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Resumo

O Toxoplasma gondii infecta os seres humanos dentre outras vias, pelo trato
gastrintestinal, um local onde se da a expressao do perfil de glicoconjugados ABH
sob controle da enzima a-2-L-Fucosiltransferase (FUTII) codificada pelo gene FUT2
(19913.3). A presenca da FUTIl define o status secretor positivo, o qual é
relacionado aos fenoétipos eritrocitarios ABO. Diante da importancia epidemiolégica e
clinica da infeccao pelo T. gondii, o objetivo desse trabalho foi testar a hipétese de
que o perfil de glicoconjugados ABH expresso no trato gastrintestinal esta associado
a infeccdo por esse parasito. Foram selecionadas 367 gestantes atendidas no
Ambulatério de Gestagao de Alto Risco do Hospital de Base da Fundagéao Faculdade
Regional de Medicina de Sao José do Rio Preto. Duas amostras de sangue, uma
sem e outra com anticoagulante foram coletadas. A fenotipagem eritrocitaria ABO e
a deteccdao dos anticorpos anti-T. gondii foram realizadas pelo método
hemaglutinacdo. A identificacdo do status secretor foi feita pelo método PCR-RFLP.
As diferencas nas frequiéncias do status secretor positivo e negativo e dos fenoétipos
eritrocitarios ABO, isoladamente ou em conjunto, ndo foram estatisticamente
significantes na presenca e na auséncia desses anticorpos (p=0,26). Esses
resultados sugerem que o perfil de glicoconjugados ABH expressos no trato
gastrintestinal sob controle do gene FUTZ2 ndo esta associado a presenca de

anticorpos anti- T. gondi.

Palavas-chave: grupos sanguineos ABO; status Secretor; glicoconjugados ABH;

Toxoplasma gondii; gestagao de alto risco; sistema publico de saude.



Abstract

Toxoplasma gondii infects humans in several manners including by the
gastrointestinal tract where the o-2-L-Fucosiltransferase (FUTII) coded by FUT2
(19913.3) controls the expression of the ABH glycoconjugates profile. Presence of
FUTII defines the positive secretor status which is associated to ABO erythrocytic
phenotypes. Due to the epidemiological and clinical importance of T. gondii infection,
the aim of this work was to test the hypothesis that the ABH glycoconjugate profile
expressed in the gastrointestinal tract is associated to infections by this parasite. A
total of 367 pregnant women from the High-Risk Pregnancy Clinical of the University
Hospital de Base in S&do José do Rio Preto were enrolled in this study. Two blood
samples were drawn with only one mixed with anticoagulant. The ABO erythrocytic
phenotyping and detection of anti-T. gondii antibodies were achieved by the
hemagglutination method. Identification of the secretor status was by the PCR-RFLP
method. Differences in the positive and negative secretor status and ABO
erythrocytic phenotypes, either in isolation or in association, were not statistically
significant in respect to the presence or absence of these antibodies (p-value =0.26).
These results suggest that the ABH glycoconjugate profile expressed in the
gastrointestinal tract under control of the FUT2 gene is not associated to anti-T.

gondii antibodies.

Key-words: ABO blood groups; secretor status; ABH glycoconjugates; Toxoplasma

gondii; high-risk pregnancy; public health service.



Lista ilustracoes

I gUra 1.

Representacdo esquematica do ciclo evolutivo do Toxoplasma gondiii.

FIQUIA 2. et

Esquema representando a invaséo do parasita na célula.

FIQUIA 3. e
As interagdes epistaticas entre os genes FUT1, FUT2 e ABO resultam na
expressao dos glicoconjugados ABH em diferentes tecidos e secrecdes.

I gUIa . e
Biossintese dos glicoconjugados ABH sob controle das glicosiltransferases FUTI,
A e B a partir do oligossacarideo tipo 2.

FIQUIA 5. e e
Os secretores positivos (A) expressam dos glicoconjugados ABH nos eritrécitos,
e nas secrecoes. Os secretores negativos (B) ndo o fazem nas secre¢des devido
a inativagao do gene FUT2.

FIQUIA B. e e e e
Biossintese dos glicoconjugados ABH sob controle das glicosiltransferases FUTII,
A e B a partir do oligossacarideo tipo 1.

FIQUIA 7. et
A substituicio G428A no exon dois do gene FUT2 cria um cbédon stop que

determina a expressao de uma enzima inativa.

Resultados - Artigo
o U] = PRSPPI

Perfil eletroforético do fragmento de 1033 pares de bases apds a digestdo com a
enzima Ava Il evidenciando os genotipos GG (4), GA (1,2e 6) e AA(3e 5). M
indica o marcador de 100 pb.

28

29

34

40

45

48

49

80



Lista tabelas

A A . o

Fendtipos, antigenos eritrocitarios, anticorpos plasmaticos e gendétipos do
sistema histo-sangliineo ABO.

T ADCIA 2. e

Representacao das estruturas lineares dos oligossacaridios precursores dos
antigenos do sistema histo-sangiineo ABO.

LIz 011 1= G FE RPN

Casuistica analisada e resultados com sorologia reagente relatados nos estudos
que investigaram a associagdo entre o sistema histo-sangliineo ABO e a
presenca de anticorpos anti-T. gondii.

Resultados — Artigo
Tabela 1. o

FreqUéncias dos fenétipos eritrocitarios ABO e dos genétipos FUT2 nas
gestantes com sorologia reagente e ndo reagente para a toxoplasmose.

37

39

55

79



Sumario

Introducao
Toxoplasma gondii .............couuiiiiiiii i 23
Sistema histo-sangiiineo ABO ..o 33
Status Secretor dos glicoconjugados ABH ............cccooiiiiiiieenes 44
ObjJetiVOS ... 57
Resultados ... 59
ArTIQO e 62
Resumos apresentados em eventos .........cceeeeeeeeeiiiiicciiiiineeenennn. 81
CONCIUSAD ..., 88
Referéncia Geral .................oooiiiiiii 90
Anexos
Anexo | — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ........ 106
Anexo Il — Parecer do Comité de Etica ........cceeeeveeceeeeiereceeene 108

Anexo Il — Ficha EpidemiolO0gica .........ccoouiueeeeiiiiiiiieeeeieeeeeas 109



Gal
Glc
GalNAc
GlcNAc
Fuc

GDP

Glossario

Galactose

Glicose

N-Acetilgalactosamina
N-Acetilglicosamina

Fucose

Difosfato de Guanidina

Difosfato de Uridina
Oligossacaridio Precursor do Tipo 1
Oligossacaridio Precursor do Tipo 2
Imunoglobulina A

Imunoglobulina E

Umunoglobulina G

Imunoglobulina M

Trato gatro intestinal
Fucosiltransferase |

Fucosiltransferase |l









A toxoplasmose € uma zoonose cosmopolita causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii. A prevaléncia de infecg@o por esse parasito varia de acordo com
o pais e depende de fatores climaticos, habitos alimentares, higiene e idade dos
individuos afetados (FRENKEL, 1996a). Na maioria das vezes, a infeccao por T.
gondii é assintomatica, sendo a doenga uma exceg¢dao no homem (DUBEY, 2004).

A investigacdo contemporanea da infeccdo por T. gondii em humanos tem
sido direcionada a grupos de risco, tais como portadores de imunodeficiéncias,
pacientes transplantados, portadores de lesdo ocular e mesmo individuos normais.
Além desses, gestantes e neonatos tém sido alvo de constante atencdo meédica
devido aos riscos de transmissao congénita e das sequelas resultantes (HOLFELD
et al., 1990; RAEBER et al., 1995; AUJZENBERG et al., 2002; AVELINO et al., 2004;
do CARMO et al., 2004; VIDAL et al., 2004; VELA-AMIEVA et al., 2005; CASTILHO-
PELOSO et al., 2005; COLOMBO et al., 2005; YAPAR et al., 2005; REIS et al.,
2006; UCKAY; VAN DELDEN 2006).

A prevaléncia de infeccdo por T. gondii foi investigada em diferentes estados
brasileiros nas ultimas décadas e os resultados revelaram grande variabilidade em
seus indices. Os estudos realizados em populagdes urbanas dos estados do Ceara
e da Bahia verificaram que a prevaléncia varia de 22,8% a 71,5% (SOBRINHO et al.,
1971; CERQUEIRA et al., 1998; REY; RAMALHO, 1999, COELHO et al., 2003). Em
gestantes das cidades de Sdo Paulo e Porto Alegre os indices variaram entre 54,3%
e 67,4 % (VAZ et al., 1990). Um inquérito soroldgico realizado em Erechim, no Rio
Grande do Sul, revelou que a prevaléncia de toxoplasmose ocular era igual a 21,3 %

em pessoas maiores de treze anos de idade (GLASNER et al. 1992). Esse ultimo



estudo sugeriu que essa forma de toxoplasmose é conseqiéncia de infecgao pds-
natal e ndo sequela de infecgdo congénita. Observagdes semelhantes também
foram feitas por Silveira e colaboradores (2001).

O interesse pela realizacao de triagem adequada para a infecgao por T. gondii
em grupos de risco cresceu consideravelmente nos ultimos anos. Foi destacada a
necessidade de constante aprimoramento tecnolégico com vistas ao
desenvolvimento de metodologias mais eficazes e rapidas. Além disso, foram
discutidas a importancia da padronizacao de triagem para estabelecer diretrizes de
acompanhamento materno-fetal, discriminando especialmente as formas de infecgéao
congénita ou adquirida (CAMARGO NETO et al., 2000, MORRIS; CROXSON, 2004;
BERREBI et al., 2007; LAGO et al., 2007; CARRELOS et al., 2008). Varios desses
estudos também destacaram a importancia dos aspectos sécio-econdmicos (NAOI;
YANO, 2002; LESER et al., 2003; TAVARES et al., 2003; MICHELAZZO et al., 2004;
CHOR; LIMA, 2005; GOLDENBERG et al, 2005; FRANCISCO et al., 2006;
MARTINS, 2006; REIS et al., 2006) e de outros fatores de risco (KOLBEKOVA et al.,
2007; GALISTEU et al., 2007, HEUKELBACH et al.,, 2007) na prevaléncia de
infeccdo por T. gondii. Um dos aspectos que contribuiu para o crescente interesse
na investigacdo da toxoplasmose resultou do fato de que T. gondii € um
microrganismo oportunista que pode causar toxoplasmose cerebral em pacientes
infectados pelo virus HIV (VIDAL et al., 2004; FERREIRA | et al., 2008). Essa
constatacao exigiu a tomada de estratégias de diagnéstico laboratorial precoce e de
intervencao clinica adequada para os pacientes acometidos (HOWE et al., 1997;
YAMAMOTO et al., 2000; NASCIMENTO et al., 2001; REMINGTON et al., 2004;
ROMAND et al., 2004; FIGUEIRO FILHO et al, 2005; DZITKO et al, 2006;

FERREIRA et al., 2007).



Toxoplasma gondii

O binébmio Toxoplasma gondii foi proposto em 1908, por Nicole e Manceaux,
em células mononucleares do figado e baco do roedor Ctenodactylus gondii, € no
mesmo ano, este parasito também foi encontrado em coelhos domésticos no Brasil,
por Splendore. Em 1965, foi demonstrado que o gato eliminava pelas fezes, uma
forma resistente do T. gondii, vidvel no meio ambiente, por até doze meses
(FRENKEL, 1996a). A classificacao bioldgica do agente etiolégico da toxoplasmose
o enquadra no filo Apicomplexa, subclasse Coccidia, familia Sarcocystidae,
subfamilia Toxoplasmatinae, género Toxoplasma e espécie Toxoplasma gondii
(LAINSON, 1994).

Trés estagios infectantes desse parasito sdo conhecidos: os taquizoitos, os
bradizoitos nos cistos teciduais e 0s esporozoitos nos oocistos (DUBEY et al., 1998),
que podem ser adquiridos pela ingestdo de alimentos ou dgua contaminados com
oocistos, ou pela ingestdo de cistos teciduais do parasito (KNOLL; BOOTHROYD,
1998; DUBEY et al., 1997). Além desses estagios, existem as formas intestinais que
participam do ciclo sexuado, denominadas esquizontes, merozoitos, micro-
gametdcitos e macro-gametocitos (FRENKEL, 1996b). As formas conhecidas como
oocistos ndo sdo esporuladas, mas sdo disseminadas no meio ambiente, pelas
fezes dos felideos, contaminando o solo. Os oocistos sédo resistentes as variagcoes
climaticas, podendo permanecer ativos no meio ambiente (FRENKEL, 1975;
DUBEY, 1998; LINDSAY et al., 2002). Portanto, o contato direto ou ndo com solo
contaminado, seja na lavoura ou jardinagem, e a inalacdo de oocistos pelo trato

respiratorio, também favorecem a infeccdo. O gado pode se infectar na pastagem e



devido aos habitos de consumo de carne crua, mal-cozida ou mal-passada os
humanos expdem-se a infecg¢édo por T. gondii.

Recentes notificagbes de vigilancia epidemioldgica relataram surto de
infeccao por T. gondii resultantes da ingestdo de alimentos contaminados (SES/GO,
2006; EDUARDO et al, 2007) preparados a base de carne crua. Essas
constatagdes exigiram dos Orgaos publicos de saude a tomada de medidas
sanitarias e educacionais com vistas a prevencao de novos casos. A resisténcia do
T. gondii a agdao dos sucos digestivos presentes no trato gastrintestinal humano
pode constituir um dos fatores que pode contribuir para a ocorréncia desses casos.
Estudos visando esclarecer os mecanismos de infecgdo por esse parasito
mostraram que diferentes cepas, em diferentes estagios de diferenciacao, resistem a
acao de proteinas digestivas especificas. (DUBEY 1998; HUYNH; CARRUTHERS
2006; FUX et al., 2007). Essas observagdes, além de reforgcar a importancia do trato
gastrintestinal humano como rota de infecgdo, contribuem para a compreensao das
relagbes entre o entre 0 homem e o T. gondi.

O ciclo evolutivo do T. gondii é heteroxeno, sendo que o gato doméstico e
outros felideos silvestres atuam como hospedeiros definitivos, pois neles ocorres
tanto a fase sexuada quanto a assexuada. Os hospedeiros intermediarios, nos quais
ocorre somente o ciclo assexuado, sdo animais de sangue quente (mamiferos e
aves), incluindo o homem (SPEER; DUBEY, 1998; FERGUSON et al., 1999).

O mecanismo de invasao celular utilizado por T. gondii é uma caracteristica
filogenética do Apicomplexa, pois seus parasitos, incluindo o Plasmodium, utilizam
proteinas ligantes presentes nas roptrias para invadir as células-alvo de interesse
(HEHL et al, 2000; AHN et al, 2001; SIBLEY, 2004; ALEXANDER et al., 2006;

HUYNH; CARRUTHERS, 2006). Essa habilidade faz do T. gondii um parasito



versatil e o capacita a invadir quaisquer células nucleadas de seus hospedeiros, com
excecdo das hemacias (GROSS et al., 1996; SIBLEY, 2004). A figura 1 ilustra o ciclo
evolutivo do T. gondii e a figura 2 ilustra o mecanismo de invasdo da célula
hospedeira.

Ha varios anos foi demonstrado in vitro que os taquizéitos do T. gondii ligam-
se por meio de suas roptrias a moléculas de N-Acetilglicosamina (NAcGlc) e
galactose (Gal) conjugadas a albumina marcada com particulas de ouro
(CARVALHO et al., 1991). Posteriormente foi verificado que esse parasito também
utiliza complexos sistemas de proteinas e outras moléculas glicosiladas para
reconhecer uma grande diversidade de receptores no hospedeiro (ORTEGA-
BARRIA; BOOTHROYD, 1999; CARRUTHERS et al., 2000). Os monossacarideos
NAcGlc e Gal estdo presentes em glicoproteinas e glicolipidios expressos em
diferentes tecidos como resultado da glicosilagdo controlada por varias
glicosiltransferases (SCHENKEL-BRUNNER, 2000). Esses monossacarideos
também fazem parte da estrutura dos antigenos de grupos sangiineos ABO
expressos no trato gastrintestinal humano e se relacionam com o status secretor
(ORIOL, 1995). Portanto, esses eventos aparentemente independentes — a
observacao de que o T. gondii liga-se a NacGlc e Gal in vitro; a presenca desses
monossacarideos em glicoproteinas e glicolipidios dos grupos sangtineos ABO; o
uso do trato gastrintestinal como rota de infeccdo — despertam a atencao para o
possivel envolvimento dos grupos sangliineos ABO e do status secretor na

suscetibilidade ou resisténcia a infecg¢éo por T. gondii.
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A resisténcia a infecgdo por T. gondii relaciona-se as diferentes formas de
imunidade (inata, adaptativa celular e adaptativa humoral) e também a producgéo de
citocinas (DEROUIN, 1992). Devido aos mecanismos de imunorregulagdo, a
imunidade ao T. gondii nao se traduz em reacdes adversas ao hospedeiro, e mesmo
diante da ativagao do sistema imune, o T. gondii sobrevive na forma de bradizoitos,
as quais permanecem em estado de laténcia, isoladas nos cistos teciduais do
hospedeiro (YANO et al., 2002). Todavia, a persisténcia da imunidade € necessaria
para evitar a reemergéncia das formas taquizoitos (DENKERS; GAZZINELLI, 1998).

A imunidade humoral contra o T. gondii € caracterizada pela producao de
anticorpos das classes IgM, IgG, IgA e IgE (CHARDES et al., 1990). Os anticorpos
da classe IgM s&o os primeiros a serem expressos, seguidos por anticorpos de
classe 1gG, que persistem por toda a vida do hospedeiro. Os anticorpos IgM néo
atingem niveis plasmaticos elevados e tendem a declinar rapidamente em poucos
meses. Como os anticorpos IgM maternos ndo atravessam a placenta, os anticorpos
IgM fetais constituem um importante marcador de infecgdo congénita (CAMARGO,
1975).

Os anticorpos de classe IgA também sao produzidos nas fases iniciais da
infeccdo, mas ndo sdo detectados durante a fase cronica. Portanto, séo
considerados bons marcadores de infeccdo aguda e congénita. Esses anticorpos
aparecem primeiramente no soro e no leite, durante a segunda semana da infecgéo,
e em seguida surgem nas secrecdes intestinais (CHARDES et al., 1990).

A resposta imune ao T. gondii, mediada por anticorpos da classe IgE é de
curta duracao e por isso, a presenca desses anticorpos pode ser considerada mais
um indicador de infec¢do recente. Em alguns casos a persisténcia de IgE pode se

dar por até onze meses (ASHBURN et al, 1995). Na imunidade contra este



protozoario, ao contrario do que se verifica em outras parasitoses, 0 aumento na
concentracdo de IgE total ndo tem a importéancia clinica dos anticorpos de classe
lgG e IgM (GELER, 1980).

Devido a presenca de sintomas inespecificos ou mesmo auséncia deles, o
diagnéstico da toxoplasmose € essencialmente laboratorial, incluindo métodos
diretos que evidenciam o parasito, além dos indiretos, baseados na deteccao de
anticorpos anti- 7. gondii (CAMARGO, 1975; FRENKEL, 1996a, DZITKO et al., 2006).
Os avancos tecnolégicos que levaram a identificacdo e seqlienciamento de partes
do genoma do T. gondii possibilitaram a introducdo de métodos moleculares no
diagnéstico de infec¢do bem como na toxoplasmose de importéncia clinica como as
formas cerebral e congénita (MCLEQOD et al., 1991; HOWE et al., 1997; ZANG et al.,
1998; REMINGTON et al, 2004, ROMAND et al., 2004; VIDAL et al., 2004;
COLOMBO et al., 2005; ZARPELON et al., 2006; NOWAKOWSKA et al., 2006;
FERREIRA | et al., 2008). A reacdao em cadeia da polimerase (PCR), a mais
utilizada, tem oferecido maior rapidez, sensibilidade e alta especificidade na
identificacao de sequUéncias génicas especificas desse parasito em amostras clinicas
tais como sangue, urina, liquido amniético, liquido cefalorraquiano, humor aquoso,
humor vitreo, etc. (HOLLIMAN et al., 1999a; HOLLIMAN et al., 1999b; YAMAMOTO

et al., 2000; DZITKO et al., 2006; FERREIRA | et al., 2008).






O sistema histo-sangliineo ABO foi o primeiro sistema de grupos sangiineos
descoberto em seres humanos por Karl Landsteiner em 1900 e também o primeiro
sistema polimoérfico descrito em nossa espécie (OWEN, 2000). Esse sistema difere
dos demais pelo fato de que a expressao de seus antigenos nao se restringe aos
eritrocitos, mas ocorre também em outros tecidos e secrecbes (SCHENKEL-
BRUNNER, 2000). Devido a ampla expressao tecidual diferencial foi proposto que o
sistema ABO deve ser considerado histo-sanglineo (CLAUSSEN; HAKOMORI,
1989). Esse sistema € o Unico dentre os demais sistemas de grupos sanglineos que
também apresenta anticorpos regulares no plasma. A presenga de antigenos
teciduais e de anticorpos plasmaticos confere ao sistema histo-sangtiineo ABO um
grau de complexidade peculiar que pode ser de grande importancia nas relacoes
com doencas e outras condigdes fisiologicas (HENRY; SAMUELSSON, 2000).

Os antigenos que definem os fenotipos do sistema histo-sangliineo ABO,
também denominados glicoconjugados ABH, estao contidos em porcdes antigénicas
de carboidratos tanto em eritrocitos como em outros tecidos e secre¢des (DANIELS,
1995). A expressao desses antigenos é controlada por trés genes — FUT1 (19q13.3),
FUT2 (19913.3) e ABO (9934.1) — cujos alelos funcionais codificam
glicosiltransferases especificas responsaveis pela glicosilacdo de diferentes
oligossacaridios precursores. As interacdes epistaticas entre esses genes resultam
na expressao de diferentes perfis de glicoconjugados (glicoproteinas e glicolipidios)
0s quais variam em estrutura, especificidade, quantidade, propriedades antigénicas,
distribuicdo tecidual e em importancia biolégica (SCHENKEL-BRUNNER, 2000;

HENRY, 2001). A figura 3 ilustra a interacédo entre os genes FUT1, FUT2 e ABO.






Nos eritrocitos e no endotélio vascular, o perfil de glicoconjugados ABH
resulta da expressao integrada dos genes FUTT1 (H) e ABO, os quais apresentam
um padrdo de heranga mendeliana e por estarem localizados em cromossomos
diferentes sdo transmitidos segundo os principios da segregacado independente
(ORIOL, 1995). Esse perfil de glicoconjugados eritrocitarios é definido com base nos
procedimentos rotineiros de fenotipagem sanglinea fundamentais para se
estabelecer a compatibilidade entre doadores e pacientes nos casos de transfusao e
de transplantes de érgaos solidos (VENGELER-TYLER, 1996). Além disso, também
pode ser inferido com o uso de métodos moleculares (MATTOS et al.,, 2001). Em
outros tecidos epiteliais, como os do trato gastrintestinal, o respiratério e o urinario, o
perfil de glicoconjugados ABH resulta da agéo integrada dos genes FUT2 e ABO
(HENRY; SAMUELSSON, 2000). O mesmo ocorre em secre¢des e o padrao de
heranca mendeliana é igual aquele descrito para os eritrocitos (ORIOL, 1995).
Quaisquer dos fendtipos ABO dos eritrocitos (A, B, AB e O) néao refletem,
necessariamente, o fendtipo das secreg¢des, pois, com base na capacidade de
expressar ou nao os glicoconjugados ABH nesses liquidos, os individuos podem ser
classificados como secretores positivos ou secretores negativos, dependendo da
presenca ou nao de alelos funcionais do gene FUT2 (HENRY, 2001).

A expressao integrada dos genes FUT1, FUT2 e ABO imputa ao sistema
histo-sanglineo ABO um elevado grau de complexidade que pode ser verificado em
diferentes niveis: génico, enzimatico, antigénico, tecidual, de importancia médica e
funcional (HENRY; SAMUELSSON, 2000). Essa complexidade desperta a atencao
para a investigacdo dos fatores que contribuiram para a origem e a manuteng¢ao do
polimorfismo do sistema histo-sangliineo ABO bem como de sua importancia

biologica nos seres humanos (HENRY, 2001).



Os relatos histéricos que postularam a hereditariedade dos genes que
controlam a expressao dos fendtipos eritrocitarios do sistema histo-sangtineo ABO
datam do inicio do século 20. Em 1908, Epstein e Ottenberg sugeriram que os
grupos sanguineos ABO constituiam caracteristicas hereditarias e essa proposicao
foi confirmada por Von Durgern e Hirszfeld em 1910 (DANIELS, 1995). Entretanto, o
primeiro modelo genético proposto para explicar as bases hereditarias do sistema
ABO foi apresentado apenas em 1924 por Felix Bernstein (CROW, 1993). Esse
autor postulou a existéncia de um unico locus ocupado por trés alelos — A, Be O —
dos quais cada individuo herdaria dois, um paterno e outro materno. Seu modelo
admitiu a co-dominéncia entre os alelos A e B e a dominancia de ambos sobre o
alelo O.

Portanto, seis gendétipos puderam ser postulados com base nesse padrao de
heranga, que posteriormente foi confirmado em varios estudos populacionais
(ORIOL, 1995). A tabela 1 apresenta os quatro principais fendtipos eritrocitarios do
sistema histo-sangiineo ABO, seus antigenos, seus anticorpos plasmaticos e seus
correspondentes genotipos.

Desde 1911, sabia-se que o grupo A podia ser dividido em dois subgrupos
chamados de A; e Ay, com base no padrdo de aglutinagdo dos eritrécitos. Diante
desse prévio conhecimento, Thompson et al., (apud DANIELS, 1995) propuseram,
em 1930, que o0 modelo de heranga mendeliana deveria conter quatro e nao apenas
trés alelos, conforme postulara Bernstein em 1924. Investigacdes posteriores
demonstraram a existéncia de muitos subgrupos dos grupos A, B e AB em diferentes
populacdes, os quais apresentam, via de regra, reacdes de aglutinacao eritrocitarias

mais fracas em comparagéo aos quatro fenétipos comuns (DANIELS, 1995).



Tabela 1. Fenétipos, antigenos eritrocitarios, anticorpos plasmaticos e genétipos do

sistema histo-sanglineo ABO.

Fendtipos Antigenos eritrocitarios Anticorpos plasmaticos Gendtipos

O - Anti-A,B (0]

A A Anti-B AAou AO
B B Anti-A BBou BO
AB AeB - AB

Fonte: Adaptado de Oriol, 1995.



No inicio dos anos 90, a clonagem do gene ABO e o seqlenciamento de seus
trés principais alelos — A, B e O - confirmaram o modelo proposto por Bernstein
(YAMAMOTO et al., 1990). Posteriormente, estudos sobre o polimorfismo génico do
sistema histo-sangutineo ABO revelaram a existéncia de multiplos alelos, muitos dos
quais foram fortemente relacionados aos subgrupos de A, de B e de AB
(SCHENKEL-BRUNNER, 2000; YAMAMOTO, 2004).

Os antigenos do sistema histo-sangliineo ABO sao sintetizados sob acao das
glicosiltransferases especificas que glicosilam de maneira sequencial, diferentes
oligossacarideos precursores (SCHENKEL-BRUNNER, 2000). Embora as vias
biossintéticas desses antigenos sejam semelhantes nos eritrocitos, nos demais
tecidos e nas secregbes, 0s antigenos sintetizados apresentam diferencas
estruturais. Essas diferengas resultam do fato que as glicosiltransferases codificadas
pelos alelos funcionais dos genes FUT1 e FUT2 utilizarem diferentes
oligossacaridios precursores com distintas conformacdes espaciais (HENRY, 2001).

Como esses oligossacaridios podem estar ligados a ceramideos ou a
proteinas, os glicoconjugados resultantes podem ser tanto glicolipidicos ou
glicoprotéicos. A tabela 2 contém a representagdo das estruturas lineares dos
oligossacarideos precursores dos antigenos do sistema histo-sangtineo ABO.

A enzima a-2-L-fucosiltransferase codificada pelo gene FUT1, adiciona uma
molécula de fucose a cadeia oligossacaridica precursora do tipo 2 para produzir o
antigeno H tipo 2. Essa molécula pode ser glicosilada pelas enzimas o-3-D-N-
Acetilgalactosaminiltransferase ou «-3-D-galactosiltransferase para formar os
antigenos A tipo 2 ou B tipo 2, respectivamente. Essas duas ultimas
glicosiltransferases sdo codificadas pelos alelos funcionais A e B do gene ABO

(SCHENKEL-BRUNNER, 2000). A figura 4 ilustra essas vias biossintéticas.



Tabela 2. Representacédo das estruturas lineares dos oligossacaridios precursores

dos antigenos do sistema histo-sangtineo ABO. A letra “R” indica ceramidio ou

proteina.
Tipos Estrutura terminal Formas expressas
1 GalB1-3GIcNAcB1-R Glicoproteinas, glicolipidios
2 GalB1-4GIcNAcB1-R Glicoproteinas, glicolipidios
3 GalB1-3GalNAca1-R Glicolipidios
4 GalB1-3GalNAcB1-R Glicolipidios
5 Galp1-3Galp1-R Estrutura sintética
6 Galp1-4GlcB1-R Glicoproteinas, glicolipidios

Fonte: Adaptado de Oriol, 1995.
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Dessa forma, nos individuos do grupo A cujos genétipos podem ser AA ou
AO, o gene A produz uma enzima funcional, a qual dara origem ao antigeno A tipo 2.
Nos individuos do grupo B, os quais sao portadores dos genétipos BB ou BO, o
gene B também codificara uma enzima funcional encarregada da sintese do
antigeno B. Naqueles portadores do grupo AB, ambas as enzimas sdo expressas e
portanto, ocorre a sintese dos antigenos A tipo 2 e B tipo 2. Por outro lado, nos
individuos do grupo O, cujo gendtipo sempre € OO, ndao ocorre expressao das
transferases funcionais encontradas nos grupos A e B. O alelo O do gene ABO
codifica uma glicosiltransferase andbmala a qual é incapaz de modificar o antigeno H
tipo 2. Portanto, esses individuos expressam apenas o antigeno H tipo 2 nos
eritrocitos (DANIELS, 1995).

O sistema histo-sangliineo ABO difere dos demais sistemas de grupos
sangliineos ndo somente pelos aspectos genéticos, de expressao tecidual e de
importancia médica, mas também imunoldgicos. E o tnico sistema que contém, além
dos antigenos A e B, os anticorpos anti-A, anti-B e anti-A,B. Assim, individuos do
grupo A possuem anticorpos anti-B e os do grupo B, anti-A. Os individuos do grupo
AB ndo os expressam, mas aqueles do grupo O expressam anti-A, anti-B e anti-A,B
(SCHENKEL-BRUNNER, 2000).

Os anticorpos do sistema histo-sangiineo ABO foram inicialmente
considerados “naturais” e acreditava-se que 0s mesmos resultavam da expressao de
outros genes ligados ao locus ABO (MIELKE, 2006). Atualmente ndo ha duvidas de
que moléculas estruturalmente semelhantes aos antigenos A e B e que estédo
presentes em microrganismos que colonizam o trato gastrintestinal, em alimentos e

no meio ambiente, sejam as responsaveis pelo continuo estimulo do sistema imune,



0 que permite a expressao desses anticorpos de forma “imune” e nao natural
(DANIELS, 1995; HENRY;SAMUELSSON, 2000; MIELKE et al., 2006). Um dos
argumentos a favor visdo resultado do fato de que os titulos dos anticorpos anti-A,
anti-B e anti-A,B se elevam apds o nascimento e atingem niveis maximos na fase

adulta (DANIELS, 1995; SCHENKEL-BRUNNER, 2000).






Status secretor dos glicoconjugados ABH

O status secretor é definido pela identificacdo de dois fendtipos que
apresentam heranga mendeliana e que sao controlados pelos alelos do gene FUT2
(ORIOL, 1995). Com base nesse status, os individuos podem ser classificados como
secretores positivos (secretores) ou secretores negativos (ndo secretores). Os
secretores positivos possuem a habilidade de secretar, juntamente com outras
substancias, os glicoconjugados com especificidade H, A e B, enquanto os
secretores negativos, ndo. Com base nos fundamentos da genética classica, o
fenotipo secretor positivo é considerado um trago dominante enquanto o secretor
negativo, um traco recessivo (DANIELS, 1995). A figura 5 ilustra as diferencas entre
secretores positivos e secretores negativos.

O gene FUT2 codifica a enzima funcional a1-2 fucosiltransferase contendo
332 amoniacidos, a qual é capaz de fucosilar o oligossacaridio precursor do tipo 1,
dando origem ao antigeno H tipo 1 e essa molécula por sua vez, pode ser glicosilada
pelas glicosiltransferases codificadas pelos alelos funcionais do gene ABO (ORIOL,
1995; SCHENKEL-BRUNNER, 2000). Portanto, de maneira semelhante ao que
ocorre nos eritrécitos, o antigeno A é sintetizado pela enzima «-2-D-N-
Acetilgalactosaminiltranferase codificada pelo alelo A, e o antigeno B, pela a-3-D-

Galactosiltransferase, codificada pelo alelo B (SCHENKEL-BRUNNER, 2000).
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As secregdes e outros tecidos dos portadores do status secretor positivo
contém os mesmos antigenos do sistema ABO presentes nos eritrocitos, mas
oriundos de oligossacaridios precursores diferentes. Dessa forma, individuos do
grupo A expressam os antigenos H tipo 1 e A tipo 1, do grupo B expressam H tipo 1
e B tipo 1 e aqueles do grupo O expressam apenas o H tipo 1. Ja os individuos do
grupo AB secretam H tipo 1, A tipo 1 e B tipo 1 (DANIELS, 1995; SCHENKEL-
BRUNNER, 2000). A figura 6 ilustra as vias biossintéticas responsaveis pela
expressdo dos glicoconjugados ABH a partir dos oligossacaridios precursores do
tipo 1.

Os portadores do status secretor negativo séo incapazes de expressar esses
antigenos nas secregbes. Essa incapacidade decorre do fato que nesses individuos
ndao ha uma enzima FUTII funcional capaz de fucosilar o oligossacaridio precursor
do tipo 1, mesmo que as glicosiltransferases codificadas pelos alelos do gene ABO
estejam presentes (DANIELS, 1995; ORIOL, 1995; SCHENKEL-BRUNNER, 2000).
Diferentes alteracées no gene FUTZ2 foram relatadas mas a substituicdo G428A no
exon dois desse gene mostrou-se mais freqlente em todas as populagées
analisadas (SVENSSON et al., 2000), inclusive na regido noroeste do Estado de Séo
Paulo (CINTRA; MATTOS, 2006). A figura 7 ilustra a base molecular do status
secretor.

A importancia clinica do sistema histo-sangliineo ABO para varias areas da
medicina esta bem estabelecida. Os anticorpos anti-A, anti-B e anti-A,B podem
reagir de maneira especifica e com alta afinidade com seus respectivos antigenos

especificos. Como consequéncia, reagbes hemoliticas transfusionais graves,




rejeicdo hiperaguda do enxerto e até doenca hemolitica perinatal nos casos de
incompatibilidade materno-fetal podem ser desencadeadas (HARMENING, 2000).

A importéancia biolégica imposta pela natureza ao sistema histo-sanglineo
ABO e ao status secretor ainda é objeto de acaloradas discussodes. A presenca dos
alelos funcionais dos genes FUT1, FUT2 e ABO se relaciona ndo somente com o
perfil de glicoconjugados ABH que cada individuo expressa mas também com os
anticorpos presentes no plasma. Essa situacado peculiar pode ter tido um grande
impacto na geracao, na diversificacdo e na manutencdo do polimorfismo desse
sistema ao longo da existéncia da espécie humana (HENRY;SAMUELSSON, 2000).
Ha indmeras evidéncias que reforgcam a visdo de que o polimorfismo resultante das
interagbes epistaticas entre o gene ABO com os genes FUT1 e FUT2 pode
influenciar a suscetibilidade ou mesmo a resisténcia a doengas infecciosas,
parasitarias e outras. Em alguns casos, esse polimorfismo pode representar apenas
um fator adicional, mas em outros ele parece de fato ter um papel de destaque na
relacdo parasito-hospedeiro (BLANCHER et al., 1997; HENRY;SAMUELSSON,

2000; HENRY, 2001; BELLAMY, 2004; MIELKE et al., 2006).
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As relagbes que os seres humanos mantém com 0S microrganismos que
colonizam a sua superficie corporal e suas mucosas compreendem um continuum.
Os beneficios resultantes dessas relagdes podem ser mutuos (simbiose), favorecer
um lado, sem necessariamente prejudicar o outro (comensalismo), e ainda resultar
em marcantes prejuizos para o hospedeiro (parasitismo) (SAVAGE, 1977).

O intestino humano € o 6rgao mais densamente povoado por microrganismos,
comparado aos demais Orgdos, e a microbiota nele presente, que além de
complexa, apresenta distribuicdo geografica caracteristica (SAVAGE, 1977). Dentre
os fatores envolvidos nas interacbes entre o homem e 0s microrganismos que
habitam seu trato gastrintestinal, encontra-se o repertério de glicoconjugados

expressos pelas células epiteliais, os quais desemp



receptores para microrganismos patogénicos e nao patogénicos (KARLSSON, 1986;
HOOPER; GORDON, 2001; HOOPER, 2001).

As vias biossintéticas responsaveis pela expressao dos glicoconjugados ABH
no trato gastrintestinal humano foram elucidadas, com base na andlise de
glicolipidios (ANGSTROM et al.,, 2004). O tipo e o tamanho dos glicoconjugados
expressos a partir do oligossacaridio precursor do tipo 1 resultam das reagdes de
glicosilacao controladas pelas enzimas codificadas pelos genes ABO e FUT2.

As modificagdes que ocorrem nos oligossacarideos precursores, coOmo
resultado da agédo dessas glicosiltransferases, restringem a extenséo e a ramificacao
dos glicoconjugados ABH do trato gastrintestinal humano (HENRY et al, 1994;
HENRY et al, 1997; HENRY, 2001; ANGSTROM et al, 2004). Portanto,
diferentemente do que ocorre nos eritrécitos, nos quais as formas alongadas e
ramificadas destes glicoconjugados predominam, os glicolipidios do intestino
delgado séo restritos em tamanho e estrutura, mas com maior grau de
diversificagdo, devido as interagdes entre as glicosiltransferases dos genes ABO e
FUT2 (HENRY, 2001; ANGSTROM et al., 2004).

A origem da restricio e do controle da glicosilagdo por essas
glicosiltransferases é desconhecida, mas cada diferente glicoconjugado por elas
diversificado pode representar um potencial receptor ao qual um microrganismo
especifico possa aderir (KARLSSON, 1986; LANNE et al, 1995; HOOPER,;
GORDON, 2001). E possivel que as variagdes nos glicoconjugados ABH expressos
no trato gastrintestinal humano tenham se desenvolvido como resultado de tensao
biolégica e pressao evolutiva, € que os mesmos possam desempenhar importante

papel nas interagées com microrganismos patogénicos e ndo patogénicos.



A aderéncia dos microrganismos a alvos especificos expressos nos tecidos
do hospedeiro, mediada pelas interagdes entre os glicoconjugados e as adesinas,
parece representar um fator crucial na patogénese de muitas infec¢des (FALK et al.,
1998). Além de contribuir para a definicao do espectro de hospedeiros que um dado
microrganismo pode infectar, essas interagdes favorecem o tropismo tecidual bem
como influenciam o grau de suscetibilidade de cada hospedeiro (KARLSSON, 1986;
HENRY, 2001).

De fato, varios estudos epidemiolégicos tém dado suporte a essas
proposi¢cdées. Foi demonstrado que individuos do tipo sanguineo O apresentam
maior suscetibilidade a infecgéo pelo bacilo Helicobacter pylori (HENRIKSSON et al.,
1993; LIN et al,1998; MATTOS et al., 2002). Também foi observada maior
suscetibilidade de individuos com o status secretor negativo a infec¢do por cepas
uropatogénicas de Escherichia coli (SHEINFELD et al., 1989).

Acredita-se que os glicoconjugados fucosilados H tipo 1, expressos em
grande quantidade na mucosa gastrica dos individuos do tipo O, e secretores
positivos, constituem potenciais receptores aos quais se ligam adesinas presentes
no H. pylori (BOREN et al., 1993; FALK et al., 1994; BOREN et al., 1994; ALKOUT et
al, 1997; ILVER et al, 1998). Ha ainda demonstragbes de que as cepas
uropatogénicas de E. coli utilizam adesinas que interagem com os glicoconjugados
expressos nas células uroteliais (WU et al., 1996; STAPLETON et al., 1998).

A literatura pertinente contém muitos relatos epidemiol6gicos e experimentais
mostrando que os glicoconjugados ABH podem atuar como potenciais receptores
para os agentes etioldgicos de doencgas bacterianas, mas sdo escassos, entre as
publicacdes brasileiras, os estudos de associagédo do sistema histo-sangltineo ABO

e do status secretor com doengas parasitarias, especialmente, a toxoplasmose.



Um dos primeiros estudos que avaliou a freqiéncia de anticorpos anti-T.
gondii e os grupos sanguineos ABO, foi conduzido em doadores de sangue na
Tanzania (GILL, 1985). Os autores encontraram alta freqtiéncia de sorologia positiva
para a toxoplasmose (38%), mas nao verificaram diferencas significantes na
distribuicao dos grupos sanglineos ABO, embora tenham observado anticorpos anti-
T. gondii em 50% dos individuos do grupo AB. Em 1989, um estudo realizado na
Noruega relatou, pela primeira vez, prevaléncia de testes positivos para anticorpos
anti-T. gondii em individuos do grupo B (p = 0,03), recrutados de varias areas
daquele pais (MIDTVEDT;VAAGE, 1989). Por outro lado, Lecolier e colaboradores
ndao encontraram relacdo entre a presenca de anticorpos anti-T. gondii € grupos
sanglineos ABO em gestantes francesas (LECOLIER et al., 1990).

Alta freqUéncia de anticorpos anti-T. gondii de classe IgG também foi
observada em doadores de sangue do grupo AB e do sexo masculino, em Cuba
(LOPES et al, 1993). Outro estudo realizado na RuUssia, na década passada,
observou que 54% dos doadores de sangue do grupo AB apresentavam sorologia
positiva com IgG anti-T. gondii, em comparag¢ao com 27% dos individuos do grupo O
(ZHIBURT et al., 1997). Recentemente, KOLBEKOVA e colaboradores (2007)
encontraram associagao significante entre a presenga de anticorpos anti-T. gondii
com os grupos B e AB em militares da Republica Tcheca. A tabela 3 resume os
resultados desses estudos.

Embora alguns desses estudos tenham demonstrado diferencas significantes
nas freqiéncias dos grupos B e AB em individuos com sorologia positiva para
toxoplasmose, e apontem o antigeno B como um potencial candidato a receptor para
o T. gondii no trato gastrintestinal (MIDTVEDT; VAAGE, 1989; LOPES et al., 1993),

seus resultados, além de controversos, podem ser questionados e considerados



inconclusivos, pois os grupos sanguineos ABO foram analisados isoladamente.
Sabe-se que a expressao dos glicoconjugados ABH néo esta restrita aos eritrécitos,
mas se da de forma integrada, sob controle dos genes ABO e FUT2, em outros
tecidos e secrecoes, criando perfis diferenciados de glicoconjugados ABH (ORIOL,
1995). Além disso, a variabilidade nas glicosiltransferases codificadas pelos alelos
desses genes pode alterar a competicdo dessas enzimas pelos oligossacarideos
precursores e criar outros perfis diferenciados de glicoconjugados no trato
gastrintestinal, os quais podem inclusive variar de acordo com a origem étnica
(HENRY, 2001). Portanto, esses sistemas devem ser analisados em conjunto,
congregando sempre que possivel, métodos sorolégicos e moleculares para que se
obtenha melhor definicao dos fenétipos ABO e do status secretor. Essa estratégia
permite inferir, com maior seguranca, o perfil de glicoconjugados relacionados a

esses sistemas, expresso no trato gastrintestinal.




Tabela 3. Casuistica analisada e resultados com sorologia reagente relatados nos
estudos que investigaram a associacao entre o sistema histo-sangtiineo ABO e a

presenca de anticorpos anti-






Objetivos

Diante da importéancia epidemiolédgica da infecgéo por T. gondii em gestantes,

este estudo teve como objetivos:

1.

Verificar as frequéncias dos fenétipos eritrocitarios do sistema histo-sangiineo
ABO e gendtipos do status secretor em gestantes com e sem anticorpos anti-T.

gondii.

Verificar se um ou mais perfis de glicoconjugados expressos no trato
gastrintestinal, relacionados a esses marcadores genéticos e inferidos a partir de
seus fendtipos e gendtipos possam ser referidos como fatores de suscetibilidade

ou resisténcia a infecgéo por T. gondii.
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Os resultados desse trabalho encontram-se presentes nos artigos e resumos
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Resumo

O Toxoplasma gondii infecta os seres humanos dentre outras vias, pelo trato
gastrintestinal, um local onde se da a expressao do perfil de glicoconjugados ABH
sob controle da enzima a-2-L-Fucosiltransferase (FUTII) codificada pelo gene FUT2
(19913.3). A presenca da FUTIl define o status secretor positivo, o qual €&
relacionado aos fenotipos eritrocitarios ABO. Diante da importancia epidemioldgica e
clinica da infec¢ao pelo T. gondii, o objetivo desse trabalho foi testar a hipétese de
que o perfil de glicoconjugados ABH expresso no trato gastrintestinal esta associado
a infeccdo por esse parasito. Foram selecionadas 367 gestantes atendidas no
Ambulatério de Gestacao de Alto Risco do Hospital de Base da Fundagéao Faculdade
Regional de Medicina de Sao José do Rio Preto. Duas amostras de sangue, uma
sem e outra com anticoagulante foram coletadas. A fenotipagem eritrocitaria ABO e
a deteccao dos anticorpos anti-T. gondii foram realizadas pelo método
hemaglutinacdo. A identificagcdo do status secretor foi feita pelo método PCR-RFLP.
As diferencas nas frequiéncias do status secretor positivo € negativo e dos fenoétipos
eritrocitarios ABO, isoladamente ou em conjunto, ndo foram estatisticamente
significantes na presenca e na auséncia desses anticorpos (p=0,26). Esses
resultados sugerem que o perfil de glicoconjugados ABH expressos no trato
gastrintestinal sob controle do gene FUT2 ndo estd associado a presenca de
anticorpos anti- T. gondlii.

Palavas-chave: grupos sanglineos ABO; status secretor; toxoplasmose;
Toxoplasma gondii; gestagao de alto risco; sistema publico de saude.




Abstract

Toxoplasma gondii infects humans in several manners including by the
gastrointestinal tract where the o-2-L-Fucosiltransferase (FUTII) coded by FUTZ2
(19913.3) controls the expression of the ABH glycoconjugates profile. Presence of
FUTII defines the positive secretor status which is associated to ABO erythrocytic
phenotypes. Due to the epidemiological and clinical importance of T. gondii infection,
the aim of this work was to test the hypothesis that the ABH glycoconjugate profile
expressed in the gastrointestinal tract is associated to infections by this parasite. A
total of 367 pregnant women from the High-Risk Pregnancy Clinical of the University
Hospital de Base in Sdo José do Rio Preto were enrolled in this study. Two blood
samples were drawn with only one mixed with anticoagulant. The ABO erythrocytic
phenotyping and detection of anti-7. gondii antibodies were achieved by the
hemagglutination method. Identification of the secretor status was by the PCR-RFLP
method. Differences in the positive and negative secretor status and ABO
erythrocytic phenotypes, either in isolation or in association, were not statistically
significant in respect to the presence or absence of these antibodies (p-value =0.26).
These results suggest that the ABH glycoconjugate profile expressed in the
gastrointestinal tract under control of the FUT2 gene is not associated to anti-T.
gondii antibodies.

Key-words: ABO blood groups; secretor status; toxoplasmosis; Toxoplasma gondii

high-risk pregnancy; public health service.




Introducao

A investigacdo contemporénea da infeccado pelo Toxoplasma gondii tem
dedicado especial atencdo as gestantes e neonatos devido aos riscos de
transmissdo congénita e suas sequelas (Holfeld et al, 1990, Raeber et al, 1995,
Morris & Croxson, 2004; Vela-Amieva et al, 2005). A prevaléncia de infeccao por
esse parasito esta bem estabelecida em todas as regides brasileiras e verifica-se
que seus indices variam de 22,8% a 71,5% (Sobrinho et al., 1971; Cerqueira et al.,
1998; Rey & Ramalho, 1999; Galisteu et al., 2007).

A resisténcia a infeccao pelo T. gondii depende tanto da imunidade inata
quanto da adaptativa (Derouin, 1992). Os anticorpos da classe IgM representam um
importante marcador de infecgdo aguda para as gestantes e congénita para os
neonatos, enquanto os de classe IgG sdo importantes marcadores de imunidade
para gestantes (Camargo, 1975; Chardés et al., 1990). Portanto, a identificagéo de
anticorpos especificos constitui uma importante evidéncia de infeccao pregressa ou
presente, embora a persisténcia de anticorpos IgM possa dificultar a correta
interpretacao do diagndstico laboratorial (Rilling et al., 2003).

O T. gondii infecta os seres humanos utilizando como uma de suas rotas de
infeccdo o trato gastrintestinal e sua aderéncia a receptores especificos € um fator
importante para a patogénese da toxoplasmose (Ortega-Barria & Boothroyd, 1999;
Carruthers et al., 2000). Estudos experimentais demonstraram que este protozoario
liga-se por meio de suas roptrias, a N-Acetilglicosamina e galactose conjugada a
alboumina marcada com particulas de ouro (Carvalho et al.,, 1991). A N-
Acetilglicosamina e galactose estao presentes em glicoproteinas e glicolipidios do
trato gastrintestinal e a expressao dessas moléculas se relaciona, pelo menos em
parte, com o perfil de glicoconjugados ABH dos portadores do status secretor
positivo (Schenkel-Briinner, 2000). Esses dois eventos, a entrada do T. gondii pelo
trato gastrintestinal e a expressdo dos glicoconjugados ABH, ocorrem no mesmo
orgao e podem estar associados entre si.

O status secretor dos glicoconjugados ABH é um carater genético que permite
a classificagdo dos seres humanos em secretores positivos e secretores negativos
(Oriol, 1995). A base molecular dessa diferenga resulta da substituicdo G428A no
exon 2 do gene FUTZ2 (19q13.3) (Svensson et al., 2000). Os secretores positivos

(GG ou GA) expressam a enzima o-2-L-Fucosiltranferase (FUTII) a qual controla a



expressdo dos glicoconjugados ABH nos tratos gastrintestinal e respiratério
(Schenkel-Brunner, 2000; Fujitani et al., 2000). Os secretores negativos sao
incapazes de secretar esses glicoconjugados devido a homozigose do alelo A, a
qual inativa a enzima FUTII (Henry, 2001).

As enzimas codificadas pelos genes FUT2 e ABO (9g34.1) agem de forma
sequencial e criam perfis de glicoconjugados ABH nos tratos gastrintestinal e
respiratorio, os quais diferem daqueles presente nos eritrocitos e que definem os
fendtipos do sistema ABO (Oriol, 1995; Henry, 2001). A enzima FUTII adiciona uma
molécula de fucose ao oligossacaridio precursor do tipo 1 para formar o antigeno H
tipo 1. Esse antigeno constitui o substrato que quando glicosilado pelas enzimas
codificadas pelos genes A e B do locus ABO, com a insercao de o-3-D-
Nacetilgalactosamina ou a-3-D-Galactose, dara origem aos antigenos A ou B tipo 1,
respectivamente (Oriol, 1995; Schenkel-Briinner, 2000). Como conseqléncia, 0s
individuos secretores positivos do tipo A expressam glicoconjugados H e A, do grupo
B, H e B, do grupo AB, H, A e B e do grupo O, apenas o H (Schenkel-Brinner,
2000).

Glicoconjugados ABH semelhantes aqueles expressos nos tratos
gastrintestinal e respiratorio também sado encontrados nos eritrécitos. Nestas células
a sintese se da sob controle da enzima o-2-L-Fucosiltranferase (FUTI) codificada
pelo gene FUTT a partir de oligossacaridio precursor do tipo 2 (Oriol, 1995). Embora
sejam relacionados, os oligossacaridios precursores dos tipos 1 e 2 apresentam
diferencas em suas conformacgdes espaciais as quais podem ser reconhecidas por
anticorpos monoclonais especificos bem como por adesinas expressas por
microrganismos (Henry, 2001).

O perfil de glicoconjugados ABH expressos nos tratos gastrintestinal e
respiratorio pode ser inferido a partir da genotipagem FUT2 combinada a
fenotipagem eritrocitaria do sistema ABO (Svensson et al., 2000; Henry, 2001). Cada
glicoconjugado que compde esse perfil pode atuar como um potencial receptor e
influenciar a suscetibilidade ou a resisténcia a infecgcdo por microrganismos
(Karlsson, 1986; Henry, 2001). Portanto, a contribuicdo relativa desses
glicoconjugados pode ser crucial para a invasao das células do hospedeiro pelo T.
gondii e a identificagcdo dos mesmos pode contribuir para o melhor entendimento da

patogénese da toxoplasmose.




Estudos prévios realizados na Noruega (Midtvedt & Vaage, 1989), em Cuba
(Lopes et al., 1993), na Rdussia (Zhiburt et al., 1997) e na Republica Tcheca
(Kolbekova et al., 2007) sugeriram que os individuos dos grupos B e AB apresentam
elevada suscetibilidade a infeccao pelo T. gondii, a partir da deteccao de anticorpos
de classe IgG especificos para esse parasito. Esses estudos também indicaram que
o antigeno B poderia atuar como um potencial candidato a receptor para o T. gondii
no trato gastrintestinal. Entretanto, esses relatos sé&o inconclusivos pois se basearam
apenas na identificagcao do fenoétipo eritrocitario ABO e nao incluiram nas analises, o
gene FUTZ2 como fator determinante do status secretor positivo ou negativo. Diante
da importancia epidemioldgica e clinica da infeccao pelo T. gondii, o objetivo desse
trabalho foi testar a hipotese de que o perfil de glicoconjugados ABH expresso no
trato gastrintestinal esta associado a infecgao por esse parasito.

Casuistica e métodos

Selecao das gestantes e coleta das amostras de sangue

Foram selecionadas 367 gestantes caucasianas e nao caucasianas,
atendidas no Ambulatério de Gestacdo de Alto Risco do Hospital de Base da
Fundacao Faculdade Regional de Medicina de Sao José do Rio Preto, no periodo de
outubro de 2005 a fevereiro de 2007. A auto-definicdo foi utilizada como critério de
etnia e confrontada com as informacdes étnicas sobre as duas geracdes anteriores.
Como critério de exclusdo, menores de 18 anos e portadores de outras doencgas
infecciosas e parasitarias nao foram incluidas. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Famerp (parecer 089/2005). Apds a obtencdo do termo de
consentimento informado, foram coletadas duas amostras de sangue, uma sem e

outra com anticoagulante, em tubos a vacuo.

Fenotipagem ABO

Os grupos sanguineos ABO foram determinados pelo método de
hemaglutinacdo em tubos, utilizando-se anti-soros comerciais para a tipagem direta
e hemécias-padrdo comerciais para a tipagem reversa (Biotest, Sdo Paulo, SP —
Brasil). Uma gota de uma suspenséo de hemacias a 5% em solugéo salina estéril
(NaCl, 09%), preparada para cada amostra coletada, foi misturada a uma gota de

cada um dos anti-soros anti-A, anti-B e anti-A,B para a definicdo dos antigenos



eritrocitarios. Duas gotas do plasma sangliineo de cada amostra foi misturada a uma
gota de cada uma das suspensdes de hemacias-padrdao a 5% dos grupos A e B,
para a identificacdo dos anticorpos anti-A e anti-B. Os tubos foram centrifugados a
3400 RPM por 1,5 minuto e a interpretacdo do resultado obtido foi baseada na
presenca ou na auséncia de hemaglutinacdo. Em todos os procedimentos foram
obedecidas rigorosamente as recomendacdes dos fabricantes dos reagentes

utilizados.

Extracao de DNA genémico

O DNA genbdmico foi extraido por um método enzimatico-salino (Miller et al,
1987). Os leucocitos separados foram lavados trés vezes em solugdo salina
tamponada (PBS) e incubados a 37° C por toda a noite com 20 uL de uma solugéao
de proteinase K a 10%. O DNA foi precipitado em 2mL de NaCl 6M, lavado trés
vezes em alcool etilico absoluto e trés vezes em alcool etilico a 70%, seguido da

dissolugdo em 300 pL agua MilliQ e estocagem a -20 °C até o momento do uso.

Genotipagem FUT2

Os gendtipos FUTZ2 resultantes da homozigose ou heterozigose da
substituicdo G428A foram identificados pelo método PCR-RFLP, conforme protocolo
de Svensson e colaboradores (2000). As reacdes de amplificacdo foram montadas
com os oligonucleotideos iniciadores verso: (5° CGC TCC TTC AGC TGG GCA CTG
GA 3’); reverso (5° CGG CCT CTC AGG TGA ACC AAG AAG CT 3), para
diferenciagcdo dos alelos G e A na posicao 428 do gene FUTZ2. Cada reagao
compreendeu um volume final de 25 pL, contendo 10 Mm de TRIS-HCL, 50 mM de
KCI, 1,5 mM de MgCl,, 20mM de cada dNTP, 10 pM de cada oligonucleotideo
iniciador, 0,5 U de Taqg e 5 ng do DNA gendmico. As condi¢cdes de amplificacao
compreenderam pré-desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos (94° C
por 1 minuto, 63°C por 1 minuto e 72°C por um minuto) e uma extenséo adicional a
72°C por 5 minutos. O fragmento contendo 1033 pares de bases, apés a digestdo
com a enzima Ava ll, foi clivado em numero variavel de fragmentos de acordo com o
alelo presente: 459, 295, 149 e 130 pares de bases para o alelo G, e 459, 425 e 149
pares de bases para o alelo A. A separacdo desses fragmentos foi feita em

eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio, sob luz UV.



Portanto, individuos GG e GA foram considerados secretores e aqueles AA, nao

secretores dos glicoconjugados ABH.

Diagndstico de infeccao pelo Toxoplasma gondii

A presencga de anticorpos anti-T. gondii foi detectada pelo testes sorolégico
hemaglutinacao, disponivel como kits comerciais (IMUNO HAI — Wama Diagndstica).
As instrucbes do fabricante foram seguidas de maneira criteriosa. Os resultados
foram expressos em “reagente” e “nao reagente” para a presenca e a auséncia de

anticorpos anti- T. gondli, respectivamente.

Andlise estatistica
Os dados foram analisados utilizando-se o teste qui-quadrado com o uso do
software GraphPad Instat, versao 3.06, 2003.

Resultados

Das 367 gestantes selecionadas, 155 (42,2%) eram caucasianas, 170
(46,3%) eram miscigenadas, 39 (10,6%) eram negréides, duas (0,54%) eram
amerindias e uma (0,27%) oriental. Nao foram verificados casos discrepantes. A
média de idade cronolégica verificada foi igual a 26,4 anos (18 a 44).

Foram relatados casos de gestacdo anterior em 68,4% (251/367) das
gestantes, sendo que 20,3% (51/251) deles revelaram ocorréncia de filhos
prematuros. O percentual de abortamento verificado foi igual a 25,8% (95/367),
variando de um a cinco abortos. Histéria prévia de transfusdo de sangue foi
informada por 12,2% (45/367) gestantes. Além disso, 37,9% (139/367) relataram
ingerir carne crua e 23,9% (88/367), leite cru. A maioria das gestantes (87,2%;
320/367) revelaram possuir algum tipo de animal doméstico.

A distribuicao global dos fenoétipos eritrocitarios ABO foi de 34,3% (A), 12,8%
(B), 3,8% (AB) e 48,7% (O). As frequéncias globais dos genétipos que definem o
status secretor positivo (GG e GA) e secretor negativo (AA) foram iguais a 76,3%
(280/367) e 23,7% (87/367), respectivamente. Esses valores sao semelhantes
aqueles verificados por Mattos e colaboradores (2001) para os fenétipos ABO e por
Cintra & Mattos (2006), para o status secretor, em individuos nao relacionados da

regiao noroeste do estado de Sao Paulo (p>0,05).



A pesquisa de anticorpos anti-T. gondii demonstrou que 49,6% (182/367)
eram reagentes e 50,4% (185/367) nao reagentes pelo método de hemaglutinacao
passiva. Esse alto percentual de gestantes soros-reagentes é semelhante aqueles
verificados em outros estudos realizados tanto no Estado de Sao Paulo bem como
em outras regides do Brasil.

A casuistica foi dividida em dois grupos de acordo com a presenca ou nao de
anticorpos anti-T. gondii, mas ndo foram econtradas diferengas estatisticamente
significantes nas frequéncias dos grupos sangtiineos ABO (p=0,20) e do status
secretor (p=0,41), quando considerados isoladamente. Como a agao conjunta dos
genes FUT2 e ABO



constituindo, também, uma caracteristica filogenética do Apicomplexa (Hell, et al
2000; Ahn et al, 2001, Sibley, 2004; Alexander 2006; Huynh & Carruthers, 2006). O
uso do trato gastrintestinal como rota de infeccdo e a acao do gene FUTZ2 no trato
gastrintestinal estimularam-nos a investigar se o perfil de glicoconjugados ABH
associa-se a infecg¢é@o pelo T. gondii.

Todas as gestantes parecem ser igualmente suscetiveis a infeccao pelo T.
gondii e esse fato € constatado quando se verifica a presenca de anticorpos
especificos anti-T. gondii em secretores positivos e negativos de todos os grupos
sanglineos ABO. Essa tendéncia para ndo associagdo permaneceu mesmo quando
ambos os grupos de gestantes foram comparados para as variaveis gestacoes
anteriores, filhos prematuros, histéria prévia de aborto, transfusdo de sangue,
ingestdo de alimentos crus e animais domeésticos.

No grupo com sorologia nao reagente, foi verificado maior percentual de
gestantes do grupo B, mas essa diferencga ndo foi estatisticamente significante. Esse
resultado é discordante das observacdes prévias de Midvedt &Vaage (1989), Lopes
e colaboradores (1993), Zhiburt e colaboradores (1997) e Kobekova e colaboradores
(2007) de que os individuos do grupo B sdo mais suscetiveis a infeccao pelo T.
gondii. Essa proposi¢do ndo parece ser valida para a casuistica brasileira, pois néo
foram verificadas diferencas estatisticamente significantes em ambos os grupos de
gestantes, mesmo quando o fenoétipo eritrocitario B foi combinado ao status secretor
positivo ou negativo. A falta de associacdo entre o fenoétipo eritrocitario B e a
infeccao pelo T. gondii relatada nesse trabalho € concordante com as observagdes
prévias de Gill (1985) e Lecolier e colaboradores (1990), os quais também nao
encontraram associagao entre a presencga de anticorpos anti- T. gondii e os fenotipos
eritrocitario ABO em doadores de sangue da Tanzénia e em gestantes francesas,
respectivamente.

A expressdo dos glicoconjugados ABH no trato gastrintestinal humano
depende da presenga de pelo menos um alelo funcional do gene FUT2 (Schenkel-
Brunner, 2000). A homozigose e a heterozigose para o alelo G leva a expressao da
enzima FUTII, a qual é capaz de incorporar uma molécula de fucose ao carbono 2
da galactose terminal do  oligossacaridio precursor do tipo 1
(Galp1—3GIcNAcp1—R) para formar o antigeno H tipo 1
([Fuca1—2]Galp1—3GIcNAcB1—R). Esse glicoconjugado, quando glicosilado pelas



enzimas o-3-D-N-Acetilgalactosaminiltransferase ou «o-3-D-galactosiltransferase
codificadas pelos alelos A e B do gene ABO, gera os antigenos A tipo 1
(NAcGalo1—3[Fucal—2]Galp1—3GIcNAcB1—R) ou B tipo 1
(Galoe1 —3[Fuca1—2]Galf1—3GIcNAcB1—R) (Oriol, 1995; Schenkel-Brinner,
2000). Esses glicoconjugados sao derivados de um precursor comum mas
apresentam variagdes em suas composi¢des estruturas espaciais as quais podem
ser reconhecidas por anticorpos monoclonais (Oriol, 1995; Henry et al., 1997;
Angstrom et al., 2004). Além disso, diferem daqueles expressos nos eritrécitos
(Henry, 2001; Angstrom et al., 2004). Entretanto, ndo ha evidencias de que essas
diferencas influenciem a suscetibilidade a infeccdo pelo T. gondii no trato
gastrintestinal.

Os resultados desse estudo também ndo demonstram diferencas
estatisticamente significantes nas freqiéncias dos fenétipos eritrocitarios ABO e do
status secretor, isoladamente ou em conjunto, entre as gestantes com sorologia
reagente. Isso pode ser um indicio de que todas as gestantes desse grupo sao
igualmente suscetiveis a infecgdo por esse microrganismo. Ao mesmo tempo, esse
estudo ndo encontrou, entre as gestantes com sorologia ndo reagente, evidéncias
de que um dado fenétipo eritrocitario ABO ou o status secretor estejam associados a
auséncia de anticorpos anti- T. gondii. Ressalta-se que a auséncia de anticorpos anti-
T. gondii pode ser decorrente da ndo exposicao ao parasito ou mesmo da acao de

outros fatores de resisténcia ndo associados ao perfil de glicoconjugados ABH.

Esses resultados ndo concordam com a proposicdo de que o antigeno B
constitui um potencial receptor para o T. gondii no trato gastrintestinal (Midtvedt &
Vaage, 1989; Lopes et al.,, 1993). Essa discordancia pode resultar de diferentes
fatores. E possivel que o perfil de glicoconjugados contendo o antigeno B constitua
um pequeno fator de risco para a infeccdo pelo T. gondii e que a elevada
prevaléncia de infecgcdo por esse parasito na cauis tica brasileira obscureca sua
importancia na suscetibilidade. Além disso, diante da variabilidade das cepas de T.
gondii que infectam a populacao brasileira (Ferreira et al., 2008), é possivel que
apenas algumas possam utilizar glicoconjugados ABH especificos como potenciais
receptores no trato gastrintestinal. Outro aspecto a ser considerado é que esse

estudo analisou apenas casuistica feminina oriunda de uma populagdo com



background étnico distinto e portanto, a influéncia do sexo na relagao entre o ser
humano e os anticorpos anti-T. gondii nao tenha sido evidenciada (Lecolier et al.,
1990). Finalmente, a presenca ou a auséncia da enzima FUTIIl, embora necesséria
para criar perfis de glicoconjugados ABH diferenciados no trato gastrintestinal, nao é

suficiente para influenciar a suscetibilidade ou a resisténcia a infecgéo pelo T. gondii.

Como os individuos de todos os grupos sangtineos ABO, secretores
positivos ou negativos parecem ser igualmente suscetiveis a infecgéo pelo T. gondii,
nao ha, em principio, razdées para se acreditar que os antigenos ABO atuem como
receptores exclusivos para esse parasito. Em conclusdo, nenhum dos perfis de
glicoconjugados ABH expressos no trato gastrintestinal humano sob controle dos
genes FUT2 e ABO esta associado a presenga ou auséncia de anticorpos anti-T.
gondii, ndo parecendo portanto, ser um fator crucial na elevagao ou redugéo do risco

de infecgao.
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Tabela 1. FreqUéncias dos fendtipos eritrocitarios ABO e dos genétipos FUT2 nas

gestantes com sorologia reagente e ndo reagente para a toxoplasmose.

Fendtipos Genotipos Reagentes Nao Reagentes P (Fischer)
N % N %
ABO FUT2 (G428A)
A GG + GA 53 29,12 43 23,24 1,00
AA 16 8,80 14 7,56
B GG + GA 17 9,34 24 12,97 0,38
AA 1 0,54 2,70
AB GG + GA 5 274 2,70 0,58
AA 4 2,20 0,54
) GG + GA 60 32,96 73 39,45 0,23
AA 26 14,30 20 10,81
Total 182 49,6 185 50,4
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INTRODUCAO: O Toxoplasma gondii, o agente etiolégico da toxoplasmose, utiliza como
uma de suas rotas de infecgao, o trato gastrintestinal humano. Nesse local ocorre expressao
de glicoconjugados ABH, os quais contém as mesmas especificidades antigénicas dos
antigenos de grupos sangiiineos ABO. Esses glicoconjugados atuam como receptores para
diferentes microrganismos e influenciam a suscetibilidade ou resisténcia a doencas
infecciosas e parasitarias. OBJETIVOS: O objetivo deste estudo foi investigar a ocorréncia
de associacao entre a presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii e os tipos sangiineos ABO
em gestantes. CASUISTICA E METODO: Foram consultados os prontuarios de 224
gestantes atendidas no Ambulatério de Gestacdo de Alto Risco do Hospital de Base —
Fundagao Faculdade Regional de Medicina de Sao José do Rio Preto — FUNFARME, Sao
José do Rio Preto, Sao Paulo, no periodo de janeiro de 2001 a dezembro de 2004. Os tipos
sangiineos ABO e os resultados dos exames sorolégicos para toxoplasmose (ELISA — IgG)
foram anotados. RESULTADOS: Do total de 224 prontuarios selecionados, 66,5% (149/224)
continham resultados de exames sorologicos reagentes para IgG anti-T. gondii e 33,5%
(75/224), continham resultados nao reagentes. As frequiéncias dos grupos sanguineos ABO
foram semelhantes entre as gestantes reagentes e nao reagentes (Qui-quadrado= 1.077; p
= 0,78). CONCLUSAO: Os resultados ndo demonstram a ocorréncia de associacéo entre a
presenga de anticorpos IgG anti- T. gondii e os tipos sangliineos ABO em gestantes.
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Introduction. Toxoplasma gondii infects humans in several manners including by the
gastrointestinal tract where the alpha-2-L-Fucosiltransferase (FUTIl) coded by FUT2
(19913.3) controls the expression of the ABH glycoconjugate profile. Presence of FUTII
defines the positive secretor status which is associated to ABO erythrocytic
phenotypes. Objectives. Due to the epidemiological and clinical importance of T. gondii
infection, the aim of this work was to test the hypothesis that the ABH glycoconjugate profile
expressed in the gastrointestinal tract is associated to infections by this parasite. Material
and Methods. A total of 367 pregnant women from the High-Risk Pregnancy Clinical of the
University Hospital de Base in Sao José do Rio Preto SP, Brazil, were enrolled in this study.
Two blood samples were drawn with only one mixed with anticoagulant. The ABO
erythrocytic phenotyping and detection of anti-T. gondii antibodies were achieved by the
hemaglutination method. Identification of the secretor status was by the PCR-RFLP method,
using the AVA Il enzyme to verify the G428A mutation. Results. Differences in the positive
and negative secretor status and ABO erythrocytic phenotypes, either in isolation or in
association, were not statistically significant in respect to the presence or absence of these
antibodies (p-value =0.26). Conclusion. These results suggest that the ABH glyconjugate
profile expressed in the gastrointestinal tract under control of the FUT2 gene is not
associated to anti- T. gondii antibodies.

Key-words: ABO blood groups; secretor status; G428A; Toxoplasma gondii; high-risk
pregnancy; public health service.
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INTRODUCAO: O Ministério da Satde do Brasil determina em seu Programa de Atengédo a
Saude da Mulher, a realizacao de triagem sorolégica para doengas infecto-parasitarias que
possam caracterizar transmissao congénita. A atencdo a salde materno-fetal requer, dos
gestores de servicos de salde, interesse na epidemiologia para o aprimoramento dos
servicos prestados a populagdo. OBJETIVOS: O objetivo deste trabalho foi verificar a
prevaléncia de testes soroldgicos reagentes e nao reagentes em gestantes atendidas em
um servico publico de satide. CASUISTICA E METODO: Foram consultados os prontuarios
de 196 gestantes atendidas no Ambulatério de Gestacao de Alto Risco do Hospital de Base
— Fundacao Faculdade Regional de Medicina de Sao José do Rio Preto — FUNFARME, Sao
José do Rio Preto, Sao Paulo, no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2006. Foram
anotados os resultados dos exames soroldgicos para CMV, Hepatite B, Hepatite C, HIV,
Sifilis, Rubéola (IgM e IgG), e Toxoplasmose (IgM e IgG). RESULTADOS: Os resultados dos
exames sorologicos reagentes encontrados em 196 prontuarios consultados foram: 0,5%
(1/196) para CMV, 3,2% (6/190) para Hepatite B, 1,6% (3/189) para Hepatite C, 1,6%
(3/183) para HIV, 1,0% (2/194) para Sifilis, 92,8% (141/152) para Rubéola IgG, 0,6% (1/151)
para Rubéola IgM, 64,5% (122/189) para Toxoplasmose IgG e 2,1% (4/189) para
Toxoplasmose IgM. CONCLUSAO. Os resultados desse estudo mostram a prevaléncia de
testes sorolégicos reagentes em gestantes e despertam a atengéo para aquelas doencas de
transmissao congénita que ainda nao sao preveniveis pela vacinagao.
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A toxoplasmose é causada pelo Toxoplasma gondii, um agente cosmopolita de importancia
epidemiolégica e clinica para os grupos de gestantes e individuos soropositivos para HIV.
Sua transmissao se da por contato direto com fezes de gato contaminada ou indiretamente,
pela ingestdo de agua e alimentos contaminados, transfusdo sanguinea, transplantes de
orgdos, além da forma congénita. O objetivo desse trabalho foi verificar o perfil
epidemiolégico de gestantes da regido de Sao José do Rio Preto, SP, atendidas em um
servigo de referéncia. Das 367 gestantes entrevistadas no Ambulatério de Gestacéo de Alto
Risco do Hospital de Base — FUNFARME, 155 (42,2%) foram identificadas como
caucasianas, 170 (46,3%) como miscigenadas, 39 (10,6%) como afro-descendentes, duas
(0,54%) como amerindias e uma (0,27%) como oriental, com base nas informagdes colhidas
sobre suas duas geracdes anteriores. A média de idade foi igual a 26,4 anos (18 a 44).
Foram relatados casos de gestacdo anterior em 68,4% (251/367), sendo que 20,3%
(51/251) revelaram ocorréncia de filhos prematuros. O percentual de abortamento verificado
foi igual a 25,8% (95/367), variando de um a cinco abortos. Historia prévia de transfusao de
sangue foi informada por 12,2% (45/367); 37,9% (139/367) relataram ingerir carne crua ou
mal cozida e 23,9% (88/367) terem o habito de ingerir leite cru. A maioria (87,2%; 320/367)
revelou possuir algum tipo de animal doméstico. Do total 49,6% (182/367) apresentaram
sorologia reagente e 50,4% (185/367), nao reagente para a toxoplasmose. Esses dados
sugerem que a transmissdo do parasita ocorre na regido e suportam a visdo de que a
implantacdo de um programa de esclarecimento e prevencdo sobre a transmissdo do
parasito, o diagndstico preciso e 0 encaminhamento precoce das gestantes a um servigo de

referéncia se faz necessario.

Palavas-chave: Toxoplasmose; Toxoplasma gondii; gestacdo de alto risco; servigco publico
de salde.
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INTRODUCAO: A atengdo a satde materno-fetal requer, dos gestores de servigos de salde,
interesse na epidemiologia para o aprimoramento dos servigcos prestados a populagdo. O
Ministério da Salde do Brasil determina em seu Programa de Atencédo a Saude da Mulher, a
realizacado de triagem sorolégica para doencas infecto-parasitarias que possam caracterizar
transmiss@o congénita. A metodologia diagnostica para a toxoplasmose esta bem definida,
no entanto, novas metodologias, como a reacao em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo
introduzidas nos servicos de saude publica e privada, visando a melhor caracterizagdo das
formas clinicas da infec¢cao por Toxoplasma gondii. OBJETIVO: Este trabalho relata a
utiidade da PCR em definir o diagnéstico da toxoplasmose congénita em um servigo de
referéncia. CASUISTICA E METODO: Das gestantes atendidas no Ambulatério de
Gestacao de Alto Risco do Hospital de Base — FUNFARME nos anos de 2005 a 2007, 12
delas autorizaram a realizagdo de amniocentese para diagnéstico molecular da
toxoplasmose. RESULTADOS: A média de idade gestacional de entrada no servigco foi de
20,2 semanas, sendo que 92% das (11) gestantes tiverem resultado positivo na PCR.
CONCLUSAO. Os dados apresentados aqui demonstram e comprovam estudos anteriores
que a PCR ¢é altamente sensivel e especifica. A sua introducdo no diagnostico da
toxoplasmose congénita nos servicos de diagnostico materno-fetal pode propiciar uma
melhor intervengdo clinica na fase gestacional assim como no neonato. No entanto, a
eficacia dessa intervencao clinica depende, principalmente, do encaminhamento precoce da
gestante a um servigo de atendimento a gestantes de alto risco.

Palavras-chave: Toxoplasmose congénita; gestacao de alto risco; PCR.
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O Toxoplasma gondii infecta os seres humanos utilizando o trato gastrintestinal, um local
onde se da a expressao do perfil de glicoconjugados ABH sob controle da enzima alfa-2-L-
Fucosiltransferase (FUTII) codificada pelo gene FUT2 (19913.3). A enzima FUTII define o
status secretor positivo, o qual esta relacionado aos fenotipos eritrocitarios ABO. O objetivo
desse trabalho foi verificar se o perfil de glicoconjugados ABH esta associado a infecgao
pelo T. gondii. Foram selecionadas 367 gestantes atendidas no Ambulatorio de Gestagao de
Alto Risco HB-FUNFARME. Duas amostras de sangue, uma sem e outra com
anticoagulante foram coletadas. A fenotipagem eritrocitaria ABO e a deteccdo dos
anticorpos anti-T. gondii foram realizadas pelo método hemaglutinacdo. A identificagao do
status secretor positivo (GG ou GA) negativo (AA) foi feita pelo método PCR-RFLP. A
pesquisa de anticorpos anti-T. gondii demonstrou que 49,6% (182/367) eram reagentes e
50,4% (185/367) nao reagentes. As frequéncias dos fenoétipos ABO foram iguais a 37,9%
(A), 9,9% (B), 4,9% (AB) e 47,3% (O) para as gestantes com sorologia reagente e 30,8%
(A), 15,7% (B), 3,2% (AB) e 50,3% (O) entre aquelas com sorologia ndo reagente (p=0,20).
Entre as gestantes com sorologia reagente, 74,2% eram secretoras positivas e 25,8% eram
secretoras negativas; entre aquelas com sorologia ndo reagente, 78,4% eram secretoras
positivas e 21,6% eram secretoras negativas (p=0,41). As diferencas nas frequéncias dos
fenétipos eritrocitarios ABO e do status secretor, isoladamente ou em conjunto, ndo foram
estatisticamente significantes em ambos os grupos. Esses resultados sugerem que o perfil
de glicoconjugados ABH expressos no trato gastrintestinal sob controle do gene FUT2 néo

esta associado a presenga de anticorpos anti- T. gondii.

Palavas-chave: grupos sangiiineos ABO; status secretor; toxoplasmose; Toxoplasma gondii;
gestacao de alto risco.
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Conclusoes

1. O sistema histosangiineo ABO e o status Secretor ndo se associam a

presencga de anticorpos anti- . gondii, isoladamente ou em conjunto.

2. Nenhum dos perfis de glicoconjugados ABH expressos no trato gastrintestinal

humano associa-se a presenca ou auséncia de anticorpos anti- . gondii
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Anexo | - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
<
F2iey FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
%},% TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Conselho Nacional de Saude - Resolucao CNS 196/96)

Vocé estd sendo convidada a participar de uma pesquisa denominada Perfil de
glicoconjugados ABH-Lewis como fatores de risco para a infeccao por Toxoplasma
gondii. O Toxoplasma gondii é o parasita que causa a toxoplasmose e essa doenca pode
ser transmitida aos seres humanos pelo gato e outros animais. Ela representa uma das
principais doencgas infecciosas encontradas em mulheres gravidas e também pode ser
transmitida da méae para o bebé.
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Vocé sera informada de todos os resultados dos exames que serdo realizados em
seu sangue e eles serdo mantidos em absoluto sigilo. Se essa pesquisa for encerrada antes
do periodo previsto, vocé também sera informada.

Se vocé tiver qualquer duvida sobre essa pesquisa ou mesmo sobre lesdes
relacionadas a coleta de sangue, entre em contato com o Professor Doutor Luiz Carlos de
Mattos pelo telefone ou pelo endereco abaixo indicados. Caso vocé tenha qualquer davida
sobre seus direitos como sujeito de pesquisa, vocé também pode entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto pelo
telefone (17) 3201-5700 — Ramal 5813.

Vocé recebera uma copia deste formulario de consentimento livre e esclarecido
assinado e datado.

Declaracao do sujeito da pesquisa

Eu voluntariamente aceito participar da pesquisa “Perfil de glicoconjugados ABH-Lewis
como fatores de risco para a infeccado por Toxoplasma gondii’. Li e compreendi esta
declaragcado de consentimento livre e esclarecido e os riscos descritos. Entendo que posso
retirar meu consentimento ou retirar-me dessa pesquisa a qualguer momento sem perder

nenhum beneficio aos quais tenho direito.
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Responsavel pela discussao do consentimento livre e Assinatura do sujeito da pesquisa ou seu

esclarecido representante legal

Professor Doutor Luiz Carlos de Mattos
Pesquisador responsavel

Endereco para contato:

Laboratorio de Imunogenética - Hemocentro de Sao José do Rio Preto

Departamento de Biologia Molecular - Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto
Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - Sao José do Rio Preto — SP - 15090-000

Fones: (17) 3201- 5078 — Ramal 1930 (Hemocentro) (17) 3201-5854 (Faculdade)
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Anexo Il - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa FAMERP

™%} EACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

sutarguia Estadual - Led n® AESG e ITIO0L
T (Reconhecids pea Decrelo Federal n® 74,178 de 14K672)

Parecer n 089/ 2005
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocols n® 3O082/2005 sob a resporsabilidade de Luiz Carlos
de Mattos, com o titulo "Perfil de Glicoconjugados ABH-LEWLS come fatores
de riseo para infecciio por toxoplasma gondin®, estd de acorde com a Resolucio
CMS 196/96 e foi aprovada por esse CEP,

Lembramos ap senhor{a) pesquisedor(a) que, no cumprimento da
Resoluciio 251/97, v Comité de Etica em Pesguisa (CEP) deverd receber
relatérios semestrais sobre o andamento do Estude, bem como a qualguer
Tempe & o critérie do pesquisedor noz cosos de releviingia, além do envio dos
reiotos de eventos adversos, para conhecimentos deste ComitE. Salientamos
ainda, a necessidade de relatdrie completo ao final do Estuda.

Sdo José do Rio Preto, 23 de maoio de 2005,

Prof ® D " Patricia Maluf Cury
Coordenadora do CEP/FAMERP

|-.-q:ir..=.fs:h.~'1;r_=i1';'-,~_m

crEEs BT

2. Brigadeio Fasia Lima 5416 - 15000-000 S3o José do Ro Pt 5F - Brasil
Tl (17} 210-5700 - Fax (17} 227620 - wewwiamaerp by
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Anexo Il - Ficha Epidemioldgica
N
BEAer “ . y ﬁ\!;%ﬂ
oxoplasma gondii é?/;
No. Prontuério: Data da coleta: Cédigo do projeto:

Dados da paciente:,
Nome:
Local de nascimento: Idade:
Endereco atual: Ne:
Cidade: Estado: Telefone:

Idade gestacional:
Vocé contraiu algumas dessas doencas infecto-parasitarias?
Sim Néo Sim Néo Sim Nao
Citomegalovirus Mononucleose Leishmaniose
Rubéola Malaria Toxoplasmose
Catapora Herpes Chagas
Dados clinicos: Sim Néo
Vocé ja recebeu transfuséo de sangue? Tempo?
Vocé ja teve ou tem animal doméstico em casa? Qual?
Vocé tem o habito de andar descalga no solo?
Vocé tem o habito de tomar leite cru ? Qual?
Vocé come carne crua ou mal cozida de qualquer animal? Qual?
Vocé lava os legumes e verduras?
Vocé teve gravidez anterior? Quantas?
Vocé teve filho prematuro? Quando?
Vocé teve algum aborto? Quantos?
Vocé sabe seu tipo sanguineo e seu fator Rh? Qual?
Dados ambientais:
Vocé mora em zona: urbana () rural ( )
Qual o tipo de moradia? alvenaria ( ) madeira( ) outro ( ) especcar
propria () alugada ( ) cedida( ) outro( ) =rorex

Tem rede de esgoto? Sim () ndo ( ) Sendoqualotipo? fossa( ) outro ( ) especioar
Vocé bebe agua: filtrada ( ) fervida( ) torneira ()
Qual o destino do lixo? coleta publica () outro( ) espectcar
Onde vocé moratem: ratos( ) baratas ( ) moscas (
Qual seu nivel escolaridade?
Qual a renda familiar em salarios minimos? 1 ( ) 2 ( ) 3( ) 4 ( )acima4( ) Des( )

ETNIA: PAC.: PAI:

OBS:




Esse trabalho foi desenolvido no:

Laboratério de Imunogenética — Departamento de Biologia Molecular - FAMERP

Coordenador do Projeto: Prof. Dr. Luiz Carlos de Mattos

()—()—()

Laboratorio de Imunogenetm ,:J

Departamento de Bologia Molecular

Centro de Investigacao de Microrganismos — CIM — FAMERP

Orientag&o: Prof. Dr. Ricardo Luiz Dantas Machado

Com o apoio de:

Bolsa de Auxilio a Pesquisa — BAP—-FAMERP 2005/2006

Bolsa de Mestado CNPq 131228/2007-2 {! CNPq

Cansalha Mashons e Desemodvimanie

Clavalifics & Tacroddglen
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Autorizo a reproducao xerografica para fins de pesquisa.

S&o José do Rio Preto, 20 de margo de 2008.

Cinara de Cassia Brandao de Mattos
CRBio1 40520/01-D
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