%), *1 /*4 (gNM-S, 6,9%),
*1/*5 (gNM-S, 4,2%) e *17/*17 (gNM-S, 1,5%). Nenhuma diferenca foi observada entre os
fenotipos CYP2D6 previstos com atividade reduzida (AS < 1,0) e individuos com enzima
funcional (AS > 1,0) para os grupos sem, unica e maltiplas recorréncias (P = 0,181, Teste de
Qui-Quadrado) (Tabela 8).

Tabela 8. Frequéncia dos diplétipos de CYP2D6 na populacdo de Rio Pardo.

Frequéncia dos diplotipos de CYP2D6 %, (n)

Dirpladzos A S E?Igggg & Esg(;rréncias lrJer;I(;:fréncia xg;trlfélzts:ias ol
*1/*1 2 gNM-F 16,8 (23) 15,4 (8) 13,9 (10) 15,7 (41)
*1/*2 2 gNM-F 28,5 (39) 23,1(12) 22,2 (16) 25,7 (67)
*1/*34 2 gNM-F 7,0(1) . 0,4 (1)
*2/*2 2 gNM-F 9,5 (13) 7,7 (4) 8,3 (6) 8,8 (23)
*2/*10 1,5 gNM-F 7,0 (1) . 0,4 (1)
*1/*10 15 gNM-F 7,0(1) . 1,4 (1) 0,8 (2)
*1/*17 1,5 gNM-F 10,2 (14) 9,6 (5) 2,8(2) 8,0 (21)
*1/*29 15 gNM-F . 1,9(Q) 5,6 (4) 01,9 (5)
*1/*41 1,5 gNM-F 2,9 (4) . 6,9 (5) 3,4 (9)
*2[*17 1,5 gNM-F 7,0 (1) 1,9 (1) . 0,8 (2)
*2/*29 15 gNM-F 7,0(1) . 1,4 (1) 0,8 (2)
*2[*41 1,5 gNM-F 7,0 (1) 1,9 (1) 2,8(2) 1,5 (4)
*17x2/*29 15 gNM-F . . 1,4 (1) 0,4 (1)
*1/*4 1 gNM-S 3,6 (5) 13,5(7) 8,3 (6) 6,9 (18)
*1/*5 1 gNM-S 2,9 (4) 3.8(2) 6,9 (5) 4,2 (11)
*17/*17 1 gNM-S 2,2 (3) . 1,4 (1) 1,54)
*17/*29 1 gNM-S : : 1,4 (1) 0,4 (1)
*2/*4 1 gNM-S 7,3 (10) 3.8(2) 9,7 (7) 7,3 (19)
*2/*5 1 gNM-S 0,7 (1) : 1,4 (1) 0,8 (2)
*4/*10 0,5 giM . 1,9 (1) . 0,4 (1)
*5/*17 0,5 gIM 1,5 (2) : . 0,8 (2)
*4[*29 0,5 giM . 1,9 (1) . 0,4 (1)
*4/*41 0,5 giM . : 2,8 (2) 0,8 (2)
*4[*4 0 gPM 0,7 (1) 1,9 (1) . 0,8 (2)
*4/*5 0 gPM 0,7 (1) : . 0,4 (1)
*1/*1x2 3 gUM 2,2 (3) 1,9 (1) . 1,5 (4)
*2/*2x2 3 guM . 5,8 (3) . 1,1 (3)
Outros 2 ND ND 5,8 (8) 3.8 (2) 1,4 (1) 4,2 (11)

Os fendtipos de CYP2D6 estdo representados como atividade normal (gNM-F), reduzida (gIM/gNM-S); nula
(gPM), aumentada (gUM) e ND para individuos cujo fenétipo ndo foi determinado por auséncia de dados de
nimero de copias ou predicdo alélica de CYP2D6. Os alelos com atividade aumentada correspondem as
variantes: *1x2, *2x2 e *17x2. O simbolo *2 dos dipl6tipos representam as variantes *2A, *2D ou *35, cuja
diferenciagdo ndo foi possivel em nosso estudo. Frequéncias igual a 0 estdo representadas por “.”. a O hapl6tipo
inferido ndo combinou com os alelos de CYP2D6 conhecidos.
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Para entender a relevancia clinica das frequéncias alélicas de CYP2D®6, avaliamos as
frequéncias dos fendtipos preditos. Entre os 261 pacientes elegiveis, 11 individuos (4,2%)
foram preditos como sendo metabolizadores ultrarrapidos (UMs), 177 (67,8%) como
metabolizadores normais (gNM-F) e 64 (24,5%) individuos com comprometimento da
atividade de CYP2D6: metabolizadores nulos (gPM; 3 individuos, 1,1%), reduzidos (gIM; 6
individuos, 2,3%) e atividade normal-reduzida (gNM-S; 55 individuos, 21,1%). O caso da
atividade nula/reduzida de CYP2D6 associar-se ao risco de falha terapéutica, nos levou a
diferenciar o metabolismo nulo/reduzido do metabolismo normal da PQ. A frequéncia da
baixa atividade de CYP2D6 foi aproximadamente 25% (dados néo reportados) na comunidade
de Rio Pardo. Quando as variantes alélicas foram analisadas separadamente, 100% dos UMs
tinham os dois alelos funcionais, carreando uma duplicacdo em um dos alelos com funcéo
normal, como esperado por definicdo. De forma importante, uma maior proporcdo de
fendtipos caracteristicos de atividade reduzida foi encontrada em individuos com recorréncia
(66,7 e 58,2% para individuos gIM e gNM-S, respectivamente), em comparacdo com gNM-F
(44,6%) (Figura 20).

Atividade  Atividade Atividade reduzida

normal nula
100%%
22%
33%
0
80% 45%
= 58% S
E 67%
B 60%
(5]
3}
=
<«
% 40% 78%
= 67%
55%
20% 42% 43%
33%
0%
gNM-F ePM eIM gNM-S eUM Indeterminado
Sem recorréncia Com recorréncia

Figura 20. Comparacao das frequéncias fenotipicas preditas para CYP2D6 em individuos de Rio Pardo (n
= 261). Os fendtipos de CYP2D6 estdo representados como normal para fenotipos de metabolismo
extensivo/normal (gNM-F), reduzido para metabolismo intermediario (gIM e gNM-S), ausente, para
metabolismo nulo (gPM), aumentado para metabolismo ultrarrapido (gUM) e ND para individuos cujo fenétipo
ndo foi determinado por auséncia de dados de nimero de copias ou predicao alélica de CYP2D6. No sistema de
pontuacdo de atividade de CYP2D6, os alelos *4 e *5 recebem um valor de 0, alelos *10, *17, *29 e *41, o valor
de 0,5 e alelos *1, *2A/*2D e *35 recebem um escore de 1. A soma do escore dos alelos de CYP2D6 determina a
atividade metabolica da enzima (fenétipo).
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6.3. Distribuicéo de frequéncia das variantes de CYP2D6 em relagdo & ancestralidade

gendmica de individuos da Amazodnia brasileira

Dados disponiveis da ancestralidade gendmica de 123 individuos (47,2% dos 261
individuos elegiveis), obtidos em estudo prévio desenvolvido por nosso grupo de pesquisa,
foram correlacionados a variabilidade genética de CYP2D6. Os pacientes tinham mediana de
idade de 36 anos (IQR 24 — 52 anos), similar a mediana de tempo de residéncia na regido da
Amazonia (33 anos; IQR 20 — 49 anos). A mediana de tempo de residéncia em Rio Pardo foi
de 8 anos (IQR 6 — 12 anos), refletindo as caracteristicas de formacéo recente da comunidade.
As estimativas médias de ancestralidade genémica dos 123 individuos incluidos na analise
apontam para uma populacdo altamente miscigenada com contribuicdo significativamente
menor de descendentes africanos e predominancia significativa de ancestralidade europeia
(mediana de 0,450, IQR = 0,266 — 0,617) e descendentes indigenas americanos (nativos
americanos) (mediana de 0,336, IQR: 0,223 — 0,544) (Teste de Kruskal-Wallis; P < 0,0001).
Uma baixa contribuicdo da ascendéncia africana foi observada entre os individuos, com
mediana de ancestralidade gendmica de 0,154 (IQR: 0,892 — 0,244) (Figura 21). Entre os 123
individuos com informac@es de ancestralidade, 69 foram classificados sem recorréncias, 19
com Unica recorréncia e 35 apresentaram multiplos episodios de recorréncias (2003 a 2013).
A proporcdo de ascendéncia africana, nativo americana e europeia para 0S Qgrupos sem
recorréncia versus Unica versus multiplas recorréncias foi similar (P > 0,05; Teste de Kruskal

Wallis) (Figura 22) entre 0s grupos sem, Gnica e multiplas recorréncias.
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Proporcao de ancestralidade gendmica
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Figura 21. Barplot da ancestralidade individual estimada para os individuos de Rio Pardo com o Software
Structure para a ancestralidade Africana (azul), Nativo Americana (vermelho) e Europeia (verde). Os
valores estimados da ancestralidade individual foram obtidos usando o método implementado no programa
Structure, por meio de agrupamento Bayesiano. No eixo y estd representada a propor¢do de ancestralidade
gendmica para 0s 123 individuos do estudo, dispostos no eixo x.
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Figura 22. Proporgdo de ancestralidade africana, nativo americana e europeia entre 0S grupos sem
recorréncia (n = 69), com Unica (n = 19) e maltiplas recorréncias (n = 35) na comunidade de Rio Pardo. Os
resultados estdo apresentados como valores de mediana e intervalo interquartilico da ancestralidade gendmica
europeia individual para cada grupo. Os pontos apresentados na figura representam os outliers. P > 0,05; Teste
de Kruskal Wallis.
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De modo a avaliar a variabilidade de CYP2D6 decorrente de componentes genéticos
ancestrais da populacdo brasileira, nos caracterizamos a frequéncia dos alelos/fendtipos de
CYP2D6 por predominancia da ancestralidade gendmica ancestral individual. Para cada
individuo do estudo, nos determinamos como critério: considerar como ancestralidade
predominante, aquela em que a razdo entre as duas maiores proporc¢des ancestrais (africano,
nativo americano e/ou europeu) inferida para o individuo era maior ou igual a 2. Individuos
cuja razdo entre as duas maiores proporcdes ancestrais era menor que 2 foram considerados
miscigenados. Em cada grupo definido de acordo com a ancestralidade predominante, a
mediana da ancestralidade nativo americana e europeia foi de, aproximadamente, 70%
(mediana de 0,722; IQR 0,650 — 0,775 para 0 grupo nativo americano e mediana de 0,698;
IQR 0,645 — 0,746 para 0 grupo europeu). Individuos considerados como miscigenados
apresentaram mediana de ancestralidade nativo americana e europeia de 0,346 (IQR 0,308 —
0,474) e 0,444 (IQR 0,350 — 0,531), respectivamente. A delecdo do gene (CYP2D6*5) foi
predominante em nativos americanos (6%). Uma frequéncia mais elevada de algumas
variantes alélicas de atividade nula/reduzida de CYP2D6 foi observada em individuos com
ancestralidade gendmica europeia predominante, como por exemplo, *4 e *41 (14,0% e 5,3%,
respectivamente) (Figura 23 e Tabela 9). Enquanto, uma maior frequéncia da variante
CYP2D6*29 foi observada em individuos com background africano (dados néo reportados).

Nativo americano Europeu Miscigenado

m*] m*2A/*35 0 *2D  *4 o*5 0 ¥10 m*17 m*29 m*4]

Figura 23. Frequéncia dos alelos de CYP2D6 entre individuos com ancestralidade nativo americana (n
cromossomos = 50), europeia (n cromossomos = 57) e miscigenado (n cromossomos = 120). As diferentes
variantes alélicas de CYP2D6 estdo representadas de acordo com a predominancia da ancestralidade gendmica.
Na classificacdo dos individuos, consideramos como ancestralidade predominante quando a razdo entre as duas
maiores proporcdes ancestrais (africano, nativo americano e/ou europeu) foi maior ou igual a 2. Individuos com
razdo menor que 2 foram considerados miscigenados. A ancestralidade africana foi desconsiderada da analise,
pois apenas dois individuos apresentavam ancestralidade predominantemente africana. Ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre os alelos de CYP2D6 nos diferentes grupos (P > 0.05; Teste Exato
de Fisher).
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Tabela 9. Frequéncia dos alelos CYP2D6 entre individuos com ancestralidade africana, nativo americana e
europeia predominantes (P > 0.05; Teste Exato de Fisher).

Alelos de CYP2D6 Africano, % (n) Nativo Americano, % (n) Europeia, % (n) Miscigenado, % (n)

*1 0,500 (2) 0,440 (22) 0,386 (22) 0,517 (62)
*2A/*35 . 0,360 (18) 0,2811 (16) 0,225 (27)
*2D . . 0,018 (1) 0,050 (6)
*4 . 0,080 (4) 0,140 (8) 0,050 (6)
*5 . 0,060 (3) 0,018 (1) 0,025 (3)
*10 . . 0,018 (1) 0,008 (1)
*17 . 0,040 (2) 0,070 (4) 0,083 (10)
*29 0,500 (2) . 0,018 (1) 0,017 (2)
*41 . 0,020 (1) 0,053 (3) 0,025 (3)

Ao considerar, as distribuicBes previstas de frequéncia fenotipica de CYP2D6, a
ancestralidade gendmica média para cada populacéo parental (europeus, nativos americanos e
africanos) que formaram a populacdo brasileira ndo diferiu entre individuos com atividade
reduzida de CYP2D6 e enzima funcional (P = 0,180; Teste de Mann-Whitney) (Tabela 10).

Tabela 10. Ancestralidade individual estimada pelos grupos fenotipicos de CYP2D6.

CYP2D6, mediana (IQR)

Ancestralidade Enzima funcional (AS > 1) Atividade nula/reduzida (AS<1) P -value?
Europeu 0,411 (0,244 - 0,572) 0,528 (0,271 - 0,675) 0,18
Nativo americano 0,357 (0,252 — 0,551) 0,309 (0,165 — 0,568) 0,314
Africano 0,154 (0,086 — 0,251) 0,138 (0,084 — 0,212) 0,726

2 Teste de Mann Whitney

6.4. Atividade reduzida de CYP2D6 aumenta o numero de recorréncia de Plasmodium

vivax

Para avaliar se 0 metabolismo reduzido de CYP2D6 ap0s o tratamento PQ/CQ
influencia os episodios clinicos recorrentes de malaria, correlacionamos os fenotipos CYP2D6
preditos com o numero de recorréncias de P. vivax. O fenétipo relacionado a uma atividade
normal de CYP2D6 (gNM-F), predominante em todos os grupos, foi observado em maior
frequéncia (71,5%) no grupo sem recorréncia (Tabela 11). Ao todo, vinte e sete individuos (de
130; 20,8%) tiveram atividade reduzida de CYP2D6 (AS < 1) no grupo sem recorréncia em
comparagdo com 27,5% (14 de 51) no grupo com Unica recorréncia e 32,4% (23 de 71) no



Resultados — Capitulo 1 78

grupo de multiplas recorréncias. A andlise univariada mostrou que ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos sem, Gnica e multiplas recorréncias em relacéo
a distribuicdo de frequéncia da atividade predita de CYP2D6 (P = 0,065, Teste Qui-Quadrado
de tendéncia) (Figura 24).

Tabela 11. Escore de atividade (AS) atribuido as variantes alélicas de CYP2D6.

Fendtipos Atividade Activi Seill . Unica . Ml]ltlpJas_ Total, %
de CYP2D6  Enzimatica ctivity Score gecorrenma, recorréncia, recorréncias, ")

% (N) % (n) % (n)
gPM Nula 0 1,5 (2) 1,9 (1) : 1,1 (3)
giM Reduzida 0,5 1,5(2) 3,8(2) 1,8 (2) 2,3 (6)
gNM-S Reduzida 1 16,8 (23) 21,2 (11) 29,2 (21) 21,1 (55)
gNM-F Normal 1,50u?2 71,5 (98) 61,5 (32) 65,3 (47) 67,8 (177)
guM Aumentada >2 3,6 (5) 9,6 (5) 1,4 (1) 4,2 (11)
ND Indeterminada ND 51 (7) 1,9(1) 1,4 (1) 3,4 (9)

Os fendtipos de CYP2D6 estdo representados como normal para fendtipos de metabolismo extensivo/normal
(gNM-F), reduzido para metabolismo intermediario (gIM e gNM-S), ausente, para metabolismo nulo (gPM),
aumentado para metabolismo ultrarrapido (QUM) e ND para individuos cujo fen6tipo ndo foi determinado por
auséncia de dados de nimero de copias ou predicao alélica de CYP2D6. No sistema de pontuacgdo de atividade de
CYP2D6, os alelos *4 e *5 recebem um valor de 0, alelos *10, *17, *29 e *41, o valor de 0,5 e alelos *1,
*2A/*2D e *35 recebem um escore de 1. A soma do escore dos alelos de CYP2D6 determina a atividade
metabdlica da enzima (fenétipo).
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Atividade Reduzida de CYP2D6 Atividade Normal de CYP2D6

Semrecorréncia W Unica recorréncia MW Multiplas recorréncias

Figura 24. Frequéncia da atividade enzimatica de CYP2D6 predita entre os grupos de individuos sem
recorréncia (n = 130) Unica recorréncia (n = 51) e maltiplas recorréncias (n = 71). Individuos com atividade
aumentada (gUM) e metabolismo normal (gNM-F) foram agrupados. Individuos com fenétipos de CYP2D6
indeterminados foram desconsiderados na analise (n = 9). Ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre os alelos de CYP2D6 nos diferentes grupos (P = 0,065; Teste de Qui-Quadrado).
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Para confirmar a associagéo entre a atividade predita de CYP2D6 e recorréncia clinica
na malaria por P. vivax, um modelo de Regressdo Binomial Negativo foi ajustado para
variaveis epidemioldgicas. No modelo de melhor ajuste, individuos com niveis reduzidos de
atividade de CYP2D6 (AS < 1) tiveram quase o dobro do risco de recorréncia em comparagao
a individuos com enzima normal (AS > 1) (razdo de risco 1,75, 95% CI 1,2 — 2,6, P = 0,003).
No entanto, individuos vivendo por mais tempo na regido amazénica apresentaram risco
reduzido de recorréncia na malaria por P. vivax (razdo de risco 0,97, IC 95% 0,96 — 0,98, P <
0,0001). O risco de recorréncia também foi maior para os individuos que viviam ao longo do
coérrego Rio Pardo (érea ribeirinha) (razdo de risco 2,68; 1C95% 1,9 — 3,8; P < 0,0001)
(Figura 25 e Tabela 12).
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Figura 25. Numero predito de recorréncias em individuos com atividade reduzida e normal de CYP2D6
na populacgdo ribeirinha e ndo ribeirinha de Rio Pardo. O ndmero predito de recorréncias em 10 anos,
representado no eixo X, foi estimado de acordo com a atividade fenotipica de CYP2D6, a area de residéncia no
assentamento de Rio Pardo (ribeirinho versus nédo ribeirinho) e o tempo de residéncia na regido da Amazdnia,
expresso no eixo y. Todas as variaveis foram derivadas do modelo de Regressdo Binomial Negativo.
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Tabela 12. Estimativa do risco relativo de episodios de recorréncias em individuos com atividade reduzida
de CYP2D6, a considerar exposi¢do e susceptibilidade a infec¢es pode Plasmodium vivax.

Parametro Risco Relativo (1C 95%)? P - value

Atividade predita de CYP2D6

Normal Referéncia

Reduzida 1,75 (1,18 — 2,58) 0,003
Tempo de residéncia na regido Amazoénica 0,97 (0,96 —0,98) < 0.0001
Local de residéncia em Rio Pardo

N&o Ribeirinho Referéncia

Ribeirinho 2,68 (1,89 - 3,83) < 0.0001

@Risco Relativo

Nesse sentido, um modelo de Regressdo Logistica ajustado para local de residéncia e
tempo de residéncia em area endémica de malaria apresentou maior risco de recidiva para
individuos com niveis reduzidos de atividade do CYP2D6 (risco relativo 1,94; 1C95% 1,02 —
3,75; P = 0,044). Além disso, o risco de recorréncia foi menor (risco relativo 0,98, IC 95%
0,96 — 0,99, P = 0,011) para individuos que viveram mais tempo na regido amazonica,
enquanto os ribeirinhos tiveram risco aumentado (risco relativo 4,96, IC 95% 2,85, P <
0,0001) para recorréncias da malaria por P. vivax (Figura 26 e Tabela 13). Apds explorar os
dados de variacédo alélica de CYP2D6, investigamos se o fenétipo de CYP2D6 influenciava o
tempo de recorréncia da infecgdo por P. vivax. O tempo entre a infeccdo inicial e a primeira
recorréncia ndo diferiu entre os grupos de individuos com atividade nula/reduzida (mediana =
70 dias, IC 95%, 45.5 — 100) para atividade reduzida e normal (mediana = 53 dias, IC 95%,
38 —87) de CYP2D6 (P = 0,357, Teste de Log-rank) (Figura 27).
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Figura 26. Frequéncia de recorréncia em individuos com atividade normal e reduzida de CYP2D6 nos
grupos sem recorréncia (n=130) e com recorréncia (n=122). N&o foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre a frequéncia dos fendtipos de atividade reduzida e normal CYP2D6 nos grupos sem
recorréncia e com recorréncia (P = 0,085; Teste Exato de Fisher).

Tabela 13. Estimativa da razé@o de chance de episédios de recorréncias em individuos com atividade
reduzida de CYP2D6, a considerar exposi¢do e susceptibilidade a infec¢des pode Plasmodium vivax.

Parametro Razéo de Chance (IC 95%)2 P - value

Atividade predita de CYP2D6

Normal Referéncia

Reduzida 1,940 (1,021 — 3,747) 0,044
;?nrgggndii;emdenua na regiao 0,980 (0,964 — 0,995) 0011
Local de residéncia em Rio Pardo

Nao Ribeirinho Referéncia

Ribeirinho 4,963 (2,850 — 8,852) <0,0001

@Razdo de Chance
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Figura 27. Curva Kaplan-Meier para o efeito da atividade de CYP2D6 no tempo da primeira recorréncia
da infeccdo por Plasmodium vivax. O tempo mediano para o primeiro episédio recorrente de maléria por P.
vivax foi de 70 dias (95% IC, 45 — 100 dias) para individuos com atividade reduzida de CYP2D6 e 53 (95% IC,
38 — 87 dias) para individuos com enzima normal (P = 0,357, Teste de Log-rank).
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7. Discussao

7.1. Classificacdo das recorréncias e contribuicdo dos hipnozoitos para a transmissao da

malaria por Plasmodium vivax em Rio Pardo

O aumento das falhas terapéuticas por PQ-CQ merece destaque nas investigacOes
acerca da farmacocinética da droga e proposicGes de esforcos para a eliminacdo da maléria.
Um dos principais desafios na terapéutica da malaria por P. vivax é alcancar a cura radical de
forma efetiva e segura para o paciente pois os frequentes episddios de recorréncia, por
ativagdo de hipnozoitos, sdo a fonte dominante de malaria incidente e sdo extremamente
dificeis de controlar devido a auséncia de biomarcadores para diagnostico e deteccdo das
formas latentes. Além disso, refratarios a maioria das drogas antimalaricas, os hipnozoitos séo
formas dificeis de serem atingidas, pois podem ser eliminados apenas pelo tratamento com
PQ, que pode ter sua eficacia reduzida devido ao metabolismo alterado da enzima CYP2D6
(BENNETT et al., 2013; PYBUS et al., 2013a). Neste ponto, a compreensao farmacocinética
da PQ é muito importante para otimizar o regime de dosagem terapéutica e reduzir a
infectividade aos mosquitos, pela reativacdo de hipnozoitos. Como discutiremos mais, a
dependéncia de CYP2D6 para o metabolismo eficacia da PQ levanta preocupacgdes ébvias
sobre o comprometimento do efeito terapéutico em populacBes polimorficas. Sabe-se, hoje,
que para a CYP2D6 existe com mais de 150 variantes alélicas principais (INGELMAN-
SUNDBERG, 2005a) e acredita-se que grandes populacdes de individuos em areas endémicas
de maléria sejam afetadas por fen6tipo nulos ou intermediarios (BAINS, 2013). Com esses
fatos em maos, fica claro que o uso da PQ (um agente para cura radical das infecgdes por P.
vivax) precisa ser analisado cuidadosamente, levando em consideracgdo o efeito das questoes
farmacogenéticas da droga, assim como problemas relacionados a sua toxicidade. Além disso,
contornar as limitagdes no conhecimento da biologia e epidemiologia dos hipnozoitos
também pode ser a grande oportunidade para acelerar as tentativas de eliminacdo da malaria
por P. vivax. Se no mundo, parte dos casos incidentes de malaria por P. vivax derivam de
hipnozoitos, limitar esse reservatorio produziria reducfes na transmissdo e mortalidade da
doenca.

Em areas onde a transmissdo ocorre, € dificil distinguir um episodio de recaida
verdadeira de um recrudescimento ou um episodio primario de uma nova infeccdo. A
ambiguidade da frequéncia e do tempo de recaida geograficamente variaveis, juntamente com

casos de reinfeccao e recrudescéncia na malaria recorrente por P. vivax (ap0s terapia com PQ)
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torna a estimativa da falha terapéutica por PQ em ambientes endémicos muito dificil. No
entanto, se os pacientes forem tratados, também, com um esquizonticida eficaz e alguns
fatores de confusdo forem controlados, pode-se considerar, com maior confianca, que
quaisquer novos episodios parasitologicos sdo provaveis recaidas. Aqui, usamos uma
combinacdo de critérios para caracterizar com rigor os episodios de recorréncias da infecgdo
por P. vivax. Uma parte importante desta analise incluiu a correspondéncia de um sistema de
vigilancia epidemiologico do Brasil, SIVEP-Malaria, para explorar a frequéncia de
recorréncias registradas na comunidade de estudo. Primeiramente, analisamos o perfil geral de
transmissao na regido durante o periodo de estudo (levantamento do nimero de casos de 2003
a 2013). O numero de casos por P. falciparum decresceu ao longo dos anos e, atualmente, P.
vivax é responsavel por todos os casos clinicos registrados na regido. Dos casos registrados
por P. vivax ao longo de dez anos, cerca de 20% das infec¢Bes anuais, registradas em Rio
Pardo, podem ser atribuidas as recorréncias. Em geral, as popula¢cdes amaz6nicas brasileiras
apresentam estimativa média de 26 — 30% de recorréncias anuais por P. vivax (SIMOES et al.,
2014). Em 2009, o estudo de Orjuela-Sanchez et al. avaliou a incidéncia e o tempo de
recorréncia por P. vivax em pacientes residentes na fronteira entre Brasil, Peru e Bolivia,
tratados com CQ-PQ. Os autores registraram incidéncia acumulada de 26 a 40% de recidivas
por P. vivax, as quais ocorreram em um intervalo de até 180 dias apds a infecgdo inicial.
Outros estudos também registraram taxas de recorréncia de malaria na Amazonia brasileira de
23 a 29% em individuos acompanhados por até um ano (SIMOES et al., 2014; VITOR-
SILVA et al., 2016). Conhecer a frequéncia de recorréncias € extremamente relevante para o
controle da malaria por P. vivax, pois fornece uma indicacdo da carga circulante de
hipnozoitos em diferentes areas da Amazonia brasileira e os desafios impostos por estas
formas dormentes, como principal determinante da persisténcia da malaria.

Um dos pontos fortes deste estudo é que os critérios utilizados para caracterizar as
recorréncias por P. vivax permitiram caracterizar melhor o perfil de recorréncia para cada
individuo. Nossa abordagem para classificar a recorréncia foi baseada na ocorréncia de
recidivas da malaria por P. vivax até 180 dias apds a infecgdo inicial, com o objetivo de
reduzir a possibilidade de reinfeccdo. No Brasil estima-se que o intervalo médio entre a
infecdo inicial e as recaidas é de aproximadamente quatro meses (SIMOES et al., 2014).
Portanto, intervalos tdo extensos quanto um ano aumentam a probabilidade da recidiva ter
sido ocasionada por uma reinfeccdo em é&reas de transmissdo de maléria. Além disso, a
possibilidade de recrudescéncia foi reduzida considerando as recorréncias que ocorreram apos

um periodo de 28 dias a partir do inicio do tratamento. Nesse periodo, a CQ ainda esta
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presente na circulacdo sanguinea e a recorréncia da malaria por P. vivax pode ser causada por
parasitos resistentes a droga (BAIRD et al., 1997; CHU et al., 2018). Na Amazonia brasileira,
ha evidéncias de uma baixa resisténcia do P. vivax a CQ (FILHO et al., 2007; MARQUES et
al., 2014). No entanto, os recrudescimentos ocorreriam nos primeiros dias devido a falta de
adesdo ao tratamento ou a dosagem inadequada, particularmente em criangas e adultos com
excesso de peso (DUARTE et al.,, 2001). Na comunidade de Rio Pardo, estimamos uma
proporcdo muito baixa (1,7%; 42 de 2486 casos totais de infeccdo por P. vivax) de possiveis
recrudescéncias em 10 anos do periodo do estudo. Finalmente, a maioria dos individuos
classificados como ndo recorrentes (77%) teve um episodio Unico de malaria registrado de
2003 a 2013 ou episddios em intervalos maiores que 1 ano, o que provavelmente deve
representar uma nova infeccao.

Um estudo recente mostrou que esquemas curtos de 7 — 9 dias de PQ com uso
concomitante de CQ foi mais efetivo que a CQ sozinha e igualmente eficaz ao regime de 14
dias na prevencao das recorréncias de P. vivax (DAHER et al., 2019). Combinacdes de ACT-
PQ também foram mais eficazes que a CQ sozinha ou combinac¢es CQ-PQ, corroborando
dados da literatura (COMMONS et al., 2018; GOMES et al., 2015). Em geral, o Brasil
recomenda cursos curtos de 7 — 9 dias (dose total 3 — 4.2 mg/kg) de tratamento. Quatorze dias
de PQ séo recomendados no Brasil apenas quando os pacientes sdo submetidos a tratamento
supervisionado. A mesma eficacia entre o regime de sete 14 dias é encorajadora e reforca a
ideia de que a taxa de cura € em funcdo da dose total de PQ, em vez do periodo de tratamento
(BAIRD, 2005). O regime de curta duracdo tem importantes implicacdes praticas, porque
aumenta significativamente a adeséo ao tratamento em relagéo ao regime mais longo (14 dias)
(BRAZ et al., 2016). Em geral, os pacientes que necessitam de terapia anti-hipnozoitos e que
apresentam atividade de CYP2D6 significativamente alterada (atividade nula/reduzida)
podem recair mesmo com a adesdo total ao medicamento de boa qualidade. O tratamento dos
individuos do presente estudo nédo foi supervisionado, contudo espera-se uma taxa elevada de
adesdo dos pacientes ao tratamento com o esquema curto de sete dias. De fato, os dados da
literatura descrevem uma alta taxa (67 — 86%) de adesdo ao tratamento da maléria na
Amazonia brasileira (ALMEIDA; RODRIGUES; VIEIRA, 2014; PEREIRA; ISHIKAWA,;
FONTES, 2011a).
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7.2. Variabilidade da frequéncia alélica de CYP2D6 nos individuos infectados por

Plasmodium vivax no Brasil

Uma maior compreensdo da variabilidade de CYP2D6 na populacdo brasileira
permitira 0 entendimento das diferencas no metabolismo dos farmacos mediado pela
CYP2D6 e ajudara na orientacdo da escolha do farmaco mais adequado, bem como de sua
dosagem, para evitar as recorréncias por P. vivax e possiveis efeitos adversos decorrentes da
metabolizacdo alterada da droga (KERB et al., 2009). Em um pais de dimensdes continentais,
como o Brasil, com padrbes de imigracdo distintos e diferentes processos de miscigenacéo,
uma distribuicdo homogénea de alelos de CYP2D6 em regiGes geograficas do norte foi
observado em nossa comunidade e estudos prévios da populacdo norte brasileira
(FRIEDRICH et al., 2014; BRASIL et al., 2018; LADEIA-ANDRADE et al., 2019). Essa
homogeneidade observada contrasta com os resultados de estudos farmacogenéticos
anteriores que demonstraram uma distribuicdo altamente heterogénea de alguns
polimorfismos em diferentes as regides geograficas, bem como nas categorias de cor/raca
adotadas pelo censo brasileiro (SORTICA et al., 2012 ; SUAREZ-KURTZ et al., 2014). De
fato, existem diferencas marcantes nas frequéncias de alelos de CYP2D6 em populacGes de
diferentes origens continentais. Certos alelos foram observados em altas freqiiéncias em
diferentes populaces, tais como CYP2D6 *4 em europeus, CYP2D6 *10 em asiaticos e
CYP2D6 *17 em africanos (ZHOU et al., 2009 ; CREWS et al., 2014). Em nossa
comunidade, a prevaléncia do alelo *4 (8,8%) e *17 (6,9%) € intermediaria entre as descritas
para europeus e africanos (SISTONEN et al., 2009), como esperado para uma populacéo
miscigenada. No Brasil, estudos maiores foram realizados em populacdes do sul do pais
(ANTUNES et al., 2012). Em geral, as frequéncias alélicas foram semelhantes as observadas
em outras regides do Brasil, exceto para o alelo CYP2D6*4, que foi observado em 18% em
pacientes com cancer de mama (ANTUNES et al., 2012). Essas diferencas nos resultados
refletem, possivelmente, questdes metoldgicas, como tamanho das amostras, caracteristicas
dos individuos, diferentes proporces de mistura, individuos saudaveis ou pacientes com
doencas ou diferentes desenhos de estudo (FRIEDRICH et al., 2014).

Em Rio Pardo, a frequéncia encontrada para o alelo CYP2D6*4 (8,8%) foi inferior a
descrita por Kohlrausch et al. (2008) (13,2%) no Rio Grande do Sul, Argentina e Paraguai
(17,8%). Enquanto, na Franca e Alemanha e em regides do norte do Brasil foi encontrado em
18,9% e 10,8% da populacéo, respectivamente. (FRIEDRICH et al., 2014 ; SISTONEN et al.,
2009). O alelo CYP2D6*41, por sua vez, ocorre em uma frequéncia de 4,1% no norte do pais
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(FRIEDRICH et al., 2014), valor este muito proximo ao encontrado em Rio Pardo e no sul da
Europa (4,5%) (SISTONEN et al., 2009). Para o alelo CYP2D6*17, encontramos uma
frequéncia de 6,9% em Rio Pardo, semelhantemente aos resultados alélicos de Friedrich et al.
(2014) (5,3%) para o norte do Brasil. No Rio Grande do Sul, os autores identificaram uma
frequéncia de apenas 1,3% para essa variante (KOHLRAUSCH et al., 2008). A dele¢éo do
gene CYP2D6 (*5) foi observada em 3,1% das nossas amostras, semelhantemente as
frequéncias de 2,2 e 2,7% encontradas no Rio Grande do Sul e norte do pais, respectivamente
(FRIEDRICH et al., 2014; KOHLRAUSCH et al., 2008). Esse alelo, geralmente, esta
presente em uma frequéncia de 3,2% na Europa e de 3,8% na Asia Central (SISTONEN et al.,
2009). O alelo CYP2D6*10 apresentou-se em baixa frequéncia (0,8%), similarmenete a
encontrada por Kohlausch et al. (2008) (2,1%) e Friedrich et al. (2014) (1,4%). O alelo
CYP2D6*29 ndo foi encontrado no Rio Grande do Sul, j& em nossa comunidade, observamos
uma frequéncia de 1,9%, frequéncia esta comparavel aos resultados de Friedrich et al. (2014)
(1,4%), sugerindo que esta frequéncia pode ser representativa da populacdo norte brasileira.
Quando analisado a frequéncia de individuos com fenotipos nulos (gPM), a frequéncia
predisposta em Rio Pardo foi de 1,1%, o que é similar a prevaléncia de gPMs relatados em
populacdes latino-americanas da América do Norte (2,2% — 6,6%) (BERNARD et al., 2006).
Ja em relacdo ao fendtipo glM, a frequéncia predita em nosso estudo foi de 2,3%. Esse achado
deve-se, pelo menos em parte, aos alelos *17 (6,9%), *29 (1,9%) e *41 (2,9%), relatados em
maior frequéncia na Asia, Africa e Oriente Médio, respectivamente.

As categorias fenotipicas descritas para CYP2D6 fornecem indicadores Uteis sobre a
atividade da enzima (GAEDIGK et al, 2008, 2017; ZANGER; RAIMUNDO;
EICHELBAUM, 2004). A populagdo brasileira passou por um intenso processo de
miscigenacdo nos seculos anteriores, sendo composta por uma formagdo genética resultante
das trés raizes ancestrais principais: africana, nativo americana e europeia (PENA et al.,
2009). Inicialmente, o principal componente populacional consistia de nativos americanos,
que contribuiram fortemente para a formacgéo inicial da nossa populacdo. No entanto, ao
término da imigracdo africana, a entrada proeminente de europeus provocou um importante
efeito populacional no Brasil. O intenso fluxo, cerca de seis milhdes de europeus, levou a
mudangas no cenario de composicdo genética da populacdo brasileira (PENA et al., 2009).
Dessa forma, a populacdo brasileira, hoje, € altamente heterogénea, formada pela mistura
entre indios nativos, colonizadores europeus ou imigrantes e escravos africanos, com
predomindncia de contribuicdo da populacdo parental europeia (70%), com tendéncia
crescente de norte a sul do Brasil (CALLEGARI-JACQUES et al., 2003; LINS et al., 2010;
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PENA et al., 2011; SANTOS et al., 2009). Em geral, as populacdes da Amazonia sdo
caracterizadas por maior contribuicdo de ancestralidade nativo americano em comparagao
com outras regides do Brasil. Na populacdo de Rio Pardo, as estimativas médias de
ancestralidade apontaram para uma populacdo altamente misturada com contribuicdo
significativa de ancestrais europeus (44%) e nativos americanos (38%), mas com baixa
ascendéncia africana (18%) (KANO et al., 2018). Este padrdo de mistura com uma elevada
contribuicdo de ancestralidade nativa americana refletiu na distribuicdo de frequéncias das
variantes de CYP2D6 na populacdo estudada, com baixa frequéncia dos alelos CYP2D6 *4
(atividade nula), CYP2D6 *41 (atividade reduzida) e fendtipo gPM, como descrito
recentemente para nativos americanos do sul (NARANJO et al., 2018). Nenhum alelo
especifico apresentou diferenca significativa entre 0s europeus e nativos americanos,
possivelmente devido ao nimero reduzido de individuos considerados nessa analise.

A Dbaixa representatividade da ancestralidade predominantemente africana
impossibilitou conclusbes acerca da variabilidade de CYP2D6 para alelos especificos em
nossa populacdo de estudo. Apenas as variantes alélicas *1 e *29 foram identificadas entre os
individuos com ancestralidade africana predominante. J& a consideravel proporcdo de
ancestralidade nativo americana é consistente com a historia demogréafica de ocupacdo do
norte do pais, onde o processo de colonizacdo brasileira e de miscigenacdo foi marcado por
acasalamentos entre homens europeus e mulheres indigenas nativas como estratégia de
permanéncia e ocupacao da regidao (PENA et al., 2009). Embora nédo seja o escopo do trabalho
analisar os fatores evolutivos e demogréaficos que contribuiram para as diferencas observadas
nas frequéncias das variantes de CYP2D6, a distribuicdo homogénea de alguns alelos dessa
enzima pode ser considerado resultado de uma pressdo seletiva nesse gene que resultou na
manutencdo desses alelos especificos que codificam uma enzima funcional em altas
frequéncias (LLERENA et al., 2014; NARANJO et al., 2018). O processo de sele¢do natural
das variantes de CYP2D6, assim como a deriva genetica e recombinacdo sdo alguns dos
fatores responsaveis pelas diferencas nas frequéncias dessas variantes entre as populacdes
(LLERENA et al., 2014; NARANJO et al., 2018). Vale a pena destacar que o processo de
colonizagdo foi marcado por um maior quantitativo de numerosas populagdes indigenas locais
da regido norte e foi acentuadamente diferente das outras regides geograficas do pais
(BATISTA DOS SANTOS et al., 1999). Dessa forma, o processo de miscigenacdo da
populacéo brasileira, também, foi importante para a construcdo do background genético atual
da populacéo e deve ser levado em consideracdo na aplicacdo dos resultados obtidos em nosso

estudo.
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Embora as categorias fenotipicas descritas em nossa comunidade fornecam
indicadores uteis do metabolismo da enzima, heterogeneidade na correspondéncia genétipo-
fenotipo tem sido relatada dentro e entre grupos populacionais, ou seja, 0 mesmo genotipo
pode diferir no fendtipo entre regides e grupos étnicos (GAEDIGK et al., 2017; LLERENA et
al., 2014; NARANJO et al., 2018). No presente estudo, utilizamos a classificacdo genotipo-
fendtipo proposta como padrdo pelo Consorcio de Implementacdo Farmacogenética Clinica
(CPIC) (Sistema de Pontuacdo de CYP2D6) (WANG et al., 2014; WANG; PAPP; SUN,
2015) e que tem sido utilizada em estudos de malaria e variabilidade de CYP2D6 em resposta
a PQ (BENNETT et al., 2013; BRASIL et al., 2018; JOAN INGRAM et al., 2014). Dados da
literatura demonstram que o genétipo gNM-S (AS = 1) tem atividade préxima ao gIM
(WANG et al., 2014; WANG; PAPP; SUN, 2015), permitindo, assim, que agrupassemos
nossos individuos do estudo com escore de atividade igual a 0 (gPM), 0,5 (gIM) e 1 (QNM-S)
como metabolizadores nulos/reduzidos de CYP2D6. Esse mesmo agrupamento tem sido
utilizado por outros autores (BRASIL et al., 2018) e ressalta a necessidade de considerar a
consequéncia dos gNM-S na metabolizacdo reduzida e falha terapéutica da PQ. Além da
variacdo gendtipo-fendtipo, em muitos estudos observa-se que o LD no genoma humano varia
entre as populacbes e também entre e dentro dos loci em uma mesma populacdo (GABRIEL
SB et al., 2002). Os altos niveis de LD em CYP2D6 encontrados na nossa populacdo reforca
os achados da literatura (SABBAGH; DARLU, 2006). Dois fatores principais poderiam
explicar os altos niveis de LD no gene CYP2D6 na comunidade de Rio Pardo: selecdo natural
e a intensa miscigenacdo da populacdo brasileira, como consequéncia do processo de

colonizagéo.

7.3. ImplicagGes do metabolismo reduzido de CY2PD6 nas recorréncias da infeccdo por

Plasmodium vivax

As diferencas interindividuais relacionadas ao metabolismo comprometido de
CYP2D6 (atividade nula/reduzida) sdo particularmente relevantes em situacdes de bloqueio
da transmissdo da malaria, onde os hipnozoitos (refratarios a maioria das drogas
antimalaricas) sdo dificeis de serem atingidos e eliminados, ou seja, metabolizadores
nulos/reduzidos de CYP2D6 podem permanecer infectados por periodos mais longos apos a
administracdo de PQ, em comparacdo aos individuos com outros fendtipos normal de
CYP2D6, e podem representar uma fonte residual de transmissdo da doenca nessas areas,

dependendo de alelos ligados a este fenotipo na populacdo. A resposta ao tratamento é
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variavel entre os individuos, resultando em 40 — 70% dos pacientes exibindo uma falta de
eficacia do tratamento farmacoldgico ou reagGes adversas a medicamentos (EICHELBAUM
et al., 2006). Evidéncias recentes mostram que a conversdo da PQ em metabolitos bioativos
depende da isoforma do citocromo CYP2D6 no figado (GANESAN et al., 2009; PYBUS et
al., 2013b). Em geral, estima-se que 15 — 30% da variabilidade da resposta ao medicamento
seja causada por polimorfismo genético (GETHING et al., 2012). Embora varios fatores
contribuam para a resiliéncia de P. vivax as medidas de controle da malaria, um alto nimero
de recorréncias atribuido a falha de PQ, em muitas areas ao redor do mundo, vem desafiando
os esforgos para o controle de P. vivax.

Com doses fixas de PQ, pacientes com metabolismo nulo/reduzido de CYP2D6 podem
ter uma subdosagem dos metabdlitos ativos, consequente falha terapéutica e maior risco de
recaida da infeccdo por P. vivax (BENNETT et al., 2013; BRASIL et al., 2018; SILVINO et
al., 2016). Nosso estudo anterior apontou uma associacdao significativa entre multiplas
recorréncias e polimorfismos relacionados a reducdo da atividade da CYP2D6 em viajantes
que retornam de areas endémicas de malaria no Brasil (SILVINO et al.,, 2016). Aqui,
realizamos um estudo retrospectivo de 10 anos em um cenario de transmissdo moderada/baixo
e instavel na Amazonia brasileira, onde as recorréncias de maléaria por P. vivax apds
tratamento CQ / PQ foram responsaveis por aproximadamente 18% dos casos relatados para
esta espécie. Na comunidade de Rio Pardo, cerca de 25% dos individuos apresentaram
atividade nula/reduzida do CYP2D6, semelhante ao descrito para as demais areas amazonicas
brasileiras, entre 20 e 36% (BRASIL et al., 2018; LADEIA-ANDRADE et al., 2019).
Aproximadamente 60% dos individuos com metabolismo nulo/reduzido apresentaram
episddios de recorréncia, com risco, quase duas vezes maior (RR 1,75; P = 0.003), de
apresentar episddios recorrentes como consequéncia possivel da falha terapéutica da PQ.
Esses achados reforcam que individuos com maiores taxas de recorréncia, presumivelmente
devido a incapacidade de eliminar os hipnozoitos por P. vivax, apresentaram maior risco de
recorréncias em fenotipos de atividade nula/reduzida de CYP2D6, sugerindo que a atividade
da CYP2D6 ¢é um passo limitador na formagdo de metabdlitos ativos de PQ contra os
hipnozoitos (BENNETT et al., 2013; PYBUS et al., 2013b).

Em relagdo aos individuos com metabolismo normal de CYP2D6, 45% dos individuos
elegiveis tiveram pelo menos um episddio de recorréncia de P. vivax. Esse resultado reforga o
carater multifatorial do desfecho do tratamento da malaria por P. vivax, que depende de
fatores genéticos individuais, como o genétipo CYP2D6, mas também do estado imunoldgico

dos individuos, da suscetibilidade do parasito as drogas e da adesdo ao tratamento (CHU;
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BRANCO, 2016; COMMONS et al., 2018). Parte desses casos, também, podem ser
explicados pela proporgéo de infec¢Ges por P. vivax que normalmente evoluem para recaidas.
Isso ja foi bem estudado e sabe-se, hoje, que essa proporcao € uma propriedade intrinseca do
parasito da malaria e varia consideravelmente entre as regifes geograficas; é também em
funcdo do tamanho do in6culo de esporozoitos e da imunidade do paciente, quando essa
existe. Também é sabido que a probabilidade de recorréncia com uma cepa de um Unico
gendtipo é dependente do tempo que 0 paciente esta doente, o que também sugere efeito da
imunidade sobre a ocorréncia desse fenémeno.

O metabolismo prejudicado da PQ, definido aqui, como escores de atividade
fenotipica abaixo de 1 (AS < 1), foi representativo de parte significativa da nossa populagdo e
foi associado com maior risco de recorréncia de malaria por P. vivax e, consequentemente,
falha terapéutica da PQ. Em geral, a traducao de genotipos em capacidade de metabolismo da
PQ (fendtipos de CYP2D6) é baseada em um Unico limiar de um escore de atividade, ou seja,
um AS >1,0 é determinante de atividade enzimética normal, sendo considerado suficiente
para assegurar a cura radical do P. vivax. O que percebemos em nossa comunidade, também
relatado em estudos anteriores (SILVINO et al., 2016; BRASIL et al., 2018), é que dentro de
uma mesma amostra populacional hd uma variacdo, perceptivel, na incidéncia de recorréncias
entre individuos de escores de atividades semelhantes. O limiar fixo de escores de atividade <
1 (atividade reduzida de CYP2D6), representando metabolismo insuficiente para tratar P.
vivax é, portanto, variavel e pode ser mais permeavel do que o aqui considerado, sugerindo
gue uma proporcao indefinida de fenétipos nulo/reduzido de CYP2D6 pode metabolizar PQ
suficiente para o0 sucesso terapéutico ou, individuos com metabolismo normal podem ter
metabolismo insuficiente para promover o efeito terapéutico da droga.

No presente estudo, descobrimos que a mediana do tempo de residéncia para
individuos com atividade normal do CYP2D6, mas que tiveram recorréncias por P. vivax, foi
menor em compara¢do com individuos com atividade enzimatica normal que tiveram
recorréncias da malaria. Assim, existe a possibilidade dos outros fatores, como local de
moradia e tempo de residéncia em areas da Amazodnia brasileira, terem efeito na terapia
antimalarica e, consequente, levarem a falha terapéutica da PQ (WHITE, 2017). Para avaliar o
real impacto dos fenétipos ndo-funcionais de CYP2D6 nas recorréncias na malaria por P.
vivax, realizamos uma analise robusta, controlando o efeito de alguns potenciais fatores de
confusdo. Considerando que um aumento do risco de recorréncia foi mostrado para o0s
individuos que residem na area ribeirinha em estudos prévios conduzidos por nosso grupo

(KANO et al., 2012; PIRES et al., 2018), um risco menor foi visto por eles que tém vivido por
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um longo tempo na regido endémica da maléria. Nossa hipGtese é que os ribeirinhos
acumularam um numero maior de hipnozoitos porque estdo mais expostos a transmissao da
maldria e essas formas de parasitas podem ser mais ativadas. Existem algumas possibilidades
para explicar a frequente ativacdo do hipnozoito nos ribeirinhos que ainda precisa ser
investigada: uma doenca febril sistémica associada a malaria aguda ou uma infecgdo
bacteriana febril e o in6culo do esporozoito que parece ser um determinante importante do
tempo e do nimero de recaidas (SHANKS; WHITE, 2013; WHITE et al., 2011).

Em nossos resultados, observamos uma reducdo de 3% no risco de recorréncia por ano
de residéncia na regido amazonica (razdo de risco 0,97, IC 95% 0,96 — 0,98, P < 0,0001).
Esses dados fornecem evidéncias de um papel adicional da imunidade do hospedeiro na
modulacdo da suscetibilidade a recorréncias de P. vivax de forma que individuos que
adquiriram algum nivel de imunidade a malaria apresentem menos episodios de recorréncia
ao longo dos anos independentemente do status de metabolismo do CYP2D6. Juntos, nossos
achados reforcam que é importante considerar a susceptibilidade e o risco do individuo
recorrer, levando em consideracdo a influéncia do metabolismo nulo/reduzido de CYP2D6, a
influéncia da imunidade do hospedeiro ao avaliar a associacao entre recorréncias por falha
terapéutica de PQ e tempo de residéncia na regido da Amazonia brasileira, e também, o risco
de susceptibilidade a recorréncias, ao considerar um numero maior de hipnozoitos e
individuos que s&o mais expostos a transmissdo da malaria. E provavel que as variacdes na
proporcéo de recorréncias se alterem com o0s niveis e a duracdo da exposi¢cdo a transmissao,
pois isso influenciara o nimero de hipnozoitos que se acumulam no figado, mas, claro, ndo
podemos desconsiderar as limitacbes na determinacdo das recaidas, nessas areas de
transmisséao instavel de malaria.

Em conclusdo, nossas analises geraram insights sobre o metabolismo comprometido
de PQ em pacientes com recorréncias, sendo reforcado pela associa¢do entre metabolismo
nulo/reduzido de CYP2D6 e aumento do risco de episodios de recorréncia por P. vivax. E
importante ressaltar que este estudo de base comunitaria destaca um papel adicional da
imunidade do hospedeiro na modulagdo do risco de recorréncia. A proporgdo de infeccdes
recorrentes chegou a 25% ap6s 28 dias de tratamento com CQ-PQ, impondo uma carga
substancial aos esforcos de controle da maléaria na Amazoénia. Como indicado, para individuos
com metabolismo comprometido que recaem durante a terapia com PQ, 0s médicos precisam
considerar o ajuste da dosagem de drogas ou o tratamento de manifestacfes clinicas da
infecgdo com antimaléricos alternativos. Para os metabolizadores nulos e intermediérios, tanto

0 ajuste de drogas como terapia alternativa, quanto a orientagdo ao do paciente para procurar
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tratamento médico, se os sintomas da maléria surgirem, parecem ser os melhores cursos de

acdo para controle e eliminacdo dos reservatdrios da infeccéo por P. vivax.
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8. Consideragdes finais

Os provaveis efeitos das frequéncias significativas de alelos determinantes do
metabolismo nulo/reduzido de CYP2D6 merecem avaliagdes no que diz respeito a estratégias
técnicas para controle e eliminacdo da maléria por P. vivax em regides endémicas de maléria
na Amazonia brasileira. Como em outras partes do mundo, 0 pouco sucesso na reducdo da
prevaléncia de malaria por P. vivax é resultante, principalmente, dos desafios impostos na
eliminacdo dos hipnozoitos. Dessa forma, contornar as limitacdes no conhecimento da
biologia e epidemiologia dos hipnozoitos — grandes reservatérios da infeccdo — pode ser a
grande oportunidade para acelerar as tentativas de eliminacdo da maléria por P. vivax e
certamente atacar e limitar esse reservatorio produziria reducdes na carga de morbidade e
mortalidade.

Polimorfismos no gene que expressa CYP2D6 levam a uma série de atividades
metabdlicas variando entre metabolizadores nulos e ultrarrdpidos, aqueles com atividade
enzimatica acima do normal. Se a CYP2D6 é necessaria para a ativacdo metabolica da PQ,
entdo a eficacia (% cura) estd dependente de polimorfismos genéticos. Os pacientes que
necessitam de terapia anti-hipnozoitos, com PQ, e que apresentam atividade CYP2D6
significativamente reduzida ou nula podem apresentar maior risco de recair mesmo com a
adesdo total ao medicamento de boa qualidade. Da mesma forma, os individuos que séo
metabolizadores normal-slow podem necessitar de uma dose elevada de PQ para suprir a
conversdo metabolica diminuida da PQ parental para o seu(s) metabolito(s) ativo(s) e
requerem atencdo especial durante o tratamento da doenca. As consequéncias do estado
ultrarrapido ainda s&o desconhecidas, mas devem ser consideradas em avaliagdes de eficacia e
seguranga. Uma vez que o status de metabolismo de CYP2D6 varia significativamente de
acordo com o grupo étnico, é provavel que as diferencas regionais nos polimorfismos de
CYP2D6 possam explicar, em parte, diferengas regionais na dose-resposta, embora sejam
necessarias analises genotipicas e fenotipicas completas para entender completamente a
situacdo, bem como compreender a contribuigdo de outras enzimas para a formacdo dos
metabdlitos ativos de PQ.

NOs ainda ndo sabemos, claramente, a extensdo deste problema em relacdo as
frequéncias dos alelos CYP2D6 associadas a falha terapéutica de PQ na Amazonia brasileira.
Para investigar melhor essa associacdo, nosso estudo de base comunitaria mostrou que,
aproximadamente, 18% dos casos clinicos relatados na comunidade de Rio Pardo séo

recorréncias, provavelmente pela ativagdo de hipnozoitos. Além disso, a prevaléncia de
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individuos com atividade reduzida de CYP2D6 foi de 25%. Individuos com atividade
reduzida de CYP2D6 tiveram quase o dobro do risco de recorréncia em comparagdo com
individuos com funcdo enzimatica normal. O risco de recorréncia também foi maior para os
individuos que vivem ao longo dos corregos locais (populagédo ribeirinha). No entanto, 0s
individuos que viveram por mais tempo na regido amazonica apresentaram risco reduzido de
recorréncia de malaria por P. vivax (Figura 28).

O conhecimento da estrutura genética da populacdo associada a epidemiologia da
malaria € um passo importante para a compreensdo da eficacia da resposta terapéutica em
populacbes naturalmente infectadas por P. vivax e a influéncia desta variabilidade genética na
dindmica das infecgdes recorrentes. Assim, fornecemos fortes evidéncias ao levantar fatores
gue modulam o risco de recorréncia em uma area de transmissdo instavel da maléria, a
considerar o metabolismo prejudicado de CYP2D6. Nossos achados tém implicacdes diretas
no controle da maléria, j& que foi demonstrado que a presenca de individuos que ndo
respondem adequadamente ao tratamento devido a reducdo da atividade do CYP2D6, além
disso, a imunidade e areas de residéncia sdo sugestivos em influenciar a susceptibilidade e

transmisséo a doenca desafiando o progresso sustentavel para a eliminacdo do P. vivax.

Processamento do dado fenétipo

Frequéncia total  Frequéncia de

Yo recorréncia %
*1 *35
gNM-F 70,2 (177) Metabolismo Sucesso
g2/l 1,5/2,0 UM 44(11) 452 normal da terapéutico
enzima
—
Activity
— 1,0 s gNM-S 21,9 (55) S
ucesso
*17 *19 terapéutico
*41 578 Necessario
0,5 Fendtipo oIM 2,4 (6) CA ajuste de
CYP2Do Primaquina
—
g 0 PM 1203)
CYP2D6 Risco de
recorréncia

individuos com individuos maior tempo

fendtipo reduzido residentes em de residéncia na

de CYP2D6 dreas ribeirinhas regido da Amazdnia

Figura 28. Fluxograma representando os principais resultados do estudo. A esquerda estdo representadas as
variantes alélicas de CYP2D6. O Consorcio de Implementacdo Farmacogenética Clinica (CPIC), que publica
recomendacdes de tratamento guiadas por genética endossou um sistema que atribui a cada alelo uma pontuacéo
de atividade. Nesse sistema, os alelos *4 e *5 recebem um valor de 0, alelos *10, *17, *29 e *41, o valor de 0,5 e
alelos *1, *2A/*2D e *35 recebem um escore de 1. A soma do escore dos alelos de CYP2D6 determina a
atividade metabolica da enzima (fenétipo). No fluxograma, apresentamos a frequéncia total de individuos % (n)
com os respectivos fenotipos: gNM-F, gNM-S, gIM e gPM e sem seguida, a frequéncia de individuos com os
fendtipos especificos que apresentaram recorréncia da infeccdo por P. vivax. Nao estdo representados o fenotipo
gUM (0,042%) e os individuos cujo fenétipo é indeterminado (0,034%). Cerca de 57,8% dos individuos com
fendtipo nulo/reduzido da enzima apresentaram recorréncias (episédios Gnicos ou maltiplos). Sugerimos que 0
tratamento personalizado com ajuste da dosagem da PQ seja uma abordagem (til para o sucesso terapéutico
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desses pacientes, diminuindo as taxas de recorréncia da infeccdo por falha terapéutica devido ao metabolismo
alterado da enzima CYP2D6. Dados do modelo Binomial Negativo mostraram que individuos com fungao
nula/reduzida de CYP2D6 e residentes em areas ribeirinhas apresentaram risco aumentado de episédios de
recorréncia de malaria por P. vivax. Por outro lado, individuos que residem a mais tempo na regido da Amazénia
brasileira apresentaram menor risco de recorréncias de infeccbes por P. vivax, sugerindo um de papel da
imunidade individual na susceptibilidade a infeccéo.
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Capitulo 2

9. Resultados

Avaliacdo da variabilidade genética do citocromo P450 - CYP2D6 em individuos com
recaidas da infeccdo por Plasmodium vivax no Rio de Janeiro, Brasil

Foram avaliados trés casos clinicos de pacientes infectados por P. vivax e que
sofreram recaidas multiplas (2-4 episodios) de P. vivax. Os pacientes foram infectados na
regido amazonica e acompanhados, posteriormente, no Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas, Rio de Janeiro, que € um dos centros de referéncia em malaria fora da area
endémica. Nenhum paciente retornou a area endémica ap6s o primeiro episddio clinico, e por

essa razdo foram descartadas possiveis reinfeccoes.

9.1. Caso Clinico #1.

Paciente de 32 anos, sexo masculino, 78,5 kg de peso corporal. Residiu em Sao
Gabriel da Cachoeira (Amazonas), por dois anos (até 18 de dezembro de 2015), onde foi
diagnosticado com infec¢do por P. vivax apds sintomas clinicos, e tratado com esquema
padrdo de CQ-PQ durante sete dias (Figura 29). No dia 25 de janeiro de 2016, 38 dias ap0s
sua mudanca para o Rio de Janeiro, e 85 dias apos o diagndstico inicial de malaria, ele
procurou atendimento no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas — INI,
novamente com sintomatologia. Diagnosticado com P. vivax, 0 paciente apresentou
parasitemia de 18.320 parasitos/mm3. Dentro do protocolo de tratamento, o individuo foi
testado para deficiéncia de G6PD, obtendo resultado negativo. Dessa forma, foi administrado
tratamento supervisionado de associagdo entre CQ-PQ, com dose total de PQ de 3,5 mg/kg,
durante um periodo de nove dias, com acompanhamento de cura. No dia 16 de abril de 2016,
intervalo de 82 dias apds primeiro episddio recorrente, o paciente foi readmitido com
manifestacdes clinicas e resultado positivo para diagnostico de infeccdo por P. vivax, com
parasitemia de 6.000 parasitos/mm3. Este foi o seu segundo episddio recorrente ao longo de
aproximadamente 160 dias. O regime de medicacdo foi entdo reavaliado e ajustado. O
paciente foi tratado com CQ e maior dosagem de PQ, dose total de 7 mg/kg, administrada
durante 22 dias. Devido a manifestacbes de mudltiplas recorréncias durante o periodo de

acompanhamento do paciente em area nao endémica de malaria, o status de metabolismo de
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CYP2D6 foi avaliado. Diagnosticado com as variantes alélicas *9 e *4 de CYP2D6, o
fendtipo predito do paciente foi de metabolismo reduzido (gIM) de CYP2D6 (Tabela 14).
Desde a conclusdo do ultimo tratamento acima mencionado, o paciente foi acompanhado por
mais de um ano e ndo apresentou novos episodios clinicos da infecgdo, atualizado em 20 de
junho de 2017.

Infecgdo - Sucesso
Episodio inicial terapéutico

85 dias 82 dias

H | ok

01/11/2015 25/01/2016 16/04/2016 20/06/2017

&

&
QO}é
e AN
) ! !\ o @

CQ+PQ
3.5mg/kg— 7 dias

Figura 29. Periodicidade das recaidas reportadas no caso clinico #1 do Rio de Janeiro e respectivos
tratamentos terapéuticos, com ajuste de drogas nos episodios de recaida por Plasmodium vivax.

9.2. Caso clinico #2.

Paciente de 33 anos, sexo feminino, 62,3 kg de peso corporal. Residiu em Sdo Gabriel da
Cachoeira (Amazonas) até o dia 14 de novembro de 2015, local onde foi diagnosticada e
tratada para infeccé@o por P. vivax em 1° de outubro de 2015 (Figura 30). No Rio de Janeiro,
apresentou os sintomas clinicos com diagndéstico de P. vivax em 18 de fevereiro de 2016 e
parasitemia de 12.480 parasitos/mms3. ApoOs o diagndstico, iniciou-se o0 tratamento
supervisionado de associagao entre CQ-PQ, com dose total de PQ de 3,5 mg/kg, administrada
durante sete dias. Seguindo o protocolo de tratamento, a paciente foi testada para deficiéncia
de G6PD, apresentando resultado negativo. No dia 05 de abril de 2016, foi readmitida no
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Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas — Rio de Janeiro, apresentou segunda
recaida com intervalo de 47 dias da primeira recorréncia. O regime de tratamento foi entdo
ajustado, com administracdo de CQ e aumento da dose de PQ para dosagem total de sete
mg/kg de peso corporal durante 7 dias de tratamento. A analise molecular de CYP2D6 indicou
que a paciente apresentava dois alelos CYP2D6*4, determinante de um fenétipo gPM
(atividade nula) para CYP2D6 (Tabela 14). Apds o término do tratamento, a paciente
permaneceu sem sintomatologia clinica e episodios adicionais, atualizado em 20 de junho de
2017.

Infecgio - Sucesso
Episodio nicial terapéutico

140 dias 47 dias

e s

[ ] L ]
01/10/2015 18/02/2016 05/04/2016 20/06/2017
o)
N d@.“: °®
%
O N §
< O
CQ+PQ

3.5mg/kg— 7 dias

Figura 30. Periodicidade das recaidas reportadas no caso clinico #2 do Rio de Janeiro e respectivos
tratamentos terapéuticos, com ajuste de drogas nos episodios de recaida por Plasmodium vivax.

9.3. Caso Clinico #3.

Paciente de 56 anos, sexo masculino, 82 kg de peso corporal. Residiu em Machadinho
do Oeste, Rond6nia (Amazonas), por dois meses, até o dia 04 de agosto de 2016. Com
sintomas clinicos e diagnosticado com infeccdo por P. vivax, recebeu tratamento padrdo

supervisionado (CQ-PQ) em 1° de julho de 2016 (Figura 31). Apds retorno ao Rio de Janeiro,
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0 paciente apresentou quatro episodios clinicos de malaria, com recorréncias em: 22 de agosto
de 2016; 24 de novembro de 2016; 28 de janeiro de 2017 e 20 de marco de 2017. Para esses
episddios, os respectivos regimes de tratamento foram administrados: (i) CQ + PQ, com dose
total de PQ de 3,5 mg/kg; (ii) CQ + PQ, com dose total de PQ de 3,5 mg/kg/ (iii) CQ + PQ,
com dose total de PQ de 7 mg/kg. Devido a manifestacGes alérgicas induzidas por CQ
(prurido), optou-se pela associacdo de Artemeter e Lumefantrina: AL + PQ, com dose total de
PQ de 7 mg/kg (administrado no 4° episddio de recaida). Caracterizada a variabilidade
genética de CYP2D6, o paciente apresentou dois alelos CYP2D6*41, determinante de um
metabolismo reduzido da enzima (gNM-S) (Tabela 14). Mesmo ap0s o ajuste da dosagem de
PQ, o paciente manifestou recorréncia da infeccdo. Em 8 de maio de 2017, apés
consentimento do paciente, iniciou-se a profilaxia semanal com CQ, com administracdo de
300 mg/semana durante um periodo de oito semanas. O paciente ainda esta em
acompanhamento e ndo manifestou novos episddios clinicos, atualizado em 20 de junho de
2018.

Infecgio - Sucesso
Episodio micial terapéutico

32 dias 94 dias 65 diag 51 dias

01/07/2016 22/08/2016 24/11/2016 28/01/2017 20/03/2017 20/06/2018

94 dias .
5.8

\\7'\\ e 05 djyg 514w

CQ+PQ
3.5mg/kg— 7 dias

Figura 31. Periodicidade das recaidas reportadas no caso clinico #3 do Rio de Janeiro e respectivos
tratamentos terapéuticos, com ajuste de drogas nos episodios de recaida por Plasmodium vivax.
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Tabela 14. Alelos e fenétipos de CYP2D6 preditos.

Paciente Alelol Alelo2 Score de Atividade Feno6tipo de CYP2D6 Atividade Enzimatica
Caso Clinico#1 *9 *4 0.5 giM Reduzida
Caso Clinico#2 *4 *4 0 gPM Nula

Caso Clinico#3  *41 *41 1.0 gNM-S Reduzida
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10. Discussao

Plasmodium vivax é a espécie mais amplamente distribuida, com destaque para sua
resiliéncia aos esforgos de controle e eliminacéo, devido a sua biologia complexa de formacao
dos hipnozoitos, capaz de promover recaidas (BETUELA et al., 2012). Para avaliar a resposta
a diferentes esquemas de tratamento de pacientes com recaidas, foi realizada a predi¢do dos
fendtipos de CYP2D6 em trés pacientes infectados por P. vivax que apresentaram mdaltiplas
recorréncias da infeccdo apos tratamento supervisionado com CQ-PQ, no Instituto Evandro
Chagas — Rio de Janeiro, Brasil. As contraindicacfes da terapia com PQ sdo particularmente
importantes. A PQ provoca anemia hemolitica aguda em pacientes deficientes da enzima
G6PD. O acesso seguro a PQ foi testado, com negativacdo dos pacientes para deficiéncia em
G6PD. Além disso, uma das pacientes acompanhada nesse estudo ndo estava gravida, nem em
periodo de lactacdo. Dessa forma, os trés individuos eram elegiveis para receber PQ,
descartando possiveis complicac6es de uso clinico desta droga.

A dose total de PQ parece ser a principal determinante da sua eficacia terapéutica. Por
via de regra, ndo ha uma correlacdo clara entre a dose administrada de PQ e sua consequente
resposta terapéutica. A PQ apresenta caracteristicas farmacocinéticas peculiares, como meia
vida reduzida e alteracdo no metabolismo em pacientes com polimorfismos em CYP2D6
(PYBUS et al., 2012). Estudos clinicos sugerem que a dose total é o principal determinante da
eficacia terapéutica pois o risco de recaida diminui proporcionalmente ao aumento da dose
administrada da PQ (JOHN et al., 2012, SCHWARTZ, REGEV-YOCHAY& KURNIK,
2000). Neste sentido o Ministério da Satde recomenda o ajuste da droga para pacientes com
mais de 70kg, objetivando alcancar a dose de 3,5mg/kg. Porém o aumento da dose € limitado
pela hemotoxicidade da PQ (MYINT et al., 2011).

A genotipagem de 10 polimorfismos em CYP2D6, incluindo nimero de cdpias,
resultou a inferéncia de trés variantes alélicas nestes individuos, que, por sua vez,
apresentaram predicdo de atividade nula: gPM (caso 2) e reduzida: gIM (caso 1) e gNM-S
(caso 3). Na tentativa de promover a cura radical, os individuos receberam doses aumentadas
de PQ apds um numero variavel de recorréncias da infeccdo. A dosagem da PQ, ajustada ao
peso durante o tratamento, por tanto, apresentou eficacia e boa tolerabilidade para a prevencédo
dos episddios de recorréncias. O paciente #3 foi 0 Unico que apresentou recorréncia mesmo
apos receber dois ciclos de 7 mg/kg da droga. Como este paciente ndo apresentou cura radical
da infeccéo, foi instituido um tratamento personalizado com profilaxia semanal com uso de

CQ para eliminagdo das formas sanguineas recidivantes. Vale ressaltar que este paciente foi
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diagnosticado como gNM-S para CYP2D6 (AS = 1). Nossos resultados sdo reforgados pela
associacdo encontrada entre metabolismo reduzido de CYP2D6 (escore AS <1) e risco
elevado de falha terapéutica. Todos os pacientes, embora com status fenotipico ndo funcional
ou reduzida para CYP2D6, obtiveram padrdo satisfatorio de resposta ao ajustar as
concentragfes com aumento da dosagem de PQ nos tratamentos subsequentes ou até se
alcancar o sucesso terapéutico.

Ainda ndo ha métodos moleculares para diferenciar, com seguranca, as recaidas das
recrudescéncias e reinfeccdes. Nos casos clinicos aqui apresentados, a reinfeccdo é
improvavel, uma vez que os participantes foram infectados em éareas endémicas de maléria e
se mudaram para uma area com baixa taxa de infeccdo, sem histérico de viagem para regides
endémicas ap06s o episddio inicial de P. vivax. Além disso, os individuos ndo podem ser
caracterizados como recrudescentes devido ao aparecimento do estagio eritrocitico em
periodo acima de 28 dias apos tratamento com CQ (tempo em que a CQ ainda circula no
organismo). Além disso, todos apresentaram um intervalo minimo de 52 dias, sugestivo de
recaidas por ativacdo de hipnozoitos, por falha terapéutica da PQ. Os resultados apresentados
no estudo dos casos clinicos corroboram parcialmente resultados anteriores, indicando 0 uso
de maiores doses totais de PQ para prevenir episodios de recaida (FERNANDO; RODRIGO;
RAJAPAKSE, 2011). E importante mencionar que a presenca de comorbidades e uso de
medicacdes concomitantes ndo foram registradas para nenhum dos pacientes em questéo,
descartando possiveis interacbes medicamentosas ou inibi¢cdo enzimatica que pudessem
alterar a farmacocinética da PQ por CYP2D6. Em um contexto de gerenciamento de recaidas
por P. vivax, nessa investigacdo ressaltamos, também, os desafios de interpretacdo dos
fenotipos de CYP2D6. Até o momento, ndo ha diretrizes ou recomendacdes para o tratamento
individualizado para individuos com alteracdo em CYP2D6. As implicagdes para a salde
publica da prevaléncia do status de fenétipo reduzido de CYP2D6 ainda precisam ser mais
exploradas em estudos prospectivos, enquanto a possibilidade de terapia individualizada ainda
é, infelizmente, uma possibilidade distante a ser explorada em estudos clinicos e centros de

referéncia nao endémicos.
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11. Conclusao

Os principais achados desta pesquisa reforcam a hipdtese de que a variabilidade
genética, determinante de um metabolismo nulo/reduzido da PQ pela isoenzima CYP2D6,
aumenta o risco de recorréncia da infeccdo por P. vivax, sendo as principais contribuicdes:

— Avaliacdo da contribuicdo das recorréncias (média de 20%) por P. vivax para 0s
casos totais de maléria registrados na comunidade de Rio Pardo ao longo de dez anos (2003-
2013);

— Descri¢do de uma frequéncia significativa de fen6tipos nulo/reduzido (AS < 1,0) em
individuos da Amazonia brasileira (25 — 30%);

— Componente europeu preponderante na populacdo de Rio Pardo e maior frequéncia
de fenotipos nulo/reduzido (AS < 1.0) em individuos com ancestralidade predominantemente
europeia;

— Alta contribuicdo da heranca de europeus e nativos americanos na regiao norte, que
compreende maior frequéncia dos alelos *4 e *41 de CYP2D6;

— Maior risco de recorréncias das infecgdes por P. vivax para individuos com funcéao
nula/reduzida de CYP2D6, sugestivo de falha terapéutica da PQ);

— Maior risco de recorréncia das infec¢bes por P. vivax para individuos residentes em
areas ribeirinhas, possivelmente, por carrearem um numero maior de hipnozoitos por estarem
mais expostos a transmissao da malaria;

— Menor risco de recorréncias das infecgdes por P. vivax em individuos que residem
por maior tempo na regido da Amazénia brasileira, sugerindo um papel da imunidade
individual na modulacao e susceptibilidade a infeccéo;

— Efetividade no controle de recorréncias das infec¢bes por P. vivax (cura radical),
através do aumento da dose total de PQ, em individuos com fenotipo nulo/reduzido de
CYP2D6.
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