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1. Resumo

Estudo das associacdes entre os sistemas ABO, Duffy, antigenos RhD e a
malaria vivax em habitantes do Estado do Amazonas, Brasil.

A maldria ¢ a mais importante doenga parasitaria do mundo, tendo exercido um forte
efeito na evolugao humana com um crescente corpo de evidéncias indicando que tanto o
risco de adquirir esta infec¢do, quanto o de desenvolver severas complicagdes, tem sido
determinado por fatores genéticos do hospedeiro e do parasito infectante. Isolados
selvagens de parasitas de malaria tem mostrado uma maior variabilidade para invadir
hemdacias humanas quando comparados com os cultivados em laboratorios, mostrando
que em 4areas endémicas, estes podem ter desenvolvido diferentes habilidades para
invadir particulares tipos de hemacias. Existem na literatura, resultados controversos
quanto a associagdo entre o sistema ABO, antigenos Rh e a malaria vivax, porém ja foi
bem demonstrada a importancia da glicoproteina eritrocitaria Duffy na invasdo de
hemacias humanas por merozoitos de Plasmodium vivax, entretanto ainda sendo pouco
conhecido se mutacdes nesta glicoproteina podem estar associadas a frequéncia de
infeccdo do P. vivax ou na densidade parasitdria da malédria vivax. Neste estudo
investigamos associagdes entre o sistema sanguineo ABO, antigeno RhD, as mutacdes
da proteina Duffy (125 G>A (FYA/FYB) 265 C>T ¢ 298 G>A (antigeno Fy*) e do
promotor GATA box, -33(T>C),) e a maldria vivax, em habitantes do Estado do
Amazonas, Brasil. Neste estudo, tanto a identificacdo do P. vivax, como a verificacao
das densidades parasitarias na malaria vivax, foi determinada por testes microscopicos e
leucometria em 497 pacientes infectados, nos quais foram realizadas fenotipagens dos
sistemas ABO, Duffy antigeno RhD pela técnica da hemaglutinagdo, assim como as
genotipagens do sistema sanguineo Dufty pela técnica da PCR/RFLP. As possiveis
associagdes entre as frequéncias encontradas dos sistemas sanguineos citados e a
maldria vivax foram analisadas através do teste qui quadrado, assim como as possiveis
associacoes das genotipagens Duffy com o nivel de densidades parasitarias encontradas
foram analisadas através do teste de kruskal wallis. Nossos dados mostraram, que a
presenga do antigeno A, genotipos FYA/FYB-33 e FYB/FYB-33 pode ser uma vantagem
seletiva na populagdo, reduzindo a taxa de infec¢do pelo P. vivax nesta regido, porém
sem estarem associados ao nivel de densidade parasitaria das infec¢cdes de malaria. Nao
encontramos associagdo entre o antigeno RhD e a susceptibilidade ao P. vivax, no
entanto os genotipos FYA/FYB, FYA/FYA mostraram-se associados ao aumento da
frequéncia de infec¢do pelo P. vivax na regido estudada. Os gendtipos FYB/FYX e FYA/
FYX nao mostraram-se associados a frequéncia de infec¢do pelo P. vivax, mas sim aos
baixos niveis de densidades parasitarias encontrada entre os pacientes infectados com
este genotipo. Reportamos, ainda, neste estudo, individuos com o genétipo FYB-
33/FYB-33 com antecedentes de maldria vivax. Estes resultados sugerem que, em
regides endémicas de malaria, pode estar havendo adaptacdes naturais tanto quanto ao
surgimento de mecanismos parciais de defesa contra o Plasmodium vivax distintos dos
jé descritos em descendentes africanos como adaptagdes que podem estar também
levando a um aumento a susceptibilidade a este tipo de maléria.

Palavras-chave: Malaria, Plasmodium vivax, ABO, Rh, Duffy, hemécias, mutagdes,
grupos sanguineos, susceptibilidade.
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2. Abstract

Study of associations between ABO, Duffy blood group system,
Rh antigen and vivax malaria in inhabitants of Amazonas State, Brazil

Malaria is the most significant infectious disease in the world, having displayed a
strong impact on human evolution with a increase body of evidences indicating that the
host’s genetic factors and the infectant's parasite genotype have been associated with the
risk of infection as well as the risk of developing severe complications due to malaria.
Malaria parasite wild isolates have shown a higher capacity of invasion than those
cultured in laboratories, showing that in endemic areas, malaria parasites can develop
different abilities to invade particular red blood cells. There are, in the literature,
controversies results regarding the assocation between the ABO system, RhD antigens
and the malaria vivax frequency, otherwise, it has been demostrated the importance of
glycoprotein Duffy in the human red cells invasion process by Plasmodium vivax
merozoites, Nevertheless, little is known if mutation on these glycoprotein can be
associated with the either P. vivax infection frequency or with malaria vivax parasitic
density. In this study we investigated the associations among ABO blood group, RhD
antigen, Duffy protein mutations (125 G>A (FYA/FYB), 265 C>T, 298 G>A (Fy*
antigen) and the GATA box mutation 33(T>C),) and the vivax maléria in inhabitants of
Amazonas State, Brazil. Verifications of P. vivax, as well as, the definition of parasitism
were determinate by standard screening tests in 497 patients in which we performed
ABO, Rh and Duffy phenotypings, as well as, Duffy blood group genotypings with
PCR / RFLP reactions. These results were compared through qui square test with
previously published results of the same variables in blood donors from Brazilian
Amazon, without malaria antecedents, as well as through Kruskal-Wallis test to
compare the parasitism level among diferents Duffy blood goup genotypes, including
some mutations already previouly described.Our data showed that the presence of A
antigen, FYA/FYB-33 and FYB/FYB-33 genotypes in the population, may be a selective
advantage, reducing the frequency of P. vivax infection in the studied area, however
without association with parasitism levels of malaria vivax infection We did not find
associations between RhD antigen and P. vivax susceptibility, however the presence of
FYA/FYB and FYA/FYA genotypes showed to be associated with the rise of the
frequency of P. vivax infection in the studied area. The FYB/FYX and FYA/FYX did not
show association with the frequency of P. vivax infection, but it showed to be associated
with the low levels of parasitism found among the infected patients with these
genotypes. In this study we reported two FYB-33/FYB-33 individuals without previous
history of malaria.These results suggest that natural adaptations, in malaria endemic
regions, could be leading the arising of partial defense mechanisms against Plasmodium
vivax, different of the previously described in Africans descents, as well as, adaptations
that could be increasing the susceptibility of human been to this kind of malaria.

Key words: Malaria, Plasmodium vivax, ABO, Rh, Duffy, Red blood cells, mutations,
Blood groups, susceptibility.
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3.INTRODUCAO

A Malaria

A malaria € a mais importante doenga parasitaria do mundo, tendo exercido um
forte efeito na evolucdo humana. As selegdes para resisténcia contra esta doenga tém
liderado o surgimento e a persisténcia de um niimero de doencas hereditarias afetando
as hemacias como as hemoglobinopatias que levam ao enrijecimento da membrana

eritrocitaria (OMS, 2008).

Um crescente corpo de evidéncias indica que tanto o risco de adquirir infecgoes,
como o risco de desenvolver graves complicagdes, tem sido atribuido tanto aos fatores

genéticos do hospedeiro quanto ao gendtipo do parasito infectante (OMS, 2008).

A especificidade, dos parasitos da malaria pelas hemacias, parece depender do
numero de interagdes entre os ligantes parasitarios € os receptores eritrocitarios, alguns

dos quais foram recentemente definidos (OMS, 2008).

Isolados selvagens de parasitas de maldria podem mostrar uma maior
variabilidade de vias de invasdo quando comparados com os cultivados em laboratorio,
cujas vias de penetragdo estdo quase totalmente definidas, mostrando que, em 4reas
endémicas, os parasitos de maldria podem ter desenvolvido diferentes habilidades para
invadir particulares tipos de hemdacias com o objetivo de aumentar a variabilidade de

vias de penetracao em células hospedeiras (OMS, 2008).
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Portanto, a variabilidade de sequéncia, assim como as expressdes de diferentes
membros das familias de proteinas de ligantes parasitarios, resulta em populacdes de
parasitos com diferentes capacidades de invasdo eritrocitaria, o que ¢ uma desvantagem
para a raca humana, pois estes acontecem em uma maior rapidez em relagdo aos novos
polimorfismos das moléculas da superficie eritrocitidria e com a resposta imunoldgica

que sdo importantes do ponto de vista da defesa inata contra a malaria (OMS, 2008).

O risco de infec¢ao maldrica esta ligado ao desmatamento de areas rurais para
empreendimentos tais como: construgdes de estradas, exploragdes de minérios, madeira
para projetos de agricultura e irrigacdo, particularmente, em areas de fronteiras como a

da Amazonia e na regido sudeste da Asia (OMS, 2008 ).

Outras causas para o aumento de risco de maléria incluem: mudancas climaticas
globais e migracao de pessoas para assentamentos na periferia das cidades (invasoes,
conglomerados habitacionais, etc). As cepas de parasitas emergentes que sao resistentes

as drogas utilizadas no tratamento, também exacerbam a situacao (OMS, 2008).

A malaria ¢ uma doenga curédvel, se prontamente diagnosticada e adequadamente
tratada. Seus agentes causais, em humanos, sdo quatro espécies de Protozoa do género
Plasmodium sp.: P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae. Destes, mundialmente

o P. falciparum ¢é o agente responsavel por maior mortalidade (OMS, 2008).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (ano), 109 paises e territorios

relataram ter areas de risco de transmissdo da malaria onde 3,2 bilhdes de pessoas estdo
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expostas a enfermidade.

Excetuando-se o continente africano (Africa Subsaareana), o Plasmodium vivax
¢ responsavel por 55% dos casos mundiais de malaria, predominando no sudeste da
Asia, na India e nas Américas Central ¢ do Sul. Setenta e cinco por cento (75%) das
formas clinicas ocorrem na Asia, incluindo o Oriente Médio, 15%-20% nas Américas

Central e do Sul e 5%-15% na Africa (Miller et al., 2002; Pukrittayakamee et al., 2004).

Nas Américas, no ano de 2006, foram notificados 917.828 casos de malaria,
sendo que 59,7% no Brasil, 13,5% na Colombia (OMS, 2008). No Brasil, a malaria
figura como uma das principais endemias parasitarias, sendo a Regido Amazodnica
responsavel por 99,8% dos casos notificados no pais, cujas notificagdes registradas em
2007 foram de 457.466 casos (73,4 % pelo P.vivax), havendo uma reducdo de 16,6 %

no total de casos em relagdo a 2006 (BRASIL, 2008).

Na maioria dos Estados amazonicos brasileiros, a maior incidéncia ¢ no periodo
de junho a setembro. Em 2007, a incidéncia parasitaria anual da malaria (IPA) do pais
foi de 18,7/1000 habitantes. No mesmo ano, entre 202.727 casos notificados no Estado
do Amazonas, o Plasmodium vivax foi responséavel pelo maior nimero de adoecimento -

197.147 (82,0 %) (BRASIL, 2008).

Na Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas — FMTAM - foram observados
em 2007, 14.249 adoecimentos com predominio da malaria vivax — esta representando

88,15% do numero total de casos (BRASIL, 2008).
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Os Grupos Sanguineos

Extensivo estudo de polimorfismos de grupos sanguineos em diferentes regides
geograficas tem estimado que a contribui¢do africana para a populagdo urbana
americana ¢ de 4% a 34% e a de origem Amerindia de 0% a 27% (Sans et al., 2000).
Estudos de frequéncias dos sistemas sanguineos ABO, Rh, Kell, Duffy, Kidd e MNS na
populagdo brasileira diferem nas regidoes Sul, Sudeste, Nordeste ¢ Norte (Novaretti et
al., 2000; Castilho et al., 2004). Por exemplo, 3,39% dos doadores de sangue do Estado
do Amazonas s3o Duffy negativo, segundo os dados do laboratério de
Imunohematologia do HEMOAM, em 2008, diferente das frequéncias encontradas em
outras regides brasileiras e mundiais, que sdo de 0,1% a muito raro (Dvorak et al.,
1975). O alto grau de combinagdes genéticas, devido a miscigenacdo racial em nosso
pais, facilita a geracdo de novos alelos. Castilho e colaboradores (2004) descobriram
novos alelos para o sistema Duffy em indios e descendentes de africanos que vivem na

Amazonia.

Sistema ABO

E o sistema sanguineo mais importante do ponto de vista transfusional. Os
glicoesfingolipidios carreando oligosacarides A e B fazem parte integral da membrana
das hemdcias, plaquetas e muitas proteinas circulantes. Como sistema de
histocompatibilidade, os antigenos ABO também estdo presentes em muitos tecidos
incluindo endotélio, rins, coragdo, intestino, pancreas € pulmao. Liquidos corporais tais
como saliva contem moléculas de glicoproteinas que podem, se a pessoa possuir o gene
Se (Secretor), carrear oligosacarides idénticos. Os oligosaccarides A e B ndo ligados a

uma proteina carreadora ou moléculas lipidicas que sdo também encontradas no leite e
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urina (Holgersson et al., 1992; Marionneau et al., 2001).

O sistema ABO contém quatro fendtipos principais: A, B, O e AB, sendo
estes determinados pela presenga ou auséncia de dois antigenos (A e B) nas hemaécias.
Este sistema ¢ também caracterizado pela presenca ou auséncia de anticorpos de
ocorréncia natural, chamados isoaglutininas: anti-A, anti-B e anti A,B; sendo sua
presenca inversalmente reciproca a auséncia ou presenca dos antigenos A e B. Por
exemplo: individuos do grupo O, que ndo possuem os antigenos A e B nas hem4cias,
possuem os anticorpos anti-A e anti-B. Existem hipoteses que descrevem o ambiente
bacteriano do intestino como a fonte da imunizagdo para a ocorréncia natural destas

isoaglutininas (Springer, 1971).

O gene ABO esta localizado no cromossoma 9q34, consistindo de 7 exons
com 18 kb (Yamamoto, 2004; Kominato, 2004), estando o promotor localizado
primariamente nos exons 6 ¢ 7. A expressao do gene ABO ¢ regulada por alguns
mecanismos como metilagdo, transcri¢do do fator de ligagdo de proteinas em tecidos
especificos e um minisatélite potencializador na regido de 4 kb do exon 1 (Yamamoto,
2004; Kominato, 2004), gene H, o qual ¢ responsavel pela sintese do antigeno

susbstrato H, que € o precursor dos antigenos A e B (Daniels, 2002).

O gene ABO codifica glicosiltransferases que produzem os antigenos A e B,
respectivamente. O gene O ndo codifica uma enzima funcional. As hemadcias de
pessoas do grupo O ndo possuem antigenos A e B, mas carreiam uma quantidade
abundante de antigeno H (Daniels, 2002). O alelo ativo no locus H, produz uma

glicosiltransferase que atua em nivel celular formando o antigeno no qual A ou B ¢
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construido. O alelo amorfo /4, ¢ muito raro (Daniels, 2002).

As cadeias de oligosacarides, nas quais os agucares imunodominantes A ou
B estdo ligados, podem existir como simples repeti¢des de algumas moléculas de agucar
ligadas em forma linear, ou como parte de estruturas mais complexas, com muitos
residuos de agtcar ligados em cadeias ramificadas (Daniels, 2002; Svensson et al.,

2004).

Yamamoto, (2004) demonstrou que genes A e B diferem um do outro por
sete substituicdes simples de bases, resultando em quatro possiveis substituicdoes de
aminoacidos (nas posi¢des 176, 235, 266 e 268) na sequéncia protéica das transferases
A e B. As substituicdes nas posi¢des 266 ¢ 268 sdo as mais significantes para a
determinagdo de especificidade de acucar, apesar de que as substitui¢cdes na posi¢do 235

também tem algum efeito.

Os alelos de 4 e B que resultam em subgrupos (Fendtipos de A e B que
expressam baixos niveis de antigenos) podem ter mutagdes adicionais que resultam em
enzimas com habilidades reduzidas para converter antigeno H. A delecdo de um tnico
nucleotideo foi encontrada nos genes A2 perto do terminal carboxil da sequéncia da
transferase A. Como resultado da mudanca de formato, a especificidade da
glicosiltransferase pelo gene 42, esta possui um dominio extra de 21 aminoacidos. Este
dominio parece ser responsavel para a baixa atividade transferase e de reconhecimento
de substrato desta enzima. Subsequentemente, um nimero de outras substituigdes no

gene A tem sido demonstradas por resultados em fendtipos A2 de diferentes amostras.
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A sequéncia de base do gene O parece ser mais similar do que de A. Pelo

menos trés mecanismos tem sido mostrados levando a produtos inativos. A substituicdo
de glicina por arginina no aminoacido 176 com ou sem substitui¢do concomitante de
arginina por glicina na posicdo 268 tem sido observado. Em um outro individuo, uma
delegdo de base no nucleoideo 261 resultou em uma proteina truncada inativa. Todas as
variagdes de fendtipos A e B tem sido demonstrado como mutagdes dos genes 4 ou B,

resultando em uma transferase menos efetiva.

Apesar destes antigenos serem detectados em hemacias de embrides de 5 a 6
semanas, estes ainda ndo estdo completamente desenvolvidos ao nascimento,
provavelmente por que as estruturas ramificadas de oligosacaride desenvolve-se
gradualmente até¢ dois ou quatro anos de idade. Quando a expressdo dos antigenos A ¢
B esta completamente desenvolvida estes permanecem constantes por toda a vida( Klein

& Anstee, 2005).

Sistema Duffy

O maior avango no conhecimento do sistema de grupo sanguineo Duffy foi
alcancado com a clonagem do gene FY, localizado na regido 1q22->q23 do cromossoma
1. O produto do gene FY é uma glicoproteina (gp-Fy), a qual atravessa a membrana da
hemacia nove vezes, possuindo um dominio extracelular N-terminal ¢ um dominio

intracelular C-terminal (Pogo & Chaudhuri, 2000).

A glicoproteina Duffy ¢ expressa em diversos tecidos nao eritroides como o rim,
bago, coragdo, pulmdo, musculo, duodeno, pancreas, placenta, cérebro, intestino,

glandula tiredide e em células de Purkinje do cerebelo (Chaouduri et al., 1995; Hadley
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et al., 1997; Hesselgersse et al., 1999). As células responsaveis pela expressao de Duffy
nesses tecidos sdo as células endoteliais que revestem as vénulas pos-capilares, exceto
no cérebro, onde a expressao Duffy estd localizada nas células de Purkinje (Hadley et

al., 1994; Piper et al., 1995; Neote et al., 1993).

O sistema consiste de quatro alelos, cinco fenotipos e cinco antigenos. Os alelos
sdo: FYA, FYB, FY0 e FYB fraco; os fenotipos: Fy(atb-), Fy(a- b+), Fy(atb+), Fy(a-

b(+)) e Fy(a-b-) e os antigenos: Fy*, Fy®, Fy?, Fy’ e Fy® (Pogo & Chaudhuri, 2000).

Individuos Duffy negativo Fy(a-b-) ndo possuem a proteina Duffy, na membrana
das hemacias, sendo este fenotipo predominantemente encontrados em africanos e
americanos negros. Em alguns casos de individuos Fy (a-b-) ndo negros, uma mutacao
“nonsense” evita a sintese da gp-Fy. Nas hemacias Fy (a-b(+)), o antigeno Fy® é
fracamente expresso devido a uma reduzida quantidade de proteina ( Pogo &

Chaudhuri, 2000).

Horuk e colaboradores (1993) mostraram, em um estudo sobre receptores de
quimiocinas multiespecificos em eritrécitos humanos, que a IL-8 (atualmente CXCL-8),
liga-se minimamente a eritrocitos Duffy negativos, os anticorpos monoclonais para
antigenos Duffy bloqueavam a ligacdo de IL-8 em eritrocitos Duffy positivo, e também
a IL-8 impedia a ligacdo e a invasao por Plasmodium knowlesi em hemadcias, levando a
diversas linhas de evidéncias, indicando que os antigenos de grupo sanguineo Duffy sdo

receptores de quimiocinas.

Outros estudos estabeleceram a relacdo entre receptores de quimiocinas nos
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eritrocitos humanos e antigenos Duffy, por alinhamento da sequéncia da proteina Duffy
com outros membros da familia de quimiocinas (Neote et al., 1994; Chauduri et al.,

1994; Murphy, 1994).

Foi visto também que a organizagdo dos dois exons FY é a mesma encontrada
nos genes de outros receptores de quimiocinas. A partir de entdo, os antigenos
eritrocitarios Duffy foram denominados DARC (Duffy Antigen Receptor Chemokines),

( Neote et al., 1994; Chauduri et al., 1994; Murphy, 1994).

A 1L-8 ¢ o ligante do DARC eritroide mais intensivamente estudado, ¢ de baixo
peso molecular, com aproximadamente 8kDa, e ¢ produzida pela maioria das células do
organismo, particularmente por macrofagos e células endoteliais, sendo envolvida na
migracdo celular. A IL-8 (CXCLS8) ¢ conhecida por ser um potente indutor de
quimiotaxia para neutrdfilos. Apds sua introducdo na circulagdo, a IL-8 ¢ rapida e
eficientemente ligada ao DARC eritréide, ficando incapaz de ativar neutrofilos e, desse
modo, o DARC eritroide pode funcionar como um "escoadouro" para a IL-8 lancada na

circulacdo (Van der Laken et al., 1998; de Winter et al., 1997).

Assim, a absor¢ao de IL-8 nos eritrocitos pelo DARC pode funcionar como uma
limitante da estimulacdo de leucocitos pela diminui¢do da IL-8 sanguinea (Darbone et

al., 1991).

A auséncia do DARC eritroide em individuos Duffy negativo consequentemente

reduz a capacidade de ligagdo da IL-8 aos eritrocitos (Horuk., 1993).
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O significado biologico do DARC nos eritrocitos inicialmente pareceu
questionavel, devido a falta de associacdo entre doencas e fenodtipo Duffy negativo
(Pogo & Chauduri, 2000). Porém, a relacdo fungdo-estrutura e a localizagdo do DARC
na fisiologia normal e patoldgica ainda permanecem um campo vasto para novas

descobertas.

A localizagdo do DARC nas células endoteliais das vénulas pds-capilares aliada
a sua capacidade de fixar as quimiocinas sugere que essa proteina pode ter um papel na
cascata inflamatoria, participando na formacao do gradiente de quimiocinas que permite
lancar os leucécitos linfocitos na circulagdo para os sitios de inflamagao (Tournamille,

2000).

A diminui¢do da fung@o renal apds transplante estd mais associada a pacientes
com fendtipo Fy(a-b-), que pode ser devido a auséncia de receptores DARC, que faz o
papel de atenuar os efeitos inflamatodrios, agindo como um escoadouro de quimiocinas

(Alkalin & Neylan, 2003).

Os antigenos Fy* e Fy® sdo codificados por duas formas alélicas do gene FY. Os
alelos F'YA e FYB diferem por uma simples substituicdo de base no nucleotideo 125. No
alelo FYA, a base ¢ guanina (G) e no alelo FYB a base ¢ adenina (A), produzindo um
codon, no alelo F'YA4, para glicina (aminodcido 42 da seqiiéncia protéica), ¢ um coédon
para o acido aspartico, no alelo F'YB. Essa substituicio de um aminoacido no dominio
aminoterminal da proteina ¢ suficiente para definir os dois antigenos antitéticos
(Chauduri et al., 1995; Mallinson et al., 1995). Essa variacdao leva a identificagdo dos

fenotipos Fy(a+b-), Fy(a-b+) e Fy(at+b+) (Tournamille et al., 1995b ).
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Shimizu e colaboradores (2000) investigaram varias etnias de regides da
Tailandia e da Indonésia, verificando a alta incidéncia do alelo FYA (>0,9) e a presenca
do novo fenotipo Fy(a(+)b-), dados similares aos encontrados em estudos fenotipicos
anteriores, realizados na regido do sudeste asiatico e na Oceania. Chama a aten¢do que
os individuos Fy(a(+)b-) apresentaram genotipagem FYA/FYA e os Fy(a-b-)
apresentaram genotipagem FYA/FYA ou FYA/FYB, por PCR-RFLP (do inglés
Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Long Polymorfism) utilizando as
enzimas de restricdo Banl e Styl, porém os mecanismos genéticos que causam esses
fenotipos nao foram determinados. As implicagdes da presenca desses fenotipos
encontrados ainda sdo desconhecidas, mas sugerem que em regides endémicas de
malaria, também had mecanismos de defesa para a infeccdo do Plasmodium vivax,

distintos dos encontrados em descendentes africanos.

Parasol e colaboradores (1998) descreveram uma nova mutacdo presente na
sequéncia do codigo do gene FY*B (271C>T), que estd associada com alguns fenotipos
Fy(b-) entre os judeus de grupo nao Ashkenazi e negros brasileiros. A mutacao estd
presente em individuos Fy(b-) que apresentam a sequéncia GATA normal associada a
outra mutagdo no gene FYB (304 G>A). A substituigdo 271 C>T, representa uma
mudanca consideravel na estrutura quimica da molécula (Arg91>Cys), a qual pode
afetar os determinantes antigénicos do sistema Duffy, assim como, sua significancia
clinica. Esta mutacdo pode ter implicagcdes em alguns papéis fisioldgicos do sistema

Duffy e ser de interesse na pesquisa de malaria e em estudos genéticos populacionais.

Segundo Castilho e colaboradores (2004), o polimorfismo de Unico nucleotideo

no promotor GATA box, na posi¢do -33(T>C) do gene Duffy em negros, silencia a
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expressao do gene FY*B em eritrocitos e a substitui¢do 265 C>T, junto com 298 G>A,
enfraquece o antigeno Fy®, sendo este antigeno conhecido como Fy*. Individuos com
estes fendtipo/genotipos que recebem sangue Fy(b+), ndo se aloimunizam para o Fy®,
porque na presen¢a da mutagdo 265T, o antigeno Fy® estd expresso fracamente nas
hemacias, e no caso da mutacdo -33C, outros tecidos expressam a proteina Duffy e

provavelmente o antigeno Fy®.

Langui & Bordin (2006) verificaram em amostras de sangue de habitantes do
Estado do Amazonas, a mutacao -33C associada ao gene F'YA levando a um fendtipo
Fy(a-b-), o que ¢ incomum, pois normalmente este fenotipo ¢ devido a mutagdo -33C

associada ao gene FYB..

Antigeno Rh

O sistema Rh ¢ complexo, com 54 antigenos descobertos, certo aspecto de sua
genética, nomenclatura e interacdes antigénicas ainda ndo sdo completamente
entendidos. O termo RH(D) positivo ou RH(D) negativo refere-se a presenca ou
auséncia do antigeno “D” nas hemacias. O fator Rh(D) foi primeiramente descoberto no
macaco Rhesus (Macaca mulata), cujo sangue, quando injetado em coelhos, provocava
a formacdo de anticorpos anti-RH(D), aglutinando o sangue destes. Posteriormente
descobriu-se que numa certa porcentagem de humanos (mais ou menos em 85% dos
brancos) havia a presenga destes antigenos nas hemadcias. Denominaram-se tais
individuos de RH(D) positivos; os demais, que ndo apresentavam estes antigenos nas
suas hemadcias foram denominados de RH(D) negativos (Levine et al., 1941; Wagner et

al., 1999).
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Sabe-se que o fator Rh(D) ¢ um cardter mendeliano dominante. Assim,
individuos RH(D) positivo tem genotipo RR (homozigoto) ou Rr (heterozigoto
dominante) e individuos RH(D) negativos tem genotipo rr (recessivo) (Levine et al.,

1941; Wagner et al., 1999).

A importancia clinica reside no fato de ser o antigeno eritrocitario mais
importante na pratica transfusional. Pessoas Rh(D) negativos nem sempre possuem o
anticorpo correspondente. A formag¢ao do anticorpo anti-D ocorre devido a exposi¢ao ao
antigeno Rh(D) através de transfusdo de sangue, gravidez. O antigeno Rh(D) ¢ muito
imunogénico, aproximadamente 80% das pessoas Rh(D) negativo que receberam uma
transfusdo de sangue Rh(D) positivo desenvolvem anticorpo anti-Rh(D) (Levine et al.,

1941).

Dois genes homodlogos no brago curto do cromossomo 1 codificam o
polipeptidio nao glicosilado, que expressa a atividade do antigeno Rh. Um,
denominado RHD, expressa o antigeno D na membrana da hemacia. Individuos Rh(D)
positivos possuem um ou dois exemplos desses genes. Individuos Rh(D) negativos nao
o possuem. A auséncia de um alelo antitético explica por que, ap6s décadas de procura

nunca foi detectado o antigeno “d” ( Tippett, 1986).

Em um outro locus adjacente, o gene RHCE determina os antigenos C,c,E e e.
Seus alelos sio RHCe, RHCE, RHCcE e RHce. Estudos recentes sugerem que ambos C/e

e E/e residem em um unico produto polipetidico ( Tippett, 1986).
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O produto de ambos RHD e RHCE sao proteinas de 416 aminoacidos que
atravessam a membrana da hemécia 12 vezes e expdem somente pequenas partes de
aminoacidos no exterior. Os polipeptidios ndo carregam residuos de carboidratos. O
estudo de hemécias Rn nulas (que ndo possuem antigenos Rh) revela que as proteinas
Rh sdo partes de um largo complexo membrandario, no qual a presenga de proteinas Rh
aparenta ser essencial para a expressdo correta ou apresentacdo de outros constituintes

(AABB Technical manual, 16° €d,2008) .

As glicoproteinas dos antigenos do sistema LW, Duffy e U todas necessitam da
presenca da proteina Rh para sua completa expressdao. Células Rh nulas ndo possuem
antigenos do sistema LW, s3o negativas para o F5 do sistema Duffy e possuem uma
fraca expressdo de antigenos carreados na glicoproteina B (S, s e U) ( Blumenfeld,
Patmaik, 2004).

Figura 1. Modelo dos componentes da membrana das hemécias carreando sistemas de

grupos sanguineos.

Model of RBC NMembrane Components
Carrying Blood Group Antigens

MNSs Luthecan
Garblch LW
lodian Xg
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Single-pass Multipass

(ME Reid, 2004)
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Grupos Sanguineos e Malaria

Ap6s a evidéncia que hemadcias dos grupos A, B ou AB, parasitadas com
Plasmodium falciparum, formavam rosetas mais rapidamente em relagdo as hemacias
do grupo O (Udomsangpetch et al. 1989, 1993, Carlson & Wahlgren 1992, Barragan et
al. 2000), diversos estudos tem buscado associagdes entre o sistema ABO e o numero
de episddios de infecgdes pelo P. falciparum, apesar que, diversos estudos em diversas
populagdes do mundo reportam a auséncia de associacdes entre o sistema ABO e
infec¢do de malaria, sem especificar o tipo (Osisanyia 1983, Singh et al., 1986 Bayoumi

et al. 1986, Montoya et al. 1994).

No Zimbawe, o grupo sanguineo A foi associado tanto com baixos niveis de
hemoglobina, como com severa malaria falciparum, em nivel de sistema nervoso central
com coma (Fisher & Boone 1998) e, no Brasil, uma significante associagdo entre o

antigeno B e o numero de episddios de maléria (Santos et al. 1983).

Rowe e colaboradores (2007) observaram em 567 amostras de sangue de criangas
com malaria, causada pelo Plasmodium falciparum, que o grupo O estava presente
apenas em 21% dos casos severos de malaria comparados com as frequéncias de 44-
45% dos casos controle com malaria ndo complicada e individuos saudaveis,
demonstrando assim, uma significante evidéncia do efeito protetivo do grupo O na

infecgdo de Plasmodium falciparum.

Em estudo realizado em Camardes (Africa), por Nkuo-Akenji e colaboradores

(2004), no qual investigaram em 121 individuos o efeito dos sistemas sanguineos ABO/
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Rh, gendtipos de hemoglobina e atividade de G-6-P-D na parasitemia e densidade
parasitaria da malaria. O diagnostico laboratorial da maléria foi realizado por meio da
gota espessa. A maior prevaléncia de malaria, 74,5%, foi encontrada em individuos do
grupo O e a mais baixa foi encontrada em individuos do grupo B, porém a média de
densidade parasitaria entre os diversos grupos sanguineos ndo foi significantemente
diferente. Os resultados sugeriram que individuos do grupo O, que possuem
hemoglobina HbAA e mostram atividade enzimatica de G-6-P-D podem ser mais

susceptiveis a malaria por ambos os plasmoédios.

Beigelman e colaboradores (2003) analisaram os aspectos epidemiologicos da
maléria para 182 individuos ribeirinhos da Amazonia (Porto Velho, RO, Brazil). Trinta
polimorfismos genéticos foram investigados, estando entre eles, os sistemas ABO, Rh e
Duffy. Os resultados indicaram que o sistema Duffy estd associado com a
susceptibilidade a malaria, como observado em outras 4reas endémicas. Além disto,
houve a indicagdo de que o loci Rh pode estar significantemente associado com a

resisténcia a malaria.

A invasdo de hemacias pelos parasitos da malaria ocorre quando o merozoito se
liga a superficie de hemdcias ndo infectadas. Este rapido processo inclui fases de
reconhecimento e ligacdo seguidos por reorientacdo e penetracdo (Bannistre; Mitchell,

2003), invadindo especificamente as hemacias.

A especificidade demonstrada dos parasitos de malaria, pelas hemacias de
particular tipo e idade, parece depender do numero de interagdes entre ligantes e

receptores. Algumas dessas intera¢des foram recentemente definidas, como os antigenos
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do sistema sanguineo Duffy que sdo os receptores para os ligantes do Plasmodium
knowlesi e do Plasmodium vivax os quais contém os dominios DBL (Duffy Binding
Ligand), em uma regido caracterizada pela presenga de 12 residuos conservados de

cisteina, com sequéncias ricas em triptofano e tirosina (Rajan & Chitnis et al., 1999).

Barnwell & Wartheimer (1989) concluiram que a glicoproteina eritrocitaria
carreando os determinantes Duffy ¢ necessaria, como ligante, para a invasdo de
hemdcias humanas por merozoitos de Plasmodium vivax e que o bloqueio da invasdo
pelos fragmentos Fab de anticorpos monoclonais, anti-Fy®, sugere que este epitopo, ou

dominio proximo, pode ser um sitio ativo na susceptibilidade ao P. vivax,

Singh e colaboradores (2001) expressaram a regido II da proteina de ligagao do
Plasmodium vivax aos antigenos do sistema Duffy (PvRII) em Escherichia coli. Suas
caracteristicas biofisicas, bioquimicas e funcionais confirmam que esta regido ¢ ativa e
liga-se especificamente as hemadcias humanas Duffy positivas. A regido PvRII ¢
altamente imunogénica produzindo altos titulos de anticorpos, que podem inibir a

liga¢do do P. vivax a hemacia Duffy positivo.

Em area endémica de Papua Nova Guiné, foram identificados individuos
heterozigotos para um novo alelo, que confere negatividade para o sistema Duffy. Nos
eritrécitos, desses individuos, foram observados 50% menos de antigenos Duffy, assim
como, aderéncia significantemente reduzida do Plasmodium vivax. Estes dados mostram
que o surgimento desta nova forma alélica de negatividade para Duffy estd

correlacionado com a resisténcia @ malaria vivax (Michon et al., 2001).
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Existem hipoteses de que talvez haja outra porta de entrada nas hemadcias, além
do sistema Duffy, para a penetracio dos merozoitos de Plasmodium vivax.
Albuquerque e colaboradores (2003) encontraram no Estado do Amazonas, Brasil, dois
individuos Fy(a-b-) com evidéncias de antecedentes de malaria vivax, indicando a
possibilidade de haver uma possivel via alternativa ao sistema Duffy para a invasao

eritrocitaria pelo P. vivax.

De acordo com Swardson-Olver e colaboradores (2002), os parasitos
Plasmodium vivax, Plasmodium yoelli ¢ Plasmodium knowlesi, que infectam hemacias
humanas e murinas, utilizam a proteina Duffy para invasdo de eritrocitos. Nesse estudo,
porém, os autores verificaram que reticulocitos de camundongos com genes Duffy
“knockout” foram invadidos por P. yoelii com a mesma taxa de invasdo quando
comparados com reticuldcitos positivos para antigenos Duffy e concluiram que existe

uma via de invasdo de P. yoelli, em reticuldcitos, independente da proteina Duffy.

Tournamille e colaboradores (1995b) verificaram em estudos de invasdo
parasitaria, que o Plasmodium knowlesi utiliza a proteina Duffy, assim como outros
receptores para invadir, por multiplas vias, eritrocitos de macacos Rhesus (Macaca
mulata). O mapeamento das regides responsaveis pelo reconhecimento do receptor ¢ um
importante passo para compreender a base estrutural das interacdes destes ligantes

parasitarios com os receptores do hospedeiro.

Setenta e trés casos de infec¢des de Plasmodium vivax adquiridas no Oeste ou
Centro da Africa foram diagnosticados por critérios microscOpicos em viajantes

franceses de 1995 a 1998. Destes casos, uma das infecgdes foi diagnosticada em um
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viajante Duffy negativo e confirmada por PCR, embora, que o Plasmodium vivax
encontrado apresentasse uma morfologia atipica de Plasmodium ovale. Esta observacao
microscopica, junto com a evidéncia molecular de P. vivax sugere que este plasmoédio ¢
transmitido nessa area apesar da auséncia do receptor Duffy na populacdo (Gautret et

al., 2001).

Ryan e colaboradores (2006) apresentaram evidéncias de que um parasito, com
as caracteristicas de Plasmodium vivax, estd sendo transmitido entre os individuos
habitantes do Kénia, negativos para o sistema Duffy. Trinta e dois (0,65%) de 4.901
Anofeles gambiae e A. funestus coletados na Provincia de Nyanza foram ELISA
positivo para a proteina VK247 do circunsporozoito de P. vivax. Eritrécitos de 31
criangas, incluindo nove microscopicamente diagnosticados como infectados por P.
vivax, eram negativos por citometria de fluxo para os epitopos Fy3 e Fy6, os quais

indicam a expressdo do sistema sanguineo Dufty.

Cavasini e colaboradores (2007a) descreveram os gendtipos Duffy encontrados
em pacientes infectados com Plasmodium vivax de quatro diferentes areas endémica
brasileiras, explorando significantes associa¢des entre variantes deste grupo sanguineo e
susceptibilidade ou resisténcia a malaria. Seus dados mostraram uma alta freqiiéncia do
gendétipo FYA/FYB seguido por FYB/FYB, FYA/FYA, FYA/FYB-33C e FYB/FYB-33C. O
genotipo FY negativo (FYB-33C/FYB-33C) foi encontrado em individuos infectados e
ndo infectados. Algumas frequéncias de genétipos mostraram diferenca significante
entre doadores e pacientes com malaria. Os dados obtidos ainda sugerem que individuos
com o genétipo FYA/FYB possuem maior susceptibilidade a malaria vivax e que a

presenca do alelo F'YB-33C pode ser uma seletiva vantagem na populagdo, reduzindo a
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taxa de infec¢do por P. vivax, nestas regides.

Cavasini e colaboradores (2007b) apresentaram evidéncias de infeccdo de
Plasmodium vivax entre habitantes, do Brasil, negativos para o sistema sanguineo
Duffy. A identificagdo do P. vivax foi determinada por ambos os testes de “screening”
genotipico e ndo genotipico. O sistema sanguineo Duffy foi genotipado pela técnica de
PCR/RFLP e fenotipados utilizando a técnica de gel centrifugacdo. Por meio destas
técnicas foram detectados individuos homozigotos FY*B-33C infectados por P. vivax,
cuja genotipagem da proteina do circunsporozoito era VK210 e/ou P. vivax like.
Esforcos adicionais sdo necessarios com objetivo de esclarecer a evidéncia de que o P.
vivax esta sendo transmitido entre pacientes da Regido Amazonica brasileira com

fenotipo Duffy negativo.

Pasvol (2007) verificou evidéncias de infec¢do de Plasmodium vivax em
individuos Duffy negativo na Amazonia e na Africa, mostrando evidéncias de

adaptagdes naturais do P. vivax em areas endémicas de maldria.

Estudos associados a Parasitemia e Densidade Parasitaria da Malaria

vivax.

Cole-Tobian e colaboradores (2007) observaram que certos polimorfismos de
Plasmodium vivax, como o PvDBPII, ligavam-se melhor a eritrocitos in vitro e
examinaram a hipotese destas variantes estarem relacionadas a uma maior parasitemia.
Acompanharam 206 criangas de Papua Nova Guiné por seis meses € genotiparam um

total de 713 amostras de P. vivax, ndo encontrando, porém uma associagao significante
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entre os alelos PvDBPII, ou diversos haplétipos encontrados, com a parasitemia.

Kasehagen e colaboradores (2007) verificaram que, enquanto ¢ conhecido que
individuos Duffy negativos s3o altamente resistentes a infec¢do eritrocitaria pelo
Plasmodium vivax, pouco se conhece sobre a susceptibilidade ao P. vivax entre os
individuos Duffy negativo, com alelos heterozigotos (+/-). Este estudo foi realizado em
Papua Nova Guiné, onde foi previamente identificado um novo alelo Duffy negativo,
entre os individuos que viviam em regido endémica para todas as quatro espécies de
parasitas humanos da malaria. Em conclusao, este estudo mostra a primeira evidéncia de
que eritrocito Duffy negativo heterozigoto reduz a susceptibilidade a infec¢ao pelo P.

vivax, evidenciando que medidas de controle do alvo do P. vivax podem ser

desenvolvidas.

Alguns estudos sobre a parasitemia da malaria reportam associagdes com 0s mais
diversos fatores. Por exemplo, no estudo de Bruce e Day (2003) com criangas co-
infectadas com duas espécies de diferentes plasmddios, em Papua Nova Guiné,
propuseram um possivel mecanismo de controle da densidade parasitaria quando duas

espécies de plasmodios infectavam uma mesma crianca.

A ativacdo policlonal de células B, que ocorre na infeccdo da malaria, foi o alvo
do estudo de Fesel e colaboradores (2005) que com o objetivo de elucidar o papel desta
ativacdo na patogénese ou protecdo a maldria, estudaram individuos infectados
sintomaticos, assintomaticos e individuos ndo infectados expostos ¢ nido expostos a

malaria. Os autores verificaram que a produgdo policlonal de anticorpos contra

Plasmodium falciparum e P. vivax, parece estar mais associada com o estado intrinseco
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de ativagdo de individuos infectados, do que com a resposta imunoldgica especifica aos
antigenos parasitarios. Observaram, ainda, que esta ativagdo pode estar sendo
influenciada por estimulos prévios, porém sem estar associada ao nivel de parasitemia

em infecgdes sucessivas.

McQueen e McKenzie, (2006) concluiram que a competi¢ao pelas hemacias em
uma co infec¢do entre Plasmodium vivax e P. falciparum causard a supressao de uma
das duas espécies, dependendo de suas taxas relativas de reproducdo e tempo de

inoculagdo, influenciando diretamente na parasitemia dos parasitas.

Desta forma, conforme os estudos aqui colocados, verificamos a importancia da
glicoproteina eritrocitaria Duffy na invasdo de hemdacias humanas por merozoitos de
Plasmodium vivax, porém pouco ainda é conhecido, se mutacdes nesta glicoproteina, ou
a frequéncia do sistema ABO e antigenos RhD, em habitantes da Amazonia brasileira,
pode influenciar na frequéncia de infec¢do pelo P. vivax ou na densidade parasitaria na
maldaria vivax. Contudo buscamos verificar se na regido endémica de maléria estudada,
podem estar havendo adaptagdes naturais que levem tanto ao surgimento de
mecanismos parciais de defesa contra o Plasmodium vivax, distintos dos ja descritos em
descendentes africanos, quanto a adaptagdes que podem levar a um aumento a

susceptibilidade a este tipo de malaria.
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4. OBJETIVOS

Geral
Investigar possiveis associacdes entre os sistema ABO, Duffy, antigenos
RhD e a malaria causada pelo Plasmodium vivax, em habitantes de uma area endémica

de malaria da Amazonia Brasileira.

Especificos

Investigar se os sistemas sanguineos ABO, Duffy e antigeno RhD estdo

associados a frequéncia de infec¢do do Plasmodium vivax nos pacientes estudados.

Investigar se os genotipos Duffy, estdo associados a densidade parasitaria do

Plasmodium vivax nos pacientes estudados.
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5. CASUISTICA E METODOS

Aprovacio no Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio de
Medicina Tropical do Amazonas CEP/FMT-AM, em 23 de fevereiro de 2006 sob o

processo n° 0285/2006, obtendo aprovacao n° 1792/2006, em 17 de maio de 2006.

5.1 Casuistica

Area de estudo

Estado do Amazonas.

Individuos do estudo
Uma populacido do Estado do Amazonas, atendidos no ambulatério de
malaria da Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas (FMT-AM) e residentes em

areas de alto indice de malaria e infectados com o Plasmodium vivax.

Critérios de inclusio:
1.Idade de 10 anos até 65 anos;
2.Exame de gota espessa positivo para P. vivax (monoinfec¢ao),
primoinfectados ou com infec¢des prévias, independente da densidade
parasitaria;
3.Se do sexo feminino, podendo apresentar evidéncia de gestacao;

4Nao ser portador de doencgas cronicas associadas (cardiopatias,
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nefropatias, hepatopatias, AIDS, desnutri¢ao severa, etc.).
5. Néao estar fazendo tratamento de malaria ou ter feito nos ultimo 6

meses.

Critérios de exclusio:
1.Pacientes com idade de 1 a 9 anos;
2.Ser portador de doengas cronicas associadas (cardiopatias, nefropatias,
hepatopatias, AIDS, desnutricao severa, diabetes mellitus, etc.);
3.Ter exame de gota espessa positiva para Plasmodium falciparum.
4.Ser de etnias indigenas

5.Estar fazendo tratamento de malaria ou ter feito nos ultimo 6 meses.

Calculo amostral
A amostra estudada foi calculada baseada na prevaléncia do fenotipo Dufty
negativo de 3,39%, encontrada em doadores de sangue do Estado do Amazonas, de
acordo com os dados do Hemocentro do Amazonas, utilizando populag¢do infinita
(acima de 10.000) para estima-los em pacientes infectados com Plasmodium vivax,
com erro amostral de 1,7% e nivel de confiabilidade de 95%, totalizando 497

individuos.

Foi utilizado o teste de qui quadrado de Fisher para verificar possiveis
associagdes entre a frequéncia dos sistemas sanguineos ABO, antigenos Rh e a
frequéncia de infeccao de Plasmodium vivax nos pacientes estudados, comparando, com
as frequéncias dos referidos sistemas em doadores de sangue sem antecedentes de
maldria e o teste qui quadrado de Pearson (Fleiss, 1981) comparando na discussdo deste

trabalho, os gendtipos Duffy em trés populagdes, sendo estas os pacientes deste estudo,
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um grupo de outros pacientes e doadores sem antecedentes de malaria em tabelas de
contingéncia. O valor critico do nivel de significancia por nos preestabelecido foi de
0,05. Sempre que em um teste de comparagao entre mais de dois grupos fornecia um
resultado correspondentes a pelo menos essa probabilidade, dava-se continuidade a
analise, através da parti¢do da tabela de contingéncia inicial, com a finalidade de se
tentar localizar quais dos grupos diferiam entre si. Utilizamos também o teste ndo
paramétrico de Kruskal Wallis para verificar possiveis associa¢des entre os genotipos
Duffy e a densidade parasitaria (DP) dos pacientes estudados, em razdo da distribuicao

das DP nao apresentarem normalidade (p <0,001; Bartlett's).

Ambos os testes foram realizados utilizando o programa Epi-Info versido 6,04 d.

5.2 Métodos

Realizamos este estudo descritivo observacional do tipo corte transversal, onde
realizamos a fenotipagem eritrocitaria do sistema ABO, antigenos Rh, assim como a
fenotipagem e genotipagem do sistema Duffy nas amostras de individuos infectados por

Plasmodium vivax..

Método de inclusio dos_individuos no estudo

Os individuos, que possuiam os critérios de inclusdo, foram convidados, durante o
1° atendimento médico, a participar do estudo, preenchendo naquele momento, a Ficha
de Acompanhamento do Pacientes (FAP) com os dados epidemioldgicos, (endereco

residencial detalhado com referéncia), parasitemia, sintomas clinicos no ato do
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atendimento médico e casos anteriores de malaria.

Para evitar um possivel viés na definicao da parasitemia, tomamos o cuidado de
perguntar aos pacientes a serem incluidos no estudo, se os mesmos estavam sob

tratamento de malaria ou se tinham feito o tratamento durante os ultimos 6 meses.

A cada participante foram explicados os objetivos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, a duragdo esperada do estudo, assim como, a possibilidade de sair da
pesquisa a qualquer tempo sem nenhuma penalidade ou alteracdo no atendimento de

saude prestado.

O consentimento dos pais ou responsaveis foi solicitado para os menores de
idade. Os participantes maiores de idade, assinaram o TCLE antes da coleta das

amostras, o qual também foi assinado pelo pesquisador principal.

Coletamos de cada participante, uma amostra de cinco mililitros (mL) de sangue
total com o anticoagulante EDTA e uma amostra de cinco mL sem anticoagulante. As
confidencialidades de seus nomes e informag¢des foram mantidas sob cddigos

numéricos.

As fenotipagens do sistema ABO, antigeno Rh, assim como as fenotipagens e
genotipagens e sistema Duffy foram realizadas no laboratorio de Imuno-hematologia do
HEMOAM. As FAP e os TCLE foram arquivados no HEMOAM em pastas por ordem

alfabéticas de A a Z.
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5.2.1 Métodos laboratoriais.

5.2.1.1 Determinacao da parasitemia e densidade parasitaria.

Realizamos a determinagdo da parasitemia de acordo com os procedimentos
de rotina do Laboratorio de Maldria do Instituto de Medicina Tropical de Manaus
(IMTAM), utilizando como teste parasitologico o método da gota espessa (GE), que
consiste na coleta de uma amostra de sangue da polpa digital em lamina, sendo em
seguida desemoglobinizada e corada com Giemsa. A quantidade de parasitos € expressa
em cruzes como o descrito método de Walker. As gotas espessas coletadas, no
momento da inclusdo dos pacientes possuiam uma padronizacdo de tamanho para

aumentar a precisdo da contagem dos parasitos.

A determinagdo da parasitemia teve como base a contagem de parasitos
assexuados por 200 leucoécitos e, no caso de menos de 10 parasitos identificados na
leitura, a contagem dos mesmos prosseguia até 500 leucdcitos. A determinagdo da
densidade parasitaria levou em conta a quantidade de leucécitos de cada paciente
(leucograma). O calculo da densidade parasitaria foi realizado utilizando a seguinte

formula (OPAS,2004).

Densidade parasitaria/pL = Numero de parasitos contados x leucometria
Numero de leucocitos contados

As contagens microscopicas maiores que 500 parasitos, foram interrompidas apos

a leitura do ultimo campo (no qual ocorreu o nimero 500), mesmo antes de atingir 200
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leucoécitos, e o calculo da densidade parasitaria foi feito com o auxilio da formula acima

descrita.

O diagnostico microscopico com resultado negativo foi definido quando, em no
minimo 300 campos da lamina, ndo foram encontradas formas assexuadas de
Plasmodium vivax. A realizacdo da gota espessa, assim como as definicdes das
parasitemias e Densidades Parasitarias, foram realizadas de acordo como os protocolos
do projeto da Rede Amazonica de Vigilancia da Resisténcia as Drogra Anti-malaricas -

RAVREDA (OPAS,2004).

Foi utilizada a classificacao descrita por Alecrim, 2000 para a divisdo da densidade
parasitaria em faixas baixa, média e alta, definida contando parasitos em 100 leucocitos,

como descrito abaixo:

* Baixa densidade parasitaria: contagem de até 7.000 trofozoitas por mm?

* Média densidade parasitaria: contagem de trofozoitas entre 7.001 e 15.000
por mm®
* Alta densidade parasitaria: nimero de trofozoitas igual ou superior a 15.001

por mm’

Determinacio do Hemograma, Fenotipagem e Genotipagem de grupos sanguineos.

Estes testes foram realizados com uma amostra de cinco mL de sangue venoso
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com anticoagulante Acido Etileno Tetra acético — EDTA, colhida pelo método & véacuo

Vacuntainer® BD, EUA) por pun¢io venosa.
porp

Testes de hemaglutinacio para a determinacao dos fendtipos ABO, Rh e

Duffy.

Os fen6tipos ABO e RhD foram determinados pelo método da Hemaglutinacdo
na técnica em cartdes de gel (Diamed AG, Morat, Sui¢a) com prova direta utilizando
suspensdo de hemacias dos pacientes a 3% em solucdo de LISS (Do inglés Low I6nic
Strength Solution) e reagentes (Diamed AG, Morat, Suica) contendo anticorpos
monoclonais anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D, Controle de Rh e prova reversa utilizando
plasma do paciente e hemacias reagentes A e B (Diamed AG, Morat, Sui¢a). Técnica

descrita no Protocolo n° 1 dos anexos.

Os fenotipos do sistema Duffy foram determinados pelo método classico de
hemaglutinagdo em cartdes de gel (Diamed AG, Morat, Switzerland), utilizando
anticorpos padronizados pela mesma empresa. Nestes testes foram utilizados os
seguintes reagentes: Cartdo Duffy (Diamed SA) e reagentes contendo anticorpos anti-

Fy* e anti-Fy" (Diamed). Técnica descrita no Protocolo n° 2 dos anexos.

Os testes de hemaglutinagao foram rigorosamente padronizados com a
utilizacdo de amostra controle positiva e negativa, validados no Hemocentro do
Amazonas-HEMOAM, com o objetivo de garantir que a unica varidvel nestes testes
fosse a expressdo antigénica dos sistemas sanguineos, € assim obter um resultado

confidvel quanto a especificidade e sensibilidade.
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Genotipagem do sistema sanguineo Duffy.

O DNA foi extraido das amostras de sangue total utilizando os “Kits” de
extragdo NeolsoColumn ( NeoScience® , EUA) de acordo com os protocolos descritos

nas bulas dos “kits”.

No protocolo da PCR, descrito por Castilho et al, 2004, foram utilizados;

100-200 ng de DNA, 50 pmole de cada oligo nucleotideo iniciador, 2 nmole de cada

dNTP, 1.0 U Taq polymerase e tampao em um volume total de 60 pl como condigdo

padrdo para as analises dos genes variantes por PCR.

A genotipagem Duffy foi realizada utilizando os oligo nucleotideo
iniciador sense 5' TCC CCC TCA ACT GAG AAC TC 3' e anti-sense 5' AAG GCT
GAG CCA TAC CAG AC 3'. Os produtos da PCR Duffy foram aplicados em gel de
agarose a 1% e visualizados com brometo de etidio, os quais apresentaram uma banda
de 392 pb. Apos verificagao da amplificagdo, o produto da PCR Duffy foi tratado com
a enzima de restricdo Banl e observado, em gel de agarose 2%, visualizado com
brometo de etidio. Os gendtipos FYA/FYB apresentaram duas bandas de 210 e 306 pb,
respectivamente. O gene FYA apresenta apenas a banda de 210 pb e o FYB, a banda de

306 pb. (Protocolo n° 02 do anexo)

Uma aliquota do DNA, extraido de cada paciente, foi congelada para a
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realizacdo de uma contraprova (Quando necessario).

A técnica de PCR para verificagdo do polimorfismo -33 T>C no promotor
GATA box (Anexo n° 4) foi realizada em todos os individuos que tiverem resultados de
fenotipagem Fy (a-b-) e genotipagem FYB/FYB, assim como nos fenotipos Fy(a+b-)
com genotipo FYA/FYB e nos fenotipos Fy(a-b+) com genotipo FYB/FYB. Para isso
foram utilizados os oligo nucleotideo iniciadores sense 5' CAA GGC CAG TGA CCC
CCA TA 3' e anti-sense 5' CAT GGC ACC GTT TGG TTC AG 3'. Os produtos da
PCR GATA foram aplicados em gel de agarose a 1% e visualizados com brometo de
etidio, o qual apresentou uma banda de 189 pb. Apo6s verificagdo da amplificacdo, os
produtos dos PCR GATA foram tratados com enzima de restricdo Styl e observados em
gel de poliacrilamida a 8%. Os genotipos GATA MUTADO apresentam as bandas com
108 e 61 pb e 0s GATA NORMAL tipo selvagem, apresentam as bandas com 108 e 81

pb.(Protocolo n°2 do anexo).

A PCR foi realizada para verificacio do SNP (Do inglés Single Nucleotide
Polymorphism) 265 C>T ¢ 298 G>A da cadeia, que originam o antigeno Fy* em todas
as amostras que apresentaram fenotipagem Fy (at+b-) com genotipagem FYA/FYB e
GATA Normal (-33T) para a determinagdo do genotipo FYA/FYX, assim como as
fenotipagens Fy (a-b+) com genotipagem FYB/FYB para a determinagdo do gendtipo
FYB/FYX . A PCR foi realizada com os mesmos o6ligo nucleotideos iniciadores
utilizados para a genotipagem Duffy, sendo o produto do PCR tratado com enzima de
restrigdo MspAl para verificar a presenga do SNP 265 C>T, observando-se uma banda
anormal de 161pb e com a enzima MWO para o SNP 298G>A observando-se uma
banda anormal de 343pb. O produto da digestdo foi visualizado em gel de

poliacrilamida a 8%. (Protocolos n° 2 do anexo).
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Os testes de Biologia Molecular foram realizados no HEMOAM apds
transferéncia de tecnologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
laboratorio de Biologia Molecular, do setor de Pesquisa do Hemocentro da UNICAMP,

sob responsabilidade da Doutora Lilian Castilho.

6. RESULTADOS

Foram coletadas 497 amostras de pacientes infectados com Plasmodium vivax,
admitidos na Fundagdo de Medicina Tropical de Manaus, assim como nos servigcos da
Fundagdo de Vigilancia Sanitaria dos assentamentos do Incra: Rumo Certo, Novo

Rumo, Canoas, Sao José e Sao Jorge no municipio de Presidente Figueiredo.

6.1 SISTEMA ABO E ANTIGENO RhD.

Para verificar a possibilidade de associacao entre as frequéncias do sistema ABO
e antigenos RhD nos pacientes estudados e a frequéncia de infecgdes pelo Plasmodium
vivax, foram utilizados os dados de doadores de sangue de repeti¢cdo, nascidos no Estado
do Amazonas, sem antecedentes de maldria ( Afirmagdo comprovada através das
triagens clinicas e testes de triagem para malaria de acordo com local de procedéncia do
mesmo), os quais foram obtidos nos setores de Triagem Clinica e do laboratorio de

Imunohematologia Eritrocitdria do Hemocentro do Amazonas-HEMOAM.
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Tabela 1. Freqiiéncia do sistema ABO em pacientes infectados com Plasmodium vivax e
doadores de sangue sem antecedentes de malaria.

Sistema Pacientes infectados Doadores de Sangue p*
ABO n % n %

O 321 64,6 3091 59,6 0,9

A 115 23,1 1527 29,4 0,02
B 50 10 460 8,8 0,5

AB 11 2,2 103 1,9 0,6

Total 497 100 5181 100

*Teste exato de Fisher (qui quadrado).

Nesta tabela comparamos as frequéncias ABO dos pacientes deste estudo com as
de doadores de sangue de repetigdo, sem antecedentes de malaria, conforme
informacdes coletadas na entrevista antes da doagdo de sangue, sendo estes procedentes

das mesmas areas de Manaus que pacientes deste estudo.

Tabela 2. Frequéncia do antigeno RhD em pacientes infectados com Plasmodium vivax
e doadores de sangue sem antecedentes de malaria.

Antigeno Rh Pacientes infectados Doadores de Sangue p*

n % n %
RhD+ 471 94,7 4850 93,6 0,4
RhD- 26 52 331 6,4 0,4
Total 497 100 5181 100

* Teste exato de Fisher (Qui quadrado)

Nesta tabela comparamos as frequéncias Rh dos pacientes deste estudo com as
de doadores de sangue de repetigdo, sem antecedentes de malaria, conforme
informacdes coletadas na entrevista antes da doagdo de sangue, sendo estes procedentes

das mesmas areas de Manaus que pacientes deste estudo.
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6.2 SISTEMA DUFFY

Realizamos as genotipagens Duffy nos pacientes infectados, pela técnica de
PCR-RFLP, observando nas figuras abaixo, uma amostra de cada resultado das

diferentes analises realizadas.

Figura 2: Andlise RFLP de produtos de PCR amplificados com oligo nucleotideos
iniciadores FYABI/FYAB2 utilizando enzima de restricdo Ban 1 apds eletroforese em
gel de agarose 2%.

Pocos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

306 pb ==
210pb

96 pb =>
86 pb =

Na figura 02 podemos observar que os pogos 1, 4, 8 contém amostra
heterozigotas com o genotipo FYA/FYB, os pogos 2, 3, 5, 9, contém amostras
homozigotas com o genétipo FYB/FYB, e os pogos 6, 7, 10 contém amostras

homozigotas com o genotipo FYA/FYA.
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Figura 3: Analise por RFLP de produtos de PCR amplificados com os oligo
nucleotideos iniciadores FYNI/FYN2 utilizando a enzima de restricio Styl apos
eletroforese em gel de acrilamida a 8% para a detec¢do de mutacdo na posigdo -33 T>C
do GATA box.

Pogos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Na figura 03 podemos observar que o Pogo 1 contém o ladder de 20 bp,
enquanto os pog¢os 2, 5, 7, 8, 9 contém amostras heterozigotas para mutagdo GATA e os

pogos 3,4, 6, 10, amostras homozigotas tipo selvagem.

Figura 4: Eletroforese em gel de acrilamida a 8% de produtos de PCR amplificado com
os oligo nucleotideos iniciadores FYABI/FYAB2 ap6s digestao pela enzima de restrigao
MWO para pesquisa do SNP 298 G>A da cadeia de DNA.

Pogos 1 2 3 4 5
343 pb == | '

270pb=> | ""‘""

73 pb ==>
51 pp =
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Na figura 04, observamos no pog¢os 1,2, amostras homozigotas tipo selvagem

298 G/ 298 G, ao passo que nos pogos 3, 4, 5, amostras heterozigotas 298 G/ 298A.

Figura 5: Eletroforese em gel de acrilamida a 8% de produtos de PCR amplificado com
os oligo nucleotideos iniciadores FYABI/FYAB2 ap6s digestao pela enzima de restrigao
Mspal para pesquisa do SNP 265 C>T da cadeia de DNA.

Pogos 1 2 3 4 5 6

161 pb ==>
124 pb ==
118 pb =

85 pb =>
Na figura 05, observamos nos pogos 1, 2, 3, 6, amostras heterozigotas 265 C /

265 T, enquanto nos pocos 4,5, amostras homozigotas tipo selvagem 265 C/ 265 C.
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Abaixo observamos as tabelas com a frequéncia dos genotipos Duffy

encontrados assim como sua comparacdo com as medianas de densidade parasitaria

encontrada.

Tabela 3. Frequéncia das fenotipagens e genotipagens Duffy dos pacientes estudados .

Fenotipo Duffy Genotipo Duffy Pacientes Estudados
n %
Fy(atb+) FYA/FYB 201 40,4
Fy(a+b-) FYA/FYA 139 28
FYA/FYX 1 0,2
FYA/FYB-33C 36 7,2
Fy(a-b+) FYB/FYB 80 16,1
FYB/FYX 8 1,6
FYB/FYB-33C 32 6,4
Total 497 100

Na tabela 3 observamos a frequéncia de fenotipagem e genotipagem do sistema
Dufty, onde ndo encontramos nenhum paciente infectado com o Plasmodium vivax com
o fendtipo Fy(a-b-) e encontramos uma baixa frequéncia de genes mutados FY/FYB-

33C (13, 6%) e FY/FYX (1,8%).
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Tabela 4. Comparagdo da mediana de Densidade Parasitaria por genotipo Duffy

encontrados nos pacientes estudados.

Genoétipo n Minima Ql Mediana Q3 Maéxima
Dufty DP 25% 50% 75% DP
FYA/FYA 120 15 411 1195 5000 15725
FYA/FYB 173 5 445 1812 5000 16128
FYA/FYB-33C 32 75 307 1000 5000 11058
FYA/FYX 1 591 591 591 591 591
FYB/FYB 64 21 639 1229 4240 11264
FYB/FYB-33C 26 125 468 2500 5000 14185
FYB/FYX 7 125 256 277 2088 2500
FYB/FYB 10 277 759 1000 2500 7900
298C>T

Total 433

Valor de p: 0,480

Q1: Primeiro quartil

3: Terceiro quartil (75%
Q q (75%)

Metodologia Estatistica: Como a distribui¢do da densidade parasitaria ndo apresentou

normalidade (p <0,001; Bartlett's), utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-

Wallis.

Nas tabelas 4 e 5, observamos um total de 433 pacientes, diferente do universo

estudado de 497. Isto porque nao obtivemos a leucometria de 64 pacientes, devido a

problemas técnicos, sendo este um dado necessario para a defini¢do da densidade

parasitaria dos pacientes estudados.
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Tabela 5: Cortes de Densidades Parasitarias, segundo Alecrim et al, 2000 encontradas

nos genotipos dos pacientes estudados.

Genotipo Dufty Densidade Parasitaria
<7000 7000 4 15000 > 15000 TOTAL
parasitos /ul.  parasitos /ul.  parasitos / uL.
n % n % n %
FYA/FYA 110 91,7 07 5.8 03 25 120
FYA/FYB 162 93,6 10 58 01 0,6 173
FYA/FYB-33C 31 96,9 01 3,1 0 32
FYA/FYX 01 100,0 0 0 1
FYB/FYB 70 94,6 04 54 0 74
FYB/FYB-33C 23 88,5 03 11,5 0 26
FYB/FYX 07 100,0 0 0 7
TOTAL 404 93,1 25 59 04 09 433
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7. DISCUSSAO

FREQUENCIAS DO SISTEMA ABO, ANTIGENO RhD E MALARIA VIVAX

Na tabela 01 comparamos a frequéncia do sistema ABO entre pacientes
infectados com Plasmodium vivax e doadores de sangue sem antecedente de malaria,
onde encontramos diferenga em relagdo a frequéncia do grupo A (p>0,05), sendo esta

significante menor em pacientes infectados.

Apesar dos doadores de sangue, que compde o grupo de comparagdo, possuirem
pelo menos 10 doagdes com teste de triagem negativo para malaria, afirmando nunca
terem se infectado com esta doenga e ainda sendo estes da mesma regido urbana de
moradia dos pacientes, ainda poderiamos estar incorrendo em um erro tipo I nesta
andlise, ou seja, afirmando casualmente uma diferenga que na verdade ndo existe. Para
tanto, verificamos na literatura, a frequéncia do sistema ABO em habitantes da Cidade
de Sao Paulo e doadores de sangue daquela mesma cidade (Novaretti et al, 200; Mattos
et al, 2001), que ndo ¢ area endémica de malaria e que o servico de Hemoterapia
inabilita definitivamente individuos procedentes de regides endémicas de malaria para
doacdo de sangue, independentemente dos mesmo nunca terem se infectado com

malaria.

Novaretti e colaboradores (2000) encontraram em 834 caucasoides, 46,5% (O),
39,4% (A), 11,5% (B) € 9,5% (AB), em 827 mulatos, 53,2% (O), 29,6% (A), 13,8% (B)

e 3,4% (AB), em 801 negros, 47,9% (0O), 31,9% (A), 16,6% (B) e 3,5% (AB), ao passo



52

que Mattos e colaboradores, (2001) encontraram em 324 doadores de sangue de Sao
Paulo, 46,3% (0O), 36,4% (A), 9,8% ( B) e 7,5% (AB). Comparando com nossos dados
na tabela 01, onde em 5.181 doadores de sangue do Estado do Amazonas, encontramos
59,6% (0O), 29,4% (A), 8,8% (B) e 1,9% (AB) e nos 497 pacientes infectados 64,6%
(0), 23,1% (A), 10,0% (B) e 2,2% (AB), podemos observar claras diferengas étnicas
entre as populagdes estudadas nos Estados de Sao Paulo e Amazonas, principalmente
em relagdo a grande frequéncia de individuos do grupo O e a discreta frequéncia de
individuos do grupo AB. Em relacdo a frequéncia do grupo A, observamos que a
significancia estatistica encontrada em nossos resultados, aumenta quando
confrontamos os dados dos pacientes infectados pela malaria vivax (23,1%) com
doadores de sangue de Sao Paulo (36,4%). Desta forma, habitantes de area endémica de
maléria que pertencem ao grupo A, parecem ter a vantagem de serem menos infectados

pelo Plasmodium vivax.

Existem evidéncias em diversos estudos mostrando que hemacias dos grupos A,
B ou AB, parasitadas com Plasmodium falciparum, formam rosetas mais rapidamente
em relacdo as hemacias do grupo O (Udomsangpetch et al.,, 1989, 1993; Carlson;
Wahlgren, 1992; Barragan et al., 2000). Diferentes estudos tém buscado associagdes
entre o sistema ABO e o numero de episddios de infec¢des pelo P. falciparum, embora
que alguns estudos em diversas populacdes do mundo reportaram a auséncia de
associagdes entre o sistema ABO e infeccdo de malaria, sem especificar o tipo
(Osisanyia, 1983; Singh et al., 1986; Bayoumi et al., 1986; Montoya et al., 1994) apesar
de que no Zimbawe, o grupo sanguineo A foi associado tanto com baixos niveis de
hemoglobina, como com severa malaria falciparum em nivel de sistema nervoso central

com coma (Fisher & Boone 1998).
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Santos e colaboradores (1983) detectaram no Brasil uma significante associacao

entre o antigeno B e o numero de episddios de maléria.

Em 2007, Rowe e colaboradores observaram em 567 amostras de sangue de
criangas com maldria causada pelo Plasmodium falciparum, que o grupo O estava
presente apenas em 21% dos casos severos de maldria comparado com a frequéncia de
45% dos casos controle com malaria ndo complicada e individuos saudaveis,
demonstrando assim uma significante evidéncia do efeito protetivo do grupo O na

infeccdo de P. falciparum.

A especificidade da ligagdo entre o Plasmodium falciparum ¢ a membrana
eritrocitaria, pode influenciar a capacidade de penetracdo deste parasita nas hemadcias.
Ligagdes altamente especificas entre o PFEMP-1 e N-acetil galactosamina (antigeno A)
podem explicar os frequentes casos graves de malaria falciparum, ao passo que a
baixissima especificidade entre ligantes parasitarios e a L-fucose (antigeno H),
abundante no grupo O, pode explicar a baixa forca na formagdo de rosetas e os
frequentes casos de maldria falciparum ndo complicada em individuos do grupo O

(Christine & Walter, 2008).

Albuquerque,(2003) encontrou em 74 pacientes com antecedentes de malaria
vivax, 75,6% (O), 12,2% (A), 8,1%(B) e¢ 4,1% (AB) e em 35 pacientes com
antecedentes de malaria falciparum, 51,4% (O), 28,6% (A), 8,6%(B) e11,4% (AB), ou
seja, reforcando os resultados encontrados neste estudo em relagdo a alta frequéncia do

grupo O e a baixa frequéncia do grupo A em pacientes com antecedentes de malaria
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vivax, € exatamente o inverso em relacdo aos individuos com antecedentes de malaria
falciparum, com frequéncia relativamente baixa de grupo O e alta do grupo A. A ndo
captacao de individuos doentes, para se verificar a gravidade da malaria falciparum,

assim como a densidade parasitaria constituiu uma limitagao naquele estudo

O valor de p igual a 0,02, considerado por nossa avaliagdo estatistica como,
apenas relativamente importante em relagdo a frequéncia do grupo A entre pacientes
infectados com Plasmodium vivax e doadores de sangue sem antecedentes de malaria,
nos levou a ndo realizarmos testes suplementares como: pesquisa molecular para a
deteccdo de possiveis mutagdes na enzima n-acetil-galactosaminil transferase, que
pudessem estar associadas a redug¢do da susceptibilidade dos pacientes de determinado
subgrupo A ao P. vivax. No entanto, o dado encontrado neste estudo, pode ser objeto de
futuras pesquisas envolvendo o sistema ABO e a susceptibilidade a malaria causada
pelo P. vivax. Novos estudos podem investigar a possibilidade de hospedeiros estarem

desenvolvendo novos mecanismos de defesa contra o P. vivax, por adaptacao natural.

Os dados encontrados na tabela 01 concordam parcialmente com os dados
descritos por Nkuo-Akenji e colaboradores (2004) que observaram a maior prevaléncia
de malaria vivax, 74,5%, em individuos do grupo O e a mais baixa em individuos do
grupo B, porém sem estar associados a densidade parasitaria encontrada. Devido a este
achado de Nkuo-Akenji e colaboradores (2004) e ainda devido ao fato de que
publicacdes como os estudos de Rajan & Chitnis, 1999, tem associado a
susceptibilidade a malaria vivax tdo somente a proteina Duffy, que neste estudo, ndo
buscamos associar a densidade parasitaria dos pacientes infectados com a frequéncia do

sistema ABO.
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Em relagdo a tabela 2, que mostra a frequéncia do antigeno RhD em pacientes
infectados com Plasmodium vivax e doadores sem antecedentes de malaria, observamos
a ndo associacdo da frequéncia deste antigeno nas duas populagdes estudadas,
diferentemente do resultado do estudo de Beigelman e colaboradores (2003), que
analisando 182 individuos ribeirinhos da Amazoénia (Porto Velho, RO, Brazil),
encontraram a indicagdo de que o loci RH pode estar significantemente associado com a
resisténcia a malaria; resultados que podem ser comparados apenas parcialmente, pois
estudamos apenas o antigeno RhD, ao passo que o loci RH possui 52 antigenos

identificados.

Em 2000, Novaretti e colaboradores, em seu estudo de frequéncia de sistemas
de grupos sanguineos, encontraram em 834 caucasoides, 89,2% (RhD +) e 10,8% (RhD
-), em 827 mulatos, 92,2% (RhD +) e 7,8% (RhD -) e em 801 negros 94,4% (RhD +) e
5,6% (RhD -), demonstrando uma diferenga importante apenas quando confrontamos a
frequéncia em caucasoides com os resultados encontrados em individuos infectados e
ndo infectados do Estado do Amazonas, 94,7% (RhD +) e 5,2 (RhD -) e 93,6% (RhD +)
e 6,3 (RhD -) respectivamente, o que ¢ esperado devido as diferentes ascendéncias

genéticas destas populagdes.

FREQUENCIA DO SISTEMA DUFFY E A MALARIA VIVAX

Para realizarmos uma anélise comparativa da freqiiéncia dos genotipos Duffy
encontrados nos pacientes estudados do Estado do Amazonas, utilizamos os dados

previamente publicados no estudo tipo caso controle, de doadores de sangue da
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Amazonia Brasileira (Macapa / Estado do Amap4, Belém / Estado do Pard, Porto
Velho / Estado de Rondonia e Rio Branco/ Estado do Acre) sem antecedentes de
malaria, assim como de individuos infectados pelo Plasmodium vivax também
residentes em Estados da Amazodnia Brasileira, sendo ambos os dados reportados por

Cavasini e colaboradores (2007a).

A semelhanca metodologica entre ambos os estudos, relacionado a defini¢cao dos
genotipos Dufty, identificagdo do Plasmodium vivax, critérios de inclusdo e exclusdo
dos individuos do estudo, area de estudo, foi determinante para concluirmos que os
dados publicados por Cavasini e colaboradores (2007a) poderiam ser utilizados para

comparamos aos resultados encontrados neste estudo.

Entre os mecanismos inatos de resisténcia a malaria em humanos, verifica-
se em diversas publica¢des a importincia do polimorfismo do sistema sanguineo Duffy
em areas onde o Plasmodium vivax predomina, pela razdo de que esta molécula atua
como receptor para este parasita, na superficie das hemacias (Miller, 1994).
Observagdes descritas para o Oeste da Africa e Etiopia tém estabelecido uma forte
correlacdo entre a auséncia ou baixa endemicidade de malédria vivax e a grande
prevaléncia do gendtipo Duffy negativo (Mathews; Armstrong, 1981). Porém pouco
ainda ¢ conhecido sobre os polimorfismos dos antigenos eritrocitarios que confere tanto

protecao parcial ou completa contra a maléria.

Como demonstrado abaixo na tabela 6, a frequéncia do genétipo FYA/FYB foi
significantemente maior em ambos os grupos de pacientes infectados com Plasmodium

vivax em relagdo ao grupo de doadores de sangue sem antecedentes de maldria,
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mostrando uma associacdo com o aumento a susceptibilidade & malaria causada pelo
Plasmodium vivax (p<0,001). Este dado parece indicar que o gendtipo heterozigoto com

os genes F'YA e FYB favorece a infecgdo pelo P. vivax.

Tabela 6. Comparagao dos dados das genotipagens Duffy dos grupos de pacientes deste
estudo, com os de doadores de sangue e com os pacientes do estudo de Cavasini et al.,
2007a.

Fendtipo  Genotipos Pacientes Doadores de sangue Pac. Cavasini p*
Duffy Dufty Estudo sem antecedentes de 2007a
malaria.
n % n % n %
Fy(atb+) FYA/FYB 201 40,4 a 90 27,3b 109 349a <0,001
Fy(atb-) FYA/FYA 139 28,0 a 43 13,0b 51 16,3 b <0,001
FYA/FYX 1 0,2 3 0,9 5 1,6 0,09
FYA/FYB-33C 36 7,2 a 62 18,8 b 34 10,9 a < 0,001
Fy(a-b+) FYB/FYB 80 16,1 54 16,4 63 20,2 0,27
FYB/FYX 8 1,6 6 1,81 4 1,3 0,86
FYB/FYB-33C 32 6,4b 54 16,4 a 42 13,5a <0,001
Total 497 330 312

* Teste do Qui quadrado de Pearson.(Fleiss, 1981)
** Letras distintas indicam diferenca estatistica ao nivel de 5%

Woolley e colaboradores (2000) demonstraram em estudos, in vitro, diferengas
no nivel de expressdes da glicoproteina Duffy na superficie de reticuldcitos de
individuos caucasianos e afroamericanos com fenotipo Fy (at+b+), pela técnica de
citometria de fluxo. Em seu estudo, o nivel de expressio dos epitopos Fy’, o qual é
necessario para a invasao pelo Plasmodium vivax, foi significantemente menor em
reticulocitos e hemacias maduras nos genotipos FYB/FYB em relagdo aos genotipos
FYA/FYA ou FYA/FYB. Os autores concluiram, portanto que individuos heterozigotos
podem ter uma maior quantidade de variacdes de receptores eritrocitirios para as

proteinas parasitarias ligantes do Plasmodium vivax.
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Neste trabalho observamos que o maior nimero de pacientes infectados
apresentavam o gendtipo heterozigoto FYA/FYB (40,4%), sugerindo uma possivel
associacdo com o aumento da susceptibilidade a malaria causada pelo Plasmodium
vivax, seja por variagcdes quantitativas ou qualitativas, porém nao realizamos testes para
medir tanto a quantidade quanto a qualidade da expressdo da glicoproteina Duffy nas

hemacias dos pacientes com o genétipo FYA/FYB.

O gendtipo FYA/FYA (28%), também apresentou-se associado com o
aumento da susceptibilidade a malaria vivax, estando este, assim como o genotipo FYA/
FYB, significantemente mais presente em relagdo aos doadores de sangue sem
antecedentes de malaria (p<0,001), concordando com os resultados de Wooley e
colaboradores (2000), pois a quantidade de antigenos Fy® nestes gendtipos também

apresenta-se em grande quantidade quando analisado por citometria de fluxo.

Como observado na tabela 6, o genotipo FYA/FYA foi detectado por
Cavasini e colaboradores (2007a) em 16,3% e o gendtipo FYB/FYB em 20,3% dos
pacientes infectados com Plasmodium vivax, ndo encontrando, portanto indicagdo de
associacdo com a frequéncia da infeccdo pelo P. vivax, descordando do resultado
encontrado neste estudo e ainda dos resultados de Wooley e colaboradores (2000) que
afirmam que os antigenos Fy® estdo presente no genétipo FYA/FYA em maior
quantidade em relacdo ao genotipo FYB/FYB, sendo portanto esperado uma maior
frequéncia do genotipo FYA/FYA em relagdo ao gendtipo FYB/FYB em pacientes
infectados pelo Plasmodium vivax, o que encontramos neste estudo, porém nao foi

encontrado por Cavasini e colaboradores (2007a).
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Vale a pena destacar que apesar do dado descrito acima, o genotipo
FYB/FYB, ndo se apresentou associado a frequéncia de infec¢do pelo Plasmodium vivax,
nem em nosso estudo e nem no estudo de Cavasini e colaboradores (2007a), quando
comparada entre os pacientes estudados e doadores de sangue sem antecedentes de

malaria (p>0,05).

Este resultado, de certa forma também nado concorda com os resultados de
Wooley e colaboradores, (2000), pois segundo sua afirmagdo, o esperado seria que
houvesse uma associacdo entre o genotipo FYB/FYB e uma baixa frequéncia de
infecgdes pelo Plasmodium vivax em pacientes com este gendtipo, o que nao foi
encontrado em ambos os trabalhos aqui discutidos, ou seja, apesar deste gendtipo
possuir uma quantidade menor de epitopos Fy®, ndo se apresenta como vantajoso em
areas endémicas de maldria, o que poderia indicar também a existéncia de possiveis
receptores alternativos ao antigeno Fy®. Para a definigdo de novos receptores, ha

necessidade de estudos de infec¢ao in vitro.

O gendtipo FYA/FYX foi encontrado em apenas 01 (0,2%) paciente deste
estudo, ndo apresentando diferenga estatisticamente significante quando comparados
com os 3 (0,9%) doadores sem antecedentes de malaria, assim como, com os 5 (1,6%)
pacientes estudados por Cavasini e colaboradores (2007a) - p>0,05-. Da mesma forma,
a frequéncia do gendtipo FYB/FYX, ndo apresentou diferenca quando comparada com
os 8 (1,6%) pacientes estudados, os 6 (1,81%) doadores sem antecedentes de malaria e 4
(1,28%) pacientes estudados por Cavasinie colaboradores, em 2007a (p>0,05),
indicando ndo estar associado a frequéncia de infeccdo do Plasmodium vivax nos

pacientes infectados.
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De acordo com Yazdanbakhsh e colaboradores (2000), o alelo FYX nao foi
encontrado em negros, porém detectado em 3,5% dos brancos estudados, sendo,
portanto, bem mais frequente em brancos em relacdo aos individuos aqui estudados,
”Caboclos”, que historicamente possuem ascendéncia, na grande maioria branca e

indigena e em sua minoria negra.

O gene FYX, segundo Castilho e colaboradores (2004), ¢ definido pela
deteccao das mutacdes nas posicdes 265 (C>T) e 298 (G>A) da cadeia de DNA que
causam as mutagdes Arg89Cys e AlalO0Thr, respectivamente, na proteina Duffy,

presente na membrana de hemacias.

Estes resultados sugerem que apesar do gene /'YX levar a uma diminui¢do da
expressdo da proteina Duffy na membrana das hemécias, ndo estd associado a
frequéncia de infec¢do pelo Plasmodium vivax, pois sua frequéncia entre os grupos

estudados ndo apresentou diferenca significante.

O gendtipo FYA/FYB-33C, conforme demonstrado na tabela 3, teve uma
frequéncia significantemente menor nos pacientes estudados (7,2%), quando
comparados aos doadores de sangue sem antecedentes de malaria (18,8%) -p<0,001-,
porém muito similar a frequéncia encontrada por Cavasini e colaboradores (2007a) em
pacientes infectados pelo Plasmodium vivax (10,9%). Da mesma forma o gendtipo
FYB/FYB-33C, de acordo com a tabela 3, teve também uma frequéncia
significantemente menor nos pacientes infectados (6,4%), quando comparados aos

doadores de sangue sem antecedentes de malaria (16,3%) - p<0,001-, porém nao foi



61

estatisticamente similar a frequéncia encontrada por Cavasini e colaboradores (2000)
em pacientes infectados pelo P. vivax (13,4%), mas ainda assim sugerindo diante dos
resultados deste estudo, que uma combinagdo genotipica de FY/FYB-33 nos fenotipos
Fy(atb-) ou Fy(a-b+), parece levar a uma reducdo na susceptibilidade a malaria

causada pelo Plasmodium vivax.

Estudos in vitro, como o de Michon e colaboradores (2005), apdiam a hipotese
de que hemaécias, que expressam o genotipo FY/FYB-33C, tém uma significante redugao

na citoaderéncia do parasita quando comparado as hemécias que expressam F'YB/FYB.

De acordo com Tournamille e colaboradores (1995a), o alelo FYB-33 é um
variante do alelo FYB resultando da mutacdo pontual T — C no gene promotor da

regido (nucleotideo-33), o qual abole sua expressao.

Em suas pesquisas, Michon et al.,, (2001) e Yazdanbakhsh et al., (2000),
detectaram que a presenca do alelo FYB-33 resulta em uma reducao de 50% na
expressao da proteina Duffy, na superficie das hemadacias e ainda, Woolley e
colaboradores (2000) verificaram que este processo demonstra a acao do efeito de dose
relacionado ao gene, ou seja, genes F'YA e FYB em heterozigoze com o gene FYB-33C
pode limitar o processo de invasdo das hemacias pelo parasita, apesar de que a
susceptibilidade ao Plasmodium vivax pode ocorrer em individuos Duffy-negativos

heterozigotos (Miller et al., 1977).

Nossos resultados indicando associagdes do alelo FYB-33C com a diminuigao



62

da frequéncia de infec¢do e corroboram com os achados de outros autores (Wooley et

al., 2000; Michon et al., 2005; Cavasini, et al., 2007a).

Nas 497 amostras de pacientes infectados pelo Plasmodium vivax, ndo foram
encontrados individuos com genédtipo FYB-33C/FYB-33C, uma vez que este genotipo é
conhecido como um fator de resisténcia ao P. vivax, como descrito por Kasehagen e

colaboradores (2007).

Durante a busca ativa de amostras para a realizacao da dissertacdo de mestrado
de Albuquerque, em 2003, foram encontrados dois individuos em uma mesma familia,
residentes no interior do Estado do Amazonas, com o fendtipo Fy(a-b-), genotipo FYB-
-33C/FYB-33C, com antecedente de infec¢do pelo Plasmodium vivax. Infelizmente,
ndo encontramos os individuos ainda infectados, para identificar geneticamente a
espécie do plasmodio que os infectou. Porém, ambos, ainda, possuiam o resultado da
gota espessa emitido pela Fundagcdo Nacional de Satde (FUNASA), assim como
evidéncias do tratamento da malaria vivax, de acordo com os esquemas terapéuticos
utilizados pela FUNASA. Ainda assim confirmamos a presen¢a de anticorpos anti-
Plasmodium vivax no soro daqueles individuos, através de um teste Imunofluorescéncia
indireta (IFI), realizado na Fundacdo de Medicina Tropical. Os individuos foram
encontrados durante o presente estudo e confirmamos que ambos possuem o genodtipo

FYB-33C/FYB-33C, porém nao tiveram novos antecedentes de malaria.

Este achado corrobora com os achados de Gautret et al. (2001), 1 Caso na
Franca, Ryan et al. (2006), 32 Casos no Kénia e Cavasini et al. (2007b), 2 Casos no

norte do Brasil, todos com gendtipo FYB-33C/FYB-33C.
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Segundo Nichols e colaboradores (1987), os individuos Fy(a-b-), FYB-
33C/FYB-33C n#o expressam o antigeno Fy® em suas hemacias, o que pode indicar a
eleicdo pelo Plasmodium vivax, de um receptor alternativo a proteina Dufty, ou ainda
uma outra regido dentro da mesma proteina. Esses novos receptores podem estar se
desenvolvendo, lentamente, em algumas partes do mundo, como ja mencionado por
Pasvol, em 2007, ¢ por Michon e colaboradores (2001). E importante considerar que os
testes de citometria de fluxo para detecgdo do antigeno Fy°, foram realizados por

Nichols e colaboradores (1987) apenas em individuos FYB-33C/FYB-33C.

Em alguns estudos foram encontrados Individuos Fy(a-b-) devido a outros
polimorfismos genéticos distintos dos descritos anteriormente, como os SNP (271C>T e
304G>A no gene FYB) encontrado por Parasol e colaboradores (1998), os genotipos
FYA/FYB FYA/FYA com SNP ainda Indeterminado, detectado por Shimizu et al.
(2000) e um novo alelo Heterozigoto, o qual leva a uma expressdao 50% menor da
glicoproteina Dufty, descrito por Michon et al. (2001), porém sem indicarem o impacto

destes polimorfismos na expressdo do Fy°.

SISTEMA DUFFY E A DENSIDADE PARASITARIA DA MALARIA VIVAX.

Os valores das medianas das densidades parasitarias (DP) encontradas nos
pacientes deste estudo foram comparados em relacdo aos diversos genotipos
encontrados nestes pacientes e ndo foram observadas, de uma maneira geral, de acordo
com o valor de p (0,480), diferengas significantes, porém a constancia de faixa de DP

encontrada em alguns genotipos, foram consideradas para a discussdo destes resultados.
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Na tabela 5, as DP encontradas, foram divididas segundo os cortes propostos por
Alecrim 2000, para defini-las em baixa, média e alta. Observa-se que 93,1% das DP
encontradas foram classificadas como baixa (< 7000 parasitas / uL), 5,9% como média
(7000 -| 15000 parasitas / uL ) e apenas 0,9% como alta (= 15000 parasitas / ul).
Nesta tabela pode-se observar também que 100% dos pacientes, com genotipos
FYA/FYX e FYB/FYX, apresentaram DP baixa, enquanto que 5,8% dos pacientes com
genoétipo FYA/FYA, 5,8% dos FYA/FYB, 3,1% dos FYA/FYB-33, 6,3% dos FYB/FYB ¢
11,5% dos FYB/FYB-33 apresentaram DP média e apenas 2,5% dos pacientes com o

genotipo FYA/FYA e 0,6% dos FYA/FYB, apresentaram DP alta.

Na tabela 4, observamos também que pacientes com o genodtipo FYA/FYB
apresentaram a mediana de densidade parasitaria (DP) de 1.812 parasitos/uL, nao
apresentando significancia estatistica quando comparada com as DP encontradas em
pacientes portadores dos demais genotipos Duffy. Os pacientes com gendtipo FYA/FYB,
apresentaram DP situadas nas faixas baixa, média e alta de acordo com as defini¢cdes de
Alecrim (2000), ou seja, tanto a menor DP de cinco parasitos/uL, quanto a maior DP, de
16.128 parasitos/uL, dos pacientes deste estudo, foram encontradas entre os individuos

com este genotipo.

E importante destacar que no momento da inclusio dos voluntarios
primoinfectados ou com antecedentes de infecg¢do, nos certificivamos que os mesmos
ndo estavam ou tinham passado por tratamento para maléria nos tltimos 6 meses. Uma
vez que se este fato ocorresse, certamente os niveis de parasitemia tenderiam ao viés de
baixa categoria, mesmo se sabendo que o Plasmodium vivax cursa na area de estudo

com o perfil de parasitemia encontrado. Incluiamos os voluntirios na 1° visita ao
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médico, no momento em que os mesmos se queixavam dos sintomas classicos da
malaria como febre, calafrios, dor de cabega, observando que em determinados casos
estes sintomas, se apresentavam de uma forma leve e em outros casos de uma forma

clinica média ou até grave.

Outro aspecto interessante sdo os casos de alta parasitemia, raro em maldria
vivax, porém observado esporadicamente em nossa regido e alguns lugares do mundo.
Observamos que estes casos aconteceram em particulares genotipos Duffy como o FYA/
FYB e FYA/FYA, podendo estar associados a estes, ou a um possivel receptor alternativo

a glicoproteina Dufty.

Todavia, observamos que este gendtipo (FYA/FYA) ndo esta associado com a
DP causada por este parasito, pois pacientes portadores deste gendtipo, apresentaram
mediana de DP de 1.195 parasitos/uL, porém com os mais diversos valores, sendo a
menor DP encontrada de 15 parasitos/uL e a maior de 15.725 parasitos/uL,
apresentando, portanto, DP situadas nas faixas baixa, média e alta, de acordo com
Alecrim (2000).

Da mesma forma, ndo observamos significancia estatistica também
relacionada as DP encontradas nos pacientes com esse gendtipo quando comparada com
as DP encontradas em pacientes com os demais genotipos do sistema Duffy. A mediana
de DP dos pacientes com o gendtipo FYB/FYB foi de 1.229 parasitos/uL, porém, com
valores variando de 21 parasitos/ul a 11.264 parasitos/uL, estando, portanto, as DP
encontradas situadas, apenas, nas faixas baixa e média. Observamos, ainda, que apesar
dos resultados de Woolley e colaboradores (2000) que demonstraram uma significante

reducdo no nivel de expressdo dos epitopos Fy6, em hemacias maduras com o genotipo
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FYB/FYB, ndo encontramos, neste estudo, indicadores que sustentassem associa¢des do
genétipo FYB/FYB com aumento ou diminui¢do a susceptibilidade ao Plasmodium

vivax.

Neste estudo podemos constatar na tabela 5, que 100% dos pacientes
infectados, que possuiam o gene FYX em heterozigose, desenvolveram DP baixa,

podendo este alelo estar associado a intensidade da maléria desenvolvida.

Em nossa andlise das DP nestes individuos, verificamos que o unico
paciente detectado com o gendtipo FYA/FYX, possuia uma DP de 591 parasitos/uL,
considerada baixa segundo Alecrim (2000), sendo este, porém, um dado muito
incipiente por se tratar de apenas um individuo. Ainda assim, pelo fato deste ter sido o
primeiro episodio de maldria deste individuo, pode-se deduzir que nao houve agdo de
uma possivel resposta imune secundaria intervindo na intensidade da DP deste paciente.
Conforme descrito por Fesel e colaboradores (2005), a produgdo policlonal de
anticorpos na maldria, de uma forma geral, parece estar mais associada com o estado
intrinseco de ativagdo de individuos infectados, do que com a resposta imunologica
especifica aos antigenos parasitarios, parecendo, ainda, esta ativagdo estar influenciada
por estimulos prévios, porém sem estar associada ao nivel de parasitemia em infecg¢oes

sucessivas.

Da mesma forma, os oito pacientes com o genotipo FYB/FYX
desenvolveram uma mediana de DP de 277 parasitos/uL, sendo a minima encontrada
nestes pacientes de 125 parasitos/puL e a maxima de 2.500 parasitos/uL, estando todas

estas DP situadas na faixa considerada baixa conforme Alecrim (2000), como
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demonstrado na tabela 5, sendo que estes pacientes também ndo possuiam antecedentes
de malaria, ndo havendo, portanto influéncia de resposta secundédria na densidade

parasitaria encontrada.

Yazdanbakhsh e colaboradores (2000) demonstraram, por citometria de
fluxo, uma reducdo de 10% da proteina Duffy na membrana das hemacias de individuos
com o alelo FYX em heterozigose, sendo esta reduc¢do devido a instabilidade da proteina

causada pela mutagdo Arg89Cys.

A presencga isolada da mutacdo AlalO0Thr, segundo Estalote, 2005, nao
afeta a expressdo da proteina Duffy nas hemacias. Para verificar a comprovagao dos
achados de Yazdanbakhsh et al. (2000) e Estalote,et al. (2005) em nosso estudo,
comparamos as densidades parasitarias (DP), dos pacientes com alelo FYX ( Arg89Cys

e Alal00Thr) com as DP dos pacientes FYB/FYB (Alal00Thr).

Neste estudo, encontramos dez pacientes com a mutagdo Alal00Thr isolada,
todos pertencentes ao genotipo FYB/FYB. Estes pacientes desenvolveram uma mediana
de DP de 2.079 parasitas/ul, sendo a minima de 275 parasitos/uL e a maxima de 7.900
parasitos/uL, estando estas DP situadas nas faixas baixa e média, mostrando que as DP
dos pacientes FYB/FYB (Alal00Thr) foram consideravelmente maiores quando
comparadas com as DP dos pacientes com alelo FYX, concordando assim com os dados

dos dois autores.

Na tabela 4, verificamos que ndo houve diferenga estatisticamente significante

quando comparamos as DP encontradas nos individuos com os genétipos FYA/FYB-
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33C e FYB/FYB-33 com os demais genétipos Duffy, encontrados nos participantes
infectados com o Plasmodium vivax, indicando que, apesar de haver uma diminui¢do na
frequéncia de infec¢ao entre os individuos heterozigotos F'YB-33, uma vez infectados

estes individuos podem apresentar uma DP entre as faixas baixas, médias e altas.
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8. CONCLUSOES

1.

O antigeno A do sistema ABO mostrou-se associado a diminui¢do da taxa de

infeccdo pelo Plasmodium vivax entre os pacientes da regido estudada.

O antigeno RhD do sistema Rh, ndo mostrou-se associado a susceptibilidade ao

Plasmodium vivax.

Os genotipos FYA/FYB e FYA/FYA mostraram-se associados ao aumento da taxa
de infeccao pelo Plasmodium vivax, porém sem estar associado aos niveis de
densidade parasitaria (DP), apesar de que as mais altas DP foram encontradas

entre os pacientes com estes genotipos.

O genotipo FYB/FYB nao foi associado tanto a taxa de infec¢do pelo P. vivax,

quanto ao nivel de densidade parasitaria encontrada nos pacientes infectados.

Os gendtipos FYA/FYX e FYB/FYX nao mostraram-se associados a taxa de
infec¢do pelo Plasmodium vivax, porém, mostraram-se associados ao baixo

nivel de densidades parasitarias detectadas nos pacientes infectados.

Os gendtipos FYA/FYB-33C e FYB/FYB-33C mostraram-se associados a
diminui¢cdo da taxa de infec¢ao pelo Plasmodium vivax, porém sem estarem
associados ao nivel de densidades parasitarias desenvolvidas em pacientes

infectados.
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PROTOCOLO 01

Técnicas para fenotipagem ABO, Rh e Duffy

Técnica para fenotipagem ABO, Rh
Reagentes: Cartdo contendo anticorpos monoclonais anti-A [Linhagem celular
LM297/628 (LA-2)], anti-B [ linhagem celular LM306/686 (LB-2)] e anti-D(Linhagens
celulares ESD-1M, 175-2), suspensos em gel. Conservante: < 0,1% NaNj,

1. Preparar uma suspensdo de hemacias a 5% em diluente “ID-Diluent 27,
pipetando 0,5 mL de ID-Diluent 2 no tubo de suspensdo e em seguida 25
ul de concentrado de hemadacias ou 50 ul de sangue total e
homogeneizar.

2. Identificar o ID-Cartdo com o nome ou o nimero da amostra.

3. Pipetar 10-12,5 uL da suspensdo de hemdcias da amostra nos
microtubulos.

4. Centrifugar o ID-Cartao durante 10 minutos na centrifuga de cartdao

5. Ler e anotar os resultados das reacoes.
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Técnica de fenotipagem Duffy.

Material utilizado:
Hemacias anticoaguladas (EDTA)
Anticorpos Anti-Fy* de origem humana (Diamed)
Anticorpos Anti-Fy® de origem humana(Diamed)
Cartdes de gelcentrifugacdo com gel de sephadex, contendo soro
poliespecifico antiglobulina humana (anti-IgG de coelho e anti-C3d monoclonal,

linhagem celular C 139-9), suspensos em gel.

O procedimento Técnico de fenotipagem pela técnica de gel centrifugacao,
consiste em inicialmente lavar as hemdcias a serem fenotipadas, trés vezes com solucao
salina 0,9%, centrifugando por 1 minuto a 3.500 rpm cada lavagem, para entdo preparar
uma suspensdo das hemacias a serem fenotipadas a 1% em solucdo de baixa forca
i6nica(LISS).Em seguida identificamos o cartdo de gel centrifugacdo e pipetamos 50 uL
dos reagentes anti-Fya e anti-Fyb nos respectivos canaliculos no cartdo de gel.Em
seguida dispensamos 25 uL da suspensdo de hemacias a ser testada em cada 1 dos dois
tubos. O cartdo foi incubado por 10 minutos a 37°C em banho seco e centrifugado em
seguida por 10 minutos. A leitura foi realizada de acordo com os padrdes do fabricante,
descritos abaixo.

Interpretacio dos resultados

Reagdo Positiva ++++ : Hemadcias totalmente concentradas na parte superior do
gel apos a centrifugagao.

Reagdo Positiva +++: Hemdacias concentradas na parte superior porém se
estendendo ao 1° terco superior do gel.

Reacdo Positiva ++: Hemacias se estendendo da parte superior do gel até a parte
central do canaliculo.

Reagdo Positiva +: Hemacias se estendendo da parte central do gel até a a parte
inferior do canaliculo.

Reagdo negativa: Hemacias totalmente concentradas na parte inferior do gel

apos a centrifugagao.
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PROTOCOLO 2

Genotipagem Duffy.

Reagentes Utilizados

Primers
-Sintetizados pela INVITROGEN life technologies.
Soluciio estoque (1ng/ul)

Para o calculo utilizamos a concentracdo em Nmoles de cada primer e
multiplicamos por 10 para sabermos a quantidade de 4gua injetavel a ser acrescentada
na ressuspensao.

As aliquotas foram devidamente identificadas e armazenadas a -20°C
Solucio de uso
Foram diluidos 5 uL da solucdo de estoque 10 vezes em 4gua injetavel.
Exemplo: 5 uL de primer + 45 uL de 4gua injetavel.
Enzima taq polimerase.
Platinum Taq DNA Polymerase
Marca - INVITROGEN
DNTP
Marca - INVITROGEN
Solugao estoque: 100 mM
Solucao de uso: 10mM



Reacoes de PCR.
Volume final: 50 uL
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Reagentes

Quantidades

Agua injetavel

33,7 uL (gsp 50 uL)

Buffer

5 uL (sempre 10% do volume final)

Cloreto de Magnésio 3ul

Primer 1 (forward) 1 uL

Primer 2 (Reverse) 1 uL

DNTP 0,8 uL

Taq polimerase 0,5ulL

DNA extraido 5 uL (Depende da qualidade da extragao)

Realizamos 35 ciclos com as seguintes fases:

95° C por 5 minutos
94° C por 20 segundos
62° C por 20 segundos
72° C por 20 segundos
72° C por 10 minutos

Desnaturacao
Desnaturagao
Anelamento
Extensao
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Reacido de RFLP para genotipagem Duffy.
Enzima de restricao Banl

Marca: FERMENTAS

Volume final: 20 uL

Reagentes Quantidade
Agua injetavel. 5,5uL (gsp 20 ul)
Buffer 2,0ulL
Enzima de restricao Banl 0,5ulL
DNA amplificado (DUFFY) 12ulL

Observagao:
Incubar a 37°C overnight ou no minimo por duas horas.
Leitura das bandas em gel de agarose 2%

Reacio de RFLP para verifiacio da mutacio GATA:
Enzima de restri¢ao Styl

Marca: Fermentas
Volume final: 20 uL

Reagentes Quantidade
Agua injetavel. 5,5uL (gsp 20 uL)
Buffer 2,0ul
Enzima de restri¢cao Styl 0,5 uL
DNA amplificado(GATA) 12 uL

Observacao:
Incubar a 37°C overnight ou no minimo por duas horas.
Leitura das bandas em gel de Poliacrilamida.



Reacgdo de RFLP para a verificacdo do mutacio 265 ( C>T) da proteina Duffy.

Enzima de restricao MspAl
Marca: Fermentas

Volume final: 20 uL
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Reagentes Quantidade
Agua injetavel. 5,5uL (gsp 20 ul)
Buffer 2,0ulL
Enzima de restricdo MspAI 0,5 uL
DNA amplificado(DUFFY) 12 uL

Observagao:
Incubar a 60°C overnight ou no minimo por duas horas.
Leitura das bandas em gel de Poliacrilamida.

Reacao de RFLP para a verificacao da mutacio 298 (G>A) da proteina Duffy.

Enzima de restricao MWO
Marca: Fermentas

Volume final: 20 uL

Reagentes Quantidade
Agua injetavel. 5,5uL (gsp 20 ul)
Buffer 2,0ulL
Enzima de restricaio MWO 0,5ul
DNA amplificado (DUFFY) 12 uL

Observagao:
Incubar a 37°C overnight ou no minimo por duas horas.
Leitura das bandas em gel de Poliacrilamida.




87

Preparo do gel de Agarose 1,5%

1. Em um Erlemeyer pesar 1,5 g de Agarose

2. Completar com TEB 1x para 100 mL ,

3. Tampar o Erlemeyer com pléstico (Tipo Magi pac) fazendo um furo no mesmo.

4. Aquecer o Erlemeyer no forno microondas até ferver e ficar transparente.

5. Acrescentar o Brometo de Etidio no Erlemeyer (cerca de 0,7 uL para 100 mL).

6. Prepara o suporte de polimerizagdo colocando o pente com a quantidade desejada de
POcos.

7. Esperar esfriar o Erlemeyer e despejar a agarose a 1,5% no suporte de polimerizagao.

8.Aguardar a formagao do gel e retirar o pente.

As corridas em gel de agarose sdo para observar se houve amplificacdo durante o
PCR, assim como verificar a qualidade do DNA amplificado, ou seja, se 0 mesmo esta

em boa quantidade (Bandas fortes), se ndo ha rastro(nao esta degradado).

Aplicacio das amostras no gel de Agarose

Objetivo: As corridas em gel de agarose sdo para observar se houve
amplificacao durante o PCR, assim como verificar a qualidade do DNA amplificado,
ou seja, se 0 mesmo estd em boa quantidade (Bandas fortes), se ndo ha rastro(ndo esta

degradado).

1. Colocar o suporte com o gel de agarose dentro da cuba e encher até cobrir com
tampao TEB 1x.
2. Em um plastico (Tipo Mag Pac), dispensar pequenas gotas de azul de bromofenol (1-
2ul).
3. Pipetar 4 uL de branco e DNA, homogeneizar com a gota de azul de bromofenol e
dipensar no pogo do gel.
[II.Deve-se aplicar também 4 uL. de Ladder porém este ja vem corado

4. Sempre aplicar da seguinte forma: Ladder, branco, DNA's.

5.



Obs: O DNA pode correr entre 80 e 100 v durante cerca de 5 minutos ou o

suficiente para verificar a presenca da banda amplificada.

Apos a corrida, o gel de agarose estd pronto para ser fotografado no sistema de

gel documentacao.

Preparacio do gel de Poliacrilamida
Constituintes
1. Acrilamida 40%
38,5g de acrilamida
1,5g de Metileno Bis acrilamida

100mL de Agua Deionizada.

2. TEB 10X
Agua Destilada

3. Persulfato de amonia (APS) 10%
1g de Persulfato(APS)
9mL de Agua Destilada

4. Temed

Gel de Poliacrilamida a 8%

1. Acrilamida 40%......ccccovvveivieiiinnannnn 23.3mL
2. TEB 10X 8,8mL
3. AgUaDeSt....ooooieeieieeeeeeeeeeen. 55 mL
4. Persulfato de Amonia(APS) 10%......363 uL
5. TEMED.....cociiiiiiniiiiiiieeecnen, 66 uL

Gel de Poliacrilamida a 12%

6. Acrilamida 40%...........cccovvveeeeennnn.n. 12,8mL /2 =64mL
7. TEB 10X oo 40mL /2 =2,0mL
8. AGUADESt ..o, 248mL /2 =124mL
9. Persulfato de Amonia(APS) 10%.....400 uL. /2 =200uL
10. TEMED......cccoiiiiieieieieieee e 16 uL =32ulL
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Preparo da Base para receber o Gel

Preparar os suportes com as placas de vidro
Prender os suportes nas bases

Prepara o Gel

b=

Encher a placa de vidro com o gel preparado utilizando uma seringa de 10 mL
com agulha.

Verificar a presenga de bolhas e elimina-las com a agulha

Colocar o pente para a formagao dos pogos

Aguardar a formagao do gel.(Deixar de 1 dia para o outro)

® =N W

Apo6s a formacao do gel, verificar, com agulha e seringa, se 0s pogos estao
obstruidos.

9. Aplicar as amostras.

Aplicacio de amostras no gel de Poliacrilamida
Encher a cuba de corrida com TEB 1x conforme as marcas na cuba.
Aplicar as amostras
1. Pocos vazios: Encher com azul de bromofenol.

Ladder: 5 uL + azul
PCR Total: 5 uL + azul

el

Digestdo: 10 uL + azul
Correr a 100 V até o fim do gel

Apbs a corrida

1. Retirar a lamina com gel da cuba de corrida

2. Colocar o gel com a lamina em uma cuba com Agua Destilada ou tampao TEB
Ix
Retirar o gel da placa

4. Adicionar 5uL ou 10 uL de brometo de etidio e aguardar 5 minutos.

5. Fotografar o gel no sistema de documentacgao.
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PROTOCOLO 3

Protocolo para teste de Imunofluorescéncia

Foram utilizados antigenos da cepa W2 proveniente da Indonésia e conjugado
anti-IgG marcado com isotiocianato de fluoresceina (FLUOCON cog. 1112-I) titulada
com soro de paciente maldrico como controle positivo e soro de paciente com sorologia
negativa para maldria, chagas, sifilis, hepatite B, hepatite C, HIV ¢ HTLV como
controle negativo, sendo o cut-off estabelecido para a reacdo de 1:20 e a leitura

realizada em objetiva de 40 no microscopio marac NIKON,
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PROTOCOLO 4

Ficha de avaliacdo do paciente(FAP)

Universidade Federal do Amazonas-UFAM
Hemocentro do Amazonas -HEMOAM
Fundaciao de Medicina Tropical do Amazonas-FMTAM

ESTUDO: Estudo das associacdes entre os sistemas ABO, Duffy, antigenos RhD e a

malaria vivax em habitantes do Estado do Amazonas, Brasil.

FICHA DE AVALIACAO DO PACIENTE (FAP)
N°: Data: / /

A — Dados epidemiologicos
I. Nome:
II. Nome da Mae:
II. Idade: ~ IL.ISexo: I( )M 2( )F
IV.I1. Data do Nascimento: / /

V.Local de Nascimento:

V.Procedéncia:
VI. Endereco:

Telefone:

VII.Gestante: ( ) 1 — Sim 2 — Nao

IX.Local provavel de infecgao:

X.Antecedentes de malaria:

Quando foi a ultima vez e que tipo teve?

[ ] Nenhuma [ 15

[ 11 [ 16-10
[ 12 [ J11-15
[ 13 [ 116-20

ri4 r14+2°n
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B — Dados clinicos e terapéuticos

I.Sintomas: [ ] Febre [ ] Mioartralgia [ ] Coluria
[ ] VOmitos [ ] Astemia [ ]Ictericia
[ ] Calafrios [ ] Tosse [ ] Hematuria
[ ]Dor de cabegca |[ ] Diarréia [ ] Outros
[ ] Tontura [ ] Disuria (descrever)
II.Peso: kg Altura: cm  Temperatura axilar: °C

III.Exame fisico:

Hepatoesplenomegalia: ( ) 1 —Sim ( )2 —Nao Palidez: () Ictericia ()

Observacoes:




C — Dados Laboratoriais

I. Gota espessa
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Dia do seguimento | Densidade parasitaria| Parasitas por campo Intensidade

DO

D3

D7

D14

D21

D28

II.Testes Imunoehamtoldgicos
Fenotipagem eritrocitaria

ABO:1( )A 2( )B 3( )AB 4( )O Rh: 1( ) Positivo 2( ) Negativo

Duffy: 1( )Fya 2( )Fyb MNSs: M( )N( )S( )s( YU( )

Pesquisa de Anticorpos Irregulares:

Identificacio de Anticorpos Irregulares:

Classe: [gG( ) IgM( )

[II.PCR para malaria
( Se Dufty negativo):

IV.PCR para o sistema Duffy
( Se Dufty negativo na fenotipagem):

V. Hematologia, bioquimica e EPF:
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Hematologicos Bioquimicos
Hemacias Glicose
Hb Uréia
Hct Creatinina
VCM Transaminases
HCM Bilirrubina direta
Leucocitos Bilirrubina total
Neutrofilos
Bastoes EPF
Linfocitos
Eosinofilos Outros

Plaquetas
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PROTOCOLO 5

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidade Federal do Amazonas -UFAM
Hemocentro do Amazonas -HEMOAM
Fundacao de Medicina Tropical do Amazonas-
FMTAM

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Estudo
Estudo das associacdes entre os sistemas ABO, Duffy, antigenos RhD e a malaria

vivax em habitantes do Estado do Amazonas, Brasil.

INFORMACOES PARA PARTICIPACAO VOLUNTARIA NESSE
ESTUDO.

Objetivo do estudo.
Este estudo tem como objetivo identificar os tipos sanguineos que podem
permitir que a maldria pelo P. vivax acontega.

Procedimentos do estudo

Caso vocé tenha como resultado a gota espessa positiva para P. vivax e aceite
em participar como voluntario serdo tomadas suas informagdes pessoais (nome, idade,

data, local de nascimento, etc), um meédico te examinard e tera inicio o
tratamento gratuito para maldria. Serd solicitada também sua autorizagcdo para ser
colhida duas amostras de 5 mL de sangue venoso, através de puncdo de uma veia de
braco. O sangue sera examinado no Hemocentro do Amazonas (HEMOAM) para
verificar o seu tipo de sangue. ApOs os testes, os participantes receberdo o resultado da
sua tipagem sanguinea ABO Rh gratuitamente. Com a sua autorizagdo iniciaremos um
acompanhamento ambulatorial do tratamento no 1°, 3°, 7°, 14°, 21° e 28° dias

Critérios para participacao

A participagdo neste estudo ¢ voluntaria, sendo os participantes do sexo
masculino ou feminino a partir de 10 anos de idade (neste caso com autorizacao dos
pais), naturais do estado do Amazonas, infectados por malaria vivax.

Risco e Desconforto
O procedimento da coleta de sangue sera realizado por um profissional treinado,
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utilizando agulhas e seringas descartaveis o que reduzira o risco de alguma
contaminagdo durante o processo de coleta, sendo o Unico desconforto para os
participantes deste trabalho, a penetracio da agulha na veia do braco durante o
procedimento da coleta de sangue.

Contato com o investigador principal.

O voluntario tem o direito de conversar com o investigador, Bioquimico Sérgio
Roberto Lopes Albuquerque, diariamente nos periodos da manhd e da tarde no
HEMOAM situado a Avenida Constantino Nery, n° 4.397, Chapada, esquina com a
Avenida Pedro Teixeira ou pelo telefone 3655-0129, em qualquer fase do estudo, para
pedir qualquer tipo de esclarecimento, ou se tiver alguma consideragdo ou duvida sobre
a ética deste estudo.

Retirada do consentimento.
E garantida ao voluntario a liberdade de retirada de consentimento a qualquer
momento, deixando assim de participar do estudo sem qualquer prejuizo ao mesmo.

Perdas e Danos

Neste estudo, o esperado ¢ que nao haja perdas ou danos fisico ou moral por
parte dos participantes, porém havendo tais ocorréncias, estas devem ser comunicadas
imediatamente ao pesquisador principal que deverd avaliar e tomar as devidas
providéncias se for assim necessario. Os participantes nao terdo suas identidades
divulgadas durante o periodo de execugdo do estudo, assim como em publicagdes
posteriores.

Despesas e Compensacoes financeiras.

Os participantes deste estudo ndo terdo nenhuma despesa ou compensagao
financeira, ou algum beneficio adicional, por participar deste trabalho, mas estard
contribuindo para o conhecimento cientifico da malaria. Ainda assim, se houver algum
prejuizo financeiro, o pesquisador responsavel podera ressarci-lo.

A PARTICIPACAO E VOLUNTARIA. ISTO QUER DIZER QUE O PACIENTE
TEM TODO O DIREITO DE NAO PARTICIPAR OU SE RETIRAR DO ESTUDO, EM
QUALQUER FASE DA PESQUISA, e isto ndo trard nenhum prejuizo, e que tera garantido o
seu tratamento, conforme a rotina do servico local.

A pessoa que aceitar participar da pesquisa guarda uma copia deste documento que serad
assinado duas vezes, uma copia fica com o pesquisador e a outro com o paciente.

[ ] participante do estudo, recebi a explicagdo de que serei um(a) dos (as) participantes
dessa pesquisa. Se eu ndo souber ler ou escrever, uma pessoa de minha confiancga lera este documento
para mim e depois escrevera nesta pagina o meu nome.

[ ] responsavel pelo participante do estudo, recebi a explicagdo sobre a metodologia e
objetivo do estudo do qual 0 MENOT ..coccoeeiieiieiiiieie e , sera
participante.

E por estar devidamente informado (a) e esclarecido (a) sobre o contetido deste termo,
livremente, sem qualquer pressdo por parte dos pesquisadores, expresso meu consentimento para
minha inclusdo nesta pesquisa.



97

Manaus, ......... A Jovreeaannn.

Assinatura do paciente ou representante legal ou
Impressao do polegar direito do paciente,
caso este ndo saiba escrever seu nome.

MEDICO RESPONSAVEL PELO ACOMPANHAMENTO E INFORMACOES AO
PACIENTE:

FONE: ...

ASSINATURA: ...,

Contato com Sérgio Albuquerque

Fone: 9176-9493 / 3655-0206 -HEMOAM / 3214-5703 Res.
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