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Resumo 

Introdução: Os antígenos do sistema histo-sanguíneo Duffy, glicoproteínas 

transmembrânicas moderadamente imunogênicas, codificadas pelos alelos FYA e FYB, 

foram identificados receptores para quimiocinas e, por isso, denominadas DARC (Duffy 

Antigen/ Receptor for Chemokine). Já foi comprovada a ligação deste receptor com 16 

quimiocinas inflamatórias. O antígeno Duffy pode estar envolvido na “varredura” do 

excesso destes mediadores inflamatórios dos locais de inflamação, e, possivelmente, 

atenuando os danos causados por esta produção exacerbada. As quimiocinas 

inflamatórias desempenham importante papel na regulação da resposta imune, no 

entanto quando produzidas em excesso podem contribuir para lesões teciduais 

observadas na Cardiopatia Chagásica Crônica (CCC), que é forma mais prevalente da 

doença de Chagas. Esta doença é o resultado de um processo inflamatório, uma vez que 

uma das características patológicas é a presença de um grande número de células 

inflamatórias no miocárdio, sendo caracterizada pela presença de miocardite difusa com 

um processo de intensa remodelação miocárdica, fibrose, hipertrofia e lesão das fibras 

musculares cardíacas. Experimentos realizados com algumas quimiocinas e a CCC 

mostraram que níveis plasmáticos elevados destes mediadores inflamatórios foram 

associados com a gravidade da doença nestes pacientes. E ainda, a produção local de 

quimiocinas pode desempenhar uma função de grande importância nos danos cardíacos 

observados na CCC. Objetivos: Determinar se há diferenças no perfil genotípico de 

DARC entre indivíduos sororreagentes para T. cruzi, com e sem CCC e, nos últimos, 

verificar se há associação dos genótipos destes pacientes com os graus de severidade da 

doença, além de investigar se existe associação entre o sexo e idade dos indivíduos e a 

CCC. Casuística e Métodos: Foram incluídos no estudo 95 indivíduos, sendo 74 
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pacientes, os quais apresentavam a forma clínica de Cardiopatia Chagásica Crônica, e, 

21 indivíduos sem manifestações cardíacas detectáveis. A análise molecular foi 

realizada pela Reação em Cadeia da Polimerase – Polimorfismos de Comprimentos de 

Fragmento de Restrição (PCR-RFLP). Os dados foram avaliados por Regressão 

Logística Múltipla e os testes Qui-quadrado ou exato de Fisher. Resultados: Nossos 

resultados não apresentaram associação significativa entre o perfil genotípico de DARC 

e a CCC, nem com os genótipos dos pacientes e os graus desta miocardite. Os graus de 

severidade moderado e grave apresentaram-se mais freqüentes em pacientes na faixa 

etária menor ou igual a 60 anos (p= 0,0098). O sexo masculino foi fator preditor para a 

CCC (OR= 3,87; IC 95%: 1,30-11,56; p=0,015). Conclusão: Não houve associação 

entre as diferenças no perfil genotípico de DARC e a CCC, nem com os genótipos dos 

pacientes e os graus de severidade desta miocardite. Os pacientes na faixa etária menor 

ou igual a 60 anos apresentaram risco aumentado de desenvolver as formas mais graves 

da cardiopatia e o sexo masculino também foi associado com o risco aumentado para a 

CCC.  

Palavras- chaves: Doença de Chagas, Cardiopatia Chagásica Crônica, DARC, 

Quimiocinas. 
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Abstract 

Introduction: The Duffy histo-blood group antigens, with moderate immunogenic 

transmembrane glycoprotein, encoded by the alleles FYA and FYB, were identified as 

receptors for chemokines and, therefore, called DARC (Duffy Antigen / Receptor for 

Chemokine). The link of this receptor with 16 inflammatory chemokines has already 

been proved. The Duffy antigen may be involved when "sweeping" the excess of these 

inflammatory mediators from sites of inflammation and, possibly reducing the damage 

caused by this exacerbated production. The inflammatory chemokines play an important 

role in regulating the immune response, however, when produced in excess, they may 

contribute to tissue lesions observed in Chronic chagasic cardiomyopathy (CCC), which 

is most prevalent form of Chagas disease. This pathology is the result of an 

inflammatory process, since one of the pathological characteristics is the presence of a 

large number of inflammatory cells in the myocardium, which are characterized by the 

presence of diffuse myocarditis with an intense myocardial remodeling, fibrosis, 

hypertrophy and lesion of the cardiac muscle fibers. Experiments conducted with some 

chemokines and CCC showed that elevated plasma levels of these inflammatory 

mediators were associated with the severity of disease in these patients. The local 

production of chemokines may also be extremely important in cardiac damage observed 

in CCC. Objectives: To determine if there are differences in the genotypic profile of 

DARC among T.cruzi-seropositive individuals, with and without CCC and, to verify if 

there is an association of these patients genotypes with the degrees of the disease 

severity, as well as to investigate the association between gender and age of individuals 

and CCC. Methods: The study included 95 individuals, among them 74 were patients, 

who presented the clinical form of Chronic chagasic cardiomyopathy, and 21 
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individuals without detectable cardiac manifestations. The molecular analysis was 

performed by Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism 

(PCR-RFLP). Data were evaluated by multiple logistic regression and Chi-square or 

Fisher's exact test. Results: Our results did not show either any significant association 

between the genotypic profile of DARC and the CCC, or with the patients’ genotypes 

and the degrees of myocarditis. The degrees of severe and moderate severity were more 

frequent in patients aged less than or equal to 60 years of age, p = 0.0098. . The male 

gender was a predictor factor for the CCC (OR = 3.87, 95% CI: 1.30-11.56; p=0.015). 

Conclusion: There was neither an association between the differences in the genotypic 

profile of DARC and the CCC, nor with the patients’ genotypes and the degree of 

severity of myocarditis. Patients aged less than or equal to 60 years of age presented an 

increased risk of developing the most severe forms of the cardiopathy and, male gender 

was also associated with increased risk for CCC.  

Keywords: Chagas disease, Chronic chagasic cardiomyopathy, DARC, Chemokines. 
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1. Introdução 

O gene Duffy (FY), localizado no cromossomo humano número 1,(1) apresenta 

dois éxons.(2) As formas alélicas deste gene, FYA e FYB, são codominantemente 

expressas e diferem entre si pela substituição de uma base G por outra A no nucleotídeo 

125, que corresponde à substituição do aminoácido glicina por asparagina na posição 42 

da glicoproteína Duffy (gp-Fy), resultando em um polimorfismo comum na população 

caucasiana.(3) Na região promotora do gene FY, no nucleotídeo -33, pode ocorrer uma 

mutação pontual em que a T é substituída pela C (-33T>C), a qual resulta em uma 

variante do alelo FYB (FYB-33).(2,4)  

Os antígenos do sistema histo-sanguíneo Duffy são glicoproteínas 

transmembrânicas moderadamente imunogênicas, codificadas pelos alelos FYA e 

FYB.(5) Com o uso dos anticorpos específicos para estes antígenos é possível determinar 

quatro fenótipos eritrocitários: Fy(a+b-), Fy(a-b+), Fy(a+b+) e Fy(a-b-), sendo este 

último, resultado da mutação descrita anteriormente na região promotora do gene 

FY.(2,4,6,7) Os antígenos Fya e Fyb são expressos nos eritrócitos, em células de Purkinje 

do cerebelo, nas células epiteliais dos rins e dos pulmões, e ainda, na superfície de 

células endoteliais de vênulas e microvasos.(5,8,9-13) Os indivíduos com fenótipo Fy (a-b-

) não apresentam o antígeno Duffy em suas hemáceas, as quais não possuem alterações 

estruturais e funcionais, sendo aparentemente normais.(14) No entanto, a expressão 

antigênica é mantida nos endotélios determinando importante papel na fisiopatologia da 

inflamação.(8,11)  

Uma característica deste sistema histo-sanguíneo é a distribuição diferencial dos 

determinantes antigênicos entre grupos étnicos. FYA é prevalente em europeus, 

chineses, japoneses e malasianos, porém raro em africanos. Já o FYB é abundante nas 



                                                                                                                                             Introdução     3 
 

populações caucasianas do que em asiáticos e negros africanos.(15,16) Indivíduos 

homozigotos para o alelo FYB-33 são comuns em etnia negra.(17) No Brasil, um estudo 

de genotipagem, realizado na cidade de Campinas, no Estado de São Paulo, com 

doadores de sangue verificou as seguintes frequências genotípicas: FYA/FYA (11,3%); 

FYBFYB (29,9%); FYAFYB (39,9%) e FYB-33/FYB-33 (19,7%).(18)  

Experimentos realizados com indivíduos Duffy positivos resultaram na 

internalização da Interleucina-8 (CXCL8/IL-8) na superfície dos eritrócitos, por isso, os 

antígenos do sistema histo-sanguíneo Duffy foram identificados como receptores para 

quimiocinas e denominados DARC (Duffy Antigen/ Receptor for Chemokine).(5,19-22) O 

DARC foi caracterizado como um receptor multiespecífico para ambas as famílias de 

quimiocinas, CC (β-quimiocinas) e CXC (α-quimiocinas) com alta afinidade(21,22) e se 

liga apenas às quimiocinas inflamatórias.(23,24) A afinidade de DARC foi comprovada 

com 16 quimiocinas, representados por: CXCL1 (GROα), CXCL2 (GROβ), CXCL3 

(GROγ), CXCL4 (PF4), CXCL5 (ENA-78), CXCL6 (GCP-2), CXCL7 (NAP-2), 

CXCL8 (IL-8) e CXCL11 (I-TAC), pertencentes à família CXC e CCL2 (MCP-1), 

CCL5 (RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL11 (Eotaxin), CCL13 (MCP-4), CCL14 (HCC-

1) e CCL17 (TARC), membros da família CC.(23-25)  

DARC pode estar envolvido no transporte de quimiocinas de tecidos inflamados 

para a superfície luminal do endotélio, o qual favorece a migração dos leucócitos 

envolvidos na inflamação.(26-28) Além disso, o antígeno Duffy pode contribuir na 

“varredura” do excesso de quimiocinas dos locais de inflamação, desempenhando um 

importante papel na regulação dos níveis destes mediadores inflamatórios na 

circulação.(19,24) As quimiocinas inflamatórias desempenham importante papel na 



                                                                                                                                             Introdução     4 
 

regulação da resposta imune, no entanto quando produzidas em excesso podem 

contribuir para lesões teciduais observadas em diversas doenças.(29,30)  

1.1 Doença de Chagas 

A doença de Chagas foi descoberta e descrita em 1909 pelo grande cientista 

Carlos Chagas, que descreveu detalhadamente tanto o ciclo de transmissão quanto as 

manifestações clínicas agudas da doença. Esta parasitose tem como agente etiológico o 

protozoário flagelado Trypanosoma cruzi, o qual pertence ao filo Protozoa, ordem 

Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e gênero Trypanosoma.(31,32) A doença de 

Chagas é endêmica nas Américas, principalmente na América Latina, no entanto, 

devido a imigrações, ocorreu aumento dos casos da doença em países como os Estados 

Unidos e Canadá, em algumas partes da Europa e no Oeste do Pacífico.(33) Há estimativa 

de que entre 15 e 17 milhões de pessoas na América Latina estejam infectadas pelo T. 

cruzi.(33,34)  

O T. cruzi pode ser transmitido ao homem e a outros vertebrados por diversos 

mecanismos, sendo o vetorial o meio de transmissão de maior importância 

epidemiológica. Os insetos vetores são os triatomíneos e o Triatoma infestans, Rhodnius 

prolixius e Triatoma dimidiata são as três espécies vetoras mais relevantes na 

transmissão de T. cruzi para o homem. Além desses, há outros mecanismos de 

transmissão como transfusões sanguíneas e transmissão congênita, os quais foram 

relatados principalmente em zonas urbanas e países não endêmicos. Ainda há meios de 

transmissão denominados secundários tais como acidentes de laboratório, transplantes 

de órgãos e ingestão de caldo de cana e açaí contaminados com T. cruzi.(33)  
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O ciclo biológico do T. cruzi é complexo e do tipo heteroxênico, pois o parasito 

passa por uma fase de multiplicação intracelular no hospedeiro vertebrado e extracelular 

no inseto vetor. Durante o hematofagismo, o hospedeiro invertebrado é infectado pela 

ingestão de formas tripomastigotas presentes na corrente sanguínea do hospedeiro 

vertebrado e, posteriormente, no estômago do inseto, estas se transformam em formas 

epimastigotas. No intestino médio, os epimastigotas se multiplicam por divisão binária 

simples, depois, na porção terminal do tubo digestivo, eles se diferenciam em 

tripomastigotas metacíclicos, sendo as formas infectantes para os vertebrados. Durante 

ou logo após o repasto sanguíneo, esta é eliminada junto com as fezes e urina do inseto 

vetor na pele do hospedeiro vertebrado, podendo penetrar pelo local da picada, mucosas 

ou superfície e, posteriormente, interagir e invadir células nucleadas do sistema 

fagocítico mononuclear. No interior das células, ocorre a diferenciação dos 

tripomastigotas metacíclicos em amastigotas por divisão binária simples. A seguir, os 

amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas sanguíneos, ocorre o rompimento das 

células e os parasitos são liberados para o meio extracelular, podendo invadir novas 

células para cumprirem novo ciclo celular ou permanecerem na corrente sanguínea, 

onde podem ser ingeridos pelo vetor caso o indivíduo seja picado novamente, 

continuando o ciclo do T. cruzi.(35) (Figura 1). 
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Figura 1. Ciclo de vida do protozoário Trypanosoma cruzi – (1) Durante o 

hematofagismo, o inseto infectado elimina os tripomastigotas metacíclicos nas fezes e 

urina. (2) Os tripomastigotas invadem células, como os macrófagos, onde se 

transformam em amastigotas. (3) Dentro das células os amastigotas multiplicam-se por 

divisão binária simples. (4) Os amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas 

sanguíneos, ocorre lise celular e os parasitos são liberados na corrente sanguínea, 

podendo invadir novas células para cumprirem novo ciclo celular. (5) Os 

tripomastigotas sanguíneos podem ser ingeridos por novo inseto, continuando o ciclo do 

parasito. (6) No estômago do inseto os tripomastigotas sanguíneos se transformam em 

epimastigotas. (7) Os epimastigotas se multiplicam por divisão binária simples. (8) Os 

epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metacíclicos.(36) 
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Há duas fases sucessivas na doença de Chagas: uma fase aguda e uma fase 

crônica. Os sintomas iniciais da fase aguda da doença são representados por 

manifestações locais, tais como o sinal de romaña, se o T. cruzi penetra na conjuntiva 

ou chagoma de inoculação, quando o T. cruzi penetra pela pele. As manifestações 

usuais desta fase incluem febre, edema localizado e generalizado, poliadenia, 

hepatomegalia, esplenomegalia, além de insuficiência cardíaca e pertubações 

neurológicas (consequência da meningoencefalite que ocorre apenas em crianças e 

pacientes imunocomprometidos).(35) Após a fase aguda, a maioria dos indivíduos passa 

por um longo período assintomático, que é denominado de forma indeterminada da 

infecção e, entre 30 e 40% destes indivíduos, após permanecerem assintomáticos por 

vários anos, podem desenvolver uma das seguintes formas da doença: cardíaca, 

digestiva ou mista.(33) O comprometimento cardíaco é o mais importante aspecto clínico 

desta parasitose, pela freqüência e gravidade, uma vez que a miocardiopatia 

inflamatória também conhecida como Cardiopatia Chagásica Crônica (CCC) é a forma 

mais prevalente, que acomete entre 25% e 30% dos indivíduos infectados pelo T. 

cruzi.(37,38)   

A CCC é o resultado de um processo inflamatório, uma vez que uma das 

características patológicas é a presença de um grande número de células inflamatórias 

no miocárdio, que pode ser devido ao tropismo cardíaco do parasita. Ocorre o 

recrutamento de leucócitos e migração de células do sistema imune, que depende da 

produção local de citocinas e quimiocinas, bem como da expressão de seus receptores e 

moléculas de adesão.(30) Esta doença é caracterizada pela presença de miocardite difusa 

com um processo de intensa remodelação miocárdica, fibrose, hipertrofia e lesão das 

fibras musculares cardíacas.(39,40) E ainda, ocorre um progressivo afinamento do 
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músculo cardíaco, o qual leva à dilatação das cavidades do coração, culminando com a 

incapacidade de bombeamento adequado do sangue para o organismo, sendo este 

quadro denominado insuficiência cardíaca congestiva (ICC). É importante ressaltar que 

a CCC é uma indicação comum para o implante de marca-passos cardíacos.(37,41) 

 As manifestações clínicas variam de acordo com o grau de lesão do miocárdio e 

incluem insuficiência cardíaca, arritmias, bloqueios cardíacos, morte súbita, 

tromboembolismo e derrame.(37) Há três mecanismos patogênicos envolvidos no 

desenvolvimento desta miocardiopatia: comprometimento do sistema nervoso autônomo 

(regulador das contrações cardíacas), alterações da microcirculação e danos teciduais 

resultantes da resposta imune.(42) Além disso, dados clínicos sugerem que o infiltrado 

inflamatório desempenha papel relevante no desenvolvimento e progressão da doença 

de Chagas, pois o infiltrado mononuclear está associado à maior destruição de 

cardiomiócitos e fibrose local na CCC.(40,43)   

A patogênese da CCC ainda não está totalmente estabelecida, por isso diferentes 

mecanismos têm sido propostos para melhor compreendê-la, como a persistência do 

parasita e auto-imunidade. Durante a doença de Chagas, o parasito pode desempenhar 

um papel na patogênese cardíaca por induzir diretamente os danos no miocárdio e 

ainda, a variabilidade genética entre as populações do T. cruzi diferem no 

desenvolvimento da doença. Em fases avançadas, mesmo na ausência de parasitos, foi 

observada uma forte resposta inflamatória, o que explica a hipótese auto-imune da 

CCC.(30) Experimentos realizados com o objetivo de explicar a agressão ao tecido 

cardíaco na ausência do parasito indicaram que, o desencadeador do infiltrado 

inflamatório era o reconhecimento cruzado da miosina cardíaca, a proteína mais 
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abundante do coração, a qual apresenta semelhanças antigênicas com a proteína 

recombinante B 13 do T. cruzi.(38)   

A mobilização das células do sistema imunológico é crucial na redução da carga 

parasitária. As células Natural Killer (NK) podem ser consideradas importante fonte de 

IFN-γ e TNF-α, duas citocinas relevantes na ativação de outras células, como os 

macrófagos, capacitando-as a destruir microorganismos intra e extracelulares. A 

infecção dos macrófagos pelo T. cruzi pode induzir a secreção de Interleucina-12 (IL-

12) por estas células, o que leva ao aumento da produção de IFN-γ e TNF-α, resultando 

no controle da parasitemia e mortalidade.(44) A produção destas citocinas ativa a enzima 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS) que catalisa a síntese de Óxido Nítrico (NO) 

pelos macrófagos, o qual inibe a replicação do parasita. Na resposta imune do tipo TH1, 

os linfócitos T CD4+ e T CD8+ também produzem IFN-γ ,  TNF-α e IL-12, sendo que 

esta resposta apresenta  um papel protetor, pois também há síntese de Óxido Nítrico 

(NO), a qual exerce uma potente ação tripanocida.(30,33)  

As citocinas desempenham papéis fundamentais no controle da replicação do 

parasita e na regulação da resposta imune.(30) Durante a fase aguda da doença de 

Chagas, ocorre produção elevada de citocinas inflamatórias tais como IL-12, TNF-α e 

IFN-γ, e das seguintes quimiocinas, CCL2, CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β), CCL5 e 

CXCL10 (IP-10).(42,45) Na fase crônica da doença, ocorre aumento na produção de 

mediadores inflamatórios, provavelmente em resposta a persistência do parasita, 

resultando em níveis plasmáticos elevados de TNF-α e IFN-γ, o que também foi 

verificado em pacientes com a forma indeterminada da infecção. E ainda, foram 

observados níveis elevados na circulação de TNF-α e CCL2 de pacientes com CCC, 

quando comparados com os indivíduos da forma indeterminada.(42) Neste contexto é 
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importante destacar as quimiocinas CCL2 e CCL5, as quais possuem como receptor o 

DARC.(23-25)  

Experimentos recentes com quimiocinas apontaram a expressão elevada de 

CCL5 em cães com a forma cardíaca da doença de Chagas, quando comparados com 

aqueles que apresentam a forma indeterminada, um modelo bem semelhante ao estudo 

da doença de Chagas humana.(46) Também foi verificada expressão elevada de genes que 

codificam as quimiocinas CCL2, CCL8 (MCP-2) e CCL7 no coração de camundongos 

cronicamente infectados pelo T. cruzi.(47) A concentração da quimiocina CCL2 no 

coração foi diretamente associada com a intensidade da miocardite aguda e crônica em 

camundongos C3H/He infectados com a cepa colombiana do T. cruzi.(48)   

Níveis plasmáticos elevados de quimiocinas como CCL2 e TNF-α foram 

associados com a gravidade da doença em pacientes com CCC, e esta última, foi 

diretamente correlacionada com o grau de disfunção cardíaca.(49) De acordo com 

experimentos realizados por Cunha-Neto et al.,(50)  IFN-gama e CCL2 podem estar 

relacionadas com a  expressão de genes dos cardiomiócitos envolvidos no processo de 

hipertrofia patológica. Níveis elevados de quimiocinas no tecido cardíaco foram 

verificados em pacientes que apresentam a CCC. Além disso, outros dados sugerem que 

a produção local destes mediadores inflamatórios pode desempenhar uma função de 

grande importância nos danos cardíacos observados na CCC.(38)  

A associação entre o sistema histo-sanguíneo Duffy e algumas doenças foram 

relatadas. O Plasmodium vivax e o Plasmodium knowlesi interagem com o antígeno 

Duffy e os indivíduos que não expressam esta glicoproteína nos eritrócitos são 

resistentes à malária por estas espécies,(51,52). Porém já foram relatados casos de 
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indivíduos Duffy negativos com malária vivax no Brasil e na África.(53,54) A expressão 

de DARC pode atenuar o potencial de crescimento e metástase do carcinoma 

espinocelular de laringe(55) e a ausência deste receptor no eritrócito pode contribuir para 

o aumento da incidência do câncer de próstata e mortalidade.(56,57) Experimentos 

realizados verificaram que indivíduos com a ausência de DARC nas células vermelhas 

apresentaram aumento de 40% no risco da aquisição do HIV, embora estes indivíduos 

apresentassem uma progressão mais lenta da doença.(58,59) Assim, DARC está envolvido 

em diversas doenças e diferenças na expressão deste receptor podem resultar na 

diversidade do curso de algumas moléstias, além de susceptibilidade diferencial às 

mesmas. 
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1.2 Objetivos 

Diante dos dados apresentados, o presente estudo teve como objetivo geral 

verificar a hipótese de variações no genótipo de FY estarem envolvidas na Doença de 

Chagas. Os objetivos específicos compreendem:  

 

 1. Determinar se há diferenças no perfil genotípico de DARC entre indivíduos 

sororreagentes para T. cruzi, com e sem CCC. 

 

2. Verificar se há associação entre o polimorfismo G125A no éxon 2 e a 

mutação T-33C na região promotora do gene com o grau de severidade da Cardiopatia 

Chagásica Crônica. 

 

3. Investigar se existe associação entre o gênero e idade dos indivíduos e a 

Cardiopatia Chagásica Crônica.  
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2. Artigos Científicos 

 Os resultados deste trabalho estão apresentados em forma de artigo, um já aceito 

para publicação e o outro a ser submetido.  

 

Artigo 1 

Título: Chagas disease and Duffy antigen/receptor for chemokine (DARC): a mini-

review 

Autores: Amanda Priscila de Oliveira, Luiz Carlos de Mattos, Carlos Eugênio Cavasini 

Periódico: The Journal of Venomous Animals and Toxins 

including Tropical Diseases, aceito para publicação. 

 

Artigo 2 

Título: DARC na Doença de Chagas: avaliação na presença e ausência de Cardiopatia 

Chagásica Crônica 

Autores: Amanda Priscila de Oliveira, Rudiane Daniela Vicentine, Ana Carolina 

Joazeiro, Reinaldo Bulgarelli Bestetti, Luiz Carlos de Mattos, Carlos Eugênio Cavasini 

Periódico: Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, a ser submetido para 

publicação.
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ABSTRACT: Duffy gene (FY) codifies the transmembrane glycoprotein Duffy 

(gp-Fy) from 35 to 43 KDa moderately immunogenic. This glycoprotein is 

polymorphic, and it constitutes the antigens of the Duffy histo-blood system, that 

were designated as receptors for chemokines and denominated DARC (Duffy 

Antigen / Receptor for Chemokine).  This receptor has an important role in the 

regulation of the chemokines levels of the circulation, since it binds and adsorbs 

them on the surface of the red cells, as a reservoir. It plays a "sink" role, which 

can contribute to homeostasis removing the inflammatory chemokines of the 

circulation as well as their maintenance in the plasmatic levels. Chronic Chagas 
Cardiopathy (CCC) is the most frequent form of Chagas disease. It is an 

inflammatory disease, in which the infiltrated inflammatory plays an important 

role in the development and progression of the disease. High levels of 

chemokines in the plasma were associated with the disease severity in patients 

with heart failure. In this context, the profile of DARC expression could carry out 

an important function as receptor for chemokines in Chagas Disease, in 

patients with CCC, being able to modulate the damages of this inflammatory 

disease.   
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INTRODUCTION 
 

Duffy gene (FY) codifies the transmembrane glycoprotein Duffy (gp-Fy) from 35 

to 43 KDa moderately immunogenic (1). This glycoprotein is polymorphic, and it 

constitutes the antigens of the Duffy histo-blood system, which are codified by 

FYA e FYB alleles of the gene FY playing such co-dominant role. FYA e FYB 

alleles differ between them due to the substitution of base G by other A in the 

nucleotide 125, which develops a common polymorphism in the Caucasian 

population. This single nucleotide polymorphism (SNP) results in the 

substitution of amino acid glycine by asparagine in position 42 (2). 

 

Although this polymorphism originates distinctive glycoproteins called Fya and 

Fyb antigens, both have moderate immunogenicity. They can be identified with 

the use of anti-Fya and anti-Fyb anti-sera, allowing the characterization of four 

erythrocyte  phenotypes: Fy(a+b-), Fy(a-b+), Fy(a+b+) and Fy(a-b-) (3,4). 

Negative phenotype Duffy [Fy(a-b-)] is the result of  a variant allele  FYB (FYB-

33), which presents a single point mutation in which occurs the substitution of T 



                                                                                                                                Artigo Científico 1    19 
 

by C in the nucleotide -33 (-33T>C), also known as  GATA-BOX, located in the  

promoter region of the FY gene (5,6). 

 

The differential distribution of DARC antigenic determinant among ethnic groups 

is a characteristic of this histo-blood system. As an example, FYA is prevalent in 

European, Chinese, Japanese and Malaysian populations, but rarely in African 

population. By the other hand, in Caucasian population FYB is widely found 

when comparing to Asian and African populations (7,8). Homozygote individuals 

for allele FYB-33 (DARC negative) are common among African population, but 

mostly rare in other ethnic group (9). While in Brazil, some studies on intra-

ethnic genetic diversity in five geographic regions showed some variations in 

the origin and ethnic composition of three subgroups (European, African and 

mixed descendants) (10). Therefore, the allele frequencies of FY from the 

distinctive ethic groups were greatly important for the distribution of phenotype 

and genetic composition (11-15). 

 

Duffy antigen is expressed in the erythrocytes, Purkinje cells of the cerebellum 

and epithelial cells of the kidneys and lungs (16,17,1,18-20). Erythrocytes with 

gp-Fy absence do not manifest alterations, therefore individuals with phenotype 

Fy (a-b-), who do not present antigen Duffy in their erythrocytes, are seemingly 

normal (21).  The antigen Duffy was identified as receptor for malaria parasite, 

since individuals that do not express that protein in the erythrocytes cannot be 

invaded by Plasmodium knowlesi (22) and Plasmodium vivax (23). In Brazil, 

several studies demonstrated the association between the Duffy antigen and 

malaria by P. vivax, the first being held by Colauto et al, 1981 (24). However, 

current studies demonstrated the infection by P. vivax in individuals Fy (a-b-) 

from Brazil and Eastern Africa (25-28). Genetic mechanisms for Duffy-negative 

phenotype in the erythrocyte have preserved the expression of this receptor in 

the endothelium determining an important role in the inflammation 

physiopathology (16,19). 
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The antigens of the Blood Duffy System were designated receptors for 

chemokine and denominated DARC (Duffy Antigen/Receptor for Chemokine) 

(1), as a result of experiments performed in Duffy positive individuals, who 

absorbed Interleukin-8 (CXCL8/IL-8) on the erythrocyte surface (29-32).   

 

The chemokines are small cytokines of 8 to 10 KDa molecular weight that 

induce directly the cell movement through the organism or induce some specific 

functions in the activated cells (33,34). The chemokines are classified in 

subfamilies according to the number and the location of the amino-terminal 

cysteine residues. Among them two main subfamilies are pointed out; CC, in 

which the cysteine residues are adjacent, and CXC, in which these residues are 

separated by an amino acid (35,36).   

 

These proteins, the chemokines, can still be divided into inflammatory and 

homeostatic, based on the conditions and place of production (35-38). The 

inflammatory chemokines (or induced), such as: CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, 

CCL11/eotaxin, CCL4/MIP-1 CCL2/MCP-1 and CXCL10/IP-10 are produced by 

several cells in response to inflammatory stimulus. They work in the cell 

recruitment such as the monocytes, granulocyte and T cells (effector) to the 

inflammation sites. While the homeostatic chemokines (or constitutive) are 

expressed constitutively, and they can be involved in both the organization of 

the lymphoid cell and the basal leucocyte traffic (36,40).   

 

The IL-8 is involved in the recruitment process of the monocytes and 

neutrophiles for sites of acute inflammatory response, besides promoting the 

activation of these cell types. It presents certain longevity in the sites of acute 

inflammation, being produced in the beginning of the inflammatory response, 

actively for a long period of time; that is, days and weeks. Several studies were 

performed on IL-8 and cardiovascular diseases, and some of them identified 

this chemokine in sites of vascular injury, while others demonstrated that it 

plays a role in several phases of the atherosclerosis, as a marker or as a 

potential therapeutical target (41). Experiments carried out by Kim et al. (42) 
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have pointed out IL-8 function of having considered relevance in the 

pathogeneses of the hypertension.  Simonini et al. (43) evaluated its 

participation in the angiogenic activity of the atherosclerosis. They have 

concluded that IL-8 is an important angiogenesis mediator. Moreover, other 

authors demonstrated that the neutralization of this chemokine reduced the 

degree of necrosis significantly in an animal model of myocardial ischaemia-

reperfusion injury (44,41). 

 

Unlike other receptors for chemokines, DARC is a promiscuous receptor 

(45,46), because it interacts with both classes CC and CXC with high affinity, 

while most of the chemokine receptors link themselves just into one of the 

classes (31,45,47,48). The antigen Duffy is a receptor for the inflammatory 

chemokines. Experiments proved DARC affinity  with 16 chemokines, such as 

CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL4, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8, CXCL11, 

CCL2, CCL5, CCL7, CCL11, CCL13, CCL14 and CCL17 (49,50). 

Immunohistochemical studies demonstrated the DARC expression on the 

surface of endothelial cells of venules and small veins (16,51), considered an 

important site of leukocytes recruitment to the inflammation sites, induced by 

the chemokines, facilitating their movement through the endothelium of different 

tissues (52). Studies suggest DARC contribution in the chemokine transcytosis 

from the intravascular to the extra vascular space, favoring the migration of the 

leukocytes involved in inflammation (50,53). DARC plays an important role in 

the regulation of the chemokine levels of the circulation, since it binds itself and 

adsorbs these on the surface of the red cells, as a chemokine reservoir, 

performing of "sink" role (29,50). Therefore, DARC can collaborate with the 

homeostasis in the removal of the inflammatory chemokines of the circulation, 

which avoids the loss of these inflammatory mediators for the organs and 

distant tissues, as well as in its maintenance in the plasmatic levels, due to 

subsequent liberation of the erythrocyte surface (50,54). However, the theory 

that DARC plays “sink” function has been questioned. Some authors 

demonstrated that there is no chemokine intracellular variation associated to 
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DARC (55). Thus, further investigations for better understanding of this role of 

DARC are necessary.   

 

DARC is involved in several diseases of “classical” chemokine receptors such 

as the giant cell arteritis (56), diseases and renal transplantations, as well as, 

during acute rejection of transplantation (57-60). The susceptibility for asthma 

was correlated with the absence of DARC expression in the red cells in certain 

Afro-descendant populations (61). A recent study showed that the absence of 

DARC in the erythrocyte resulted in an increase of 40% in the risk of acquiring 

HIV, however, these individuals presented a short-term progression of the 

disease (55,62). Epidemiological data suggest that DARC absence in the 

erythrocyte has contributed to the increase of incidence and mortality of 

prostate cancer (46,63). DARC expression in the cancerous cells of the lung 

can be associated with the decrease of tumor vascularization and reduction of 

the metastatic potential (64), as well as decrease breast cancer cell growth, due 

to the kidnapping of angiogenic chemokines and inhibition of the tumor 

vascularization (65).  

 
DARC AND CHAGAS DISEASE   

Chagas disease was described by the great scientist Carlos Chagas in 1909. It 

is a parasitic disease that occurs particularly in America. Its etiological agent is 

the protozoan flagellated Trypanosoma cruzi belonging to the phylum Protozoa, 

order Kinetoplastida, family Trypanosomatidae and the gender Trypanosoma 

(66,67). The main transmission form to the human host is by the insects of the 

order hemiptera, Reduvidae family and Triatoma, Panstrongylus and Rhodnius 

genders (68,69). Other transmission mechanisms such an as blood transfusions 

and congenital transmission were also reported mainly in urban areas and non-

endemic countries (70). Nearly 15 to 16 million people are infected by T. cruzi in 

Latin America (71).   

 

The inflammatory cytokines play a central role in the infection by T. cruzi. The 

acute phase of Chagas Disease is characterized by the exacerbated production 
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of inflammatory cytokines, among them, IL-12, TNF-α and IFN-γ, and 

chemokines, such as CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 and CXCL10 (72,73). CCL5 

and CCL2, which bind to the antigen Duffy, have been pointed out among these 

inflammatory mediators.   

After the acute phase, most of the individuals is asymptomatic since they 

present the indeterminate form of Chagas Disease, while between 30 to 40% of 

parasite individuals can develop one kind of the following diseases: heart, 

digestive or mixed. The most frequent form, the inflammatory miocardiopathy 

also known as Chronic Chagasic Cardiopathy (CCC) accounts for 20% to 30% 

of the individuals (74).   

CCC is an inflammatory disease, characterized by the presence of diffuse 

myocarditis with a remodeling process of intense myocardial, fibrosis, 

hypertrophy   and lesion of the cardiac muscular fibers (75,76). Clinical data 

suggest that the infiltrated inflammatory plays an important role in the 

development and progression of Chagas disease, since the infiltrated 

mononuclear is associated with greater destruction of cardiomyocytes  and local 

fibrosis in CCC (76,77). The development of this miocardiopathy involves three 

possible pathogenic mechanisms: cardiac dysautonomia, microcirculation 

changes and tissue damages resulting from the inflammatory and immune 

responses (73).   

 

The chronic phase of the disease also presents high production of inflammatory 

cytokines, possibly due to longer exhibition to the parasite. An increase in the 

plasmatic levels of TNF-α and IFN–γ occurs; this is also observed in patients 

with the indeterminate form of the disease. Individuals with CCC present high 

levels of the TNF-α and CCL2 in the circulation, in relation to the patients with 

the indeterminate form (73). Among the inflammatory chemokines, it is 

important to point out those whose receptor is DARC, such as, CXCL8 / IL-8, 

CCL5/RANTES, CCL11/eotaxin and CCL2/MCP-1.   

 

High chemokine concentrations in the plasma were associated with the severity 

of the disease in patients with CCC, as for example, high levels of CCL2 and 



                                                                                                                                Artigo Científico 1    24 
 

TNF-α, being the latter directly correlated with the degree of heart failure in 

these pacientes (78). Experiments carried out by Cunha-Neto et al. (79) 

suggest that IFN-γ and CCL2 are related with the gene expression of the 

cardiomyocytes involved in the pathological hypertrophy process. Moreover, the 

intensity of the acute and chronic myocarditis in mice (C3H/He) infected with the 

Colombian strain was directly associated with the chemokine concentration 

CCL2 in the heart (80).    

 

The high expression of CCR5 (receptor of CCL3, CCL4 and CCL5) was 

detected in leukocyte patients with Chagasic Cardiomiopathy. The 

polymorphism in the promoter region of the gene CCR5 (CCR5 59029 A→G), 

associated with smaller expression of CCR5 in the leukocytes, was more 

frequent in asymptomatic patients, when compared with ones with Chagasic 

Cardiomiopathy (78,81). Others studies showed that mice lacking the receptor 

CCR5 presented a significant reduction of the infiltrated cardiac inflammatory, 

suggesting the importance of this receptor in the migration of lymphocytes and 

control of the local replication of parasite (82). Is important to emphasize that 

DARC presents a significant homology with the receptor CCR5, and it is also 

receptor for chemokine CCL5 (55).   

 

Studies carried out by Damas et al. (83) demonstrated the presence of CCL2 

and CXCL8 in the cardiomyocytes. This suggests important role of these cells in 

the inflammatory process, either by the chemokines production, or the 

expression of their receptor. The high expression of chemokines and their 

corresponding receptor in the myocardium and in the circulating leukocytes 

suggests a relevant function of these mediators in various forms of myocardial 

failure (84). Experiments carried out with patients that presented CCC resulted 

in high expression of chemokines in the heart tissue. Other data suggest that 

local production of these inflammatory mediators can carry out a function of 

great importance in the heart damages observed in CCC (85).   
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CONCLUDING REMARKS 

Even though some studies have been investigating, the actual role of the 

chemokines in the myocardium disease is not completely explained. In this 

context, the profile of DARC expression plays an important role as receptor for 

chemokines in Chagas Disease, in patients with CCC. It could modulate the 

damages of this inflammatory disease. However, many aspects of the biology of 

Duffy antigens should be considered to determine their effective functions, 

because in spite of all knowledge on the relationship between structure/function 

and tissue location of DARC, the effective role of this receptor still remains 

uncertain in normal and damaged physiology.   
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Resumo 

Introdução: A Cardiopatia Chagásica Crônica (CCC), a forma mais frequente 

da doença de Chagas, acomete cerca de 30% dos indivíduos parasitados pelo 

Trypanosoma cruzi. As quimiocinas podem desempenhar um papel importante nos 

danos cardíacos observados nesta doença. O DARC (Duffy Antigen/ Receptor for 

Chemokine) pode remover o excesso de quimiocinas dos locais de inflamação e, 

possivelmente, atenuar os danos causados pela produção exacerbada destes mediadores. 

Objetivos: Determinar diferenças genotípicas de DARC entre indivíduos 

sororreagentes para T. cruzi, com e sem CCC e, nestes, verificar se há associação dos 

genótipos com a severidade da doença; investigar se existe associação entre o sexo e 

idade dos indivíduos e a CCC. Métodos: Foram incluídos 74 pacientes com CCC e 21 

indivíduos sem cardiopatia. A genotipagem foi realizada por PCR-RFLP. Na análise 

estatística foi utilizada a Regressão Logística Múltipla e os testes Qui-quadrado ou 

exato de Fisher. Resultados: Os graus de severidade moderado e grave apresentaram-se 

mais freqüentes em pacientes na faixa etária ≤ 60 anos (p= 0,0098). O sexo masculino 

foi fator preditor para a CCC (OR= 3,87; IC 95%: 1,30-11,56; p=0,015). As diferenças 

genotípicas entre os pacientes com CCC não foram estatisticamente significante. 

Conclusão: Não houve associação entre os genótipos avaliados e a CCC, nem com o 

seu grau de severidade. Os pacientes na faixa etária menor ou igual a 60 anos 

apresentaram risco aumentado de desenvolver as formas mais graves da cardiopatia e o 

sexo masculino foi associado com o risco aumentado para a CCC.  

Palavras-chaves: Doença de Chagas, Cardiopatia Chagásica Crônica, DARC, 

Quimiocinas.  
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           Abstract 

Introduction: Chronic chagasic cardiomyopathy (CCC), the most common form 

of Chagas disease, affects approximately 30% of the individuals infected by 

Trypanosoma cruzi. Chemokines may play an important role in cardiac damage 

observed in this pathology. DARC (Duffy Antigen / Receptor for Chemokine) can 

remove the excess of chemokine from sites of inflammation, and possibly reduce the 

damage caused by the exacerbated production of these mediators. Objectives: To 

determine the genotypic differences of DARC among T. cruzi seropositive individuals, 

with and without CCC, and then verify if there is an association of genotype with the 

disease severity, and to investigate the association between gender and age and the 

CCC. Methods: Seventy four patients with CCC and 21 individuals without 

cardiopathy were included in this study. Genotyping was performed by PCR-RFLP. 

Multiple logistic regression, Chi-square or Fisher's exact test were used in the statistical 

analysis. Results: The degrees of severe and moderate severity were more frequent in 

patients aged ≤ 60 years of age, p = 0.0098. The male gender was a predictor factor for 

CCC (OR = 3.87, 95% CI: 1.30-11.56; p=0.015). The genotypic differences between the 

CCC were not statistically significant. Conclusion: There was neither association 

between the genotypes evaluated and the CCC, nor with its severity. Patients aged less 

than or equal to 60 years of age presented an increased risk of developing the most 

severe forms of the cardiopathy, and male gender was associated with increased risk for 

CCC.  

Keywords: Chagas disease, Chronic chagasic cardiomyopathy, DARC, Chemokines.  
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I. Introdução 

A doença de Chagas, causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, é uma 

doença parasitária endêmica na América Latina e estima-se que entre 15 e 17 milhões 

de pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi, nesta área.1,2 A Cardiopatia Chagásica 

Crônica (CCC) é o mais importante aspecto clínico desta parasitose, pois acomete entre 

25% e 30% dos indivíduos parasitados pelo T. cruzi.3 A CCC é o resultado de um 

processo inflamatório, caracterizada pela presença de um grande número de células 

inflamatórias no miocárdio.4 Os principais mecanismos envolvidos na patogênese desta 

miocardite incluem: comprometimento do sistema nervoso autônomo (regulador das 

contrações cardíacas), alterações da microcirculação e danos teciduais resultantes da 

resposta imune.5   

A fase aguda da doença de Chagas é caracterizada pela produção elevada de 

citocinas inflamatórias, entre elas, IL-12, TNF-α e IFN-γ, e das seguintes quimiocinas, 

CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 e CXCL10.5,6 Na fase crônica é possível detectar níveis 

elevados de TNF-α e IFN-γ, sendo verificados também em pacientes com a forma 

indeterminada da infecção.5 A expressão elevada de algumas quimiocinas foi verificada 

em modelos animais e em humanos, os quais apresentavam a forma cardíaca da doença 

de Chagas. Um estudo recente realizado com cães, um modelo bem semelhante ao 

estudo da doença de Chagas humana, verificou a expressão elevada da quimiocina 

CCL5 em cães com a forma cardíaca da doença, quando comparados com aqueles que 

apresentavam a forma indeterminada.7 A expressão elevada de genes que codificam as 

quimiocinas CCL2, CCL8 e CCL7 foi observada no coração de camundongos 

cronicamente infectados pelo T. cruzi.8 E ainda, a concentração da quimiocina CCL2 no 
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coração foi diretamente associada com a intensidade da miocardite aguda e crônica em 

camundongos (C3H/He) infectados com a cepa colombiana do T. cruzi.9  

Em humanos, níveis plasmáticos elevados de CCL2 e TNF-α foram associados 

com a severidade da doença em pacientes com CCC, e esta última, foi diretamente 

correlacionada com o grau de disfunção cardíaca.10 A expressão de genes dos 

cardiomiócitos envolvidos no processo de hipertrofia patológica pode estar relacionada 

com IFN-γ e CCL2.11 As quimiocinas inflamatórias desempenham importante papel na 

regulação da resposta imune, no entanto quando produzidas em excesso podem 

contribuir para lesões teciduais observadas em diversas patologias.4,12 Dados recentes 

sugerem que as citocinas inflamatórias e quimiocinas podem ser responsáveis pelos 

danos cardíacos observados na CCC.3   

Os antígenos do sistema histo-sanguíneo Duffy são codificados pelos alelos FYA 

e FYB,13 os quais são expressos de forma codominante e diferem entre si pela 

substituição de uma base nitrogenada guanina por outra adenina no nucleotídeo 125, o 

que resulta em um polimorfismo comum na população caucasiana.14 Na região 

promotora do gene FY, pode ocorrer uma mutação pontual em que a timina é substituída 

pela citosina, resultando em uma variante do alelo FYB (FYB-33).15,16  

Os antígenos Fya e Fyb são expressos nos eritrócitos, em células de Purkinje do 

cerebelo, nas células epiteliais dos rins e dos pulmões, e ainda, na superfície de células 

endoteliais de vênulas e microvasos.13,17-22 Os indivíduos com fenótipo Fy (a-b-) não 

apresentam o antígeno Duffy em suas hemáceas, porém a expressão antigênica é 

mantida nos endotélios, a qual determina um importante papel na fisiopatologia da 

inflamação.17,20,23  
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Os antígenos do sistema histo-sanguíneo Duffy são glicoproteínas 

transmembrânicas identificadas como receptores para quimiocinas e, por isso, 

denominadas DARC (Duffy Antigen/ Receptor for Chemokine).13,24-27 DARC é 

considerado um receptor promíscuo, pois interage com ambas as famílias de 

quimiocinas, CC e CXC, com alta afinidade e liga-se apenas às quimiocinas 

inflamatórias, entre elas as quimiocinas CCL2, CCL5 e CCL7.26-30  

O antígeno Duffy pode estar envolvido na “varredura” do excesso de 

quimiocinas dos locais de inflamação, colaborando com a regulação dos níveis destes 

mediadores inflamatórios na circulação24,30 e, possivelmente, atenuando os danos 

causados pela produção exacerbada de quimiocinas. Além disso, diferenças nos níveis 

de expressão de DARC podem modular o curso de algumas doenças. De acordo com as 

evidências apresentadas, os objetivos deste estudo foram determinar se há diferenças no 

perfil genotípico de DARC entre indivíduos sororreagentes para T. cruzi, com e sem 

CCC e, nos últimos, verificar se há associação com os genótipos destes indivíduos e a 

severidade da doença, além de investigar se existe associação entre o gênero e idade dos 

indivíduos e a CCC. É importante ressaltar que nenhum estudo foi realizado a fim de 

investigar o perfil genotípico de DARC e a CCC.  

II. Métodos 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa – CEP da 

Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto – FAMERP sob número 3364/2008. 

Além disso, todos os participantes foram incluídos no estudo após a obtenção do Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido. 
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O presente estudo foi realizado com indivíduos sororreagentes para doença de 

Chagas, por Reação de Imunofluorescência (RIFI) e/ou Teste imunoenzimático 

(ELISA). 

Os pacientes portadores de doença de Chagas, rotineiramente tratados no 

Ambulatório de Cardiomiopatia do Hospital de Base/ FUNFARME de São José do Rio 

Preto, foram considerados para o estudo. Todos os pacientes submeteram-se a avaliação 

clínica, eletrocardiograma e ecocardiograma, sendo considerados portadores de CCC os 

indivíduos que apresentavam alterações no eletrocardiograma basal ou no estudo 

ecocardiográfico. As alterações eletrocardiográficas indicativas de CCC foram as 

seguintes: 1) Bloqueio completo do ramo direito do feixe de His; 2) Bloqueio fascicular 

anterior esquerdo; 3) Bloqueio completo do ramo esquerdo; 4) Necrose e 5) ritmo de 

marca-passo artificial.  

A alteração ecocardiográfica indicativa de CCC foi a fração de ejeção do 

ventrículo esquerdo < 55%. Nos casos em que não houve condição técnica de 

diferenciação desta anormalidade, utilizou-se o critério fração de ejeção do ventrículo 

esquerdo < 50% obtido na cintilografia sincronizada das câmaras cardíacas. Os critérios 

utilizados para determinar o grau de severidade do comprometimento cardíaco dos 

pacientes com CCC foi o índice da Fração de Ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE) 

detectada pelo ecocardiograma, além dos dados do resultado deste exame, bem como do 

eletrocardiograma. As FEVEs foram classificadas como normal (≥55%), leve (<55% e 

≥45%), moderada (<45% e  ≥30%), ou grave (<30%), de conformidade com a 

“American Society of Echocardiography”.31 
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Este estudo foi realizado com 95 indivíduos, os quais foram divididos em dois 

grupos. O primeiro grupo é constituído por 74 pacientes, que apresentavam a forma 

clínica de CCC. Enquanto que o segundo grupo foi de 21 indivíduos, com sorologia 

positiva para doença de Chagas, mas sem manifestações cardíacas detectáveis. Após a 

triagem dos pacientes, amostras de sangue (4,0 ml) foram coletadas de todos os 

indivíduos, enquanto que os dados demográficos e os resultados do ecocardiograma e 

eletrocardiograma foram inseridos em uma planilha do programa Excel 2003.  

A extração de DNA genômico foi realizada a partir de sangue periférico pelo 

método de Fenol-clorofórmio, segundo Pena et al., (1991),32 com modificações. A 

metodologia utilizada para identificar os alelos do sistema histo-sanguíneo Duffy foi a 

técnica de amplificação pela reação em cadeia da polimerase - Polimorfismos de 

Comprimentos de Fragmento de Restrição (PCR-RFLP). A região promotora do gene 

FY foi amplificada utilizando-se os primers FYN1 (5’-CAA GGC CAG TGA CCC 

CCA TA-3’) e reverso FYN2 (5’-CAT GGC ACC GTT TGG TTC AG-3’) que 

flanqueiam a região GATA-Box. Para determinar o polimorfismo G125A do gene FY 

foram utilizados o primer FYAB1 (5’-TCC CCC TCA ACT GAG AAC TC-3’) e 

reverso FYAB2 (5’-AAG GCT GAG CCA TAC CAG AC-3’), que flanqueiam o 

segmento de 392 pares de bases no éxon 2.33  

Para identificação da mutação na região promotora do gene FY, no nucleotídeo -

33, o produto da PCR foi submetido à restrição utilizando-se a enzima StyI e para 

determinar o polimorfismo G125A foi utilizada a enzima BanI. As condições de 

amplificação por PCR-RFLP foram realizadas conforme descrita por Castilho et al. 

(2004).33  
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Na análise estatística foi utilizada análise descritiva dos dados e distribuição pelo 

gráfico Box-plot. As comparações foram feitas com o auxílio do teste exato de Fisher. 

As variáveis quantitativas contínuas com distribuição Galssiana foram comparadas pelo 

teste T não pareado. Admitiu-se erro a de 5% sendo considerados significantes valores 

de P ≤ 0,05. O teste de Regressão Logística Múltipla foi usado para determinar o efeito 

das variáveis no risco para a CCC, o qual incluiu a idade (referência: ≤ 60 anos, 

mediana dos dois grupos), sexo (referência: feminino) e os genótipos do gene FY 

combinados (referência: DARC +/+ ). 

III. Resultados  

As frequências genotípicas do sistema histo-sanguíneo Duffy determinada por 

PCR/RFLP, das 95 amostras de sangue dos indivíduos do estudo (74 pacientes com 

CCC e 21 indivíduos sem manifestações cardíacas) estão representadas na Tabela 1. A 

maior frequência observada em ambos os grupos foi a do genótipo FYA/FYB, sendo 

39,19% nos pacientes com CCC e 42,86% naqueles sem cardiopatia manifesta. Elevada 

frequência também foi verificada nos indivíduos com o genótipo homozigoto para o 

alelo FYB, 22,97% e 28,57% entre os pacientes e indivíduos sem a cardiopatia, 

respectivamente. Foi realizado o teste exato de Fisher, porém as diferenças dos 

genótipos de FY entre os dois grupos estudados não foram estatisticamente significantes 

(p>0,05).           

 A distribuição das frequências genotípicas de FY dos pacientes com CCC, de 

acordo com o grau de severidade da miocardiopatia está sumarizada na Tabela 2. Pode-

se observar que as frequências mais elevadas foram verificadas no grupo de pacientes 

com o genótipo FYA/FYB, destes, 54,54% apresentam o grau de severidade leve, 
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seguido de 43,75% para o moderado, 37,50% para o grave e 30,43% para o normal. 

Para a comparação entre as combinações dos graus de severidade (normal com leve) e, 

(moderado com grave) versus as combinações genotípicas (apenas presença de dois 

alelos FY positivos) e (pelo menos a presença de um alelo FY negativo), foi realizado o 

teste exato de Fisher e não houve diferenças estatisticamente significantes (p>0,05). Já 

as frequências dos demais genótipos de FY foram baixas. 

 Em relação à idade dos pacientes, esta variou entre 27 e 88 anos, com média de 

59,49 anos e mediana de 60 anos. Para a análise da comparação entre o grau de 

severidade da CCC e a faixa etária, os pacientes foram divididos em dois grupos, um 

com graus de severidade normal e leve e outro com graus moderado e grave. Quanto à 

idade nestes dois grupos, elas foram divididas em idades ≤ 60 e > 60 anos. Os graus de 

severidade moderado e grave apresentaram-se mais freqüentes em pacientes na faixa 

etária ≤ 60 anos. Esta associação foi determinada pelo teste exato de Fisher e mostrou-

se estatisticamente significante, (p=0,0098), Tabela 3. 

 Os dados demográficos (idades e sexos) e genótipos de DARC combinados 

(pacientes com a presença de dois alelos FY positivos e, pacientes com a presença de 

pelo menos um alelo FY negativo) foram utilizados para a verificação do risco de CCC, 

no modelo de regressão logística múltipla, o qual mostrou que o sexo masculino foi 

fator preditor para a CCC (OR= 3,87; IC 95%: 1,30-11,56; p=0,015). Não houve 

associação estatisticamente significante entre as idades e os genótipos DARC dos 

indivíduos e pacientes, com o risco da CCC, Tabela 4. 

IV. Discussão 
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A população brasileira é altamente heterogênea devido à miscigenação de 

diferentes etnias.  Além disso, o fluxo migratório não foi uniforme nas diferentes 

regiões do país.34-36 Uma característica do sistema histo-sanguíneo Duffy é a 

distribuição diferencial de seus determinantes antigênicos entre grupamentos étnicos, 

por isso têm sido usado como marcadores da composição étnica. 

O presente estudo foi baseado na hipótese de DARC estar envolvido na 

patogênese da doença de Chagas, particularmente na CCC, além da possibilidade de 

diferenças no perfil genotípico deste antígeno modular o curso da doença. De acordo 

com os nossos resultados, o genótipo FYA/FYB foi o mais prevalente na população 

estudada, tanto entre os indivíduos com CCC quanto naqueles que não apresentam 

manifestações cardíacas, seguido pelos genótipos FYB/FYB, FYA/FYB-33, FYA/FYA e 

FYB/FYB-33. (Tabela 1). As diferenças no perfil genotípico de DARC entre indivíduos 

sororreagentes para T. cruzi, com e sem CCC não foram estatisticamente significantes. 

Estudos prévios realizados no Brasil, um na região Amazônica e outro na cidade de 

Campinas no estado de São Paulo, também mostraram freqüências elevadas dos 

genótipos FYA/FYB e FYB/FYB, como foi verificado no nosso estudo.33,37 Entretanto, as 

combinações alélicas de FYA, FYB e FYB-33 mostraram distribuição diferencial em 

relação à população da região Sudeste do país.33  

Detectamos baixa freqüência do genótipo Duffy negativo (FYB-33/FYB-33) 

entre os pacientes com CCC (2,70%) e indivíduos sororeagentes (4,76%). Como já bem 

demonstrado, a ausência do antígeno Fy em muitos grupos étnicos africanos e em seus 

descendentes, parece não exercer nenhum efeito deletério.38 Esses indivíduos são 

homozigotos para a mutação de FYB na região GATA-box, que abole completamente a 

expressão do antígeno Duffy nos eritrócitos, mas não em células de outros tecidos.15 
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Genótipos com a presença do alelo (FYB-33) resultam na diminuição da expressão da 

proteína Duffy na superfície do eritrócito em 50%,39,40 o que demonstra a ação de efeito 

de dose do gene,40,41 que poderia limitar o papel de receptor de quimiocinas.  

Embora não tenhamos tomado nenhuma medida qualitativa ou quantitativa da 

expressão da glicoproteína Duffy nesse estudo, verificamos que as frequências 

genotípicas de FY nos pacientes com CCC em relação ao grau de severidade da 

miocardiopatia foram maiores naqueles portadores do genótipo heterozigoto FYA/FYB 

do que nos homozigotos para os alelos FYA e FYB, em todos os graus desta cardiopatia. 

Não houve, no entanto, associação significante entre os graus de severidade da CCC e 

os genótipos do gene FY (Tabela 2). Pesquisadores verificaram que indivíduos 

homozigotos para os alelos FYA e FYB expressam quantidade menor de DARC que os 

heterozigotos. Desta forma, é possível que os últimos ofereçam maior repertório de 

receptores para as possíveis variações que ocorrem nas ligações com as quimiocinas.41 

As bases que fundamentam essa observação ainda não estão determinadas e os nossos 

resultados genotípicos, em conjunto com a falta de estudos na literatura, não nos 

permitem fazer inferências de associação entre estes genótipos e a CCC. 

Nossos resultados não apresentaram associação significante entre o perfil 

genotípico de DARC e a CCC, talvez devido a limitações no tamanho amostral, porém 

há relatos na literatura que associam os genótipos Duffy com outras doenças. O 

antígeno Duffy está envolvido em doenças e transplantes renais, rejeição aguda do 

transplante e arterite de células gigantes.42-47 Estudos realizados com câncer de próstata 

sugerem que os indivíduos DARC -/- podem apresentar aumento da incidência e 

mortalidade para este tipo de câncer.48,49 A expressão de DARC pode atenuar o 

potencial de crescimento e metástase do carcinoma espinocelular de laringe e dos 
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cânceres de mama e pulmão.50-52 Estudiosos verificaram que indivíduos DARC -/- 

apresentaram um aumento de 40% no risco de adquirir o HIV,  embora eles 

apresentassem uma progressão mais lenta da doença.53,54  

Um estudo realizado na região Amazônica verificou que indivíduos com o 

genótipo FYA/FYB são mais susceptíveis à malária vivax e a presença do alelo FYB-33 

está relacionada com risco diminuído desta doença.37 Um estudo posterior realizado na 

mesma região sugere que os genótipos FYA/FYA e FYA/FYB podem estar associados 

com o aumento da freqüência de infecção por malária vivax e ainda com alta densidade 

parasitária, que não é comum nesta doença.55  

Nossas análises mostraram uma associação significante (p=0,0098) entre 

pacientes na faixa etária menor ou igual a 60 anos com os graus de severidade 

moderado e grave combinados, indicando que estes indivíduos apresentam risco 

aumentado de desenvolver as formas mais graves da cardiopatia (Tabela 3). Nossos 

resultados não estão de acordo com a literatura, em que a severidade da cardiopatia 

aumenta em pacientes com idade avançada, porém há relatos de que a cardiopatia 

chagásica é predominante em indivíduos na faixa etária entre 30 e 60 anos. 56,57 O 

presente estudo também mostrou que o sexo masculino foi fator preditor para a CCC 

(Tabela 4), corroborando com dados da literatura, os quais sugerem que a CCC 

predomina em indivíduos do sexo masculino.56-58   

V. Conclusão 

As diferenças no perfil genotípico de DARC entre indivíduos sororreagentes 

para T. cruzi, com e sem CCC não mostraram qualquer associação, e também não houve 

associação entre os genótipos dos pacientes e a severidade da CCC, o que pode ser 
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devido ao pequeno número amostral.  Por outro lado, os pacientes na faixa etária menor 

ou igual a 60 anos apresentaram risco aumentado de desenvolver as formas mais graves 

da cardiopatia. E ainda, o sexo masculino foi fator preditor para a CCC.  

DARC está envolvido em diversas patologias e diferenças na expressão deste 

receptor podem resultar na diversidade do curso de algumas doenças, além de 

susceptibilidade diferencial às mesmas. Apesar do conhecimento atual sobre a relação 

entre estrutura/função e localização tecidual deste receptor, o papel funcional das 

diferentes combinações genotípicas necessita de maiores esclarecimentos, uma vez que 

estas diferenças no genótipo podem refletir nos mecanismos genéticos favoráveis à 

susceptibilidade a doenças infecciosas. Assim, são necessários novos estudos a fim de 

investigar o real papel de DARC na patogênese da doença de Chagas e na CCC.  
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Tabela 1: Frequências genotípicas e alélicas de FY em pacientes com CCC e indivíduos 

sem manifestações cardíacas, atendidos no ambulatório de Cardiologia e Cirurgia 

Cardiovascular do Hospital de Base – FUNFARME. 

                                                Sororreagentes 

Genótipos 

 

Sem CCC 

n(%) 

Com CCC                          p                   OD (IC 95%)                   

n(%) 

FYA/FYA 2(9,52) 7(9,46)                             1,000            1,008 (0,193-5,259) 

FYA/FYB-33 2(9,52) 11(14,86)                         0,726           0,603 (0,122-2,962)  

FYA/FYB 9(42,86) 29(39,19)                         0,804           1,164 (0,435-3,109)  

FYB/FYB 6(28,57) 17(22,97)                         0,577           1,341 (0,450-3,993)  

FYB/FYB-33 1(4,76) 8(10,81)                           0,678          0,412 (0,048-3,502)  

FYB-33/FYB-33 1(4,76) 2(2,70)                             0,532          1,800 (0,155-20,893)  

Alelos Frequências alélicas   

FYA                          0,357                                                     0,365                               1,000           0,967 (0,473-1,976)  

FYB                                                    0,524                                                 0,480                               0,727           1,193 (0,600-2,369)                                                 

FYB-33                         0,119 0,155                               0,632           0,734 (0,261-2,067)   

 Teste Exato de Fisher. 
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Tabela 2: Frequências genotípicas de FY entre os diferentes graus de severidade da 

CCC dos pacientes atendidos no ambulatório de Cardiologia e Cirurgia Cardiovascular 

do Hospital de Base – FUNFARME. 

 

Genótipos Severidade da CCC 

Normal n(%) Leve n(%) Moderada n(%) Grave n(%) 

     

FYA/FYA 2(8,69) 1(9,09) 1(6,25) 3(12,50) 

FYA/FYB-33 5(21,74) 0 2(12,50) 4(16,67) 

FYA/FYB 7(30,43) 6(54,54) 7(43,75) 9(37,50) 

FYB/FYB 3(13,04) 2(18,18) 5(31,25) 7(29,17) 

FYB/FYB-33 5(21,74) 2(18,18) 0 1(4,17) 

FYB-33FYB-33 1(4,35) 0 1(6,25) 0 

Total 23(100,00) 11(100,00) 16(100,00) 24(100,00) 
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Tabela 3: Frequências dos graus de severidade da CCC entre os pacientes com faixas 

etárias menor ou igual a 60 e maior que 60 anos de idade atendidos no ambulatório de 

Cardiologia e Cirurgia Cardiovascular do Hospital de Base – FUNFARME. 

Teste exato de Fisher, p= 0,0098 

 

 

Tabela 4. Dados demográficos e freqüência de DARC nos cardiopatas e sororreagentes 

para o T. cruzi . 

 

 

 

Faixa etária                     Severidade da Cardiopatia Total 

                               Normal                  Leve             Moderada            Grave  

≤ 60 anos              7(20,59%)               3(8,82%)             8(23,53%)           16(47,06%) 34(100%) 

˃ 60 anos              16(40,00%)               8(20,00%)             8(20,00%)           8(20,00%) 40(100%) 

Variáveis Cardiopatas 

n (%) 

Sem cardiopatia 

n (%) 

OR (IC 95%) P 

Idade 

Mediana 

    

≤ 60 anos  34(45,94) 8(38,09) Referência  

> 60 anos  40(54,05)  13(61,90) 0,67 (0,24-1,90) 0,450    

Sexo     

Feminino 32(43,24) 15(71,43) Referência  

Masculino            42(56,76) 6(28,57) 3,87 (1,30-11,56) 0,015    

DARC     

Positivos 53 (71,62) 17 (80,95) Referência  

Negativos 21 (28,38) 4 (19,05)  2,31 (0,65-8,21) 0,197    

     



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                             3. CONCLUSÕES
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3. Conclusões 

 

1. Não houve associação significante entre o polimorfismo G125A no éxon 2 e a 

mutação T-33C na região promotora do gene FY com os indivíduos 

sororreagentes para T. cruzi, com e sem Cardiopatia Chagásica Crônica. 

 

2. O polimorfismo G125A no éxon 2 e a mutação T-33C na região promotora do 

gene FY não apresentaram associação significante com os graus de severidade 

da Cardiopatia Chagásica Crônica. 

 

3. O sexo masculino foi fator preditor para a Cardiopatia Chagásica Crônica e os 

pacientes na faixa etária menor ou igual a 60 anos apresentaram risco aumentado 

de desenvolver as formas mais graves da cardiopatia. 
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