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Resumo

RESUMO

Introducdo: A resisténcia inata a infeccbes maléricas, em humanos, tem sido
atribuida a polimorfismos de grupos sangiiineos. N6s comparamos as frequéncias
fenotipicas de ABO, MNS e Duffy e genotipicas de Duffy em doadores e pacientes
malaricos de quatro &reas da AmazoOnia Brasileira. A identificacdo das espécies de
Plasmodium foi feita por métodos morfoldgicos e moleculares. Materiais e métodos:
Os grupos sanguineos ABO, MNS e Duffy foram fenotipados por meio de testes
sorologicos e a genotipagem do grupo Duffy por PCR/RFLP. Para as andlises de
significancia e para obter a independéncia entre as proporcdes foi usado o teste exato de
Fisher, com nivel de significancia de 0,05%. Resultados: Nossos resultados ndo
mostraram correlacdo entre os fendtipos de ABO e infeccbes maléricas nas areas
estudadas. Foi observada uma significante associacdo entre doadores de sangue e
pacientes maléricos com os fenétipos S+s+ e S+s-. Em areas distintas foi detectada
correlacdo significante entre esses dois grupos de individuos com alguns fenétipos de
Duffy. Discussdo e Conclusdes: Nos identificamos dois individuos homozigotos para o
alelo FYB-33 (Duffy negativo) infectados por P. vivax, cujas variantes genéticas desse
parasito foram VK210 e ou P. vivax-like. Os resultados de genotipagem do Duffy, nos
grupos de estudos, mostraram alta freqiiéncia do gendtipo FYA/FYB, seguidos pelos
homozigotos FYA, FYB, e os heterozigotos FYA/FYB-33 e FYB/FYB-33. Foram
detectadas baixas freqliéncias dos gendtipos FYA/FY*, FYB/FY*, FY*/FY* e FY*FYB-33.
Em ambos os grupos, individuos doadores de sangue e pacientes malaricos, foram
encontrados o0 genotipo Duffy negativo (FYB-33/FYB-33). Nenhum individuo
apresentou o gendtipo FY*/FYB-33. Nossos dados sugerem que individuos com o

gendtipo FYA/FYB apresentam maior susceptibilidade a malaria por P. vivax. A

Xi
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presenca do alelo FYB-33 pode ser uma vantagem seletiva na populacéo, o que podera
reduzir a taxa de infeccdo por esse Plasmodium nessa regiéo.
Palavras chave: Maléria, Amaz6nia Brasileira, Sistemas de grupos sangliineos ABO,

MNS e Duffy, Fenotipagem, Genotipagem.
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Abstract

ABSTRACT
Background: Thus far, innate resistance to malaria infections in humans has been
attributed to blood group polymorphisms. We have compared ABO, MNS and Duffy
frequencies in blood donors and malaria patients from four Brazilian Amazon areas.
The Plasmodium identification was determined by non-genotypic and genotypic
screening tests. Methods: The ABO, MNSs and Duffy blood group was phenotyped
using a microtyping kit and Duffy blood group genotyped by PCR/RFLP. In order to
assess the variables significance and to obtain independence among the proportions, the
Fisher’s exact test was used. Results: Our results suggest no correlation between ABO
phenotypes and malaria infection in all areas studied. We observed significant
correlation between S*s™ and S's” phenotypes and malaria infection in three areas. Some
of the Duffy phenotypes and genotypes showed significant correlation between donors
and malaria patients in different areas. Conclusions: We detected two homozygous
FY*B-33 carriers infected by P. vivax, whose circumsporozoite protein genotypes were
VK210 and/or P. vivax-like. The data show a high frequency of the FYA/FYB genotype,
followed by FYB and FYA homozygotes, FYA/FYB-33 and FYB/FYB-33. Low
frequencies were detected for the FYA/FY®, FYB/FY*, FYX/FY* and FYB-33/FYB-33
genotypes. Negative Duffy genotype (FYB-33/FYB-33) was found in both groups:
individuals infected and non-infected (blood donors). No individual carried the
FY*/FYB-33 genotype. Our data suggest that individuals with the FYA/FYB genotype
have higher susceptibility to malaria. The presence of the FYB-33 allele may be a
selective advantage in the population, reducing the rate of infection by P. vivax in this
region. These data represent an additional contribution towards the establishment of

differential host susceptibility to malaria. Additional efforts are necessary in order to

Xiii
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clarify the evidence that P. vivax is being transmitted among Duffy blood group-
negative and may contribute to better elucidate the physiopathologic differences in this
parasite/host relationship in regions endemic for P. vivax malaria, in particular the
Brazilian Amazon region.

Key Words: Malaria; Brazilian Amazon region; ABO, MNS and Duffy Blood Group

Systems; Phenotyping; Genotyping.
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I. Introducéo

1. Malaria

A malaria ¢ uma doenga parasitaria, na maioria dos casos febril e aguda, de
elevada prevaléncia e morbidade, produzida no homem por quatro espécies de
plasmodio: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale, a tltima das quais
encontradas apenas na Africa tropical e alguns paises do sudeste asiatico'. A
transmissao ocorre de pessoa a pessoa pela fémea de mosquitos do género Anopheles.
Em sua forma tipica, a maldria se caracteriza por acessos febris com intervalos de 24, 48
ou 72 horas, de acordo com a espécie de plasmddios infectantes. Os sinais e sintomas
mais evidentes sao cefaléia, calafrio, tremor, rubor e sudorese intensa. Formas leves da
infec¢do, € mesmo a assintomatica podem ocorrer em casos com baixa parasitemia € ou
em pacientes com imunidade, premunicdo e outros fatores impedientes da doenga.

Recaidas e cronicidade da maldaria sdo freqilientes, particularmente nas infecgdes
por P. vivax e P. ovale, quando ndo se esgotam as formas tissulares, por falta de
tratamentos ndo erradicantes ou ainda por resisténcia a drogas como no caso do P.
falciparum®. Apesar dos esforcos de erradicagdo empreendidos entre 1955 ¢ 1970, esta
parasitose permanece entre as principais doengas tropicais da atualidade. Acontece
anualmente de 300 a 500 milhdes de casos clinicos em todo o mundo, dos quais mais de
90% estio nas regides de savana e floresta equatorial da Africa e ao sul do deserto do
Saara. Estima-se que, no mundo, uma crianga morre de malaria a cada 40 segundos,
resultando em mais de 2.000 mortes didrias’ , totalizando mais de dois milhdes de
mortes anuais, principalmente criangas abaixo de cinco anos de idade, e gestantes”.

Cerca de 40% da populagdo mundial habita areas com risco de transmissdo de maldaria.
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O P. falciparum ¢ a espécie responsavel pela doenga mais grave ¢ pela maior
mortalidade por maléria.

Viarios fatores contribuem para o grande nimero de casos de malaria por P.
falciparum na Africa, incluindo a transmissdo pelo mosquito Anopheles gambiae,
prevalente no continente e de dificil controle. Somando-se a isso, a falta de infra-
estrutura basica de saude, dificuldade de acesso a servigos médicos e a antimalaricos,
contribuem para o agravo desse cendario, fazendo com que a doenga seja de dificil
controle, o que leva ao aumento do risco de casos de maldria grave e morte’. O P. vivax
¢ o parasito mais disperso e prevalente em algumas regides endémicas, sendo
responsavel por 70 a 80 milhdes de casos anualmente®’. Algumas caracteristicas da
biologia da transmissdo do P. vivax conferem a esta espécie maior capacidade de
adaptacdo a ambientes desfavoraveis. Como conseqiiéncia, na medida em que as
técnicas de controle da doenga se tornam mais efetivas, a infec¢do pelo P. vivax tende a
sobrepor aquela causada pelo P. falciparum. Um outro agravante das infecgdes causadas
pelo P. vivax, é que recentemente essa espécie tem sido responsabilizada por muitos
casos de malaria grave, inclusive no Brasil®'°.

No Brasil, a transmissdo dos plasmddios se restringe praticamente 8 Amazonia,
onde se registram 99,5% dos casos no pais. Entre 1970 ¢ meados da década de 1990, a
incidéncia anual de malaria multiplicou-se por dez, com o registro de 635.646 casos no
ano de 1999. Dai em diante, foi observada a uma média de 500 mil casos anuais, sendo
registrados 540.047 casos no ano de 2006. Destes, 73,4% pelo P. vivax, seguido de
24,9% das infecgdes por P. falciparum e 1,6% de infec¢des mistas (P. falciparum + P.
vivax). A ocorréncia dos casos de malaria na Amazonia legal ndo é homogénea, sendo

que em 2006 os casos notificados, por Unidade Federal, para os Estados do Amazonas
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(33,4%), do Para (18,6%), de Rondonia (28,6%) e do Acre (17,3%) sdo responsaveis
pelo maior namero de casos registrados''. Nos primeiros cinco meses de 2007 foram
notificados 157.163 novos casos de malaria, dos quais 123.221 (78,4%) por P. vivax,
32.238 (20,5%) por P. falciparum, 49 (0,03%) por P. malariae ¢ 1.653 (1,0%) foram de
infec¢des mistas. Além disso, foram encontrados 2 casos de infec¢des por P. ovale,

. . 11
provavelmente de migrantes africanos .

1.1 Ciclo bioldgico dos plasmddios humanos

O homem se infecta com esporozoitos alojados nas glandulas salivares dos
mosquitos. Inoculados na pele, esses esporozoitos podem permanecer varias horas antes
alcancarem a corrente sangiiinea'?, de onde chegam aos hepatdcitos em menos de 30
minutos. O processo de invasdo dos hepatocitos ¢ complexo e depende de varias
interagdes entre proteinas ligantes do parasito e proteinas receptoras do hospedeiro.
Uma delas, a proteina circunsporozoitica (CSP) possui uma regido de adesdo, presente
na superficie de esporozoitos, reconhece moléculas sulfatadas da membrana dos
hepatécitos, permitindo a interagdo com a célula hospedeira e sua posterior invasdo'.
Recentemente, foi demonstrado por Mota & Rodrigues (2002)'* que os esporozoitos
invadem varios hepatdcitos, migrando através deles, antes de finalmente se desenvolver
em seu interior. No figado ocorre a primeira esquizogonia que, ao final de 8 a 15 dias,
dara origem a milhares de estagios invasivos, os merozoitos. Nos P. vivax e P. ovale,
esses estagios mantém-se nos hepatdeitos sob formas quiescentes (hipnozoitos). Alguns

meses depois da infec¢do primaria, os hipnozoitos podem reativar-se e originar recaidas

tardias. Os merozoitos produzidos ao final da esquizogonia tecidual invadem hemacias.
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O processo de invasao do eritrocito pelo merozoito ¢ complexo e envolve
inimeras etapas, sendo necessarias interagdes especificas envolvendo proteinas do
parasito e receptores na superficie da célula hospedeira'. A invasdo ocorre quando o
merozoito adere a superficie de hemacias ndo parasitadas. Esse mecanismo, que ¢
rapido, aproximadamente vinte segundos, inclui fases de reconhecimento e adesdo
seguidas por reorientacio e entrada'®. No interior das hemacias ocorre nova
esquizogonia, que produz esquizontes maduros que dardo origem a merozoitos. Ao
término da esquizogonia rompem-se as hemacias parasitadas e estas caem na corrente
sangiiinea. Ocorrem, nesse momento, os paroxismos febris a cada 48 ou 72 horas, que
caracterizam a doenga malaria. Os merozoitos, ao invadirem novas hemacias, podem
transformar-se em trofozoitos e posteriormente em esquizontes, ou alternativamente,
podem diferenciar-se em formas de reproducio sexuada (gametocitos) infectantes para
0os mosquitos vetores. Nao se conhecem os estimulos bioquimicos que levam a
formacdo de gametocitos masculinos e femininos em infec¢des naturais, mas diversas
moléculas, além de condi¢des de estresse, podem produzir a gametocitogénese in
vitro'’.

A esporogonia ocorre integralmente no mosquito. Os gametocitos, ingeridos
durante o repasto sangiiineo, originam gametas, cuja fusdo forma um ovo ou zigoto.
Este se transforma logo em um estdgio mdvel (oocineto), que penetra na parede do
estomago do mosquito e origina um oocisto, alojado entre o epitélio e a membrana
basal'®. O zigoto, o oocineto e o oocisto recém-formados sdo os Gnicos estagios
diploides dos plasmoédios. No interior do oocisto ocorre uma divisdo meiodtica seguida
de varias divisdes mitoticas, resultando na formagao de esporozoitos. A ruptura do

oocisto libera milhares de esporozoitos na hemocele, que migram para as glandulas
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salivares, quando, entdo, o inseto ao fazer o repasto sangiliineo, inocula na pele do

. , e . . o1, -1
hospedeiro humano os esperozoitos, reiniciando assim, o ciclo bioldgico'’.

1.2 Processo de invasao dos eritrdcitos pelos merozoitos de plasmodios humanos

A habilidade para o reconhecimento, aderéncia, invasao e formagao do vacuolo
parasitoforo se deve a presenca abundante de organelas especializadas (micronemas e
roptrias) no polo apical do merozoito e com excre¢do seqiiencial de proteinas
especificas. O processo de invasdo ¢ complexo e envolve muitas etapas incluindo: I.
reconhecimento e adesdo reversivel do merozoito a membrana do eritrocito; II.
reorientacdo apical do merozoito em diregdo a membrana da célula hospedeira; III.
movimento da jung¢do ao redor do merozoito com simultanea invaginacdo da membrana
do eritrocito, até que o parasito se encontre dentro da célula e seja circundado pelo
vactolo parasitoforo™ . O contato inicial ¢ aleatorio e se d4 em qualquer area da
superficie do merozoito e da hemacia; em seguida o merozoito, ativamente, se reorienta
justapondo o po6lo apical em contato com a membrana da hemacia, utilizando para isso
moléculas de adesinas, polimerizagdo/despolimerizagdo de actina e componentes de um
complexo motor de miosina®*. Essas duas primeiras etapas sio, aparentemente, de
baixa afinidade e reversiveis. Ambas as fases permitem ao parasito distinguir entre um
eritrocito competente para a invasdo e outro tipo celular”. No local de contato uma zona
juncional é formada e pode-se observar uma densa camada na membrana do eritrdcito, o
que se deve a interagdo do tipo ligante-receptor de alta afinidade, sendo essa interagdo
irreversivel®®. A entrada do merozoito na hemacia ocorre pela agdo de proteases,
fosfolipases e lipidios que promovem, no ponto de contato, uma fosforilagdo com o

desarranjo dos componentes estruturais da membrana eritrocitaria. Com 1isso,
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novamente, o complexo motor de actina-miosina age para a formacdo do vacuolo
parasitoforo™*.

As espécies de plasmodios t€m diferencas quanto a interacdo dos merozoitos
com as hemacias. O P. falciparum invade hemacias de todas as idades, enquanto que o
P. vivax invade exclusivamente reticuldcitos. Os merozoitos de P. falciparum invadem
hemaécias por meio de multiplas interagdes entre proteinas ligantes e receptores. Na sua
superficie, diversas moléculas sdo capazes de exercer o papel de ligantes a receptores
eritrocitarios®’. Familias de proteinas ligantes como as Erythrocyte-Binding-Like (EBL),
tais como EBA-175, BAEBL (EBA-140), JESEBL (EBA-181), EBL-1 ¢ PEBL (EBA-
165) sdo expressas na superficie da membrana dos merozoitos®®. Essas proteinas se
ligam a glicoproteinas especificas dos eritrdcitos para iniciar o processo de invasdo. O
P. falciparum pode utilizar diversos receptores presentes na superficie dos eritrocitos
para invadi-los. Parece evidente que a EBA-175 se liga a Glicoforina A do sistema
sangiiineo MNS, provavelmente o principal receptor’’, a EBA-181 pode se ligar a
Glicoforina B desse sistema de grupo sangiiineo e a outros receptores, enquanto que a
EBA-140 se liga a glicoforina C do grupo sangiiineo Gerbich®’. Uma caracteristica
importante do P. falciparum ¢ a habilidade de alterar o processo de invasdo eritrocitaria,
utilizando vias alternativas, permitindo a esta espécie inimeras vantagens. A primeira
delas ¢ que o parasito pode invadir eritrocitos de todas as idades; outra vantagem ¢é a
capacidade de evasdo do sistema imune, uma vez que nas diferentes vias de invasdo
celular ha envolvimento de diferentes moléculas ligantes do parasito’'.

Em relagcdo ao P. vivax, a formagdo da jungdo e a conseqiiente invasdo do
merozoito sdo mediadas pela interacdo de proteinas de superficie de membrana

pertencente a familia de proteinas ligantes conhecidas como P. vivax Duffy Binding
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Protein (PvDBP), também denominadas de P. vivax reticulocyte-binding proteins
(PVRBP1 ¢ 2), que se ligam a receptores de reticulocitos para ativar o processo de
invasdo eritrocitaria®® *>. Esse plasmodio ¢ capaz de invadir somente reticuldcitos que
expressam em sua superficie o determinante antigénico do grupo sangiiineo Duffy, um
antigeno receptor de quimiocinas (Duffy Antigen Receptor for Chemokines - DARC), o
qual é o receptor da molécula ligante PvDBP**. Individuos Duffy-negativos parecem ser
completamente refratirios a essa infecgdo™. Embora o P. vivax seja completamente
dependente de DARC para invadir reticuldcitos, evidéncias recentes na Africa sugerem
que individuos Duffy negativos possam se infectar com P. vivax’®, provavelmente por
meio de outros receptores envolvidos no reconhecimento eritrocitario’-.

Os merozoitos de P. vivax invadem primariamente os reticulocitos, eritrocitos
jovens, os quais compreendem uma minoria (~1%) da populagdo de células circulantes
que, evidentemente, expressam glicoproteina Duffy em suas membranas, como as
hemécias maduras e outros receptores adicionais essenciais ao parasito’’. Esse processo
¢ o resultado da interacdo entre tais receptores e regides da PvDBP*®. Isto significa que
os merozoitos de P. vivax interagem com inumeros eritrocitos maduros na circulagdo
antes de invadirem um reticulcito. Barnwell et al. (1989)* sugeriram que interagdes
prematuras entre PvDBP e o antigeno do grupo sangiiineo Duffy em eritrocitos maduros
poderiam ser prejudiciais para a sobrevivéncia do parasito. Portanto, acredita-se que
anteriormente a jun¢do merozoito-eritrocito haveria uma sele¢do da célula hospedeira,

2.4
3240 Qe essa

impedindo assim, a interacdo da PvDBP com uma célula nao-alvo
suposi¢do estiver correta, ou seja, se a selegdo dos reticulocitos é um passo que antecede

a formacdo da juncao, algumas PvDBP, como a PvRBP-1 e PvVRBP-2, seriam essenciais

para esse processo. Entretanto, os papéis dessas proteinas ainda necessitam ser
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devidamente esclarecidos, ja que proteinas homoélogas das PvDBP também ja foram
encontradas em P. falciparum e P. yoelli, duas espécies de Plasmodium que ndo
infectam apenas reticulécitos™.

As proteinas ligantes (PvDBP) localizadas dentro dos micronemas dos
merozoitos, que atuam no processo de invasdo®' sdo moléculas de 140kDa no P. vivax e
de 135kDa no P. knowlesi**. Os genes que as codificam tém estruturas similares e
proteinas com segmentos de regides com seqliéncias de aminoacidos homologas,
sugerindo que eles pertencem a uma familia que codifica proteinas de ligacdo de
eritrocitos™. A area extracelular dessas proteinas pode ser dividida em seis regides,
baseadas na homologia dessas seqiiéncias de aminoacidos. Cada proteina tem duas
regides ricas em cisteina (regides II e VI, também referidas com 5° e 3°,
respectivamente), as quais tém residuos de amino-acidos aromadticos e cisteinas
altamente conservados®. Umas dessas regides, a regido II, foi definida como a de
ligagdo para os ligantes de P. vivax e P. knowlesi. Os ligantes de P. knowlesi tém
diferentes especificidades de ligacdo que podem determinar redundancia no processo de
invasdo, resultando numa vantagem de sobrevivéncia em casos de mutagdes nos
receptores do hospedeiro®™. A regido funcional de ligagdo das PvDBPs localiza-se na
regido II e contém 330 aminodcidos, sendo seu sitio de ligag@o ao eritrécito situado no
segmento de 170 amino4cidos que contém as cisteinas 5 a 8**. Embora a posico dos
residuos de cisteinas seja conservada nessa regido, outros aminoacidos ja mostraram ser
altamente polimorficos®, sugerindo, portanto, estar sujeitos a pressio positiva do
sistema imune do hospedeiro®. Essa regido da PvDBP do P. vivax liga-se
especificamente ao antigeno Duffy humano, e a do P. knowlesi liga-se aos antigenos

Duffy humanos e de Rhesus. Portanto, as regides sdo encontradas em ligantes de
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parasitas que intermedeiam a citoaderéncia e a invasao de eritrécitos; dois processos que
realgam a patogénese da maléria. Para entender as bases estruturais dessas interacdes, ¢
importante determinar as estruturas tridimensionais ¢ mapear regides dentro das

PvDBLs que contém residuos de ligacio aos receptores e, também, identifica-los* .

2. Aspectos da Composi¢do Etnica Brasileira

O Brasil foi inicialmente colonizado por portugueses no século XVI, periodo em
que teve inicio a miscigenacdo entre colonizadores e amerindias nativas.
Posteriormente, com o trafico de escravos, o negro passou a ser o principal grupo de
miscigenagdo com o branco. Somente nos séculos XIX e XX, o pais passou a receber
imigrantes de diversas nacionalidades, principalmente européia, mas também asidticas e
do oriente médio. Hoje, o Brasil ¢ um pais altamente miscigenado e apresenta intensa
heterogeneidade entre suas diferentes regides™. Essa heterogeneidade ¢ devida ao
padrao peculiar de colonizagdo dessas regides, uma vez que variou o numero de
individuos que compuseram o estoque genético de cada grupamento étnico parental. A
regido Norte, por exemplo, ¢ a que exibe a maior contribuicdo amerindia, enquanto que
no Sul do pais é observada a maior propor¢do de caucaséides’. O padrio regional de
miscigenagdo foi consideravelmente alterado pelas correntes de migracdo interna,
fazendo da regido Sudeste o principal destino de grande contingente desses imigrantes.
Portanto a populacdo do Sudeste brasileiro apresenta caracteristicas que se assemelham
as do Brasil como um todo™***".

Considerando a sugestdo de que os genes que codificam os determinantes

antigénicos dos sistemas de grupos sangiliineos ABO, MNS e Duffy exibem diferencas
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étnicas, torna-se imprescindivel o estudo de polimorfismos genéticos em populagdes de

. . n . 1
diferentes regides brasileiras’'.

3. Sistemas de Grupos Sanguineos

Os grupos sangiiineos sdao antigenos da superficie dos eritrocitos,
correspondentes a proteinas, glicoproteinas e glicolipideos, cujas variagcdes podem ser
detectadas por anticorpos que ocorrem naturalmente, devido & imunizagdo por outros
presentes no ambiente, ou como resposta a processos de aloimunizacdao induzidos por
gravidez ou transfusdes sangiiineas™>. Um total de 29 sistemas de grupos sangiiineos

humanos sdo reconhecidos pela International Society of Blood Transfusion®™**, ¢

om
mais de 600 diferentes antigenos determinados, muitos dos quais sdo raros ou
encontrados apenas em alguns grupos étnicos.

A diversidade antigénica de grupos sangiiineos ¢ resultado de diferentes
mecanismos de troca de material genético entre genes homodlogos, substituicao simples
de nucleotideo — SNP (polimorfismos de nucleotideos unicos), recombinagdo ou
conversao de genes; duplicacdo de um exon; delecao de gene, exon ou nucleotideo e
insercdo de nucleotideo. Os SNPs sdo as alteragdes gendmicas que geram a maioria da
variabilidade genética antigénica e determinam a maioria da diversidade observada
entre os grupamentos étnicos> "’

A distribui¢ao dos sistemas de grupo sangiiineos varia nas diferentes areas do
mundo, de acordo com a populagdo ou grupamento étnico, ocorrendo, também,
variagdes da distribuicdo dentro de subpopula¢des humanas®’. Pouco se conhece sobre o
significado bioldgico dos polimorfismos de grupos sangiiineos, porém o papel de muitas

r

dessas moléculas antigénicas (proteinas e carboidratos) ¢ de importante fungdo
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fisioldgica, como receptores para varias citocinas e outros ligantes, podendo, também,
ser alvos de processos fisiopatologicos, infeccdes e receptores para

microorganismos>>>*7.

3.1 Sistema de Grupo Sanguineo ABO

O sistema de grupo sangiiineo ABO, foi descoberto por Karl Landsteiner no
inicio do século XX e, até hoje, ¢ o principal sistema de grupos sangiiineos identificado
juntamente com o sistema Hh, e juntos envolvem trés antigenos mais importantes A, B
e H. A heranca ¢ geneticamente determinada pelos genes A, B e O, sendo que A e B sdo
co-dominantes entre si ¢ dominantes em relagdo a O. Os alelos H e h sdo herdados
independentemente dos genes que determinam o tipo ABO. O gene H é comum e o h é
raro, quando em homozigose ou heterozigose™.

Os antigenos A e B sdo estruturas de carboidratos presentes em glicolipideos ¢
glicoproteinas da membrana dos eritrocitos. Essas cadeias de carboidratos sdo
sintetizadas pela agdo das glicosiltransferases, que sdo enzimas que catalisam a
transferéncia de monossacarideos especificos de um nucleotideo substrato doador para
um substrato receptor. As transferases A ¢ B sdo produtos dos alelos A e B,
respectivamente. O substrato receptor para essas transferases (A ¢ B) ¢ uma estrutura
denominada de antigeno H (“H transferase™) expressa pelo alelo H, que contém, como
residuo terminal, 0 monossacarideo fucose’®.

O produto do gene A ¢ uma enzima que transfere o monossacarideo N-
acetilgalactosamina  (a1—>3-N-acetil-galactosamina) do  substrato doador, a
uridinadifosfato (UDP)-N-acetilgalactosamina para um residuo de galactosefucosil do

antigeno H, gerando, assim, uma estrutura A ativa. O produto do gene B ¢ uma enzima



Introducgéo - 12

que transfere o monossacarideo N-galactosil (a1—3-N-galactosil) do substrato doador
(UDP)-galactose para a galactosefucosil do antigeno H, produzindo, também, uma
substancia B ativa. As N-acetilgalactosamina e N-galactosamina sdo agucares
imunodominantes dos antigenos A e B, respectivamente, gerando uma diferenca
estrutural entre essas moléculas, determinando, por isso, a maior diferenca entre as
hemacias dos grupos A e B. Ja o alelo O ndo produz enzima ativa, assim, nos eritrocitos
do grupo O, o antigeno H nio ¢ convertido™°.

As transferases A e B sdo codificadas por um unico gene localizado no brago
longo do cromossomo 9 (9q34.1-2)°*!. Assim, com base nas alteragdes nucleotidicas e
na detec¢do sorologica das substancias A, B e H, foi possivel classificar fenotipica e
genotipicamente o sistema de grupos sangiiineo ABO. O grupo sangiiineo A ¢
determinado pelos gendtipos AiA1, A10, AiAz, AA2 e A0 e geram os fendtipos
(antigenos nas hemadcias) A; e A,. Dos individuos do grupo A, 80% sdo A;, enquanto
que o restante ¢ A2. O grupo B ¢ determinado pelos genotipos BB e BO, gerando o
fenotipo B. O grupo AB ¢ determinado pelos gendtipos AiB e Az;B, sendo os seus
fenotipos A1B e A,B (A + B). Finalmente o grupo O tem como gendtipo OO (HH ou
Hh) e fentipo O ou H*.

A determinacdo do grupo sangiiineo ABO tem amplas implicacdes,
principalmente em hemoterapia. A identificacdo fenotipica pode ser feita pela detec¢ao
sorologica com a utilizacdo de reagentes imuno-hematoldgicos, que identificam a
presenc¢a ou auséncia dos antigenos A, B e H. Podem-se detectar diferentes niveis de
expressdao dos antigenos A ou B nos eritrécitos e, por isso, podem ser classificados em
subgrupos de A ou B, de acordo com a intensidade de aglutina¢do dos eritrocitos com

os reagentes anti-A, anti-B, anti-AB, anti-A; e anti-H. Devido a diferentes quantidades



Introdugéo - 13

de locais antigénicos na superficie das hemacias dos diferentes grupos sangiiineos ABO,
a reatividade entre anti-H e hemacias tendem a ser: O > A, >B > A,B> A, > AB*. E

4 . . . . . . . ] 2
possivel diferenciar, sorologicamente, os dois principais alelos de A, A" e A",

J . . 4
utilizando-se o reagente lectina anti-A ;.

3.2. Sistema de Grupo Sanguineo MNS

O sistema de grupo sangiiineo MNS ¢ um complexo de 43 antigenos distribuidos
em duas moléculas hibridas de duas proteinas™. Os antigenos desse sistema pertencem a
uma familia de sialoglicoproteinas de transmembrana tipo 1 das heméacias, denominadas
de glicoforinas (GP), cujas estruturas podem ser subdivididas em trés dominios
extracelulares distintos, a glicoforina A (GPA), a glicoforina B (GPB) e a glicoforina E
(GPE). O antigeno MN esta associado a GPA que, juntamente com a proteina de banda
3 (proteina de transporte de anions), forma o mais importante grupo de glicoproteinas
intrinsecas da membrana eritrocitaria. As glicoforinas C e D ndo estdo relacionadas com
o grupo sangiiineo MNS e sim com o sistema Gerbich. A GPA, a maior
sialoglicoproteina presente na membrana do eritrocito, contém 131 aminoacidos, com
um dominio extracelular, uma regido hidrofobica transmembrana e um dominio
intracitoplasmatico. Cada eritrdcito contém de 300.000 a 1.200.000 moléculas de GPA.
Da mesma forma, o antigeno Ss estd localizado na GPB, com estrutura semelhante a
GPA, porém possui apenas 76 aminoacidos e ¢ menos abundante, com 30.000 a 250.000
moléculas por célula™®.

As glicoforinas A, B ¢ E sdo produtos de trés genes homoélogos GPA, GPB e
GPE localizados no cromossomo 4 q31-34 humano, na seguinte ordem 5’-GPA-GPB-

GPE-3’(Cook et al., 1980 — apud'). O produto do gene GYE néo foi identificado®. O
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gene GPA tem 7 exons ativos enquanto que o gene GPB possui apenas 6 exons, sendo o
exon B3 ndo transcrito, devido a uma mutagao na regido de splicing, que ndo o inclui no
mRNA, resultando em GPB mais curta. J4 o gene GPE apresenta uma estrutura
semelhante ao GPB, porém possui dois pseudo-exons (E3 e E4) gerando uma proteina
de 59 aminoacidos®. Os genes GPA e GPB possuem, respectivamente, dois pares de
alelos M, N e S, s. Esses alelos estdo de tal forma ligados que podem ser considerados
como pseudo-alelos, ¢ agrupados de tal modo que sdo herdados como haplotipos®.

Os antigenos M e N diferem pela substitui¢cdo de dois aminoacidos no inicio da
cadeia da GPA, "M™" ¢ SYN, nas posicdes 1 e 5, respectivamente. O polimorfismo
Ss ¢ definido pela presenga do aminodcido Met ou Thr na posicdo 29 de seus
respectivos polipeptidios da GPB®. A atividade antigénica M e N depende da presenca
e conformagao dos residuos de acido sialico anexados. As hemécias podem expressar os
antigenos M, N ou ambos®. As células M também expressam um antigeno “N-like”
fraco. Reacdes entre esses antigenos e seus respectivos anticorpos podem exibir um
efeito de dosagem, isto ¢é, células homozigotas ddo uma reag¢ao de aglutinacao mais forte
que as heterozigotas. Os antigenos S e s sdo antitéticos e estdo localizados na
sialoglicoproteina (GPB) da membrana eritrocitaria®.

Recombinagdes ndo homdlogas entre os genes GPA, GPB e¢ GPE com
conseqiientes delecdes parciais ou totais destes genes (En(a-), M?, M* e S%), produzem
variantes de MN e de S. Nesses casos, o portador desenvolve anticorpos contra
determinantes antigénicos de segmentos de proteinas que ele ndo possui®’.

O anticorpo anti-En” reage contra determinantes ndo polimorficos de varias
regides da GPA. Esse anticorpo ¢ raro e ocorre em individuos homozigotos para a

delecao do GPA, ndo expressando a GPA, por isso, ndo possuem os antigenos M ou N.
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O anti-En” aglutina células da maioria dos individuos, cujo fenotipo é descrito como
En(at), mas ndo aglutina hemdcias dos portadores dessa delecdo, determinando, dessa
forma, o fendtipo En(a-). O antigeno M® parece estar praticamente ausente na maioria
das populagdes, porém o anticorpo anti-M®, aparentemente, ¢ o anticorpo do sistema
MNS mais freqiientemente encontrado na espécie humana. Os individuos com genotipo
MEN simulam ser do grupo N quando suas hemdcias sdo testadas apenas com os anti-
soros anti-M e anti-N. O mesmo ocorre em individuos com o gendtipo MM?, que
aparentam ser do grupo M. A variante M* ¢ rara e, por mecanismos desconhecidos, o
gene MK suprime a sintese das glicoforinas A e B. Nos individuos homozigotos para este
gene, os antigenos M, N, S, U, En® estdo ausentes nos eritrocitos, determinando,
portanto, o fendtipo M-N-S-s-En(a-)®. Assim, individuos com genétipos MS/M¥ ou
Ms/MX investigados com os anti-soros anti-M, anti-N, anti-S e anti-s simulardo ser
MS/MS ou Ms/Ms, da mesma maneira que, nas condigdes semelhantes, os individuos
NS/M ou Ns/M* simulardo ser NS/NS ou Ns/Ns®”.

Nos grupamentos étnicos negroides observou-se a ocorréncia, com freqiiéncia
em torno de 10%, do gene S", alelo de S e s. Esse alelo, que é inexistente ou muito raro
em populagdes que nio tém origem africana, quando em homozigose condiciona a
incapacidade de as hemacias serem aglutinadas por anti-soros anti-S e anti-s,
determinando, assim, o fenotipo S-s-. Dessa maneira, individuos com esse fendtipo
podem apresentar um anticorpo imune, denominado de anti-U. Hemadcias que ndo
reagem com anti-U s3o designadas de u, em contraposi¢do, a maioria das pessoas reage
contra esse anti-soro e ¢ denominada de U®”. O antigeno U também est4 localizado na
glicoforina B, mas ndo ¢é antitético a0 S ou s’ Anti-U ¢ um anticorpo que pode ser

produzido em menos de 1% de etnia negrdide e reage contra determinantes antigénicos
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de grande parte da molécula de GPB e contra as células da grande maioria das
pessoas'®. A auséncia do antigeno U é resultado de uma delecdo do gene da GPB, que
origina, também, a auséncia de determinantes antigénicos de S e s, de modo que o
fenotipo desses individuos ¢ S-s-U-"°. Os antigenos S e s estio ausentes em
aproximadamente 1% dos individuos negroéides e a auséncia do antigeno U ocorre em
84% dessas pessoas, ou seja, elas apresentam o fenotipo S-s-U-. Esse fendtipo ndo ¢

o ;o 2
detectado em grupamentos étnicos caucasoides™.

3.3. Sistema de Grupo Sanguineo Duffy

Os antigenos do sistema de grupo sangiiineo Duffy sdo glicoproteinas de
transmembrana que funcionam como receptores para quimiocinas (Duffy
Antigen/Receptor for Chemokine — DARC) e para os merozoitos de Plasmodium vivax
I A glicoproteina Duffy ¢ expressa em diversos tecidos ndo eritroides como rim, bago,
coragdo, pulmao, musculo, duodeno, pancreas, placenta, cérebro, intestino, glandula
tiredide e em células de Purkinje do cerebelo’' .

A existéncia do sistema sangiiineo Duffy foi inicialmente postulada por Cutbush
e Mollison, em 1950, que encontraram anticorpos de especificidade até entdo
desconhecida no soro de um paciente hemofilico politransfundido de sobrenome Dufty.
O determinante antigénico reconhecido por esses anticorpos foi denominado Fy®, em
homenagem ao paciente, cujo sobrenome era Duffy. Posteriormente, Ikin e
colaboradores observaram no soro de uma mulher multipara nao-transfundida, cujos
filhos ndo manifestaram a doenga hemolitica do recém-nascido (DHRN), anticorpos

contra outro determinante antigénico relacionado, que denominaram Fyb. Com o auxilio

desses anticorpos que reconhecem os antigenos Fy” e Fyb, as populacdes caucasoides
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passaram a ser classificada em trés grupos: Fy(atb-), Fy(atb+) e Fy(a-b+), sendo a
transmissdo hereditaria desse fenotipo explicada por intermédio da admissdo de dois
alelos autossdmicos, FYA e FYB"

Como referido por Beiguelman (1983)™, Sanger et al. (1955) verificaram que
entre os individuos negroides, predomina a rea¢do negativa tanto com soro anti-Fy"
quanto com SOro anti-Fyb, ou seja, nos que apresentam o fenotipo Fy(a-b-). Em 1965,
Chown e colaboradores’ relataram a existéncia de uma variante de Fy®, cujas hemacias
reagiam fracamente com soros anti-Fyb, com uma freqiiéncia de 2% em individuos
caucasianos. Essas hemacias apresentam baixa expressao da glicoproteina Duffy em sua
superficie, determinando o fenétipo Fy(a-b-)’®. Em 1971, estudos soroldgicos com a
utilizagdo do anticorpo anti-Fy3 definiram outro determinante antigénico, o Fy3 que
estd sempre presente em hemacias Fy® e Fyb, mas ausente em eritrocitos Fy(a-b-)"".
Posteriormente, foram definidos outros determinantes antigénicos, os Fy4 e Fy5 que,
talvez ndo estejam relacionados ao sistema Duffy, visto que reagem com eritrocitos em
que falta a proteina Duffy. O soro anti-Fy5 define o dominio FyS5, encontrado nos
antigenos Fy® e Fy® e proteinas do sistema RH®".

No ano de 1987, o primeiro anticorpo monoclonal murino anti-Fy6 foi obtido e
definiu outro determinante antigénico Duffy (Fy6) presente em todas as células Duffy-
positivo, mas ausente em células Fy(a-b-). Esse epitopo se revelou importante reagente
para purificagdo, caracterizacdo e clonagem do alelo FY. Esses determinantes ndo sdo
expressos em individuos Fy(a-b-). Raramente detectam-se anticorpos com essas
especificidades entre doadores de sangue®™®'. A partir de 1989, os estudos referentes ao
sistema Duffy avancaram. A purificagcdo da glicoproteina Duffy e a clonagem do cDNA

.. . . . 34 .
permitiram a abordagem de estudos estruturais e funcionais®**’. A homologia dessa
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proteina com os receptores de quimiocinas, peptideos implicados na resposta
inflamatoria permitiram avangos na compreensdo da funcdo bioldgica do sistema de

grupo sangiiineo Duffy®>*’,

3.3.1. Antigenos Duffy como receptores de quimiocinas

As pesquisas sobre citocinas € seus receptores convergiram na investigacao dos
antigenos de grupo sangiiineo Duffy. Muitos aspectos da biologia dos antigenos Duffy
devem ser considerados para determinar suas fung¢des e significados. A principio, a
proteina ndo € essencial para a estrutura e fungdo normal dos eritrocitos, pois hemacias
com auséncia da glicoproteina Duffy ndo manifestam altera¢des, ¢ individuos com
fenotipo Duffy negativo sdo, aparentemente, normais’>. Embora a proteina seja expressa
em células endoteliais de capilares, um sitio importante para traficos de leucocitos
induzidos por quimiocinas é, também, em células epiteliais de ductos coletores dos rins,
células epiteliais (tipo I) de alvéolos pulmonares e células de Purkinje do cerebelo®.

As quimiocinas sdo peptideos de uma familia de moléculas com capacidade
quimiotatica, atividades proinflamatorias que ativa neutrofilos por quimiotaxia’'. As
quimiocinas sdo divididas em duas grandes subfamilias, as C-X-C (o quimiocinas) € as
C-C (B quimiocinas), que diferem na posicdo dos amino-acidos da regido amino-
terminal"*>*®. O efeito das quimiocinas nas células-alvo ¢ mediado por receptores
especificos e de alta afinidade nas superficies celulares. Esses receptores podem se ligar
em mais de que uma quimiocina dentro da familia C-X-C ou C-C, pois ndo ha reagdes
cruzadas, ou seja, receptores para C-X-C ndo se ligam a C-C e vice-versa®’.

Estudos sobre receptores de quimiocinas multiespecificos em eritrocitos

humanos mostraram que a IL-8 liga-se minimamente a hemacias Duffy-negativos e que
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anticorpos monoclonais para antigenos Duffy bloqueavam a ligagdo de IL-8 em
eritrocitos Duffy positivo, indicando que os antigenos de grupo sangiliineo Duffy sao
receptores de quimiocinas®’. Com isso, caracterizou-se que o Duffy Antigen/Receptor
for Chemokine (DARC) age como um receptor multiespecifico para ambas as familias
de quimiocinas, C-X-C e C-C com alta afinidade®>*”. Outros estudos estabeleceram a
relagdo entre receptores de quimiocinas nos eritrocitos humanos e antigenos Duffy, por
alinhamento da seqiiéncia da proteina Duffy com outros membros da familia de
quimiocinas. Observaram, também, que a organizacdo dos dois exons FY é a mesma
encontrada nos genes de outros receptores de quimiocinas. Ficou demonstrado, assim,
que esses receptores sdo idénticos aos antigenos do grupo sangiiineo Duffy e, também,
receptores para a invasdo do P. vivax®™’. Por isso, a proteina Duffy ¢é alternativamente
denominada DARC®®. O significado bioldgico do DARC nos eritrocitos, inicialmente,
pareceu questionavel, devido a falta de associa¢do entre doengas e fenotipo Dufty
negativo. Contudo, a fungdo-estrutura e localiza¢do precisa do DARC em fisiologia
normal e patoldgica ainda ndo ¢ totalmente esclarecida, e a andlise do papel biologico

na interagdo receptores/ligantes necessita de mais pesquisas’®.

3.3.2. O gene Duffy (FY)

O gene que codifica a proteina Duffy foi o primeiro locus autossdémico a ter sua
localizagio definida, corretamente, no cromossomo 1 humano’', na regido 1q21-q23°%.
Posteriormente, por meio de hibridizagdo in situ, em um clone de cDNA que codifica a
subunidade maior da proteina Duffy, o gene foi mapeado em 1q22-q23**°. Imaginava-
se que o gene FY era constituido de apenas 1 exon, que expressava uma estrutura

primaria polipeptidica altamente hidrofoébica, com uma seqiiéncia nanopeptidica N-
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terminal (MASSYVLQ), composta de 338 aminoacidos, denominado de transcrito
menor’>**. O locus de FY e o do sistema sangiiineo RH sdo sinténicos, pois ambos se
localizam no cromossomo 1, porém o RH estd na extremidade do brago curto ¢ o FY, no
brago longo’*. Estudos posteriores mostraram a existéncia de um outro exon que possui
seqiiéncias codificadoras nao traduzidas. Esse exon pode ser unido ao segundo exon
(apos splicing), que origina um transcrito de 336 aminoacidos, com uma seqiiéncia de
um heptapeptideo N-terminal (MGNCLHR) chamado de transcrito maior’**”.

Apds a caracterizagdo do gene FY, os nucleotideos passaram a ser numerados
utilizando o mRNA spliced. Portanto, o primeiro nucleotideo do cdédon de iniciagdo da
traducio (AUG) ¢ o nucleotideo niimero 17°. Dessa forma, evitam-se as inconsisténcias
geradas por tamanhos variados de 5’-UT aos diferentes sitios de inicia¢do de transcri¢@o

como descrito por Tournamille et al. (1995)°° ¢ por Iwamoto et al. (1996)”. A Figura 1

representa, esquematicamente, o gene FY do sistema sangiiineo Duffy.

3.3.3. Antigenos Duffy

O produto do gene Duffy (FY) é uma glicoproteina (gp-FY) N-glicosilada de
transmembrana de 35 a 43 kDa, moderadamente imunogénica’', com variagdo no grau
de N-glicosilagdo que deve contribuir para essa faixa de peso molecular (35 a 45 kDa)™*.
Essa proteina ¢ constituida de sete hélices hidrofobicas, com uma topologia na qual
existe um dominio amino-terminal extracelular, trés alcas extracelulares, trés alcas
citoplasmaticas e uma darea carboxi-terminal citoplasmatico, ou seja, a glicoproteina

Duffy apresenta sete passagens transmembranicas®..
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PROMOTOR EXONA1 EXON 2
FYN1 FYAB1

FY

M1259*G>A) {265*C>Th| r2908G=pn  (407G=A)
{145G=Th 287G>=4/) (408G>RA)
Sy "Banl  "MspAl

Figura 1. Fepresentagio escuerndtica do gene (FI0 do sisterna de gropo sangiitheo Duffy incluindo a regido promotora e os dois
gxong e sens polimorfisros, modificads de Cavasing ef al 200110 As estrelas pretas representam as substiuizSes dos
mucleotidens & as setas verticais mdicam os nimeros e os nucleotidens substiuidos. As setas horzontais ndicam a
localizagin & orentagdo dos oligopclentidens, indciadores utilizados na genotipagem. As substituigfes dos nucleotideos
125G 4 & 265C=T no exon 2 & -33T=C na regido promotors, marcadas com asteriscos podetn ser detectadas por andlises do
BEFLF usando as enzimas de restrigio Bap I, MspAle §§ I, respectivamente.
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Masouredis et al. (1980)°’, utilizando-se de soros humanos anti-Fy®, anti-Fyb e
anti-IgG ferritina marcada, estimaram que as hemacias Fy(a+b-) e Fy(a+b+) carreiam
entre 13.000 ¢ 14.000 sitios antigénicos Fy* e Fy®, respectivamente. Como esperado,
hemacias Fy(a+b+) tém metade do nimero de sitios Fy* que as hemacias de fenotipo
Fy(atb-). Talvez isso possa explicar, parcialmente, os resultados encontrados por
Wooley et al., (2000)*®, com analises de citometria de fluxo, ao observar que a
expressdo de antigenos Fy era maior em reticuldcitos e, que aqueles com fenotipo
Fy(atb+), apresentaram maior nivel de expressdo da proteina Duffy, quando
comparados aos de fenétipos Fy(a+b-) e Fy(a-b+).

Os antigenos Fy® e Fyb sdo codificados por duas formas alélicas do gene FY, os
alelos FYA e FYB, respectivamente. Diferem entre si por uma unica substituicdo Gly —
Asp no aminoacido 42 que, no gene corresponde a uma substituicio G — A na posicao
125**. Essa substitui¢io de um aminoacido no dominio amino-terminal da proteina é
suficiente para definir os dois antigenos antitéticos’>”*””. Com base nessa variagio, é
possivel determinar os fenotipos Fy(a+b-), Fy(a-b+) e Fy(a+b+)’°. Wasniowska et al.
(2004)'™, utilizando-se de anticorpos monoclonais, mostraram que os antigenos Fy*/Fy®
possuem o sitio de maior imunogenicidade nos aminoacidos 37 e 47.

Os individuos, cujas hemacias ndo reagem com soros anti-Fy* ¢ nem com anti-
Fyb, sdo fenotipados como Duffy negativo [Fy(a-b-)], portanto, sio homozigotos para o
alelo FY, resultado de uma variante do alelo FYB (FYB-33) que apresenta uma mutagao
pontual em que a timina ¢ trocada pela citosina, na regido promotora do gene, no
nucleotideo -33, (-33T>C)’>*°. Essa altera¢io promove uma interrupgdo no fator de
transcrigdo eritréide GATA-1, resultando na auséncia de expressio do antigeno Fy”

apenas no eritrocito, ndo interferindo na expressdo dessa proteina em outros tecidos.
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Conseqiientemente, esses individuos podem vir a desenvolver anti-Fy”, mas ndo anti-

Fy® "', Nos estudos realizados por Castilho et al. (2004)'*

, foi detectada uma
freqiiéncia de 12,5% da mutacdo -33T>C em doadores com ancestrais caucasianos.
Observaram, também, a ocorréncia simultinea das mutagdes -33T>C, 265C>T e
298G>A em 1,7% dos individuos estudados, bem como a ocorréncia das mutagdes
265C>T e 298G>A em doadores de descendéncia africana. Esses dados diferem de
outros relatos na literatura, que detectaram essas mutagdes em 2 a 5% da populagdo
caucasiana, mas nio em negroéides' "%

Um outro antigeno Fyb que reage fracamente com soro anti-Fyb > por isso foi
denominado de Fy’weak, ¢ resultado da mudanga do amino4cido arginina pela cisteina
na posicdo 89 da proteina, gerando uma baixa expressdo da glicoproteina Duffy na
superficie do eritrocito, o que pode resultar numa fenotipagem Duffy negativo’®. Essa
varia¢ao na proteina se deve a SNPs concomitantes nos nucleotideos 265 e 298 do alelo
FYB. Na posi¢ao 265 desse alelo hd uma substituicao da citosina pela timina (265C>T)
e, no nucleotideo 298, a guanina ¢ substituida pela adenina (298G>A), essa ultima,
resulta na troca do aminoécido alanina por treonina na posi¢ao 100 da proteina, que tem
menor impacto sobre a estrutura da glicoproteina. Esses SNPs geram, entdo, um outro
alelo, o FY* (FYB") ¢, conseqiientemente, o fenotipo Fy* (Fyb™)!*1%197 ' A mutacdo
298G>A pode estar presente no alelo FYB ou FYA de individuos Fy(a-b+) e Fy(atb+), e

183 A capacidade de ligagio das hemacias Fy(a-

~ ’ . Lt k
ndo esta associada ao fenotipo Fy(a-b™™)
Kk . . I , . , .
b™™) ou (Fy") aos anticorpos anti-Fy e quimiocinas mantém-se, ainda que em niveis

reduzidos, sugerindo que a alteragdo estrutural da proteina seja relativamente sutil.

Estudos realizados em diferentes grupamentos étnicos sugerem que a redugdo na
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expressao da proteina pode ser por transcri¢ao silenciosa em um dos alelos FYB, ou por

o C o~ o1: e 1051
alteragdes na transcri¢io e na estabilidade protéica'*'%.

Um novo alelo foi identificado por Zimmerman et al. (1999)'*®

, em Papua Nova
Guiné, o qual ¢ resultado de SNP no nucleotideo -33 da regido promotora do gene FYA,
sendo entdo, denominado de FYA™" determinando o fenédtipo Fy(a™"b-) ou Fy(a™"b+).
Essa mutagdo abole a expressdo da proteina Duffy nas heméacias de individuos
portadores desse alelo. Como esperado, os individuos heterozigotos para o alelo FYA™
apresentaram, aproximadamente, metade da expressdo do antigeno Duffy'®*''°. Estudos
realizados em varios grupamentos étnicos da Tailandia e Indonésia, mostraram alta
freqiiéncia do alelo FYA (>0,9) e a presenca de um novo fenédtipo Fy(a+“b-).
Interessante que, estes estudos mostraram que os individuos com de fendtipo Fy(a+"*b-)
apresentaram o genétipo FYA/FYA, enquanto que os individuos de fendtipo Fy(a-b-),
tinham o gen6tipo FYA/FYA ou FYA/FYB''"''2_ Contudo, os mecanismos genéticos que
causam esse fendtipo nao foram ainda determinados.

Rios et al. (2000)'"* sequenciando o DNA de trés individuos caucasoides que
apresentavam o fenotipo Fy(a-b-), com elevado titulo de anti-Fy3, encontraram em um
deles, o genotipo FYA/FYA sem as mutagdes 265C>T, 298G>A e -33T>C, porém uma
mutacdo pontual 287G>A observada determinava a substituicdo de um uUnico
nucleotideo, gerando um cédon de parada (“stop” cddon). Em outro, o genotipo
determinado foi FYB/FYB, também sem as mutacgdes 265C>T, 298G>A e -33T>C, mas
no seqiienciamento do exon 2 do gene FY foi encontrada uma mutacdo 407G>A que
causa um cddon de parada prematuro no aminoacido da posi¢ao 136. No ultimo, cujo
genotipo era FYA/FYA, as mutagdes acima nao foram percebidas, porém observou-se

uma mutacdo 408G>A que, também promove um cddon de término prematuro no
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aminoacido 136. Os autores concluiram que essas mutagdoes foram eventos espontaneos
observados tanto no alelo FYA como no alelo FYB.

O antigeno Fy3 apresenta o epitopo conformacional localizado na terceira alga
extracelular da glicoproteina Duffy e, por ensaios com anticorpos monoclonais, foi
possivel demonstrar que seus determinantes antigénicos localizam-se entre os
aminoacidos 281 e 285. Os epitopos dos antigenos Fy4 e Fy5 foram definidos, mas seus
respectivos anticorpos sdo raros e, por isso, a caracterizagdo dos epitopos
correspondentes se torna imprecisa'*”''*. O antigeno Fy6, reconhecido por anticorpos
monoclonais IgGl Kappa, foi mapeado na alga amino-terminal da proteina Duftfy e
mostraram que a regido imunodominante do epitopo linear ¢ o heptapeptideo
QLDFEDV na posicao 19-15 da proteina. Esse antigeno estd presente em todas as
hemaécias, com excecdo das Fy(a-b-), assim como ¢ relacionado com a susceptibilidade
a invasio do P. vivax'"*.

Uma nova variante do alelo FYB foi detectada em doadores de sangue, nio
parentados, sendo um caucasiano e outro negroide da regido Sudeste do Brasil. Trata-se
de um SNP que consiste na troca da guanina por tiamina na posicdo 145 (145G>T),
associada aos SNPs dos nucleotideos 265C>T e 298G>A, esse alelo foi denominado de
FYB® (FY*). Esses individuos apresentavam, sorologicamente, o fendtipo Fy(a-b-) ¢ o
fenotipo determinado foi Fy(b+"™ ) ou (Fy*). Nesse estudo a mutagio 298G>A foi
encontrada, separadamente, em 7,5% dos individuos, enquanto que, nenhum doador

102

apresentou a mutacdo 265C>T isoladamente . A Tabela 1 sumariza o polimorfismo do

sistema de grupo sangiiineo Duffy.
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TABELA

Tabela 1: Alelos e as respectivas substitui¢des nucleotidicas que determinam os genotipos e fendtipos do
sistema de grupo sangiiineo Duffy.

CATA Exon 2
Cendtipos Akl -3 lE ndd 2 287 2% T pidE Fendiipe Referincas
FYAFFA F¥4 TiT GG CiC ClA* GiG GiA*  Fy(a+b)  Chandi et al, 19537
*Fios et o, 2000"%
Framirydms  Fra=t o GiG CiC GG Filab-)  Zimmermanet al, 1999'S
FYEFYE FYE TIT ATA CiC GiG CIA* Fy(at+)  Chandluy et al, 1955
*Riios et 4, 2000"'
FY-33EFYE-33 FYB33 QI Atk CiC GiG Fw(ab)  Towmamille et al, 1995
Ieramoto et al, 1926%
FYE/FYE FYE T Lfh CiC AJA Fylabt)  Mallinsonet al, 1995
FYEYFYE FYE* Tomamills et al, 1998""
o o T Afh T AJA Fyfab-)  Parasolet al, 199"
FYELFYY Fy¥ Clsgom et al, 195"
FYESFE FYF°
o o T Afh TT T AJA Fy{ab-)  Castilhoet al, 2004'

FYUFY™ F¥¥
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3.3.4 O sistema de grupo sanguiineo Duffy nas populacGes

A distribuicdo de determinantes antigénicos Duffy entre grupos étnicos ¢ um
aspecto caracteristico desse sistema sangiiineo. Como exemplo, FYA ¢ prevalente em
europeus, chineses, japoneses e malasianos, mas ¢ raro em grupamentos negroides
africanos, contrariamente, FYB ¢ mais abundante em popula¢des caucasianas do que em
asiaticos e negros africanos’”’®. Por outro lado, individuos homozigotos para o alelo
FYB-33 (Duffy negativos) s3o extremamente raros fora de grupamentos étnicos
negroides. A freqiiéncia deste fenotipo (Fy(a-b-) em populacdes negras africanas varia
de 88 a 100% ¢, nos Afro-americanos € de 68% 1%,

Estudos sobre a diversidade genética intra-étnica das cinco regidoes geograficas
brasileiras mostraram que héd variagdes na origem e composicdo étnica dos trés
subgrupos (derivados europeus, africanos ¢ miscigenados) nas diferentes regides do
pais’’. Varios autores ao compararem as freqiiéncias alélicas de FY dos distintos
grupamentos étnicos, ndo observaram diferengas significantes, no entanto, ha variagdes
significantes na distribui¢io das composi¢des fenotipicas e genotipicas®”'%%!!¢118,
Como exemplo, analises realizadas em varios grupamentos étnicos indigenas mostraram
que os alelos FYA e FYB estdo presentes, porém a freqiiéncia do alelo FYA ¢é elevada'".
Estudos de fenotipagem dos sistemas de grupos sangiiineos em 2.462 doadores de
sangue, voluntarios, de ambos os sexos, na cidade de Sdo Paulo, determinaram que a
freqliéncia do fendtipo Fy(a+b-) em individuos caucaséides foi de 19,8%, enquanto que
nos de etnia negroéide foi de 14,0%. Quanto ao fendtipo Fy(at+b+), a freqiiéncia foi de

41,4% para os caucasoides e 1,6% para os negréides. O fendtipo Fy(a-b+) foi observado

em 37,8% dos doadores caucasoides ¢ em 17,5 nos negrdides. Em caucasoides, a
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freqliéncia de individuos Duffy negativo foi de 1,1%, enquanto que nos doadores
negroides foi de 66,9%, sendo esse fendtipo considerado um marcador de grupamentos
étnicos negréides'*’. Recentemente, um estudo de genotipagem, realizado na cidade de
Campinas, estado de Sao Paulo, em doadores de sangue, mostrou que as freqii€ncias dos
fenotipos determinados foram as seguintes: 25,8% de Fy(atb-); 28,3% de Fy(a-b+t);
24,7% de Fy(atb+) e 21,3% de Fy(a-b-). No entanto, as freqiiéncias genotipicas foram
diferentes, sendo distribuidas nas seguintes propor¢oes: FYA/FYA (11,3%); FYB/FYB
(29,9%); FYA/FYB (39,9%) e FYB-33/FYB-33 (19,7%). Essas diferencas se devem a
mutagdes encontradas no alelo FYB que acabam por determinar variagdes na expressao

dos antigenos Fy® '%?

. Isso mostra que, no Brasil essa multiplicidade de freqiiéncias
fenotipicas e genotipicas ocorre, possivelmente, pela composicdo étnica durante a

colonizagdo, além dos grandes movimentos migratorios dentro do pais, proporcionando

uma alta taxa de miscigenacao.

4. Maléria e os Sistemas de Grupos Sangtiineos ABO, MNSs e Duffy

A associagdo entre grupos sangiiineos e algumas doengas tem sido relatada. O P.
falciparum, que causa malaria grave em humanos, requer uma ligagao especifica com o
acido sialico da neuraminidase sensitiva da glicoforina eritrocitaria determinada pelo
sistema sangliineo MNS e, também, com provaveis receptores determinados pelo
sistema ABO. O P. vivax interage com a glicoproteina Duffy do sistema sangiiineo
Duffy, e os individuos Duffy negativos s3o resistentes a malaria por esta

71121122 "Egea seletividade do P. vivax ndo esta na dependéncia Gnica da proteina

espécie
Duffy, mas provavelmente envolve, no minimo, uma interagdo especifica, adicional,

necessaria para direcionar a subpopulagdo de eritrocitos jovens circulantes, os quais
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representam 1% da populagdo de células vermelhas'>. As informagdes relativas ao
polimorfismo eritrocitario na populacdo brasileira, resultante da investigagdo em
doadores de sangue, estdo bem estabelecidas para os sistemas ABO, RH, MNS e
Duffym. mas suas relacdes com doengas tropicais sdo raras e carecem de mais
investigagdes, sobretudo, com a utilizacdo de metodologias que possam elucidar os

aspectos moleculares desses polimorfismos.

4.1. Malaria e Grupos sangtiineos ABO

Cserti & Dzik (2007)'** realizaram uma revisio criteriosa da literatura publicada
nos ultimos 28 anos, sobre a associacdo entre o sistema de grupos sangiiineos ABO e
infec¢des por Plasmodium falciparum. Esses autores encontraram 22 estudos que
exploraram a possivel relagdo entre grupos sangiiineos ABO e malaria por esse
plasmddio; no entanto, ndo foi notada uma relagdo consistente. Os autores observam
que a maioria dos estudos falhou em aspectos como o tamanho amostral, a auséncia ou
grupo controle inadequado, a deficiéncia de dados clinicos/laboratoriais sobre
individuos infectados por P. falciparum, a presenca de individuos com infecgoes
assintomaticas ou com malaria branda e, por ultimo, a auséncia ou inespecificidade da
gravidade da doenga. Como exemplo disso, podemos observar que estudos fenotipicos
em uma populagio afro-descendente, na regido central do Sudio'”, nio demonstraram
correlagdo entre o ABO ¢ a malaria.

Por outro lado, outros trabalhos mostram associa¢dao significante entre esse
agente da malaria e grupos sangiiineos ABO. No Brasil, Santos et al. (1983)'*°

evidenciaram associagdo significativa entre o antigeno B ¢ o ntimero de episodios de

malaria em pacientes de Manaus. Apesar de os resultados pontuarem na mesma direcao,
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Beiguelman et al.(2003) “* nao foram capazes de confirmar essa observacgdo, avaliando

a freqiiéncia de individuos B ¢ AB de uma populacao de area rural de Rondonia.

121 ~
, em populagdes

A analise do sistema ABO realizada por Montoya et al.(1994)
de diferentes grupos étnicos da Colombia, infectados por P. falciparum e P. vivax,
mostrou que o grupo “O” foi predominante, ndo envolvendo grande risco de infec¢do
para qualquer uma dessas espécies, exceto em individuos negrdides, cujo risco relativo
de infecgdo por P. vivax foi de 4,25. Foi observado, também, risco relativo significante
nos individuos dos grupos “A” e “B”. Nas populagdes miscigenadas, pessoas do grupo
sangiiineo B mostraram uma freqiiéncia menor para malaria, especialmente por P. vivax.

No entanto, esses achados diferem dos relatos de Gupta & Choudhuri (1977)
apud Montoya et al. 1994"?', em populacdes da India. Esses autores observaram uma
alta incidéncia de malaria vivax em individuos do grupo sangiiinco B, enquanto que
infec¢des por P. vivax foram menos freqiientes em individuos do grupo A. Em outros
estudos ficou demonstrada a influéncia dos polimorfismos dos grupos sangiiineos A ¢ B

128-132

na formagdo de rosetas e, principalmente, o grupo sangiiineo A tem sido

considerado como um fator de risco para o desenvolvimento de maléaria grave por P.

122,133,134

falciparum , enquanto que individuos do grupo O parecem ter uma vantagem

protetora contra a severidade da doenca, como ja havia sido proposto por Hill (1992)'%.

Os mecanismos dessa suscetibilidade permanecem incertos, no entanto, ha
associag@o entre a taxa de formacdo de rosetas e malaria por P. falciparum e isso se
reflete nas pessoas do grupo A, infectadas por essa espécie. Porém, outros mecanismos
imunoldgicos podem estar envolvidos, como a habilidade de anticorpos do grupo A de

reagirem com produtos antigénicos do parasito. Postula-se, no entanto, que pelo fato de

a freqliéncia dos alelos ser alta, ha forte influéncia seletiva positiva para o grupo A em
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relagdo ao efeito negativo da malaria na populacio'?. Estudos realizados por Barragan
et al. (2000)"*° mostraram que os antigenos A e¢ B atuam como co-receptores para a
invasdo do eritrocito pelo P. falciparum e determinantes para a formagdo de rosetas,
sem, contudo, diferenciarem os antigenos Al e A2. Isso representa mais um indicio, nao
somente do papel biologico desempenhado pelos antigenos desse sistema, como,
também, reforga a importancia do polimorfismo fenotipico eritrocitirio na relagdo
parasita-hospedeiro. Essa demonstragdo parece falar a favor da pressao bioldgica a qual
o hospedeiro ¢ submetido em seu ambiente.

Recentemente, foi demonstrado que a distribui¢do dos grupos ABO foi
estatisticamente diferente em sindrome de malaria grave por P. falciparum'”’. Esses
autores concluiram que individuos do grupo O tiveram menos maléria grave quando
comparados com os ndao-O e, também, que pacientes do grupo A tiveram trés vezes mais
malaria grave do que os do grupo O. Em um estudo realizado com gestantes primiparas
infectadas por P. falciparum, no Gambia/Africa'®®, determinou-se que os recém-
nascidos de maes do grupo “O” tinham maior peso e comprimento, bem como as
placentas mais pesadas € com menor carga parasitaria quando se comparou com as maes
dos grupos ndo O. Embora muitos estudos sobre a associacdo entre sistemas de grupos
sangiiineos ABO e maléria falciparum aparentam ser contraditérios, alguns outros
mostraram resultados consistentes. Isso ¢ uma indicagdo de que pesquisas mais
complexas se fazem necessarias com o proposito de elucidar os mecanismos de
susceptibilidade a malaria por P. falciparum, relacionadas a esse sistema de grupo

sangiiineo.
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4.2. Malaria e Sistema de grupo sangiineo MNS

Associagdo entre a susceptibilidade a infecg¢@o por P. falciparum e glicoforinas

121,139,140 . A q-
25 Os estudos realizados na Colombia

A, B e C foi demonstrada previamente
observaram que os grupos sangiiineos MN e Ss aparecem em diferentes proporg¢des. Os
individuos MN negativos (M-N-) infectados com baixa parasitemia pelo Plasmodium,
mas em afro-descendentes a presenca do antigeno M foi um fator de risco, tanto para
infec¢des por P. vivax como para o P. falciparum. Em contrapartida, os individuos Ss

. . . , - 121
negativos (S-s) eram menos infectados por parasitas da maléria

, confirmando que
ambas as glicoforinas (GPA e GPB) estdio envolvidas na interagdo
parasita/hospedeiro'!. Em um estudo sobre a associagdo entre marcadores genéticos
humanos e infec¢des maléricas, realizado na regido ocidental da Amazodnia brasileira,
nenhuma associacdo pode ser feita entre os nove fenotipos desse sistema de grupo
sangiiineo, nem mesmo quando as reagdes com os anti-M, anti-N, anti-S e anti-s foram
analisadas separadamente'?’, contrariando os resultados encontrados por Montoya et al.
(1994)'*'. Recentemente, um estudo conduzido com pacientes com malaria grave e nio
grave por P. falciparum, na Tailandia, mostrou que nem os gendtipos, nem a freqiiéncia
alélica apresentaram diferengas significantes entre esses grupos de pacientes. Os autores
sugerem que os antigenos MNS ndo revelaram, nesse estudo, diferengas na
susceptibilidade a malaria cerebral'*.

As variantes das glicoforinas podem ter um importante e/ou necessario papel
funcional, como o de receptor para o Plasmodium falciparum, em que as formas
polimorficas, possivelmente, podem interferir na ligagdo e posterior invasdo do

143

parasito . Como exemplo, tanto a variante En(a-) quanto a U-negativo estdo

associadas a resisténcia a malaria por essa espécie de Plasmodium, atribuindo-se as
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glicoforinas A e B um importante papel na resisténcia a invasdo desse parasito nos

e e, 141
eritrocitos .

4.3. Malaria e Sistema de grupo sanguineo Duffy

O sistema de grupos sangiiineos Duffy ¢ utilizado hd muito tempo como um
importante marcador genético para avaliar as diferengas étnicas e o passado genético de
populagdes. Neste contexto, esse sistema tem sido utilizado em estudos de associagdo
com a malaria, haja vista a quase absoluta inexisténcia do fendtipo Fy(a-b-) em areas
onde essa doenga resulta da infecgdo pelo Plasmodium vivax*>*!".

Miller et al. (1976)* demonstraram que os determinantes antigénicos Duffy sdo
ligantes para o Plasmodium vivax e para o P. knowlesi durante o processo de invasao.
Esses autores demonstraram que FYA e FYB predominam em populacdes caucasoides e
asiaticas, mas em negréides originarios da Africa Ocidental, o fenétipo Fy(a-b-) tende a
ser predominante, estabelecendo uma correlagdo positiva entre individuos Duffy
negativo, Fy(a-b-) e uma resisténcia as infecgdes por P. vivax™. O parasito P. knowlesi é
capaz de invadir, ocasionalmente, hemécias humanas Duffy positivas, mas ndo de
individuos Duffy negativos'**.

Essa associagdo foi confirmada por estudos realizados no Gambia, oeste da
Africa, mostrando que as infecgdes por P. vivax eram extremamente raras, relacionadas
com a alta prevaléncia de Duffy negativo na populagio’’. Spencer et al. (1978)'*
realizaram estudos semelhantes em populacdes de Honduras, corroborando com os
achados anteriores. Como foi bem demonstrado, a auséncia do antigeno Fy em muitos
grupos étnicos Africanos e em seus descendentes, parece ndo exercer efeito deletério,

32,71,76,96,146,147

porém confere resisténcia natural contra infecg¢do por P. vivax . Esses
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resultados sugerem que o padrao da freqiiéncia desses alelos pode ser resultante de
selecdo natural de polimorfismo que confere resisténcia 4 malaria por P. vivax'>*'*714,

No Brasil, os dados relativos aos fendtipos eritrocitarios sdo abundantes para a
populagdo indigena, em especial quanto aos sistemas ABO ¢ RH"*'*. Entretanto, as
informagdes relativas aos polimorfismos eritrocitarios associados a malaria, na
populacdo brasileira, sdo escassas, indicando a necessidade de mais investigagdes. A
freqliéncia de variantes do sistema sangiiineo Duffy, em uma pequena amostra
populacional da Amazodnia brasileira exposta a malaria, foi investigada por Colauto et
al. (1981)"°. A sorotipagem do antigeno Duffy na populagio de estudo mostrou
predominio de Fy® (64%), seguido de Fy® (25%) e, somente, 10% dos individuos tinham
o fenétipo Fy(a-b-).

Nos estudos realizados por Cavasini at al. (2001)""

, em uma populacdo de
pacientes com malédria, de Porto Velho (Amazdnia brasileira), utilizando-se de
metodologia molecular, foi encontrada freqiiéncia fenotipica deduzida de 35% de
Fy(atb-); 39% de Fy(a-b+); 21% de Fy(a+b+) e 6% de Fy(a-b-). Posteriormente, foram

investigados por Ferreira et al. (2002)"*

, utilizando-se de técnicas hematoldgicas
padronizadas, os fendtipos do sistema sangiiineo Duffy de 181 pacientes malaricos de
uma comunidade ribeirinha de Portuchuelo e de 924 individuos infectados da cidade de
Monte Negro, ambas do Estado de Rondonia. As freqiiéncias dos alelos encontradas em
Portucuelo foram de FYA: 0,429; FYB: 0,370 e FYB-33: 0,201 e, em Monte Negro, de
FYA: 0,351; FYB: 0,440 ¢ FYB-33: 0,245. Os dados obtidos por Alves et al. (2002)">*,
reforcam os resultados anteriores de que ha alteragdes nas freqiiéncias das variantes de

Duffy em diferentes regides da Amazonia brasileira. Quanto ao genétipo Duffy negativo

(FYB-33/FYB-33), varios estudos mostraram que a freqiiéncia de individuos com esse
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genotipo, entre os nao malaricos, ¢ baixa, mostrando que a taxa de pessoas que nao
contraem maldria por P. vivax na Amazodnia brasileira pode variar de zero a
12%151,152,154,155.

Assim, além dos diferentes niveis de expressdo, a conformagdo peculiar dos
antigenos Fy* e Fy® pode determinar diferencas na aptiddo a infecgio e uma das
possiveis conseqiiéncias da susceptibilidade diferencial a malaria vivax resultante seria a
modificacdo das freqiiéncias alélicas de FYA e FYB nas populagdes expostas ao P.
vivax, espécie mais prevalente na Amazonia brasileira. Estudos recentes realizados por
Souza et al., (2007)'>°, em amostras de individuos infectados por P. falciparum, quando
comparados aos infectados por P. vivax, de areas da Amazonia brasileira, mostraram
que a freqiiéncia do alelo com a mutagdo GATA de FY (FYB-33) foi maior em doadores
do que em pacientes malaricos, sugerindo que ha uma redugao na taxa de infec¢dao nos
portadores deste alelo.

Como foi demonstrado, por estudos anteriores, hd correlagdo entre os diferentes
fenotipos e genotipos do sistema de grupo sangiiineo Duffy com a ligagdo e posterior
invasdo de eritrocitos por P. vivax’®!% 10810136 Feses resultados sugerem que o padrio
da freqliéncia desses alelos pode ser resultante de selecdo natural, e que o polimorfismo
pode modificar a estrutura ou o nivel de expressdo dos antigenos Duffy, alterando a
eficiéncia da invasdo podendo, assim, modular a suscetibilidade a malaria por P.
vivax'*"!*157  Assim, na Amazonia brasileira, onde o P. vivax predomina, a freqiiéncia
acima do esperado do alelo FYB-33, dada a composicdo étnica populacional, tanto em
heterozigose como em homozigose pode, ao longo do tempo, direcionar para o aumento
do numero de individuos Duffy negativos na populagdo e, como conseqiiéncia, ocorrer

diminuicdo na taxa de infecg¢@o por P. vivax nessa regiao.
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5. Justificativa

E relevante ressaltar que, nas décadas de 80 e 90, grandes avangos foram
alcangados na luta contra a malaria, doenca que estd praticamente restrita a regido
Amazobnica. No entanto, na Amazonia brasileira, a taxa da incidéncia dessa parasitose,
nos ultimos anos, tem-se elevado, e isto, sem considerar as sub-notificagdes, visto que o
atendimento freqlientemente nido estd sob a responsabilidade de um profissional
capacitado na area de saude'*'”’. Segundo avalia¢io do programa nacional de controle

da malaria, em 2006, o numero de casos da doencga foi de 540 mil'®

. A conseqiiéncia
desse fato para as regides extra amazonica € preocupante, particularmente nas areas que
as modificagdes ambientais e s6cio-econdmicas, associadas ao processo desordenado de
urbanizagdo tornaram vulneraveis a formagdo de novos focos ou a reativacdo daqueles
com transmissdo interrompida. Deve-se atentar para o fato de que essa fragilidade no
processo de vigilancia e controle da malaria dentro da Amazonia pode levar a
disseminagdo da doenca novamente para as outras areas do pais, como observado na
década de 80'°".

A migracdo humana ¢ uma realidade entre as diferentes regides do pais, ¢ a
pouca habilidade no manejo clinico dos diversos profissionais da area de satde, bem
como a falta de locais disponiveis para o diagnoéstico em areas ndo endémicas, se
constitui em um sério agravante para a saude publica nessas regioes. Associado a esses
aspectos sociais estd o surgimento da resisténcia a farmacos pelo P. falciparum na

década de 60'*, 0 que comeca a ser observado também com o P. vivax nos ultimos

163,164 . . o
anos'®'** bem como o fato de os estudos para o desenvolvimento de vacinas nio terem
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apresentado ainda resultados promissores'®>'%,

Isso tem sido motivo de grande
preocupacgdo na epidemiologia da maldria.

E preciso considerar também que estudos mostraram individuos infectados por
diferentes espécies de Plasmodium'®”'%_ Além disso, foi observado que em um mesmo
paciente, freqiientemente, coexistem diversas variantes geneticamente distintas de cada

S r1: . 170-172
espécie de plasmodio' !

. Essas variantes podem diferir entre si, por exemplo, quanto
a sua constitui¢do antigénica, sua viruléncia ou seu perfil de resisténcia a antimalaricos.
Em um trabalho de revisio, Souza-Neiras et al. (2007)'”, destacam a grande
diversidade genética do P. vivax que resulta em polimorfismos das diferentes proteinas
ligantes.

Como exemplos, ha os estudos de Souza et al. (2006)' ™

, que encontraram varios
polimorfismos das DBPs em isolados do Brasil, porém sem estar envolvidos
diretamente com a invasdo eritrocitaria, mas com habilidade para conferir resisténcia
aos anticorpos inibitérios a essa invasdo. E, mais recentemente, Ferreira et al. (2007)175,
num estudo de microssatélites de P. vivax, em pacientes de uma area rural da Amazonia
brasileira, no Estado do Acre, mostraram que ha extensa diversidade genética deste
parasito e que infecgdes de multiplos clones sdo freqiientes. Assim, a diversidade
genética do P. vivax pode resultar em polimorfismos das DBPs, o que podera modular a
competéncia do parasito em aderir e invadir o eritrdcito.

Embora a associacdo entre o fenotipo Duffy negativo e a resisténcia a infec¢ao
por P. vivax seja muito estudada, relatos recentes demonstram a infec¢@o de individuos
Duffy negativos pelo P. vivax™® e associagdes contraditorias tém sido observadas sobre

~ . y . A . . . 126.12
as relagdes entre os sistemas ABO ¢ MNS e a malaria na Amazonia brasileira'*®'?’,
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6. Objetivos

Este estudo foi realizado em habitantes maldricos € ndo maléricos de regides

endémicas da Amazonia brasileira, e teve como objetivos:
I- verificar os fendtipos dos grupos sangiiineos ABO, MNS e Duffy em individuos

com e sem malaria;

I1- analisar variantes genéticas do sistema de grupo sangiiineo Duffy em individuos

doadores de sangue e pacientes infectados por Plasmodium vivax.

IIT- avaliar a associacdo entre distribui¢do dos polimorfismos genéticos do grupo

sangiiineo Duffy e modulagdo de suscetibilidade a malaria.
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RESULTADOS

Os resultados encontram-se descritos em artigos publicados e/ou submetidos a
publicacdo em revistas indexadas, bem como resumos apresentados em congressos. O
primeiro e terceiro artigos estdo relacionados aos objetivos especificos propostos. O
segundo é resultado de um dos objetivos especificos, além de um achado inédito no
Brasil. O quarto artigo refere-se & metodologia aplicada para melhor caracterizar o

grupo controle (amostras de doadores de sangue).
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Brief Communications

Frequencies of ABO, MNSs, and Duffy Phenotypes Among Blood
Donors and Malaria Patients from Four Brazilian Amazon Areas

CARLOS EUGENIO CAVASINL' LUIZ CARLOS DE MATTOS,” RENATA TOME ALVES,'
ALVARO AUGUSTO COUTO,® VANJA SUELI PACHIANO CALVOSA.' CLAUDIA REGINA
BONINI DOMINGOS,* LILIAN CASTILHO,® ANDREA REGINA BAPTISTA ROSSIT.® AND
RICARDO LUIZ DANTAS MACHADO'®

Abstract We compared the serological phenotypic frequencies of ABO,
MNSs, and Duffy in 417 blood donors and 309 malaria patients from four
Brazilian Amazon areas. Our results suggest no correlation between ABO
phenotype and malaria infection in all areas studied. We observed significant
correlation between the S+s+,S+s—, and S —s + phenotypes and malaria
infection in three areas. Some of the Duffy phenotypes showed significant
correlation between donors and malaria patients in different areas. These
data are an additional contribution to the establishment of differential host
susceptibility to malaria.

A large proportion of all malaria cases in South America occurs in the Brazilian
Amazon region, where the incidence increased greatly between the 1970s and
the early 1990s, with approximately 500,000 cases reported annually. Of the four
known human malaria parasites, only Plasmodium falciparum, P. vivax, and P.
malariae have been detected in Brazil. Invasion of red blood cells (RBCs) occurs
when the extracellular form of the parasite, the merozoite, attaches to the surface
of an uninfected RBC. This rapid process includes phases of recognition and
attachment followed by reorientation and entry (Bannister and Mitchell 2003).
Malaria parasites specifically invade certain species and types of RBCs. The
demonstrated specificity of malaria parasites for RBCs of particular species and
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ages appears to depend on a number of ligand-receptor interactions, some of
which have been recently defined. RBC receptors related to the invasion process
include the ABO system, MNSs (glycophorins A and B), and the Duffy blood
group antigen (Daniels 1997). The present study describes the ABO, MNSs, and
Duffy phenotype frequencies among blood donors and malaria patients from four
malaria-endemic regions of the Brazilian Amazon.

Materials and Methods

To be included in the study, the malaria patients (n = 409) had to meet the
following criteria: They were seeking medical assistance because of clinical ma-
laria symptoms, were older than 18 years old, and had thick blood exam positive
results. The control group consisted of blood donors (n = 417), and, according
to the Brazilian blood bank policy, they filled the following criteria: They were
older than 18 years old, of either sex, belonged to any blood group, were asymp-
tomatic for malaria clinical signs, had thick blood film exam negative results,
had a place of birth in the studied area, and showed no signs of malaria during
early interview. The control subjects were matched to the patients with respect
to age (*35 years), sex, and ethnicity. All the control subjects were genetically
independent.

The study subjects came from the following four areas of the Brazilian
Amazon: Macapd, Amap4 State; Belém, Pard State; Porto Velho, Rondénia State;
and Rio Branco, Acre State.

A blood sample was collected from both the patients and the control sub-
jects after informed consent. The ABO phenotypes were classified using a hema-
glutination standard test. MNSs and Duffy (Fy* and Fy antigens) were
phenotyped using a microtyping kit (DiaMed-ID Microtyping System, DiaMed
AG, Morat, Switzerland). To assess the significance of the variables and to obtain
independence among the proportions, we used Fisher’s exact test.

The mean ages of patients and control subjects were 29 years (+ 14 SD)
and 28 years (= 8 SD), respectively. All the studied groups showed no statisti-
cally significant difference in mean ages or ethnicity, indicating a well-matched
population. The same results were obtained when we compared both groups in
each area.

Results and Discussion

Our results showed similar frequencies of ABQ phenotypes between blood
donors and malaria patients. Regarding the MNSs system, we observed higher
frequencies of the S +s+ phenotype among P. falciparum malaria patients from
Belém and Rio Branco, higher frequencies of the S —s+ phenotype in blood
donors from Belém, Porto Velho, and Rio Branco, and higher frequencies of the
S +s— phenotype in blood donors from Belém (p < 0.05). However, there was
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no significant association when both S phenotypes were taken into account in
Macapd.

The Duffy phenotype analysis showed a higher frequency of the FY
A —,B + phenotype in donors from Macapd, whereas the FY A +,B + phenotype
was more frequent in P. vivax malaria patients from the same region and from
Belém and Macapd. These findings were significant between both groups
(p <0.05). On the other hand, we observed a significant frequency of the FY
A —,B — phenotype in blood donors from Belém (p < 0.05) (Table 1).

The results presented in this study on ABO phenotypes are in accordance
with previous reports, because they also showed no association between this
blood group system and malaria infection in the Brazilian population from an-
other Amazonian area (Beiguelman et al. 2003) and also in the Amazonian Co-
lombian population (Montoya et al. 1994). Although the A antigen has been
implicated as a coreceptor for P. falciparum, the effect of ABO phenotype on the
susceptibility to malaria infection does not seem to be important (Barragan et al.
2000).

Montoya et al. (1994) observed in Colombia that the MNSs system seems
to confer resistance to malaria infection. Interestingly, we also observed that the
S —s+ phenotype in Rio Branco and Porto Velho had a higher frequency among
blood donors, and it is possible that this phenotype can contribute to resistance
to P. falciparum malaria. Beiguelman et al. (2003) suggested no association be-
tween MN and Ss phenotypes and malaria infection in the rural area of Rondénia
State. This may imply that this population is distinct from other populations
investigated in this study.

The higher frequency of the FY A +,B + phenotype among blood donors
also suggests protection against P. vivax malaria infection, whereas individuals
with the FY alleles in heterozygosis (FY A +,B+) can be more susceptible. We
also observed that FY A —,B— individuals were less infected by P. vivax, ac-
cording to a previous study of malaria patients in the Western Brazilian Amazon
(Rondbnia State) (Cavasini et al. 2001).

To our knowledge, this study is the first evaluation of the frequencies of
three important blood group phenotypes in malaria patients from four different
locations in the Brazilian Amazon region. This study represents an additional
contribution to the establishment of differential host susceptibility to malaria, an
important public health issue. However, a limitation we acknowledge is related
to the fact that, by using blood group phenotyping, we were not able to assess
molecular changes, because alterations such as gene promoter disruption or dele-
tion can abolish or reduce antigen expression (Tournamille et al. 1995; Michon
et al. 2001; Storry et al. 2001). Therefore we believe that by conducting a geno-
typing study, we will be able to explore other aspects, such as disruption of a
GATA motif in the Duffy gene promoter that can be related to the significant
associations between blood group variants and susceptibility or resistance to ma-
laria. Molecular investigations are being conducted in our laboratory to clarify
the role of such variants in this group of patients.
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KEYWORDS Summary We present evidence for Plasmodium vivax infection among Duffy blood group-
negative inhabitants of Brazil. The P vivax identification was determined by both genotypic
and non-genotypic screening tests. The Duffy blood group was genotyped by PCR/RFLP and
phenotyped using a microtyping kit. We detected two homozygous FY*B-33 carriers infected by
P vivax, whose circumsporozoite protein genotypes were VK210 and/or P, vivax-like. Additional
efforts are necessary in order to clarify the evidence that B vivax is being transmitted among

Vivax malaria;
Plasmodium vivax;
Duffy blood group;
Duffy antigen binding

rotein;
Fp’rﬂl.ozoan proteins; Duffy blood group-negative patients from the Brazilian Amazon region.
. ' © 2007 Published by Elsevier Ltd on behalf of Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene.
Brazil
1. Introduction
* Corresponding author. Tel.: +55 17 32105736; Of the four human malaria parasites, only Plasmodium fal-
fax: +55 17 32105736, ciparum, P vivax and P malarige have been detected in
E-mail address: cecavasini@famerp.br (C.E. Cavasini). Brazil, with 99.7% of cases occurring in the Amazon region.

0035-9203/5 — see front matter © 2007 Published by Elsevier Ltd on behalf of Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene.
doi:10.1016/.trstmh. 2007.04.011
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For the past 7 years, P vivax has been the most common
cause of human malaria in the Brazilian Amazon region. Its
variants (VK210, VK247 and R vivax-like) are mainly found
in mixed infections, but VK210 has also been described as
a single infection (Machado and Pévoa, 2000). Plasmodium
vivax merozoites use the Duffy blood group antigen as a
receptor to invade human erythrocytes (Miller et al., 1976).
However, a recent report suggests evidence for transmis-
sion of B vivax among Duffy blood group-negative patients
in Africa (Ryan et al., 2006). We report here two P vivax
human malaria cases in Duffy-negative individuals living in
a Brazilian endemic area.

2. Materials and methods

In a study which is being conducted currently in the Cen-
ter for Microorganisms Investigation, Faculty of Medicine
from Sac Jose do Rio Preto, SP, Brazil to determine the
Duffy blood group genotypic frequencies among B vivax
malaria patients from the Brazilian Amazon region, DNA
has been extracted from total bleod using the phenol-
chloroform method, and a semi-nested PCR performed
using P vivax-specific small-subunit {S5U) rDNA primers
(Kimura et al., 1997). The R vivax circumsporozoite protein
(CSP) variants were determined by spotting blood sam-
ples on glass fiber membranes and testing by PCR/ELISA
{Machado and Povoa, 2000). The B vivax merozoite surface
protein 1 (PvMSP1) (200L fragment) antigen was evalu-
ated by an ELISA protocol according to Herrera et al.
(1997). The Duffy antigens (Fy* and Fy®) were genotyped by
PCR/RFLP and phenotyped using a microtyping kit (DiaMed-
ID Micro-typing System, DiaMed AG, Cressier sur Morat,
Switzerland), as described previously (Castilho et al., 2004).
All patients studied were classified as a unique admixed eth-
nic group (African American, Caucasian and/or Amerindian
descendents).

3. Results

Two samples from Porto Velho, Rondénia State, were phe-
notyped as Fy (a-b-) and genotyped as FY*B-33/FY*B-33
{Duffy-negative homozygous). The molecular results con-
firmed the B vivax thick blood film diagnosis, and also
showed the presence of VK210 plus B vivax-like genotypes in
one individual (mixed infection) and for the other the result
was VK210. Antibody PvMSP1 {200L fragment) responses
were present in both patients.

4, Discussion

Duffy-negative individuals seem to be naturally resistant to
invasion by the P vivax human malaria parasite (Miller et
al., 1976). To our knowledge, this is the first indication of R
vivax infection in two Duffy-negative individuals living in the
Brazilian Amazon region. The identification of B vivax was
made by thick blood film, amplification of £ vivax-specific
55U rDNA and CSP genes from sporozoites, and Fy-negative
individuals also showed antibody responses against PvMSP1
(200L fragment), so it is unlikely that any parasite other
than B vivax was involved. As described previously (Ryan et

al., 2006}, we also believe that B vivax could be evolving
to use receptors others than Duffy for junction formation
during invasion. If this proves to be the case, we could
hypothesize that the same merozoite adaptations occurred
as isclated events in two geographically separated coun-
tries/continents (Kenya/Africa and Brazil/South America).
As for the CSP variant analysis our results seems toe contra-
dict the possibility described by Ryan et al. {2006) that the
VK247 CSP variant marks a £ vivax population capable of
using receptors other than Duffy, since both of our study
Duffy-negative B vivax infected individuals were VK247-
negative,

In conclusion, our findings point to the need for additional
epidemiclogical studies of vivax malaria in the Brazilian
Amazon region as well as in other endemic areas around
the world. Additional efforts are necessary in order to
clarify the evidence that B wvivax is being transmitted
among Duffy blood group-negative inhabitants of the Brazil-
ian Amazon region. Finally, the need to investigate the
existence of alternative receptors is reinforced by our
findings.
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Abstract

Background: Duffy blood group polymorphisms are important in areas where
Plasmodium vivax predominates, because this molecule acts as a receptor for this
protozoan. We report here the Duffy blood group genotyping in P. vivax malaria
patients from four different Brazilian endemic areas, exploring significant associations

between blood group variants and susceptibility or resistance to malaria.

Methods: The P. vivax identification was determined by non-genotypic and genotypic
screening tests. The Duffy blood group was genotyped by PCR/RFLP in 330 blood
donors and 312 malaria patients from four Brazilian Amazon areas. In order to assess
the variables significance and to obtain independence among the proportions, the

Fisher’s exact test was used.

Results: The data show a high frequency of the FYA/FYB genotype, followed by
FYB/FYB, FYA/FYA, FYA/FYB-33 and FYB/FYB-33. Low frequencies were detected for
the FYA/FY, FYB/FY*, FYX/FY* and FYB-33/FYB-33 genotypes. Negative Duffy
genotype (FYB-33/FYB-33) was found in both groups: individuals infected and non-
infected (blood donors). No individual carried the FY*/FYB-33 genotype. Some of the
Duffy genotypes frequencies showed significant differences between donors and

malaria patients.

Conclusions: Our data suggest that individuals with the FYA/FYB genotype have higher
susceptibility to malaria. The presence of the FYB-33 allele may be a selective

advantage in the population, reducing the rate of infection by P. vivax in this region.
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Additional efforts may contribute to better elucidate the physiopathologic differences in
this parasite/host relationship in regions endemic for P. vivax malaria, in particular the

Brazilian Amazon region.

Background

Plasmodium vivax has been the most common cause of the human malaria
parasite in the Brazilian Amazon region over the last seven years [1]. Innate resistance
to malaria infections in humans is conferred by different blood group polymorphisms.
The association of the Duffy blood group (FY) with P. vivax human malaria has been
well-documented, where Duffy-negative individuals are naturally resistant to invasion
by this parasite [2].

The Duffy blood group antigen has been identified as a scavenger on the red
blood cell (RBC) surface eliminating excesses of circulating toxic chemokines, named
Duffy antigen/receptor for chemokines (DARC) [3]. The determinant, a glycoprotein
that passes through the membrane seven times, includes a 35-43 KDa epitope in the
extracellular, N-terminal domain that mediates erythrocyte invasion by P. vivax
merozoites [4]. The Fy gene has two exons (Fy* and Fy") that are encoded by the co-
dominant alleles FYA and FYB, located on chromosome 1 [5,6]. The corresponding anti-
Fy?® and anti-Fy® antibodies define four different phenotypes; Fy(a+b+), Fy(a+b-), Fy(a-
b+) and Fy(a-b-) [7]. The FYA and FYB alleles differ by a point mutation in the major
cDNA transcript [8], encoding glycine in Fy® or aspartic acid in Fy® at residue 42 of the
most important form of the protein, encoded by the exon 2 [9,8]. The molecular

mechanism that gives rise to the null Duffy phenotype [Fy(a-b-)] has been classically
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associated with a point mutation in the GATA box of the DARC promoter which
silences the gene encoding the Duffy system antigens in the RBCs of these individuals
resulting in a FYB allele [9]. Recently, the FYA allele has been identified [10] and a new
FYB allele was found with three single nucleotide polymorphisms (11). It has been
demonstrated in blood donors from Southeast Brazil that Caucasians and African
descendents were serologically Fy(b-) with the majority of the African descendents
being FYB with the GATA single nucleotide polymorphism (SNP), while the majority
of Caucasian typing Fy(b-) had FYB with 265T/298A SNPs [11]. The Fy-negative is
common on RBCs of Negro individuals from ethnic African groups, but it is rare in
many other populations [12].

Previous studies have demonstrated that heterozygous Duffy negative malaria
individuals remain susceptible to infections by P. vivax [13,14]. It was demonstrated in
individuals living in a malaria endemic region of Papua New Guinea that Duffy binding
protein adherence to RBCs is significantly reduced for erythrocytes of P. vivax malaria
patients who carry one Duffy-negative allele [15]. Our group observed that some of the
Duffy phenotypes showed significant correlation between blood donors and malaria
patients in different areas [16]. On the other hand, a previous study in the Western
Brazilian Amazon region (Rondbnia State) did not correlate Fy heterozygosity with
protection against P. vivax [17]. We report here the Duffy blood group genotyping in P.
vivax malaria patients from four different Brazilian endemic areas, exploring these
significant phenotypic associations between blood group variants, as well as

polymorphic regions of RBC receptors, with susceptibility or resistance to malaria.
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Material and methods
Study population

The study took place from May 2003 to August 2005. The malaria vivax patients
(n = 312) who were enrolled in this study complied with the following criteria: they
sought medical assistance presenting clinical malaria symptoms, were over 18 years old
and had positive results for thick blood film / molecular diagnosis. A control group
consisted of blood donors (n = 330) and according to the Brazilian blood bank policy
they complied with the following criteria: they were over 18 years old, of both genders
and belonging to all blood groups. Additionally, their place of birth was in the study
area, they reported never suffering from malaria attacks and had no signs of malaria
during the initial interview and had negative results for thick blood film/molecular
diagnosis. The controls were matched to the patients in respect to age (x 5 years),
gender and ethnicity. All of the control subjects were genetically independent. Blood
samples were collected from all participants (Macapad/Amapa State, Belém/Para State,

Porto Velho/Ronddnia State and Rio Branco/Acre State), after informed consent.

Genomic DNA extraction, PCR amplification and RFLP analysis

The Duffy blood group genotypes were assessed using PCR/RFLP with
modifications as described previously [11]. Briefly, the DNA was extracted from frozen
pellets of infected erythrocytes using the Easy-DNA™ extraction kit (Invitrogen,
California - USA ). The PCR was performed with 100 ng of DNA, 50 pmol of each
primer, 2 nmol each dNTP, 1.0U Tag DNA polymerase, and buffer, in a total volume of
50 pL. The promoter region was amplified using the FYN1 and FYN2 primers that

flank the GATA box motif. To determine the Duffy RBC polymorphism, FYAB1 sense,
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and FYAB2 reverse sense primers were used [18]. The amplification conditions were
performed as described by Castilho et al., (2004) [11]. PCR products were run on 1.5%
agarose gel, followed by ethidium bromide staining and photo-documentation using a
Gel Doc 1000 (BioRad, Town, USA). The RFPL analysis was digested during three

hours with Banl1, MspA1l and Sty1 restriction enzymes as previously described [11].

Statistical analysis

In order to access the significance of the variables and to obtain independence
among the proportions, the Fisher’s exact test was used. The mean ages of patients and
controls were 29 years (+ 14 SD) and 28 years (+ 8 SD), respectively. All the studied
groups showed no statistically significant differences in mean ages or ethnicity,
indicating well-matched populations. The same results were obtained when we

compared the two different groups from each area.

Results

The genotypic and allelic frequencies of the Duffy blood group in the 330 blood
donors and 312 patients infected by P. vivax as determined by PCR/RFLP are
summarized in Table 1. The data show a high frequency of the FYA/FYB genotype in
199 individuals (31.0%) of the studied population. This is followed by 117 (18.2%) and
94 (14.6%) of homozygotes for the FYB and FYA alleles, respectively. While the
frequencies for heterozygote individuals with FYA/FYB-33 and FYB/FYB-33 were
comparable at 14.9% (96). Low frequencies were detected for the FYA/FY, FYB/FY*,
FYX/FY* and FYB-33/FYB-33 genotypes. The negative Duffy genotype (FYB-33/FYB-

33) was found in both individuals infected by P. vivax and unaffected blood donors.
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Table 2 shows a comparison of the results of genotyping and inferred
phenotypes of FY among blood donors and patients infected by P. vivax in the Amazon
region. In respect to the allelic combinations of FY, there was a significant difference
between donors and patients only for the FYB-33/FYB-3 genotype (P = 0.0003). For
heterozygotes, our results demonstrated a significant difference (P = 0.0404) between
those with the FYA/FYB genotype, which was lower for blood donors (90 - 27.27%)
than for patients infected by P. vivax (109 - 34.93%). No individuals were identified
with the FY*/FYB-33 genotype.

The frequency of individuals with the FYB-33 allele among blood donors was
35.15% versus 24.36% in patients. This difference was statistically significant (P =
0.0033). The prevalence of the FYB allele was significantly higher (P = 0.0358) among
malaria-infected patients. However, significant differences were not detected in respect
to the frequency of individuals with the FY” and FYA alleles in the two study groups

(Table 2).

Discussion

Thus far, innate resistance to malaria infections in humans has been attributed to
blood group polymorphisms. Duffy blood group polymorphisms are important in areas
where P. vivax predominates, because this molecule acts as a receptor for this protozoan
(but not for the other human malaria parasites) on the surface of RBCs [19]. Field
observations from West Africa and Ethiopia have indeed established a strong
correlation between absence or low endemicity of P. vivax malaria and the high
prevalence of the Duffy negative allele [20,21]. Little is known on the frequency of

RBC polymorphisms that confer either partial or complete resistance against malaria.
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Our results emphasize the importance of the evaluation of Duffy blood group genotypes
in malaria endemic areas of the Brazilian Amazon region.

The Brazilian population has a highly heterogeneous ethnic composition, a result
of the hybridization of the numerous native indigenous populations and immigrants
from Europe, Africa and Asia. The immigration flow was not uniform in the different
regions of the country [22-24]. The differential distribution of Duffy antigenic
determinants among ethnic groups is an aspect characteristic of this blood system.
Hence, this has been used as a marker for the ethnic composition as well as an indicator
in the populational evolution. In the current study, significant differences in the allelic
frequencies of the FY gene were identified when compared with previous studies of
patients infected with human plasmodium in Brazilian Amazon regions [17, 25-27].
However, the FYA, FYB and FYB-33 alleles showed differential distributions compared
to the population of the southeastern region of Brazil [11]. The genotypic compositions
obtained in this study demonstrated significant variations compared to previous studies
performed in the states of Para and Rio Grande do Sul [28,29] and in the cities of Sdo
Paulo [30], Campinas [11] and Ribeirdo Preto [31] all of which are in the state of S&o
Paulo, Southeastern region of Brazil.

Our results showed that the FYA/FYB genotype was the most common, followed
by the homozygotes for the FYB and FYA alleles and by the heterozygotes FYA/FYB-33
and FYB/FYB-33 (Table 1). The FYB-33/FYB-33 genotype, which is classically seen in
individuals unaffected by P. vivax infection, was identified in 3.2% of the general
population and in 5.5% of blood donors. These numbers differ from previous reports on
a group of malaria patients uninfected by P. vivax in the state of Rondonia [17], where

the frequency of this genotype was 12% and also for a mixed sample from the Northern
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and Southeastern regions of Brazil [27]. Some populations had higher genotypic
frequencies for FYA/FYB and FYB/FYB-33 than for a caucasian-like and negroid
population from the Southeastern of Brazil [11]. On the other hand, the frequency of the
FYB-33/FYB-33 genotype was lower. In fact, with the exception of negroid ethnic
groups, this genotype is extremely rare [12,30,32,33].

The FYA allele is common in European and Oriental peoples but it is rare in
African Negroes. Additionally, the FYB is more common in populations classified as
white than in asiatic and negroid populations [34,35]. The frequency of the FYA and FYB
alleles in the Brazilian Amazon population was higher than those in the Southeastern
region [11] probably due to the massive influence of Portuguese colonization in the North
region of Brazil as well as the presence of Amerindians [36], as recent molecular analysis
has corroborated that Amerindians have an Asian origin [37]. Indeed, in the North region
of Brazil, studies carried out with different tribes of Amerindians have shown that the FYA
allele is the most common [31,38]. As expected, a lower frequency of the FYB-33 allele
was observed in the North region (P = 0.0001). Although a high prevalence of this allele
was demonstrated in isolated communities in the states of Amapa and Pard, North region
of Brazil [39], the introduction of a negroid ethnic component in the Amazon region is
recent [40,41]. In respect to the FY* allele, there does not seem to be a differential ethnic
distribution as, the frequency detected here is similar to those described in other
Caucasian-like populations in Brazil [11] and also in Europe [42].

The different FY allelic frequencies in individuals from North compared to
Southeastern Brazil, may be due to the contribution of the three major ethnic groups
(Europeans, in particular Portuguese; Blacks and Amerindians) in the formation of both

populations. The Amerindian contribution was higher in the north of the country whereas
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European migration took place more in the South and Southeastern regions [43-45]. In
spite of the current knowledge of the relationship between structure/function and tissue
location of DARC, the functional significance of each of the alleles and the different
genotypic combinations require further elucidation. The variation in the ethnic
composition of the urban and rural populations of the Brazilian Amazon region and of
distinct regions in Brazil [26,46], may influence the allelic and genotypic distributions
reflecting in matrixes of genetic mechanisms favorable to the susceptibility to infectious
and parasitic diseases, in particular to malaria.

The frequency of the allele with the FY GATA mutation (FYB-33) was greater in
blood donors than in patients infected with malaria (P = 0.0033), suggesting that there is
a reduction in the infection rate of carriers of the FYB-33 allele. These results were
recently reinforced by data from of individuals infected by P. falciparum when
compared to those infected by P. vivax in Brazilian Amazon regions [27]. The FYB-33
allele is a variant of the FYB allele resulting from a T—>C point mutation in the gene
promoter region (neucleotide-33), which abolishes its expression [9]. The same occurs
in the FYA allele, determining the FYA™" allele [10]. The presence of the FYB-33 allele
results in a 50% reduction in the Duffy protein expression on the erythrocyte surface
[15,47]. This process demonstrates the action of the dose-related effect of the gene
[15,48], which may limit the invasion process of red blood cells by the parasite,
although susceptibility to P. vivax may occur in heterozygotic Duffy-negative
individuals [13,14]. Thus the FY/FYB-33 genotypic combination, with either Fy(a+b-)
or Fy(b+b-), seems to convey a reduction in the susceptibility to malaria. In vitro studies
[15] support this hypothesis as RBCs that express these phenotypes have a significant

reduction in cytoadherence of the parasite when compared to RBCs that express
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Fy(b+b+). Recently, in Papua New Guinea, a significant reduction in infection by P.
vivax was observed in Duffy negative individuals heterozygotic for the FYA™" allele
[49].

In this study a low frequency of the negative Duffy genotype (FYB-33/FYB-33)
was detected among uninfected subjects. As has previously been demonstrated, the
absence of the Fy antigen in many ethnic Negro groups and their descendents, does not
seem to exert any deleterious effect, however it does bestow a natural resistance against
infection by P. vivax [2,9,14,35,50,51]. These individuals are homozygotes for the FYB
mutation in the GATA, that completely abolishes the Fy expression in erythrocytes but
not in cells of other tissues [9]. Recent reports have provided evidence on the
transmission among Duffy-negative patients in Africa [52] and in Brazil [53]. These
data suggest the possibility that P. vivax is utilizing alternative receptors, apart from Fy,
for binding in the erythrocyte invasion process. Whether FYB carrying the GATA box
mutation is the primordial gene that encodes the Duffy system antigens or whether the
GATA box mutation has evolved to escape malaria infection per se is controversial.
However, the presence of this allele (FYB-33) may be a demonstration of the selection
advantage by mutation in the population. Thus, in the Brazilian Amazon, where P. vivax
predominates, the frequency of the FYB-33 allele is higher than expected given the
ethnic population, both in terms of heterozygotes and homozygotes. This might, over
time, cause an increase in the number of Duffy-negative individuals in the population
and, as a consequence, a reduction in the rate of infection by P. vivax in this region.

In the group of patients infected by P. vivax, different allelic combinations with
FY* were detected, including 5 (1.6%) FYA/FY* individuals, 4 (1.3%) FYB/FY* and 2

(0.6%) FY*/FY* (Table 2). The frequency of this allele among patients and blood donors
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did not show statistical differences (P = 0.3873). Studies carried out in blood samples
from European and American Caucasians and Afro-American individuals, demonstrated
that the C265T (FY*) mutation altered the Duffy protein expression on the RBC surface
differently, depending on the ethnic group, using at least two mechanisms. One
mechanism involves silent transcription in one of the FYB alleles and the other affects
the translation and/or the stability of the protein [47,54]. These studies showed that
heterozygote individuals for the FY* (FY" ) allele have 50% less of the Duffy protein
on the surface of the membrane of the erythrocyte. On the other hand, individuals
homozygotic for the FY* allele have about one tenth of the antigen expression in the
erythrocytes [47]. Our findings show, however, that these polymorphisms do not seem
to be associated with susceptibility to malaria.

As illustrated in Table 2, we observed a higher frequency of the FYA/FYB
genotype in patients compared to blood donors (P = 0.0404). In principle, this seems to
indicate that the condition of heterozygosis, resulting from the expression of the FYA
and FYB genes, favors infection by P. vivax. In fact, as has already been demonstrated
by us, based on a phenotyping study, Fy(a+b+) individuals may be more susceptible to
infection by this species of Plasmodium [16]. Although no qualitative or quantitative
measurements of the Duffy glycoprotein expressions were made in this study, we saw a
larger number of malaria episodes among patients with the heterozygote genotype than
the homozygote genotype. The basis of this observation has not been determined yet,
but our phenotypic and genotypic results associated with pertinent publications point to
the possibility that heterozygote individuals modulate the susceptibility to malaria by P.
vivax by means of quantitative and/or qualitative variations that affect the Duffy antigen

expression on erythrocytes. In the first aspect, in vitro studies demonstrate differences
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in the levels of the expression of FY glycoprotein on the surface of the reticulocytes of
Caucasian-like and Afro-American individuals with the Fy(at+b+) erythrocytic
phenotype [48]. These authors verified that individuals with FYA and FYB alleles
expressed a lower quantity of DARC than heterozygotes. Hence, it is possible that
heterozygote individuals have a greater repertory of receptors for the possible variations
that occur in the parasite protein binder to the human erythrocytes.

The recent demonstration of polymorphisms in the Duffy binding protein in
isolates of P. vivax from the Brazilian Amazon seems to support our observations [55].
An association, between human receptor polymorphisms and variations in the parasite
binders of Plasmodium falciparum that modulate susceptibility to malaria, was also
demonstrated [19,56-60]. Hence, apart from the different levels of the expression, the
specific conformation of the Fya and Fyb antigens may determine differences in the
susceptibility to infection. Nevertheless, one of the possible consequences of differential
susceptibility to vivax malaria could be modifications in allelic frequencies of FYA and
FYB in populations exposed to P. vivax, the most prevalent species in the Brazilian
Amazon region. If in fact this process occurs as a consequence of infection, it seems to
be necessary, but not sufficient to eliminate heterozygote individuals, even if they are
affected by repetitive episodes of malaria by P. vivax, as the infection is rarely severe
and occurs in the entire age range with different frequencies for different ages and
regions of the Brazilian Amazon without lethality [61,62].

Based on the significant associations described herein, our data differ from
previous studies [17] carried out in the western Brazilian Amazon region as well as
recent studies of patients from the Brazilian Amazon as a whole [27]. In respect to the

first studies, these differences may be a result of the small sample sizes initially
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evaluated; the control group of the current study was composed of blood donors who
reported never having experienced malaria against samples from individuals who had P.
falciparum previously evaluated and the various ethnic groups in the different regions
studied today (Eastern and Western Amazon). In relation to the recent studies, different
to our findings, the authors detected a significant association among infections by P.
vivax and the FYB/FYB genotype, also conflicting with results of Wooley et al., (2000)
[48] in North American individuals (Caucasians and Afro-Americans). These
divergences probably occurred due to the smaller sample size involved, and the fact that

the control group consisted patients infected by P. falciparum.

Conclusions

The Brazilian population presents an elevated degree of miscegenation which is
implicated in variations in the allelic distribution of FY, which was also confirmed by
our findings. Future analyses that consider haplotypic frequencies of the alleles and
quantification of the DARC expression in populational groups in endemic and non-
endemic areas, increasing the knowledge on the dynamics of this gene and its possible
contribution as a modulator in the susceptibility to malaria. Our data suggest that
individuals with the FYA/FYB genotype have higher susceptibility to malaria. The
presence of the FYB-33allele may be a selective advantage in the population, reducing
the rate of infection by P. vivax in this region. However, the populational and
longitudinal studies must be amplified accompanying groups of individuals with the
FYB-33 allele and the FYA/FYB genotype, including clinical parameters, as well as the

evaluation of their expressions which may contribute to better elucidate the
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physiopathologic differences in this parasite/host relationship in regions endemic for P.

vivax malaria, in particular the Brazilian Amazon.
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Table 1: Genotyping results of the Duffy Blood Group System in 642 individuals (donors and
patients infected with Plasmodium vivax) from Brazilian Amazon region.

Genotype nt 125 nt 265 GATA (n) Predicted
result FYA/FYB FYB" or FY*  FYB®or FY0 Phenotype
Donors / Patients or FYB-33 Donors / Patients
FYA/FYA GIG 43/51 cic TIT
FYA/FYX G/IA 03/05 cIT TIT Fy(a+b-) n=108/90
FYA/FYB-33 GIA 62/34 ciC TIC
FYA/FYB G/A 90/109 cIc TIT Fy(a+b+) n=90/109
FYB/FYB AJA 54/63 c/IC TIT
FYB/FY* A/A 06/04 cIT T Fy(a-b+) n = 114 /109
FYB/FYB-33 AJA 5442 ciC TIC
FYX/FY* AJ/A 00/02 T T Fy(a-b-)n=18/ 04
FYB-33/FYB-33 AJA 18/02 c/C cic
Total 330/312

Table 2: Comparison of genotyping results and allele frequencies of the Duffy Blood Group
System among blood donors and patients infected with P. vivax from Brazilian Amazon region.

Duffy blood group system Brazilian Amazon Region
Genotypes Predicted Donors Patients P. vivax P
Phenotype (n=330) (n=312)
FYA/FYA Fy(a'b) 43 51 0,2644
FYA/EY® Fy(a'h) 3 5 0,4942
FYA/FYB-33 Fy(@@'b) 62 34 0,0055*
FYA/FYB Fy(a'b") 90 109 0,0404*
FYB/FYB Fy(ab®) 54 63 0,2208
FYB/FY* Fy(ab®) 6 4 0,7530
FYY/FY* Fy(ab) - 2 0,2358
FYB/FYB-33 Fy(ab®) 54 42 0,3205
FYB-33/FYB-33 Fy(a'b) 18 2 0,0003*
Alelles Alelles Frequencies

FYA 0,365 0,400 0,2896
FYB 0,390 0,450 0,0351
FY* 0,014 0,021 0,5726
FYB-33 0,230 0,128 0,0000

* Fisher’s Exact Test.
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MOLECULAR SCREENING OF Plasmodium sp. ASYMPTOMATIC CARRIERS AMONG TRANSFUSION
CENTERS FROM BRAZILIAN AMAZON REGION

Frica FUGIKAHA(1), Patricia Aparecida FORNAZARI(1), Roberta de Sonza Rodrignes PENHALBEL(1), Alexandre LORENZETTI(1), Roberto Duarte MAROSO(2),
Juvancte Tivora AMORAS(3), Ana Suell SARAIVA(4), Rita Uchia da STLVA{S), Clindia Regina BONINI-DOMINGOS{6}, Luiz Carlos de MATTOS(7),
Andréa Regina Baptista ROSSTTU1), Cardos Eugindo CAVASINI(L) & Ricardo Luiz Dantas MACHADO{ 1T}

SUMMARY

The transmission of malaria in Brazil is heterogeneous throughout endemic areas and the presence of asymptomatic Plasmodim
sp. carriers {APCs) in the Brazilian Amazon has already been demonstrated. Malaria screening in blood banks is based on the
selection of donors in respect o possible nsks associated with travel or residence, clinical evidence and/or naccurate diagnostic
methods thereby increasing the probability of transfusion-transimitted infection. We evaluated the frequency of APCs in four blood
services in distinet areas of the Brazilian Amazon region. DNA was oblained from 400 human blood samples for testing using the
phenol-chloroform method followed by a nested-PCR protocol with species-specific primers. The positivity rate varied from 1 1o
3% of blood donors from the four areas with an average of 2.3%. All positive individuals had mixed infections for Plasmodium
vivax and Plasmodion falciparam. No significant differences in the results were detected among these areas; the majority of cases
originated from the transfusion centres of Porto Velho, Rondonia State and Macapd, Amapd State. Although it is still unclear
whether APC individuals may act as reservoirs of the parasite, efficient screening of APCs and malaria patients in Brazilian blood

services from endemic areas needs to be improved,

KEYWORDS: Plasmodinm asymptomatic carriers; Blood Bank; Brazilian Amazon region.

INTRODUCTION

Malaria is an endemic disease in the Brazilian Amazon from known
human malaria parasites. Pla fium falciparum, Plasmodium vivax
and Plasmodinm malariae, have been detected in Brazil. P vivax is
the most common; it caused more than 80K of all cases reported in
2005. The transmission of malaria is heterogeneous throughout the
endemic area’. The stability of malaria in these areas means that the
prevalence of infection is high enough to produce clinical immunity
within the population. On the other hand, propensity to evolve to
epidemic status and high rate of severe disease in adults is correlated
with unstable malaria. [ndeed, clinical immunity to malaria within a
population is a predictor; it is defined as the presence of an immune
response that produces control, but without any signs of complete
elimination of parasitemia or pathological consequences’. The
increased prevalence of asymptomatic individuals with malaria carrying
P. falciparum has been identified in areas of high transmission
throughout the world. In Brazil, studies carried out in indigenous’ and
rverside’ communities of Rondbnia State have demonstrated the
existence of long-term asymplomatic Plasmodinm sp, carniers (APCs),
the majority of whom have low parasitaemia’® . According to authors,
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native populations can act as a reservoir for the spread of malara to
migrants. In another study, conducted in a Mato Grosso State
population, 32% of tested individuals were proved to be asymptomatic
with B malariae (single or mixed infections) within seventy-two hours
after blood collection”. In the Amazonas State, 0.3% of blood donors
evaluated in blood services presented with specific PCR-positivity for
Plasmodium vivax".

Although malaria transmission occurs principally throungh mosquito
hites, there have been reports of transfusion-transmitted malaria since
the beginning of the 20™ century. A review of international data
published up to the end of the 1970s revealed an average of 145 cases
per year, Although not common, transfusion-transmitted malaria may
have very severe clinical implications if not detected and treated early',
Transmission of malaria has been reported to occur mainly with blood
products from single donors, such as red cells, platelets and white cell
concentrates™. Thus, the blood bank becomes a sufficiently important
target to control this event, specifically in malaria endemic areas. On
the other hand, the high rate of malara without symptoms ¢an be a
greal problem in the elaboration of malaria control strategies in the
Brazilian Amazon region, which are essentially based on the treatment
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of symptomatic patients’, The aim of this study is to evaluate the DISCUSSION

frequency of APCs in samples collected from four main Brazilian
Amazon regional blood services.

MATERIAL AND METHODS

Blood donors, both men and women, from four blood banks of the
Brazilian Amazon region (n = 400), who were enrolled in our study,
complied with the following criteria: over 18 years old, no previous
malaria attack and no signs of malaria reported during the initial
interview, Donors were screened using specific blood bank routinely
performed protocols, which included the thick blood film technigue in
Porto Velho (PVL), Rondtnia State and OPTIMAL® testing in Macapd
(MCP), Amapd State. However, in Belém (BEL), Pard State and Rio
Branco (RBR), Acre State, no Plasmodium screening test was
performed; the donors were screened only by deferral guideline. Blood
bank standard laboratory results were negative for each of the pathogens
tested. Therefore, all study subjects herein considered provided accepted
blood products.

DNA was extracted from the total blood using the phenol-
chloroform method® and a nested-PCR protocol was followed using
species-specific primers'” . Epi Info version 6.04b (CDC, Atlanta, USA)
was used for data storage and statistical analyses. To obtain
independence among the proportions, the chi-square test with Yate's
correction were applied with a p-value < 0.05 being considered
statistically significant. The protocol for this study was reviewed and
approved by the Ethics Committee for research of the Medical School
in Sa0 José do Rio Preto.

RESULTS

As summarized in Table 1, in spite of the negative resulls obtained
by non-genotypic procedures the positivity rate varied from 1 to 3% of
blood donors by using the molecular methodology. Overall, of the blood
samples analyzed (100 from each region), nine positive cases (2.3%)
were identified, including three samples (3%) from each of the blood
banks in PVL and MCP, two from the service in BEL (2%) and one
from the blood bank in RBR (1%). Even though no significant
differences (Chi-square p > 0.05) were detected among these areas,
the majority of the positive cases orginated from the blood banks in
PVL and MCP. All the positive samples presented with mixed P.
Jalciparum and P. vivax infections.

Table 1
Frequencies of Pl drum sp. I 1c carners and species as
deternmined by malana non-genolypic and genotypic screening lesls among
four transfusion centers from the Brazilian Amazon region

Area Malaria non- NESTED-PCR
ZENOLYPIC 5¢ ing Freq Y Pl im sp.
Macapi/AP Negative* 3/100 (3%) PF + PV
Porto Velbo/RO  Negative® 3100 (3%) PF + PV
Belém/PA Negativer 2/100 (2%) PF+ PV
Rio Branco/AC Negative? 17100 (1%) PF + PV
a = OPTIMALY;, b = thick blood film; ¢ and d = deferral guidelines; PF
Pl i fei : PV = Pl dium vivax

5 e

2

Malaria was one of the first recorded transfusion-transmitted
infections and siill is one of the most common. Differentiation of natural
from transfusion-transmitted infections is very difficult in endemic
areas'. Furthermore, in these areas, many of the donors are already
infected with, or are at high risk of malaria infection. Qur results
emphasize the importance of testing for the presence of APCs in
transfusion services from the Brazilian Amazon region.

The rapid and accurate diagnosis of malaria is essential and efficient
chemotherapy is the main tool in the control of the disease™ .
Laboratorial diagnoses, in general, are made using the thick and thin
blood film techniques. However, induced morphologic alterations can
occur during the staining of slides, modifying the data of these species’.
Moreover, some parasitic development stages can lead to errors in
diagnosis, even with extremely experienced microscopists. Microscopic
diagnoses failed to detect low parasitemia in PCR-positive
asymptomatic individuals living in endemic regions of Brazil”, The
deficiency in the detection of mixed infections by the thin and thick
blood film methods make treatment difficult as it is species-specific.
Regarding the immunochromatographic test (nsed in MCP), we shonld
not forget the limitations mentioned by the manufacturer OpitiMal-
IT®, which include the test may not be one hundred percent accurate in
samples with parasitemia of less than 100 red blood cells/mm’.
Additionally, previous studies have shown that the
immunochromatographic test is unreliable to detect P malariae™". In
respect to the blood banks in BEL and RBR, the sereening of donors
only used deferral guidelines, in particular clinical evaluation, to carry
out malaria diagnosis. We know that the overall effectiveness of any
donation-screening program does, however, depend on evidence of
clinical signs of malaria, but this criterion has important implications
in APCs.

Polymerase chain reaction (PCR) is highly sensitive and specific
and has shown to be efficient in the diagnosis of human malaria
parasites, even identifying high prevalence of mixed infections',
Previous reports®” have demonstrated the superiority of the molecular
method to the thick blood film technique. However PCR could have its
limitations including its high cost and the necessity of adequate
equipment and trained technicians, We believe, on the basis of our
results, that detection of plasmodial DNA by the first step of nested-
PCR, as has already been described in the detection of the Plasmodium
genus™, would be enough to identify APCs with P. falciparum, P. vivax
and P. malarize, thus reducing the costs of analysis in Brazilian blood
banks. Furthermore, its cost-effectiveness was already approved in a
Canadian study by a decision analysis model®. Additionally, the
optimum strategy for minimizing the risk of transfusion-transmitted
malaria in Brazilian endemic areas is a combination of appropriate
donor selection together with donation screening using PCR and other
laboratory methods,

According to the Brazilian Blood Donation policies, the control of
transfusion-transmitted malaria infections comprises in the interviewing
of blood donor candidates using deferral guidelines. Individuals can
not donate for one year afler a malaria attack or if they have any possible
risk of malaria associated with travel or residency™. Although,
documented cases of post-transfusion malaria have been reported'?,
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it remains unclear whether ACPs may act as reservoirs of this
protozoan'™’. Nevertheless, an experimental study with asymptomatic
carriers blood found an infection rate in Anopheles darlingi (the main
Brazilian vector) of 1.2%" and plasma circulating nucleic acid
concentrations have been shown to correlate with indices of prognostic
significance in patients with acute pathologies®. The number of donors
who have a potential risk of malaria is increasing, and there is a
corresponding responsibility of collection teams to identify all such
individuals with these conditions and pressure on the recruitment staff
to replace lost donors™ . Thus, efficient sereening of APCs and/or
malaria patients in blood banks from Brazilian endemic areas needs to
be improved.

RESUMO

Triagem molecular de portadores assintométicos de Plasmoditm
sp. entre Bancos de S da regido A ica brasileira

A transmissdo da maldria no Brasil € heterogénea em todas as
dreas endémicas e a presenga de portadores assintomdticos de
Plasmodium sp. (PAPs) na Amazdnia brasileira ji foi demonstrada.
A triagem de pacientes maldricos em bancos de sangue € baseada na
selegdo dos doadores com relagho aos riscos possiveis associados
com residéncia, evidéncia clinica efon os métodos diagndsticos nio
acurados que aumentam a probabilidade da infeecdo transmitida por
transfusdo. Avaliamos a freqiiéncia de PAPs em quatro bancos de
sangue em dreas distintas da regido Amazdnica brasileira. O DNA
foi obtido a partir de 400 amostras de sangue humano usando o método
do fenol-cloroférmio, seguido por um protocolo de nested-PCR com
oligonucleotideos espécie-especificos. A taxa de positividade varioun
de 1 a 3% de doadores do sangue das quatro dreas, com uma média
de 2,3%. Todos os individuos positivos tinham infecgdes mistas entre
o Plasmedium vivax ¢ o Pla fi leiparuni. Nenl diferenga
significativa nos resultados foi dr.u;ulada enlre eslas dreas; a majoria
dos casos originou dos Hemocentros de Porto Velho, do Estado de
Ronddnia e de Macapd, Estado do Amapd. Embora ainda nio esteja
claro se os individuos PAPs possam agir como reservatérios do
parasito, a triagem eficiente de PAPs e de pacientes com maldria em
bancos de sangue no Brasil das dreas endémicas necessita ser
implementada.
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FREQUENCU\ FENOT{PICA DOS GRUPOS SANGUINEOS ABO, MNSS E DUFFY EM DOADORES DE SANGUE E PACIENTES MALARICOS
DE DUAS AREAS ENDEMICAS DA AMAZONIA BRASILEIRA: RESULTADOS PRELIMINARES

Cavasini, Carlos E.; Alves, Renata T.'; Mattos, Luiz C.'%; Couto, A.A.% Maroso, R.*; Bonini-Domingos, Cldudia R.*; Machado, Ricardo L
D.% 1- CIM — Centro de InvestigagZio de Microrganismos/FAMERP; 2-Laborat6rio de Imunogenética Molecular — Hemocentro de Sdo José
do Rio Preto; 3- Secretaria de Satide do Estado do Amap4; 4 - Hemocentro do Estado de Rondonia; 5 -Laboratério de Hemoglobina Genética
das Doengas HematolGgicas da UNESP. cecavasini@famerp.br

Introdugdo: Os grupos sangiiineos humanos sio os sistemas polimérficos amplamente investigados em diferentes populagdes e em
diversas regites do pafs, mas em certas dreas, suas freqiiéncias ainda nio foram suficientemente estabelecidas. Um dos notdveis casos, no
qual, as hemdcias sdo importantes alvos para infecgdio € a maldria. Na interagdo e posterior invasio dos merozoftos aos eritrdcitos hi o
envolvimento de diferentes receptores eritrocitdrios e proteinas ligantes para as diferentes espécies de Plasmodium. Objetivo: O objetivo
deste trabalho foi verificar as freqiiéncias fenotipica dos grupos sangiiineos ABO, MNSs e Duffy em regies endémicas para maldria entre
doadores de sangue e pacientes maldricos da Amazénia brasileira. Casufstica e Métodos: Foram coletadas, sem distingfio de etnia ou sexo,
amostras de sangue total em pacientes maldricos adultos (n = 25), atendidos em cada drea de estudo (Macap@/AP e Porto Velho/RO) e
amostras de individuos sem passado maldrico nos Hemocentros de cada Estado (n = 100). Estas foram fenotipadas por métodos de
hemaglutinagio em tubo (ABO) e gel centrifugagdo DiaMed (MNSs e Duffy). Resultados: A maioria da freqiiéncia fenotipica dentro dos
grupos sangiiineos ABO, MNSs e DUFFY nas duas populagdes, foi similar as de trabalhos anteriores. Nao foi detectado o fendtipo MN*5*s
entre os doadores e pacientes, diferentemente do observado em outras dreas da Amazdnia. 0 fendtipo Duffy negativo (FY:-1,-2) foi
encontrado na freqiiéncia esperada para a regidio norte. A freqiiéncia do fentipo FY: 1,2 detectada entre os individuos malricos foi de 60%
versus 31% entre os doadores, sendo, portanto, estatisticamente significante (P = 0,010)Conclusgo: Estes dados fornecem uma estimativa
das freqiiéncias dos grupos sangiiineos ABO, MNSs e Duffy em regides endémicas para maldria e poderdo ser utilizados em futuros estudos
de associagdes com doengas infecciosas e parasitdrias comuns nestas dreas. Novas andlises estdo em curso, ampliando 2 amostragem e as
dreas estudadas. Fonte financiadora: FAPESP e DiaMed Brasil.
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GRUPOS SANGUINEOS E SUA 55‘;0(3!»\(}\0 COM INFECCOES MALARICAS NA AMAZONIA BRASILEIRA.

Carlos E. Cavasini'; Luiz C. de Mattos®; Renata T. Alves!; Kdtia V. Tisol Alvaro A. Couto®; Vanja Sueli P. Calvosa®; Cldudia R. Bonini
Domingos?; Juvanete A. Tévora®; Ana Sueli Saraiva®; Rita Uchda’; Amdlia Silva®; Andréa R. B, Rossitl, Ricardo L. D. Machado!

I- Centro de Investigagdo de Mircrorganismos, Faculdade de Medicina de Sio José do Rio Preto/SP 2-Laboratdrio de Imunogenética, Faculdade
de Medicina de Sio José do Rio Preto/SP. Brasil, 3-Secretaria de Saide do Estado do Amapd/AP, 4- Laboratdrio de Hemoglobinopatias ¢
Doengas Genéticas, IBILCE/UNESP/ Sio José do Rio Preto/SP, 5- Hemoap/AP, 6- Hemopa/PA, 7- Hemoacre/AC, 8- Hemeron/RO. E-mail:
cecavasini @ famerp.br

Introdugiio e objetivo: A aparente fungio dos sistemas polimérficos de grupos sangiiineos ¢ expressar moléculas antigénicas as quais, além de
desencad I imunes adaptativas, podem atuar como receptores nas interagdes entre 0 homem ¢ os microrganismos, Um dos notdveis casos
no qual as hemdcias sdo importantes alvos para infecgdo € a maldria, onde hd o envolvimento de diferentes receptores eritrocitdrios ¢ proteinas ligantes
para as diferentes espécies de Plasmodium, no processo de interagio e posterior invasio dos merozoitos aos entrdcitos. O presente estudo descreve as
freqiiéncias dos fendtipos eritrocitdrios de ABO, MNSS e DuITy entre doadores de sangue ¢ pacientes maldricos de quatro dreas endémicas da Amazd-
nia brasileira. Material & Métodos: Apds fi lo foram coletadas amostras de sangue de 417 doadores ¢ 309 pacientes com
maldria, todos pertencentes a ambos os sexos ¢ com idade acima de 18 anos, oriundos de quatro dreas da regido amazdnica brasileira (Belénm/PA,
Macapd/AP, Porto Velho/ RO e Rio Branco/AC) Os doadores, além do relato de nunca haverem contraido maldria, foram triados clinicamente e por
exames negativos para a doenga, enquanto que os pacientes maldricos procuraram assisténcia médica com sintomatologia caracieristica e exame de
gota espessa positiva para o Plasmodiam. Os fendtipos ABO foram identificados pelo método de h lutinagio em tubo, que os MNSs e
Duffy por gel centrifugagio (DiaMed-1D). Para paragdes de proporges envolvendo ns poml:n,ﬁ‘.s e andlise de d\.p:m.lcncm foi aplicado o teste
exato de Fisher, com nivel de significincia de 5%. Resultados: Os Itad I ins il dos fendtipos ABO entre doad: e
pacientes maldricos. Em n.hqdn ao sistema MNSs, observou-se mai freqiiéncias do fendtipo S*s* entre os pacientes maldricos de Belém e Rio
Branco e do fendtipo §7s* em doadores de Belém, Porto Velho ¢ Rio Bnm.n (P<0,05). Quanto ao s|st¢||u| Duffy, na populagio de Macapd, a fre-
quéncia do fendtipo FY:-1,2 em doadores foi maior, eng que a do fendtipo FY: 1,2 mais fregi em pacientes maldricos (P < 0,05),
Jd nos doadores de Belém, foi observada uma maior freqiiéncia do fendtipo FY:-1,-2 (P<0,05). Conelusiio: Nenhuma associagho entre o grupo ABO
¢ infecgdes maliricas foi observada. Quanto ao sistema MNSs, as diferengas observadas no fendtipo §7s% sugerem que o mesmo pode conferir
resisténcia & maldria. Ji para o sistema Duffy, nossos resultados apontam para possivel protegio contra essa infecgiio entre portadores do fendtipo
FY:-1.2, enquanto que naqueles individuos cujos alelos estlio em heterozigose (FY:1,2) pode haver maior suscetibilidade as infecgdes por Plax-

i Esses los siio p i ¢ a avaliaglio molecular das regides polimdrficas que codificam os receplores eritrocitdrios, ora em anda-
mento, permitird a obtenglo de dados adicionais sobre a suscetibilidade diferencial i infecgio maldrica. Apoio lnanceiro: FAPESP (02/09546-1);
CNPq (302353/2003-8) DiaMed-1D SA; BAP-BIC/FAMERP
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@J Correlation of the Three Blood Groups
Phenotypes Frequencies and Malaria Patients
from Brazilian Amazon Region
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Poster Presentations

A large proportion of all malaria cases in South America occurs in the
Brazilian Amazon region, with approximately 500,000 cases reporied
annually. Of the 4 known human malaria p , only P falcip

P vivax, and P. malariae have been detected in Brazil. Invasion of red
blood cells (RBCs) occurs when the extracellular form of the parasite, the
merozoite, attaches to the surface of an uninfected RBC. Malaria para-
sites specifically invade certain species and types of RBCs. The demon-
strated specificity of malaria parasites for RBC of particular species and
ages appears to depend on a number of ligand-receptor interactions,
some of which have been recently defined. RBC receptors related on the
invasion process include the ABO system, MNSs and the Duffy blood-
group antigen. We have compared ABO, MNSs and Dufly frequencies as
determined by serological phenotype in 417 blood donors and 309 malar-
ia patients from four Brazilian Amazon areas. The controls were matched
to the patients with respect to age (+ Syears), gender and ethnicity. All of
the controls subjects were genetically independent. A blood sample was
collected from both groups (Four areas from Brazilian Amazon region),
alter informed consent, The ABO phenotypes were classified using
hemaglutination standard test in tube whereas MNSs and Duffy were phe-
notyped using a microtyping kit (DiaMed-1D Micro typing System). In order
to access the significance of the variables and to obtain the independence
among the proportions we used the Fisher's exact test. Our results sug-
gest no correlation between ABO phenotypes and malaria infection in all
areas studied. We observed significant correlation between S+s+ and
S+s- phenotypes and malaria infection in three areas. Some of the Dufty
phenotypes showed significant correlation between donors and malania
patients in different areas. These data represent an additional contribution
towards the blish ial host suscepibility to malaria.

ment of diff
Grant Support: FAPESP (02/09546-1)

Table 1: Frequencies of ABO, MNSs and Dufty phenotypes among blood donors and patients infected with Plasmdoum wivax and Plasmodium

falciparum in the Brazilian Amazon (samples collected in 2003 to 2005)

BELEM - PA MACAPA - AP PORTO VELHO-RO RIO BRANCO-AC
Donors Patients Donors Patients Donors Patients Donors Patients
(100) (100) (117) (108) (100) (117) (100) (84)

Blood Pv Pf Pv Pf Pv Pf Pv Pf

Group (85) (15) (64) (44) (83) (34) (56) (28)
ABO

A 19,0 25.0 20 27,0 17,0 10,0 19,0 22,0 2.0 33.0 15.0 40

B 14,0 11,0 40 1.0 9.0 6.0 14,0 7.0 3.0 12.0 40 3,0

AB 30 40 - 7.0 - - 3.0 50 2.0 1.0 40 -

o 64,0 450 9,0 72,0 38,0 28,0 64,0 49,0 20,0 54.0 33.0 210
MNSs

M*N's's® 18,0 22,0 7.0" 25,0 18,0 12,0 230 15,0 7.0 23.0 11,0 4,0

M*N'S's 1,0 2,0 - 50 10 1,0 20 6,0 10 20 - -

M'N'Sst 240 17,0 3.0 25,0 11,0 11,0 31,0° 13,0 7.0 31.0 10,0 7.0

M*NS*s® 12,0 16,0 2.0 24,0 16,0 6.0 9,0 16,0 6,0 9.0 15.0 9,0

M'N'S*s 7.0° 1.0 - 4.0 - 1,0 1,0 40 3,0 1.0 20 1.0

M*N'S's* 10,0 10 = 8,0 6.0 20 13,0 17,0 5,0 13.0 1,0 3.0

MN's'st 120 10,0 1,0 110 . 50 4.0 30 4,0 40 3.0 3.0 2,0

MN'S's - 10 - - - 2.0 = - - - - -

MN'Sst 16,0 5.0 2.0 15.0 5.0 9.0 18,0° 8.0 1.0 18.0° 40 20
DUFFY

Fy* Ry 32,0 25,0 5.0 37.0 18.0 13.0 26,0 25,0 10,0 26.0 13.0 40

Fy Ry 33,0 25,0 9.0 44,0 15,0 7.0 34,0 25,0 12,0 34.0 17.0 7.0

YR 270 350 1.0 28,0 30,0° 23,0 37,0 32,0 11,0 37.0 26,0 17.0

R 80 i, - 80 10 1,0 30 1.0 1.0 30 - u

Fisher Test = *p<0,05 in donors  **p<0,05 in patients

Pv = Plasmodium vivax

Pf = Plasmodium falciparum
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CARAQ‘I"ERIZAG?\O DOS POLIMORFISMOS DO GENE DO SISTEMA
SANGUINEO DUFFY DE PACIENTES COM MALARIA POR
Plasmodium vivax E DE DOADORES DE SANGUE DA AMAZONIA
BRASILEIRA.

CAVASINI C,E,'; GOLLINO, Y'; MORETTI L, J'; COUTO A, A, A2, F;
ROSSIT A, R, B'; MATTOS L, C'; MACHADOR, L, D'.

1Centro de Investigacao de Microrganismos, departamento de Doengas
Dermatoldgicas, Infecciosas e Parasitarias, Faculdade de Medicina de
Sao José do Rio Preto, SP; 2Faculdade SEAMA, Amapa, AP.

Objetivos: Determinar as freqiéncias alélicas e genotipicas do gene do
sistema sanguineo Duffy de individuos malaricos e ndao maldricos da
Amazénia brasileira. Materiais e Métodos: Foram triados 307 individuos
infectados por Plasmodium vivax e 200 doadores de sangue negativos
pelo diagnostico molecular para o Plasmédio. A genotipagem foi realizada
pelo método PCR/RFLP. Para andlise de independéncia entre as pro-
porgoes foi aplicado o teste exato de Fisher (« < 5%). Resultados: O
genotipo FY1FYZ2 foi o mais frequente nas duas populagdes estudadas. O
genodtipo FY1/FYZ2ES foi o menos detectado nos pacientes malaricos e o
genotipo FY1/FY1 nos doadores de sangue. O genodtipo Duffy negativo
(FYZ2ES /FY2ES) foi detectado em 5,0% dos doadores de sangue, enquan-
to que nenhum individuo infectado apresentou este gendtipo. As freqiién-
cias genotipicas e alélicas foram semelhantes nos grupos estudados,
exceto para a presenga do alelo FYES, que foi estatisticamente significante
menor no grupo de pacientes malaricos. Conclusdes: Nossos resultados
permitiram demonstrar menor freqiéncia de infec¢ao por P. vivax nos indi-
viduos portadores do alelo FY2ES. A fim de compreender o papel destes
polimorfismos do gene do sistema sanguineo Duffy nos pacientes, estudos
estao sendo conduzidos em nosso laboratério avaliando a regido promo-
tora do gene FY. Estes polimorfismos podem demonstrar uma significante
associagao com a suscetibilidade ou resisténcia a malaria. Contudo, ha
que se acompanhar longitudinalmente grupos de pessoas portadoras
deste alelo para melhor esclarecer essa relagdo parasito/hospedeiro na
populagao da regiao Amazdnica brasileira.

Fonte financiadora: FAPESP (02/09546-1); CNPq (302353/03); BAP -
FAMERP/FUNFARME
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Conclusoes

1. Os fendtipos do grupo sanguineo ABO ndo diferem pacientes e controles. A
frequéncia mais elevada dos fenétipos heterozigotos (S-s+) e (S+s-) em
doadores de sangue sugere protecdo contra infec¢do por P. falciparum, enquanto
individuos com fendtipo homozigoto (S+s+) podem ser mais suscetiveis a
infeccdo por essa espécie de Plasmodium. Em relacdo ao sistema Duffy a
susceptibilidade a infeccdo por P. vivax parece ser conferida pelo fendtipo

Fy(atb+).

2. Os genotipos FYA/FYB; FYA/FYB-33 e FYB-33/FYB-33 diferenciam pacientes e
doadores, sendo o primeiro mais freqliente em individuos com infecgéo por P.

vivax e os dois Ultimos naqueles sem malaria (doadores).

3. Individuos FYA/FYB apresentam susceptibilidade aumentada & malaria e o alelo
FYB-33 confere resisténcia demonstrada por sua maior fregiiéncia em doadores,

sugerindo vantagem seletiva contra infeccéo por P. vivax nessa regiéo.
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Parecer n.° 214/2002

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n°. 5386/2002 sob a responsabilidade de Andrea Regina
Baptista Rossit e Ricardo Luiz Dantas Machado com o titulo “Epidemiologia e
diagndstico molecular de Doengas Infecciosas e Parasitdrias humanas” e os
sub-projetos 1)Distribuicdo dos agentes causadores da maldria e sua
correlacdo com os polimorfismos eritrocitdrios, hemoglobinopatias e
deficiéncia da G-6PD na Amazénia brasileira - 2) Avaliagdo da Prevaléncia e do
Perfil de sensibilidade antiftingica em espécies do género Candida spp., em um
hospital escola de nivel tercidrio estdo de acordo com a Resolugdo CNS
196/96 e foram aprovados por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolucdio 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) deverd receber
relatdrios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem como a qualquer
tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia, além do envio dos
relatos de eventos adversos, para conhecimento deste Comité. Salientamos

ainda, a necessidade de relatério completo ao final do Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 09 de dezembro de 2002.

PROF®. DR®. PA A MALUF CURY
COORDENADORA DO CEP/FAMERP

Av: Brigadeiro Faria Lima, 5416 - Cep 15.090-000 Fone: (017) 227- 5733
Fax: 227-1277- Sao José do Rio Preto - SaoPaulo-Brasil
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APENDICE II

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
Polimorfismos eritrocitarios e a suscetibilidade a Malaria na Amazonia brasileira.

TERMO DE PARTICIPAQAO E CONSENTIMENTO
A malaria é uma doenca encontrada principalmente na Regido Amazonica, e 0s
principais sintomas sdo febre intermitente, calafrio e cefaléia. Este projeto visa avaliar
as diferencas geneticas de varias populagdes do plasmddio da Regido Amazonica
brasileira, tentando oferecer informagdes sobre as diversidades encontradas deste
parasita, bem como obter subsidios relevantes para o desenvolvimento de estratégias de
controle. Sua participacdo sera de extrema importancia no estudo da diversidade deste

parasita e lhe sera garantido sigilo sobre todas as informac6es coletadas.

Para sua seguranca o material utilizado na coleta de sangue sera individual e ndo
contaminado, isto é, um material (seringa, agulha, lamina, algoddo com alcool) para
cada pessoa, e que depois sera colocado em saco de lixo e descartado em local seguro.

De acordo com as recomendacOes que resultaram da Conferéncia Internacional
de Helsinque (1964) e Toquio (1975), o presente termo de participacdo e consentimento
apenas confirma sua aprovacao, autorizacdo e colaboracdo ao estudo proposto, em
obediéncia a portaria 196/96 do Ministério da Saude do Brasil.

Declaro para os devidos fins, que tomei conhecimento do conteddo do projeto
“Maléria na Amazodnia brasileira.”, e que concordo em participar do mesmo, cedendo
sangue venoso, bem como que o material cedido destina-se apenas a andlise cientifica e
ndo pode ser comercializado.

Pesquisador Responsavel Pais ou Responsavel
Prof. Carlos Eugénio Cavasini

FAMERP - Centro de Investigacdo de Microrganismos

FONE: (Oxx17) 2275733 R. 1143/1187

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416

Vila S&o Pedro — CEP 15090-000
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APENDICE Il

Distribuicdo dos agentes causadores da maldria e sua correlagdo com 0s grupos
sanglineos, polimorfismos eritrociticos e hemoglobinopatias na Amazénia brasileira.

Ficha Epidemiologica

NP Ty 1o 1 - Data: .........
NOME: L e RACAD
Sexo: ( )F ( )M lIdade: ................. Local de Nascimento: ......................

0 T0 (<] =TT PP

Deslocou NOS UHIMOS 30 QiaS7. ... v e e e e e e e e e e e e,

Endereco nos ultimos 10 anos:

L Periodo:..........
2 e e e Periodo: .........
R Periodo: ............

Usa alguma protecdo individual?
( )S ( )N Sesim,qual? ...
Doengas tropicais:

( ) malaria ( )Leishmaniose ( )Doenca de Chagas () Toxoplasmose
Quantas vezes? ................ Ultimamalaria...................... I o [0 L
J& fez transfusdo de sangue? ( )S ()N Quantas?.........cccevvviiiieiieeniinnnnenn.

Estd tomando MediCameNtO?. .. ... vttt e et e e e e e e e e

HiStOria CliNICa atUal:. ..ot e e e e e e e e e e e,

Se mulher, esta gravida? ( )S ( )N
Quantas gravidez anteriores ? ......Filho prematuro? (  )S( )N Quando? .........
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ANEXO |

Fenotipagem dos sistemas de grupos sangtiineos ABO, MNS e Duffy.

Os fendtipos eritrocitarios do sistema ABO foram identificados por métodos de
hemaglutinacdo padronizados em tubos, com a utilizacdo de anti-soros Anti-A, Anti-B e
Anti-AB (DiaMed®). Para a identificagdo dos fenétipos MNSs e Duffy foram utilizados

cartdes de Gel Centrifugacdo DiaMed®, de acordo com as especificagdes do fabricante.

Protocolo

I . Lavagem de hemécias

A - Pipetar 500uL de hemécias (centrifugar o tubo de hemograma) em um tubo de
ensaio pequeno.

B - Acrescentar 1 mL de salina 0,9% no tubo

C - Homogeneizar e centrifugar por 1 minuto a 1500 rpm.

D - Desprezar o sobrenadante em recipiente apropriado (contendo solucdo de
hipoclorito de sodio).

E - Repetir as passagens A, B, C e D por mais duas vezes.

F - Usar a concentrado de hemacias para as diluicdes abaixo descritas.
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Il . Fenotipagem dos grupos sangiiineos ABO - Direta

A - Preparacédo da suspensdo de hemécias a 5%:
A. 1 - Em um tubo de ensaio adicionar 475 uL de solugéo salina 0,9% + 25 uL
do concentrado de hemacias e homogeneizar suavemente.
B - Marcar 3 tubos com anti-A (1), anti-B (2) e anti A,B (3) para cada paciente.
C - Adicionar uma gota do anti-soro anti-A no tubo 1, uma gota do anti-soro anti-B no
tubo 2 e uma gota do anti-soro anti A,B no tubo 3
D - Adicionar 50 uL da suspenséo de hemécias a 5% em cada tubo
E - Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos
F - Anotar os resultados conforme: (+) para aglutinagdo positiva e (-) para aglutinacao
negativa

G - Interpretar os resultados

11 . Fenotipagem dos grupos sanguineos ABO - Reversa

A - Hemacias A e B padronizadas
A. 1- Lavar heméacias A(-) e B(-) previamente conhecidas (vide procedimento
IA) A.2-Em um tubo de ensaio colocar 9,5 mL de Solu¢do Fisioldgica + 0,5
mL (500 uL) do concentrado de hemécias A (tubo Al), e repetir o procedimento
paraa B (tubo Bl1).

B - Marcar dois tubos com RA (1) e RB (2) para cada paciente doador

C - Adicionar 100 uL (duas gotas) do plasma ou soro (do paciente) em cada tubo
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D - Adicionar 50 uL da suspensdo de hemécias padronizadas Al no tubo A e B1 no
tubo B

E - Centrifugar a 1500 rpm durante 1 minuto

F - Anotar os resultados conforme: (+) para aglutinacdo positiva e (-) para aglutinacao
negativa

G - Interpretar os resultados

IV . Fenotipagem dos Grupos Sanguineos MNS e Duffy

A - Suspensdo de hemacias:
A. 1 — Em um tubo de ensaio colocar 1,0 mL de Diluente 2 (kit) + 12uL de
concentrado (procedimento IA) de hemacias e homogeneizar.

B - Pipetar 50 uL de suspensdo de hemécia (pipeta automatica) em cada microtubo do

cartdo

C - Adicionar 50uL (1 gota) dos respectivos anti-soros

D - Esperar por 10 minutos

E - Centrifugar por 10 min. a 1000-1020 rpm em centrifuga prépria para cartao.

F - Fazer a leitura
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