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RESUMO

A maléria é a doenca parasitaria mais representativa do mundo. No entanto, no Brasil, o P.
vivax representa a espécie mais prevalente, especialmente na regido amazonica, onde varias
clinicas tém demonstrado maior gravidade, principalmente nos casos de anemia grave.
Alguns estudos relataram uma alta prevaléncia dos alelos Duffy FY A e FYB entre pacientes
com maléria falciparum e vivax, enquanto outros genotipos encontrados foram associados a
taxas de infeccdo diminuidas. A inducdo de hemdlise em face da deficiéncia de glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD) pelo uso de drogas antimalaricas adicionou estudos em areas
endémicas correlacionadas com a alta prevaléncia de deficiéncia de G6PD. Este estudo tem
como objetivo avaliar a associacdo de sinergismo entre polimorfismos G6PD e antigenos
Duffy em pacientes com malaria vivax no estado do Amazonas. A caracterizacdo da G6PD
foi realizada pela técnica de PCR em tempo real, enquanto que para os antigenos Duffy
foram genotipados por PCR-RFLP. A genotipagem molecular foi realizada em 225
pacientes com malaria vivax grave e ndo grave, e em 1200 doadores de sangue do Amazonas.
Foi revelado entre os pacientes de malaria, 12,94% portadores para 0 SNP G202A e 19,19%
para A376G. E para Fenotipos Duffy foram identificados: 31,11% (a+b-), 43,55% (a+b+),
24,9% (a-b+) € 0,44% (a-b-). O gendtipo FYA/FY B esteve mais frequente entre os pacientes.
Além disso, os gendtipos G202A/A376G demonstraram frequéncia mais elevada na malaria
grave, sendo para a ¢.202 (RR = 5,57 - p <0,001) e para A376G (RR: 4,49 - p <0,001)
fortemente associado a episodios anteriores de malaria (p <0,001). Constatamos ainda uma
frequéncia de 8,27% do polimorfismo G6PD entre os doadores de sangue da Fundacéo de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas em doadores de sangue. Pesquisas adicionais para
deficiéncia de G6PD e antigenos Duffy seriam valiosas, especialmente focadas em areas de
alta densidade populacional. Concluimos que os SNPs G202A e A376G foram fatores de
risco para o desenvolvimento de malaria grave por vivax e que o diagnéstico molecular antes

do tratamento pode ser necessario na populagdo amazonica.

Palavras Chaves: Malaria vivax; G6PD; Duffy; Manaus



ABSTRACT

Malaria is the most representative parasitic disease in the world. However, in Brazil, P. vivax
represents the most prevalent species, especially in the Amazon region, where several clinics
have shown greater severity, especially in cases of severe anemia. Some studies have
reported a high prevalence of the Duffy FYA and FYB alleles among patients with
falciparum and vivax malaria, while other genotypes found have been associated with
decreased infection rates. The induction of hemolysis due to glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD) deficiency by the use of antimalarial drugs has added studies in
endemic areas correlated with the high prevalence of G6PD deficiency. This study aims to
evaluate the association of synergism between G6PD polymorphisms and Duffy antigens in
patients with vivax malaria in the state of Amazonas. The characterization of G6PD was
performed using the real-time PCR technique, whereas for Duffy antigens they were
genotyped by PCR-RFLP. Molecular genotyping was performed in 225 patients with severe
and non-severe vivax malaria, and in 1,200 blood donors from Amazonas. Among malaria
patients, 12.94% had SNP G202A and 19.19% had A376G. And for Duffy Phenotypes,
31.11% (a+b-), 43.55% (at+b+), 24.9% (a-b+) and 0.44% (a-b-) were identified. The FYA /
FYB genotype was more frequent among patients. In addition, the G202A / A376G
genotypes showed a higher frequency in severe malaria, being for ¢.202 (RR = 5.57 - p
<0.001) and for A376G (RR: 4.49 - p <0.001) strongly associated with previous episodes of
malaria (p <0.001). We also found a frequency of 8.27% of the G6PD polymorphism among
blood donors from the Hematology and Hemotherapy Foundation of Amazonas in blood
donors. Additional research for deficiency of G6PD and Duffy antigens would be valuable,
especially focused on areas of high population density. We conclude that SNPs G202A and
A376G were risk factors for the development of severe vivax malaria and that molecular

diagnosis before treatment may be necessary in the Amazonian population.

Keywords: Malaria vivax; G6PD; Duffy; Manaus
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1. INTRODUCAO
1.1. Desidrogenase da Glicose-6-Fosfato

A deficiéncia na desidrogenase da Glicose 6-fosfato (G6PD) é uma das mais
comuns e importantes eritroenzimopatias. A G6PD ¢é uma enzima citoplasmética cuja
funcdo principal na hemécia é a prevencdo e diminuicdo de danos oxidativos pela
eliminacdo de radicais livres

A sua sintomatologia esta relacionada a ruptura da membrana das hemacias, em
intensidade varidvel, na presenca de agentes oxidantes como alguns farmacos e alimentos
().

A atividade enzimatica da G6PD é essencial para todas as células do corpo,
especialmente nas hemacias, pois € ela quem catalisa o primeiro mecanismo de reacao da
via hexose monofosfato, sendo importante na manutencdo dos niveis de glutationa
reduzida, agindo sobre o substrato glicose-6-fosfato, gerando NADPH, que age como
cofator da glutationa-redutase na geracdo de glutationa reduzida, que detoxifica o

peroxido de hidrogénio protegendo a hemécia de danos oxidativos (Figura 1) ¢4

| GLICOSE

.
Hexoquinase |, | " | GLICOSE-6-

I—{ GLICOSE-6-FOSFATO | FOSFOGLUCONATO

GLICOLISE Hb(Fe?*)

l NADP NADPH
Glutationa
ATP Redutase
| ENERGIA agh GSSG MetHb(Fe®*)

Glutationa

Peroxidase
H C)/’_\iH o Agentes
., oxidantes
Figura 1: Atuacdo da enzima G6PD na via das pentoses-fosfato. O NADPH ¢é produzido
pela acdo da G6PD. Serve como doador de protons para a regeneragdo de glutationa

reduzida e como ligante para a catalase. Também serve como doador de elétrons para
outras reagdes relacionadas ao equilibrio redox.- ADAPTADO DE: LUZZATTO, 2009 (),
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Na presenca de agentes oxidantes ocorre o contato e a formacao de radicais livres
ou perdxidos, ocasionando queda nos niveis de GSSH, sendo sua restauracdo dependente
de aporte de NADPH. Nessas condicfes, a Unica enzima que pode ser ativada para suprir
0 NADPH é a G6PD. Se as concentracdes de NADPH nédo podem ser mantidas, como na
deficiéncia de G6PD, os niveis de GSSH caem e ocorre maior dano oxidativo na celula,
seguido de hemdlise ©

1.1.1. Bases genéticas da enzima G6PD

O gene da enzima estd localizado na regido telomérica do braco longo do
cromossomo X (banda g28), formado por 13 éxons e 12 introns, tendo tamanho em torno
de 20 Kb no total, codificando 515 aminoacidos 68

Mais de 400 mutacdes diferentes ja foram descritas, sendo a maioria de
substituicdo simples. A maioria destas mutacdes leva a diminuicdo da estabilidade da
enzima, nunca perdendo inteiramente sua atividade enzimatica, porque a sua perda
completa é incompativel com a vida ©

A deficiéncia na G6PD é hereditaria, transmitida como caréater recessivo ligado ao
cromossomo X, portanto, os homens apresentam-se hemizigotos, enquanto que as
mulheres podem ser heterozigotas ou homozigotas, manifestando deficiéncia somente
quando em homozigose &9,

As variantes de G6PD diferem-se em relacdo a atividade da enzima, mobilidade
eletroforética, Km (constante de Michaelis) para seus substratos (G6P e NADP). Séo elas

que determinam diferentes graus de alteraces na atividade enzimatica 112,

1.1.2. Distribuigéo global da deficiéncia na G6PD

Estima-se que cerca de 400 milhdes de pessoas no mundo sejam afetadas pela
deficiéncia na enzima G6PD, e apenas uma parcela desses individuos apresentam
manifestacdes clinicas 1314

Seu padrdo de distribuicdo espacial acompanha a ocorréncia de maléria, com
frequéncia descritas entre 3 a 28% na Africa, 6 a 16% na Asia até 11% na india, e 3 a

29% na Peninsula Arabica 521,
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Entre as variantes da G6PD, as que possuem maior relevancia epidemiolégica séo
as variantes Africana ou A- em descendentes do continente africano e a variante
Mediterranean, encontrada normalmente entre italianos, gregos, judeus orientais, arabes
e persas @2

Em Manaus, um estudo realizado por Santana e col. (2013), estimou a prevaléncia
da deficiéncia na G6PD em 4,5%, sendo 3,8% correspondendo aos individuos portadores
da variante Africana e 0,7% portadores da variante Mediterranean

Estudos desenvolvidos entre populacdes do género masculino, de diferentes
regides do Brasil, demonstraram prevaléncias em torno de 10,4% em negros e 2,5% em
caucasianos em Campinas-SP ?¥ e 10% entre negros; 1 a 3% entre caucasianos em S&o0
Paulo e Rio Grande do Sul @ e. No ano de 2002, em 4.621 doadores de sangue do género
masculino, foi encontrado deficiéncia em 1,7% @6

Estudos envolvendo recém-nascidos nos estados de Mato Grosso, Rio Grande do
Sul, Paraiba e Bahia obtiveram resultados médios de prevaléncia de 4,75% 730,

No estado de Rond6nia, um estudo observou por técnicas moleculares 12% de
portadores de mutacdes da G6PD em populacdes susceptiveis a malaria G,

Tem sido relatado ao longo dos anos casos de hemolise por administracdo do
antimal&rico primaquina, na Fundacdo de Medicina Tropical (FMTAM). O resultado de
um destes estudos demonstrou que dentre 71 individuos com diagndéstico clinico de
metemoglobinemia pds uso de primaquina, 51,4% apresentaram deficiéncia da G6PD ©2)
Em outro estudo, com individuos com malaria e tratados com primaquina, através da

dosagem qualitativa da enzima encontrou-se 3,5% de deficiéncia %

1.1.3. Manifestacgdes clinicas da deficiéncia na G6PD

A G6PD apresenta-se de maneira assintomatica para a maioria das pessoas durante
toda a sua vida, independente do grau de deficiéncia. A principal excegdo é a de
portadores de variantes genotipicas da enzima que conferem hemolise cronica, todavia,
sdo extremamente raras. A doenca geralmente se apresenta como hemdlise aguda apds
estresse oxidativo desencadeado por agentes como drogas, infeccdes ou ingestdo de fava
(16,18).

A manifestagcdo clinica mais comum na deficiéncia da G6PD é a anemia
hemolitica aguda, estas complicacbes sdo geralmente desencadeadas pela ingestdo de

determinados alimentos, determinadas infeccdes e uso de medicamentos (%29 A
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prevencdo das crises hemoliticas induzida por medicamentos é possivel selecionando
medicamentos alternativos que nao apresentem risco ou gque apresentem riscos menores

de inducéo das crises (Quadro 1) G4,

Quadro 1: Classificacdo das variantes de G6PD segundo OMS de acordo com o fendtipo
e 0s niveis de atividade enzimatica.

OMS Atividade Enzimatica Fendtipo

| Deficiéncia severa Anemia hemolitica nao
esferocitica crénica

I <10%-deficiéncia moderada Risco de anemia hemolitica
aguda

Il 1-60% Deficiéncia moderada Risco de anemia hemolitica
aguda

v 60-150% atividade normal Sem manifestacdes clinicas

V >150% atividade aprimorada Sem manifestacdes clinicas

O grau de anemia cronica na anemia hemolitica ndo esferocitica devido a
deficiéncia da gicose-6-fosfato desidrogenase tem sido variavel, alguns pacientes tém
hemolise compensada, enquanto outros necessitam de transfusdes alternadas ©°).

Alguns autores sugerem que as hemacias deficientes em G6PD sejam menos
resistentes a hipertermia mantida e ndo suportem o aumento de oxidantes produzidos
pelos granuldcitos durante a fagocitose 6

Atualmente, o diagnostico prévio da deficiéncia na G6PD ¢é indicado antes da
utilizacdo da primaquina. No entanto, devido a escassez de plataformas de testagem
rapida validadas permite-se o uso irrestrito da medicacdo e individuos portadores da
deficiéncia sdo expostos ao risco de desenvolver AHA. Para individuos sabidamente
portadores de deficiéncia intermediaria, a dosagem de primaquina indicada é de 0,75
mg/kg de peso em doses semanais durante 8 semanas. Para individuos com deficiéncia

grave, a primaquina é contraindicada ¢7
1.2. Sistema do Grupo Sanguineo Duffy
O sistema Duffy foi descoberto por Cutbushe (1950) através da deteccdo de uma

aglutinina no soro de um paciente hemofilico politransfundido que ainda ndo havia sido

reconhecida como antigeno de grupo sanguineo. Esse anticorpo foi chamado anti-Fya,
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em homenagem a um senhor de sobrenome Duffy, que reagia com 64,9% das 205
amostras de sangue testadas de individuos ndo aparentados na populacéo inglesa ®® Um
ano depois, Ikin. (1951), descreveram o anti-Fyb que definia o par antitético do antigeno
Fya. Sanger. (1955) observaram que o fenétipo Fy (a-b-) era 0 mais comum em afro-
americanos e que provavelmente representava um produto de um alelo silencioso, FY
nulo (39,40).

A glicoproteina Duffy encontra-se em diversos tecidos ndo eritroides como,
pulméo, baco, rim, coracdo, musculo, cérebro, placenta, duodeno, péancreas, intestino,
glandula tireoide e em células Purkinj e do cerebelo, é mais abundante na superficie de
reticuldcitos, e pouco expresso em eritrocitos maduros 4143

O gene FY possui duas formas alélicas capazes de codificar os antigenos Fya e
Fyb. Os alelos FYA (FY *01) e FYB (FY *02) se diferenciam por uma substituicdo de
base no nucleotideo 125. No alelo FY *01 a base é guanina enquanto que no alelo FY*
02 a base ¢ adenina. Essa troca de bases produz codons diferentes para o aminoécido 42,
o0 alelo FY *01 produz um codon para glicina e o alelo FY *02 produz c6don para acido
aspartico. Essa substituicdo de aminoacidos define os dois antigenos antitéticos. Essa
variacéo leva a identificacio dos fendtipos Fy(a+b-), Fy(a-b+) e Fy(a+b+) ¢4,

Wasniowska (2004) realizaram estudos com anticorpos monoclonais e
demonstraram que o sitio de maior imunogenicidade para os antigenos Fya/Fyb esta

localizado entre os aminoacidos 37 e 47 (4%

Quadro 2: llustracdo do sistema sanguineo Duffy e seus alelos

Nome do alelo | Alteracéo de nucleotideos
Fenotipo
FY:1ouFy (a+) EF*01louEF*A | c. 125A> G
EF: 2 ou EF (b +) EF * 02 ou EF *B
Apenas células eritréides (a-b - | EF * 01N.01 c.-67T>C
)Fy (@a-b-) EF * 01N.02 €.281_295del
Fy(a-b-) EF * 01N.03 c.408G> A
Fy(a-b-) EF * 01N.04 c.287G> A
Fy(a-b-) EF * 01N.05 c.327delC
Fy(a-b-) EF * 01N.06 .395G> A
Fy(a-b-) EF * 01N.07 €.719delG
Fy(a-b-) EF * 01N.08 c.-69T>C
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Fy(a-b-) EF * 01N.09 €.296_496delinsAGGCCACTG
Apenas células eritréides (a- b -) | EF * 02N.01 c.-67T>C

Fy(a-b-) EF * 02N.02 c.407G> A

Fy(a-b-) EF * 02N.03 c.781G> A

Fy(a-b-) EF * 02N.04 €.179_180delCT

Fy(@a-b-) EF * 02N.05 €.895G> A

Fy(@a-b-) EF * 02N.06 c.151delT

Fenotipos fracos

Fy(@+") EF * 01W.01 €.265C>T

Fy@+"%) EF * 01W.02 €.265C>T; ¢.298G> A
Fy(@+™) EF * 01W.03 c.680G> A

Fy(b+%), Fy** EF * 02W.01 €.265C>T; ¢.298G> A
Fy(b+%), Fy* EF * 02W.02 €.145G> T; ¢.265C> T; ¢.298G>
Fy(b+%) EF * 02W.03 §266G> A

Fy(b+") EF * 02W.04 c.901C>T

ADAPTADO DE:
http://www.isbtweb.org/fileadmin/user_upload/Working_parties/WP_on_Red_Cell_Immunogenetics_a
nd/008_FY_Alleles_v4.1.pdf ©“9),

Howes (2011) compilaram dados de 131.187 individuos a fim de gerar um mapa
global da distribuicéo dos alelos Duffy e o fenétipo Duffy negativo utilizando um modelo
geoestatistico bayesiano. O aspecto mais marcante foi a presenca de um alelo silencioso
FYBES (FY * 02N.01) em toda Africa Subsaariana, enquanto que os alelos FY *01 ou FY
*02 na mesma regido tém frequéncia de 0 a 5% “7

As frequéncias registradas indicam fixacdo do alelo FYBES em partes do oeste,
leste e centro do continente Africano, o que sugere que a populacéo local seja refrataria a
infeccdes por P. vivax. Em Madagascar, a frequéncia encontrada foi de 80% e acima de
50% na Peninsula Arabica. Baixas frequéncias também foram encontradas espalhadas
pelas Américas, notavelmente ao longo da costa Atlantica e no Caribe “8)

No continente Americano 0s trés alelos sdo registrados em maior
heterogeneicidade, com predominéancia de alelos Gnicos em apenas em algumas areas. O
alelo FY *01 encontra-se mais frequentemente no leste da Asia, com média acima de 80%
ao sul e em populac6es da Mongolia e em partes do Leste da China e Russia. Esse alelo

também foi encontrado com alta frequéncia (> 90%) no Alasca e noroeste do Canada
(49,50).
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O alelo FYA permanece relativamente comum com excecdo do continente
Africano e fora dessas regides de alta predominancia. J& o alelo FY *02 se mostrou o
menos prevalente globalmente. Frequéncias acima de 50% sé&o restritas a Europa e partes
pequena das Américas, notavelmente na costa leste dos Estados Unidos. FYB é prevalente
em algumas zonas ao redor de regides onde FYBE® é predominante, como norte, nordeste
e sul da Africa. O alelo silencioso FYBES ndo pode ser retratado espacialmente devido a
sua raridade 0

1.2.1. Polimorfismos no Grupo Sanguineo Duffy
O lécus Duffy localiza-se no brago longo do cromossomo 1 na posi¢ao 22923,

sendo constituido por 2 éxons que se estendem por mais de 1.500 pares de bases do DNA

gendmico (Figura 2) 9

-
k]

MutagBo Ponfusl
nt-67 T<C
FYA or FYB Gene 4
el H—CTTATCTT— e =
2 —CTTACCTT— ==
""’J'" . s 1 21  Regido Caodificante. 1008
FYBE Gene '~5 k.
(GATA-1

Figura 2: Representacdo esquematica da mutacdo pontual no sitio Gata-1, responsavel

pela ndo expressao Duffy em eritrdcitos - ADAPTADO DE:Tournamille, 1995 9,

A expressdo dos fendtipos Fy (a+b-), Fy (a+b+) e Fy (a-b+) é determinada pela
troca de aminoacidos na posicdo 125, codificando os antigenos Fya e Fyb. No entanto,
outro SNP na posicéo -67 T>C da regido promotora do gene Duffy caracterizado pelo
alelo
EF * 01N.01 ou FYES (ES, do inglés erytroidsilent), silenciador da expresséo do alelo FYB
no tecido eritrdide, determina o fendtipo Fy (a-b-), quando em homozigose
(FYBES/FYBES) (52,53).

Estes alelos do sistema sanguineo Duffy formam os genétipos FYA/FYA,
FYA/FYB e FYB/FYB, produzindo os fenotipos Fy (a+b-), Fy (a-b+), Fy (a+b+) e Fy (a-

b-). O terceiro alelo, FYO, representa a auséncia do antigeno, o que resulta no fenétipo
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soroldgico negativo Fy (a-b-). A maioria dos africanos ocidentais e 68% dos negros
americanos ndo expressam os antigenos Fya ou Fyb em seus eritrocitos ¢4

Através de um levantamento dos polimorfismos na regido promotora do gene
Duffy, foi revelado que o mesmo SNP encontrado em Africanos com alelo FYBES foi
observado em habitantes de Papua Nova Guine, Tunisia e do Estado do Amazonas, no
alelo FYA, sugerindo a presenca do alelo FYAFS 539

Outro fendtipo Fy (a+™), caracterizado pelo diminuicdo da expressao do antigeno
Fyb, também conhecido como FyX, € determinado por outro SNP no exon 2, sendo estes,
a substituicdo de uma citosina por uma timina na posi¢do 265 (C265T), determinando
uma troca de uma Argenina por uma Cisteina no codon 89 (Arg89Cys) juntamente com
a troca de uma guanina por uma adenina na posigéo 298 (G298A), levando a uma troca
de uma Alanina por uma Treonina no codon 100 (Alal00Thr) da proteina caracterizando
0 alelo FY * 01W.02 (0.5657).

O polimorfismo FYX ocorre intracelular da proteina Duffy, associado a expressao
reduzida da mesma na superficie celular, levando a uma detec¢do enfraquecida do
antigeno Fyb no teste de fenotipagem eritrocitaria, onde o mesmo foi detectado, neste
caso, até no maximo 2 cruzes. Sendo a frequéncia do gendtipo FYBW/ FYBW

aproximadamente 2% em caucasianos 859

Quadro 3: Expressao da glicoproteina Duffy nos diferentes fenotipos e genétipos Duff.

Alelos [ Antigeno Genotipos Fendtipos Expressao
FYA Fy 2 FYA/FYA Fy(a+b-) 2 x Fya, 0 x Fyb
FYB Fy b FYA/FYAES - 1 x Fya, 0 x Fyb
FYX Fy bweak FYA/FYBFES - 1 x Fya, 0 x Fyb

FYAES - FYB/FYB Fy (a-b+) 0 x Fya, 2 x Fyb

FYB B - FYB/WFYB - 0 x Fya, 1,1 x Fyb

- - FYB/FYAFES - 0 x Fya, 1 x Fyb
- - FYB/FYBFES - 0 x Fya, 1 x Fyb
- - FYBWY/FYBW Fy (a - (b + fraco)) 0 x Fya, 0,2 x Fyb
- - FYBY/FYA®S - 0 x Fya, 0,1 x Fyb
- - EFYW/FYBFS - 0 x Fya, 0,1 x Fyb
- - FYA/FYB Fy(@+b+) 1xFya, 1 xFyb
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FYA/FYBW

1 x Fya, 0,1 x Fyb

FYAES/FYAFS

Fy (a-b-)

0 x Fya, 0 x Fyb

ES da EF/ ES da EF

0 x Fya, 0 x Fyb

FYBES/FYBFES

0 x Fya, 0 x Fyb

ADAPTADE DE: Zimmerman et AL (2013) €.

1.3. Maléria

A malaria é uma doenca causada pelos protozoarios do género Plasmodium
transmitidos ao homem atraves das fémeas de mosquitos do género Anopheles infectadas.
Entre as aproximadamente 100 espécies de Plasmodium apenas 6 s@o responsaveis por
infectar humanos: P. falciparum; P. vivax; P. ovale, P. malariae, P. knowlesi e P. simium,
este Gltimo, causador de infeccdes humanas apenas em experimentos in vitro 269,

A maléria representa um dos mais sérios problemas de satde publica em nivel
global, sendo nas regides tropicais e subtropicais a doenca parasitaria que mais causa
problemas sociais e econdmicos ©5¢®). No Brasil, a etiologia da maior parte dos casos é
dada por P. vivax com cerca de 90% dos casos ¢

A susceptibilidade a infeccdo malarica abrange até aqueles que ja contrairam a
doenca por diversas vezes. No entanto, a sua gravidade depende da relacdo entre o
hospedeiro, sua vulnerabilidade imunoldgica, e o Plasmodium ssp, espécie infectante e
densidade parasitaria. As principais alteragcdes observadas nos individuos com maléria
podem ser a anemia grave, os distdrbios da coagulacéo, a trombocitopenia proeminente
e as alteragdes numéricas ou funcionais de leucdcitos com envolvimento do bago 9.

Em regides endémicas de infecgdo por P. vivax houve a incidéncia de casos com
complicacdes clinicas e mortalidades, caracterizando a maléria por P. vivax como doenca
grave ou mesmo fatal, caracteristica pouco comum dessa infeccdo em relatos passados
(71-74)'

Essa progressdo e agravamento da maléaria por P. vivax, ainda que com a
fisiopatologia pouco conhecida, mostram-se associados principalmente ao
estabelecimento de uma anemia intensa, ocasionada por episédios recorrentes de
hemolise acentuada >, Isso se deve a ruptura dos eritrocitos como consequéncia da
infeccdo parasitéria pois prejudica o transporte de oxigénio, contribuindo para o quadro
de hipoxemia, uma das alteragdes fisioldgicas mais significativas no estabelecimento das

consequéncias clinicas no hospedeiro (. Outros eventos fisiopatologicos decorridos de
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hemdlise, como o estresse oxidativo, podem se somar e influenciar significativamente no
estabelecimento das condigdes clinicas €082,

Ao considerar que a gravidade clinica entre os individuos de &reas endémicas
podem ser complexa e com influéncia multifatorial, entre essas a participacao de fatores
genéticos, hemoglobinopatias herdadas e a deficiéncia na G6PD ©*#), torna-se relevante
a investigacdo dessas comorbidades nas casuisticas de maléria por P. vivax em areas
endémicas, uma vez que também podem ser fatores influenciadores na heterogeneidade
fenotipica. Principalmente devido a malaria causada por P. vivax desafiar as estratégias
de controle e eliminacdo, ndo somente no Brasil, mas no mundo. A biologia Unica do
parasito, que envolve a formac&o e posterior reativacdo de formas latentes no figado, além
da habilidade em infectar o vetor antes mesmo do aparecimento dos sintomas, favorece a
perpetuacdo do seu ciclo ®). A esse aspecto, acrescenta-se, ainda, a dificuldade no

rastreamento dos individuos infectados devido a infeccdes subpatentes ©8),

1.3.1. Epidemiologia da Maléria

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estimou a ocorréncia de 219.000.000
novos casos e 435.000 mortes em todo o mundo no ano de 2017, principalmente em
criangas menores de cinco anos e gravidas - Estima-se que cerca de 3,2 bilhdes de
pessoas, quase a metade da populagdo mundial, corram risco de serem infectadas pela
doenca. Nas Américas, considera-se que aproximadamente 128 milhdes de pessoas vivem
em &reas de risco de contrair a doenca. O P. vivax € o parasito predominante na regido
das Américas, representando 74,1% dos casos ©®).

Dos conhecidos parasitos da malaria humana, somente o P. falciparum, P. vivax,
P. malariae sio detectados no Brasil ®. No ano de 2018, foram notificados em todo o
pais, 194.271, casos da doenca. Enquanto em 2017, o numero registrado foi de 194.426

casos 9,
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Quadro 4: Incidéncia de malaria no ano de 2018 da Regido Amazonica por Estado.

Ministério da Salde.

Casos notificados de malaria, 2018 - Brasil
AM 71.729
PA 45.705
AC 26.306
RR 23.265
AP 15.246
RO 9.445
MA 935

MT 878

TO 25
Regido Amazénica 193.534
Regido Extra-Amazonica | 737
Brasil 194.271

ADAPTADO DE: http://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/45391-brasil-reduz-em-38-casos-de-
malaria-em-relacao-a-2018 99,

A populacdo mais exposta ao risco de contrair a infecgdo encontra-se na Regido

Amazonica com um registro de 193. 534 casos de malaria em 2018 © (Figura3).

Legenda

Risco de transmissdo
Sem transmissdo
Baixo risco

B Médio risco

B Alto risco

0 500 1000 1500 km
I

Figura 3: Mapa de risco da malaria por municipio de infecgdo, Brasil, 2018. - ADAPTADO
DE: Sivep-Maléria e Sinan/SVS/MS 2),


http://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/45391-brasil-reduz-em-38-casos-de-malaria-em-relacao-a-2018
http://www.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/45391-brasil-reduz-em-38-casos-de-malaria-em-relacao-a-2018
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O Estado do Amazonas é a unidade federativa mais afetada, com registro de
71.729 casos em 2018. No ano de 2017 foram registradas 74.000 ocorréncias da
patologia. E aproximadamente 45.000 casos em 2016. Esse elevado nimero de ocorréncia
acompanha os registros da malaria nas Ameéricas identificada pela OPAS em sua
atualizacio epidemioldgica 9,

O Amazonas registrou cerca de 23,8 mil casos de malaria no primeiro semestre
deste ano. No mesmo periodo de 2018, foram 36,7 mil registros. A maioria dos
municipios do Amazonas segue diminuindo a incidéncia de malaria, mas, por outro lado,
a malaria cresceu de forma considerdvel em algumas cidades. Pauini registrou um
aumento, foram 314 casos, neste ano, contra 110, no mesmo periodo do ano passado. No
estado, é a doenca mais notificada 4.

No Brasil, o estado do Amazonas é considerado o de maior risco de transmisséo
da doenca, que se concentra principalmente em areas ribeirinhas e indigenas. Atualmente,
0 estado do Amazonas possui 10.768 localidades cadastradas no Sistema de Vigilancia
Epidemioldgica da Malaria do Ministério da Saude. Destas, 4.487 tém transmisséo ativa
da doenca 5

A cidade de Manaus tem sido referéncia na notificacdo de casos graves entre a
populagdo amazonense para a malaria, fazendo com que, mesmo no periodo de suposto
siléncio epidemioldgico da malaria ocorrido no periodo de 1975 a 1988, fossem
registrados casos da doenca no municipio. Esses casos, depois de exaustivas

investigacOes epidemioldgicas, foram considerados “casos importados” ©®

1.3.2. Maléria Vivax

Estudos teorizam que o Plasmodium vivax foi introduzido na América do Sul com
as primeiras migra¢6es humanas, entre vinte mil anos atrés (Figura 4) vindos do sul da
Asia e da Oceania. Esse fluxo migratorio permitiu a melhor compreenséo da maior
diversidade genética do P. vivax no Brasil, quando comparada a Africa, lugar de origem
da outra espécie causadora da malaria, o P. falciparum ©7:%),

O Plasmodium vivax possui ciclo de vida com formas hepéaticas em estagio de
laténcia, denominadas hipnozoitos, que permitem a sobrevivéncia do parasito mesmo

naqueles periodos onde o vetor anofelino se encontra ausente, responsavel pelo
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reaparecimento da doenca em areas endémicas, dificultando o controle e a eliminacéo da
maléria %100

Concomitantemente com o0 reaparecimento da doenca, tem-se observado, que
algumas infec¢des pelo P. vivax podem evoluir para casos graves, muito semelhantes aos
relacionados com o P. falciparum como sindrome respiratoria aguda, malaria cerebral e
plaquetopenia em pacientes com maléria vivax, pois apesar de exibir baixa biomassa
parasitaria em pessoas infectadas devido a especificidade do parasita em infectar apenas
reticuldcitos, a infeccdo por P. vivax desencadeia respostas inflamatorias mais elevadas e
exacerba os sintomas clinicos (102-109),

A resisténcia do P. vivax a cloroquina ou limitagédo do tratamento por deficiéncia
na desidrogenase da Glicose 6-fosfato também sdo aspectos desafiantes no
estabelecimento da cura parasitolgica dessa espécie de malaria (°9),

A complicacdo grave tem proporcionado internacdo de Vvarios pacientes em
unidades de terapia intensiva, com progndéstico ruim, ainda pelo desconhecimento de uma
terapia eficaz. A frequéncia dos casos da maléria grave por P. vivax em &reas endémicas

do Brasil tem sofrido um aumento nos ultimos anos 97!

Figura 4: Fluxo Mundial de Plasmodium vivax nos ultimos 25 mil anos. As espessuras
das setas indicam a intensidade do fluxo génico entre as regides e a dire¢do das setas o

fluxo ao longo dos anos, tendo a Africa como ponto inicial. - ADAPTADO DE: Rodrigues,
Priscila thihara, 2017 ©9),
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1.3.3. Antigeno Duffy e Malaria

O perfil da populacdo Africana em relacdo a alta frequéncia do antigeno Duffy
leva alguns autores a levantarem a hipotese de que apesar da ocorréncia, a malaria por P.
vivax se encontra reduzida na regido, devido os eritrocitos resistentes a infeccdo malarica
por esta espécie de Plasmodium @

Estudos demonstraram que a gpFy, além de se ligar a varias quimiocinas, também
pode atuar como facilitador no processo de invasdo dos eritrocitos para o Plasmodium
vivax %) Os antigenos do sistema sanguineo Duffy acabam funcionando como
receptores para os ligantes merozoitas do P. vivax o0s quais contém os dominios DBL
(Duffy Binding Ligand)®%:

Cavasini e colaboradores (2007) relataram elevada frequéncia dos alelos FYA e
FYB entre pacientes com malaria vivax, concluindo que os genotipos, FYA/FYB e
FYA/FYA estdo relacionados a uma elevada frequéncia de infec¢do pelo Plasmodium
vivax, sugerindo que estes individuos possuem um risco maior a infec¢do pelo parasito
(109).

Em um estudo realizado no Estado do Amazonas foi demonstrado que 0s
genotipos FYA/FYB e FYA/FY A estdo associados ao aumento da frequéncia de infeccao
pelo P. vivax. Entre os demais gendtipos encontrados, o FYA/FYBES e FYB/FYBE®
estiveram associados a diminuicdo da taxa de infeccdo, enquanto o FYA/FYX e
FYBJ/FYX estiveram associados ao baixo nivel de densidades Parasitarias 1

Estudos tém demonstrado um aumento do nimero de relatos de malaria grave
causada por Plasmodium vivax, que por muito tempo foi um parasita associado a malaria
benigna. A patogénese dessas complicacdes ndo é conhecida, mas pode envolver fatores
dependentes do parasita e do hospedeiro, assim como a malaria grave por P. falciparum;
representa um vasto campo de estudo, em nivel clinico e molecular, principalmente em
regides endémicas de malaria, para uma melhor investigagdo dos mecanismos envolvidos
na gravidade por P. vivax. Estudos desse tipo contribuiriam para estabelecer uma forma
de manejo clinico especifico e tratamento adequado para a populacdo vitima dessas
complicagdes (11 12)

A hipotese maléarica na evolucdo genética humana propde que determinados
polimorfismos, especialmente os que afetam os eritrocitos, ocorrem em elevada

frequéncia porque protegem contra os efeitos da infecgdo malarica 3
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O grande impacto econémico produzido em areas endémicas de infeccdo por P.
vivax, mostra que o tema nao deve ser subestimado visto que os principais desafios dessa
espécie de malaria relacionam-se ao seu tratamento, também pela escassez de estudos
clinicos para a padronizacdo de novos protocolos de antimaldricos analogos a
primaquina em seu efeito hipnozoiticida. Mais estudos deveriam ser desenvolvidos a
fim de prover maiores esclarecimentos direcionados a sua patogénese e mecanismos de
resisténcia as drogas 14

A regido possui em sua geografia areas endémicas de malaria, o que constitui
fator de risco a essa populagéo, considerando que individuos afetados por diferentes
condicbGes genéticas podem sofrer hemolise por uso do antimalérico primaquina,
tornando assim necessaria a realizacdo deste estudo em individuos residentes em &reas

de risco de transmissdo de malaria V-

1.4. Doadores de Sangue

O sangue é um tecido vivo que tem como principais funcdes transportar o
oxigénio dos pulmdes para o corpo, defender o organismo contra infec¢des e promover
a coagulagdo. Recolhe também todos os residuos que se formam nos 6rgéos e os leva
até os rins para serem eliminados através da urina. E composto por plasma, hemécias,
leuctcitos e plaquetas 19,

No Brasil, a demanda crescente por sangue e seus derivados se faz sentir de forma cada
vez mais preocupante. A quantidade total de doadores de sangue no Brasil corresponde, a cada
ano, a menos de 1% da populagdo (119,

A doacdo de sangue é voluntario e auxilia pessoas que se submetem a tratamentos
e intervencdes médicas de grande porte e complexidade, como transfusdes, transplantes,
procedimentos oncoldgicos e cirurgias. Além de pessoas que submetem a
procedimentos e intervencdes médicas, o sangue também é indispenséavel para que
pacientes com doencas cronicas graves. O procedimento para doacdo de sangue é
simples, rapido e totalmente seguro. Ndo ha riscos para o doador, porque nenhum
material usado na coleta do sangue é reutilizado, o que elimina qualquer possibilidade
de contaminagéo 17,

No Brasil, pessoas entre 16 e 69 anos podem doar sangue. Além disso, € preciso
pesar, no minimo, 50 quilos e estar em bom estado de saude. O candidato deve estar

descansado, ndo ter ingerido bebidas alcodlicas nas 12 horas anteriores a doagdo e ndo
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estar de jejum. A frequéncia maxima é de quatro doacgdes anuais para 0 homem e de trés
doagdes anuais para a mulher. O intervalo minimo deve ser de dois meses para 0s
homens e de trés meses para as mulheres 19),

Para se obter seguranca dos produtos sanguineos a serem utilizados em
transfusdes, rigidos parametros de qualidade devem ser seguidos. Entende-se por
seguranca transfusional o conjunto de medidas quantitativas e qualitativas adotadas que
vise um menor risco aos doadores e receptores de sangue, além da garantia de estoques
estratégicos de sangue capazes de atender a demanda transfusional. Em que pese todo o
avanco na busca de seguranca transfusional, "néo existe transfusdo isenta de riscos" -
121) Nisto estd a importancia de se cumprir com eficiéncia o ciclo hemoterapico cujo
processo se inicia com a captacdo e selecdo de doadores, seguindo-se a triagem
soro-l6gica e imunohematoldgica, processamento e fracionamento das unidades
coletadas, dispensacdo, transfusdo e avaliagdo pds transfusional 22124,

No entanto, a transfusdo de sangue proveniente de doadores com deficiéncia de
G6PD ¢é menos eficaz, visto que as hemécias destes individuos apresentam deficiéncia
nas defesas antioxidantes, sendo mais vulneraveis a hemdlise extra e intravasculares na
presenca de estresse oxidativo, além de poderem sofrer lesdes de estocagem exageradas,
com diminuic&o das suas sobrevidas 129,

Por ser assintomética e ndo afetar a diminuicdo das concentracBes de
hemoglobina e hematocrito, pessoas com deficiéncia de G6PD néo sdo incapazes de
obter sangue do doador. Esse fato tem sido constantemente debatido em congressos e
artigos nacionais e internacionais que levantam observacOes sobre a propensdo de
doacGes de doadores com deficiéncia, diminuindo a sobrevida devido a uma maior
tendéncia a hemolise durante o armazenamento e que transfusGes desses doadores
podem piorar o receptor da clinica 26127,

Apesar da gravidade, poucos estudos correlacionam polimorfismos da G6PD
concomitantemente as variantes do antigeno Duffy. Acreditamos que esta associa¢do
exista e, além disso, ajudardo melhorar e acrescentar maiores informacdes destes para o
tratamento, acompanhamento e epidemiologia da clinica da doenca.

A elevada frequéncia principalmente relacionada a de maléaria vivax grave vem
ocorrendo ainda sem o completo conhecimento de suas causas e complicagdes. Devido
a isso acreditamos da necessidade de estudos maiores de fatores de riscos,
principalmente porque acreditamos que a genotipagem preditiva de genes pode ser

benéfica aos pacientes tratados através de terapia com farmacos, pois pode prevenir
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anemias mais severas, sendo a causa direta mais comum correlacionada com a clinica
grave nestes individuos, através da administragdo correta para cada individuo. Isso
certamente poderd vir a melhorar os desfechos terapéuticos em relagdo a eficicia e a

seguranca numa fracéo significativa de pacientes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificar as variantes do antigeno Duffy e polimorfismos genéticos da
Desidrogenase na Glicose 6-fosfato em pacientes diagnosticados com malaria vivax grave
e ndo complicada e mutagOes da G6PD em doadores de sangue.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar os genotipos e fenotipos do antigeno Duffy;

e Determinar os polimorfismos ¢.202 G>A / ¢.376 A>G (A-); 680 G>T /968 T>C
(A-); Mediterranean (c.563 C>T); Santamaria (c.542 A>T + c.376 A>Q0);
Santiago de Cuba (c.1339 G>A); Chatham (c.1003G>A) nos genes da enzima da
Desidrogenase da Glicose 6-fosfato em doadores de sangue da Fundacdo
HEMOAM,;

e Identificar (A-) ¢.202 G>A / c. 376 A>G em pacientes de maléria vivax grave e
ndo complicada;

e Associar os fenotipos e genétipos Duffy com os polimorfismos na G6PD, frente

a clinica da malaria por P. vivax.
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3. CASUISTICA E METODO

3.1. Casuistica

No periodo de marco de 2013 a janeiro de 2018 foram coletadas amostras de
sangue de individuos, de ambos os sexos, que se dirigiram a Fundacdo de Medicina
Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado — FMT-HVD, identificados com malaria por P.
vivax, bem como doadores de sangue que compareceram a Fundacdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas-HEMOAM, na cidade de Manaus, estado
Amazonas.

Entre os pacientes de maléaria foram selecionados, um total de 225 individuos
participantes, primoinfectados de malarias, sem infeccdo com outro tipo de plasmadio,
sem outra doenca associada, de qualquer género, idade e cor, diagnosticados com malaria
grave (internados) e ndo complicada (ambulatoriais) de ambos o0s sexos, oriundos da
Fundacéo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HDV), atendidos na
Enfermaria de Pesquisa Clinica (PESCLIN) deste hospital, com os dados obtidos dos
prontuarios atendidos no periodo de mar¢o de 2013 a abril de 2016.

No periodo de agosto de 2017 a janeiro de 2018, este grupo de estudo realizou a
coleta de 1222 amostras de doadores de sangue na Fundacdo HEMOAM. Todos os
individuos aptos a doacgdo, sem antecedentes de malaria foram inclusos no trabalho.

Foram incluidas no estudo as amostras de individuos ndo aparentados, naturais
somente da Regido do Estado do Amazonas.

As coletas foram realizadas apenas ap0s a concordancia e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Este projeto enquadra-se subprojeto de dois trabalhos maiores aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP), baseando-se na Plataforma Brasil pelos pareceres a
seguir supracitados:

o N° 343/2009, protocolo de n° 25.000.011.792/2009-15 - Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) - Caracterizacdo clinica da malaria complicada por

Plasmodium vivax.

o N° 343/2009, protocolo de n°® CAAE-0004.0.112.000-11 - Comité de Etica em
Pesquisa da Fundacdo de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado - Estudo dos

polimorfismos DUFFY em pacientes infectados com Plasmodium vivax.
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Todo o trabalho foi desenvolvido de acordo com os critérios da Regulamentagéo
de Bioética no Brasil, Resolucao 466/2012 do Conselho Nacional de Saide e Resolucéao
Complementar 28, Os experimentos seguiram as normas de Biosseguranca de acordo
com a Lein® 11.105 de marco de 2005, seguindo as normas técnicas existentes no manual
de biosseguranca da FIOCRUZ (Comissdo Técnica de Biosseguranca da FIOCRUZ) 129,

Durante o periodo de estudo e coletas, as amostras ficaram sob responsabilidade
do Prof. Dr. José Pereira de Moura Neto, na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UFAM, mantidas de acordo com os critérios da resolucdo CNS 347/2005, devidamente
etiquetadas com codigo numérico garantindo o sigilo e a confidencialidade do doador,
bem como a possibilidade de contato com 0 mesmo.

Todas as informacBes obtidas através das analises das amostras coletadas
permanecem sob sigilo e sé possuem acesso as mesmas a equipe clinica e pesquisadores.
Quaisquer individuos ou responsaveis que ndo autorizassem sua participacdo ou de seu
relativo no presente estudo, ndo tiveram sua amostra e dados incorporados ao banco,

sendo devidamente excluidos.
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3.2. Obtencédo das amostras

Foram coletados aproximadamente 05 mL de sangue periférico em tubo contendo
como anticoagulante o EDTA (sal disddico do acido etilenodiaminotetracético) na
concentracdo de 1,5 mg/mL para realizacio do hemograma, onde posteriormente
aliquotas foram colocados em tubos de 1,5 mL para realizacdo da extracdo do DNA
nuclear. Outros 06 mL foram coletados em tubo sem aditivo anticoagulante para analises

bioquimicas.

3.3. Analises Hematoldgicas

Imediatamente apos a coleta de sangue, as determinaces hematoldgicas foram
realizadas em analisado automatizado-Pentra XL/ABX 80 Horiba® (HoribaDiagnostic
Montpellier -France) e as dosagens bioquimicas em equipamento também automatizado
Bioclin 3000.

No contexto da avaliacdo hematoldgica, todos os hemogramas foram realizados
através do principio de impedancia e, posteriormente, seguiu-se a extracdo de DNA

nuclear.

3.4. Extracdo do DNA

A extragdo do DNA foi realizada pelo kit BIOPUR Extragcdo Mini Spin Plus®
(Curitiba, PR), seguindo as recomendacdes do fabricante. Duzentos microlitros (uL) de
sangue total, colhidos previamente em EDTA, foram adicionados com 25 pL de Proteinase
K em microtubo de centrifugacdo (1,5 mL) estéril. Apos, foi adicionado o Tampao de Lise e
homogeneizado vigorosamente em vorteX, seguindo de encubagdo da 56°C por 15 minutos.
No proximo passo, 0 processo de lavagem ocorreu adicionando tampé&o especifico contendo
etanol. A transferéncia para os tubos de coleta com filtrado ocorre duas vezes, na primeira
com adicdo da solugdo de lavagem Sl e, ap0s centrifugacdo, adicionada Solugdo de Lavagem
SIl. O tampé&o de Eluicdo e previamente aquecido a 56°C e a centrifugacdo final ocorre
durante 1 minuto a 11.000 x g (mini centrifuga KASVI, TecLab). A solucdo de DNA obtida
foi armazenada em —20°C até a realizacdo das analises. Todas as extracdes e passos seguintes

dos processos de Biologia Molecular foram realizados no Laboratorio de Biologia Molecular
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da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas sob os

cuidados do Professor José Pereira de Moura Neto.

3.5.1. Genotipagem do Antigeno Duffy

A etapa de amplificagdo do DNA foi dividida em duas. Primeiro uma PCR
convencional, onde a reagdo foi realizada em tampdo 15mM; MgCI2 (Cloreto de
Magnésio) 25mM; 200mM de dCTP + dGTP e 100mM de dATP + dTTP de mistura de
desoxirribonucleotideostrifosfatados (ANTPs); 0,25ul de cada primer; 5U da enzima Taq
DNA polimerase (Platinum Taq, Life Technologies, Gaithersburg, MD) e 5,0 uL de
DNA, em volume final de 50 pL. Para a determina¢do do grupo sanguineo Duffy e
mutacdo FYX (PCR Duffy) e outra para determinacdo da mutacdo do GATA Box (PCR
GATA).

Para visualizagdo dos fragmentos amplificados, aliquotas de 15 pL do produto da
PCR foram misturadas a 1,0 uL de tampé&o da amostra (Azul de Bromofenol) e aplicados
ao gel de Agarose a 1% (j& contendo a solugéo de brometo de etideo). Tampédo TAE 1x é
acrescido e submetido a corrida eletroforética (100V/200A) por 60 minutos. Em cada gel
de eletroforese foi aplicado 5uL do padrio de tamanho molecular (Ladder Ludwig
Biotec), para determinacdo do tamanho do fragmento amplificado. Em seguida, a
exposicao a luz UV e foto documentacdo foram realizados através do ENDUROTM GDS
Gel Documentation System.

Apos a confirmacédo da amplificacdo pela PCR, os produtos foram tratados com a
enzima de restrigdo utilizando 20 uL do produto da PCR, 2,0 uL de tampao e 0,1 pL da
enzima de restri¢cdo, para um volume final de 25 ul incubados por 37 °C overnight. O
produto da digestdo enzimatica foi observado em gel de agarose em diferentes
concentragdes de acordo com o tamanho do fragmento.

A genotipagem para 0s grupos do sistema sanguineo Duffy (PCR Duffy) foi
realizada com os oligonucleotideos sintéticos FYAB1 (5 TCC CCC TCA ACT GAG
AAC TC 3’) e FYAB2 (5 AAG GCT GAG CCA TAC CAG AC 3), apresentando uma
banda de 392 pb. Os produtos tratados com enzima de restricdo Banl e visualizado em
gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio. Os genotipos FYA/FYB
apresentaram duas bandas de 20 e 306 pb, respectivamente. O gene FY A apresenta apenas
a banda de 210 pb e o FYB de 306 pb.
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Para a verificacdo do polimorfismo -67 T—C no promotor do GATA Box foram
utilizadas as amostras com genétipo FYA/FYB e FYB/FYB. E para a PCR GATA
utilizamos os oligonucleotideos sintéticos FYN1 (5 CAA GGC TGA CCC CCATA3)
e FYN2 (5 CAT GGC ACC GTT TGG TTC AG 3’) seguindo o protocolo, a banda
apresentada foi de 189 pb. O produto da PCR GATA foi tratado com a enzima de restri¢cdo
Styl e seu produto da digestdo foi observado em gel de agarose 2,5%. Os gendtipos GATA
NORMAL apresentaram as bandas com 108 e 81 pb, enquanto os GATA MUTADO
apresentaram uma banda extra de 61 pb.

Para a verificagao do SNP 265 C—T e 298 G— A na regido codificadora do FYB
e para FYX foram utilizadas as amostras com genétipo FYA/FYB e FYB/FYB. A PCR
foi realizada seguindo o mesmo protocolo. O produto da PCR foi tratado com a enzima
de restricdo MspAl para verificar o SNP 265 C—T e com a enzima de restrigdo MWOLL
para o SNP 298 G—A, a visualizacdo em gel de poliacrilamida a 8%. Os gendtipos
mutados para o SNP 265 C—T apresentaram banda extra de 161pb e os mutados para o

SNP 298 G—A apresentaram banda extra de 343pb.

3.5.2. Genotipagem da G6PD

As variantes genéticas da G6PD analisadas neste projeto foram escolhidas com
base no conhecimento prévio das frequéncias observadas mundialmente e sua
importancia clinica de acordo com a classificacdo da OMS (Quadro 5).

Para a caracterizacdo dos polimorfismos foi utilizada a técnica de PCR em Tempo
Real (QPCR) com o equipamento QuantStudio 3 (AplliedBiosystemsThermo Fisher
Scientific®) utilizando sondas TagMan® especificas para a amplificacdo (Quadro 6). A
reacdo de amplificacdo foi realizada para um volume final de 12ul/reacdo, contendo 5
uL de 2x TagMan Universal Master Mix, 0,3 uL de 20x SNP Genotyping Assay, 4,8 uL
de agua esterilizada e 2,0 uL de DNA (~100ng) da amostra.

Quadro 5: Variantes da G6PD, seus éxons e classes.

Polimorfismos Localizacéo Exon classe
(A-) VALG6SBMET (202 G/A) G/A 4 Classe IlI
(A+) ASN126ASP (376 A/G) A/G 5 Classe 11
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(Mediterranean) SER188PHE (563 563T/C 6 Classe Il
CIT)

(Santamaria) ASP181VAL (542 542T/IA 7 Classe I11
AIT)

(Chatham) ALA335THR1003 G>A 1003G/A 9 Classe Il

(A-) LEU323PRO (968 T/C) 680C/T 10 Classe 111

(Santiago de Cuba) GLY447ARG 1339G/A 11 Classe |

(1339 G/A)

Quadro 6: Identificacdo das sondas para a técnica de PCR em Tempo Real.

Polimorfismos Identificacdo
(A-) VALGSMET (202 G/A) rs1050828
(A+) ASN126ASP (376 A/G) rs1050829
(Mediterranean) SER188PHE (563 C/T) rs5030868
(Santamaria) ASP181VAL (542 A/T) rs5030872
(Chatham) ALA335THR1003 G>A rs5030869
(A-) LEU323PRO (968 T/C) rs76723693
(Santiago de Cuba) GLY447ARG (1339 G/A) rs37852317

3.6. Andlises Estatisticas

Os resultados obtidos dos experimentos realizados foram digitados em banco de
dados nos Software GraphpadPrism 5.0 (Graphpad Software, San Diego, CA-USA) e
SPSS versdo 19, de acordo com o tipo de variavel.

A andlise de varidveis qualitativas ou categdricas de trés ou mais grupos foi
realizada pelo teste ndo paramétrico do Qui-quadrado (x2), devidamente corrigido pelos
testes de Mantel-Haenszel e Yates. Na analise de apenas dois grupos categoricos, as
analises serdo realizadas pelo teste exato de Fisher. Os intervalos de confianca em 95% e
a razdo de prevaléncia calculados para essas variaveis. As andlises de correlagdo
realizadas utilizando os coeficientes de Pearson’s para os dados de distribuicdo continua
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e os coeficientes de Kendall's tau-b e Spearman para os dados com distribuicdo nao
normal.

Para a analise estatistica do sistema Duffy foram realizadas as regressdes
necessarias em testes de associacdes para eliminar variaveis de confundimento com
género e idade.
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Abstract

Over a third of the world’s population lives at risk of potentially severe Plasmodium vivax
malaria. Unique aspects of this parasite’s biology and interactions with its human host
make it harder to control and eliminate. The dehydrogenase deficiency Glucose-6-
phosphate and Duffy-negative blood group are two red blood cells variants that confer
protection against malaria. Molecular genotyping was performed in 225 patients with
severe and non-severe living malaria, revealing 29 (12.94%) carriers of G202A SNP and
43 (19.19%) for A376G. For the Duffy 70 genotype (31.11%) were phenotypes as (a+b-
), 98 (43.55%) (a+b+), 56 (24.9%) (a-b+) and 1 (0.44%) (a-b-). The FYA/FYB genotype
was more frequent in both non-severe and severe malaria. However, it was more frequent
when SNP A376G was also present. In women, the FY*01/FY*02 allele concomitantly
with A376G was more present in non-severe malaria, while in men this synergism was
more frequent in severe malaria. In addition, G202A/A376G genotypes were more
frequent in severe malaria, with ¢.202 (RR=5.57 - p<.001) and A376G (RR:4.49 - p<.001)
strongly associated with the trials. malaria (P.001). Parasite count and density were not
observed in the G6PD / Duffy association. However, when the GATA mutation did not
have the FYA/FYBES genotype, parasitic density decreased significantly (p=.007).
Additional research on G6PD and Duffy antigen deficiency has been valuable, especially
focusing on densely populated areas. We conclude that G202A and A376G SNPs were
risk factors for the development of severe vivax malaria and that molecular diagnosis

before treatment may be necessary in the Amazonian population.

Keywords: malaria severe; G6PD; System Duffy; P. vivax
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INTRODUCTION

Malaria is a disease transmitted by the female Anopheles mosquito, and its
etiological agent is a protozoan of the genus Plasmodium. In Brazil, the species
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum and Plasmodium malarie are found. The
other species that cause human malaria are Plasmodium ovale and Plasmodium
Knowlesi 9,

Malaria is one of the most serious public health problems worldwide, and in
tropical and subtropical regions it is the parasitic disease that causes the biggest social
and economic problems ©®. In Brazilian epidemiology, most cases are given by P.
vixax with about 90% of cases with the year 2018 registering values above 33,000 cases
only in the state of Amazonas ©.

Susceptibility to malarial infection covers even those who have contracted the
disease several times. However, its severity depends on the relationship between the host,
its immunological vulnerability and Plasmodium ssp, the infecting species and parasitic
density. The main changes seen in individuals with malaria may be severe anemia,
coagulation disorders, prominent thrombocytopenia, and numerical or functional changes
in leukocytes with spleen involvement (0-12),

In endemic regions of P. vivax infection, there have been cases of clinical
complications and mortality, characterizing P. vivax malaria as a serious or even fatal
disease, uncommon characteristics in past patients (314,

This progression and aggravation of P. vivax malaria, although with little known

pathophysiology, is mainly associated with the establishment of anemia, occasionally due
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to the occurrence of severe hemolysis 517). Other pathophysiological events, such as for
example the oxidative stress, may influence the establishment of clinical conditions %
22)'

Some studies report Duffy glycoprotein acting as a possible facilitator in the
process of invasion of erythrocytes to P. vivax. Blood system antigens act as receptors
for P. vivax merozoite ligands that contain DBL domains across alleles. These Duffy
blood group system antigens (Fya, Fyb, Fy3, Fy5, Fy6) are encoded by two co-dominant
allelic forms FY *01 and FY *02 that differ by an SNP in position 125 of exon @7

The most frequent SNP found in the population is at position 67 T> C in the
GATA promoter region, characterized by the allele FY * 02N.01, silencer of Fyb
expression in erythroid cells, the Fy (a-b-) phenotype when in homozygous FY * 02N, 01
/ FY * 02N.01 @9,

Glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD) is an enzyme involved in the pentose
monophosphate pathway. Deficiency of this enzyme leads to free radical-mediated
oxidative damage to erythrocytes, causing hemolysis. It is linked to the highly prevalent
X chromosome, especially in people of African, Asian and Mediterranean descent ?%. In
female, some selective advantages with G6PD A-, characterized by the combination of
mutation A376G (c.376) with mutations: G202A (c.202), A542T, G680T or T968C, have
been shown to heterozygotes have selective advantage against severe malaria %33, By
selection, this G6PD deficiency becomes prevalent (8%) in populations where malaria is
endemic @4,

Considering that the clinical severity between endemic areas can be complex and
with multifactorial influence, among these participations of genetic factors, inherited
hemoglobinopathies and alterations in G6PD @3, becomes relevant in the investigation

of these comorbidities of P. vivax malaria cases from endemic areas, because also they
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may also be factors affecting phenotypic heterogeneity. Mainly because malaria caused
by P. vivax challenges control strategies and elimination ?%. The unique parasite biology,
which involves the formation and subsequent reactivation of latent forms in the liver, as
well as the ability to infect or vector before symptoms occur, favors the perpetuation of
its cycle @), In this regard, it is added the difficulty in tracking infected individuals due
to sub patent infections ),

The objective of this study was to determine the frequencies of Duffy alleles and
G6PD, ¢.202 and ¢.376 polymorphisms in malaria patients, relating susceptibility and

resistance to acquiring P. vivax infection.
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METHODOLOGY

This study was based on a cross-sectional model. Using as inclusion criteria
patients with diagnosis of severe (hospitalized) and uncomplicated (outpatient) malaria
of both sexes, coming from Dr. Heitor Vieira Dourado Tropical Medicine Foundation
(FMT-HDV), attended at the Clinical Research Ward (PESCLIN) of this hospital, with
data obtained from medical records attended from March 2013 to April 2016 in the City
of Manaus, State of Amazonas.

Research was initiated after formal release and acceptance by the institution in
question, FMTAM, approved by the Research Ethics Committee (CEP) and after signing
the Free and Clarified Commitment Term (FICF) by the individuals who were subject
to the research, in view the compliance with CNS Resolutions 196/96, aiming at the
patient's welfare.

The samples used in the study were carried out by two projects: - A larger one
entitled “Clinical characterization complicated malaria for Plasmodium vivax”,
approved by the National Research Ethics Commission (CONEP), in June 2009, by
Opinion No. 343/2009, protocol N0.25.000.011.792/2009-15, and another study
approved by the Research Ethics Committee of the Heitor Vieira Dourado Tropical
Medicine Foundation (FMT-HVD) (study number 343/2009), entitled “Study of
DUFFY Polymorphisms in patients infected with Plasmodium vivax “with opinion
number CAAE-0004.0.112.000-11 on 12/29/2011.

Approximately 05 mL of peripheral blood were collected in the tube containing
anticoagulant or EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid sodium salt) at a concentration

of 1.5 mg/ mL for blood count, where they were aliquots in 1.5 mL tubes for extraction.
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of nuclear DNA. Another 06 ml were collected in a tube without additive anticoagulant
for biochemical analysis.

Immediately after blood collection, hematological determinations were
performed on the automated counter - ABX Pentra 80 (HORIBA DIAGNOSTICS,

Montpellier, FR) and biochemists on the BECKMAN COULTER Inc, CA equipment.

DNA ANALYSIS

DNA was extracted from 200 pL of whole blood according to the QIAamp DNA
Mini Kit (QUIAGEN) manufacturer's protocol (Cat No./ID 51304). After extraction, the

DNA was quantified in the NanoDrop 2000 equipment, remaining stored at -20°C.

DUFFY GENOTYPING

The DNA amplification step was divided into two. First a conventional PCR for
amplification of the sequence of interest followed by restriction enzyme cutting by PCR-
RFLP technique, one for Duffy blood group (Duffy PCR) and one for GATA Box
mutation (GATA PCR).

Genotyping for Duffy blood system groups was performed with synthetic
oligonucleotides FYAB1 (5 'TCC CCC TCA ACT GAG AAC TC 3") and FYAB2 (5'AAG
GCT GAG CCATAC CAG AC 3).

Amplified products were visualized on 1.5% agarose gel stained with ethidium
bromide. After PCR amplification was confirmed, the products were process with Banl

restriction enzyme and incubated for at least 4 hours at 37°C.
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The enzyme digestion product was observed on 1.5% agarose gel visualized with
ethidium bromide.

For the verification of SNP -67 T> C in the GATA Box promoter, samples of the
FYA/FYB and FYB/FYB genotypes were used. And for PCR GATA, we used the
synthetic oligonucleotides FYN1 (5 'CAA GGC TGA CCC TA 3) and FYN2 (5 'CAT
GGC ACCGTTTGG TTC AG 3)).

The PCR GATA product was treated with a Styl restriction enzyme and incubated
for at least 4 hours at 37 °C. The enzyme digestion product was observed on 2.5% agarose
gel. GATA NORMAL genotypes were shown as 108 and 81bp bands, while GATA
MUTADO showed an extra 61 pb band.

Samples with genotype FYA/FYB and FYB/FYB were used to verify the Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) 265 C — T and 298 G — A in the FY *01W.02 coding
region and for FY X.

The PCR product was treated with restriction enzyme MspAl to verify SNP 265 C
— T incubated for 4 hours at 60 °C and Mwol restriction enzyme for SNP 298 G — A
incubated for 4 hours at 37 ° C, visualization in 8% polyacrylamide gel. The mutated
genotypes for SNP 265 C — T had an extra band of 161 bp and the mutated ones for SNP

298 G — A had an extra band of 343 pb.

G6PD GENOTYPING

For the characterization of the polymorphisms, the Real Time PCR (qPCR)
technique was used by QuantStudio 3 equipment (Apllied Biosystems Thermo Fisher
Scientific®) using TagMan® probes specific for each polymorphism. The amplification

reaction was performed for a final volume of 12uL / reaction, containing 5uL of 2x
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TagMan Universal Master Mix, 0.3uL of 20x SNP Genotyping Assay, 4.8uL of sterile
water and 2.0uL of DNA (~ 100ng) of the. sample.

The G6PD gene variants analyzed in this project were chosen based on prior
knowledge of globally observed frequencies and their clinical importance according to

the WHO classification.

STATISTICAL ANALYSIS

The data obtained were entered into a database using Graphpad-Prism 5.0
Software (Graphpad Software, San Diego, CA-USA) and SPSS version 19, according to
the variable type.

The analysis of qualitative or categorical variables of three or more groups was
performed by the non-parametric Chi-square test (x2), duly corrected by the Mantel-
Haenszel and Yates tests. In the analysis of only two categorical groups, the analyzes
were performed by Fisher's exact test. Confidence intervals of 95% and prevalence ratio

were calculated for these variables.

RESULTS AND DISCUSSION

P. vivax positive patients attending at Tropical Medicine Foundation of
Amazonas, hospital in Manaus, Brazil with confirmed diagnosis for monoinfections were
enrolled to study Duffy/G6PD genotypes and its implications in disease pathogenesis.
Patients with comorbidities, Hemoglobinopathies, mixed Plasmodium infections and

virus infection were excluded from this study.
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To do classification the patients of malaria in patients into uncomplicated or
severe, we used criteria described by World Health Organization (WHO) @),

A total of 225 patients diagnosed with P. vivax malaria were included in the study,
of which 52.4% were male.

The genotyping to ¢.202 showed 29 (12.9%) patients positive, being 4.4%
heterozygotes and 0.44% homozygotes for females, while 8% hemizigotes for males. The
¢.376 polymorphism was identified in 43 (19.1%) patients, being in females 18 (8%)
heterozygotes and 2 (0.88%) homozygotes, while 23 (10.22%) hemizygous in males.

Analysis of the Duffy System among the population showed a phenotypic
distribution of 70 (31.1% - fy (a+b-), 98 (43.55% - fy (a+b+), 56 (24.9% - fy (a-b+) and
1 (0.44% - fy (a-b-).

The table 1 show the genotypic distribution for the Duffy System, with
predominance of genotype FYA/FYB in the population. Our results showed that Manaus-
AM has individuals with three more frequently Duffy phenotypes (a+b+), (a+b-) and (a-
b+) expressing Fya and Fyb antigens.

The FYA/FYB genotype has been more present in uncomplicated and severe
malaria, 45.3% and 39.2%, respectively (Figure 1). Being more expressive and with more
severe clinic when ¢.376 was present. In females, the FY*01/FY*02 allele plus ¢.376 was
more present in cases of uncomplicated malaria, the males this combination was more
frequent in severe malaria cases.

Furthermore, when it was compared clinical of malaria with G6PD genotypes
€.202/c.376 demonstrated a higher frequency of severe malaria to ¢.202 (RR =5.57, 95%
Cl: 2.25-17.79, p<.001); c.376 (RR: 4.49, 95% CI: 1.99-8.43, p<.001) strongly associated

with previous malaria episodes (p<.001) (Table 2).
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For ¢.202, the highest frequency among female was of the phenotype fy (a+b+)
and fy (a+b-) in cases of severe malaria. was not the same for the phenotype (a-b+)
frequent among cases of uncomplicated malaria. In males, the all phenotypes Duffy were
more frequent in severe malaria, with fy (a+b-) the largest representation of cases. For
¢.376, we observed a higher of cases of polymorphism for the fy (a+b) phenotype in
patients with severe malaria, with a record of 47.36% in males (data no showed).

The only allele FY * 02N.0/FY * 02N.01, responsible for the fy (a-b-) phenotype,
was found in a patient female with Uncomplicated malaria, negative for ¢.202 and c.376.

For uncomplicated malaria, the ¢.202 and ¢.376 frequency represented a decrease,
especially when these polymorphisms were concomitantly present. Severe malaria
showed no frequency variations for ¢.202, but, in the presence of A376G there was a
slight decrease. When compiling ¢.202 and ¢.376 with the GATA mutation, we observed
low frequency in uncomplicated malaria, but not significant, despite a slight decrease in
frequency. For severe malaria, the presence of joined polymorphisms showed a moderate
frequency variation (Figure 2).

Results showed no statistically significant association for women with P. vivax
infection, nor the frequency of mutated Duffy alleles. The authors do not speculate about
the race of the participants due to the strong regional ancestral mix found in the
Amazonian caboclos, which originate with the arrival of Caucasians and blacks in
indigenous lands (Data no showed).

When we associate the parasite count and density between the Duffy antigen
genotypes and phenotypes, have no significant result. However, they have high levels in
the fy (a-b+) phenotype, followed by fy (a+b-) and fy (a+b+) and fy (a-b+) phenotype
(Figure 3). Interestingly, when the GATA mutation was present in the FYA/FYBES

genotype, parasitic density decreased significantly (p=.007) (Figures 3, 4).
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The high frequency of the FYA/FYB genotype and the fy (a+ b+) and fy (a+b-)
phenotypes recorded in cases of malaria in our study corroborate with Cavasiniet al.
(2007) who correlated the high frequency of the FY * 01 and FY * 02 alleles among vivax
malaria patients, concluding that the FYA/FYB and FYA/FY A genotypes are related to
a high frequency of Plasmodium vivax infection, suggesting that these individuals present
a higher risk of being affected by the disease ©©).

A study in Amazonas showed that the FYA/FYB and FYA/FYA genotypes are
associated with increased frequency of P. vivax infection. while FYA/FYX and
FYB/FY X were associated with low parasitic density levels 7

The only case of null Duffy found supports the suggestion of a possible
advantageous selection, driven by defense mechanisms against P. vivax. in endemic areas,
corroborating the literature that advocates Duffy's negative blood group as a protective
factor against P. vivax malaria %39

In a study conducted in Sdo Paulo, the phenotypic frequencies found in blood
donors for Duffy blood system antigens were 19.8% for Fy (a+b-) in Caucasians and
14.0% in blacks, the Fy phenotype. (a+b+) in 41.4% of Caucasians and 1.6% of blacks,
the phenotype fy (a-b+) in 37.8% of Caucasians and 17.5% of blacks and the fy (a-b-)
phenotype in 1.1% of Caucasians and 66.9% of blacks “°

Our results clinical evidences to support the hypothesis that G6PD deficiency
don’t confers decreased risk of severe malaria infection (Table 3). There are still many
controversies in both cases showing no effect on the occurrence of uncomplicated malaria
in hemizygous males and heterozygous females. However, our results showed that
independent if male or female confirm no protection against severe malaria.

For the process of parasite invasion into red blood cells, Duffy protein is

functionally important, and it has been shown that regions where malaria transmission
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rates are average, as in the inhabitants of the Amazon, this protein is naturally
immunogenic “Y-

In a study with vivax malaria patients the FY*01 and FY*02 alleles were found to
have low, medium and high parasitic density, but in the presence of the GATA mutation,
genotypes with alleles FY*02N.01 and FY*02W.01, were found only in patients with
low parasitic density and low symptomatology “.

In the state of Para, a study with an African descent population, the presence of
¢.202 was 0.060, with the Duffy blood group revealing 24.3% of people as Duffy negative
and 41.3% heterozygous for EF * BES. The frequency of the AF * BES allele was 41.0%.
Concluding a need to monitor G6PD deficiency for the use of primaquine in the routine
care of Afro-descendant communities of the Trombetas, Erepecuru and Cumna rivers,
assessing the risks of hemolytic crisis in case of recurrence of malaria in the region “3,

In recent decades, studies have revealed the complexity of the Duffy system at its
levels phenotypic and genotypic and mutations of G6PD (A-) with a significant impact
on the distribution of human populations in areas where malaria is endemic. The Duffy
system and the G6PD are, therefore, a polymorphic system that offers great challenges to
researchers not only for their academic importance, but also for their potential
applications in the treatment involving vivax malaria, where there is a natural selection
population and that natural adaptation in an endemic malaria area can lead to mechanisms

partial defense against P. vivax. 4447
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CONCLUSION

This study reports the frequency of G202A and A376G mutations and Duffy
alleles in patients with severe and uncomplicated malaria in Manaus-Amazonas;

Mutations G202A and A376G were a risk factor for the development of severe
vivax malaria;

Molecular diagnosis of G202A and A376G in patients diagnosed with malaria
before treatment may be necessary in the Amazonian population;

Genotypes with heterozygous GATA mutations were not a protective factor
against malaria;

Uncomplicated malaria showed greater frequency variation with the presence and

absence of the GATA and G6PD mutations than severe malaria.
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Table 1. Allele frequency of the Duffy blood group from vivax malaria patients.

Alleles Percentage
Phenotypes

(%)
Fy (a+b-) FY * 01/ FY * 01- (FYA/FYA) 15,11
Fy (a+b+) FY * 0L/FY * 02- (FYA/FYB) 42,66
Fy (a+b-) FY * 01/FY * 02N.01 -(FYA/FYBES) 16
Fy (a+ ") FY * 01W.02 - (FYA/ FYA E5) 0,88
Fy (a-b+) FY * 02/ FY * 02 -(FYB/FYB) 16
Fy (a-b+) FY * 02/FY * 01N.01 -(FYB/FYB®) 8,88
Fy (a-b-) FY * 01N.01/ FY * 01N.01 - (FYB &/ FYB &) 0,44

Table 1 shows the phenotypes, the respective alleles and their distribution in% among vivax malaria
patients. More frequently for the FYA / FYB genotype and less frequently for the null expression

genotype.



Table 2. Genotypic Frequency of G6PD among uncomplicated and severe from vivax malaria patients.
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MALARIA

G6PD

Genotypes Severe

Uncomplicated

N (%)
202 (GA/AA) 22 (26.2)

Wild Type 62 (73.8)

376 (AG/GG) 30 (32.6)

Wild Type 62 (67.4)

G202A/ A376G 17 (21,5)

Wild Type 62 (78,5)

N (%)
07 (6.0)

110 (94,0)

13 (10,6)

110 (89.4)

03 (2,7)

110 (97,3)

RR (CI)

5.57

(2.25-17.79)

4.09

(1.99-8.43)

10.54

(2.83-35.66)

p-value

<.001*

<.001

<.001**

PREVIOUS MALARIA

EPISODES
yes no

N (%) N (%)
17 (25.8) 08 (6.3)
49 (74.2) 118 (93.7)
25 (33.8) 17 (12.6)
49 (66.2) 118 (87.4)
13 (21.0) 07 (5.6)
49 (79.0) 118 (94.4)

RR (CI)

5.11

(2.02-12.63)

3.54

(1.75-7.13)

4.47

(1.68-11.88)

p-value

<.001*

.<.001*

<.001*

RR: relative Risk

Table 2 shows the association of G6PD mutations 202 and 376 with severe and uncomplicated malaria. The 376 mutation was associated with an increased risk of the

disease while the mutation with malaria episodes. These Relative Risk values increased when the mutations appeared together.

(CD): Interval of Confidence * 2 test (Yates’s corrected) * * Fisher’s exact testN: cases
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Table 3. Genotypic Frequency distribution of G6PD among uncomplicated and severe vivax malaria by GATA FY*ES Normal and Mutated
from vivax malaria patients.

GATA G202A A376G G202A / A376G
Malaria p-value p-value p-value
(FY*ES) Normal | Mutated Normal | Mutated Normal | Mutated
86 05 86 11 86 02
Normal
_ (94.5%) | (5.5%) (88.7%) | (11.3%) (97.7%) | (2.3%)
Uncomplicated A48T * A452%* H31**
24 02 24 02 24 01
Mutated
(92.3%) | (7.7%) (92.3%) (7.7%) (96.0%) | (4.0%)
45 13 45 19 45 09
Normal
(77.6%) | (22.4%) (70.3%) | (29.7%) (83.3%) | (16.7%)
Severe .181* .252* 107*
17 09 17 11 17 08
Mutated
(65.4%) | (34.6%) (60.7%) | (39.3%) (68.0%) | (32.0%)
131 18 131 30 131 11
Normal (87.9%) | (12.1%) (81.4%) | (18.6%) (92.3%) | (7.7%)
. 0 . 0 . 0 . 0 . (0] . 0
Total .087* .249* .043*
41 11 41 13 41 09
Mutated
(78.8%) | (21.2%) (75.9%) | (24.1%) (82.0%) | (18.0%0)

* x2 test (Yates’s corrected) * * Fisher’s exact test N: cases

Table 3 is associated with the presence of the GATA FYBES mutation and the G202A and A376G mutation in patients with severe and uncomplicated vivax malaria.
Demonstrating, although without statistical significance, that the GATA mutation together with the GBPD mutation was more present in severe malaria, representing a
possible association with the severity of the disease (p> 0.043). Contradicting studies that relate these mutations to protection against vivax malaria.
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Figure 1. Genotypic and phenotypic distribution of Duffy Antigens among uncomplicated and severe vivax malaria patients.

08 0 1,6 0
—a *
B33C-B33C ABX BB33C AB33C BB AA AB FY A-B- FY A-B+ FY A+B- FY A+B+

= Uncomplicated = Severe = Uncomplicated = Severe

Figure 1 demonstrates that the genotypes with null and weak expression were registered in patients with uncomplicated malaria and the FYAFYBES genotype
demonstrated greater registration in cases of severe malaria. The phenotype (a + b +) was the only one with the highest record of uncomplicated malaria cases.
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Figure 2. Distribution of ¢.202 and ¢.376 in the presence and absence of the GATA mutation among malaria patients.

G202AN G202A* A37EGN A376* 202/376 N 202/376 *

m Uncomplicated ® Severe =

G20ZAN G202A % G202A N G202A % ASTEGE N A3T76* ASTEG N A3TE* 202/376 N 202/376* | 202/376 N 202/376 %

GATAFY¥ES N GATAFY*ES * GATAFY*ESN GATAFY¥ES * GATAFY*ESN GATAFY*ES *

® Uncomplicated mSevere

Figure 2 at the top shows that the presence of G202A and A376G mutations were more frequent in cases of severe malaria, with the lowest frequency of uncomplicated
malaria cases as the concomitant presence of mutations. At the bottom, the GATA mutation has been associated with virtually all records of GATA / G6PD mutations
in cases of severe malaria.



Figure 3. Level of parasite and densities count by Duffy phenotypes found in the studied patients.
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Figure 3 demonstrated statistical significance (p = 0.003) for the parasitic density, mainly in the fy phenotype (a-b +).
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Figure 4. Level of parasite and densities count by Duffy Genotypes found in the studied patients.
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Figure 4 shows the BB genotype with the highest parasitic values, and when an FYB allele was present and expressed, these values were high. The parasitic density was
lower in the presence of the GATA mutation.
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Abstract

Background and Objectives: The Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) has the
main function of protecting red blood cells against oxidizing agents. Carriers of mutations
in the G6PD gene are asymptomatic. however, in the presence of oxidative agents, such
as some drugs, they may undergo hemolysis. There is limited knowledge of the frequency
of mutations in the Amazon Region and the aim of this study was to know the prevalence
of G6PD mutations and to characterize them among blood donors in the state of

Amazonas.

Materials and Methods: For the methodology, 1222 blood donors from the Amazonas
Hematology and Hemotherapy Foundation, 806 men and 416 women were selected, and
the characterization of G6PD was performed by the quantitative Real Time Polymerase

Chain technique for seven enzyme polymorphisms.

Results: 101 G6PD mutated blood donors were identified, corresponding to a total
frequency of 8.27%, leading to the characterization of the polymorphisms: A- ¢.202 G>A
/¢.376 A>G (A-) in 95 cases (7.7%) and 680 G>T / 968 T>C (A-) two cases (0.17%), for
the Mediterranean variant (c.563 C>T) three cases (0.25%) and for Chatham variant
(c.1003G> A) one case (0.08%). No carriers were found, Santamaria (c.542 A>T + ¢.376
A>G) and Santiago de Cuba (c.1339 G>A), a value found predominantly in heterozygous
women. Of the seven polymorphisms found, only two were not identified in the

population.

Conclusion: In the state of Amazonas, the prevalence of G6PD deficient blood donors is
not rare. Consideration should be given to routine screening for G6PD activity in blood
donors, as in addition to identifying deficient individuals, we can also try to prevent red

blood cell transfusion with enzymopathy in patients at risk of a hemolytic crisis.

Keywords: donors, G6PD, red blood cells, polymorphism; prevalence
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Introduction

Glucose-6-phosphate dehydrogenase is an enzyme present in the cytoplasm of all
cells in the human body, and its purpose is to assist in the production of substances that
protect them from being destroyed. Red blood cells depend exclusively on this enzyme
as the only source of NADPH production available and the main protection against
oxidative stress [1-3].

When its function is deficient, there is not enough NADPH production to detoxify
when production of reactive oxygen species (ROS) increases, which leads to oxidative
damage and early hemolysis. Moreover, the transformation of hemoglobin from reduced
form to oxidized form causes obstacles in oxygen circulation and transport, as well as
facilitating cell fragmentation in this process [4].

The heritability of G6PD deficiency is linked to the X chromosome, where men
are always affected and women only when in the homozygous deficiency state [5].

The G6PD coding gene has 13 exons and 12 introns, spread over about 20Kb of
genomic DNA, encoding 515 amino acids, in addition to the promoter region [6-9].

More than 400 different mutations have been described, most of which are simple
substitutions, causing many of them to decrease enzymatic activity, but never the total
loss of its activity, since it becomes incompatible with life [10].

Heterozygous women have two erythrocyte populations, half of which are normal
and the other deficient, and may, in some cases, present the majority with deficiency or
the majority with normal activity [11,12].

G6PD variants differ in Michaelis enzyme activity, electrophoretic mobility, and
constant for their substrates, glucose-6-phosphate (G6P) and nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADP) [13]. G6PD variants determine different degrees of
changes in enzyme activity and can be grouped into five classes based on their activity
[14].

Because it is asymptomatic and does not affect the decrease in hemoglobin and
hematocrit concentrations, people with G6PD deficiency are not unable to donors’ blood.
This fact has been constantly debated in national and international congresses and articles
that raise observations about the propensity of grants from donors with disabilities
decreased survival due to a greater tendency to hemolysis during storage and that

transfusions from these donors can worsen the clinic recipient. [15, 16].
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Based on these observations, associated with the unknown population frequency
for G6PD deficiency in Manaus city and even Amazonas state, our objective was to
determine the prevalence of the most frequent mutations in the Brazilian population
correlated with G6PD deficiency in blood donors from Manaus-Amazonas described
below: ¢.202/c.376 (A-); c.680/c.968 (A-); Mediterranean (c.563); Santamaria
(c.542+c¢.376); Santiago de Cuba (c.1339; Chatham (c.1003).

Methodology

This study was based on a cross-sectional observational model. Blood donors
attended at the Amazonas State Hematology and Hemotherapy Foundation (HEMOAM)
from August 2017 to January 2018 were randomly selected. A total of 1222 individuals
participated in the study, 806 (66%) males and 416 (34%) females.

This study was approved by the Research Ethics Committee (REC) with the
number of CAEE: 01193312.4.0000.0009. All participants were informed of the
objectives and importance of the work to be developed. All those who agreed to
participate were asked to sign a free informed consent form (ICF) and approximately 03
mL of peripheral blood were collected in an EDTA anticoagulant tube
(ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt) and the hematological determinations
were immediately performed. automated counter - ABX Pentra 80 (HORIBA
DIAGNOSTICS, Montpellier, FR).

Molecular Analysis

DNA was extracted from 200uL whole blood using the QIAGEN QIAamp DNA
Mini Kit (Cat No./ID 51304) according to the manufacturer's protocol and quantified on
NanoDrop 2000 equipment and stored at -20°C until analysis was performed. molecular.

For the characterization of the polymorphisms, the Real Time PCR (gPCR)
technique was used by QuantStudio 3 equipment (Apllied Biosystems Thermo Fisher
Scientific®) using TagMan® probes specific for each polymorphism (Table 1). The
amplification reaction was performed for a final volume of 12 uL / reaction, containing
5uL of 2x TagMan Universal Master Mix, 0.3 uL of 20x SNP Genotyping Assay, 4.8 uL
of sterile water and 2.0 uL of DNA (~ 100ng) of the. sample.
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The G6PD gene variants analyzed in this project were chosen based on prior
knowledge of globally observed frequencies and their clinical importance according to
the WHO classification.

Table 1: Probe Identification for Real-Time PCR Technique

Polimorphism Identification
(A-) VALGSMET (202 G/A) rs1050828
(A+) ASN126ASP (376 A/G) rs1050829
(Mediterranean) SER188PHE (563 C/T) rs5030868
(Santamaria) ASP181VAL (542 A/T) rs5030872
(Chatham) ALA335THR 1003 G>A rs5030869
(A-) LEU323PRO (968 T/C) rs76723693
(Santiago de Cuba) GLY447ARG (1339 G/A) rs37852317

Statistical analysis

The data obtained were entered into a database using GraphpadPrism 5.0 Software
(Graphpad Software, San Diego, CA-USA) and SPSS version 19, according to the
variable type.

The analysis of qualitative or categorical variables of three or more groups was
performed by the non-parametric Chi-square test (x?), duly corrected by the Mantel-
Haenszel and Yates tests. In the analysis of only two categorical groups, the analyzes
were performed by Fisher's exact test. Confidence intervals of 95% and prevalence ratio

were calculated for these variables.
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Results

Molecular analysis showed the presence of mutations in 101 (8.27%) donors, 35
(2.86%) males and 66 (5.40%) females. Identification of variants A- ¢.202/c.376 was
confirmed in 95 of the cases (7.7%); ¢.680/968 in two cases (0.17%); Mediterranean
variant ¢.563 in three cases (0.25%) and Chatham variant ¢.1003 in one case (0.08%). No
carriers of the Santamaria c.542/c.376 and Santiago de Cuba ¢.1339 variants were found.

The variants found in this study belong to Class Il, Mediterranean (¢.563) and
Chatham (c.1003), and the class Ill, A- ¢.202/c.376 and ¢.680/968. Class Il variants
include activities with enzymatic activity of less than 10% and carriers of this range
generally associated with hemolytic anemia. Therefore, this class is more severe than
class 111, which has enzymatic activity ranging from 10 to 60% and is only susceptible to
hemolytic anemia when under strong induced oxidative stress. Class Il is the most
commonly found in Brazil [14-16].

The ¢.202 and ¢.376 polymorphisms characterize the G6PD (A-) phenotype,
described as African G6PD. This genotype is the result of several overlapping points,
being found mutations 376, characteristic of the phenotype G6PD A+, and ¢.202 [17].

Hematological values between blood donors identified with G6PD mutations and
normal donors without G6PD mutations were verified, and our results when combined
with G6PD hematological values and genotypes demonstrate significance in the
differences between the two groups. It has been shown that for male blood donors the
mean values were reduced in red blood cells, hemoglobin and hematocrit in the ¢.202 and
¢.376 mutation carriers with significant differences from normal donors, (P<.001),
(P=0.04) respectively.

These results demonstrate that hematological values are lower in those carriers in
both mutations, ¢.202 and c.376. However, males, when carriers have lower rates, with
statistical significance, different from females, that were statistically significant when

carrying the ¢.202 mutation and not for c.376.
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Discussion

The prevalence value found in our study agrees with the Brazilian average. Studies
involving newborns in the states of Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Paraiba and Bahia
obtained an average prevalence of 4.75% of people with disabilities in the G6PD [17-20].
Other studies have evaluated the prevalence of G6PD in Brazil among children and adults
and obtained an average of 3.59%, ranging from 1 to 7% of G6PD mutation carriers [21-
29].

The results of this and other studies corroborate a hypothesis of high prevalence
of the G6PD model in Brazilian territory is using the processes of colonization and use of
people of African origin as labor in the colonial period, causing high miscegenation and,
consequently, high propagation of their genetic characteristics. The mutation patterns
found are within the pattern found for the Brazilian territory [30-32].

The literature has evidence of decreased viability of G6PD-deficient red blood
cells during blood storage [33]. There are cases of post transfusion hemolysis in red blood
cell receptors with G6PD mutations [34-36] as well as post-transfusion hemolysis in
pediatric patients with G6PD mutations [37]. Some patients are transfusion dependent
and may be in a higher risk group to receive blood from donors with G6PD mutations as
these red blood cells are severely impaired by oxidative damage [38].

G6PD mutation-bearing blood pockets with a history of hemolysis are unsuitable
for transfusion. Although carriers of a G6PD mutation or other hereditary erythrocyte
membrane defects with no history of hemolysis may be donated by blood, your blood is
not suitable for intrauterine transfusion, neonatal transfusion or G6PD deficient lesions
[39].

Our results demonstrate lower rates of hematological values, especially in males,
who are most blood donors in the state of Amazonas and worldwide. Making this study
very relevant because in addition to the values considered lower in carriers, studies have
already shown that red blood cells with these mutations have a higher level of oxidative
stress due to enzymatic insufficiency. This leads to the understanding that red blood cell
donor concentrate has shorter survival during storage [40].

This study made it possible to point out, for the first time, in Amazonas, that the
presence of blood donors carrying G6PD is not a rare event, being the first molecular
study to describe which are the most frequent variants in the population. We believe the

frequency of 8.27% is important to consider screening for G6PD mutations in blood
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donors. These blood pockets need to reach their receptors faster than blood pockets
without the mutation. because the longer storage period can lead to hemolysis, leading to
loss of blood bag, or even the recipient to suffer a post transfusion hemolytic crisis.

Among the population studied, the (A +) 376 A / G mutation was the most frequent
followed by the (A-) 202 G/A mutation. This is first description of the (A-) 968 T/C
mutation. Hematological values for both men and women were significant to 202 G/A
mutation. For a 376 A/G mutation only men were statistically significant.
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Figure 1: Levels of hematological values between blood donors, male and female, with the genotypes G6PD ¢.202 G> A and ¢.376 A> G and
without mutation. Comparison of donor hematological values between the mutation carriers and without the mutation. For males, the values were

significant, showing lower values. In the female gender there was a decrease, but not significant as in men. The 202 mutation showed lower values.
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7. CONCLUSOES

ARTIGO 1 (G6PD e Duffy)

e Este estudo relata a frequéncia das mutagdes G202A e A376G e alelos Duffy em
pacientes com maléria grave e sem complicacGes em Manaus-Amazonas;

e As mutagOes G202A e A376G foram um fator de risco para o desenvolvimento
de maléria grave por P. vivax;

e O diagndstico molecular de G202A e A376G em pacientes diagnosticados com
malaria antes do tratamento pode ser necessario na populacdo amazoénica;

e Os genotipos com mutacdes GATA heterozigotas ndo foram um fator protetor
contra a maléria;

e A maléria ndo complicada mostrou maior varia¢do de frequéncia com a presenca

e auséncia das mutagdes GATA e G6PD do que a malaria grave.

ARTIGO 2 (G6PD em Doadores)

e Pela primeira vez é descrita que no Amazonas, a presenca de doadores de sangue
portadores de G6PD ndo é um evento raro, sendo o primeiro estudo molecular a

descrever quais sdo as variantes mais frequentes na populagéo.

e A Elevada frequéncia de mutacGes na G6PD é importante ser considerada no

rastreamento de mutagdes no G6PD em doadores de sangue.

e A mutacdo (A+) 376 A/G foi a mais frequente, seguida pela mutacdo (A-) 202
G/A.

e Primeira descri¢do da mutacdo (A-) 968 T/C.

e Valores hematologicos diminuidos para homens e mulheres foram significativos
para a mutagdo 202G/A. Para uma mutacdo 376 A/G, apenas os homens foram

estatisticamente significativos.
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Anexo 1: Documento de Aprovacao do Projeto em Comité de Etica (CONEP)

T
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MINISTERID DA SAUDE
Conselho Hacional de Saide
Comisaio Macional de Eies em Posquisa - CONEP

PARECER N® 34303009

Registro COMEP 15243 [Exts n* deva sar cado nae i a wste projetn)

CAAE D054.1.114.000-08 Processo n® 26 000.011.782/2009-15
Prajete de Pesguisa: “Caraclenzecdo ciinice da maldna complicads por Plasmodiem
wivax”. Protocolo verséo final de 28072008 TCLE versio final de 18/06/08 com Emenda 1
da 300306,

Pesquisador Responsavel; Marcus Vinlcius Guimarbes de Lacenda

Institulglio: Fundacio de Medicina Tropical do Amarzongs - FMTAMTIAM

CEP de origem: Fundacio de Medicina Tropical do Amazonas — FMTAMTIAM
hme Pesquisa com cooperacdio estrangeira

Patrocinedor: Centro Inlemacionsl de Pesquessa em Salde de Barcelona - Conire de
Recerca en Sakit intemacional de Bemrelona (CRESIB)

Sumérie geral do protocole

A maléna & endémica em 52 palses @ possul foco de transmissio em um adicional
de @ paises.

Em domemento recente da OMS, hé uma afimacio de que a makiria vivax, embora
satjn considersda urna doenga benigna, com baba letalidade, pode provocar doenca febril
grave e debilitante. Ocasionalmente, resulta em gaves doencas, ocomo a maldia
fabciparum, Vina: manifestacies graves de malina vivax vam sendo relaladas, 8 saber
malaria cersbral, mhmmwhmmﬂa ictericia, mptura
ezplénica, insuficincia renal aguda e sindrome da angstis respiretdna aguda. Os
rmecanismos das mandestacies graves ndo sdo bem compreendidos.

Um grande nimers de casos de maldria vivax grave & relalado no continente
africang, poném, todos foram diagnosticados por exame de gota espessa de sangue, o que
pode fer associado uma infecglo por P, falciparom. Estudos demonstram que outnos
exames sho necessirios pam definicio de monoinfestaclio por P. vivax, tais como leste de
detecsio de antigens P fakcipanym/P vivax 8 iaste da PCR,

Humste estudo, secio realizados tesie de lAmina de gota espessa de sangue. axdragio
de DNA & PCR em tempo real pard disghoation de P aicisarn & 2. W oom uliisscho de
primers especifices, exames |laboratorals para scompanhamento do guadmo cinlico dos
pacientes ¢ suidpsias nos casos de dbito.

0 chisfivo do estudo & “descrever o especiro cinico de maldria vivax em pacientes
mbernados na Fundagdo de Madicing Tropical do Amazonas, Manaus, Brasil®, iendo como
abjetivos secundivios: estimar a freqiéncia de hospitalizaches devido & mabiria por P, vivax
na FMT — AM; descrever as apresentagtes clinicas dos pacienies com infecclio pos P
vivax que precisam de UTI e evoluem para a mode; verficar a freglfncia de pacentes com
mmﬂnfucﬂumﬁmﬂaplm? mmwmmmmummm

BT pacienies com infectlo pela P, vivax exclusivo; @ descrever A patologia associada com
infeccio letal por P. whvax através de auldpsias,

Trata-se de estudo  epldemioldgico,  mulicdnirico, prospectvo  descritivo,
deganvalvido em dais centros de referdnca pem atendimenio @ tratamenbo de maldnia: un
ro Brasd @ oulro na India,

w3 Jr
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Local de realizacio

A pesguisa serd realizada noy conbos ¢ weforEnc om tratamenio de makios
Fundagio de Medicna Tropical em Manaus-2M - Brasid e Facuidade de Medicing Sarder
Patel em Bikaner - India, com patrocinio do Centre de Recerca de Salud Intemacional de
Barcaiona

Apresentacio do protoeals

O curiculo vitae do pesquesador responsdved o qualiica pars & realirecio deste
esiuda.

O aicaminlo Rancesns ol apresantano de forma detainada

0 eronograma de realizacio da pesquisa prevd sua conclusac em 3 anos.

Foi apreseniado confralc com pabocnador onde fica esiabslecdo o©
conparilfaments dos dados & resultados O3 PESQUBA ente OS5 PESQUIS3OOTES ©

emmm-mm—#ﬁuuwmn
plblico e objelive a gue se destna Os procedimontios estico bem daros, fscos &
desconforios & Que 0 pacente possa ostar submelido, gemntiss de acofdo com @
Resolugio CNS 10806

Gonsideragies sobre a andfise das respostss so Parecer CONEF N".0T4M2009,
ralativo ao projeto de pesquisa em quastio:
1 Durants a leitura do protocolo ndo fica ciara A cfisglo de banco e MBleving bokgicos
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