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RESUMO

O sistema sanguineo ABO (sABO) é o mais importante sistema na
compatibilidade de grupos sanguineos. Muitas pesquisas tém mostrado
associacfes deste sistema com varias doencgas infecciosas, inclusive a malaria.
Este estudo avaliou a associacao entre os genétipos do sistema histo-sangtiineo
ABO e a malaria ndo grave causada pelo Plasmodium falciparum. A
genotipagem dos grupos sanglineos do sistema ABO foi feita de acordo com o
protocolo de PCR/ RFLP, em amostras de individuos malaricos e ndo malaricos
de areas da Amazobnia brasileira. O gendtipo homozigoto ABO*O01001 foi
prevalente tanto nos malaricos quanto nos doadores de sangue. O gendétipo
ABO*AB representou cerca de 3% da populacdo infectada e 5% da nao
infectada. N&o foram verificadas diferencas estatisticamente significantes na
comparacao das frequéncias alélicas e genotipicas do sABO entre pacientes e
grupo controle, mesmo quando foram analisados apenas individuos com
infecgdes puras de P. falciparum. A frequéncia do SABO na Amazonia brasileira
pode estar relacionada com a baixa frequéncia de malaria grave pelo P.
falciparum. Portanto, os genotipos encontrados no sistema ABO dos individuos
malaricos e ndo malaricos pode promover relevantes informacfes, para o
entendimento da epidemiologia da malaria grave por P. falciparum na Amazo6nia
brasileira.

Palavras chaves: Maléria; sistema sangtineo ABO; Plasmodium falciparum.
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ABSTRACT

The ABO blood system (sABO) is the most important system on the blood
groups compatibility. Several studies have shown its associations with various
infectious diseases, including malaria. This study evaluated the association between
the ABO histo-blood genotypes and non-severe malaria caused by Plasmodium
falciparum. PCR/RFLP protocol had be used for both ABO blood group system
genotyping in malaria suffering individuals and blood donors, from malaria areas of
the Brazilian Amazon. The homozygous genotype ABO*0O01001 was prevalent in
both malaria and the blood donors. The genotype ABO*AB represented about 3% of
the infected population and 5% of non-infected. No statistically significant differences
were observed in SABO genotypic and allelic frequencies of patients and the control
group, even when individuals were analyzed only with pure infection of P. falciparum.
The frequency of SABO in the Brazilian Amazon may be related to the low frequency
of non-severe malaria P. falciparum. Therefore, the genotypes found in the ABO
blood system in malaric and non-malaric individuals can promote relevant information
for the understanding of the severe malaria by P. falciparum epidemiology in the

Brazilian Amazon.

Keywords: Malaria; ABO blood group system; Plasmodium falciparum.
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1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia da Malaria

Malaria é uma infeccdo de manifestacdo principalmente aguda, causada
por protozoarios do género Plasmodium. Caracteriza-se clinicamente por ciclos de
calafrios, febre alta, sudorese excessiva incapacita e mata mais pessoas que
qualquer outra doenca parasitaria no mundo (Henry, 1999). Possui, portanto,
distribuicdo global, ocorrendo em mais de noventa paises ou territorios. A grande
maioria dos casos localiza-se na regido da Africa Subsaariana, enquanto
aproximadamende 10% deles na Asia e nas Américas. Dois tercos da malaria
das Américas ocorrem na Bacia Amazé6nica devido, principalmente, a processos
de mineracdo, desmatamento e colonizacdo inadequada da floresta. No Brasil,
atinge os sete Estados da regido Norte e parte dos Estados do Maranhédo e do
Mato Grosso (Henry, 1999; Sherman, 1998).

Em 2005, na Amazonia brasileira, mais de 600 mil casos foram notificados
(Figura 1 e 2). Nos dois primeiros meses de 2006, mais de 82 mil pessoas foram
acometidas pela doenca, tendo ocorrido quase 2 mil internacdes, sendo o0s
Estados do Amazonas, do Para e de Rondbdnia os mais atingidos. O Estado do
Acre, que antes nao era incluido nesse grupo, tem apresentado um numero
crescente de casos e registrou uma incidéncia de quase 20 mil casos no primeiro
bimestre de 2006 (SIVEP, 2006).

Quatro espécies de Plasmodium sdo os agentes etioldgicos da malaria
humana: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e
Plasmodium ovale. A infeccédo por P. falciparum ocorre principalmente em areas

tropicais e, atualmente, essa espécie € responsavel por 20% dos casos de
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Figura 1: Distribuicdo anual dos registros de casos de malaria ha Amazodnia
Legal nos anos de 1999 - 2006 (SIVEP, 2006).
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Figura 2: Distribuicdo mensal dos registros de casos de malaria na Amazonia
Legal nos anos de 1999 -2006 (SIVEP, 2006).
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malaria da Regido Amazbnica (Sherman, 1998; Secretria De Vigilancia Em
Saude, 2006; Cserti & Dzik, 2007). Este parasito induz, durante seu
desenvolvimento esquizogbnico sangiineo, modificacbes na superficie da
hemacia parasitada, denominada de Knobs. Essas deformagfes provocam uma
citoaderéncia endotelial, bem como um fenbmeno chamado de “rosetas”, ou seja,
aderéncia entre eritrécitos parasitados e néo parasitados. Esses fendmenos
podem ocorrer nos capilares profundos de diversos orgaos, tais como coracao,
pulmao, rins, figado entre outros, e é conhecido como malaria grave. Quando
ocorre no novelo capilar do cérebro, tem-se a forma mais grave da doenca, a
malaria cerebral (Neves, 2002; Cserti & Dzik, 2007). Por outro lado, as outras trés
espécies de Plasmodium provocam formas mais brandas da doenca: o P. vivax
esta presente tanto em zonas tropicais quanto em zonas temperadas; o P.
malariae é encontrado em algumas areas da Africa, pouco observado na América
do Sul e na Asia e o P. falciparum enquanto o P. ovale é o menos freqiiente dos
plasmadios e situa-se apenas na Africa e 0,2% na Asia (Henry, 1999).

O mosquito fémea do género Anopheles € o vetor do Plasmodium e, por
meio da picada do inseto, o parasito é transmitido ao homem (Sherman, 1998). E
nesse inseto que ocorre a fase sexuada do ciclo de vida do protozoario conhecida
por esporogonia. No hospedeiro vertebrado, o parasito desenvolve seu ciclo
assexuado, conhecido por esquizogonia. (Henry, 1999; Sherman, 1998).

O vetor, ao realizar o repasto sangiineo, ingere os gametocitos presentes
na corrente sanguinea. Esses gametocitos maturam-se em macrogametocitos e
microgametaocitos (feminino e masculino, respectivamente). Apos a fusédo entre
os dois gametdcitos, que ocorre no trato gastrintestinal do mosquito, forma-se um

novo estagio parasitario, o oocineto. Este migra pela parede do intestino do vetor
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e amadurece atingindo a forma de oocisto. Neste estagio parasitario inicia-se o
processo de multiplicacdo esporogbnica resultando em milhares de esporozoitos
em seu interior. Quando maduro, 0 oocisto se rompe e libera os esporozoitos que
vao para os tecidos das glandulas salivares do mosquito, de onde partem para a
injecdo na corrente sanglinea do homem no momento da picada (Henry, 1999;
Sherman, 1998).

Os esporozoitos, na corrente sanglinea do hospedeiro vertebrado,
alcancam os hepatdcitos onde se proliferam e formam os esquizontes hepaticos.
Quando se rompem, liberam merozoitas que infectardo os eritrocitos do sangue
periférico. Nos eritrocitos, os parasitos se desenvolvem em trofozoitas (forma de
crescimento) e por esquizogonia vao formar os esquizontes eritrocitarios (forma
multiplicativa) que liberam merozoitas. Por sua vez, podem reiniciar o ciclo
infectivo, atacando novos eritrécitos, ou ainda sofrer diferenciacdo em
gametqcitos, permitindo a contaminacdo de novos vetores invertebrados. Durante
esta fase eritrocitica € que ocorrem as principais manifestacdes clinicas da

doenca (Henry, 1999; Sherman, 1998) (Figura 3).

1.1.1 Processo de invasao dos eritrocitos pelos merozoitos de plasmaodios
humanos

O processo de invasdo é complexo e depende tanto de organelas dos
merozoitos (micronemas e roptrias), que excretam proteinas especificas
envolvidas nas varias etapas desse evento, quanto de moléculas expressas pela
célula hospedeira (Dvorak et al., 1975; Bannister et al., 1975; Aikawa et al., 1978;

Miller et al., 1979; Chitmis & Blackman, 2000, Wickramarachchi et al., 2008).
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O contato inicial é aleatério e se d4 em qualquer parte da superficie tanto
do merozoito quanto da hemacia. Em seguida, esta forma parasitaria se reorienta
ativamente, justapondo seu pélo apical em contato com a membrana da hemécia.
Para isso utiliza moléculas de adesinas, polimerizacao/despolimerizacéo de actina
e componentes de um complexo de miosina (Fowler et al., 2004). Essas duas
primeiras etapas, a de contato e a reorientacdo, sdo aparentemente de baixa
afinidade e reversiveis, ja que permitem ao parasito distinguir um eritrécito
competente para a invasao de outros tipos celulares (Cowman & Crabb, 2006).
Contudo, a entrada do merozoito na hemacia ocorre pela acdo de proteases,
fosfolipases e lipideos que promovem, no ponto de contato, uma fosforilacdo que
resulta em desarranjo dos componentes estruturais da membrana eritrocitaria.
Nesse momento, novamente o complexo motor de actina-miosina age para a
formacao do vacuolo parasitoforo (Fowler et al., 2004), (Figura 4).

As espécies de plasmodio diferem, também, quanto a interacdo dos
merozoitos com as hemacias. Para o P. vivax, a formacdo da juncdo e a
subsequente invasdo do merozoito sdo mediadas pela interacdo protéica na
superficie da membrana entre uma familia de proteinas ligantes conhecidas como
Proteina Ligante de Reticulécito do P. vivax (PVvRBP1l e 2), que se ligam a
receptores de reticulécitos para ativar o processo de invasao eritrocitaria (Galinsk
et al., 1992). Outras proteinas ligantes expressa no merozoito deste protozoario é
a Proteina Ligante de Duffy do P. vivax (PvDBP) (Fang et al., 1991), essencial
para a invasado dos reticuldcitos que, por sua vez, expressam em sua superficie
um Receptor de Antigeno Duffy para Quimiocinas (DARC) que é receptor da

molécula ligante PvDBP (Chaudhuri et al., 1993).
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Figura 4: Etapas do processo de adeséo e invasdo do merozoito na hemacia.
a) contato inicial aleatério; b) contato em qualquer parte da hemacia ou do
merozoito; ¢) reorientagdo do merozoito: polo apical do parasito em contato
direto com a hemacia; d) entrada do parasito na célula por meio da acao
enzimatica; e) formagdo do vacuolo parasitéforo. Adaptado de Chitmis &
Blackman (2000).

9



10
INTRODUGAO

Ja& os merozoitos de P. falciparum invadem hemécias por meio de multiplas
interacdes entre proteinas ligantes e receptores. Na sua superficie, diversas
moléculas sdo capazes de exercer 0 papel de ligantes a receptores eritrocitarios
(Chitmis & Blackman, 2000). Uma familia de proteinas ligantes chamada Proteina
Ligante de eritrécito (EBL), composta por EBA-175, BAEBL (EBA-140), JESEBL
(EBA-181), EBL-1 e PEBL (EBA-165) é expressa na superficie da membrana dos
merozoitos (Pandey et al., 2002). As EBL se ligam as glicoproteinas especificas
dos eritrgcitos, no inicio do processo de invasdo. O P.falciparum pode utilizar
diversos receptores presentes na superficie dos eritrécitos para invadi-los, tais
como a glicoforina A e a glicoforina B do sistema sangtineo MNS, (Duraisingh et
al., 2003), a glicoforina C o grupo sangiiineo Gerbich (Maier et al., 2003), assim
como outros receptores determinados pelo sABO (Cserti & Dzik, 2007).

O P. falciparum é capaz de utilizar vias alternativas, mudando o processo
de invasao eritrocitaria, o que resulta em inimeras vantagens. A primeira delas é
a invasdo de eritrocitos em qualquer fase de maturacdo, diferentemente do P.
vivax. Outra é a capacidade de evasao do sistema imunolégico, uma vez que,
para diferentes vias de invasado, diferentes moléculas ligantes do parasito sao

requisitadas (Dolan et al., 1990).

1.1.2. Caracteristicas clinicas da malaria
1.1.2.1. Malaria nédo Grave por Plasmodium falciparum

O periodo de incubacgéo entre a picada do mosquito e o inicio dos sintomas
dura cerca de oito dias. O paciente apresenta, em seguida, intensa debilidade
fisica, nduseas e vbmitos. ApoOs esta fase inicial, a febre assume um carater

intermitente, e na malaria falciparum os ciclos acontecem em 48 horas. Ao exame
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fisico, o individuo apresenta-se palido e com baco palpavel. A anemia é
freqlente nesses pacientes e também mais acentuada se comparada a outras
espécies de plasmoddio. Durante a fase aguda, também é comum o aparecimento
de herpes labial (Kirchgatter & Del Portillo, 2005). Em areas endémicas € comum
0 aparecimento de um quadro crénico no qual é observado esplenomegalia,
hepatomegalia, anemia e plaquetopenia. Estes aspectos sdo comuns entre as

espécies do parasito que infectam o homem (Menendez, et al., 2000).

1.1.2. Malaria Grave por Plasmodium falciparum

A malaria grave é definida como uma infeccdo com manifestacbes e
complicacbes potencialmente fatal ao Homem (Kirchgatter & Del Portillo, 2005)
Essas complicacdes sao consequéncias da obstrucdo de capilares sanguineos
pelas formacgcBes em rosetas provocadas pelo P. falciparum (Cserti & Dzik, 2007).
A hipoglicemia, o aparecimento de convulsdes, vomitos repetidos, hiperpirexia,
ictericia e disturbio de consciéncia indicadores de pior diagndstico e podem
pertencer as formas graves da doenca (Kirchgatter & Del Portillo, 2005).

A disfuncdo cerebral €, em muitas partes do mundo, a mais comum
manifestacdo de malaria grave por P. falciparum e a principal causa de morte em
adultos com a forma grave da doenca. A obstrucdo dos capilares cerebrais
provoca convulsdo generalizada e coma podendo levar o paciente a 6bito. Os
principais sintomas sao forte cefaléia, hipertermia, vémitos e sonoléncias
(Kirchgatter & Del Portillo, 2005).

O edema pulmonar é também uma complicacéo fatal e apresenta edema
intersticial com células endoteliais intumescidas e poucos mondcitos no lumen

capilar. As formas mais graves caracterizam-se por intensa transudacao alveolar,



12
INTRODUGAO

com grave reducdo da pressédo arterial de oxigénio (Neves, 2002; Kirchgatter &
Del Portillo, 2005).

Outra complicacdo importante da malaria é a faléncia renal e € definida
com um aumento de creatinina plasmatica, de uréia no sangue e da reducdo do
volume urinario. Metade dos paciente com faléncia renal apresenta também
edema pulmonar (Kirchgatter & Del Portillo, 2005). Os pacientes com a forma
grave apresentam anemia, neutropenia, hipoglicemia,ictericia e hemoglobinuria

(Neves, 2002; Kirchgatter & Del Portillo, 2005).

1.2. Aspectos da Composicdo Etnica Brasileira

Territorio originalmente indigena, o Brasil sofreu, ao longo de sua Historia,
influéncia tanto cultural quanto étnica de varios povos. Comecando pela
colonizacdo portuguesa, passando pelo trafico negreiro, pelos italianos e
espanhdis nas lavouras de café e comerciantes asiaticos, o Brasil se tornou um
pais altamente miscigenado. (Callegari-Jacques et al., 2003). Considerando que
esses povos nao se distribuiram homogeneamente pelo territorio, variando o
namero de individuos que compuseram 0 estoque genético de cada grupamento
étnico parental em cada regido, as diferencas regionais ficam mais evidentes. Por
exemplo, a regido Norte é que exibe a maior contribuicdo amerindia, enquanto
que o Sul apresenta a maior proporcéo de caucasoides do pais (Carvalho-Silva et
al., 2001). O padrao regional de miscigenacédo foi consideravelmente alterado
pelas correntes de migracao interna (Novaretti et al., 2000; Guerreiro et al., 1988).

Assim, considerando-se que os genes determinantes dos diferentes grupos

sangiineos exibem diferencas étnicas, torna-se imprescindivel o estudo de
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polimorfismos genéticos em populacdes de diferentes regides brasileiras, a fim de

caracteriza-las (Novaretti et al., 2000; Guerreiro et al., 1988).

1.3 Sistema de Grupos Sangiineos

O significado biolégico dos polimorfismos de grupos sanglineos € pouco
esclarecido. No entanto, sabe-se que muitos destes tém a funcdo de carregar
moléculas antigénicas (proteinas e carboidratos) com importante papel fisiologico,
tais como receptores para varias citocinas e outros ligantes (Daniels, 1997). Além
disso, esses também podem ser alvos de processos fisiopatologicos, infeccdes e
receptores para microorganismos. Varios estudos propdem ampliar os
conhecimentos sobre a correlacdo entre parasito/hospedeiro, entre elas aquelas
nas quais os sistemas sanguineos influem na interacdo entre o plasmaédio e o
eritrocito. Um dos notaveis casos em que as hemacias sao importantes alvos para
infeccdo é a malaria (Zelinski et al., 1995).

Dos 29 grupos sanguineos humanos conhecidos, mais de 20 ja tiveram
seus genes clonados e as bases moleculares de importantes polimorfismos
destes sistemas sdo agora conhecidas. A maioria dos polimorfismos do sistema
sanglineo é causada por mutacdes pontuais, resultando na substituicdo de
aminoacidos. Porém, ha outros tipos de alteracbes que incluem delecdo génica,
delecdo de uma unica base ou troca de material genético entre genes homologos

(Daniels, 1997).

1.3.1 O sistema histo-sanguineo ABO
O sistema histo-sangliineo ABO (sABO) €& um dos mais importantes

identificados até hoje. A heranca é geneticamente determinada pelos alelos ABO*
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A, ABO*B e ABO*O, sendo que ABO*A e ABO*B sdo co-dominantes entre si e
dominantes em relacdo ao ABO*O. O sABO dos individuos € determinado pela
presenca de um (homozigoto) ou dois (heterozigoto) dos trés alelos: ABO*A,
ABO*B e ABO*O cujo gene esta localizado no cromossomo 9 (9934.1 e q34.2)
(Yamamoto, 2000).

Devido a descricdo dos sub-grupos A; e A, do grupo A, foram
acrescentados a esse modelo genético os alelos ABO*A01 e ABO*A02 sendo o
ABO*A01 o alelo selvagem, dominante sobre o ABO*A02 (Schoroeder & Rayner,
1993; Mattos et al., 2001). O grupo sanguineo A é determinado pelos genaétipos
ABO*AO01 AO01, ABO*A01 O, ABO*AO01 A02, ABO*A02 AO02 e ABO*A020 que
geram os fendtipos (antigenos nas hemacias) A; e A,. O grupo B é determinado
pelos gendtipos ABO*BB e ABO*BO, gerando o fenotipo B. O grupo AB é
determinado pelos gendtipos ABO*A01B e ABO*A02B, sendo os seus fenotipos
AiB e A,B (A + B). Finalmente, o grupo O tem o alelo ABO*0O01, o selvagem, e
também o ABO* Olv e o ABO*002; determinando os genoétipos ABO*0O01001,
ABO*00101v, ABO*001002, ABO*O1vO1lv, ABO* O1vO02 e ABO*O02002 que
determinam fendtipo O (Schoroeder & Rayner, 1993; Mattos et al., 2001; Barjas-
Castro et al., 2003).

Os produtos do gene ABO ndo sdo os antigenos A e B, mas sim
glicosiltransferases que modificam a membrana celular e conduzem para sintese
dos antigenos A e B. Uma substancia precursora (SP) existe como um segmento
da cadeia de oligossacarideos associados aos glicoesfingolipideos e
glicoproteinas da membrana. A conversao desta SP em substancia H, precursora
imediata dos antigenos A e B, depende dos alelos H e h, os quais sdo herdados

independentemente do gene ABO. O alelo H € comum e o h € raro. O H
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determina a presenca da enzima transferase H que converte a SP em substancia
H. A presenca de um alelo ABO*A ou ABO*B determina a atividade da transferase
A ou B correspondente, a qual, em seguida, converte a substancia H em antigeno
A ou B. A transferase A adiciona uma N-acetilgalactosamina a galactose terminal
do tipo | ou Il da substancia H, e a transferase B participa da adicdo de uma
molécula de galactose para a mesma posicao, resultando na diferenca estrutural
entre essas moléculas, o que determina, assim, a maior diferenca entre as
hemacias dos grupos A e B (Schoroeder & Rayner, 1993) (Figura 5).

Considerando apenas os alelos selvagens, ABO*A e ABO*B, estes diferem
entre si pela substituicdo de sete bases isoladas localizadas nas posicoes
297, 526, 657, 703, 796, 803, e 930 (Figura 6). No entanto, as diferencas
entre as transferases A e B sdo apenas pelas substituicdes 526, 703, 796 e 803
que resultam na troca dos aminoacidos nas posi¢des 176, 235, 266 e 268 dessas
proteinas. As substituicbes nas posi¢cdes 703, 796 e 803 sdo muito significativas
na determinacdo da especificidade da transferase. Os alelos ABO*A e ABO*B,
que expressam niveis elevados de antigenos, podem ter mutacdes adicionais,
resultando em enzimas com diferentes habilidades, porém despreziveis (Daniels,
1995; Yananoto & Hakomori, 1990).

A seqUéncia de bases no alelo ABO*O parece ser similar a do ABO*A,
exceto pela delecdo de uma unica base na posi¢cédo 261 da regido codificadora do
N-terminal da proteina, produzindo uma transferase sem atividade (Figura 6).
Assim, dos trés alelos do gene ABO, apenas dois codificam produtos funcionais
(Daniels, 1995; Mattos et al., 2001).

Quanto aos polimorfismos do sABO, sabe-se que o alelo ABO*A02 difere do

ABO*A01 em duas posicoes nucleotidicas: 467 e 1059. A primeira consiste
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na troca de uma citosina por uma timina, o que resulta na substituicdo do
aminoéacido prolina da proteina selvagem por uma leucina na transferase A, Na
posicdo 1059 ocorre delecdo de uma citosina que aumenta 21 residuos de
aminoacidos na regiao carboxi-terminal da transferase A, (Yamamoto et al., 1992)
(Figura 7).

O alelo ABO*002 difere do ABO*O01 porque possui a guanina na posicao
261, como no ABO*AO01 e, ainda, assemelha-se ao alelo ABO*B no nucleotideo
526 e ao ABO*A nas posicbes 703, 796 e 803 (Yamamoto et al., 1993). E,
finalmente, o alelo ABO*Olv também possui a delecdo na posicdo 261, mas
difere do ABO*O01 em nove nucleotideos e do ABO*O02 em quatro. (Mattos et
al., 2001) (Figura 7). Os antigenos A, B e H estdo localizados na superficie
externa da membrana dos eritrocitos. As hemacias do grupo A possuem entre 800
mil a 1 milhdo e 200 mil locais antigénicos; as do grupo B, entre 600 a 800 mil e
as do grupo AB, de 400 a 600 antigenos A e B. Além disso, todos os tipos
sanglineos expressam as substancias H, mas a quantidade expressa na
superficie da célula varia com os fendtipos ABO, tais como: O > A, > A,B > B>
Ai1B > A;. Cada célula do grupo O tem aproximadamente 1,7 milhdo de antigenos
H (Schoroeder & Rayner, 1993).

O antigeno A tem especificidades individuais. Dos individuos do grupo A,
80% sao A;, enquanto que o restante € A, e as inUmeras variantes existentes,
mas em baixas freqiéncias. Os antigenos A, juntamente com outras variantes,
reagem muito fracamente com anti-A em relacédo ao A; e, diferentemente de A,
eles ndo reagem com lecitina anti-A; preparada da planta Dolichos biflorus. Nos
individuos do grupo A,B, a expressdo A, é enfraquecida pela presenca do

antigeno B. As diferencas bioguimicas entre os antigenos A; e A, permanecem
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Figura 6: Comparacao entre os nucleotideos dos alelos ABO*A, ABO*B e
ABO*O do gene ABO. D: Delecdo de base nessa posicao, em azul: Base
conservada do alelo selvagem; em alaranjado: Base diferente do alelo

selvagem. Modificado de Mattos (2001).
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incertas. Individuos com alelos A; e A, possuem N-acetilgalctosaminil
transferases com diferentes propriedades cinéticas, o numero e distribuicdo dos
determinantes do grupo A em suas hemacias também diferem. Além disso, pode
haver diferencas qualitativas entre os antigenos A; e A, relacionadas ao tipo Il de
SP envolvida (Schoroeder & Rayner, 1993). Os antigenos do sABO séao
expressos também em outros tecidos além do sangue, e diferem
quantitativamente de um tecido para outro (Perry et al., 2007).

A distribuicdo deste sistema sangiineo apresenta grande variabilidade nas

diversas popula¢des no mundo, como mostra o Quadro 1.

1.3.2 Sistema histo-sangiineo ABO e Doencas Infecto-parasitarias

Nos Ultimos anos, 0 SABO e seus polimorfismos estdo sendo associados a diversas
doencas. O grupo O é o0 mais encontrado em pacientes com Ulcera péptica causada pela
infeccdo de Helicobacter pylori (Mattos et al., 2002), e ja se sabe que 0 mesmo expressa
mais receptores para essa bactéria. Este, em conjunto com o antigeno eritrocitario Lewis’,
também € um mediador na fixacdo desses microrganismos na mucosa géstrica;
aumentando a suscetibilidade a Ulcera gastrica (Kanbay et al., 2005). Por outro lado, o
cancer gastrico causado pelainfecgdo de H. pylori foi associado ao grupo A (Vogel, 1970).
Posteriormente,Sharara e colaboradores (2006) encontraram significante
associacao entre a expressao da citotoxina associada ao alelo A de individuos do
grupo A com malignidades gastricas. O grupo O também é relacionado com a diarréa
causada pelo Vibrio cholarae, ao contrario da diarréia causada por Escherichia coli, em
gue individuos do grupo A sdo mais afetados (Harris et a., 2005). Cabello e colaboradores

(1995) observaram um maior risco de infeccdo por Leishmania donovani chagasi
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Quadro 1: Distribuicdo percentual dos fenotipos do sistema histo-sangtiineo ABO

distribuidos por localidade e etnia.

sABO
Localidade e Etnia O A B AB | Referéncia
Norte Caucaséides | 45% | 40% | 11% | 049 | NoOvaretti et al,
Americanos 2000
Sem
?I{Ir?gizr)ashtra separacao por |23% | 24% | 36% | 17% | Pant et al.,1998
etnia
Caucasoides 46% | 39% | 11% | 02%
1 1 0, 0, 0, 0,
Sao Paulo /Il\/lflrsoc_lgenados 53% | 29% | 13% | 03% Novaretti et al.,
(Brasil) 48% | 32% | 16% | 03% | 2000
descendentes
Caucasoides 52% | 36% | 10% | 02%
i i 0 0, 0, 0,
Belém - PA lll\/lflrs(;:_lgenados 61% | 28% | 09% | 02% Guerreiro et al.,
(Brasil) 67% | 22% | 07% | 04% | 1988
descendentes
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em individuos do grupo A. Ponce de Leo6n & Valverde (2003) sugerem que a
maior suscetibilidade dos individuos A e B ao Ascaris lumbricoides é devido a

capacidade deste parasito mimetizar os antigenos sangiineos A e B (Quadro 2).

1.3.2.1 Sistema histo-sangiineo ABO e Maléria

Estudos em éareas endémicas do mundo, principalmente na Africa e na
Asia, ttm mostrado que existe uma relacéo entre a malaria e o tipo sangiiineo do
paciente.

Montoya et al. (1994), realizaram analise do sABO em populacdes de
diferentes grupos étnicos da Colémbia, infectadas por P. falciparum e P. vivax.
Encontraram predominancia do grupo O em todas as popula¢des, o que nao
significa maior risco de infeccdo para qualquer uma dessas espécies, exceto em
individuos negrodides, nos quais o risco relativo de infeccao por P. vivax foi mais
acentuado. Observaram também, em negrdides, risco relativo nos individuos dos
grupos A e B, portanto, ndo encontrando relacdo entre este sistema sanglineo e
a malaria. Nas populacdes miscigenadas, observaram que pessoas do grupo
sangiineo B eram menos frequentes no grupo de pacientes com malaria,
especialmente por P. vivax. No entanto, esses achados diferem dos estudos de
Gupta & Chowdhuri (1977) que observaram em populacdes da india uma alta
incidéncia de maléaria vivax em individuos do grupo sangtiineo B, enquanto que
infeccdes por P. vivax foram menos frequentes em individuos do grupo A. Mas é
importante lembrar que nesta populacéo havia prevaléncia do grupo B.

No Gambia, Barragan e colaboradores (2000) observaram mais formacoes

de rosetas eritrocitarias nos individuos do grupo sangiiineo A, com maléaria por
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Quadro 2: Relacéo

infectoparasitarias

entre  grupos

histo-sangliineo ABO e doencas

Parasito Doenca Grupo ABO | Referéncia Bibliografica
Ulcera
Grupo O Mattos et al., 2002
gastrica
Helicobacter pylori
Cancer Vogel, 1970 e Sharara et
Grupo A
gastrico al., 2006
Vibrio cholarae Diarréia Grupo O Harris et al., 2005
Escherichia coli Diarréia Grupo A Harris et al., 2005
Leishmania donovani
Leishmaniose Grupo A Cabello et al., 1995
chagasi
Ponce de Léon &
Ascaris lumbricoides | Ascaridiase | Grupo Ae B

Valverde, 2003
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P. falciparum que os dos demais grupos. Ja foi evidenciado, também, que esse é
o tipo sanguineo mais relatado em pacientes com malaria cerebral, principalmente
pacientes do subgrupo A; (Chung et al., 2005). Além disso, no Zimbabue, esse
grupo foi associado aos baixos niveis de hemoglobina em pacientes em coma por
malaria cerebral e ao maior nimero de episddios de malaria (Udomsangpetch et
al.,1989; Udomsangpetch et al 1993). Por outro lado, estudos in vitro com cepas
oriundas do Kénia, mostraram maior correlagcdo para a formacdo de rosetas em
pacientes do grupo A e AB, bem como em pacientes do grupo B infectados com
cepas da Tailandia (Fischer et al., 1998).

No Brasil, Santos e colaboradores (1983) evidenciaram associa¢ao entre o
antigeno B e o numero de episddios de malaria em pacientes de Manaus. Apesar
dos resultados pontuarem na mesma direcdo, Beiguelmanet al (2003) n&o foram
capazes de confirmar esta observacao, ao avaliar a frequéncia de individuos B e
AB de uma populacéo de area rural de Rondonia. Além disso, estudos fenotipicos
em diferentes areas da Amazonia brasileira (Cavasini et al., 2006) e na regiao
central do Sudéo (Bayoumi et al., 1986) também n&do demonstraram correlacao
entre o sistema sangiineo ABO e a malaria.

Entretanto, Loscertales e colaboradores (2006) estudaram gestantes
primiparas infectadas por P. falciparum, em uma populacdo africana, e
determinaram que os recém-nascidos de mées do grupo O tinham maior peso e
tamanho, bem como as placentas eram mais pesadas e com menor carga
parasitaria, quando se comparou com 0s de maes dos grupos ndo-O. Esta
demonstracao parece falar a favor da pressao biologica a qual o hospedeiro &
submetido em seu ambiente. Recentemente, foi demonstrado que a distribuicédo

dos grupos ABO foi estatisticamente diferente em sindrome de maléaria grave por
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P. falciparum. Estes autores concluiram que individuos do grupo O tiveram menos
malaria grave, quando comparados aos ndo-O e, também, que pacientes do
grupo A tiveram trés vezes mais malaria severa do que os do grupo O
(Chung et al., 2005; Pathirana et al., 2005).

Em 2007, Cserti & Dzik observaram a influéncia de polimorfismos dos
grupos sanguineos A e B na formacao de rosetas. O grupo sangiineo A tem sido
considerado como um fator de risco para o desenvolvimento de malaria grave por
P. falciparum, enquanto que individuos do grupo O parecem ter uma vantagem
protetora contra a severidade da doenca, como ja havia sido proposto por Hill
(1992). Estes autores também propdem a co-evolucdo do P. falciparum e os
humanos e sustentam essa hipotese pela variagdo dos antigenos ABO nas
diferentes populacdes com presenca ou auséncia de malaria. Consideram que
esse parasito selecione o grupo O nas areas endémicas, mas enfatizam, ainda,
que outros mecanismos estdo envolvidos nessa variabilidade entre as regides do
globo, incluindo as migracdes populacionais, a fome, as guerras e até mesmo
outras doencas, principalmente, as pediatricas letais. O Quadro 3 demonstra essa

variabilidade associada as areas malarigenas.

1.4 JUSTIFICATIVA

Considerando a grande diversidade étnica da populacdo brasileira,
especificamente na regido da Amazbnia Legal e, consequentemente, 0s
polimorfismos encontrados no sABO de pacientes malaricos, uma associacao
positiva entre eles pode promover relevantes informacfes em relacdo a
gravidade da doenca na Amazodnia brasileira. As informacdes, relativas ao

polimorfismo eritrocitario na populacao brasileira, resultantes da investigagdo em
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doadores de sangue e comunidades indigenas, estdo bem estabelecidas para os
sistemas ABO, mas a investigacao de sua possivel relacdo com doencas tropicais
€ rara e carece de mais investigacbes, sobretudo, com a utilizacdo de
metodologias que possam elucidar o0s aspectos moleculares destes

polimorfismos.

1.4.1. HIPOTESE
O genotipos do sistema histo-sangiineo ABO podem influenciar na
protecao contra a malaria causada pelo Plasmodium falciparum em individuos da

Amazonia brasileira.
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Quadro 3: Prevaléncia do Grupo O, do Grupo A e dos Grupos ndo—O em regifes

endémicas e nao endémicas de malaria. (Cserti & Dzik, 2007; modificada).

Pais/ PoVos Grupo | Grupo Grupo Razdo | Area Malarigena (atual
0] A nao-0 O A ou no passado)
Sudeste da Nigéria 87% 8% 13% 11,0 SIM
Sudsio 62% | 16% 38% 3,86 SIM
KiKuyu (Kenya) 60% | 19% | 40% | 3,16 SIM
Republica Africana Central 44% 28% 56% 1,57 SIM
Congo 52% 24% 48% 2,17 SIM
Eritrea/Somalia 60% 2204 40% 2,73 SIM
Ghana 47% | 23% 53% 2,04 SIM
Namibia 47% 10% 53% 4,70 SIM
Batia Amazonica 0% | a0 | 0% | -
Nvajo 0 0 0
(indios Norte Americanos) 3% 2 2 210 >
Indios
(dos EUA em geral) 9% 16% 2% 494 S
Pérsia 38% 33% 62% 1,15 SIM
Turquia 43% 34% 57% 1,26 SIM
Filipinas 45% 2204 55% 2,04 SIM
Vietina 42% 2204 58% 1,91 SIM
Papua Nova Guiné 41% 27% 59% 1,52 SIM
Finlandia 34% 41% 66% 0,83 NAO
Hungria e Austrélia 36% 44% 64% 0,82 NAO
Suécia 38% 47% 62% 0,81 NAO
Suica 40% | 50% 60% 0,80 NAO
Noruega 39% 50% 61% 0,78 NAO
Bulgaria 3204 44% 68% 0,73 NAO
Republica Tcheca 30% 44% 70% 0,68 NAO
Portugal 35% | 53% | 65% 0,66 NAO
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Estudar a associacao entre o sistema histo-sangiineo ABO e a malaria nao
grave causada pelo Plasmodium falciparum, em individuos da Amazonia

Brasileira.

2.2. Especificos

a) Determinar e comparar a frequéncia genotipica do sistema histo-sangilineo
ABO em individuos com e sem malaria provenientes da Amazbnia Legal
brasileira.

b) Associar os dados obtidos com o histérico de malaria.



MATERIAL E METODO




31
MATERIAL E METODO

3. MATERIAL E METODO

3.1. Areas de Estudo

Foram avaliados 98 individuos malaricos provenientes de quatro areas
endémicas de malaria da Amazobnia brasileira: Macapa, Estado Amapé; Novo
Repartimento, Para; Porto Velho, Rondbnia e Placido de Castro, Acre. No
momento da coleta nenhum dos pacientes possuia sintomas de maléaria grave.
Destes, 38 foram diagnosticadas molecularmente com infeccdes mistas de P.
falciparum e P. vivax e 60 confirmadas infeccbes simples de P. falciparum.

Macapa, capital do Estado do Amapa, possui 344.153 habitantes em uma
area de 6.407 km? (IBGE, 2007). Esta localizada a 14 m de altitude em uma
latitude de 0°2'18,84” Norte e uma longitude de 51°3'59,1” Oeste. No extremo
Sul, o municipio é cortado pela linha do Equador. A base da Economia é o
comeércio devido a sua posicao geografica estratégica

(http://www.prefeiturademacapa.ap.qov.br/). Foram diagnosticados 3027 casos

positivos de malaria no municipio em 2007, destes apenas 652 eram autoctones.
Registrou-se no mesmo ano, 752 casos de infec¢cdo simples P. falciparum e 47
infeccdes mistas de P. falciparum e P. vivax (SIVEP, 2008).

Novo Repartimento, no Estado do Para, cidade com 51.645 habitantes em
15.399 km? de area (IBGE, 2007). Localiza-se a uma latitude 04°19'50" Sul e a
uma longitude 49°47'47" Oeste, a 560 quildmetros da capital e tem a agricultura
como principal atividade econdémica (http://www.cdbrasil.cnpm.embrapa.br). A
cidade registrou 1.853 casos de maléria no ano passado, sendo que apenas 380
eram importados de outras localidades. O P. falciparum foi diagnosticado em 401

desses pacientes e apenas 7 eram infec¢des mistas com P. vivax. (SIVEP, 2008).


http://www.prefeiturademacapa.ap.gov.br/�
http://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude�
http://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude�
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Porto Velho, capital do Estado de Rondonia possui 369.345 habitantes em
34.082 km? (IBGE, 2007). A 85 m do nivel do mar, esta localizada em uma latitude
de 08° 45 43" Sul e uma longitude de 63° 54' 14" Oeste

(http://www.portovelho.ro.gov.br). O P. falciparum foi o responsavel por 6.860 dos

32.382 casos de maléaria desta capital, sendo 396 destes infec¢Bes mistas com P.
vivax, registrados em 2007 (SIVEP, 2008).

Placido de Castro, no Estado do Acre, com 17258 habitantes em
2.047km? localiza-se a uma latitude de 10°20'07" Sul e a uma longitude de
67°11'08" Oeste (IBGE, 2007), distante cem quildbmetros da capital Rio Branco. O
municipio notificou 1.673 exames positivos para malaria em 2007 e 433 desses

foram positivos para o P. falciparum (SIVEP, 2008, http://www.seiam.ac.gov.br).

3.2. Amostras

As amostras de sangue periférico foram coletadas entre janeiro de 2002 a
dezembro de 2004, de individuos com idade superior a 18 anos e que residiam,
por no minimo, 10 anos na regido estudada, e ficaram estocadas a -20 °C no
Centro de Investigacdo de Microrganismos (CIM) / Faculdade de Medicina de Sao
José do Rio Preto (FAMERP).

O critério para a triagem dos individuos malaricos foi gota espessa positiva
para P. falciparum ou para P. falciparum e outras espécies confirmadas por
diagnéstico molecular, evidéncia de ciclos de febre, calafrios, fragueza e dores no
corpo, sintomas compativeis com a doenca. Em relacdo aos 142 doadores (grupo
controle), foram incluidos os individuos que procuraram o0s bancos de sangue
para doacdes, triados clinicamente, portanto; sem sintomas para malaria e sem

histérico anterior da doenca.


http://tools.wikimedia.de/~magnus/geo/geohack.php?language=pt&params=08_45_43_S_63_54_14_W_type:city_region:BR_scale:75000�
http://www.portovelho.ro.gov.br/�
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Os dados epidemioldgicos, inclusive o histérico de malaria (nUmero de
episodios anteriores), foi obtido por meio de uma ficha epidemioldgica respondida
pelo proprio paciente. Em pacientes de Macapa o histérico de malaria foi 1.5 (£
2.01); em Porto Velho foi 0.9 (+ 1.57); em Novo Repartimento foi 1.7 (£ 2.62) e em
Placido de Castro foi 1.6 (+ 2.57). Tais como as idades, a média geométrica em
cada area foi 28 (x 1.35), 25 (x 2.35), 32 (+ 1.15) e 30 (x 1.02) anos,
respectivamente, as idades variaram de 18 a 52 anos em todas as areas

estudadas.

3.2.l. Caracterizagéo fenotipica do Sistema histo-sangliineo ABO

A verificacdo da frequéncia dos fendtipos do sistema ABO, tanto para 0s
individuos ndo maldricos quanto para os pacientes infectados pelo P. falciparum,
foi realizada anteriormente por Cavasini et al. (2006). Nos doadores de sangue a
freqUéncia do grupo sangtineo O foi de 63%, do grupo AB foi de 3%, do grupo B
foi 12% e do grupo A de 22%. Ja no grupo de pacientes infectados por P.

falciparum foi de 63%, 1%, 9% e 27%, respectivamente.

3.2.2. Caracterizacao de exposicao e infec¢cdo dos doadores de sangue pelo
Plasmodium falciparum

Amostras de doadores de sangue foram avaliadas previamente quanto a
presenca de DNA plasmodial (Fugikaha et al., 2007), bem como para anticorpos
citofilicos IgG de classe 1 e 3. Para determinacdo da condicdo de exposicdo a
malaria, foi utilizada a proteina circunsporozoitica (CSP) e, para determinacdo de
infeccdo prévia, utilizou-se o fragmento da proteina de superficie do merozoito —

MSP-1 (dados ndo publicados). Todas as amostras foram negativas no
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diagnéstico molecular e ndo responderam para 0s anticorpos contra o antigeno da
MSP-1. Todas confirmaram a exposi¢cdo a maléaria visto terem sido observados

anticorpos de ambas as sub-classes para a CSP.

3.3. Aspectos Eticos
Este é um sub-projeto aprovado em 2002 pelo Comité de Etica em
pesquisa da FAMERP dentro do projeto “Epidemiologia e  Diagnostico de

Doencas Infecciosas e Parasitarias” (CEP/FAMERP n° 538/2002) (Anexo 1).

3.4. Anélise Laboratorial

3.4.1. Extragdo do DNA

O DNA foi extraido de sangue total periférico, segundo protocolo descrito
por Pena et al. (1991), com modificacbes. Resumidamente, foi realizada a
extracdo do DNA das 98 amostras microscopicamente positivas pela gota
espessa como P. falciparum e dos 142 doadores, seguindo o seguinte
procedimento: em um tubo de polipropileno contendo 1 mL de solucédo de lise 1

(Sacarose 0.32M; Tris-HCL 10 mM; MgCl,; Triton 1% 100x; Agua Mili-Q

2
autoclavada g.s.p. 100 mL) foram adicionados 300 pL de sangue periférico,
colhidos em tubo contendo EDTA. Apds a homogeneizacdo, o tubo foi
centrifugado a 6.500 rpm durante 5 minutos e, em seguida, desprezado o
sobrenadante. Adicionou-se ao tubo 1 mL de solucdo de lise 1, e este foi
homogeneizado até o “pellet” ser desfeito com posterior repouso por 5 minutos. O

tubo foi centrifugado novamente a 6.500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi

novamente desprezado. Entdo o precipitado obtido foi dissolvido em 450 uL de
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solucéo de lise 2 (NaCl 0.075 M; EDTA 0.02 M pH 8,0; Agua Mili-Q autoclavada
g.s.p. 500 pL), 25 pyL de SDS 10% e 5 pL de proteinase K (20 mg/mL) e
homogeneizado a seguir. Feito isso, a amostra ficou incubada em banho-maria
por 3 horas a 42 °C. Apoés a incubacdo, novos procedimentos foram realizados
para a desproteinizagdo da amostra. Adicionou-se 500 pL de fenol ao tubo, que
foi homogeneizado por inverséo, seguido da centrifugagao por 5 minutos a 7.000
rom. Organizou-se uma segunda série de tubos, para os quais foi transferido o
sobrenadante da primeira série e, a seguir, adicionados 500 pL de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Os tubos foram homogeneizados e
submetidos a nova centrifugacdo por 5 minutos a 7.000 rpm. Este Ultimo
procedimento foi repetido mais uma vez. Para a precipitacdo do DNA, o
sobrenadante foi transferido para outros tubos contendo 50 uL de KCI gelado, aos
quais foi adicionado 500 pL de etanol também gelado. Os tubos foram invertidos
varias vezes até precipitarem o DNA, e entdo centrifugadas por 30 segundos a
13000 rpm. Os sobrenadantes foram desprezados e aos tubos foram adicionados
200 pL de etanol 70% gelado. Uma nova centrifugacdo foi efetuada por 30
segundos a 13.000 rpm. Cuidadosamente, os sobrenadantes foram desprezados
e o0s tubos mantidos abertos para secagem por 15 minutos. Por fim o DNA foi
hidratado com 100 pL de tamp&o T.E. (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM; Agua Mili-Q
autoclavada qg.s.p. 100 mL) sendo posteriormente armazenado a 20 °C até o

momento de uso.

3.4.2. Genotipagem do sistema histo-sangliineo ABO
Foram efetuadas trés reac6es de PCR/RFLP como descrito previamente e

esquematizado na Figura 8 (Yamamoto et al., 1992; Mattos et al., 2001). Em



36
MATERIAL E METODO

0'/0%A B 4,0 /0B 4,0 ,0°/B A, B, O' /0
- 261 e 526 703 71—
— P —
fy 46 fy 57

- <
fy 43 fy 31
- <
fy 47 fy 29

Figura 8: Representacdo esquematica dos pares de primers que amplificam os
segmentos que concentram as diferencas de nucleotideos entre os principais alelos
do gene ABO. Modificado de Mattos et al., 2001.
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suma, as reagfes de PCR foram realizadas com um volume final de 25pL
utilizando 0,5U de Taq DNA polimerase (0,2pL) da INVITROGEN®, 2,5uL do
tampao (200mM Tris-HCL, 500mM de KCL); 0,8uL de solugdo de cloreto de
magnésio (INVITROGEN® 50mM), 10,5uL de agua Mili-Q autoclavada, e 2,0uL de
aproximadamente 5ng de DNA. Para a diferenciacdo dos alelos A, B, O' e O?
foram executadas trés diferentes reacdes de PCR nas condic¢des ja especificadas
com 35 ciclos no termociclador (Mastercycler - Ependorff®, EUA) sendo esse
composto de: 2 minutos a 94°C para separacao da dupla fita de DNA; 2 minutos a
63°C para hibridizacdo dos oligonucleotideos iniciadores e 3 min a 72°C para
extensdo. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a identificacdo do alelo
ABO*001 foram: fy-46 e fy-57 (INVITROGEN®) (5 GAATTCACTCGC
CACTGCCTGGGTCTC 3 e 5 GAATTCATGTGGGTGGCACCCTGCCA 3,
respectivamente), que amplificam um fragmento de 249 pares de base (pb).
Para a segunda reacéo de PCR, que diferencia o alelo ABO*0O02 e ABO*B, foram
utilizados os oligonucleotideos iniciadores fy-43 e fy-31 (INVITROGEN®) (5’
GGATCCAGGGGTGCACGGCCGGCGGL 3 e 5 GAAATCGCCCTC GTCCTT 3)
que amplificam um fragmento de 467 pb. A terceira reacdo de PCR utiliza os
oligonucleotideos fy-47 e fy-29 (INVITROGEN®) (5
TGCTGGAGGTGCGCGCCTAC 3 e 5 CGT TCTGCTAAAACCAAG 3) para

identificacdo do alelo ABO*B e geram um fragmento de 621 pb.

3.4.3. Andlise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo do DNA (RFLP)
Apds a amplificacdo, foram realizadas as digestdes com as enzimas de
restricdo (Figura 9). A Kpn | (INVITROGEN®) tem como sitio de restricdo 5’

GGTAC C 3. Assim, na digestdo do produto da primeira reacdo de PCR, o alelo
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Exon 6 Exon7
261 526 703 771
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Figura 9: Representacdo esquematica dos locais de reconhecimento das
enzimas de restricdo que diferenciam os alelos A, B, O, O e 0? do gene ABO.
Modificado de Mattos et al., 2001.
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ABO*O01 formara dois fragmentos, um de 84 e outro de 164 pb. Para os alelos
ABO*A, ABO*B ou ABO*0O02 nao ha o sitio de restricdo. Ao segundo produto de
PCR com a digestdo pela enzima Nar | (INVITROGEN®) sdo formados dois
fragmentos de 205 e 262 pb quando for ABO*O02 e ABO*B. No terceiro produto
de PCR, a digestdo foi realizada com a Alu | (INVITROGEN®) que digere o
fragmento em trés de 189, 280 e 152pb quando for o alelo ABO*B, enquanto os

outros alelos séo digeridos em apenas dois de 469 e 152pb.

3.4.4.Visualizacdo dos padrdes de bandas obtidos ap6és PCR-RFLP

Cinco microlitros de cada produto de PCR e oito microlitros da digestao (do
primeiro PCR) pela enzima de restricdo foram adicionados a dois microlitros de
solucéo corante indicadora (0,259 de azul de bromofenol + 40g de sacarose em
100mL de agua destilada), adicionado de brometo de etidio (5uL/ mL em TBE) e
foram fracionados eletroforeticamente em gel de agarose a 2% (Ultra pure
agarose, INVITROGEN®), a 100V por 40 minutos. Os outros produtos das
digestdes com as enzimas de restricdo Nar | e Alu | foram fracionados em
eletroforese de gel de poliacrilamida a 12,5%, a 120V (Fisher Scientific® e Life
Technologies®). Em seguida, as amostras e o marcador de peso molecular de
tamanho de 100 pb ou 50 pb(INVITROGEN®) foram visualizados e fotografados

sob luz ultravioleta (Gel doc 2000, BIORAD®).

3.5. Analise Estatistica
O equilibrio de Hardy e Weinberg foi determinado de acordo com
Beiguelman (1994). A associacdo entre os dados foi determinada utilizando o

teste exato de Fisher e o teste do Qui-quadrado pelo software de estatistica R
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versao 2.4. (Copyright 2006 The R Foundation For Statistical Computing ISBN 3-

900051-07-0). O nivel de significancia adotado foi de 0,05.



RESULTADOS




42
RESULTADOS

4. RESULTADOS

4.1. Perfis de bandas encontradas com o RFLP dos polimorfismos do sistema
histo-sanguiineo ABO.

As Figuras de 10 a 12 demontram os fragmentos obtidos na digestdo do produto
de PCR com as enzimas de restricdo observados para cada grupo sangiineo
analisado.

O fragmento amplificado no primeiro PCR tem um tamanho de 249 pb, a enzima
Kpn | digere apenas o alelo ABO*O01 em dois fragmentos um de 164 pb e outro de
84 pb. O segundo PCR amplifica um fragmento de 467 pb, a enzima Nar | digere
os alelos ABO*O02 e ABO*B em dois fragmentos um de 262 e 205 pb. E a terceira
reacdo de PCR amplifica um fragmento de 621 pb e a digestdo com a enzima Alu |
gera fragmentos de 152, 189 e 280 pb para o alelo ABO*B e de 152 e 469pb para

os demais alelos do sABO.

4.2. Distribuicdo genotipica e alélica do sistema histo-sangiiineo ABO.

A Tabela 1 demonstra a distribuicdo percentual dos gendtipos do sABO
identificados entre os pacientes infectados pelo P. falciparum e os doadores de
sangue da regido Amazonica brasileira.

Para o grupo sangliineo O, o genétipo homozigoto ABO*0O01001 foi prevalente
tanto nos malaricos quanto nos doadores de sangue, seguido do heterozigoto
ABO*001002 que se apresentou em aproximadamente 9% dos maléricos e 2% do
controle e por fim, o gendtipo homozigoto ABO*002002, esteve presente em
apenas 1% da populacdo estudada. O grupo O, fendtipo determinado por esses
genaotipos, representou a maioria da populacdo estudada, cerca de 64 % nos

pacientes e 61 % nos doadores.
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Figura 10: Fragmentos encontrados na digestdo do 1° PCR com a enzima
Kpn em gel de agarose 2% . PM: peso molecular de 50 pb; 1: ABO* BOOT,
2: ABO™AQOT, 3 ab: ABOTO01O01 6 e 7: ABOTAA.
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PM 1 2 3

467 pb—» !
[—

Figura 11: Fragmentos encontrados na digestao do 2° PCR com a enzima
Nar | em gel de poliacrilamida 12,5%. PM: peso molecular de 100 pb; 1:
ABO*BB; 2e 3: ABO™BOOT.
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469 pb

280 pb

189 pb
152 pb

Figura 12: Fragmentos encontrados na digestao do 3° PCR com aenzima Alu |
em gel de poliacrilamida 12.5%. PM1: peso molecular de 50 pb; PM2: peso
molecularde 100 pb; 1 : ABO* BB, 2: ABO*B0O0T, 3. ABO* Q01001
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A genotipagem para o grupo A mostrou que a maioria desses individuos era
heterozigoto ABO*AOO01 (21% dos infectados e 25% dos doadores); e o grupo A
apresentou-se, aproximadamente, em 22% dos malaricos e 20% dos néao
malaricos.

Dos individuos infectados com o P. falciparum, o gendtipo homozigoto
ABO*BB apresentou-se em apenas 1% desses individuos e heterozigoto em 9%. Ja
nos doadores de sangue, 11% eram heterozigotos. O gendtipo ABO*AB
representou cerca de 3% da populacéo infectada e 5% da néo infectada.

O alelo mais frequiente nesta populagao foi o ABO*O01, verificado em 74%
dos infectados e 73% dos doadores de sangue. O alelo ABO*A foi o0 segundo mais
frequente, apresentando-se em 13% dos individuos estudados, seguido pelo alelo
ABO*B (9%) e, por fim, o alelo ABO*O02 que foi observado em apenas 4% da
amostragem. Segundo a lei de Hardy e Weinberg a populacdo encontra-se em
equilibrio.

N&o foram verificadas diferencgas estatisticamente significantes na comparagéao
das frequiéncias alélicas e genotipicas do SABO dos pacientes e do grupo controle,
mesmo quando foram analisados apenas individuos com infec¢cbes puras de P.

falciparum (Tabela 1).

4.3. Historico de malaria e a freqiiéncia do sistema histo-sangtiineo ABO.
A Tabela 2 descreve o niumero de episédios prévios de maléaria dos pacientes e
associa com o grupo sangiineo ABO determinado de cada individuo. Os resultados
nao demonstraram diferencas estatisticamente significantes (teste exato de Fisher;

P> 0,05).
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Tabela 1: Comparacdo entre os resultados das frequéncias genotipicas e alélicas
do sistema histo-sanglineo ABO em pacientes infectados pelo Plasmodium

falciparum e doadores de sangue ndo-malaricos na Amazonia Brasileira.

Sistema Histo-sangiiineo ABO Amazénia Brasileira
Gendtipos ) Pacientes com P. Valor de P
Fendtipos Doadores )
determinados =142 falciparum (Teste exato
n=98 de Fisher)
ABO*AA A 04 (2,82%) 01 (1,02%) 0,6184
ABO*AO01 A 25 (17,61%) 21 (21,43%) 0,5668
ABO*AB AB 05 (3,52%) 03 (3,06%) 0,8645
ABO*BB B 04 (2,82%) 01 (1,02%) 0,6184
ABO*BO01 B 17 (11,97%) 09 (9,18%) 0,6370
ABO*0O01 001 @) 81 (57,04%) 53 (54,08%) 0,7476
ABO*001002 @) 04 (2,82%) 09 (9,18%) 0,0641
ABO*002002 @] 02 (1,04%) 01 (1,02%) 0,7451
Frequéncias Alélicas
ABO*A 0,13 0,13 0,9709
ABO*B 0,11 0,07 0,2646
ABO*0O01 0,73 0,74 0,9399

ABO*002 0,03 0,06 0,1916




RESULTADOS

Tabela 2: Associagdo ente grupo sangiiineo ABO determinado e o histérico de

malaria dos individuos infectados pelo P. falciparum.

Historico de malaria

Primo-infectado

Mais que um episédio

SABO malarico
Grupo A 11 11
Grupo néo-A 36 40
P (teste exato de Fisher) 1,0000

Grupo AB - 03
Grupo ndo-AB 47 48
P (teste exato de Fisher) 0,2435

Grupo B 03 07
Grupo nao-B 44 44
P (teste exato de Fisher) 0,3218

Grupo O 33 30
Grupo nao-O 14 21
P (teste exato de Fisher) 0,2935
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5. DISCUSSAO

A malaria é uma parasitose com alta taxa de transmissao e esta presente
ao redor do globo. Aproximadamente 40 % da populacdo mundial esta exposta a
essa doenca. Das quatro espécies de plasmodio que infectam o homem, o
Plasmodium falciparum é o responsavel pela forma mais grave da doenca. A
maioria dos sintomas clinicos da malaria esta relacionada aos continuos ciclos da
reproducdo assexuada que ocorre dentro dos eritrocitos do hospedeiro e que
envolve a invasao pelos merozoitos, o crescimento e a esquizogonia (Pinzon et al.,
2008).

O processo de invasédo consiste em uma série de interacdes seqlenciais e
especificas entre proteinas de superficie da hemacia e do merozoito. Para entender
essa etapa, é preciso compreender essas inimeras associagcfes entre os ligantes
do P. falciparum e seus receptores na célula do hospedeiro (Wickramarachchi et al.,
2008). Assim, vé-se que a invasdao do eritrécito € o ponto central no ciclo
eritrocitario desse parasito e, acredita-se, que a presenca de multiplas vias para
esse processo é uma estratégia de sobrevivéncia para o P. falciparum. Destas vias,
as duas mais estudadas e bem caracterizadas sdo a que envolve a glicoforina A
(GPA) e o Antigeno ligante do eritrocito de 175 k-Da (EBA-175) e, a outra
relacionada com a glicoforina C (GPC) e o Antigeno ligante do eritrocito de 140 k-
Da (ou PfEBP-2). Além disso, existem cinco receptores adicionais no eritrécito, a
glicoforina B (GPB) e quatro receptores nao identificados chamados de X, Y, E e Z,
0s quais acredita-se participarem de vias independentes/alternativas de GPA (Lobo
et al., 2004). O sABO tem sido implicado como um co-fator dessas vias, uma vez

gue alguns estudos tém associado o grupo sanglineo A com maior risco de
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formacao de rosetas por este protozoario (Fisher et al., 1998. Barragan et al., 2000;
Rowe et al., 2007).

Indiscutivelmente, o sABO € o sistema sanglineo mais conhecido e,
também o mais misterioso funcionalmente (Cserti & Dzik, 2007). Na pratica clinica,
€ 0 mais importante na compatibilidade transfusional e no transplante de 6rgaos
solidos (Novaretti et al., 2008). Os antigenos do sistema de grupos sanglineos
ABO séao expressos em todos os tecidos do corpo e seus antigenos constituem-se
de glicoconjugados (glicoproteinas e glicolipidios). E importante ressaltar que a
expressao dos antigenos desse sistema histo-sangiineo é diferente em quantidade
dependendo do tecido (Perry et al., 2007).

Os polimorfismos génicos e genotipicos deste sistema vem sendo

utilizados em estudos de carater antropoldgico, pois sua distribuicdo varia de
acordo com a etnia e a localizacdo geografica da populacédo (Ohashi et al., 2003;

http://www.bloodbook.com/world-abo.html). A distribuicdo diferencial entre os

varios grupos étnicos € um aspecto caracteristico dos grupos sanguineos
(Beiguelman, 1994) e tem sido usada tanto como marcador de composicao étnica
guanto como indicador de ancestralidade de uma populacédo Ohashi et al., 2003).
Pode-se observar, por exemplo, prevaléncia do grupo A e baixas frequéncias do
grupo B em paises europeus, principalmente nos localizados ao Norte, enquanto

na Asia ocorem altas freqiiéncias dos grupos B e AB

(http://www.bloodbook.com/world-abo.html). Ha relatos da prevaléncia do grupo B
na india e do grupo O entre os Amerindios da América do Sul ((Pant et al., 1998;

http://www.bloodbook.com/world-abo.html).

O Brasil apresenta alta miscigenacdo, com populacdes etnicamente

diversas e grande heterogeneidade entre suas regides, devido ao padréao peculiar
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de colonizacdo. A regido Norte exibe maior contribuicAo amerindia e,
consequentemente, o grupo O é prevalente (Guerreiro et al., 1988). J4 o sudeste
do pais exibe uma maior propor¢cdo de caucasoOides e o grupo A constitui uma
parcela significante da populacdo (Novaretti et al., 2000). Além disso, o padrdo
regional de miscigenacdo foi consideravelmente alterado pelas correntes de
migracao interna (Guerreiro et al., 1988; Novaretti et al., 2000).

As frequéncias globais dos fenotipos eritrocitarios do SABO encontradas
neste estudo foram semelhantes aquelas descritas na literatura para a regiao
analisada. O grupo O foi prevalente, seguido dos grupos A, B e AB. Os valores
encontrados estdo muito proximos aqueles relatados por Guerreiro e
colaboradores em 1988. Esse fato ndo € surpreendente haja vista os amerindios
puros pertencerem ao grupo O e constituirem parcela significativa na composicao
étnica da regido norte brasileira (Barjas-Castro et al., 2003).

A ndo demonstracdo de diferencas estatisticamente significantes entre os
pacientes e os doadores de sangue analisados sugerem que os fenétipos ABO
nao exercem influéncia na severidade da maléaria causada pelo P. falciparum na
Amazoénia brasileira. As frequéncias do grupo O observadas néo diferem entre
pacientes e doadores, mas apresentam diferencas marcantes em relacédo a outras
localidades. Embora seja prevalente na cidade de S&o Paulo, o grupo O
apresenta menor percentual que o relatado para a Amazoénia brasileira e isso
pode ser reflexo da diferente composi¢céo étnica da populacdo paulista (Salaru e
Otto et al., 1989; Novaretti et al., 2008). Paralelamente, sua frequéncia também
diminui nas popula¢cdes de origem asiatica tais como a indiana e a japonesa (Pant

et al., 1998; http://www.bloodbook.com/world-abo.html). Portanto, a variabilidade
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nas frequéncias fenotipicas dos grupos sanguineos ABO estéa relacionada a areas
geograficas bem como a diferentes etnias.

Relatamos aqui um estudo de associacdo entre a malaria ndo grave
causada pelo P. falciparum e as frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas do
sistema histo-sangiineo ABO em uma populacdo da Amazénia Brasileira.

O gendtipo homozigoto ABO*0O01001 foi 0 mais encontrado para grupo O
na casuistica. Barjas-Castro et al., em 2003 verificaram, em populacdes indigenas
da propria Amazonia Brasileira, que existem outras formas alélicas distribuidas
heterogeneamente entre as diferentes tribos existentes na regido. Estas outras
formas alélicas ndo foram investigadas neste estudo e, portanto ndo se pode
excluir definitivamente sua presenca nesta casuistica. De fato, a variabilidade
alélica no grupo O foi relatada tanto em amerindios bem como em individuos de
outras etnias em outras areas do Brasil (Olsson et al., 1997; Olsson et al, 1998;
Mattos et al., 2001).

O grupo A apresentou frequéncia menor que aquela verificada em outras
areas do Brasil e isso parece refletir a auséncia dos alelos A e B do locus ABO
em populacdes amerindias (Olsson et al., 1998). Ao mesmo tempo, a baixa
freqiéncia do grupo A na casuistica analisada pode ser resultante da
miscigenacdo de amerindios com outras etnias introduzidas na Amazonica
Brasileira pelo processo de colonizacao (Olsson et al., 1998). Em contrapartida,
estudos realizados em populagdes caucasianas da Europa encontraram o grupo

A presente em metade da populacao (http://www.bloodbook.com/world-abo.html).

O gendtipo mais comum encontrado entre pacientes e doadores do grupo
A foi o ABO*AOO01. Essa combinacdo alélica é esperada para a regido, pois 0

alelo O01 e frequente entre amerindios e o alelo A € comum em outras etnias
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presentes na Amazoénia brasileira (Olsson et al., 1997). Embora haja evidéncias
de que o grupo A contribua com maior risco de formacao de rosetas malaria por
P. falciparum, ndo existem claras demonstracdes de que o alelo A exerca efeito
deletério em seus portadores tanto em homozigose como em heterozigose com o
alelo ABO*O01. Em amerindios da América Central, este grupo € o menos

frequente (Cserti & Dzik, 2007, http://www.bloodbook.com/world-abo.html).

Os individuos do grupo B corresponderam a menor parcela dos individuos
analisados, sendo a maioria de heterozigoto ABO*BOO01. Por outro lado, este
grupo € o mais frequente em populacdes asiaticas tal como em indianos e

chineses (Pant et al., 1998; http://www.bloodbook.com/world-abo.html).

O grupo AB foi 0 menos freqlente na regidao estudada. Isto € concordante
com os relatos realizados em todas as populagcdes ao redor do mundo

(http://www.bloodbook.com/world-abo.html).

O alelo mais frequente foi o ABO*O01. Ha relatos demonstrando a
ocorréncia de outros polimorfismos do gene O em amerindios da Amazonia
brasileira (Barjas-Castro et al., 2003). Entretanto, estes outros polimorfismos nao
foram analisados neste estudo e, portanto ndo é possivel estabelecer relacdes
entre eles e a ocorréncia mais frequente do alelo ABO*O01 tanto nos pacientes
com nos controles. No entanto, quando os polimorfismos relatados por Barjas-
Castro e colaboradores (2003) sdo agrupados como ABO*O01 e ABO*002, os
resultados s&o coincidentes com os apresentados neste estudo.

No entanto, outros estudos tém demonstrado, em muitas populacdes
humanas, um grande numero de caracteres geneéticos que nao parecem
descender de casamentos preferenciais, como é o caso dos grupos sanguineos,

0S genotipos se distribuem de acordo com a Lei de Hardy e Weinberg. Foi
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realizada a comparacdo entre 0os numeros observados e esperados em cada
amostra e nao foi encontrado diferencas significativas entre elas (P> 0,05),
podendo as amostras serem consideradas como extraidas de uma populacdo em
equilibrio genético quanto aos grupos histo-sangiineos ABO (Beiguelman, 1994).

Esses estudos deixam claro que a regido Amazonica brasileira apresenta
caracteristicas peculiares que se refletem, inclusive nas frequéncias dos fenotipos
eritrocitarios do sistema ABO.

Com toda essa complexidade e peculiaridade, a associacdo do SABO com
doencas é logica e intrigante. Muitos pesquisadores tém observado uma relacao
entre sistema histo-sanguineo ABO do paciente com diversas doencas que vao
desde leucemias (Novaretti et al., 2008) até as infecto-parasitarias (Vogel et al.,
1970) como a malaria. Muitos trabalhos vém demonstrando uma maior
susceptibilidade de individuos dos grupos sangiineos ndo-O em desenvolverem a
malaria grave causada pelo P. falciparum, visto estes contribuirem, como co-
receptores, para o desenvolvimento de citoaderéncia e a formacdo de rosetas
(Loscertales et al., 2007; Rowe et al., 2007; Fry et al., 2008; Vafa, et al 2008). Por
sua vez, a maioria dos autores tem observado esse tipo de agregacdo em
hemacias de pacientes dos grupos sanguineos n&o-O principalmente, do
subgrupo A; (Fischer et al., 1998; Rowe et al., 2007). Lell e colaboradores (1999)
observaram ainda, que pacientes malaricos do grupo histo-sanglineo A tém
menor nivel de hemoglobina e maior risco de entrar em coma que os individuos
infectados que possuem outros grupos sanguineos. Infelizmente, estes dados nao
puderam ser relacionados no presente estudo. Adicionalmente, Barragan e
colaboradores (2000) confirmaram que o0 grupo A representa o alvo mais forte

para a formacdo de rosetas. Para isso usaram trés tipos de hemacias: as
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enzimaticamente tratadas e convertidas em hemacias O, hemécias de individuos
do grupo O e, ainda, hemacias Bombay para simular a formacdo de rosetas. Os
autores observaram o mesmo grau de agregacgédo entre elas e muito menor que as
hemacias A. Concluiram entdo, que as rosetas aparecem especificamente, mas
nao exclusivamente, em eritrécitos com os antigenos A e/ou B. Em contrapartida,
na América do Sul ndo foi observado qualquer tipo de associacdo entre a
freqiéncia fenotipica desse sistema e a frequéncia de malaria na Colémbia
(Montoya et al., 1994) na Amazonia brasileira (Cavasini et al., 2006).

Os resultados moleculares conseguidos neste trabalho ndo encontraram
significancia na associacdo entre a suscetibilidade a malaria ndo grave por P.
falciparum e o sABO, confirmando os resultados fenotipicos previamente
encontrados em paises Amazonicos (Montoya et al., 1994; Cavasini et al., 2006).
No entanto, essa auséncia de associacdo pode estar relacionada, talvez ao
reduzido tamanho amostral, a baixa prevaléncia desse parasito na regiao
estudada (aproximadamente 20%) e o numero de amostras com infec¢des mistas
inseridas neste estudo. Além disso, diferencas nas cepas do parasito que circula
na regido ou mesmo outros fatores especificos do hospedeiro podem contribuir
para a ndo associacao aqui reatada (Cserti & Dzik, 2007). Nao se pode esquecer
que grande parte dos trabalhos que encontraram relacdo entre a malaria
falciparum e o sABO foram realizados em regides com grande incidéncia de
malaria grave, 0 que nao se observa na regidao da Amazonia brasileira (Noronha,
et al., 2000; Kirchgatter & Del Portillo, 2002).

Por outro lado, nossos resultados mostram uma maior frequéncia de
individuos de grupo sanguineo O. Estes achados sugerem que este grupo

sangilineo representa um dos fatores responsaveis pela baixa frequéncia de
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malaria grave nesta regido. De fato, outros estudos em areas endémicas fora da
América do Sul inferiram um efeito protetor do grupo O contra malaria grave, pelo
mecanismo de reducdo da formacdo de rosetas eritrocitarias (Rowe et al., 2007,
Fry et al., 2008). Se esse fato for real e associado ao equilibrio de Hardy e
Weinberg em que o sABO se encontra nesta populacdo, pode-se utilizar a
hipotese postulada por Rowe e colaboradores (2007) de que a pressao seletiva
imposta pela malaria pode contribuir para a distribuicdo global da variabilidade do
grupo sanguineo ABO, e assim manter niveis reduzidos de malaria grave causada
pelo Plasmodium falciparum na Amazobnia brasileira. Embora os pacientes
analisados neste estudo ndo tenham sido acompanhados clinicamente no
momento de inclusdo, ndo apresentaram sinais clinicos de malaria grave. Esta
observacao contribui para a hipotese acima apresentada, porém, novos estudos
devem ser realizados a fim de confirmar esta proposicao.

Durante as ultimas décadas, muitos estudos nao foram capazes de vincular
o0 SABO a incidéncia de malaria (Facer et al., 1979; Montoya et al., 1994), e
resposta sorologica (Akinboye et al., 1987; Thakur et al., 1992) ou a taxa de
repetidos episddios de malaria (Singh et al., 1995). Interessantemente, 0s
resultados aqui encontrados também ndo confirmaram a associacdo entre o
namero de episoédios prévios de malaria e o sistema histo-sangiineo ABO.
Provavelmente esta associacdo ndo ocorra tendo em vista a proposta de outros
autores gue sugerem que o SABO néo esta envolvido com o processo infeccioso
e, sim com a severidade da doenca causada pelo P. falciparum (Loscertales et al.,
2007; Fry et al., 2008).

Outra visao a ser considerada refere-se ao fato de que a viruléncia mostra-

se associada com a seletividade do Plasmodium falciparum na invasdo dos
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eritrocitos (Chotivanich et al., 2000). Entdo o maior entendimento das interacdes
biolégicas entre o parasito e o hospedeiro representar-se-ia imperativo nas
implicacdes clinicas (McKenzie et al., 2006). A resisténcia inata para infeccoes
malaricas em humanos foi atribuida a variagbes nos antigenos de grupo
sanguineo. Observou-se significante correlacdo envolvendo os fenotipos do grupo
sanguineo MNSs (receptor de eritrocito para P. falciparum) e do Duffy (receptor
de eritrécito para P. vivax) entre doadores de sangue e pacientes malaricos na
regido Amazonica (Cavasini et al., 2006), amostras estas incluidas neste estudo.
Além disso, outros trabalhos sugerem que infec¢cdes mistas com P. falciparum
podem afetar os padrdes brasileiros de transmissdo levando a atenuacdo da
doenca por este parasito e, consequentemente refletir no modo como essa
espécie se estabelece na populacédo (Black et al., 1994).

Realmente, co-infeccbes frequentemente ocorrem nas areas endémicas de
malaria no Brasil e o par P. falciparum - P. vivax parece ser o mais comum
(Lorenzetti et al., 2008). Quando infeccbes mistas sdo diagnosticadas
erroneamente como infec¢des puras de P. vivax, o tratamento pode levar a uma
explosdo na parasitemia de P. falciparum. Muitos fatores confundem a relacao
entre parasitemia e doenca, levando a perda da correlacdo entre a carga de
parasito circulante e o estado clinico. Estudos prévios sugerem que interacoes P.
falciparum - P. vivax em infeccbes mistas podem ter um profundo efeito clinico
amenizando os sintomas da doenca, talvez pela manutencdo de baixas
densidades de P. falciparum (Field et al., 1949), uma vez que a severidade da
doenca esta muito mais relacionada com a densidade parasitaria, do que outros
fatores tais como o sistema sanguineo ABO, idade do paciente e mudltiplas

infeccdes (Vafa et al., 2008).
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Finalmente, ressalta-se a importancia de novos estudos com os sistemas
sanglineos que ampliem a casuistica, tenham um acompanhamento dos
individuos afetados por um periodo de tempo maior, promovendo, assim, melhor
entendimentos sobre a relacdo parasito/hospedeiro e, consequentemente,
permitindo melhoria da qualidade de vida da populacdo atingida pela maléaria

causada pelo Plasmodium falciparum.
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6. CONCLUSAO

Na Amostra estudada:
o N&o existe associacao entre a suscetibilidade a malaria pelo P. falciparum e o
sistema histo-sangtiineo ABO.
00O gendtipo mais frequente na foi o homozigoto ABO*O01001 e o0 menos
frequente foi o ABO*AB.
o Encontramos o alelo ABO*O01 na maioria dos individuos estudados enquanto
gue o alelo ABO*B foi o menos frequente.
o Nao ha associacgao entre o historico de malaria e os polimorfismos do sABO.
0A freqUéncia elevada de individuos do grupo O, bem como a frequéncia
reduzida de individuos do grupo sanglineo A, pode estar associada com 0s

indices menores de maléaria grave na Amazonia brasileira.
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ANEXO 1

ﬁ;\_xl}:izm FACULDADE DE MEDICINA DE SAO ]OSE DO RIO PRETO
TN AUTARQUIA ESTADUAL - LEI N° 8899 ,de 27/09/94
(Reconhecida pelo Decreto Federal n® 74.179, de 14/06/74 )

Parecer n.° 214/2002

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n°. 5386/2002 sob a responsabilidade de Andrea Regina
Baptista Rossit e Ricardo Luiz Dantas Machado com o titulo “Epidemiologia e
diagnéstico molecular de Doengas Infecciosas e Parasitdrias humanas” e o0s
sub-projetos 1)Distribuicio dos agentes causadores da maldria e sua
correlacdo com os polimorfismos eritrocitdrios, hemoglobinopatias e
deficiéncia da 6-6PD na Amazdnia brasileira - 2) Avaliagdo da Prevaléncia e do
Perfil de sensibilidade antifiingica em espécies do género Candida spp., em um
hospital escola de nivel tercidrio estdo de acordo com a Resolucdo CNS
196/96 e foram aprovados por esse CEP.

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

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

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

PROF®. DR®. PA A MALUF CURY
COORDENADORA CEP/FAMERP
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MA047

IDENTIFICAGAO E IMPLICAGOES CLI'NICAg DE INFECCOES MISTAS
DO PLASMODIUM FALCIPARUM NA AMAZONIA BRAZILEIRA
CARVALHO DB', LORENZETTI A', FORNAZARI PA!, BONINI-
DOMINGOS AC', D'ALMEIDA COUTO VSC?, CAVASINI CE', ROSSIT
ARB', MACHADO RLD1"

'Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, Sdo José do Rio Preto,
Séo Paulo; 2Universidade Estadual Paulista, Sdo José do Rio Preto, Sdo
Paulo; 3Instituto Evandro Chagas, Ananindeua, Pard. e-mail: ricardo-
machado @famerp.br

Objetivo: Determinamos a prevaléncia de infecgbes mistas do Plas-
modium falciparum por diagnostico molecular e levantamos questées
sobre sua importancia nos aspectos clinicos em pacientes de quatro dife-
rentes areas da Amazoénia brasileira. Material e Métodos: Foram ana-
lisadas 115 amostras de sangue humano proveniente da Amazdnia
Brasileira (Macapa/Ap, Porto Velho/Ro, Novo Repartimento/Pa e Placido
de Castro/Ac), microscopicamente positiva para P. falciparum pela gota
espessa. Foi utilizado um protocolo de PCR semi-aninhado com oligonu-
cleotideos espécie-especificos. A independéncia entre as proporgdes foi
determinada pelo teste do Qui-quadrado e o teste Exato de Fisher. O nivel
de significdncia adotado foi de 5%. Resultados: Foram identificados
73,03% de infecgbes simples pelo P. falciparum, e também foram obser-
vadas 26% de infecgbes duplas e 0,87 de infecgdes triplas envolvendo o
F. vivax e o P. malariae. Nao houve correlagdo significante entre as co-
infecgoes do P. falciparum e as édreas estudadas. Foi observada associ-
acao positive entre as infecgdes mistas com o P. falciparum e a redugéo
de manifestagdes clinicas. Conclusao: Nossos resultados confirmam que
co-infecgdes com o P. falciparum acontecem freqiientemente na Amazénia
brasileira e que estas estdao sub-estimadas. Além disso, pontuamos a
necessidade de melhora do diagndstico microscépico no campo ou a
mudanga para uma metodologia mais acurada para melhor diferenciar as
espécies de Plasmddio, desde que é essencial para a escolha do trata-
mento, bem como para o controle desta nosologia. Maiores investigacdes
sdo necessarias para estabelecer o papel de infec¢des mistas com o P,
falciparum na severidade da doenca.

Fonte Financiadora: Fapesp e CNPq
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I Doengas por Protozodrios
DP508 ,
ASSOCIAGAO ENTRE O SISTEMA HISTO-SANGUINEO ABO E
A INFECCAO POR PLASMODIUM FALCIPARUM NA AMAZONIA
BRAZILEIRA

CARVALHO, DANILA BLANCO (1,2); CAVASINI, CARLOS EUGENIO (2);
COSIMO, ALEXANDRE (2); BONNINI-DOMINGOS, ANA CAROLINA(3);
D'ALMEIDA-COUTO, VANJA SUELI CALVOSA (4); ROSSIT, ANDREA RE-
GINA BAPTISTA (1,2); MATTOS, LUIS CARLOS (5); MACHADO, RICARDO
LUIZ DANTAS (1,2).

1. Programa de Pos-Graduagao em Microbiologia, IBILCE/UNESP, SP; 2.
Centro de Investigacao de Microrganismos, Faculdade de Medicina de Sao
José do Rio Preto, Sdo José do Rio Preto, SP; 3. Laboratorio de Doengas
Genéticas e Hemoglobinopatias, Universidade Estadual Paulista, Sao José
do Rio Preto, SP; 4. Secado de Parasitologia, Instituto Evandro Chagas, Anan-

indeua, Para. 5. Laboratério de Imunogenética, Faculdade de Medicina de
Sao José do Rio Preto, SP.

Objetivos: Este estudo avaliou a associagdo entre os genotipos do siste-
ma histo-sanglineo ABO e a malaria causada pelo Plasmodium falciparum
em individuos da Amazdnia brasileira. Material e Métodos: A genotipagem
ABO foi feita pelo método PCR/ RFLP em amostras de DNA gendmico de
95 individuos malaricos e 144 nio malaricos, oriundos de Macapa/AP, Be-
lém/PA, Porto Velho/RO e Rio Branco/AC. A presencga ou auséncia de infec-
cdo por P. falciparum foi confirmada por metodos moleculares em todas as
amostras analisadas. Naquelas provenientes dos doadores de sangue foi
investigada a presenca de anticorpos anti-CSP e anti-MSP, além da presen-
¢a do P. falciparum pelo método PCR/RFLP. A associag@o entre os resulta-
dos foi determinada com o uso do teste Qui-quadrado e do teste Exato de
Fisher, adotando-se o nivel de significancia de 5%. Resultados Parciais:
Todos os doadores de sangue foram negativos para anticorpos anti-MSP
e para a presenca do P falciparum. A maioria deles mostrou reatividade
para os anticorpos anti-CSP. O grupo sangtineo O foi prevalente entre os
doadores enquanto os grupos sanglineos nao O (A, B ou AB) foram pre-
valentes entre os pacientes (p = 0,0034). Conclusdo: Nossos resultados
sugerem a ocorréncia de associagaoc entre o sistema histo-sanguineo ABO
e infecgbes por P. falciparum, e indicam um possivel efeito protetor do gru-
po O contra a infecgéo por esse parasito. Maiores investigacoes sao neces-
sarias para elucidar a importancia desse marcador genético na severidade
da maléria causada por P falciparum. Fonte Financiadora: FAPESP, CNPq
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