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RESUMO

Estudo dos polimorfismos DUFFY em pacientes infectados com Plasmodium
vivax

Introducdo: A malaria € um importante problema de saude publica, inclusive no Brasil, onde o
Plasmodium vivax é mais prevalente. A glicoproteina Duffy atua como facilitadora da invasédo no
tecido eritréide pelo P. vivax; porém, ainda pouco se conhece sobre a associacao de polimorfismos
DUFFY com a susceptibilidade a este tipo de malaria. Novas perspectivas, sobre a associa¢cdo
entre esses polimorfismos e o P. vivax, tém surgido em diferentes regiGes endémicas, envolvendo
também a densidade parasitaria das infeccdes. Objetivo Investigar o impacto dos polimorfismos
DUFFY na malaria causada por Plasmodium vivax Materiais e métodos: Pacientes infectados
pelo P. vivax, diagnosticados na Fundagdo de Medicina Tropical doutor Heitor Vieira Dourado
com definicdo do tipo de maléria e parasitemia através dos métodos da gota espessa, genotipagem
e leucograma. Para a verificacdo dos polimorfismos Duffy foram realizadas no Hemocentro do
Amazonas, genotipagem através da PCR/RFLP e microarray (Beadchip). Investigamos a
significancia estatistica das frequéncias encontradas foi analisada utilizando o pacote estatistico R
Core Team 2013. Resultados: Foram estudados 287 pacientes e 273 individuos sem antecedente
de maléria. O alelo FYB®® foi encontrado em 53,2% de individuos sem antecedente de maléria e
11,2% de pacientes e o0 alelo FYB esteve mais associado & media e alta densidade parasitaria.
Discussao: Os polimorfismos Duffy tem se mostrado importantes nas areas onde predomina o P.
vivax. No presente estudo confirmamos que o alelo FYB®® esta diretamente associado com uma
reducdo da expressdo da glicoproteina Duffy, o que pode exercer um impacto na infec¢do
malérica. Concluséo: Os polimorfismos Duffy podem estar associados tanto com a frequéncia da

infeccdo quanto com a densidade parasitaria e a gravidade das manifestacées clinicas.

Palavras-chave: Malaria; Plasmodium vivax; Sistema Duffy.
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ABSTRACT

Study of DUFFY polymorphisms in patients infected by Plasmodium vivax.

Introduction: Malaria is a major public health problem, including Brazil, where the Plasmodium
vivax is more prevalent. The Duffy glycoprotein acts as facilitator in the tissue invasion of
erythroid by P. vivax; however, little is known about the association between DUFFY
polymorphisms and malaria susceptibility caused by this type of plasmodium. New perspectives
about this subject have emerged in different endemic regions also involving the parasite density
infections. Objective: To investigate the impact of DUFFY polymorphisms in patients infected by
Plasmodium vivax Materials and Methods: It was studied DNA samples of Patients infected by
P. vivax, diagnosed in the Formation of Tropical Medicine Doctor Heitor Vieira Dourado through
laboratorial tests which defined the type of malaria parasitaemia as the thick smear methods,
genotyping and WBC. The verification of Duffy polymorphisms were carried out in the Amazon
Blood Center, through PCR / RFLP and microarray method (Beadchip). The statistical
significance of the frequencies found were analyzed using the statistical package R Core Team
2013. Results: We studied 287 patients and 273 individuals with no history of malaria. The FYB®®
allele was found in 53.2% of subjects with no history of malaria and 11.2% of infected patients.
The FYB allele seems to be associated with middle and high parasite density. Discussion: Duffy
polymorphism has been considered to be important in areas where P. vivax predominates. In the
present study we confirm the FYB®® allele is directly associated with a reduced expression of the
glycoprotein Duffy, which may have an impact on malarial infection. Conclusion: Duffy
polymorphisms may be associated as the frequency of parasite infection well as the density and

the severity of the clinical manifestations.

Keywords: Malaria; Plasmodium vivax; Duffy system.
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INTRODUCAO
1. A MALARIA

A Maléria € uma importante doenca parasitaria, acometendo cerca de 97 paises no mundo
(Figura 1). Em 2013, a Organizagdo Mundial da Saude, estimou 198 milhdes de casos, com cerca
de 584 mil de mortes, sendo que 40% das vitimas foram reportadas nos Paises Congo e Nigéria.?

A maléria é uma doenca curavel, se prontamente diagnosticada e adequadamente tratada, €
causada por protozoarios da ordem Apicomplexa e género Plasmodium, sendo as espécies P.
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi, transmitidas por mosquitos do género
Anopheles @ ?: ressaltando que o P. ovale e P. knowlesi ainda ndo foram descritos no Brasil. ®

O risco de contaminacdo com malaria esta ligado ao desmatamento de &reas rurais para
construcdes de estradas, exploracdo de minérios, madeira, projetos de agricultura e irrigacao,
particularmente em areas de fronteiras como a da Amazonia e da regido sudeste da Asia. Outras
causas para 0 aumento de risco de malaria incluem: mudancas climéticas globais, conflitos

armados e movimento de pessoas para lugares recém-habitados.

\ o
h « TR Areas com transmissdo de malaria (/”
Areas com risco limitado de transmissdo de maléna
Areas sem transmissdo de malaria

Figura 1. Paises e areas de risco de transmissao de Malaria. ®



1.1 Maléria no Brasil

Em 2014 segundo o Ministério da Saude, foram registrados 143.549 casos de maléria no
Brasil, havendo uma reducéo no nimero de infectados quando comparado com o ano de 2013, no
qual foram registrados 177.791 casos da doenca, uma reducdo de 19% no numero dos casos. O
Estado com o maior nimero de casos registrados foi 0 Amazonas com 67.390 (47%), seguido pelo
Acre com 31.241 (22%), Amapa com 13.555 (9%), Para 11.201 (8%), Rond6nia com 10.206
(7%), Roraima com 7.662 (5%), Maranhdo com 1.396 (1%) e Mato Grosso com 876 (1%)
registros. O estado de Tocantins apresentou 0 menor nimero de casos, com apenas 22 registros no
perfodo analisado.®

Os graus de risco de infec¢do sdo determinados de acordo com a Incidéncia Parasitaria
Anual (IPA), que mede o nimero de exames positivos de malaria por mil habitantes (hab.) em
determinado lugar e periodo. As areas sdo classificadas como de alto risco (IPA >50/1.000 hab.),
médio risco (IPA entre 10 e 49/1.000 hab.) e baixo risco (IPA <10/1.000 hab.) (Figura 2). Em
2014, 45 municipios foram classificados como de alto risco, 82 de médio risco e 370 de baixo

risco para malaria.® ®

Mapa de risco da malaria por municipio de infeccdo, Brasil, 2014

w -
b D =
o L J\ £ I médio risco
so s ke é‘?/ Il Atto risco
s \(§

Fonte: Sinan/SVS/MS e Sivep-Malaria/SVs/MS

Figura 2. Brasil, area de risco para malaria de acordo com os diferentes niveis de IPA (Incidéncia Parasitaria
Anual)®



No Brasil, ocorre a transmissdo de trés espécies de parasitos da malaria: Plasmodium vivax,
Plasmodium falciparum e Plasmodium malariae, sendo que as infec¢cdes causadas por P. vivax
predomina com 83% de casos registrados em seguida o Plasmodium falciparum com 16% e P.
falciparum + P.vivax 1%. Infeccdo pelo Plasmodium malariae é raramente observada (Figura 3).
Nos ultimos anos, um padrdo de complicagdes clinicas anormais com casos fatais associadas com

P. vivax tem sido relatado no Brasil.®

Casos

B Plasmodium vivax ® Plasmodium falciparum P. falciparum + P. vivax M Plasmodium malarie

1%

\0%

Figura 3. Gréafico da Proporcao de casos de malaria notificados, por espécie, no Brasil, 2014®

1.2 Manifestagdes clinicas da malaria

O periodo de incubagcdo da maléria, varia principalmente de acordo com a espécie do
plasmddio, sendo de 9 a 14 dias para o P. falciparum, 12 a 17 dias para o P. vivax, 18 a 40 dias
para o P. malariae e 16 a18 dias para o P. ovale. Neste periodo, é possivel ainda ndo se obter um
diagndstico clinico fiel, pois esta fase sintomética inicial é caracterizada por mal estar, cefaleia,
cansago e mialgia, precedendo a classica febre da malaria, sendo esses sintomas comuns a muitas
outras infeccdes. ")

O quadro clinico da maléria pode ser leve, moderado ou grave, dependendo da espécie,



quantidade de parasitos circulantes, tempo de doenca e nivel de imunidade adquirida pelo
paciente, sendo gestantes, criancas e primoinfectados sujeitos a maior gravidade, principalmente
por infeccdes pelo Plasmodium falciparum.

Desde 1980 estudos como o de Driss e colaboradores® abordam que a genética molecular
tem produzido evidéncias incontestaveis sobre polimorfismos associados a resisténcia a malaria e
suas complexas interacOes, entre estes incluem o trago falciforme (HbAS), hemoglobinopatias,
como talassemias e polimorfismo da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). ©

A resisténcia a esta doenca, tem incentivado estudos com intuito de investigar se fatores
genéticos do hospedeiro e do parasito estdo relacionados ao risco de adquirir a doenca, assim
como o risco de desenvolver severas complicacGes. Como o parasito da malaria precisa invadir o
tecido eritroide de seu hospedeiro humano para continuar seu ciclo de vida, proteinas da
membrana eritrocitaria, onde se encontram os sistemas de grupos sanguineos utilizados para tal
invasdo, tem sido amplamente estudados com o objetivo de encontrar varia¢fes que facilitem ou

dificultem as etapas do ciclo do parasito.

1.3 Maléria subclinica (assintomatica)

A malaria assintomatica ocorre quando o individuo esta infectado pelo parasito da maléria,
mas ndo apresenta sintomas, sendo este achado um ponto que merece mais estudos. Como estes
individuos infectados, porém sem sintomas, ndo procuram o servico medico e portanto ndo sao

tratados, tornam-se transmissores nio detectaveis desta doenca. ¥

1.4. Maléria por Plasmodium vivax

O Plasmodium vivax é a espécie com a mais ampla distribuicdo geogréfica e maior
prevaléncia no mundo, exceto no continente africano, causando uma doenca debilitante que afeta a

qualidade de vida e produtividade econdmica dos individuos infectados. ™



A malaria causada por P. vivax € reportada como doenca benigna e raramente fatal, porém,
estudos recentes em Papua Nova Guing, Indonésia, e Brasil, relataram a existéncia de casos de
maléria grave relacionada a essa espécie de plasmodio, sendo estes seguidos por complicacdes,
tais como: malaria cerebral, sindrome respiratdéria aguda (ARDS), disfuncdo hepatica,
trombocitopenia grave e baixo peso em neonatos derivado de infeccdo placentaria; de forma
habitual estes sintomas sdo vistos com mais frequéncia em infeccbes provenientes de P.

falciparum.

1.5 Ciclo biolégico do Plasmodium sp

A infecgdo se inicia quando os parasitos na forma de esporozoitos séo inoculados durante a
picada da fémea do mosquito Anopheles (vetor) no hospedeiro humano. Apos a inoculagdo, 0s
esporozoitos entram na corrente sanguinea, migrando para o figado e invadindo os hepatdcitos,
sendo esta fase chamada de pré-eritrocitica ou esquizogonia tecidual. Nos hepatdcitos, estes
esporozoitos multiplicam-se dando origem a milhares de novos parasitos na forma de merozoitos,
provocando a ruptura dos hepatdcitos e retornando a circulagcdo sanguinea, onde cerca de 90% dos
merozoitos irdo invadir as células jovens do tecido eritroide (reticuldcitos), iniciando-se a segunda
fase do ciclo, chamado de eritrocitica (esquizogonia sanguinea), onde surgem 0s sinas e sintomas
da malaria. "

Na fase sanguinea do ciclo, os merozoitos formados rompem as células invadidas e
invadem outras células eritroides, dando inicio a ciclos repetitivos de multiplicagdo eritrocitaria,
iniciando 48h apos a infeccdo pelo P. vivax. Depois de algumas geragdes de merozoitos, alguns se
diferenciam em formas sexuadas: os microgametas (masculino) e os macrogametas (feminino) que
quando ingeridos pelo vetor, irdo fecundar-se para dar origem ao ciclo sexuado do parasito. "

A reproducdo sexuada (esporogonia) ocorre no estbmago do mosquito, apos diferenciacdo

dos gametdcitos em gametas e a sua fusdo com a formacao do ovo (zigoto) o qual se transformara
5



em oocineto que migrara até a parede do intestino médio do inseto, formando o oocisto, onde se
desenvolverdo os esporozoitos, que por sua vez serdo liberados na hemolinfa do inseto, migrando

até as glandulas salivares, sendo transferidos para o hospedeiro humano durante o repasto

sanguineo (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo Biolégico do Plasmodium sp. 2

1.5.1 Invasdo dos merozoitos P. vivax nos eritrocitos jovens (reticuldcitos)

Isolados selvagens de parasitos de malaria podem mostrar uma maior variabilidade de vias
de invasdo quando comparados com os cultivados em laboratério, cujas vias de penetragdo estdo
quase totalmente definidas, mostrando que, em areas endémicas, os parasitos de malaria podem ter
desenvolvido diferentes habilidades para invadir particulares tipos de eritrécitos com o objetivo de

aumentar a variabilidade de vias de penetracdo em células hospedeiras. (13)



Diferentes ligantes dos parasitos e receptores de membrana de eritrocitos tém sido
caracterizados para entender 0 mecanismo de invasdo celular, entretanto, apds o primeiro contato
com os reticuldcitos, os merozoitos se reorientam, posicionando sua extremidade apical para
fixacdo & membrana do reticulécito, formando uma juncdo entre estas partes.

A ocorréncia da juncdo entre 0 merozoito e o reticulécito, faz com que haja liberacdo do
contetdo das organelas apicais, principalmente das réptrias e dos micronemas, havendo uma
invaginagdo da membrana do reticulécito e como consequéncia a invasdo pelo merozoito,

formando um vacuolo parasitoforo, sendo a membrana novamente selada apds a penetragdo
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completa (Figura 5).
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Figura 5. Visdo geral do merozoito P. vivax invadindo um eritrdcito jovem (reticulécito). Adaptado @*

Para ocorrer essa ligacdo é necessario a interacdo entre a PvDBP (P. vivax Duffy Binding

Protein), ou seja, proteina de ligacdo Duffy do merozoito do P. vivax e a proteina de ligacdo do
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reticuldcito, o antigeno do grupo sanguineo Duffy, também denominado DARC (Duffy Antigen
Receptor for Chemokines) e CD (Cluster of differentiation) 234, portanto, quando o individuo é
Duffy negativo, o esperado € que ndo ocorra a juncdo para a penetracdo do merozoito de P. vivax
(Figura 5). ¥

Estudos mais recentes de Grimberg ®® e Russell ®®, tém mostrado que tanto anticorpos
policlonais de coelho quanto derivados de paciente, ambos especificos para PvDBP séo capazes de

inibir a invaséo de P. vivax, os glébulos vermelhos humanos, in vitro. > 1©

1.6 Diagnostico da malaria

O diagnostico da malaria é realizado através da determinacdo da parasitemia, através do
método da gota espessa (GE), que consiste na coleta de uma amostra de sangue da polpa digital
em uma lamina, sendo esta gota em seguida desemoglobinizada e corada com Giemsa, sendo a
quantidade de parasitos encontrados, expresso em cruzes (de 1+ & 4+). 7

Com o objetivo se obter uma quantificacdo mais precisa da quantidade de parasitos
infectantes, deve-se calcular a densidade parasitaria (DP), onde se é possivel encontrar o
quantitativo de parasitos por microlitro de sangue, como utilizado nos protocolos do projeto da
Rede Amazbnica de Vigilancia da Resisténcia as Droga Antimalaricas - RAVREDA
(OPAS,2004). 8

Alecrim e colaboradores descreveram niveis de densidade parasitaria de acordo com os
sinais e sintomas da malaria encontrados, sendo este: baixa DP, até 7.000 trofozoitos por L,
média DP, entre 7.001 e 15.000 trofozitos por pL e alta DP, igual ou superior a 15.001 trofozitos
por pL.®?

A variacdo nos niveis de densidade parasitaria encontrada em diferentes pacientes

infectados pelo Plasmodium vivax, pode estar associada a diversos fatores genéticos tanto em

relacgio a polimorfismos parasitarios e do hospedeiro humano, podendo-se relacionar,
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caracteristicas imunoldgicas, polimorfismos na enzima G6PD, na hemoglobina, assim como na
expressdo da glicoproteina Duffy no tecido eritroide. Para tanto veremos a seguir alguns
polimorfismos que dirigem variacbes na densidade antigénica no sistema de grupo sanguineo

Duffy.

2. SISTEMA DE GRUPO SANGUINEO DUFFY

O sistema Duffy (Fy) foi identificado em 1950 por Cutbush e Mollison ®®, sendo o
primeiro grupo sanguineo a ter seu loco autossémico especifico determinado em tecido eritrdide
atraves de aloanticorpos encontrados no soro de um hemofilico politransfundido que reconheceu
um antigeno que posteriormente foi denominado Duffy a (Fy?) ©® 2V sendo o antigeno Duffy b
(Fy®) descoberto por Ikin e Pettenkofer apenas um ano depois 2. Os outros antigenos do sistema,

Fy®, Fy*, Fy® e Fy® foram descritos nas décadas seguintes.

2.1 Polimorfismos Duffy

O “locus Duffy” est4 localizado no brago longo do cromossomo 1 na posi¢do q22-023,
sendo constituida por dois exons que se estendem por mais de 1.500 pb (pares de base) do DNA
gendmico. ¥

Os antigenos Fy? e Fy® sdo codificados por duas formas alélicas codominantes designadas
como FYA e FYB, que diferem por um SNP (Single Nucleotide Polymorphism), ou seja,
substituicdo de unico nucleotideo na posicao 125 do exon 2 da cadeia de DNA, caracterizada pela
troca de uma Guanina (G) por uma Adenina (A) (G125A), determinando a expressdo dos

fendtipos Fy (atb-), Fy (atb+) e Fy (a-b+), no entanto, um outro SNP na posicéo -33 T>C da

regido promotora do gene DUFFY, caracterizado pelo alelo FY® (ES, do inglés erytroid silent),



silenciador da expresséo do alelo FYB no tecido eritroide, determina o fenotipo Fy (a-b-), quando
em homozigose (FYBES/FYBS). (2

Um levantamento dos polimorfismos na regido promotora do gene DUFFY, revelou que o
mesmo SNP encontrado em Africanos (alelo FYB®) foi observado em habitantes de Papua Nova
Guiné (PNG), Tunisia e do Estado do Amazonas, no alelo FYA (sugerindo a presenca do alelo
FY AES)' (28, 29)

Um outro fendtipo Fy (a-b(+)), caracterizado pelo enfraquecimento da expressdo do
antigeno Fy°, também conhecido como Fy*, atualmente definido com Fy"“, é determinado por
outros SNP no exon 2, sendo estes, a substituicdo de uma citosina (C) por uma timina (T) na
posicao 265 (C265T), determinando uma troca de uma Argenina por uma Cisteina no codon 89
(Arg89Cys) juntamente com a troca de uma guanina (G) por uma adenina (A) na posicdo 298
(G298A), levando a uma troca de uma Alanina por uma Threonina no c6don 100 (Alal00Thr) da
proteina caracterizando o alelo FY" (“w” do inglés - weak = fraco).® 33D,

O polimorfismo FY" ocorre dentro do primeiro anel intracelular da proteina Duffy,
associado a expressdo reduzida da mesma na superficie celular, levando a uma deteccdo
enfraquecida do antigeno Fy® no teste de fenotipagem eritrocitaria, onde o mesmo foi detectado,
neste caso, até no maximo 2 cruzes. Sendo a frequéncia do alelo FYB" aproximadamente 2% em
caucasianos % *¥ e ndo havendo até o momento, a observacdo deste polimorfismo no alelo FYA
(33, 34)_

O produto do gene DUFFY é a glicoproteina Duffy (gpFy), que atravessa a membrana
celular por sete vezes (heptahelical), com peso molecular de aproximadamente 35kD, composta
por 336 aminoacidos, com um dominio N-terminal extracelular com 60 residuos, trés loops
extracelulares, trés loops citoplasmaticos e uma cauda citoplasmatica carboxiterminal com 28

residuos, presente em diversos tecidos e 6rgdos como 0s seguintes: tecido eritréide, rim, baco,
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coracdo, pulmao, duodeno, pancreas, placenta, cérebro, intestino, glandula tiredide e em células de
Purkinje do cérebro (Figura 6). 4 2435.36)

A regido da gpFy, rica em cisteina, localizada entre os aminoacidos 8 e 42, onde
encontram-se os antigenos Fy®, Fy" e Fy® , demonstrada em vermelho na figura 6, tem sido
reportada como a regido de ligacdo entre o PvDBP do merozoito a glicoproteina Duffy, sendo esta
regido ainda descrita como receptora de quimiocinas (Ex. CXCL8) ¥ atribuindo por esta razéo o

nome DARC (Duffy Antigen Receptor for chemokines) a glicoproteina Duffy, entretanto sem

evidéncias até 0 momento, de associa¢des entre este papel fisioldgico e a infeccdo malarica. (37, 38)
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Figura 6. Demonstragdo da proteina Duffy, enfatizando seus antigenos e aminoacidos. ‘¥

2.2 Expressao da glicoproteina Duffy

Estudos como o Nichols ®% e Sellami “?, utilizando a tecnologia de citometria de fluxo
demonstraram que individuos com dois alelos funcionais eritroide (FYA/FYA) expressam
aproximadamente duas vezes mais a quantidade de antigenos Fy* quando comparado a individuos

com apenas um alelo eritréide funcional (FYA/FYES) 9 (0 Enquanto que um baixo nivel de
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expressdo do antigeno FyP, associado ao polimorfismo FYY, foi reportado por Chown e
colaboradores. ¢?

Tournamille e colaboradores ¥ em um estudos de associagéo entre a presenca dos alelos
FYB™ e a expresséo da glicoproteina Duffy, demonstraram que portadores heterozigotos com um
alelo funcional e outro ndo funcional, como os seguintes exemplos (FYA/FYB®, FYB/FYB®),
expressam aproximadamente apenas 50% da gpFy nos seus eritrocitos comparados com
individuos homozigotos com ambos alelos funcionais (FYA/FYA, FYB/FYB), como demonstrado
na tabela 01. ®¥

Yazdanbakhsh e colaboradores “ demonstraram, por citometria de fluxo, uma redugdo de
10% da proteina Duffy na membrana das hemaécias de individuos com o alelo FYX em
heterozigose, sendo esta reducdo devido a instabilidade da proteina causada pela mutacao
Arg89Cys. 4V

De acordo com Zimmerman e colaboradores ™, o alelo FYB" esta associado com uma
expressdo reduzida da gpFy (aproximadamente 10%), quando comparada a expressdo da mesma a
partir dos alelos FYA efou FYB. ¥

Woolley e colaboradores “? demonstraram em estudos, in vitro, diferencas no nivel de
expressOes da glicoproteina Duffy na superficie de reticuldcitos de individuos caucasianos e
afroamericanos com fenotipo Fy (a+b+), pela técnica de citometria de fluxo. Em seu estudo, o
nivel de expressdo dos epitopos Fy®, o qual é necessério para a invasdo pelo Plasmodium vivax, foi
significantemente menor em reticuldcitos e hemacias maduras nos gendtipos FYB/FYB em relacéo
aos genotipos FYA/FYA ou FYA/FYB. Os autores concluiram, portanto que individuos
heterozigotos podem ter uma maior quantidade de variacdes de receptores eritrocitarios para as
protefnas parasitarias ligantes do Plasmodium vivax. “?

Na tabela 01, é demonstrada a expressdo da gpFy, de acordo com os alelos DUFFY (FYA,

FYB, FYB", FYA®, FYB®).
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Alelos Antigeno Genotipo Fenotipos

Fenotipagem Expressao
FYA Ry FYA/FYA Fy (a+ b-) 2xFya, 0xFyb
FYB Ry FYA/FYAR - 1xFya, 0xFyb
FYX Ry  FYA/FYB® - 1xFya, 0xFyb
FYAR — FYB/FYB Fy (a— b+) 0xFya, 2xFyb
FYB® - FYB/FYBY - 0xFya, 1,1xFyb
- - FYB/FYA® - 0xFya, 1xFyb

- - FYB/FYB®  — 0xFya, 1xFyb
- - FYBY/FYBY Fy (a— (b+ fraco)) 0xFya, 0,2xFyb

_ - FYBY/FYAF® 0xFya, 0,1xFyh
_ _ FYBY/FYBE® — 0xFya, 0,1xFyb
- - FYA/FYB Fy (a+ b+) 1xFya, 1xFyb
_ _ FYA/FYBY - 1xFya, 0,1xFyb
- - FYAR/FYA® Fy (a—b-) 0xFya, 0xFyb
_ _ FYAFS/FYBES _— 0xFya, 0xFyb
— - FYBS/FYB® — 0xFya, 0xFyb

Tabela 1. Expressdo da glicoproteina Duffy nos diferentes fendtipos e genétipos Duffy. Adaptado ¥

(13)

Albuquerque e colaboradores , encontraram dados com significancia estatistica

relacionada a densidade parasitaria de pacientes infectados por Plasmodium vivax com
polimorfismos DUFFY, onde nos pacientes como os polimorfismos FYA/FYB foram encontradas
as maiores DP, ao passo que 100% dos pacientes infectados, que possufam o gene FYB" em

heterozigose, desenvolveram DP baixa, podendo este alelo estar associado a intensidade da
(13)

maléria desenvolvida.

Na analise das DP nos individuos estudados, foi verificado que o Unico paciente detectado
com o genétipo FYA/FYBY, possufa uma DP de 591 trofozoitos/UL, da mesma forma, oito
pacientes com o genétipo FYB/FYB" desenvolveram uma mediana de DP de 277 trofozoitos/pL,
sendo a minima encontrada nestes pacientes de 125 trofozoitos/uL e a maxima de 2.500
trofozoitos/pL, estando todas estas DP situadas na faixa considerada baixa conforme Alecrim e
colaboradores ¥, ainda assim, pelo fato deste ter sido o primeiro episédio de malaria destes

individuos, pode-se deduzir que ndo houve acdo de uma possivel resposta imune secundaria

intervindo na intensidade da DP deste paciente. %
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Com a demonstracdo de Yazdanbakhsh e colaboradores “Y de que individuos com o
polimorfismo Arg89Cys em heterozigose (alelo FY"Y) apresentam uma reducéo de 10% na
expressdo da glicoproteina Duffy no tecido eritroide, assim como a afirmacéo de Estalote “?,
2005 de que a presenca isolada da mutacdo Alal00Thr, ndo afeta a expressdo da proteina Duffy no
tecido eritréide, Albuquerque e colaboradores ™, compararam as DP dos pacientes com alelo
FYW (Arg89Cys e Alal00Thr) com as DP dos pacientes FYB/FYB (Alal00Thr), onde foi
encontrado que dez pacientes com a mutacdo Alal00Thr isolada, todos pertencentes ao gendtipo
FYB/FYB, desenvolveram uma mediana de DP de 2.079 trofozoitos/uL, sendo a minima de 275 e
a maxima de 7.900 trofozoitos/uL, estando estas DP situadas nas faixas baixa e média, mostrando
que as DP dos pacientes FYB/FYB (Alal00Thr) foram consideravelmente maiores quando
comparadas com as DP dos pacientes com alelo FY", concordando assim com os dados dos dois
autores, 134143

Foi verificado ainda que ndo houve diferenca estatisticamente significante quando
comparadas as DP nos individuos com os genétipos FYA/FYB® e FYB/FYB® com os demais
genotipos Duffy encontrados nos participantes infectados com o Plasmodium vivax, indicando
que, apesar de haver uma diminui¢do na frequéncia de infeccdo entre os individuos heterozigotos
FYB®, uma vez infectados estes individuos podem apresentar uma DP entre as faixas baixas,
médias e altas. 3 *

Apesar da afirmacéo literaria de que a gpFy é fundamental para a invasdo do tecido
eritréide pelo P. vivax, algumas evidéncias de que vias alternativas de invasao tem sido descritas,
como no estudo de Cavasini e colaboradores “? que encontraram o genétipo FY negativo
(FYB®/FYB®) em individuos infectados e néo infectados pelo P. vivax, assim como o estudo de
Carvalho e colaboradores “®) que encontraram 6.9% de individuos Duffy negativo, infectados com

P. vivax, concluindo que ndo houve diferenca quanto a resisténcia a malaria vivax entre 0s

individuos Duffy negativo e Duffy positivo. %
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Alguns estudos sobre a parasitemia da malaria reportam associacdes com 0s mais diversos
fatores como, por exemplo, a coinfec¢do com duas espécies de diferentes plasmddios, causando a
supressdo de uma das duas espécies, dependendo de suas taxas relativas de reproducéo e tempo de
inoculacdo, influenciando diretamente a parasitemia. ¢ 7

Portanto neste estudo, buscamos responder a seguinte pergunta cientifica: Os
polimorfismos Duffy estdo associados a infeccdo Plasmodium vivax em pacientes infectados no
Estado do Amazonas? Esta resposta podera indicar ainda quais os polimorfismos envolvidos com
uma maior frequéncia de infec¢do, uma vez que a mesma foi comparada com a frequéncia de

gendtipos DUFFY encontrados em individuos sem antecedentes para malaria.

15



3 JUSTIFICATIVA

Este estudo dos polimorfismos DUFFY de acordo com a faixa de densidade parasitaria em

pacientes primoinfectados pelo P. vivax, se justifica pelas seguintes razoes:

1. O Plasmodium vivax é responsavel por 80% dos casos de maléria no Estado do Amazonas,

sendo, portanto uma doenga que merece atencao das pesquisas realizadas em nossa regiao.

2. Tem sido demonstrada a diferenca do background génico da populacdo estudada é em

comparagao com outras populacdes onde a maléria é também endémica.

3. Estudos in vitro com este tipo de plasmodio, ainda sdo invidveis pela curta sobrevida do
mesmo, sendo a observacdo da relacdo parasito hospedeiro na maléria vivax a maneira

mais adequada de investigagéo.

4. A dindmica da variacdo polimdrfica das proteinas do parasito e do hospedeiro no que se

refere a invasdo do tecido eritréide, o que tem sido um obstaculo a ser vencido para a

elaboracéo de uma vacina eficaz para evitar a maléria vivax.
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4 OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar o impacto dos polimorfismos DUFFY na maléria causada por Plasmodium vivax.

Objetivos especificos

1. Descrever os polimorfismos DUFFY encontrados em pacientes primoinfectados com

Plasmodium vivax de acordo com a faixa de densidade parasitaria dos mesmaos.

2. Comparar os polimorfismos DUFFY encontrados em pacientes primoinfectados com o0s

encontrados em individuos sem antecedentes de malaria.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Area de estudo

Cidade de Manaus, Estado do Amazonas, Fundagdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado — FMT-HVD e Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas-
FHEMOAM.

5.2 Individuos do estudo

Pacientes primoinfectados com Plasmodium vivax atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical

Doutor Heitor Vieira Dourado — FMT-HVD.

Individuos sem antecedentes de malaria, sendo estes doadores de sangue de repeticdo por no

minimo 10 anos da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Estado do Amazonas.

5.3 Comité de ética e pesquisa

A coleta das amostras fez parte do estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacdo de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) (numero de aprovagdo

343/2009).

Este projeto foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa do FHEMOAM com o parecer aqui

descrito: CAAE-0004.0.112.000-11 em 29/12/2011.
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5.4 Critérios de Elegibilidade

Ser primoinfectado pelo Plasmodium vivax, sem co infecgdo com outro tipo de plasmodio, sem

outra doenca associada, de qualquer género, idade, cor.

Individuos sem antecedentes de malaria, sendo estes doadores de sangue regulares a pelo menos

10 anos com aptos na triagem soroldgica em todas as doagdes

5.5 Célculo amostral

Foi utilizada como base para o calculo amostral, a porcentagem de 7.2% de FYB/FY*ES

encontrado no estudo de Albuquerque e colaboradores®®, sendo esta a menor frequéncia
encontrada de um total de 15,4% de pacientes com alelos de maior impacto na densidade
parasitaria (FY/FY®®, FY/FY"" ). Utilizamos também para compor o célculo, a média anual de
3.100 pacientes atendidos no Instituto de Medicina Tropical de Manaus Doutor Heitor Vieira
Dourado, positivos para Plasmodium vivax, chegando ao quantitativo de 207 amostras utilizando
uma margem de erro de 3.4% e um nivel de confianca de 95%. No entanto, acrescentamos 25%
ao quantitativo calculado, chegando a 287 individuos. Estes dados foram analisados através do

pacote estatistico R Core Team (2013).

5.6 Metodologia do estudo

Observacional tipo corte transversal.

19



5.6.1 Método de inclusdo dos individuos no estudo.

As amostras de DNA e os dados clinicos dos pacientes infectados com Plasmodium vivax
foram fornecidos pela equipe de pesquisa do Doutor Marcus Lacerda e Doutor Wuelton Monteiro,
atendidos no Instituto de Medicina Tropical de Manaus, sendo estas amostras encaminhadas para
o laboratério de Gendmica na Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas -
FHEMOAM, onde foram analisadas através de técnicas moleculares para a deteccdo dos

polimorfismos DUFFY.

Os individuos foram incluidos de acordo com os critérios de selecdo da pesquisa na
Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, onde a coleta das amostras
sanguinea foi realizada no periodo de Janeiro de 2012 a Abril de 2013 ap06s a exposicdo dos
objetivos da pesquisa aos pacientes. Participantes foram instruidos sobre os objetivos do estudo e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Em caso de menores de 18 anos,
0 TCLE foi assinado pelo pai ou responsavel. Pacientes diagnosticados com maléria foram

tratados de acordo com o Ministério da Saude.

As amostras de DNA dos individuos sem antecedentes de malaria foram incluidas de
forma randomizada através do aceite dos mesmos em permitir que suas amostras fossem

genotipadas para o sistema Duffy.

5.7 Métodos laboratoriais:

5.7.1 Determinacéo da parasitemia e densidade parasitaria.
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A determinacdo da parasitemia foi realizada de acordo com os procedimentos de rotina do
Laboratorio de Malaria da Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-
HVD), utilizando como teste parasitologico o método da gota espessa (GE), que consiste na coleta
de uma amostra de sangue da polpa digital em lamina, sendo em seguida desemoglobinizada e
corada com Giemsa. A quantidade de parasitos € expressa em cruzes (Tabela 2). As gotas espessas
coletadas, no momento da inclusdo dos pacientes possuiam uma padronizacédo de tamanho para

aumentar a precisao da contagem dos parasitos.

A determinacdo da parasitemia foi como base a contagem de parasitos assexuados por 200
leucdcitos e, no caso de menos de 10 parasitos identificados na leitura, a contagem dos mesmos
prosseguird até 500 leucdcitos. As contagens microscopicas maiores que 500 parasitos, foram
interrompidas apos a leitura do dltimo campo (no qual ocorreu o nimero 500), mesmo antes de

atingir 200 leucdcitos (Tabela 2).

Parasitos Nudamero e Cruzes
Contados Campos
Visualizados
40 a 60 100 +/2 (meia cuz)
1 1 +
2 a 220 1 ++
21 a 200 1 +++
+ 200 1 ++4++

Tabela 2. Resultado em cruzes de parasitos contados em um exame de gota espessa. ")

A determinacdo da férmula parasitaria levou em conta a quantidade de leucocitos de cada

paciente (leucograma). O calculo da Densidade parasitaria foi com a seguinte férmula:

Densidade parasitaria/iL. = NUmero de parasitos contados x leucometria
Numero de leucdécitos contados
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O célculo da densidade parasitaria foi feito com o auxilio da formula acima descrita.

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

Resisténcia as Droga Antimalaricas - RAVREDA (OPAS, 2004).

Utilizamos a classificacdo descrita por Alecrim % para a divisdo da densidade parasitaria
em faixas baixa, média e alta, definida contando parasitos em 100 leucécitos, como descrito

abaixo:

Baixa densidade parasitaria: contagem de até 7.000 trofozoitos por pL

Média densidade parasitaria: contagem de trofozoitos entre 7.001 e 15.000 por pL

Alta densidade parasitaria: nimero de trofozoitos igual ou superior a 15.001 por pL

Todos os resultados das laminas e o calculo da parasitemia estdo registrados no nosso

banco de dados dos pacientes.

5.7.2 Extragdo de DNA e Genotipagem Duffy

Neste estudo foram utilizados os seguintes reagentes para extracdo de DNA:
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1. Kit QIAmp® Blood Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany).

2. Extracdo manual pela técnica do fenol cloroférmio (anexo 2) utilizando reagente Brazol

Para a genotipagem Duffy foram utilizadas as técnicas de
1. Micro arranjo utilizando kits HEA Beadchip (immucor), o equipamento Array Imaging System
(AIS) e o BioArray Solutions Information System (BASIS), sendo este um software que calcula a
intensidade ajustada de cada reacdo confirmando a genotipagem e o provavel fendtipo para cada

polimorfismo.

2. Técnica manual de Reacdo de Cadeia da Polimerase (PCR-RFLP), pois ndo tivemos kits de

micro arranjo em quantidade suficiente para necessarias repeticdes de amostras.

5.8.2.1 Extracdo de DNA

5.8.2.1.1 Pacientes infectados com Plasmodium vivax

Para a extracdo de DNA foi utilizado o kit QIAmp® Blood Mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Para 200 uL de sangue com EDTA foram adicionados 20 pL de proteinase K e 200 puL
de tampéo de lise. Apos completa homogeneizacdo em vortex, a mistura foi incubada em banho-
maria a 56°C por 10 minutos. Ao lisado foram adicionados 200 pL de etanol 96-100%,
homogeneizando em vortex por 5 segundos para a obtencdo de uma solugdo homogénea. Para a
purificacio do DNA, a solucdo foi aplicada em coluna, que posteriormente foi lavada
sucessivamente com os dois tampdes de lavagem. O DNA obtido foi eluido com 50 pL do tampéo

de eluicéo.

5.7.2.1.2 Individuos sem antecedentes de maléaria

23



Para extracdo do DNA de leucdcitos de sangue venoso periférico realizamos a técnica de
fenol cloroférmio utilizando kit comercial BrazolTM LAC Biotecnologica. O Brazol é a versédo
otimizada do método de passo (nico baseada na metodologia desenvolvida por Chomczynski “9.
Nessa técnica 0 DNA pode ser obtido na interfase entre a fase organica e a fase aquosa, através da
adicdo de etanol e isopropanol, seguido de lavagem com etanol.

A concentracdo e a qualidade de todos os DNAs preparados foram analisadas através da
concentracdo de DNA, o qual foi medida pela densidade optica em espectrofotbmetro a 260 nm
realizadas no Nanodrop modelo 2000 Spectrophotometer (A = 230nm, 260nm e 280nm, A260/280

qualidade - auséncia de RNA e proteinas, e A260/230 pureza- auséncia de residuos de extracao).

(Anexo n° 2- protocolo 1).

5.7.2.2 Reacéo de cadeia polimerase (PCR), BeadChip.

Para a técnica de reacdo de cadeia da polimerase foi utilizado o kit BeadChip para PCR
multiplex que identifica a presenga ou auséncia dos alelos selecionados associados a um
determinado fendtipo. Apds a amplificagdo do PCR multiplex e processamento p6s-PCR,
utilizamos os reagentes Clean up e Lambda Exonuclease, neste momento as cadeias Unicas de
DNA sdo incubadas com a matriz do BeadChip levando o anelamento com as sondas
correspondentes. Na reacdo de elongacdo subsequente ocorre a extensdo e incorporacdo de
moléculas de dNTP marcadas com fluorescéncia nas sondas em que a extremidade 3’coincida
exatamente com o DNA hibridizado. Os produtos de elongacdo dos alelos A e B séo

simultaneamente detectados atraves de uma analise de imagem (figura 7).
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Neste método, cada sonda esta ligada de forma covalente a um tipo de microesfera que
pode ser distinguida pelas suas qualidades de espectro. O BeadChip contém todas as probes de

interesse, incluindo controles internos positivo, negativo e da reacgéo.

MISMATCH

v DNA Polymerase

eMAP™

Figura 7. Hibridizag&o e emisséo de fluorescéncia. “¥
Em (a) € possivel ver a emissdo da fluorescéncia (visualizada através de um ponto branco na imagem) que ocorreu em
funcao da hibridizacdo do DNA alvo com a sonda pré-existente no BeadChip™. Em (b) n&o houve hibridizagao entre
0 DNA alvo e a sonda e desta forma, ndo se visualiza a emissdo da fluorescéncia.

O sistema de imagem do equipamento (AIS400) é utilizado para captar o sinal
fluorescéncia das microesferas individuais, determinar a identidade da microesfera pela sua cor e
reportar a intensidade media do sinal, o coeficiente de variancia das intensidades e nimero de
particulas medidas para cada tipo de sonda (figura 8). O software BASIS™ importa os dados com
as intensidades emitidas, verifica a validade dos controles internos e libera os resultados. (Anexo

n° 2 - protocolo 2)
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(49)

Figura 8. Sistema automatizado de captura e analise de dados AIS 400 (Array Imaging System).
Este sistema é formado por um microscopio de fluorescéncia acoplado a um leitor de cédigo de barras e a um
computador. Cada lamina contendo os chips de DNA possui um cédigo de barras que a identifica e fornece ao sistema
importante informac@es sobre a localizacdo das beads na lamina. Apdés a leitura do cédigo de barras, o microscopio
inicia a leitura de cada um dos BeadChip™ e transmite a captura da imagem para um sistema capaz de detectar a
imagem e determinar a quantidade de fluorescéncia emitida por cada bead.

Com esta técnica verificamos o polimorfismo do nucleotideo 125 G>A que caracteriza o
fenétipo Fy?, Fy*. O polimorfismo -37 T>C que caracteriza a mutagdo GATA (Fy Eritrdcito
silencioso) ou FY®. E o polimorfismo 265 C>T caracterizando o FY” ou FY". Utilizando os oligo
nucleotideo iniciador FYAB sense 5' TCC CCC TCA ACT GAG AAC TC 3' e FYAB anti-sense 5'
AAG GCT GAG CCA TAC CAG AC 3'. A técnica de PCR para verificacdo do polimorfismo -37
T>C no promotor GATA Box foi realizada em todos os individuos que tiverem resultados de
fenotipagem Fy (a-b-) e genotipagem FYB/FYB, assim como nos fenotipos Fy (a+b-) com
gendtipo FYA/FYB e nos fendtipos Fy (a-b+) com gendtipo FYB/FYB. Para isso foram utilizados
os oligo nucleotideo iniciadores FY1 sense 5 CAA GGC CAG TGA CCC CCA TA 3'e FY1 anti-

sense 5' CAT GGC ACCGTTTGG TTC AG 3’.
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5.7.2.3 Reacéo de Cadeia da Polimerase (PCR), RFLP.

No protocolo da PCR-RFLP, descrito por Castilho e colaboradores, 2004, foram utilizados;
100-200 ng de DNA, 50 pmole de cada oligo nucleotideo iniciador, 2 nmole de cada dNTP, 1.0 U
Taq polymerase e tampdo em um volume total de 60 ul como condicdo padréo para as analises dos

genes variantes por PCR. (Anexo n° 2- Protocolo 3)

A genotipagem Duffy foi realizada utilizando os oligo nucleotideo iniciador sense 5' TCC
CCC TCA ACT GAG AAC TC 3'e anti-sense 5' AAG GCT GAG CCA TAC CAG AC 3. Os
produtos da PCR Duffy foram aplicados em gel de agarose a 1,5% (Anexo n°® 2- protocolo 5) e
visualizados com brometo de etidio, 0s quais apresentaram uma banda de 392 pb. Apos
verificacdo da amplificacdo, o produto da PCR Duffy foi tratado com a enzima de restricdo Banl e
observado, em gel de agarose 1,5%, visualizado com brometo de etidio. Os gen6tipos FYA/FYB
apresentaram duas bandas de 210 e 306 pb, respectivamente. O gene FYA apresenta apenas a

banda de 210 pb e o FYB, a banda de 306 pb (figura 9).

306pb
» FYB

-210pb
FYA

—
[41]
o
-
o

4 7 8 11 12 13 14 16 17 19 21 26 27 28 B

Figura 9. Analise RFLP de produtos de PCR-Duffy. (fonte: Rechfy Ali)

Uma aliquota do DNA, extraido de cada paciente, foi congelada para a realizacdo de uma

contraprova (quando necessario).
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5.7.2.4 Genotipagem para GATA, RFLP.

A técnica de PCR para verificagdo do polimorfismo -33 T>C no promotor GATA (Anexo

n° 2- protocolo 4) foi realizada em todos os individuos, assim como nos fenotipos Fy (a+b-) com

gendtipo FYA/FYB e nos fendtipos Fy (a-b+) com genétipo FYB/FYB. Para isso foram utilizados

os oligo nucleotideo iniciadores sense 5 CAA GGC CAG TGA CCC CCA TA 3' e anti-sense 5'

CAT GGC ACCGTT TGG TTC AG 3’. Os produtos da PCR GATA foram aplicados em gel de

agarose a 1,5% e visualizados com brometo de etidio, o qual apresentou uma banda de 189 pb.

Apbs verificacdo da amplificacdo, os produtos dos PCR GATA foram tratados com enzima de

restricdo Styl e observados em gel de poliacrilamida a 12% (Anexo n°® 2- protocolo 6). Os

gendtipos GATA MUTADO apresentam as bandas com 108 e 61 pb e o0s GATA NORMAL tipo

selvagem, apresentam as bandas com 108 e 81 pb (figura 10).
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Figura 10. Andlise por RFLP de produtos de PCR GATA. (fonte: Rechfy Ali)

Os testes de Biologia Molecular PCR-RFLP foram realizados na Fundacdo FHEMOAM

com a utilizacdo da tecnologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), laboratorio

de Biologia Molecular, do setor de Pesquisa do Hemocentro da UNICAMP, sob-responsabilidade

da Dra. Lilian Castilho.
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5.7.3 Métodos Estatisticos

A analise estatistica foi realizada através do pacote R Core Team (2013), R foundation for
statistical computing, Vienna, Austria. Foram aplicados os testes Qui quadrado e exato de Fisher
para analise das varidveis categoricas ou qualitativas e o teste de Pearson para andlise das
variaveis continuas ou quantitativas. Foram realizadas as regressfes necessarias em testes de

associagdes para eliminar variaveis de confundimento com género e idade.
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6 RESULTADOS

Realizamos genotipagem do sistema Duffy em 287 pacientes infectados pelo Plasmodium

vivax e 273 Individuos sem antecedentes de maléria onde encontramos a seguinte frequéncia

(tabela 3):
PACIENTES Individuos sem antecedentes de maldria
GENOTIPOS n % n % p

FYA/FYA 68 23,7 58 21,2 0.5537
FYA/FYB 124 43,2 86 31,5 (P<0,05)
FYA/FYB® 23 8,1 34 12,4 0.1102
FYA/FYBY 1 0,3 0 0,0 1
FYB/FYB 61 21,3 54 19,8 0.7437
FYB/FYB* 8 2,8 26 9,5 (P<0,05)
FYB/FYBY 1 0,3 2 0,9 0.9654
FYB®/FYB* 0 0,0 13 4,7 (P<0,05)
FyB®/FyB"Y 1 0,3 0 0,0 1
TOTAL 287 100 273 100

Tabela 3. Comparacédo da frequéncia de genétipos Duffy encontradas em pacientes infectados por malaria
vivax e Individuos sem antecedentes de maléria.

Na tabela 3 é possivel observar os valores estatisticamente significativos em relacdo a
frequéncia dos genétipos FYA/FYB, FYB/FYB® entre pacientes infectados e individuos sem
antecedente de maléria, além da frequéncia esperada do genétipo FYB®/FYB®™ presente apenas

em individuos sem antecedentes de malaria.
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DENSIDADE PARASITARIA n %

BAIXA (0 a 7000 trofozoitos/mm?) 266 92,7
MEDIA (7001 a 15000 trofozoitos/mm?®) 16 5,6
ALTA (maior 1501 trofozoitos/mm?3) 5 1,7
TOTAL 287 100

Tabela 4. Cortes de Densidades Parasitarias, segundo Alecrim e colaboradores ™, encontradas nos pacientes
estudados.

Na tabela 04 observa-se que apenas 5,6% dos individuos estudados apresentaram meédia

DP e 1,7% com alta DP.

DENSIDADE PARASITARIA

GENOTIPOS DUFFY BAIXA % % MEDIA % %  ALTA % %  TOTAL por

gendétipo

FYA/FYA 63 23,7 92,6 4 250 59 1 200 15 68
FYA/FYB 114 42,8 91,9 9 56,3 73 1 200 08 124
FYA/FYB* 23 86 100 0 0 o0 0 0 0 23
FYA/FYB" 1 0,4 100 0 0 0 0 0 0 1
FYB/FYB 55 20,7 90,2 3 18,7 4,9 3 60,0 4,9 61
FYB/FYB* 8 3,0 100 0 0 o0 0 0 0 8
FyB/FyB"” 1 0,4 100 0 0 o0 0 0 0 1
FYB®/FYB* 0 00 0 0 0 o0 0 0 0 0
FyB®/FyB" 1 0,4 100 0 0 o0 0 0 0 1
TOTAL por Dens. 266 100 16 100 5 100 287
parasitaria

Tabela 5. Genétipos Duffy dos pacientes infectados por malaria vivax de acordo com sua densidade parasitaria.

O resultado da tabela 5 demonstra que os genétipos FYA/FYA, FYA/FYB e FYB/FYB estdo
presentes em todos 0s niveis de densidade parasitaria.
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Paciente Individuos sem antecedentes de malaria

Alelos n % n %
FYA 284 49,9 236 43,3
FYB 255 44 222 40,5
FYBE® 32 5,6 86 15,8
FyBY 3 0,5 2 0,4
Total 574 100 546 100

Tabela 6. Comparacao da frequéncia dos Alelos Duffy encontrados em pacientes infectados por malaria vivax e
Individuos sem antecedentes de malaria.

Na tabela 6, o alelo FYB® se mostrou em maior porcentagem 15,8% em Individuos sem
antecedentes de malaria quando comparados aos 5,6% dos pacientes infectados por Plasmodium

vivax.
Densidade Parasitaria-DP
Alelos Media Alta

FYA 17 3
FYB 15 y
FYBE® 0 0
FyB" 0 0
Total 32 10

Tabela 7. Comparacao da frequéncia Alélica Duffy encontrada na Densidade parasitaria Média e Alta.

Quando descrevemos a frequéncia alélica Duffy nos niveis de média e alta densidade
parasitaria (tabela 7), verificamos a auséncia dos alelos FYB® e FYBY, com maior frequéncia do
alelo FYB entre os pacientes que apresentaram alta DP.
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7 DISCUSSAO

Frequéncia dos polimorfismos Duffy

Estudos da frequéncia do genotipo DUFFY em individuos sem antecedéncia de malaria e
pacientes infectados com Plasmodium vivax tem sido publicado mostrando um elevado grau de

miscigenacao na populacéo brasileira com variacdes na distribuicdo de alelos FY.

A frequéncia dos polimorfismos Duffy encontrada em pacientes e individuos sem
antecedente de malaria da regido da Amazénia brasileira difere parcialmente de estudos realizados
em outras regides do Pais como o publicado por Novaretti e colaboradores ¥, os quais
descreveram uma frequéncia do fenétipo Fy (a-b-) de 1,1% em caucasoides e 66,9 em negros,
divergindo dos 4,7% de individuos sem antecedente de malaria encontrados neste estudo com este
fenotipo (tabela 3). Além desta frequéncia, ndo houve diferenca quanto aos demais fenotipos
Duffy encontrados em ambos estudos. A grande diversidade de distribuicdo dos determinantes

antigénicos Duffy, nos diversos grupos étnicos, é caracteristica desse sistema de grupo sanguineo.

Cavasini e colaboradores® compararam a frequéncia de polimorfismos DUFFY em
individuos infectados com P. vivax e ndo infectados da regido amazonica brasileira, da mesma
forma que comparamos os individuos de nosso estudo, sendo demonstrado em ambos resultados
com diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos gendtipos FY/FYBE® |, com uma
maior frequéncia em individuos sem antecedentes de malaria. Nao foram encontradas diferencas
significantes quanto aos demais polimorfismos estudados entre os individuos em ambos 0s
resultados. Esta concordancia de achados parece demonstrar que a presenca do alelo FY® pode ser

vantajosa em relacdo a infecgdo pelo Plasmodium vivax nos individuos estudados dos Estados do
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Para e Amazonas.

Nas 287 amostras de pacientes infectados pelo Plasmodium vivax, ndo foram encontrados
individuos Fy (a-b-), (genétipo FYBFS/FYB®® ) (tabela 3), uma vez que este gendtipo é conhecido
como um fator de resisténcia ao P. vivax, como descrito por Zimmerman e colaboradores . Ja
nos individuos sem antecedente de malaria este genotipo se apresentou em 4,7% destes individuos
sem antecedente de malaria, confirmando assim que esse polimorfismo considerado como fator de
protecdo contra P. Vivax, embora que tem se observado, em estudos em areas endémicas de
maldria, individuos Fy(a-b-) infectados por P. vivax ‘¥, Estes casos podem estar relacionados a
uma variacdo deste parasita chamada P. Vivax like? Ou pode-se tratar de uma porta alternativa de
entrada na membrana de reticuldcitos, através de outra ou outras proteinas? Estas afirmacdes
necessitam de mais evidéncias para esclarecimento destes casos. De uma forma geral pode-se
inferir com estes achados que a presenca deste alelo fara com que haja uma diminuicdo na
densidade da glicoproteina Duffy, provavelmente na posicdo onde haja a expressao da regido de

acoplamento dos merozoitos do P. vivax

Quando comparamos os resultados deste estudo com a frequéncia de individuos estudados
por Albuquerque e colaboradores™® ndo encontramos diferenca estatisticamente significante em
relacdo aos polimorfismos DUFFY em pacientes infectados por Plasmodium vivax do Estado do

Amazonas por se tratar dos individuos da mesma regido deste estudo.

Polimorfismos Duffy e Malaria

Para delinearmos uma discussdo envolvendo o impacto dos polimorfismos DUFFY e

maléria, iniciarmos comparando a frequéncia destes polimorfismos entre pacientes infectados por
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P. vivax e individuos sem antecedente de malaria do Estado do Amazonas (tabela 3), onde
encontramos diferenca estatisticamente significante (p<0,05) em relacdo aos seguintes gendtipos
FYA/FYB, FYB/FYB® e FYB®/FYB®®, sendo que destes trés gendtipos, a frequéncia de FYA/FYB
foi bem maior entre os individuos infectados pelo Plasmodium vivax quando comparados a
individuos sem antecedente de malaria concordando com os resultados de King e colaboradores
(52)

, pois a quantidade de antigenos Fy6, ponto de adeséo e penetracdo do P. vivax nos eritrocitos,

nestes gendtipos apresenta-se em grande quantidade quando analisado por citometria de fluxo 4.

O genétipo FYB/FYB®, apresentou-se em uma frequéncia significantemente menor nos
pacientes infectados (2,8%), quando comparados aos individuos sem antecedente de malaria
(9,5%) sugerindo diante dos resultados deste estudo, que uma combinacdo genotipica de
FY*/FYB nos fenétipos Fy (a+b-) ou Fy (a-b+), parece levar a uma reducéo na susceptibilidade &
maldria causada pelo Plasmodium vivax, concordando com estudos de King e colaboradores ©2.

Estudos in vitro, como o de Ménard e colaboradores (53)

, apoiam a hipdtese de que
eritrocitos, que expressam o genétipo FY*/FYB®, tém uma significante reducdo na citoaderéncia

do parasita quando comparado aos eritrdcitos que expressam FYB/FYB.

Em suas pesquisas, Tournamille e colaboradores ©”; Woolley e Colaboradoes*? ¥,
detectaram que a presenca do alelo FYB® resulta em uma reducdo de 50% na expressdo da
proteina Duffy na Superficie dos eritrécitos e ainda, no estudo de Woolley e colaboradores*?
verificaram que este processo demonstra a acdo do efeito de dose relacionado ao gene, ou seja,
genes FYA e FYB em heterozigoze com o gene FYB® pode limitar o processo de invasdo dos
eritrocitos pelo Plasmodium vivax, apesar de que a susceptibilidade ao P. vivax, pois segundo

Ménard e colaboradores®® Culleton e colaboradores® pode ocorrer em individuos Duffy-
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negativos heterozigotos FYB=/FYB®®.

Woolley e colaboradores? demonstraram em seu estudo diferencas no nivel de expresséo
dos epitopos Fy®, na superficie de reticulécitos de individuos com fenétipo Fy (a+b+), pela técnica
de citometria de fluxo. Essa expressdo foi significantemente menor em reticulécitos e hemacias
maduras nos genotipos FYB/FYB em relacdo aos gendtipos FYA/FYA ou FYA/FYB. Os autores
concluiram, portanto que individuos heterozigotos podem ter uma maior quantidade de variacdes

de receptores eritrocitarios para as proteinas parasitarias ligantes do Plasmodium vivax.

Neste trabalho observamos que os maiores nimeros de pacientes infectados apresentavam
0 genotipo heterozigoto FYA/FYB (43,2%), sugerindo uma possivel associacdo com o aumento da
susceptibilidade a malaria causada pelo Plasmodium vivax, seja por variagdes quantitativas ou
qualitativas, porém ndo realizamos testes para medir tanto a quantidade quanto a qualidade da

expressdo da glicoproteina Duffy nos eritrdcitos dos pacientes com o gendtipo FYA/FYB.

O gendtipo FYA/FYA (23,7%), ndo se apresentou associado com o aumento da
susceptibilidade a maléaria vivax, em relacdo aos individuos sem antecedente de malaria,
discordando com os resultados de Wooley e colaboradores“?, pois a quantidade de antigenos Fy®
nestes gendtipos também se apresenta em grande quantidade quando analisado por citometria de

fluxo.

Cavasini e colaboradores® em seu estudo com pacientes infectados com Plasmodium
vivax da regido Amazobnica brasileira, encontrou 16,3% do genotipo FYA/FYA e 20,3% do
gendtipo FYB/FYB, ndo encontrando, portanto indicacdo de associacdo com a frequéncia da

infeccé@o pelo P. vivax, concordando com o resultado encontrado neste estudo, e ainda discordando
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dos resultados de Woolley e colaboradores? que afirmam que os antigenos Fy® estdo presente no
gendtipo FYA/FYA em maior quantidade em relacdo ao gendétipo FYB/FYB, sendo portanto
esperado uma maior frequéncia do gendtipo FYA/FYA em relacdo ao genotipo FYB/FYB em
pacientes infectados pelo Plasmodium vivax, o que ndo encontramos neste estudo, poréem foi
encontrado por Cavasini e colaboradores®. Outro achado interessante em nosso estudo foi a
presenca do polimorfismo FYB®/FYB"Y em um dos pacientes infectados, onde o mesmo

polimorfismo néo foi descrito por Cavasini e colaboradores®?.

Destacando os dados descritos acima, o genotipo FYB/FYB, ndo se apresentou associado a
frequéncia de infeccdo pelo Plasmodium vivax, nem em nosso estudo e nem no estudo de Cavasini
e colaboradores®, quando comparada entre os pacientes estudados e individuos sem antecedente
de malaria. Segundo o estudo de Woolley e colaboradores?, o esperado seria que houvesse uma
associacdo entre uma baixa frequéncia de infeccdes pelo Plasmodium vivax em pacientes com o
genotipo FYB/FYB, o que ndo foi encontrado em ambos os trabalhos aqui discutidos, ou seja,
apesar deste genétipo possuir uma quantidade menor de epitopos Fy®, ndo se apresenta como
vantajoso em &reas endémicas de malaria, 0 que poderia indicar a existéncia de possiveis

receptores alternativos a infecgéo pelo P. vivax.

Nossos resultados indicam associacdes do alelo FYB® com a diminuicio da frequéncia de
infeccdo e corroboram com os achados de outros autores citados no estudo de Zimmerman e

colaboradores®?.

Segundo Nichols e colaboradores®, os individuos que possuem o genétipo FYBE/FYB
ndo expressam o antigeno Fy® em seus eritrécitos, o que pode indicar que existe uma rota

alternativa de penetracdo do Plasmodium vivax no eritrécito, ou seja um receptor alternativo a
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proteina Duffy, ou ainda uma outra regido dentro da mesma proteina. Esses novos receptores
podem estar se desenvolvendo, lentamente, em algumas partes do mundo, como ja mencionado
por Woldearegai e colaboradores®®, apés detectar em seu estudo individuos Fy(a-b-) infectados
por P. vivax, o que nos leva a acreditar que o grupo sanguineo Duffy-negativo ndo parece oferecer

protecdo absoluta contra a infecgcdo pelo P. vivax nesta regiao.

No presente estudo os alelos FYB®, parecem exercer um impacto na infeccdo maldrica
uma vez que guando combinados com outro alelo Duffy, podem fazer com que a glicoproteina
seja expressa nos reticuldcitos apenas com a metade de sua densidade antigénica, afetando a
regido N terminal, considerada a regido da citoaderéncia do P. vivax como descrito por
Zimmerman e colaboradores™®. A combinago genotipica de FY*/FYBE® foi 26,6% em individuos
sem antecedente de malaria e 11,2% em pacientes infectados (tabela 3), sendo estatisticamente
significante, pois o universo de pacientes infectados neste estudo foi consideravelmente menor
que os individuos sem antecedente de malaria. O alelo FYB" ndo foi associado com nenhum dos
grupos, no entanto todos os 3 pacientes com esse genotipo possuiam uma densidade parasitaria

baixissima, mostrando que este alelo pode estar associado com maléria sub clinica.

Polimorfismos Duffy e densidade parasitaria

A densidade parasitaria esta relacionada a quantidade de parasitos por microlitros
encontrada, o que depende de fatores que possa facilitar ou ndo a penetracao de parasitos como é o
caso da glicoproteina Duffy e seus polimorfismos que podem estar diretamente ligado densidade
parasitaria do Plasmodium vivax nos eritrocitos. Neste estudo os nimeros de pacientes infectados
foram agrupados de acordo com as densidades parasitarias (DP), onde 92,7% apresentaram Baixa

(até 7.000 trofozoitos por mm?®), 5,6% com Média (entre 7.001 e 15.000 por mm®) e 1,7% com
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Alta (igual ou superior a 15.001 por mm?®) (tabela 4).

Na tabela 5 observa-se que 100% dos pacientes, com gendtipos FYA/FYB®, FYA/FYBY,
FYB/FYB®, FYB/FYBY e FYB®/FYBY apresentaram Baixa densidade parasitaria, enquanto que
5,9% dos pacientes com genétipo FYA/FYA, 7,3% dos FYA/FYB, 4,9% dos FYB/FYB
apresentaram Média densidade parasitaria e apenas 1,5% dos pacientes com o gendétipo FYA/FYA,
0,8% dos FYA/FYB e 4,9% FYB/FYB, apresentaram Alta densidade parasitaria. N&o encontramos
pacientes com o polimorfismo FYB®/FYB® infectados pelo P. vivax, uma vez que estes nao

possuem a glicoproteina Duffy expressa em seu tecido eritréide

Verificamos que ndo houve diferenca significante quando comparamos as DP encontradas
nos individuos com os gendtipos FYA/FYB® e FYB/FYB® com os demais gendtipos Duffy,
encontrados nos participantes infectados com o Plasmodium vivax, indicando que, apesar de haver
uma diminuicdo na frequéncia de infeccdo entre os individuos heterozigotos FYB®, uma vez

infectados estes individuos podem apresentar uma DP Baixa.

Os pacientes com genoétipos FYA/FYA, FYA/FYB e FYB/FYB, apresentaram DP situadas
nas faixas Baixa, Média e Alta de acordo com as definicées de Alecrim e colaboradores™, ou
seja, tanto a menor DP de 78 trofozoitos/uL, quanto a maior DP, de 23.896 trofozoitos/uL, dos

pacientes deste estudo, foram encontradas entre os individuos com estes gendtipos.

Outro aspecto interessante sdo os casos de alta densidade parasitaria, raro em malaria
vivax, porém observado esporadicamente em nossa regido e em alguns lugares do mundo. De
acordo com a tabela 7, observamos que estes casos aconteceram em particular com a maior

frequéncia alélica de FYB, podendo este alelo estar associado a Alta DP, ou a um possivel receptor
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alternativo a glicoproteina Duffy.

Observamos, ainda, que apesar dos resultados de Woolley e colaboradores? que
demonstraram uma significante reducédo no nivel de expressdo dos epitopos Fy6, em eritrocitos
maduros com o Alelo FYB em homozigose, ndo encontramos, neste estudo, na tabela 6,
indicadores que sustentassem associacdes deste Alelo FYB com aumento ou diminuicdo a

susceptibilidade ao Plasmodium vivax.

Neste estudo podemos constatar na tabela 5 e tabela 7, que 100% dos pacientes infectados,
que possuiam o Alelo FYB® e FYB" em heterozigose, desenvolveram Baixa densidade parasitéria,

podendo estes alelos estar associado a intensidade da malaria desenvolvida.

Em nossa analise das densidades parasitaria nestes individuos, verificamos que 3 pacientes
detectado com o Alelo FYBY segundo tabela 6, os mesmos possufam uma DP 78 a 513
trofozoftos/pL, considerada Baixa segundo Alecrim e colaboradores @, concordando com o
achado no estudo de Albuquerque e colaboradores ® em pacientes infectados com Plasmodium
vivax da regido amazonica. Ha4 uma justificativa para esse nimero bastante reduzidos de pacientes
que apresentaram este alelo FYB" nos 2 estudos, pois segundo Yazdanbakhsh e colaboradores®
que demonstraram, por citometria de fluxo, uma reducéo de 10% da proteina Duffy na membrana
dos eritrécitos de individuos com o alelo FYB" em heterozigose, sendo esta reducdo devido &
instabilidade da proteina causada pelo polimorfismo Arg89Cys, e provavelmente ajudando na

diminuicao da frequéncia de infecgéo entre os individuos por P. vivax.

Nossos resultados juntamente com publicagdes anteriores da literatura demonstram que ha

uma associacao significativa entre os polimorfismos Duffy com a suscetibilidade e resisténcia a
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maléria por Plasmodium vivax. O presente estudo demonstrou que o genotipo FYA/FYB foi o
prevalente entre os individuos infectados, sendo que se compararmos os alelos FYA e FYB
separadamente ndo houve diferenca entre os pacientes infectados com P. vivax, e os individuos
sem antecedente de malaria. Por outro lado, o Alelo FYB® tanto em homozigose quanto em
heterozigose, mostrou uma diminuicdo da susceptibilidade quando associada a alelos FYA e FYB
ou protecdo quando apresentado FYB=/FYB®. Estes achados sugerem que este polimorfismo
ainda poderia ser uma selecdo vantajosa na populacdo de areas que sdo endémicas P. vivax. Porém
alguns estudos com dados recentes sugerem que P. vivax pode estar a evoluir, usando receptores

alternativos para se ligar e invadir o eritrocito.

Nas Gltimas décadas, estudos revelaram a complexidade do sistema Duffy em seus niveis
fenotipico e genotipico, e que a auséncia de seus antigenos nos eritrocitos parece ter um
significante impacto na distribuicdo das populacdes humanas nas areas em que a malaria é
endémica. O sistema Duffy constitui, portanto, um sistema polimdrfico que oferece grandes
desafios aos pesquisadores ndo somente pela sua importancia académica, mas também pelas
potenciais aplicagdes no tratamento envolvendo a maléria vivax, onde ha uma selecdo natural
desta populacdo e que a adaptacdo natural em area endémica de maléria pode levar a mecanismos

parciais de defesa contra P. vivax.
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CONCLUSAO

Considerando os objetivos do presente estudo, as condi¢cGes em que foram realizadas as
técnicas moleculares para a caracterizacdo dos polimorfismos Duffy em amostras de DNA de

pacientes infectados com Plasmodium vivax podemos concluir que:

1. Os genotipos FYA/FYA e FYA/FYB mostraram-se associados ao aumento da frequéncia de
pacientes infectados pelo Plasmodium vivax, porém sem estar associado aos niveis de

densidade parasitaria (DP).

2. Os genétipos FYA/FYBY, FYB/FYB" e FYB®/FYBY ndo se mostraram associados aumento

de individuos infectados pelo P. vivax, porém, mostraram-se associados ao baixo nivel de

densidades parasitarias detectadas nos pacientes infectados.

3. Os Alelos FYA e FYB ndo mostraram-se associados tanto frequéncia de infeccéo pelo P.

vivax, quanto ao nivel de densidade parasitaria encontrada nos pacientes infectados.

4. O Alelo FYB® mostrou-se associado & diminuicdo da frequéncia de infecgéo pelo P. vivax,

e ao baixo nivel de densidades parasitarias desenvolvidas nestes pacientes infectados.
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ANEXO 2

PROTOCOLO 1- Extracdo de DNA genémico (BrazolTM LAC Biotecnolo6gica)

Fase 1 — extracdo do DNA

Pipetar 200pL da amostra de sangue em um microtubo de 2,0 mL, devidamente
identificados. Se possivel pipetar somente o creme leucocitario (buffy coat);

Adicionar 400puL de Brazol gelado (4°C) e agitar no vortex até a mostra adquirir um
aspecto homogéneo;

Adicionar 100uL de cloroférmio gelado (4°C) e misturar no vortex até a amostra adquirir
uma colora¢do marrom;

Centrifugar a amostra 12 minutos a 10.000 rpm em T.A;

Apbs a centrifugacao, retirar o microtubo cuidadosamente da centrifuga e verificar se a
solucdo esta dividida em duas fases;

Pipetar cuidadosamente o sobrenadante e transferir para tubos para tubos de 1,5 mL
devidamente identificados;

Fase 2 — precipitacdo do DNA gendmico

Adicionar 500uL e etanol a 100% gelado (4°C), homogeneizar no vortex e observar a
formacédo de um precipitado. O precipitado é usualmente visualizado em 30 e 60 segundos;
Centrifugar por 15 minutos a 10.000 rpm em T.A;

Decantar o sobrenadante e adicionar novamente 500pL de etanol a 100% gelado (4°C);
Centrifugar por 12 minutos a 10.000 rpm em T.A;

Decantar o sobrenadante;

Remover o etanol residual com pipeta e colocar no banho seco a 56°C por 10 minutos;
Adicionar 200puL de agua destilada estéril em cada tubo (H,Odd);

Quantificar o DNA genémico utilizando o equipamentp NanoDrop 1000;

Armazenar o0 DNA purificado a 4°C ou a -20°C.

PROTOCOLO 2- Genotipagem Duffy-PCR- BeadChip® KIT HEA

NOTAS:

1. Os controles positivo e negativo (H20 livre de nuclease) devem ser incluidos em cada conjunto
de testes.

2. Podem ser utilizadas pipetas multicanais ou monocanal, de acordo com a preferéncia do
laboratdrio. Todas as pipetas utilizadas devem ser calibradas.

3. Misturar corretamente as amostras e 0s reagentes. Evite fazer espuma ou bolhas.
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4. Retirar as quantidades necessarias de reagentes, amostras e controles. Se estiverem congelados,
descongelar antes da sua utilizaco.

5. Retirar as laminas do BeadChip da geladeira e deixar em temperatura ambiente durante 15
minutos antes de utilizar.

6. E extremamente importante evitar a contaminacio cruzada entre os varios pocos BeadChip.
Tenha cuidado quando pipetar, lavar ou remover fluidos.

7. E necessaria uma pipetagem precisa das amostras e dos reagentes para obter resultados precisos.

8. O BioArray Solutions AIS 400 Array Imaging System e o forno de hibridizacdo (Boekel
Inslide-Out, modelo 241000) devem ser ligados no minimo 30 minutos antes do funcionamento e
ajustado a temperatura para 53°C. Coloque 2 toalhas de papel no tabuleiro do forno de
hibridizacdo e umedeca-as com 25mL de agua destilada e deionizada (H Odd) para manter as
condi¢des de umidade durante a incubacdo. Se o forno de hibridacdo foi utilizado anteriormente
durante o dia, substitua as toalhas de papel por 2 novas e umedega-as novamente com a mesma
quantidade da &gua deionizada.

DESCRICAO DO PROCEDIMENTO

Preparo dos reagentes:

1. Determinar o nimero de amostras e controles que devem ser testados.
2. Verificar o nome dos reagentes, lotes, validade e fabricante.

3. Comparar o lote do kit de reagentes com o lote das laminas a serem utilizadas (Os lotes devem
Ser 0S Mmesmos).

4. Os reagentes devem permanecer resfriados (gelo) por um periodo de 5 a 10 minutos antes de
serem utilizados (exceto a Clean Up que deve ser mantido no freezer até a hora do uso).

5. Depois de descongelados, todos os reagentes devem ser agitados (vortex e spin) e armazenar
imediatamente o restante do reagente que néo foi utilizado.

Nota: Recomendam-se areas laboratoriais distintas para os procedimentos pré-PCR e p6s-PCR,
para prevenir contaminagdo. Os passos descritos abaixo devem ser realizados na area do
laboratdrio pré-PCR e sempre devem ser utilizadas ponteiras com filtro.

6. Consultar a tabela abaixo para preparar os reagentes. A tabela é uma diretriz, com acréscimo de
10% do volume necesséario para a realizacdo dos ensaios (0 volume para 1 amostra é exato sem
reagente em excesso).

7. Preparar o PCR Master Mix de acordo com a tabela abaixo e manter em gelo (rack térmica) até
0 momento de ser utilizado. Quando calcular o nimero de testes, lembre-se de incluir os controles.
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Reagentes/Amostras 1 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 28 96

16 144 | 296 | 448 | 592 736 880 1008 | 1168 | 1296 | 1456 | 1584 | 1744
Adicionarem
um Flacenete

HotStarTaq DNA

polymerase (il 1 o |185| 28 | 37 | 46 | 55 | 63 | 73 | 81 | o1 | 99 | 109

8. De acordo com a tabela abaixo, aliquotar o PCR Master Mix numa tira de 8 tubos.

Até a amostra 8 16 24 32 40 48 56 (-1 72 80 a8 296

Ir para etapa 9 38 56 76 92 112 128 148 164 188 200 224

NOTA: Se aplicavel utilizar cubeta alternativa para a pipetagem com a pipeta multicanal.
NOTA: Remover todas as bolhas de ar existentes no fundo da tira antes de pipetar os
reagentes. Este passo é muito critico.

9. Dispensar uLL do PCR Master Mix em cada microtubo apropriadamente identificado. Sempre
utilizar ponteiras com filtros.

10. Selar os microtubos e transferir para area especifica para a adicdo do DNA, fora da area pré-
PCR.

11. Pipetar pL de DNA em cada microtubo de PCR e homogeneizar 3 vezes com a pipeta ou
utilizar vortex

12. Para o controle negativo dispensar pL de H Odd (nuclease free) no microtubo apropriado e
homogeneizar 3 vezes com a pipeta utilizando sempre ponteira com filtro.

13. Selar cuidadosamente os microtubos, agitar levemente (vortex) e centrifugar (spin).

14. Colocar os microtubos no termociclador e selecionar o protocolo do PCR desejado.

Por exemplo: Modelo Applied Biosystems — Modelo Veriti
94°C - 15 min :

94°C - 30 seg, rampa de 60% ?

60°C - 30 seg, rampa 50% 30 ciclos

68°C - 50 seg, rampa 35%

680C — 8 min

4°C até a retirada das amostras. As amostras ndo devem ficar no equipamento por mais de 24
horas.

Ap0s o término da reagdo, retirar os produtos de PCR do termociclador e centrifugar.

NOTA: Devido a diferenca entre os termocicladores, cada instrumento deve

obrigatoriamente ser validado com amostras conhecidas para avaliar o seu desempenho.
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As amostras centrifugadas e os controles devem ser usados imediatamente, mas podem ser
armazenados a temperatura < - oC durante 4 semanas.

PROCESSAMENTO POS-PCR (Tratamento Amplicons)

1. Agitar os produtos de PCR vigorosamente e centrifugar (vortex e spin — segurar o botao de spin
até a velocidade méaxima da centrifuga e soltar).

2. Preparar e identificar uma nova tira
3. Transferir , uL de cada produto de PCR para a nova tira. Utilizar somente ponteiras com filtro.

4. Aliguotar o Reagente Clean Up para a realizagdo dos testes numa tira de 8 ou 16 tubos.UTtilizar
pipeta monocanal, e adicionar reagentes conforme tabela abaixo:

Amostras 1 g 16

Clean Up Stock solugdo de

trabalho pl Flaconetes 2 18 36

Se for realizar teste > 16 amostras utilizar pipeta multicanal conforme tabela abaixo:

Biaaamosta 8 % | 24 | 32 | s | 48 | s8 64 72 80 88 06
volume () daiFEagente Iripara 3 6 9 12 | 14| 16 | 18 20 22 24 2 28
Clean up por tube natira etapa &

5. Adicionar pL de reagente Clean Up a cada poco e homogeneizar 3 vezes com pipeta. Descartar
0 reagente que n&o foi utilizado. Utilizar somente ponteiras com filtro.

Nota: Realizar o procedimento cuidadosamente para garantir resultados corretos quando
for pipetar volumes pequenos.

Armazenar o reagente Clean Up que néo foi utilizado e manter os demais reagentes em gelo.
6. Selar cuidadosamente o microtubo, agitar levemente (vortex) e centrifugar (spin).

7. Colocar o microtubo no termociclador e executar o seguinte protocolo:

37 °C 25 min.

80°C 15 min.
4 °C até a remocdo das tiras. O tempo ndo deve ultrapassar a 3 horas
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NOTA: As amostras centrifugadas e os controles devem ser usados imediatamente, mas podem ser
armazenados a temperatura < - 0C até 24 horas no freezer “no frost free”

PROCESSAMENTO POS-PCR - OBTENCAO DA FITA SIMPLES (LAMBDA
EXONUCLEASE)

1. Homogeneizar (vortex) e centrifugar (spin) os microtubos contendo os produtos de PCR limpos.

2. Aliquotar o reagente Lambda Exonuclease para realizagdo dos testes numa tira de 8 ou 16
microtubos. Se for utilizar pipeta monocanal, adicionar reagentes conforme tabela abaixo:

Amostras 1 8 16
Volume (ul)
Lambda Exonuclease Flaconetes 2 18 36

Se for realizar teste > 16 amostras utilizar pipeta multicanal conforme tabela abaixo
Armazenar o reagente Lambda Exonuclease ndo utilizado e manter os reagentes em gelo.

Atea amostra 8 16 24 32 40 438 56 64 72 80 88 96

Volume (pl) do Reagente
Lambda Exonuclease por
tubo na tira

Irpara a 6
etapa 3

3. Adicionar a cada microtubo pL da solugdo de Lambda Exonuclease e homogeneizar 3 vezes
com uma pipeta

4. Selar cuidadosamente o microtubo, agitar levemente (vortex) e centrifugar (spin).
5. Colocar o microtubo no termociclador e executar o seguinte protocolo:

37 °C 25 min.
80°C 15 min.
4°C até a remogdo das tiras. O tempo ndo deve ultrapassar a 3 horas

NOTA: As amostras centrifugadas e os controles devem ser usados imediatamente, mas podem ser
armazenados a temperatura < - oC até 16 horas no freezer “no frost free”

6. Ligar e preparar a incubadora Boekel Scientific (colocar papel toalha umedecido com H Odd) e

deixar atingir a temperatura de 53°C.
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7. Ligar o sistema de captura de imagem (X-Cite e o Opti Scan 1) e abrir o programa AISR3.0VI.
8. Identificar as 1dminas contendo os BeadChips e deixa-las a TA por 15 minutos.

9. Transferir os dados do CD para o computador (Esta etapa deve ser realizada na abertura de cada
kit).

HIBRIDIZACAO DO DNA ALVO NO BeadChipTM
NOTA: Os passos 4 ao 11 ndo podem ser interrompidas em hipdtese alguma.

1. Verificar se o forno de hibridizacao esta na temperatura de 53°C.
2. Assegurar que as laminas do BeadChip estdo em temperatura ambiente.
3. Agitar os produtos de PCR vigorosamente e centrifugar (vortex e spin).

4. Aliguotar o reagente Elongacdo eMAP® para realizacdo dos testes numa tira de 8 ou 16
microtubos. Ter cuidado para evitar a formacdo de espuma. Se for utilizar pipeta monocanal,
adicionar reagentes conforme tabela abaixo:

Amostras 1 8 16

Volume (ul)

eMAP elongase Flaconetes 10 90 180

Se for realizar teste > 16 amostras utilizar pipeta multicanal conforme tabela abaixo

Até a amostra 2 16 24 32 40 48 56 64 72 a0 a8 96
sMAP Elongase {ul}?
Volume (ul) por Ir para etapa 5 25 36 a7 59 70 B0 20 100 114 125 135
tubo natira

NOTA: Retirar todas as bolhas de ar no fundo da tira antes de prosseguir com a pipetagem
dos reagentes.

5. Adicionar pL do reagente eMAP® em cada amostra e homogeneizar 3 vezes com a pipeta.
Utilizar somente ponteiras com filtro. Descartar o reagente que ndo foi utilizado.

6. Transferir uL. do Mix para o HEA BeadChip correspondente. Utilizar somente ponteiras com
filtro.

7. Colocar as laminas BeadChip™ no forno de hibridizacao e incubar durante minutos a 53°C.

8. Retirar as laminas do forno e lavar com H Odd mantendo a lamina na vertical segurando nas
laterais.
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9. Enxaguar cada BeadChip individualmente com H Odd sob um fluxo de pressdo constante. O
fluxo de 4gua deve ser perpendicular a face da Iamina e a aproximadamente 2,5 cm de distancia.
Enxaguar cada BeadChip durante aproximadamente 3 segundos

10. Remover o excesso da agua da lamina utilizando ar comprimido. N&o agitar a embalagem de
ar comprimido. Remover o excesso de dgua da parte traseira da lamina com papel toalha.

11. Ler as laminas BeadChip utilizando o BioArray Solutions AIS400 Array Imaging System.
Processar as imagens utilizando o software HEA Analysis no BioArray Solutions Information
System (BASIS).

53



PROTOCOLO 3 - Genotipagem Duffy-PCR-RFLP

Reagentes Utilizados

Primers

Sintetizados pela INVITROGEN life technologies.
Solucdo estoque (1ng/pL)

Para o calculo utilizamos a concentragdo em Nmoles de cada primer e multiplicamos por

10 para sabermos a quantidade de agua injetavel a ser acrescentada na ressuspensao.
As aliquotas foram devidamente identificadas e armazenadas a -20°C
Solucéo de uso

Foram diluidos 5 pL da solugdo de estoque 10 vezes em agua injetavel.

Exemplo: 5 uL de primer + 45 pL de agua injetavel.

Enzima taqg polimerase.
Platinum Tag DNA Polymerase
Marca - INVITROGEN

DNTP

Marca - INVITROGEN
Solucdo estoque: 100 mM
Solucéo de uso: 10mM

Reac6es de PCR.

Volume final 50 L

Reagentes Quantidades

Agua injetavel 33,7 uL (qgsp 50 uL)

Buffer 5 uL (sempre 10% do volume final)
Cloreto de Magnésio 3uL

Primer 1 (forward) 1uL

Primer 2 (Reverse) 1L

DNTP 0,8 pL

Taq polimerase 0,5 uL

DNA extraido 5 uL (Depende da qualidade da extracéo)

54



Realizaremos 35 ciclos com as seguintes fases:

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

Desnaturacéo
Desnaturacéo
Anelamento

Extensao

Reacdo de RFLP para genotipagem Duffy.

Enzima de restri¢édo Banl
Marca: FERMENTAS

Volume final 20 pL

Reagentes Quantidade

Agua injetavel 5,5 uL (gsp 20 pL)
Buffer 2,0 puL

Enzima de restri¢do Banl 0,5 pL

DNA amplificado (DUFFY) 12 pyL

Observacdo:

Incubar a 37°C overnight ou no minimo por duas horas.

Leitura das bandas em gel de agarose 2%

PROTOCOLO 4. Reacdo de RFLP para verificacdo da mutacao GATA:

Enzima de restricéo Styl

Marca: Fermentas

Volume final

20 uL

Reagentes

Quantidade

Agua injetavel.

5,5 uL (gsp 20 uL)
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Buffer 2,0 uL
Enzima de restricdo Styl 0,5 uL
DNA amplificado (GATA) 12 uL
Observagéo:

Incubar a 37°C overnight ou no minimo por duas horas.

Leitura das bandas em gel de Poliacrilamida.

PROTOCOLO 5. Preparo do gel de Agarose 1.5%

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

2. Completar com TEB 1x para 100 mL ,

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

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

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

6. Prepara o suporte de polimerizacdo colocando o pente com a quantidade desejada de
pOCOS.

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

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

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

Aplicacdo das amostras no gel de Agarose
Obijetivo: As corridas em gel de agarose séo para observar se houve amplificacdo durante o

PCR, assim como verificar a qualidade do DNA amplificado, ou seja, se 0 mesmo esta em boa

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

1. Colocar o suporte com o gel de agarose dentro da cuba e encher até cobrir com tampao
TEB 1x.
2. Em um plastico (Tipo Mag Pac), dispensar pequenas gotas de azul de bromofenol (1-2uL).
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3. Pipetar 4 pL de branco e DNA, homogeneizar com a gota de azul de bromofenol e
dipensar no poco do gel. Deve-se aplicar também 4 uL de Ladder porém este j& vem corado
4. Sempre aplicar da seguinte forma: Ladder, branco, DNA's.

5. Correr o gel.

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

verificar a presenca da banda amplificada.

Apos a corrida, 0o gel de agarose esta pronto para ser fotografado no sistema de gel

documentacéo.

PROTOCOLO 6. Preparacéo do gel de Poliacrilamida

Constituintes

1.Acrilamida 40%

38,59 de acrilamida

1,59 de Metileno Bis acrilamida
100mL de Agua Deionizada.

2.TEB 10X
Agua Destilada

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

4. Temed

Gel de Poliacrilamida a 12%
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Produto Quantidade

Acrilamida 40%. 128mL /2 =6,4mL

TEB1OX 40mL /2 =20mL
Agua Destilada 248mL /2 =124 mL

Persulfato de Amonia (APS) 10% 400 uL /2 =200 pL

TEMED 16 uL =32 puL

Preparo da Base para receber o Gel

1 Preparar os suportes com as placas de vidro.

2 Prender os suportes nas bases.

3 Prepara o Gel.

4 Encher a placa de vidro com o gel preparado utilizando uma seringa de 10 mL com agulha.
5. Verificar a presenca de bolhas e elimina-las com a agulha.

6 Colocar o pente para a formagéo dos pogos.

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

8 Apbs a formacéo do gel, verificar, com agulha e seringa, se 0s pogos estao obstruidos.
9 Aplicar as amostras.

Aplicacdo de amostras no gel de Poliacrilamida

Encher a cuba de corrida com TEB 1x conforme as marcas na cuba.

Aplicar as amostras

1. Pocos vazios: Encher com azul de bromofenol.

2. Ladder: 5 uL + azul

3. PCR Total: 5 pL + azul
4. Digestéo: 10 p+ azul
Correr a 100 V até o fim do gel.

Apos a corrida

1. Retirar a lamina com gel da cuba de corrida.
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o & w N

Colocar o gel com a Iamina em uma cuba com Agua Destilada ou tamp&o TEB 1x
Retirar o gel da placa.
Adicionar 5L ou 10 pL de brometo de etidio e aguardar 5 minutos.

Fotografar o gel no sistema de documentacéo
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ANEXO 3

Tabela de resultados dos Pacientes infectados com Plasmodium vivax

Id FYA/FYB GATA FY-265 Densidades Parasitaria (parasitos/mm3)  N{VEIS DP
(FY*2) (FYB")
1 BB MUTADO MUTADO 78,0 Baixa DP
2 AA NORMAL NORMAL 80,0 Baixa DP
3 BB NORMAL NORMAL 86,8 Baixa DP
4 AB MUTADO NORMAL 93,6 Baixa DP
5 AB NORMAL NORMAL 105,8 Baixa DP
6 AA NORMAL NORMAL 116,8 Baixa DP
7 AA NORMAL NORMAL 118,4 Baixa DP
8 AA NORMAL NORMAL 120,0 Baixa DP
9 AA NORMAL NORMAL 138,0 Baixa DP
10 BB NORMAL NORMAL 1440 Baixa DP
11 AB NORMAL NORMAL 166,4 Baixa DP
12 AB NORMAL NORMAL 172,8 Baixa DP
13 AB MUTADO NORMAL 175,2 Baixa DP
14 AA NORMAL NORMAL 176,4 Baixa DP
15 BB NORMAL NORMAL 178,2 Baixa DP
16 AB NORMAL NORMAL 182,4 Baixa DP
17 AB NORMAL NORMAL 197,6 Baixa DP
18 AB MUTADO NORMAL 217,6 Baixa DP
19 AA NORMAL NORMAL 222,6 Baixa DP
20 AB NORMAL NORMAL 2440 Baixa DP
21 BB NORMAL MUTADO 255,2 Baixa DP
22 BB NORMAL NORMAL 260,0 Baixa DP
23 BB NORMAL NORMAL 264,0 Baixa DP
24 BB NORMAL NORMAL 2714 Baixa DP
25 BB NORMAL NORMAL 272,0 Baixa DP
26 AA NORMAL NORMAL 282,0 Baixa DP
27 AB MUTADO NORMAL 297,0 Baixa DP
28 AB NORMAL NORMAL 298,8 Baixa DP
29 AB NORMAL NORMAL 323,0 Baixa DP
30 AB MUTADO NORMAL 324,0 Baixa DP
31 AB NORMAL NORMAL 336,0 Baixa DP
32 AB NORMAL NORMAL 343,0 Baixa DP
33 AA NORMAL NORMAL 345,6 Baixa DP
34 AB NORMAL NORMAL 360,0 Baixa DP
35 BB NORMAL NORMAL 360,0 Baixa DP
36 BB NORMAL NORMAL 364,8 Baixa DP
37 AA NORMAL NORMAL 378,2 Baixa DP
38 AA NORMAL NORMAL 381,6 Baixa DP
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40 AB NORMAL NORMAL 385,0 Baixa DP

42 AB NORMAL NORMAL 420,0 Baixa DP

44 AB NORMAL NORMAL 4440 Baixa DP

46 AB NORMAL NORMAL 448,8 Baixa DP

48 BB NORMAL NORMAL 457,6 Baixa DP

50 AB NORMAL NORMAL 506,0 Baixa DP

52 AA NORMAL NORMAL 530,4 Baixa DP

54 AB NORMAL NORMAL 540,0 Baixa DP

56 BB NORMAL NORMAL 570,0 Baixa DP

58 AB NORMAL NORMAL 582,4 Baixa DP

60 AB NORMAL NORMAL 607,2 Baixa DP

62 AB NORMAL NORMAL 646,8 Baixa DP

64 AB NORMAL NORMAL 649,6 Baixa DP

66 BB NORMAL NORMAL 667,8 Baixa DP

68 BB NORMAL NORMAL 680,8 Baixa DP

70 AB NORMAL NORMAL 693,0 Baixa DP

72 BB NORMAL NORMAL 737,2 Baixa DP

74 AA NORMAL NORMAL 766,8 Baixa DP

76 AA NORMAL NORMAL 795,6 Baixa DP

78 AB NORMAL NORMAL 827,2 Baixa DP

80 AB NORMAL NORMAL 832,0 Baixa DP

82 AB NORMAL NORMAL 832,0 Baixa DP

84 AB NORMAL NORMAL 852,8 Baixa DP
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85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

BB
BB
BB
BB
AB
AB
AA
AA
BB
AB
AA
AA
AB
BB
BB
AB
AB
AA
AB
AA
AB
AB
AB
AA
AB
AA
BB
BB
AB
AB
AB
AB
BB
BB
AB
BB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
AA
AB
BB
BB

NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL

MUTADO

NORMAL

MUTADO

NORMAL
MUTADO
NORMAL
NORMAL
NORMAL

MUTADO

NORMAL

MUTADO

NORMAL
MUTADO
NORMAL
NORMAL
NORMAL
MUTADO
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
MUTADO
NORMAL
NORMAL

NORMAL

MUTADO

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

857,9
871,0
918,4
919,1
924,0
950,4
962,0
967,2
975,0
978,2
997,6
1.000,0
1.003,0
1.009,2
1.013,8
1.024,0
1.026,0
1.071,6
1.104,0
1.107,0
1.113,0
1.116,0
1.122,0
1.123,2
1.126,4
1.136,8
1.165,6
1.176,0
1.178,0
1.195,6
1.214,4
1.239,0
1.240,8
1.279,2
1.302,0
1.344,7
1.356,8
1.377,6
1.380,0
1.386,0
1.411,2
1.424,0
1.425,6
1.452,0
1.465,0
1.472,0

Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
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131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176

BB
AB
AB
BB
AA
BB
AA
AB
AA
AB
BB
AB
BB
AB
BB
AB
AB
AB
AA
AB
BB
BB
BB
AB
AB
BB
AA
AB
AB
AB
AB
BB
AA
AB
AB
BB
AB
AB
AA
AB
BB
AB
AB
AB
AA
AB

NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL

NORMAL

MUTADO
MUTADO
MUTADO

NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
MUTADO
NORMAL
NORMAL
NORMAL
MUTADO
NORMAL
NORMAL
MUTADO
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
MUTADO
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL

NORMAL

MUTADO

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

1.472,0
1.497,6
1.520,0
1.576,8
1.584,0
1.584,0
1.587,3
1.590,8
1.604,8
1.612,0
1.619,2
1.656,0
1.692,8
1.731,6
1.748,0
1.748,4
1.760,0
1.764,0
1.774,8
1.850,0
1.892,0
1.900,8
1.932,0
1.974,7
1.989,0
1.995,2
2.006,0
2.010,0
2.012,8
2.016,0
2.021,0
2.040,0
2.058,0
2.080,0
2.105,6
2.128,5
2.156,6
2.176,0
2.184,0
2.290,7
2.304,0
2.310,0
2.322,0
2.340,0
2.358,0
2.386,8

Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
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177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222

AB
AB
AB
AB
AB
AB
AA
AB
AB
AB
AB
AA
AB
AB
AB
AA
BB
AB
AB
AB
BB
AA
AB
AB
AB
AA
AB
AA
AB
AA
AB
AA
AB
AB
AA
AA
BB
AB
AA
AB
BB
BB
AB
BB
AB
AB

NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
MUTADO
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
MUTADO
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL

MUTADO
NORMAL

MUTADO
NORMAL
NORMAL

NORMAL

MUTADO

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

2.419,0
2.429,2
2.441,2
2.520,0
2.525,2
2.534,4
2.582,1
2.600,0
2.620,8
2.624,0
2.688,0
2.812,0
2.814,0
2.841,6
2.849,2
2.851,2
2.854,4
2.862,0
2.891,0
2.894,1
3.016,0
3.016,0
3.080,4
3.095,2
3.115,2
3.116,0
3.132,3
3.168,0
3.225,0
3.240,0
3.240,0
3.283,1
3.296,4
3.311,0
3.332,0
3.372,8
3.418,8
3.428,6
3.507,8
3.546,4
3.590,4
3.631,2
3.663,0
3.763,0
3.832,6
3.840,0

Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
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223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267

268

AA
AB
AA
BB
BB
AB
AA
AA
AB
AB
AA
BB
AB
AA
AB
AA
AB
AA
AA
AB
AB
AB
AA
AA
AB
AA
AB
AB
AB
AB
AB
AB
BB
AB
BB
AB
AA
AA
AA
AB
AB
AB
BB
BB
AB

BB

NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
MUTADO
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
MUTADO
NORMAL
NORMAL
NORMAL
MUTADO
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

3.857,0
3.887,4
3.999,0
4.175,6
4.218,0
4.231,6
4.233,0
4.290,0
4.326,4
4.358,8
4.387,0
4.423,3
4.500,8
4.588,0
4.624,0
4.655,0
4.674,0
4.771,2
5.059,2
5.109,3
5.123,0
5.144,6
5.236,0
5.406,4
5.611,2
5.628,0
5.670,0
5.760,0
5.776,0
5.859,0
5.904,0
5.986,0
6.115,2
6.154,8
6.260,5
6.333,6
6.436,3
6.475,2
6.588,8
6.596,1
6.600,2
6.674,0
6.901,0
7.519,0
7.760,0

8.037,2

Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP
Baixa DP

Media DP
Media DP
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270 BB NORMAL NORMAL 0.942 4 Media DP

272 AB NORMAL NORMAL 10.261,4 Media DP

274 AB NORMAL NORMAL 10.791,6 Media DP

276 AB NORMAL NORMAL 11.056,1 Media DP

278 AB NORMAL NORMAL 11.496,8 Media DP

280 AB NORMAL NORMAL 11.805,6 Media DP

282 AB NORMAL NORMAL 13.632,2 Media DP

284 BB NORMAL NORMAL 16.714,8 Alta DP

286 AA NORMAL NORMAL 23.498,5 Alta DP
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Tabela de resultados dos individuos sem antecedente de malaria

Id FYA/FYB GATA FY-265

11 AB AA AA

13 AA AA AA

15 AA AA AA

18 AB AA AA

20 AA AA AA

22 AB AB AA

24 BB AA AA

26 AB AB AA

28 AB AA AA

30 BB AB AA

33 AB AA AA

35 BB AA AA

37 AA AA AA
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AA

AA

AA

39

AA

AB

BB

42

AA

AA

AB

44

AA

AA

AB

46

AA

AB

BB

49

AA

AA

AB

51

AA

AA

AB

53

AA

AA

AA

55

AA

AB

AB

57

AA

AB

BB

59

AA

AA

AA

61

AA

BB

BB

63

AA

AA

AB

66

AA

AA

AA

68

AA

AA

AA

70

AA

AA

AB

73

AA

AA

AA

75

AA

AA

BB

77

AA

AA

BB

79



AA

AB

BB

82

AA

AA

AB

84

AA

AA

AB

86

AA

AB

BB

89

AA

AB

BB

91

AA

AA

AB

93

AA

AA

AA

95

AA

BB

BB

97

AA

AA

AB

99

AA

AA

AA

101

AA

AA

AB

103

AA

AA

AA

105

AA

AB

BB

107

AA

AA

BB

109

AA

AA

AA

112
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AA

AA

BB

122

AA

AA

BB

124

AA

AA

BB

126

AA

AA

AB

129

AA

AA

BB

131

AA

AB

BB

135

AA

AA

BB

137

AA

AA

AB

139

AA

AA

AB

141

AA

AA

AB

143

AA

AA

AA

145

AA

AA

AB

147

AA

BB

BB

149

AA

AA

BB

151

AA

BB

BB

153
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AA

AB

BB

164

AA

AA

BB

166

AA

AA

BB

168

AA

AA

AB

170

AA

AA

AA

172

AA

AA

AB

174

AA

AA

AB

176

AA

AB

BB

178

AA

AA

AB

180

AA

AB

AB

182

AA

AA

AA

184

AA

AA

AA

186

AA

AA

AA

188

AA

AA

BB

190

AA

AB

BB

192
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AA

AA

AB

202

AA

AA

BB

204

AA

AB

BB

206

AA

AA

AA

208

AA

AA

BB

210

AA

AB

AB

212

AA

AB

AB

214

AA

AA

AA

216

AA

AA

AB

218

AA

AA

AA

220

AA

AA

AB

222

AA

AB

AB

224

AA

BB

BB

226

AA

AA

AB

228

AA

AA

BB

230
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AA

AA

AB

240

AA

AA

AA

242

AA

AB

AB

244

AA

AA

BB

246

AA

AB

AB

248

AA

AB

AB

250

AA

AA

AA

252

AA

AA

AB

254

AA

AB

AB

256

AA

AA

AB

258

AA

AA

BB

260

AA

AA

AB

262

AA

AA

BB

264

AA

AA

AB

266

AA

AA

AB

268

73

AA
AA

AB
AA

AB
AB

270
272



