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RESUMO 
 
 Introdução: A resistência inata a infecções maláricas, em humanos, tem sido 

atribuída a polimorfismos de grupos sangüíneos. Nós comparamos as freqüências 

fenotípicas de ABO, MNS e Duffy e genotípicas de Duffy em doadores e pacientes 

maláricos de quatro áreas da Amazônia Brasileira. A identificação das espécies de 

Plasmodium foi feita por métodos morfológicos e moleculares. Materiais e métodos: 

Os grupos sangüíneos ABO, MNS e Duffy foram fenotipados por meio de testes 

sorológicos e a genotipagem do grupo Duffy por PCR/RFLP. Para as análises de 

significância e para obter a independência entre as proporções foi usado o teste exato de 

Fisher, com nível de significância de 0,05%. Resultados: Nossos resultados não 

mostraram correlação entre os fenótipos de ABO e infecções maláricas nas áreas 

estudadas. Foi observada uma significante associação entre doadores de sangue e 

pacientes maláricos com os fenótipos S+s+ e S+s-. Em áreas distintas foi detectada 

correlação significante entre esses dois grupos de indivíduos com alguns fenótipos de 

Duffy. Discussão e Conclusões: Nós identificamos dois indivíduos 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 freqüência do genótipo FYA/FYB, seguidos pelos 

homozigotos FYA, FYB, e os heterozigotos FYA/FYB-33 e FYB/FYB-33. Foram 

detectadas baixas freqüências dos genótipos FYA/FYx, FYB/FYx, FYx/FYx e FYxFYB-33. 

Em ambos os grupos, indivíduos doadores de sangue e pacientes maláricos, foram 

encontrados o genótipo Duffy negativo (FYB-33/FYB-33). Nenhum indivíduo 

apresentou o genótipo FYx/FYB-33. Nossos dados sugerem que indivíduos com o 

genótipo FYA/FYB apresentam maior susceptibilidade à malária por P. vivax. A 
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presença do alelo FYB-33 pode ser uma vantagem seletiva na população, o que poderá 

reduzir a taxa de infecção por esse Plasmodium nessa região.  

Palavras chave: Malária, Amazônia Brasileira, Sistemas de grupos sangüíneos 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/FYX, FYB/FYX, FYX/FYX 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 

FYX/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 
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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. Introdução 

 
1. Malária 
 

 A malária é uma doença parasitária, na maioria dos casos febril e aguda, de 

elevada prevalência e morbidade, produzida no homem por quatro espécies de 

plasmódio: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale, a última das quais 

encontradas apenas na África tropical e alguns países do sudeste asiático1. A 

transmissão ocorre de pessoa a pessoa pela fêmea de mosquitos do gênero Anopheles. 

Em sua forma típica, a malária se caracteriza por acessos febris com intervalos de 24, 48 

ou 72 horas, de acordo com a espécie de plasmódios infectantes. Os sinais e sintomas 

mais evidentes são cefaléia, calafrio, tremor, rubor e sudorese intensa. Formas leves da 

infecção, e mesmo a assintomática podem ocorrer em casos com baixa parasitemia e ou 

em pacientes com imunidade, premunição e outros fatores impedientes da doença.  

Recaídas e cronicidade da malária são freqüentes, particularmente nas infecções 

por P. vivax e P. ovale, quando não se esgotam as formas tissulares, por falta de 

tratamentos não erradicantes ou ainda por resistência a drogas como no caso do P. 

falciparum2. Apesar dos esforços de erradicação empreendidos entre 1955 e 1970, esta 

parasitose permanece entre as principais doenças tropicais da atualidade. Acontece 

anualmente de 300 a 500 milhões de casos clínicos em todo o mundo, dos quais mais de 

90% estão nas regiões de savana e floresta equatorial da África e ao sul do deserto do 

Saara. Estima-se que, no mundo, uma criança morre de malária a cada 40 segundos, 

resultando em mais de 2.000 mortes diárias3, totalizando mais de dois milhões de 

mortes anuais, principalmente crianças abaixo de cinco anos de idade, e gestantes4. 

Cerca de 40% da população mundial habita áreas com risco de transmissão de malária. 
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O P. falciparum é a espécie responsável pela doença mais grave e pela maior 

mortalidade por malária.  

Vários fatores contribuem para o grande número de casos de malária por P. 

falciparum na África, incluindo a transmissão pelo mosquito Anopheles gambiae, 

prevalente no continente e de difícil controle. Somando-se a isso, a falta de infra-

estrutura básica de saúde, dificuldade de acesso a serviços médicos e a antimaláricos, 

contribuem para o agravo desse cenário, fazendo com que a doença seja de difícil 

controle, o que leva ao aumento do risco de casos de malária grave e morte5. O P. vivax 

é o parasito mais disperso e prevalente em algumas regiões endêmicas, sendo 

responsável por 70 a 80 milhões de casos anualmente6,7. Algumas características da 

biologia da transmissão do P. vivax conferem a esta espécie maior capacidade de 

adaptação a ambientes desfavoráveis. Como conseqüência, na medida em que as 

técnicas de controle da doença se tornam mais efetivas, a infecção pelo P. vivax tende a 

sobrepor aquela causada pelo P. falciparum. Um outro agravante das infecções causadas 

pelo P. vivax, é que recentemente essa espécie tem sido responsabilizada por muitos 

casos de malária grave, inclusive no Brasil8-10. 

No Brasil, a transmissão dos plasmódios se restringe praticamente à Amazônia, 

onde se registram 99,5% dos casos no país. Entre 1970 e meados da década de 1990, a 

incidência anual de malária multiplicou-se por dez, com o registro de 635.646 casos no 

ano de 1999. Daí 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 infecções por P. falciparum e 1,6% de infecções mistas (P. falciparum + P. 

vivax). A ocorrência dos casos de malária na Amazônia legal não é homogênea, sendo 

que em 2006 os casos notificados, por Unidade Federal, para os Estados do Amazonas 
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(33,4%), do Pará (18,6%), de Rondônia (28,6%) e do Acre (17,3%) são responsáveis 

pelo maior número de casos registrados11.  Nos primeiros cinco meses de 2007 foram 

notificados 157.163 novos casos de malária, dos quais 123.221 (78,4%) por P. vivax, 

32.238 (20,5%) por P. falciparum, 49 (0,03%) por P. malariae e 1.653 (1,0%) foram de 

infecções mistas. Além disso, foram encontrados 2 casos de infecções por P. ovale, 

provavelmente de migrantes africanos11. 

 

1.1 Ciclo biológico dos plasmódios humanos 

O homem se infecta com esporozoítos alojados nas glândulas salivares dos 

mosquitos. Inoculados na pele, esses esporozoítos podem permanecer várias horas antes 

alcançarem a corrente sangüínea12, de onde chegam aos hepatócitos em menos de 30 

minutos. O processo de invasão dos hepatócitos é complexo e depende de várias 

interações entre proteínas ligantes do parasito e proteínas receptoras do hospedeiro. 

Uma delas, a proteína circunsporozoítica (CSP) possui uma região de adesão, presente 

na superfície de esporozoítos, reconhece moléculas sulfatadas da membrana dos 

hepatócitos, permitindo a interação com a célula hospedeira e sua posterior invasão13. 

Recentemente, foi demonstrado por Mota & Rodrigues (2002)14 que os esporozoítos 

invadem vários hepatócitos, migrando através deles, antes de finalmente se desenvolver 

em seu interior. No fígado ocorre a primeira esquizogonia que, ao final de 8 a 15 dias, 

dará origem a milhares de estágios invasivos, os merozoítos. Nos P. vivax e P. ovale, 

esses estágios mantêm-se nos hepatócitos sob formas quiescentes (hipnozoítos). Alguns 

meses depois da infecção primária, os hipnozoítos podem reativar-se e originar recaídas 

tardias. Os merozoítos produzidos ao final da esquizogonia tecidual invadem hemácias.   
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O processo de invasão do eritrócito pelo merozoíto é complexo e envolve 

inúmeras etapas, sendo necessárias interações específicas envolvendo proteínas do 

parasito e receptores na superfície da célula hospedeira15. A invasão ocorre quando o 

merozoíto adere à superfície de hemácias não parasitadas. Esse mecanismo, que é 

rápido, aproximadamente vinte segundos, inclui fases de reconhecimento e adesão 

seguidas por reorientação e entrada16. No interior das hemácias ocorre nova 

esquizogonia, que produz esquizontes maduros que darão origem a merozoítos. Ao 

término da esquizogonia rompem-se as hemácias parasitadas e estas caem na corrente 

sangüínea. Ocorrem, nesse momento, os paroxismos febris a cada 48 ou 72 horas, que 

caracterizam a doença malária. Os merozoítos, ao invadirem novas hemácias, podem 

transformar-se em trofozoítos e posteriormente em esquizontes, ou alternativamente, 

podem diferenciar-se em formas de reprodução sexuada (gametócitos) infectantes para 

os mosquitos vetores. Não se conhecem os estímulos bioquímicos que levam à 

formação de gametócitos masculinos e femininos em infecções naturais, mas diversas 

moléculas, além de condições de estresse, podem produzir a gametocitogênese in 

vitro17.  

A esporogonia ocorre integralmente no mosquito. Os gametócitos, ingeridos 

durante o repasto sangüíneo, originam gametas, cuja fusão forma um ovo ou zigoto. 

Este se transforma logo em um estágio móvel (oocineto), que penetra na parede do 

estômago do mosquito e origina um oocisto, alojado entre o epitélio e a membrana 

basal18. O zigoto, o oocineto e o oocisto recém-formados são os únicos estágios 

diplóides dos plasmódios. No interior do oocisto ocorre uma divisão meiótica seguida 

de várias divisões mitóticas, resultando na formação de esporozoítos. A ruptura do 

oocisto libera milhares de esporozoítos na hemocele, que migram para as glândulas 
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salivares, quando, então, o inseto ao fazer o repasto sangüíneo, inocula na pele do 

hospedeiro humano os esperozoítos, reiniciando assim, o ciclo biológico19. 

 

1.2 Processo de invasão dos eritrócitos pelos merozoítos de plasmódios humanos 

 A habilidade para o reconhecimento, aderência, invasão e formação do vacúolo 

parasitóforo se deve à presença abundante de organelas especializadas (micronemas e 

roptrias) no pólo apical do merozoíto e com excreção seqüencial de proteínas 

específicas. O processo de invasão é complexo e envolve muitas etapas incluindo: I. 

reconhecimento e adesão reversível do merozoíto à membrana do eritrócito; II. 

reorientação apical do merozoíto em direção à membrana da célula hospedeira; III. 

movimento da junção ao redor do merozoíto com simultânea invaginação da membrana 

do eritrócito, até que o parasito se encontre dentro da célula e seja circundado pelo 

vacúolo parasitóforo20-23. O contato inicial é aleatório e se dá em qualquer área da 

superfície do merozoíto e da hemácia; em seguida o merozoíto, ativamente, se reorienta 

justapondo o pólo apical em contato com a membrana da hemácia, utilizando para isso 

moléculas de adesinas, polimerização/despolimerização de actina e componentes de um 

complexo motor de miosina24.  Essas duas primeiras etapas são, aparentemente, de 

baixa afinidade e reversíveis. Ambas as fases permitem ao parasito distinguir entre um 

eritrócito competente para a invasão e outro tipo celular25. No local de contato uma zona 

juncional é formada e pode-se observar uma densa camada na membrana do eritrócito, o 

que se deve à interação do tipo ligante-receptor de alta afinidade, sendo essa interação 

irreversível26. A entrada do merozoíto na hemácia ocorre pela ação de proteases, 

fosfolipases e lipídios que promovem, no ponto de contato, uma fosforilação com o 

desarranjo dos componentes estruturais da membrana eritrocitária. Com isso, 
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novamente, o complexo motor de actina-miosina age para a formação do vacúolo 

parasitóforo24. 

As espécies de plasmódios têm diferenças quanto à interação dos merozoítos 

com as hemácias. O P. falciparum invade hemácias de todas as idades, enquanto que o 

P. vivax invade exclusivamente reticulócitos. Os merozoítos de P. falciparum invadem 

hemácias por meio de múltiplas interações entre proteínas ligantes e receptores. Na sua 

superfície, diversas moléculas são capazes de exercer o papel de ligantes a receptores 

eritrocitários27. Famílias de proteínas ligantes como as Erythrocyte-Binding-Like (EBL), 

tais como EBA-175, BAEBL (EBA-140), JESEBL (EBA-181), EBL-1 e PEBL (EBA-

165) são expressas na superfície da membrana dos merozoítos28. Essas proteínas se 

ligam a glicoproteínas específicas dos eritrócitos para iniciar o processo de invasão. O 

P. falciparum pode utilizar diversos receptores presentes na superfície dos eritrócitos 

para invadi-los. Parece evidente que a EBA-175 se liga à Glicoforina A do sistema 

sangüíneo MNS, provavelmente o principal receptor29, a EBA-181 pode se ligar à 

Glicoforina B desse sistema de grupo sangüíneo e a outros receptores, enquanto que a 

EBA-140 se liga à glicoforina C do grupo sangüíneo Gerbich30. Uma característica 

importante do P. falciparum é a habilidade de alterar o processo de invasão eritrocitária, 

utilizando vias alternativas, permitindo a esta espécie inúmeras vantagens. A primeira 

delas é que o parasito pode invadir eritrócitos de todas as idades; outra vantagem é a 

capacidade de evasão do sistema imune, uma vez que nas diferentes vias de invasão 

celular há envolvimento de diferentes moléculas ligantes do parasito31.   

Em relação ao P. vivax, a formação da junção e a conseqüente invasão do 

merozoíto são mediadas pela interação de proteínas de superfície de membrana 

pertencente a família de proteínas ligantes conhecidas como P. vivax Duffy Binding 

 



                                                                                                             Introdução -   
 

7

Protein (PvDBP), também denominadas de  P. vivax reticulocyte-binding proteins 

(PvRBP1 e 2), que se ligam a receptores de reticulócitos para ativar o processo de 

invasão eritrocitária32, 33. Esse plasmódio é capaz de invadir somente reticulócitos que 

expressam em sua superfície o determinante antigênico do grupo sangüíneo Duffy, um 

antígeno receptor de quimiocinas (Duffy Antigen Receptor for Chemokines - DARC), o 

qual é o receptor da molécula ligante PvDBP34. Indivíduos Duffy-negativos parecem ser 

completamente refratários a essa infecção35. Embora o P. vivax seja completamente 

dependente de DARC para invadir reticulócitos, evidências recentes na África sugerem 

que indivíduos Duffy negativos possam se infectar com P. vivax36, provavelmente por 

meio de outros receptores envolvidos no reconhecimento eritrocitário32. 

Os merozoítos de P. vivax invadem primariamente os reticulócitos, eritrócitos 

jovens, os quais compreendem uma minoria (~1%) da população de células circulantes 

que, evidentemente, expressam glicoproteína Duffy em suas membranas, como as 

hemácias maduras e outros receptores adicionais essenciais ao parasito37. Esse processo 

é o resultado da interação entre tais receptores e regiões da PvDBP38. Isto significa que 

os merozoítos de P. vivax interagem com inúmeros eritrócitos maduros na circulação 

antes de invadirem um reticulócito. Barnwell et al. (1989)39 sugeriram que interações 

prematuras entre PvDBP e o antígeno do grupo sangüíneo Duffy em eritrócitos maduros 

poderiam ser prejudiciais para a sobrevivência do parasito. Portanto, acredita-se que 

anteriormente à junção merozoíto-eritrócito haveria uma seleção da célula hospedeira, 

impedindo assim, a interação da PvDBP com uma célula não-alvo32,40. Se essa 

suposição estiver correta, ou seja, se a seleção dos reticulócitos é um passo que antecede 

a formação da junção, algumas PvDBP, como a PvRBP-1 e PvRBP-2, seriam essenciais 

para esse processo. Entretanto, os papéis dessas proteínas ainda necessitam ser 
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devidamente esclarecidos, já que proteínas homólogas das PvDBP também já foram 

encontradas em P. falciparum e P. yoelli, duas espécies de Plasmodium que não 

infectam apenas reticulócitos32. 

As proteínas ligantes (PvDBP) localizadas dentro dos micronemas dos 

merozoítos, que atuam no processo de invasão41 são moléculas de 140kDa no P. vivax e 

de 135kDa no P. knowlesi42. Os genes que as codificam têm estruturas similares e 

proteínas com segmentos de regiões com seqüências de aminoácidos homólogas, 

sugerindo que eles pertencem a uma família que codifica proteínas de ligação de 

eritrócitos43. A área extracelular dessas proteínas pode ser dividida em seis regiões, 

baseadas na homologia dessas seqüências de aminoácidos. Cada proteína tem duas 

regiões ricas em cisteína (regiões II e VI, também referidas com 5’ e 3’, 

respectivamente), as quais têm resíduos de amino-ácidos aromáticos e cisteínas 

altamente conservados43. Umas dessas regiões, a região II, foi definida como a de 

ligação para os ligantes de P. vivax e P. knowlesi. Os ligantes de P. knowlesi têm 

diferentes especificidades de ligação que podem determinar redundância no processo de 

invasão, resultando numa vantagem de sobrevivência em casos de mutações nos 

receptores do hospedeiro38. A região funcional de ligação das PvDBPs localiza-se na 

região II e contém 330 aminoácidos, sendo seu sítio de ligação ao eritrócito situado no 

segmento de 170 aminoácidos que contém as cisteínas 5 a 844. Embora a posição dos 

resíduos de cisteínas seja conservada nessa região, outros aminoácidos já mostraram ser 

altamente polimórficos45, sugerindo, portanto, estar sujeitos à pressão positiva do 

sistema imune do hospedeiro46. Essa região da PvDBP do P. vivax liga-se 

especificamente ao antígeno Duffy humano, e a do P. knowlesi liga-se aos antígenos 

Duffy humanos e de Rhesus.  Portanto, as regiões são encontradas em ligantes de 
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parasitas que intermedeiam a citoaderência e a invasão de eritrócitos; dois processos que 

realçam a patogênese da malária. Para entender as bases estruturais dessas interações, é 

importante determinar as estruturas tridimensionais e mapear regiões dentro das 

PvDBLs que contém resíduos de ligação aos receptores e, também, identificá-los47. 

 

2. Aspectos da Composição Étnica Brasileira 

 O Brasil foi inicialmente colonizado por portugueses no século XVI, período em 

que teve início a miscigenação entre colonizadores e ameríndias nativas. 

Posteriormente, com o tráfico de escravos, o negro passou a ser o principal grupo de 

miscigenação com o branco. Somente nos séculos XIX e XX, o país passou a receber 

imigrantes de diversas nacionalidades, principalmente européia, mas também asiáticas e 

do oriente médio. Hoje, o Brasil é um país altamente miscigenado e apresenta intensa 

heterogeneidade entre suas diferentes regiões48. Essa heterogeneidade é devida ao 

padrão peculiar de colonização dessas regiões, uma vez que variou o número de 

indivíduos que compuseram o estoque genético de cada grupamento étnico parental. A 

região Norte, por exemplo, é a que exibe a maior contribuição ameríndia, enquanto que 

no Sul do país é observada a maior proporção de caucasóides49. O padrão regional de 

miscigenação foi consideravelmente alterado pelas correntes de migração interna, 

fazendo da região Sudeste o principal destino de grande contingente desses imigrantes. 

Portanto a população do Sudeste brasileiro apresenta características que se assemelham 

às do Brasil como um todo48,50. 

 Considerando a sugestão de que os genes que codificam os determinantes 

antigênicos dos sistemas de grupos sangüíneos ABO, MNS e Duffy exibem diferenças 
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étnicas, torna-se imprescindível o estudo de polimorfismos genéticos em populações de 

diferentes regiões brasileiras51. 

 

3. Sistemas de Grupos Sangüíneos 

Os grupos sangüíneos são antígenos da superfície dos eritrócitos, 

correspondentes a proteínas, glicoproteínas e glicolipídeos, cujas variações podem ser 

detectadas por anticorpos que ocorrem naturalmente, devido à imunização por outros 

presentes no ambiente, ou como resposta a processos de aloimunização induzidos por 

gravidez ou transfusões sangüíneas52. Um total de 29 sistemas de grupos sangüíneos 

humanos são reconhecidos pela International Society of Blood Transfusion53,54, com 

mais de 600 diferentes antígenos determinados, muitos dos quais são raros ou 

encontrados apenas em alguns grupos étnicos.  

A diversidade antigênica de grupos sangüíneos é resultado de diferentes 

mecanismos de troca de material genético entre genes homólogos, substituição simples 

de nucleotídeo – SNP (polimorfismos de nucleotídeos únicos), recombinação ou 

conversão de genes; duplicação de um exon; deleção de gene, exon ou nucleotídeo e 

inserção de nucleotídeo. Os SNPs são as alterações genômicas que geram a maioria da 

variabilidade genética antigênica e determinam a maioria da diversidade observada 

entre os grupamentos étnicos55,56.  

A distribuição dos sistemas de grupo sangüíneos varia nas diferentes áreas do 

mundo, de acordo com a população ou grupamento étnico, ocorrendo, também, 

variações da distribuição dentro de subpopulações humanas57. Pouco se conhece sobre o 

significado biológico dos polimorfismos de grupos sangüíneos, porém o papel de muitas 

dessas moléculas antigênicas (proteínas e carboidratos) é de importante função 
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fisiológica, como receptores para várias citocinas e outros ligantes, podendo, também, 

ser alvos de processos fisiopatológicos, infecções e receptores para 

microorganismos55,58,59.  

 

3.1 Sistema de Grupo Sangüíneo ABO 

 O sistema de grupo sangüíneo ABO, foi descoberto por Karl Landsteiner no 

início do século XX e, até hoje, é o principal sistema de grupos sangüíneos identificado 

juntamente com o sistema Hh, e juntos envolvem três antígenos mais importantes A, B 

e H. A herança é geneticamente determinada pelos genes A, B e O, sendo que A e B são 

co-dominantes entre si e dominantes em relação à O. Os alelos H e h são herdados 

independentemente dos genes que determinam o tipo ABO. O gene H é comum e o h é 

raro, quando em homozigose ou heterozigose52.  

 Os antígenos A e B são estruturas de carboidratos presentes em glicolipídeos e 

glicoproteínas da membrana dos eritrócitos. Essas cadeias de carboidratos são 

sintetizadas pela ação das glicosiltransferases, que são enzimas que catalisam a 

transferência de monossacarídeos específicos de um nucleotídeo substrato doador para 

um substrato receptor. As transferases A e B são produtos dos alelos A e B, 

respectivamente. O substrato receptor para essas transferases (A e B) é uma estrutura 

denominada de antígeno H (“H transferase”) expressa pelo alelo H, que contém, como 

resíduo terminal, o monossacarídeo fucose56. 

 O produto do gene A é uma enzima que transfere o monossacarídeo N-

acetilgalactosamina (α1→3-N-acetil-galactosamina) do substrato doador, a 

uridinadifosfato (UDP)-N-acetilgalactosamina para um resíduo de galactosefucosil do 

antígeno H, gerando, assim, uma estrutura A ativa. O produto do gene B é uma enzima 
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que transfere o monossacarídeo N-galactosil (α1→3-N-galactosil) do substrato doador 

(UDP)-galactose para a galactosefucosil do antígeno H, produzindo, também, uma 

substância B ativa. As N-acetilgalactosamina e N-galactosamina são açúcares 

imunodominantes dos antígenos A e B, respectivamente, gerando uma diferença 

estrutural entre essas moléculas, determinando, por isso, a maior diferença entre as 

hemácias dos grupos A e B. Já o alelo O não produz enzima ativa, assim, nos eritrócitos 

do grupo O, o antígeno H não é convertido52,56. 

As transferases A e B são codificadas por um único gene localizado no braço 

longo do cromossomo 9 (9q34.1-2)60,61. Assim, com base nas alterações nucleotídicas e 

na detecção sorológica das substâncias A, B e H, foi possível classificar fenotípica e 

genotipicamente o sistema de grupos sangüíneo ABO. O grupo sangüíneo A é 

determinado pelos genótipos A1A1, A1O, A1A2, A2A2 e A2O e geram os fenótipos 

(antígenos nas hemácias) A1 e A2. Dos indivíduos do grupo A, 80% são A1, enquanto 

que o restante é A2. O grupo B é determinado pelos genótipos BB e BO, gerando o 

fenótipo B. O grupo AB é determinado pelos genótipos A1B e A2B, sendo os seus 

fenótipos A1B e A2B (A + B). Finalmente o grupo O tem como genótipo OO (HH ou 

Hh) e fenótipo O ou H62. 

A determinação do grupo sangüíneo ABO tem amplas implicações, 

principalmente em hemoterapia. A identificação fenotípica pode ser feita pela detecção 

sorológica com a utilização de reagentes imuno-hematológicos, que identificam a 

presença ou ausência dos antígenos A, B e H. Podem-se detectar diferentes níveis de 

expressão dos antígenos A ou B nos eritrócitos e, por isso, podem ser classificados em 

subgrupos de A ou B, de acordo com a intensidade de aglutinação dos eritrócitos com 

os reagentes anti-A, anti-B, anti-AB, anti-A1 e anti-H. Devido a diferentes quantidades 
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de locais antigênicos na superfície das hemácias dos diferentes grupos sangüíneos ABO, 

a reatividade entre anti-H e hemácias tendem a ser:  O > A2 > B > A2B > A1 > A1B63. É 

possível diferenciar, sorologicamente, os dois principais alelos de A, A1 e A2, 

utilizando-se o reagente lectina anti-A1
64. 

 

3.2. Sistema de Grupo Sangüíneo MNS 

O sistema de grupo sangüíneo MNS é um complexo de 43 antígenos distribuídos 

em duas moléculas híbridas de duas proteínas53. Os antígenos desse sistema pertencem a 

uma família de sialoglicoproteínas de transmembrana tipo 1 das hemácias, denominadas 

de glicoforinas (GP), cujas estruturas podem ser subdivididas em três domínios 

extracelulares distintos, a glicoforina A (GPA), a glicoforina B (GPB) e a glicoforina E 

(GPE). O antígeno MN está associado à GPA que, juntamente com a proteína de banda 

3 (proteína de transporte de ânions), forma o mais importante grupo de glicoproteínas 

intrínsecas da membrana eritrocitária. As glicoforinas C e D não estão relacionadas com 

o grupo sangüíneo MNS e sim com o sistema Gerbich. A GPA, a maior 

sialoglicoproteína presente na membrana do eritrócito, contém 131 aminoácidos, com 

um domínio extracelular, uma região hidrofóbica transmembrana e um domínio 

intracitoplasmático. Cada eritrócito contém de 300.000 a 1.200.000 moléculas de GPA. 

Da mesma forma, o antígeno Ss está localizado na GPB, com estrutura semelhante à 

GPA, porém possui apenas 76 aminoácidos e é menos abundante, com 30.000 a 250.000 

moléculas por célula53,65. 

As glicoforinas A, B e E são produtos de três genes homólogos GPA, GPB e 

GPE localizados no cromossomo 4 q31-34 humano, na seguinte ordem 5’-GPA-GPB-

GPE-3’(Cook et al., 1980 – apud13).  O produto do gene GYE não foi identificado65. O 
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gene GPA tem 7 exons ativos enquanto que o gene GPB possui apenas 6 exons, sendo o 

exon B3 não transcrito, devido a uma mutação na região de splicing, que não o inclui no 

mRNA, resultando em GPB mais curta. Já o gene GPE apresenta uma estrutura 

semelhante ao GPB, porém possui dois pseudo-exons (E3 e E4) gerando uma proteína 

de 59 aminoácidos65. Os genes GPA e GPB possuem, respectivamente, dois pares de 

alelos M, N e S, s. Esses alelos estão de tal forma ligados que podem ser considerados 

como pseudo-alelos, e agrupados de tal modo que são herdados como haplótipos66. 

Os antígenos M e N diferem pela substituição de dois aminoácidos no início da 

cadeia da GPA, SerMLeu e GlyNGlu, nas posições 1 e 5, respectivamente. O polimorfismo 

Ss é definido pela presença do aminoácido Met ou Thr na posição 29 de seus 

respectivos polipeptídios da GPB65. A atividade antigênica M e N depende da presença 

e conformação dos resíduos de ácido siálico anexados. As hemácias podem expressar os 

antígenos M, N ou ambos66. As células M também expressam um antígeno “N-like” 

fraco. Reações entre esses antígenos e seus respectivos anticorpos podem exibir um 

efeito de dosagem, isto é, células homozigotas dão uma reação de aglutinação mais forte 

que as heterozigotas. Os antígenos S e s são antitéticos e estão localizados na 

sialoglicoproteína (GPB) da membrana eritrocitária62. 

Recombinações não homólogas entre os genes GPA, GPB e GPE com 

conseqüentes deleções parciais ou totais destes genes (En(a-), Mg, Mk e Su), produzem 

variantes de MN e de S. Nesses casos, o portador desenvolve anticorpos contra 

determinantes antigênicos de segmentos de proteínas que ele não possui67.  

O anticorpo anti-Ena reage contra determinantes não polimórficos de várias 

regiões da GPA. Esse anticorpo é raro e ocorre em indivíduos homozigotos para a 

deleção do GPA, não expressando a GPA, por isso, não possuem os antígenos M ou N. 
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O anti-Ena aglutina células da maioria dos indivíduos, cujo fenótipo é descrito como 

En(a+), mas não aglutina hemácias dos portadores dessa deleção, determinando, dessa 

forma, o fenótipo En(a-). O antígeno Mg parece estar praticamente ausente na maioria 

das populações, porém o anticorpo anti-Mg, aparentemente, é o anticorpo do sistema 

MNS mais freqüentemente encontrado na espécie humana. Os indivíduos com genótipo 

MgN simulam ser do grupo N quando suas hemácias são testadas apenas com os anti-

soros anti-M e anti-N. O mesmo ocorre em indivíduos com o genótipo MMg, que 

aparentam ser do grupo M. A variante Mk é rara e, por mecanismos desconhecidos, o 

gene Mk suprime a síntese das glicoforinas A e B. Nos indivíduos homozigotos para este 

gene, os antígenos M, N, S, U, Ena estão ausentes nos eritrócitos, determinando, 

portanto, o fenótipo M-N-S-s-En(a-)69. Assim, indivíduos com genótipos MS/Mk ou 

Ms/Mk investigados com os anti-soros anti-M, anti-N, anti-S e anti-s simularão ser 

MS/MS ou Ms/Ms, da mesma maneira que, nas condições semelhantes, os indivíduos 

NS/Mk ou Ns/Mk simularão ser NS/NS ou Ns/Ns67. 

 Nos grupamentos étnicos negróides observou-se a ocorrência, com freqüência 

em torno de 10%, do gene Su, alelo de S e s. Esse alelo, que é inexistente ou muito raro 

em populações que não têm origem africana, quando em homozigose condiciona a 

incapacidade de as hemácias serem aglutinadas por anti-soros anti-S e anti-s, 

determinando, assim, o fenótipo S-s-. Dessa maneira, indivíduos com esse fenótipo 

podem apresentar um anticorpo imune, denominado de anti-U. Hemácias que não 

reagem com anti-U são designadas de u, em contraposição, a maioria das pessoas reage 

contra esse anti-soro e é denominada de U67. O antígeno U também está localizado na 

glicoforina B, mas não é antitético ao S ou s52. Anti-U é um anticorpo que pode ser 

produzido em menos de 1% de etnia negróide e reage contra determinantes antigênicos 
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de grande parte da molécula de GPB e contra as células da grande maioria das 

pessoas18. A ausência do antígeno U é resultado de uma deleção do gene da GPB, que 

origina, também, a ausência de determinantes antigênicos de S e s, de modo que o 

fenótipo desses indivíduos é S-s-U-70. Os antígenos S e s estão ausentes em 

aproximadamente 1% dos indivíduos negróides e a ausência do antígeno U ocorre em 

84% dessas pessoas, ou seja, elas apresentam o fenótipo S-s-U-. Esse fenótipo não é 

detectado em grupamentos étnicos caucasóides52.  

 

3.3. Sistema de Grupo Sangüíneo Duffy 

Os antígenos do sistema de grupo sangüíneo Duffy são glicoproteínas de 

transmembrana que funcionam como receptores para quimiocinas (Duffy 

Antigen/Receptor for Chemokine – DARC) e para os merozoítos de Plasmodium vivax 

71. A glicoproteína Duffy é expressa em diversos tecidos não eritróides como rim, baço, 

coração, pulmão, músculo, duodeno, pâncreas, placenta, cérebro, intestino, glândula 

tireóide e em células de Purkinje do cerebelo71-73. 

A existência do sistema sangüíneo Duffy foi inicialmente postulada por Cutbush 

e Mollison, em 1950, que encontraram anticorpos de especificidade até então 

desconhecida no soro de um paciente hemofílico politransfundido de sobrenome Duffy. 

O determinante antigênico reconhecido por esses anticorpos foi denominado Fya, em 

homenagem ao paciente, cujo sobrenome era Duffy. Posteriormente, Ikin e 

colaboradores observaram no soro de uma mulher multípara não-transfundida, cujos 

filhos não manifestaram a doença hemolítica do recém-nascido (DHRN), anticorpos 

contra outro determinante antigênico relacionado, que denominaram Fyb. Com o auxílio 

desses anticorpos que reconhecem os antígenos Fya e Fyb, as populações caucasóides 
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passaram a ser classificada em três grupos: Fy(a+b-), Fy(a+b+) e Fy(a-b+), sendo a 

transmissão hereditária desse fenótipo explicada por intermédio da admissão de dois 

alelos autossômicos, FYA e FYB74.  

Como referido por Beiguelman (1983)74, Sanger et al. (1955) verificaram que 

entre os indivíduos negróides, predomina a reação negativa tanto com soro anti-Fya 

quanto com soro anti-Fyb, ou seja, nos que apresentam o fenótipo Fy(a-b-). Em 1965, 

Chown e colaboradores75 relataram a existência de uma variante de Fyb, cujas hemácias 

reagiam fracamente com soros anti-Fyb, com uma freqüência de 2% em indivíduos 

caucasianos. Essas hemácias apresentam baixa expressão da glicoproteína Duffy em sua 

superfície, determinando o fenótipo Fy(a-b-)76. Em 1971, estudos sorológicos com a 

utilização do anticorpo anti-Fy3 definiram outro determinante antigênico, o Fy3 que 

está sempre presente em hemácias Fya e Fyb, mas ausente em eritrócitos Fy(a-b-)77. 

Posteriormente, foram definidos outros determinantes antigênicos, os Fy4 e Fy5 que, 

talvez não estejam relacionados ao sistema Duffy, visto que reagem com eritrócitos em 

que falta a proteína Duffy. O soro anti-Fy5 define o domínio Fy5, encontrado nos 

antígenos Fya e Fyb e proteínas do sistema RH78,79.   

No ano de 1987, o primeiro anticorpo monoclonal murino anti-Fy6 foi obtido e 

definiu outro determinante antigênico Duffy (Fy6) presente em todas as células Duffy-

positivo, mas ausente em células Fy(a-b-). Esse epítopo se revelou importante reagente 

para purificação, caracterização e clonagem do alelo FY.   Esses determinantes não são 

expressos em indivíduos Fy(a-b-). Raramente detectam-se anticorpos com essas 

especificidades entre doadores de sangue80,81. A partir de 1989, os estudos referentes ao 

sistema Duffy avançaram. A purificação da glicoproteína Duffy e a clonagem do cDNA 

permitiram a abordagem de estudos estruturais e funcionais34,89. A homologia dessa 
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proteína com os receptores de quimiocinas, peptídeos implicados na resposta 

inflamatória permitiram avanços na compreensão da função biológica do sistema de 

grupo sangüíneo Duffy82,83.  

 

3.3.1. Antígenos Duffy como receptores de quimiocinas 

As pesquisas sobre citocinas e seus receptores convergiram na investigação dos 

antígenos de grupo sangüíneo Duffy. Muitos aspectos da biologia dos antígenos Duffy 

devem ser considerados para determinar suas funções e significados. A princípio, a 

proteína não é essencial para a estrutura e função normal dos eritrócitos, pois hemácias 

com ausência da glicoproteína Duffy não manifestam alterações, e indivíduos com 

fenótipo Duffy negativo são, aparentemente, normais72. Embora a proteína seja expressa 

em células endoteliais de capilares, um sítio importante para tráficos de leucócitos 

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 cerebelo84. 

As quimiocinas são peptídeos de uma família de moléculas com capacidade 

quimiotática, atividades proinflamatórias que ativa neutrófilos por quimiotaxia71. As 

quimiocinas são divididas em duas grandes subfamílias, as C-X-C (α quimiocinas) e as 

C-C (β quimiocinas), que diferem na posição dos amino-ácidos da região amino-

terminal71,85,86. O efeito das quimiocinas nas células-alvo é mediado por receptores 

específicos e de alta afinidade nas superfícies celulares. Esses receptores podem se ligar 

em mais de que uma quimiocina dentro da família C-X-C ou C-C, pois não há reações 

cruzadas, ou seja, receptores para C-X-C não se ligam a C-C e vice-versa87.  

Estudos sobre receptores de quimiocinas multiespecíficos em eritrócitos 

humanos mostraram que a IL-8 liga-se minimamente a hemácias Duffy-negativos e que 
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anticorpos monoclonais para antígenos Duffy bloqueavam a ligação de IL-8 em 

eritrócitos Duffy positivo, indicando que os antígenos de grupo sangüíneo Duffy são 

receptores de quimiocinas82. Com isso, caracterizou-se que o Duffy Antigen/Receptor 

for Chemokine (DARC) age como um receptor multiespecífico para ambas as famílias 

de quimiocinas, C-X-C e C-C com alta afinidade82,87. Outros estudos estabeleceram a 

relação entre receptores de quimiocinas nos eritrócitos humanos e antígenos Duffy, por 

alinhamento da seqüência da proteína Duffy com outros membros da família de 

quimiocinas. Observaram, também, que a organização dos dois exons FY é a mesma 

encontrada nos genes de outros receptores de quimiocinas. Ficou demonstrado, assim, 

que esses receptores são idênticos aos antígenos do grupo sangüíneo Duffy e, também, 

receptores para a invasão do P. vivax88-90. Por isso, a proteína Duffy é alternativamente 

denominada DARC86. O significado biológico do DARC nos eritrócitos, inicialmente, 

pareceu questionável, devido à falta de associação entre doenças e fenótipo Duffy 

negativo. Contudo, a função-estrutura e localização precisa do DARC em fisiologia 

normal e patológica ainda não é totalmente esclarecida, e a análise do papel biológico 

na interação receptores/ligantes necessita de mais pesquisas76. 

 

3.3.2. O gene Duffy (FY) 

O gene que codifica a proteína Duffy foi o primeiro locus autossômico a ter sua 

localização definida, corretamente, no cromossomo 1 humano91, na região 1q21-q2392. 

Posteriormente, por meio de hibridização in situ, em um clone de cDNA que codifica a 

subunidade maior da proteína Duffy, o gene foi mapeado em 1q22-q2334,96. Imaginava-

se que o gene FY era constituído de apenas 1 exon, que expressava uma estrutura 

primária polipeptídica altamente hidrofóbica, com uma seqüência nanopeptídica N-
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terminal (MASSYVLQ), composta de 338 aminoácidos, denominado de transcrito 

menor72,88. O locus de FY e o do sistema sangüíneo RH são sintênicos, pois ambos se 

localizam no cromossomo 1, porém o RH está na extremidade do braço curto e o FY, no 

braço longo72. Estudos posteriores mostraram a existência de um outro exon que possui 

seqüências codificadoras não traduzidas. Esse exon pode ser unido ao segundo exon 

(após splicing), que origina um transcrito de 336 aminoácidos, com uma seqüência de 

um heptapeptídeo N-terminal (MGNCLHR) chamado de transcrito maior94,95. 

Após a caracterização do gene FY, os nucleotídeos passaram a ser numerados 

utilizando o mRNA spliced. Portanto, o primeiro nucleotídeo do códon de iniciação da 

tradução (AUG) é o nucleotídeo número 176. Dessa forma, evitam-se as inconsistências 

geradas por tamanhos variados de 5’-UT aos diferentes sítios de iniciação de transcrição 

como descrito por Tournamille et al. (1995)96 e por Iwamoto et al. (1996)95. A Figura 1 

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

 

3.3.3. Antígenos Duffy 

O produto do gene Duffy (FY) é uma glicoproteína (gp-FY) N-glicosilada de 

transmembrana de 35 a 43 kDa, moderadamente imunogênica71, com  variação no grau 

de N-glicosilação que deve contribuir para essa faixa de peso molecular (35 a 45 kDa)34. 

Essa proteína é constituída de sete hélices hidrofóbicas, com uma topologia na qual 

existe um domínio amino-terminal extracelular, três alças extracelulares, três alças 

citoplasmáticas e uma área carboxi-terminal citoplasmático, ou seja, a glicoproteína 

Duffy apresenta sete passagens transmembrânicas88. 
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Masouredis et al. (1980)97, utilizando-se de soros humanos anti-Fya, anti-Fyb e 

anti-IgG ferritina marcada, estimaram que as hemácias Fy(a+b-) e Fy(a+b+) carreiam 

entre 13.000 e 14.000 sítios antigênicos Fya e Fyb, respectivamente. Como esperado, 

hemácias Fy(a+b+) têm metade do número de sítios Fya que as hemácias de fenótipo 

Fy(a+b-). Talvez isso possa explicar, parcialmente, os resultados encontrados por 

Wooley et al., (2000)98, com análises de citometria de fluxo, ao observar que a 

expressão de antígenos Fy era maior em reticulócitos e, que aqueles com fenótipo 

Fy(a+b+), apresentaram maior nível de expressão da proteína Duffy, quando 

comparados aos de fenótipos Fy(a+b-) e Fy(a-b+). 

Os antígenos Fya e Fyb são codificados por duas formas alélicas do gene FY, os 

alelos FYA e FYB, respectivamente. Diferem entre si por uma única substituição Gly → 

Asp no aminoácido 42 que, no gene corresponde a uma substituição G → A na posição 

12534. Essa substituição de um aminoácido no domínio amino-terminal da proteína é 

suficiente para definir os dois antígenos antitéticos72,94,99. Com base nessa variação, é 

possível determinar os fenótipos Fy(a+b-), Fy(a-b+) e Fy(a+b+)96. Wasniowska et al. 

(2004)100, utilizando-se de anticorpos monoclonais, mostraram que os antígenos Fya/Fyb 

possuem o sítio de maior imunogenicidade nos aminoácidos 37 e 47. 

Os indivíduos, cujas hemácias não reagem com soros anti-Fya e nem com anti-

Fyb, são fenotipados como Duffy negativo [Fy(a-b-)], portanto, são homozigotos para o 

alelo FY, resultado de uma variante do alelo FYB (FYB-33) que apresenta uma mutação 

pontual em que a timina é trocada pela citosina, na região promotora do gene, no 

nucleotídeo -33, (-33T>C)95,96. Essa alteração promove uma interrupção no fator de 

transcrição eritróide GATA-1, resultando na ausência de expressão do antígeno Fyb 

apenas no eritrócito, não interferindo na expressão dessa proteína em outros tecidos. 
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Conseqüentemente, esses indivíduos podem vir a desenvolver anti-Fya, mas não anti-

Fyb 101. Nos estudos realizados por Castilho et al. (2004)102, foi detectada uma 

freqüência de 12,5% da mutação -33T>C em doadores com ancestrais caucasianos. 

Observaram, também, a ocorrência simultânea das mutações -33T>C, 265C>T e 

298G>A em 1,7% dos indivíduos estudados, bem como a ocorrência das mutações 

265C>T e 298G>A em doadores de descendência africana. Esses dados diferem de 

outros relatos na literatura, que detectaram essas mutações em 2 a 5% da população 

caucasiana, mas não em negróides103-105. 

Um outro antígeno Fyb que reage fracamente com soro anti-Fyb 75, por isso foi 

denominado de Fybweak, é resultado da mudança do aminoácido arginina pela cisteina 

na posição 89 da proteína, gerando uma baixa expressão da glicoproteína Duffy na 

superfície do eritrócito, o que pode resultar numa fenotipagem Duffy negativo76.  Essa 

variação na proteína se deve a SNPs concomitantes nos nucleotídeos 265 e 298 do alelo 

FYB.  Na posição 265 desse alelo há uma substituição da citosina pela timina (265C>T) 

e, no nucleotídeo 298, a guanina é substituída pela adenina (298G>A), essa última, 

resulta na troca do aminoácido alanina por treonina na posição 100 da proteína, que tem 

menor impacto sobre a estrutura da glicoproteína. Esses SNPs geram, então, um outro 

alelo, o FYX (FYBwk) e, conseqüentemente, o fenótipo Fyx (Fybwk)104,106,107. A mutação 

298G>A pode estar presente no alelo FYB ou FYA de indivíduos Fy(a-b+) e Fy(a+b+), e 

não está associada ao fenótipo Fy(a-bwk)103. A capacidade de ligação das hemácias Fy(a-

bwk) ou (Fyx) aos anticorpos anti-Fy e quimiocinas mantém-se, ainda que em níveis 

reduzidos, sugerindo que a alteração estrutural da proteína seja relativamente sutil. 

Estudos realizados em diferentes grupamentos étnicos sugerem que a redução na 
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expressão da proteína pode ser por transcrição silenciosa em um dos alelos FYB, ou por 

alterações na transcrição e na estabilidade protéica105,106.  

Um novo alelo foi identificado por Zimmerman et al. (1999)108, em Papua Nova 

Guiné, o qual é resultado de SNP no nucleotídeo -33 da região promotora do gene FYA, 

sendo então, denominado de FYAnull, determinando o fenótipo Fy(anullb-) ou Fy(anullb+). 

Essa mutação abole a expressão da proteína Duffy nas hemácias de indivíduos 

portadores desse alelo. Como esperado, os indivíduos heterozigotos para o alelo FYAnull 

apresentaram, aproximadamente, metade da expressão do antígeno Duffy108-110. Estudos 

realizados em vários grupamentos étnicos da Tailândia e Indonésia, mostraram alta 

freqüência do alelo FYA (>0,9) e a presença de um novo fenótipo Fy(a+wkb-). 

Interessante que, estes estudos mostraram que os indivíduos com de fenótipo Fy(a+wkb-) 

apresentaram o genótipo FYA/FYA, enquanto que os indivíduos de fenótipo Fy(a-b-), 

tinham o genótipo FYA/FYA ou FYA/FYB111,112. Contudo, os mecanismos genéticos que 

causam esse fenótipo não foram ainda determinados.  

Rios et al. (2000)113 sequenciando o DNA de três indivíduos caucasóides que 

apresentavam o fenótipo Fy(a-b-), com elevado título de anti-Fy3, encontraram em um 

deles, o genótipo FYA/FYA sem as mutações 265C>T, 298G>A e -33T>C, porém uma 

mutação pontual 287G>A observada determinava a substituição de um único 

nucleotídeo, gerando um códon de parada (“stop” códon). Em outro, o genótipo 

determinado foi FYB/FYB, também sem as mutações 265C>T, 298G>A e -33T>C, mas 

no seqüenciamento do exon 2 do gene FY foi encontrada uma mutação 407G>A que 

causa um códon de parada prematuro no aminoácido da posição 136. No último, cujo 

genótipo era FYA/FYA, as mutações acima não foram percebidas, porém observou-se 

uma mutação 408G>A que, também promove um códon de término prematuro no 
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aminoácido 136. Os autores concluíram que essas mutações foram eventos espontâneos 

observados tanto no alelo FYA como no alelo FYB.  

O antígeno Fy3 apresenta o epítopo conformacional localizado na terceira alça 

extracelular da glicoproteína Duffy e, por ensaios com anticorpos monoclonais, foi 

possível demonstrar que seus determinantes antigênicos localizam-se entre os 

aminoácidos 281 e 285. Os epítopos dos antígenos Fy4 e Fy5 foram definidos, mas seus 

respectivos anticorpos são raros e, por isso, a caracterização dos epítopos 

correspondentes se torna imprecisa100,114. O antígeno Fy6, reconhecido por anticorpos 

monoclonais IgG1 Kappa, foi mapeado na alça amino-terminal da proteína Duffy e 

mostraram que a região imunodominante do epítopo linear é o heptapeptídeo 

QLDFEDV na posiçào 19-15 da proteína. Esse antígeno está presente em todas as 

hemácias, com exceção das Fy(a-b-), assim como é relacionado com a susceptibilidade 

à invasão do P. vivax71,80.  

Uma nova variante do alelo FYB foi detectada em doadores de sangue, não 

parentados, sendo um caucasiano e outro negróide da região Sudeste do Brasil. Trata-se 

de um SNP que consiste na troca da guanina por tiamina na posição 145 (145G>T), 

associada aos SNPs dos nucleotídeos 265C>T e 298G>A, esse alelo foi denominado de 

FYB3 (FYx). Esses indivíduos apresentavam, sorologicamente, o fenótipo Fy(a-b-) e o 

fenótipo determinado foi Fy(b+wk) ou (Fyx). Nesse estudo a mutação 298G>A foi 

encontrada, separadamente, em 7,5% dos indivíduos, enquanto que, nenhum doador 

apresentou a mutação 265C>T isoladamente102. A Tabela 1 sumariza o polimorfismo do 

sistema de grupo sangüíneo Duffy. 
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TABELA 
 
 
Tabela 1: Alelos e as respectivas substituições nucleotídicas que determinam os genótipos e fenótipos do 
sistema de grupo sangüíneo Duffy. 
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3.3.4 O sistema de grupo sangüíneo Duffy nas populações 

A distribuição de determinantes antigênicos Duffy entre grupos étnicos é um 

aspecto característico desse sistema sangüíneo. Como exemplo, FYA é prevalente em 

europeus, chineses, japoneses e malasianos, mas é raro em grupamentos negróides 

africanos, contrariamente, FYB é mais abundante em populações caucasianas do que em 

asiáticos e negros africanos47,76. Por outro lado, indivíduos homozigotos para o alelo 

FYB-33 (Duffy negativos) são extremamente raros fora de grupamentos étnicos 

negróides. A freqüência deste fenótipo (Fy(a-b-) em populações negras africanas varia 

de 88 a 100% e, nos Afro-americanos é de 68%70,115. 

Estudos sobre a diversidade genética intra-étnica das cinco regiões geográficas 

brasileiras mostraram que há variações na origem e composição étnica dos três 

subgrupos (derivados europeus, africanos e miscigenados) nas diferentes regiões do 

país51. Vários autores ao compararem as freqüências alélicas de FY dos distintos 

grupamentos étnicos, não observaram diferenças significantes, no entanto, há variações 

significantes na distribuição das composições fenotípicas e genotípicas50,102,116-118. 

Como exemplo, análises realizadas em vários grupamentos étnicos indígenas mostraram 

que os alelos FYA e FYB estão presentes, porém a freqüência do alelo FYA é elevada119. 

Estudos de fenotipagem dos sistemas de grupos sangüíneos em 2.462 doadores de 

sangue, voluntários, de ambos os sexos, na cidade de São Paulo, determinaram que a 

freqüência do fenótipo Fy(a+b-) em indivíduos caucasóides foi de 19,8%, enquanto que 

nos de etnia negróide foi de 14,0%. Quanto ao fenótipo Fy(a+b+), a freqüência foi de 

41,4% para os caucasóides e 1,6% para os negróides. O fenótipo Fy(a-b+) foi observado 

em 37,8% dos doadores caucasóides e em 17,5 nos negróides.  Em caucasóides, a 
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freqüência de indivíduos Duffy negativo foi de 1,1%, enquanto que nos doadores 

negróides foi de 66,9%, sendo esse fenótipo considerado um marcador de grupamentos 

étnicos negróides120. Recentemente, um estudo de genotipagem, realizado na cidade de 

Campinas, estado de São Paulo, em doadores de sangue, mostrou que as freqüências dos 

fenótipos determinados foram as seguintes: 25,8% de Fy(a+b-); 28,3% de Fy(a-b+); 

24,7% de Fy(a+b+) e 21,3% de Fy(a-b-). No entanto, as freqüências genotípicas foram 

diferentes, sendo distribuídas nas seguintes proporções: FYA/FYA (11,3%); FYB/FYB 

(29,9%); FYA/FYB (39,9%) e FYB-33/FYB-33 (19,7%). Essas diferenças se devem a 

mutações encontradas no alelo FYB que acabam por determinar variações na expressão 

dos antígenos Fyb 102. Isso mostra que, no Brasil essa multiplicidade de freqüências 

fenotípicas e genotípicas ocorre, possivelmente, pela composição étnica durante a 

colonização, além dos grandes movimentos migratórios dentro do país, proporcionando 

uma alta taxa de miscigenação. 

 

4. Malária e os Sistemas de Grupos Sangüíneos ABO, MNSs e Duffy 

A associação entre grupos sangüíneos e algumas doenças tem sido relatada. O P. 

falciparum, que causa malária grave em humanos, requer uma ligação específica com o 

ácido siálico da neuraminidase sensitiva da glicoforina eritrocitária determinada pelo 

sistema sangüíneo MNS e, também, com prováveis receptores determinados pelo 

sistema ABO. O P. vivax interage com a glicoproteína Duffy do sistema sangüíneo 

Duffy, e os indivíduos Duffy negativos são resistentes à malária por esta 

espécie71,121,122. Essa seletividade do P. vivax não está na dependência única da proteína 

Duffy, mas provavelmente envolve, no mínimo, uma interação específica, adicional, 

necessária para direcionar a subpopulação de eritrócitos jovens circulantes, os quais 

 



                                                                                                             Introdução -   
 

29

representam 1% da população de células vermelhas123. As informações relativas ao 

polimorfismo eritrocitário na população brasileira, resultante da investigação em 

doadores de sangue, estão bem estabelecidas para os sistemas ABO, RH, MNS e 

Duffy120. mas suas relações com doenças tropicais são raras e carecem de mais 

investigações, sobretudo, com a utilização de metodologias que possam elucidar os 

aspectos moleculares desses polimorfismos.  

 

4.1. Malária e Grupos sangüíneos ABO 

 Cserti & Dzik (2007)124 realizaram uma revisão criteriosa da literatura publicada 

nos últimos 28 anos, sobre a associação entre o sistema de grupos sangüíneos ABO e 

infecções por Plasmodium falciparum. Esses autores encontraram 22 estudos que 

exploraram a possível relação entre grupos sangüíneos ABO e malária por esse 

plasmódio; no entanto, não foi notada uma relação consistente. Os autores observam 

que a maioria dos estudos falhou em aspectos como o tamanho amostral, a ausência ou 

grupo controle inadequado, a deficiência de dados clínicos/laboratoriais sobre 

indivíduos infectados por P. falciparum, a presença de indivíduos com infecções 

assintomáticas ou com malária branda e, por último, a ausência ou inespecificidade da 

gravidade da doença. Como exemplo disso, podemos observar que estudos fenotípicos 

em uma população afro-descendente, na região central do Sudão125, não demonstraram 

correlação entre o ABO e a malária.  

Por outro lado, outros trabalhos mostram associação significante entre esse 

agente da malária e grupos sangüíneos ABO. No Brasil, Santos et al. (1983)126 

evidenciaram associação significativa entre o antígeno B e o número de episódios de 

malária em pacientes de Manaus. Apesar de os resultados pontuarem na mesma direção, 
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Beiguelman et al.(2003)127 não foram capazes de confirmar essa observação, avaliando 

a freqüência de indivíduos B e AB de uma população de área rural de Rondônia.  

A análise do sistema ABO realizada por Montoya et al.(1994)121, em populações 

de diferentes grupos étnicos da Colômbia, infectados por P. falciparum e P. vivax, 

mostrou que o grupo “O” foi predominante, não envolvendo grande risco de infecção 

para qualquer uma dessas espécies, exceto em indivíduos negróides, cujo risco relativo 

de infecção por P. vivax foi de 4,25. Foi observado, também, risco relativo significante 

nos indivíduos dos grupos “A” e “B”. Nas populações miscigenadas, pessoas do grupo 

sangüíneo B mostraram uma freqüência menor para malária, especialmente por P. vivax.  

No entanto, esses achados diferem dos relatos de Gupta & Choudhuri (1977) 

apud Montoya et al. 1994121, em populações da Índia. Esses autores observaram uma 

alta incidência de malária vivax em indivíduos do grupo sangüíneo B, enquanto que 

infecções por P. vivax foram menos freqüentes em indivíduos do grupo A. Em outros 

estudos ficou demonstrada a influência dos polimorfismos dos grupos sangüíneos A e B 

na formação de rosetas128-132 e, principalmente, o grupo sangüíneo A tem sido 

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

falciparum122,133,134, enquanto que indivíduos do grupo O parecem ter uma vantagem 

protetora contra a severidade da doença, como já havia sido proposto por Hill (1992)135.  

 Os mecanismos dessa suscetibilidade permanecem incertos, no entanto, há 

associação entre a taxa de formação de rosetas e malária por P. falciparum e isso se 

reflete nas pessoas do grupo A, infectadas por essa espécie. Porém, outros mecanismos 

imunológicos podem estar envolvidos, como a habilidade de anticorpos do grupo A de 

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

a freqüência dos alelos ser alta, há forte influência seletiva positiva para o grupo A em 
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relação ao efeito negativo da malária na população122. Estudos realizados por Barragan 

et al. (2000)136 mostraram que os antígenos A e B atuam como co-receptores para a 

invasão do eritrócito pelo P. falciparum e determinantes para a formação de rosetas, 

sem, contudo, diferenciarem os antígenos A1 e A2. Isso representa mais um indício, não 

somente do papel biológico desempenhado pelos antígenos desse sistema, como, 

também, reforça a importância do polimorfismo fenotípico eritrocitário na relação 

parasita-hospedeiro. Essa demonstração parece falar a favor da pressão biológica à qual 

o hospedeiro é submetido em seu ambiente.  

Recentemente, foi demonstrado que a distribuição dos grupos ABO foi 

estatisticamente diferente em síndrome de malária grave por P. falciparum137. Esses 

autores concluíram que indivíduos do grupo O tiveram menos malária grave quando 

comparados com os não-O e, também, que pacientes do grupo A tiveram três vezes mais 

malária grave do que os do grupo O. Em um estudo realizado com gestantes primíparas 

infectadas por P. falciparum, no Gâmbia/África138, determinou-se que os recém-

nascidos de mães do grupo “O” tinham maior peso e comprimento, bem como as 

placentas mais pesadas e com menor carga parasitária quando se comparou com as mães 

dos grupos não O. Embora muitos estudos sobre a associação entre sistemas de grupos 

sangüíneos ABO e malária falciparum aparentam ser contraditórios, alguns outros 

mostraram resultados consistentes. Isso é uma indicação de que pesquisas mais 

complexas se fazem necessárias com o propósito de elucidar os mecanismos de 

susceptibilidade à malária por P. falciparum, relacionadas a esse sistema de grupo 

sangüíneo. 
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4.2. Malária e Sistema de grupo sangüíneo MNS 

 

 Associação entre a susceptibilidade à infecção por P. falciparum e glicoforinas 

A, B e C foi demonstrada previamente121,139,140.  Os estudos realizados na Colômbia 

observaram que os grupos sangüíneos MN e Ss aparecem em diferentes proporções. Os 

indivíduos MN negativos (M-N-) infectados com baixa parasitemia pelo Plasmodium, 

mas em afro-descendentes a presença do antígeno M foi um fator de risco, tanto para 

infecções por P. vivax como para o P. falciparum. Em contrapartida, os indivíduos Ss 

negativos (S-s) eram menos infectados por parasitas da malária121, confirmando que 

ambas as glicoforinas (GPA e GPB) estão envolvidas na interação 

parasita/hospedeiro141. Em um estudo sobre a associação entre marcadores genéticos 

humanos e infecções maláricas, realizado na região ocidental da Amazônia brasileira, 

nenhuma associação pôde ser feita entre os nove fenótipos desse sistema de grupo 

sangüíneo, nem mesmo quando as reações com os anti-M, anti-N, anti-S e anti-s foram 

analisadas separadamente127, contrariando os resultados encontrados por Montoya et al. 

(1994)121. Recentemente, um estudo conduzido com pacientes com malária grave e não 

grave por P. falciparum, na Tailândia, mostrou que nem os genótipos, nem a freqüência 

alélica apresentaram diferenças significantes entre esses grupos de pacientes. Os autores 

sugerem que os antígenos MNS não revelaram, nesse estudo, diferenças na 

susceptibilidade à malária cerebral142.   

As variantes das glicoforinas podem ter um importante e/ou necessário papel 

funcional, como o de receptor para o Plasmodium falciparum, em que as formas 

polimórficas, possivelmente, podem interferir na ligação e posterior invasão do 

parasito143.  Como exemplo, tanto a variante En(a-) quanto a U-negativo estão 

associadas à resistência à malária por essa espécie de Plasmodium, atribuindo-se às 
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glicoforinas A e B um importante papel na resistência à invasão desse parasito nos 

eritrócitos141. 

 

4.3. Malária e Sistema de grupo sangüíneo Duffy 

 

O sistema de grupos sangüíneos Duffy é utilizado há muito tempo como um 

importante marcador genético para avaliar as diferenças étnicas e o passado genético de 

populações. Neste contexto, esse sistema tem sido utilizado em estudos de associação 

com a malária, haja vista a quase absoluta inexistência do fenótipo Fy(a-b-) em áreas 

onde essa doença resulta da infecção pelo Plasmodium vivax35,70,115.  

Miller et al. (1976)35 demonstraram que os determinantes antigênicos Duffy são 

ligantes para o Plasmodium vivax e para o P. knowlesi durante o processo de invasão. 

Esses autores demonstraram que FYA e FYB predominam em populações caucasóides e 

asiáticas, mas em negróides originários da África Ocidental, o fenótipo Fy(a-b-) tende a 

ser predominante, estabelecendo uma correlação positiva entre indivíduos Duffy 

negativo, Fy(a-b-) e uma resistência às infecções por P. vivax35. O parasito P. knowlesi é 

capaz de invadir, ocasionalmente, hemácias humanas Duffy positivas, mas não de 

indivíduos Duffy negativos144.  

Essa associação foi confirmada por estudos realizados no Gâmbia, oeste da 

África, mostrando que as infecções por P. vivax eram extremamente raras, relacionadas 

com a alta prevalência de Duffy negativo na população37. Spencer et al. (1978)145 

realizaram estudos semelhantes em populações de Honduras, corroborando com os 

achados anteriores. Como foi bem demonstrado, a ausência do antígeno Fy em muitos 

grupos étnicos Africanos e em seus descendentes, parece não exercer efeito deletério, 

porém confere resistência natural contra infecção por P. vivax32,71,76,96,146,147. Esses 
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resultados sugerem que o padrão da freqüência desses alelos pode ser resultante de 

seleção natural de polimorfismo que confere resistência à malária por P. vivax139,147,148. 

No Brasil, os dados relativos aos fenótipos eritrocitários são abundantes para a 

população indígena, em especial quanto aos sistemas ABO e RH120,149. Entretanto, as 

informações relativas aos polimorfismos eritrocitários associados à malária, na 

população brasileira, são escassas, indicando a necessidade de mais investigações. A 

freqüência de variantes do sistema sangüíneo Duffy, em uma pequena amostra 

populacional da Amazônia brasileira exposta à malária, foi investigada por Colauto et 

al. (1981)150. A sorotipagem do antígeno Duffy na população de estudo mostrou 

predomínio de Fya (64%), seguido de Fyb (25%) e, somente, 10% dos indivíduos tinham 

o fenótipo Fy(a-b-).  

Nos estudos realizados por Cavasini at al. (2001)151, em uma população de 

pacientes com malária, de Porto Velho (Amazônia brasileira), utilizando-se de 

metodologia molecular, foi encontrada freqüência fenotípica deduzida de 35% de 

Fy(a+b-); 39%  de Fy(a-b+); 21% de Fy(a+b+) e 6% de Fy(a-b-). Posteriormente, foram 

investigados por Ferreira et al. (2002)152, utilizando-se de técnicas hematológicas 

padronizadas, os fenótipos do sistema sangüíneo Duffy de 181 pacientes maláricos de 

uma comunidade ribeirinha de Portuchuelo e de 924 indivíduos infectados da cidade de 

Monte Negro, ambas do Estado de Rondônia. As freqüências 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 e FYB-33: 0,245. Os dados obtidos por Alves et al. (2002)153, 

reforçam os resultados anteriores de que há alterações nas freqüências das variantes de 

Duffy em diferentes regiões da Amazônia brasileira. Quanto ao genótipo Duffy negativo 

(FYB-33/FYB-33), vários estudos mostraram que a freqüência de indivíduos com esse 
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genótipo, entre os não maláricos, é baixa, mostrando que a taxa de pessoas que não 

contraem malária por P. vivax na Amazônia brasileira pode variar de zero a 

12%151,152,154,155. 

Assim, além dos diferentes níveis de expressão, a conformação peculiar dos 

antígenos Fya e Fyb pode determinar diferenças na aptidão à infecção e uma das 

possíveis conseqüências da susceptibilidade diferencial à malária vivax resultante seria a 

modificação das freqüências alélicas de FYA e FYB nas populações expostas ao P. 

vivax, espécie mais prevalente na Amazônia brasileira. Estudos recentes realizados por 

Souza et al., (2007)155, em amostras de indivíduos infectados por P. falciparum, quando 

comparados aos infectados por P. vivax, de áreas da Amazônia brasileira, mostraram 

que a freqüência do alelo com a mutação GATA de FY (FYB-33) foi maior em doadores 

do que em pacientes maláricos, sugerindo que há uma redução na taxa de infecção nos 

portadores deste alelo.  

Como foi demonstrado, por estudos anteriores, há correlação entre os diferentes 

fenótipos e genótipos do sistema de grupo sangüíneo Duffy com a ligação e posterior 

invasão de eritrócitos por P. vivax98,105,108-110,156. Esses resultados sugerem que o padrão 

da freqüência desses alelos pode ser resultante de seleção natural, e que o polimorfismo 

pode modificar a estrutura ou o nível de expressão dos antígenos Duffy, alterando a 

eficiência da invasão podendo, assim, modular a suscetibilidade à malária por P. 

vivax147,148,157. Assim, na Amazônia brasileira, onde o P. vivax predomina, a freqüência 

acima do esperado do alelo FYB-33, dada à composição étnica populacional, tanto em 

heterozigose como em homozigose pode, ao longo do tempo, direcionar para o aumento 

do número de indivíduos Duffy negativos na população e, como conseqüência, ocorrer 

diminuição na taxa de infecção por P. vivax nessa região. 
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5. Justificativa 

É relevante ressaltar que, nas décadas de 80 e 90, grandes avanços foram 

alcançados na luta contra a malária, doença que está praticamente restrita à região 

Amazônica. No entanto, na Amazônia brasileira, a taxa da incidência dessa parasitose, 

nos últimos anos, tem-se elevado, e isto, sem considerar as sub-notificações, visto que o 

atendimento freqüentemente não está sob a responsabilidade de um profissional 

capacitado na área de saúde158,159. Segundo avaliação do programa nacional de controle 

da malária, em 2006, o número de casos da doença foi de 540 mil160. A conseqüência 

desse fato para as regiões extra amazônica é preocupante, particularmente nas áreas que 

as modificações ambientais e sócio-econômicas, associadas ao processo desordenado de 

urbanização tornaram vulneráveis à formação de novos focos ou à reativação daqueles 

com transmissão interrompida. Deve-se atentar para o fato de que essa fragilidade no 

processo de vigilância e controle da malária dentro da Amazônia pode levar a 

disseminação da doença novamente para as outras áreas do país, como observado na 

década de 80161. 

A migração humana é uma realidade entre as diferentes regiões do país, e a 

pouca habilidade no manejo clínico dos diversos profissionais da área de saúde, bem 

como a falta de locais disponíveis para o diagnóstico em áreas não endêmicas, se 

constitui em um sério agravante para a saúde pública nessas regiões. Associado a esses 

aspectos sociais está o surgimento da resistência a fármacos pelo P. falciparum na 

década de 60162, o que começa a ser observado também com o P. vivax nos últimos 

anos163,164, bem como o fato de os estudos para o desenvolvimento de vacinas não terem 
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apresentado ainda resultados promissores165,166. Isso tem sido motivo de grande 

preocupação na epidemiologia da malária.  

É preciso considerar também que estudos mostraram indivíduos infectados por 

diferentes espécies de Plasmodium167-169. Além disso, foi observado que em um mesmo 

paciente, freqüentemente, coexistem diversas variantes geneticamente distintas de cada 

espécie de plasmódio170-172. Essas variantes podem diferir entre si, por exemplo, quanto 

à sua constituição antigênica, sua virulência ou seu perfil de resistência a antimaláricos. 

Em um trabalho de revisão, Souza-Neiras et al. (2007)173, destacam a grande 

diversidade genética do P. vivax que resulta em polimorfismos das diferentes proteínas 

ligantes.  

Como exemplos, há os estudos de Souza et al. (2006)174, que encontraram vários 

polimorfismos das DBPs em isolados do Brasil, porém sem estar envolvidos 

diretamente com a invasão eritrocitária, mas com habilidade para conferir resistência 

aos anticorpos inibitórios a essa invasão. E, mais recentemente, Ferreira et al. (2007)175, 

num estudo de microssatélites de P. vivax, em pacientes de uma área rural da Amazônia 

brasileira, no Estado do Acre, mostraram que há extensa diversidade genética deste 

parasito e que infecções de múltiplos clones são freqüentes. Assim, a diversidade 

genética do P. vivax pode resultar em polimorfismos das DBPs, o que poderá modular a 

competência do parasito em aderir e invadir o eritrócito. 

Embora a associação entre o fenótipo Duffy negativo e a resistência à infecção 

por P. vivax seja muito estudada, relatos recentes demonstram a infecção de indivíduos 

Duffy negativos pelo P. vivax36 e associações contraditórias têm sido observadas sobre 

as relações entre os sistemas ABO e MNS e a malária na Amazônia brasileira126,127.  
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6. Objetivos 
 
 
 Este estudo foi realizado em habitantes maláricos e não maláricos de regiões 

endêmicas da Amazônia brasileira, e teve como objetivos: 

 

I- verificar os fenótipos dos grupos sangüíneos ABO, MNS e Duffy em indivíduos 

com e sem malária; 

 

II- analisar variantes genéticas do sistema de grupo sangüíneo Duffy em indivíduos 

doadores de sangue e pacientes infectados por Plasmodium vivax. 

 

III -  avaliar a associação entre distribuição dos polimorfismos genéticos do grupo 

sangüíneo Duffy e modulação de suscetibilidade à malaria.  
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RESULTADOS 

 

 Os resultados encontram-se descritos em artigos publicados e/ou submetidos à 

publicação em revistas indexadas, bem como resumos apresentados em congressos. O 

primeiro e terceiro artigos estão relacionados aos objetivos específicos propostos. O 

segundo é resultado de um dos objetivos específicos, além de um achado inédito no 

Brasil. O quarto artigo refere-se à metodologia aplicada para melhor caracterizar o 

grupo controle (amostras de doadores de sangue). 
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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/FYX, FYB/FYX, FYX/FYX 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 FYX/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 (Fya and Fyb) that are encoded by the co-

dominant alleles FYA and FYB, located on chromosome 1 [5,6]. The corresponding anti-

Fya and anti-Fyb 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 Fya or aspartic acid in Fyb 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 (Rondônia 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 (± 5 years), 

gender and ethnicity. All of the control subjects were genetically independent. Blood 

samples were collected from all participants (Macapá/Amapá State, Belém/Pará State, 

Porto Velho/Rondônia 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-DNATM 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 Taq DNA polymerase, and buffer, in a total volume of 

50 μL. 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 Ban1, MspA1 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/FYX, FYB/FYX, 

FYX/FYX 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 FYX/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 FYX 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 Pará and Rio Grande do Sul [28,29] and in the cities of São 

Paulo [30], Campinas [11] and Ribeirão Preto [31] all of which are in the state of São 

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 Rondônia [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 Amapá and Pará, North region 

of Brazil [39], the introduction of a negroid ethnic component in the Amazon region is 

recent [40,41]. In respect to the FYX 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 FYAnull 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 FYAnull 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 

FYX were detected, including 5 (1.6%) FYA/FYX individuals, 4 (1.3%) FYB/FYX and 2 

(0.6%) FYX/FYX (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 (FYX) 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 FYX (FYWK) 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 FYX 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(a+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 
result 

nt 125 
FYA/FYB 

Donors / Patients 

nt 265 
FYBWK or FYX 

GATA (n) 
FYBES or FY0 

or FYB-33 

Predicted 
Phenotype 

Donors / Patients 
     
FYA/FYA C/C T/T  
FYA/FYX C/T T/T Fy(a+b-) n = 108 / 90 
FYA/FYB-33 

G/G    43 / 51 
G/A    03 / 05 
G/A    62 / 34 C/C T/C  

     
FYA/FYB C/C T/T Fy(a+b+) n =90 / 109 
 

G/A    90 / 109 
   

FYB/FYB C/C T/T  
FYB/FYX C/T T/T Fy(a-b+) n = 114 /109 
FYB/FYB-33 

A/A    54 / 63 
A/A    06 / 04 
A/A    54 / 42 C/C T/C  

     
FYX/FYX T/T T/T Fy(a-b-) n = 18 /  04 
FYB-33/FYB-33 

A/A    00 / 02 
A/A    18 / 02 C/C C/C  

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 
Phenotype 

Donors 
(n= 330) 

Patients P. vivax 
(n=312) 

P 

FYA/FYA Fy(a+b-) 43 51 0,2644 

FYA/FYX Fy(a+b-) 3 5 0,4942 

FYA/FYB-33 Fy(a+b-) 62 34 0,0055* 

FYA/FYB Fy(a+b+) 90 109 0,0404* 

FYB/FYB Fy(a-b+) 54 63 0,2208 

FYB/FYX Fy(a-b+) 6 4 0,7530 

FYX/FYX Fy(a-b-) - 2 0,2358 

FYB/FYB-33 Fy(a-b+) 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 
FYX  0,014 0,021 0,5726 

FYB-33  0,230 0,128 0,0000 
* Fisher´s Exact Test. 
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Conclusões 

 

 

1. Os fenótipos do grupo sangüíneo ABO não diferem pacientes e controles. A 

freqüência mais elevada dos fenótipos heterozigotos (S-s+) e (S+s-) em 

doadores de sangue sugere proteção contra infecção por P. falciparum, enquanto 

indivíduos com fenótipo homozigoto (S+s+) podem ser mais suscetíveis à 

infecção por essa espécie de Plasmodium. Em relação ao sistema Duffy a 

susceptibilidade a infecção por P. vivax parece ser conferida pelo fenótipo 

Fy(a+b+). 

 

2. Os genótipos FYA/FYB; FYA/FYB-33 e FYB-33/FYB-33 diferenciam pacientes e 

doadores, sendo o primeiro mais freqüente em indivíduos com infecção por P. 

vivax e os dois últimos naqueles sem malária (doadores). 

 

3. Indivíduos FYA/FYB apresentam susceptibilidade aumentada à malária e o alelo 

FYB-33 confere resistência demonstrada por sua maior freqüência em doadores, 

sugerindo vantagem seletiva contra infecção por P. vivax nessa região. 
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APÊNDICE I 
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APÊNDICE II 

FACULDADE DE MEDICINA DE SÃO JOSÉ DO RIO PRETO 
Polimorfismos eritrocitários e a suscetibilidade à Malária na Amazônia brasileira. 

 
TERMO DE PARTICIPAÇÃO E CONSENTIMENTO 

             A malária é uma doença encontrada principalmente na Região Amazônica, e os 
principais sintomas são febre intermitente, calafrio e cefaléia.  Este projeto visa avaliar 
as diferenças genéticas de várias populações do plasmódio da Região Amazônica 
brasileira, tentando oferecer informações sobre as diversidades encontradas deste 
parasita, bem como obter subsídios relevantes para o desenvolvimento de estratégias de 
controle. Sua participação será de extrema importância no estudo da diversidade deste 
parasita e lhe será garantido sigilo sobre todas as informações coletadas.  

Para sua segurança o material utilizado na coleta de sangue será individual e não 
contaminado, isto é, um material (seringa, agulha, lâmina, algodão com álcool) para 
cada pessoa, e que depois será colocado em saco de lixo e descartado em local seguro. 

De acordo com as recomendações que resultaram da Conferência Internacional 
de Helsinque (1964) e Tóquio (1975), o presente termo de participação e consentimento 
apenas confirma sua aprovação, autorização e colaboração ao estudo proposto, em 
obediência à portaria 196/96 do Ministério da Saúde do Brasil. 
 

 Declaro para os devidos fins, que tomei conhecimento do conteúdo do projeto 
“Malária na Amazônia brasileira.”, e que concordo em participar do mesmo, cedendo 
sangue venoso, bem como que o material cedido destina-se apenas a análise científica e 
não pode ser comercializado. 
 

………………., ……….. de ………………… de ………………… 

 

---------------------------------------------------                -------------------------------------------
-- 
Pesquisador Responsável     Pais ou Responsável 
Prof. Carlos Eugênio Cavasini 
FAMERP - Centro de Investigação de Microrganismos 
FONE: (0xx17) 2275733 R. 1143/1187 
Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416  
Vila São Pedro – CEP 15090-000 
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APÊNDICE III 
 

Distribuição dos agentes causadores da malária e sua correlação com os grupos 
sangüíneos, polimorfismos eritrocíticos e hemoglobinopatias na Amazônia brasileira. 

 

Ficha Epidemiológica 

No da amostra: ………………………………………………………….Data: ……… 

Nome: ……………………………………………… Raça: ………………………… 

Sexo: (    )F (   )M Idade: …………….. Local de Nascimento: …………………. 

Endereço: .…………………………..………………………………………………… 

Quanto tempo mora neste endereço?.………………………………………………… 

Deslocou nos últimos 30 dias?...……………………………………………………… 

Endereço nos últimos 10 anos: 

1- …………………………………………………………………… Período:………. 

2- …………………………………………………………………… Período: ……… 

3-.........……………………………………………………………… Período: ………… 

Usa alguma proteção individual? 

(    )S (    )N    Se sim, qual? ………………………………… 

Doenças tropicais: 

(    ) malária (    )Leishmaniose (    )Doença de Chagas (   ) Toxoplasmose 

Quantas vezes? …………….  Última malária………………….Tipo:………………. 

Já fez transfusão de sangue? (    )S (    )N Quantas?……………………………… 

Está tomando medicamento?………………………………………………………… 

História clínica atual:………………………………………………………………… 

……………………………………………………………………………………… 

Temperatura corporal: …………Tipo sangüíneo: ……….. Fator Rh:...................... 

Se mulher, está grávida?  (    )S (    )N 

Quantas gravidez anteriores ? ……Filho prematuro? (    )S (    )N Quando? ……… 

OBS:………………………………………………………………………………………
……………………….........................................................................................................
... 
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ANEXO I 

 

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

 

 
Os fenótipos eritrocitários do sistema ABO foram identificados por métodos de 

hemaglutinação padronizados em tubos, com a utilização de anti-soros Anti-A, Anti-B e 

Anti-AB (DiaMed®). Para a identificação dos fenótipos MNSs e Duffy foram utilizados 

cartões de Gel Centrifugação DiaMed®, de acordo com as especificações do fabricante. 

 

Protocolo 

 

I .  Lavagem de hemácias 

 

A - Pipetar 500µL de hemácias (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 solução de 

hipoclorito de sódio). 

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

F - Usar a concentrado de hemácias para as diluições abaixo descritas. 
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II . Fenotipagem dos grupos sangüíneos ABO - Direta 

 

A - Preparação da suspensão de hemácias a 5%: 

A. 1 – Em um tubo de ensaio adicionar 475 μL de solução salina 0,9% + 25 μL 

do concentrado de hemácias 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 μL da suspensão de hemácias a 5% em cada tubo 

E - Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos 

F - Anotar os resultados conforme: (+) para aglutinação positiva e (-) para aglutinação 

negativa 

G - Interpretar os resultados 

 

III .  Fenotipagem dos grupos sanguíneos ABO - Reversa 

 

A - Hemácias A e B padronizadas 

A. 1- Lavar hemácias A(-) e B(-) previamente conhecidas (vide procedimento 

IA)  A. 2 – Em um tubo de ensaio colocar 9,5 mL de Solução Fisiológica + 0,5 

mL (500 μL) do concentrado de hemácias A (tubo A1), e repetir o procedimento 

para a B  (tubo B1). 

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

C - Adicionar 100 μL (duas gotas) do plasma ou soro (do paciente) em cada tubo 
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D - Adicionar 50 μL da suspensão de hemácias padronizadas A1 no tubo A e B1 no 

tubo B 

E - Centrifugar a 1500 rpm durante 1 minuto 

F - Anotar os resultados conforme: (+) para aglutinação positiva e (-) para aglutinação 

negativa 

G - Interpretar os resultados 

 

IV . Fenotipagem dos Grupos Sanguíneos MNS e Duffy 

 

A - Suspensão de hemácias: 

A. 1 – Em um tubo de ensaio colocar 1,0 mL de Diluente 2 (kit) + 12μL de 

concentrado (procedimento IA) de hemácias e homogeneizar. 

B - Pipetar 50 μL de suspensão de hemácia (pipeta automática) em cada microtubo do 

cartão 

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

D - Esperar por 10 minutos 

E - Centrifugar por 10 min. a 1000-1020 rpm em centrifuga própria para cartão. 

F - Fazer a leitura 
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