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Resumo

Introducgéo: A infecgédo por Toxoplasma gondii em gestantes associa-se aos riscos
de transmissdo congénita. Este protozoario infecta os humanos utilizando como rota
de infeccdo o trato gastrintestinal, onde se d& a sintese dos antigenos fucosilados
Le® e Le® que determinam os fenétipos do sistema histo-sanguineo Lewis [Le(a+b-),
Le(a+b+) e Le(a-b-)]. A expressao destes fendtipos resulta de interacdes epistaticas
entre os genes FUT2 (Secretor) e FUT3 (Lewis) que codificam as fucosiltransferases
FUTIl e FUTIII, respectivamente. Mutacbes no gene FUT3 determinam a auséncia
de fucosilacdo dos oligossacarideos precursores do tipo 1 resultando na expressao
do fenotipo Le(a-b-). A infeccdo por T. gondii e a expressao dos antigenos Lewis
ocorrem no mesmo 6rgao e, embora aparentemente independentes, podem estar
relacionadas entre si. Objetivo: Investigar a associacdo o sistema histo-sanguineo
Lewis e a infecgcdo por T. gondii da cepa RH. Material e Métodos: Foram
selecionadas 209 amostras de soro e de DNA gendmico estocadas no Laboratorio
de Imunogenética do Departamento de Biologia Molecular da Faculdade de
Medicina de Sdo José do Rio Preto - FAMERP, coletadas de gestantes atendidas no
Ambulatério de Gestacéo de Alto Risco do Hospital de Base da Fundacédo Faculdade
Regional de Medicina de S&o José do Rio Preto — FUNFARME. Uma triagem para
deteccdo dos anticorpos anti-T. gondii foi realizada nas amostras de soro pelo
método hemaglutinacdo indireta (HAI). O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi
empregado para identificar os anticorpos especificos da classe IgG contra a cepa
RH. Cento e noventa e cinco amostras de soro que apresentaram resultados
concordantes entre os dois testes foram selecionadas para compor 0S grupos
‘reagente” e “ndo reagente”. Para inferir os fendtipos do sistema histo-sanguineo
Lewis, as amostras de DNA gendmico correspondentes foram genotipadas para as
mutacbes G428A do gene FUT2, T202C e C314T do gene FUT3 por PCR-RFLP e
PCR-SSP, respectivamente. Os dados foram analisados utilizando o teste exato de
Fisher e o nivel de significancia adotado foi de 5%. Resultados: Dentre as 195
amostras concordantes nas técnicas de HAI e ELISA, 116 (59,5%) apresentaram-se
reagentes e 79 (40,5%) ndo reagentes. Entre as reagentes, 30 (25,86%)
apresentaram o fenétipo Le(a+b-), 68 (58,62%) Le(a+b+) e 18 (15,52%) Le(a-b-). Os

valores encontrados para as nao reagentes foram iguais a 12 (15,19%) para Le(a+b-



) e 67 (84,81%) para Le(a+b+). As diferencas entre as frequéncias dos fendtipos
Lewis foram estatisticamente significantes para Le(a-b-) [p=0,0001; OR: 29.863; IC
95%: 1.771-503.630], Le(a+b+) [p=0,0001; OR: 0,2537; IC 95%: 0,1239-0,5198] mas
ndo para Le(a+b-) [p=0,0795; OR: 1.948; IC 95%: 0,9275-4.090]. Além destas,
encontramos diferencas estatisticamente significantes quando comparamos a
frequéncia de cada fenétipo Lewis: Le(a-b-) Vs Le(a+b-) [p=0,0118; OR: 15.165; IC
95%: 0,8463 — 271.710]; Le(a-b-) Vs Le(a+b+), [p=0,0001; OR: 36.460; IC 95%:
2.152-617.680] Le(at+b-) Vs Le(a+b+), p=0,0206; OR: 2.463; IC 95%: 2.463-5.214].
Conclusao: O fenétipo Le(a-b-) inferido a partir das genotipagens FUT2 e FUT3

esta associado & infeccéo por cepas RH de T. gondii.

Palavras-chave: sistema histo-sanguineo Lewis; FUT3; FUT2; Toxoplasma gondii;

toxoplasmose; gestante.



Abstract

Introduction: Toxoplasma gondii Infection in pregnant women is associated with
risks of congenital transmission. This protozoa infects humans using as infection rout
the gastro intestinal tract, where occur the synthesis of fucosylated Le® and Le”
antigens which determine Lewis histo-blood group phenotypes [Le(a+b-), Le(a+b+),
Le(a-b-)]. The expression of these phenotypes results from epistatic interactions
between FUT2 (Secretor) and FUT3 (Lewis) genes which codes both the FUTII and
FUTIII fucosyltransferases, respectively. Single nucleotide polymorphisms affecting
FUT3 gene determine the absence of type 1 oligosaccharide precursor fucosylation
and the expression of Le(a-b-) phenotype. The entrance of T. gondii and the
expression of Lewis histo-blood group system occur in the same organ, probably
there is some link between them. Objective: The aim of this study was to test the
hypothesis that the Lewis histo-blood group system is associated with infection by T.
gondii. Material e Method: A total of 209 serum sample and genomic DNA sample
stored at the Immunogenetics Laboratory from the Molecular Biology Department of
Medicine School in Sdo José do Rio Preto — FAMERP, obtained from pregnant
women who attended in the High-Risk Pregnancy Clinic of Hospital de Base were
enrolled in this study. Anti-T. gondii antibodies were screened by indirect
hemagglutination test. ELISA assays were used to identify specific IgG antibodies to
RH strain. One hundred and ninety-five serum samples, with identical results
between both tests were selected to compose the groups “reagent’ and “non
reagent’. To infer the Lewis histo-blood group system phenotypes, genomic DNA
samples corresponding to the serum sample were genotyped for the G428A mutation
of the FUT2 gene and T202C and C314T of FUT3 gene by PCR-RFLP and PCR-
SSP assays, respectively. The data were analyzed by Fisher's exact test and the
level of significance was 5%. Results: Of the 195 selected serum samples, 116
(59,5%) were reagents and 79 (40,5%) were non reagents. Among those reagents,
30 (25,86%) were phenotype as Le(a+b-), 68 (58,62%) as Le(a-b+) and 15 (15,52%)
as Le(a-b-). The values found for the no reagents were equal to 12 (15.19%) for
Le(at+b-) and 67 (84.81%) for Le(a+b+). The differences between the frequencies of
the Lewis phenotytypes were statistically significant for Le(a-b-) [p=0,0001; OD:
29.863; IC 95%: 1.771-503.630], Le(a+b+) [p=0,0001 OD: 0,2537; IC 95%: 0,1239-



0,5198] but not to Le(at+b-) [p=0,0795 OD: 1.948; IC 95%: 0,9275-4.090]. Besides
these, we found statistically significant differences when comparing the frequency of
each phenotype Lewis: Le(a-b-) Vs Le(at+b-) [p=0,0118; OR: 15.165; IC 95%:
0,8463-271.710]; Le(a-b-) Vs Le(atb+), [p=0,0001; OR: 36.460; IC 95%: 2.152-
617.680]; Le(atb-) Vs Le(atb+) [p=0,0206; OR: 2.463; IC 95%: 2.463-5.214].
Conclusion: The Le(a-b-) phenotype inferred by genotyping of the genes FUT2 and
FUT3 is associated with infection by RH strain of T. gondii.

Keywords: Lewis histo-blood group system; FUT3; FUT2; Toxoplasma gondii;
toxoplasmosis; pregnancy.
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Introducéo

Toxoplasmose

Toxoplasmose € uma doenca infecciosa causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii (CARRUTHERS, 2002; CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007).
Nos humanos, a infeccado pode ocorrer de duas formas: congénita ou pds-natal. Na
forma congénita, a mée infectada transmite o protozoario via placentaria para o feto
(HILL; DUBEY, 2002). As infec¢Bes pOs-natais ocorrem na maioria dos casos por
meio da ingestédo de alimentos (frutas, verduras e carnes de origem animal) ou agua
contaminados por T. gondii e, em menor frequéncia, por transfusdo de componentes
sanguineos, transplantes de o6rgdos solidos e de medula 0ssea (HILL; DUBEY,
2002; GIFFONI, 2007).

Uma caracteristica importante deste parasito é a capacidade de
resistir as respostas imunoldgicas desenvolvidas pelo organismo infectado. Nestes
casos, 0 hospedeiro permanece cronicamente infectado, mas n&o apresenta
evidéncias da doenca (ABBAS et al., 2008). Entretanto, pode ocorrer a reativacédo da
infeccdo dependendo do estado imunolégico do hospedeiro. Esta situacdo tem sido
observada em pacientes submetidos a terapias imunossupressoras comumente
utilizadas no transplante de 6rgdos solidos e de medula Ossea. As fontes de
reinfeccdo podem ser oOrgdos e tecidos ou mesmo o enxerto do doador
(CARRUTHERS, 2002; HILL; DUBEY, 2002).

A infeccdo por T. gondii € mundialmente disseminada entre os
animais e o homem. Sua prevaléncia varia de um pais para outro, oscila entre as
areas geograficas de um mesmo pais e depende das condicbes ambientais, dos
habitos culturais, da higiene e da idade do hospedeiro (REY; RAMALHO, 1999;
CAMARGO, 2001; CARRUTHERS, 2002; HILL; DUBEY, 2002; GIFFONI, 2007).
Estima-se que entre 16% a 40% da populacdo dos Estados Unidos e do Reino
Unido esteja infectada. Na América Central, na América do Sul e no continente
Europeu, estes valores variam de 50% a 80% (HILL; DUBEY, 2002). Estudos

realizados no Brasil mostraram que a prevaléncia de infeccdo por este protozoério
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alta, variando entre 40 a 75% (CANTOS et al., 2000; COELHO et al., 2003; VAZ et
al., 2008).

Apesar de alta em todo o mundo, a prevaléncia de infecgédo por T.
gondii e sua evolucdo para a toxoplasmose depende principalmente do estado
imunologico do hospedeiro (FERREIRA, M et al., 2007), da viruléncia da cepa, do
numero de parasitos infectantes e da rota de infeccdo (DIAS; FREIRE, 2005). Dentre
as cepas identificadas do T. gondii, observaram que a cepa RH é frequentemente
isolada de infec¢bes humanas (SOARES, 2004; VALLOCHI et al., 2005; FERREIRA,
| et al., 2008).

Em individuos imunocompetentes, a infeccdo aguda € assintomatica
na maioria dos casos (GUIMARAES et al., 1993; CARRUTHERS, 2002), mas em
casos de infecgbes sintomaticas, os sintomas clinicos mais comuns sdo as
linfodenopatias, febre, fadiga, dores musculares, dor de garganta e dor de cabeca
(HILL; DUBEY, 2002).

A toxoplasmose em individuos imunocomprometidos pode ser grave
e muitas vezes fatal. De acordo com Hill e Dubey (2002), 10% dos pacientes com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) nos Estados Unidos, e 30% na
Europa morrem de toxoplasmose. De acordo com os estudos de Passos e
colaboradores (2000), no Estado de Sao Paulo a taxa de mortalidade por
toxoplasmose nos anos de 1988 e 1991 foi de 25,4% nos pacientes com SIDA.
Embora o protozoario consiga invadir quaisquer 6rgéos e tecidos, o0 sistema nervoso
central (SNC) é o local mais afetado nestes individuos, causando graves danos ao
paciente (HILL; DUBEY, 2002). Um estudo realizado no SNC de pacientes com
SIDA nos Estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo mostrou que a infeccéo
oportunista mais frequente € por T. gondii (34,1%), seguida pela criptococose
(13,5%) (CHIMELLI et al., 1992).

As gestantes constituem um grupo especial de risco em relacdo a
toxoplamose devido ao fato de que a transmissdo congénita do T. gondii pode
ocorrer se houver infec¢cdo aguda durante o periodo gestacional (CAMARGO, 2001),
ou se infeccdes crbnicas forem reativadas (DETANICO; BASSO, 2006). O risco e a
gravidade desta forma de transmissdo dependem do periodo gestacional em que a
mulher se infecta (AJZENBERG et al, 2002), sendo que a infeccdo durante o
primeiro trimestre € mais grave do que no segundo e no terceiro (GIFFONI, 2007).

Quando a infeccao por T. gondii atinge os fetos pode levar ao desenvolvimento da
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Tétrade de Sabin, caracterizada por hidrocefalia, retinocoroidite, calcificacdes
cerebrais e retardo mental ou perturbacdes neurolégicas (GUIMARAES et al., 1993).
Como a infeccdo por este parasito pode se dar em qualquer periodo da gestacao, é
recomendavel que se faca triagem sorologica a cada quatro ou cinco semanas,
utilizando testes sensiveis e de rapida execucdo (CAMARGO, 2001).

O estudo realizado por Pappas e colaboradores (2009), indica que a
prevaléncia de infeccdo em gestantes é alta em diversas areas no mundo (Figura 1).
Estudos realizados no Brasil mostraram prevaléncia de infec¢cdo de 67% no norte do
Parana (REICHE et al., 2000), 74% em Rio Verde — Goias (GIFFONI, 2007), 60%
em Botucatu — S&o Paulo (OLBRICH; MEIRA, 2004) e 57,3 % na regido noroeste
paulista (GALISTEU et al., 2007). Segundo Carruthers (2002), estima-se que a
infeccdo por T. gondii atinge um dentre 1000 recém-nascidos nos Estados Unidos.
Camargo Neto e coloboradores (2000) estimam que a prevaléncia de infeccéo

congénita no Brasil seja de um caso para cada 3000 recém-nascidos.
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Figura 1. Soroprevaléncia encontrada em gestantes de diversos lugares do mundo.
Adaptada de Pappas, 20009.
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Toxoplasma gondlii

O agente etiologico da toxoplasmose € um parasito intracelular
obrigatério que pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa, ordem Eucoccidiida,
familia Sarcocystidae, genéro Toxoplasma, espécie Toxoplasma gondii. Existem trés
formas infectantes para o homem denominadas esporozoitos (oocistos), taquizoitos
e bradizoitos (REY, 2008) (Figura 2).

Os oocistos sao liberados nas fezes dos gatos domésticos e,
portanto, sdo encontrados no meio ambiente, podendo contaminar alimentos como
frutas, verduras e a4gua de consumo humano. Esta forma é resistente a varias
condi¢cbes ambientais e permanece infectante por até 18 meses. Além disso, resiste
a temperaturas que variam de 10°C negativos a 54°C por até 106 dias (DUBEY et
al., 1998; TENTER et al., 2000; REY, 2008).

Os bradizoitos sdo encontrados em cistos teciduais que podem
permanecer viaveis por toda a vida do hospedeiro (DUBEY et al., 1998). Estes cistos
se alojam em tecidos musculares de animais de consumo humano como bovinos,
suinos e aves. Foi demonstrado por meio de ensaios laboratoriais que estas formas
sao resistentes ao aquecimento (50°C por 10 minutos e 60°C por quatro minutos) e
refrigeracdo (1°C a 4°C por mais de trés semanas e - 1°C e - 8 °C por mais de uma
semana) (MILLAR, 2005). No homem, a infecc&o cronica por bradizoito pode ocorrer
em qualquer 6rgédo, mas acomete preferencialmente o miocardio, o sistema nervoso
central e os musculos esqueléticos (COSTA, 2007).

Os taquizoitos sédo encontrados livres em diversos fluidos corporais
(saliva, leite, urina, lagrima e sémen) durante a fase aguda (MILLAR, 2005). Estes
dependem de um habitat intracelular para se replicar e, portanto ndo resistem muito
tempo fora das células hospedeiras. A multiplicacdo deste parasito dentro do
citoplasma celular é rapida e caracterizada pela formacéo de rosetas que provocam
a ruptura da célula hospedeira, liberando os taquizoitos para invadir outras células
(Figura 2B) (COSTA, 2007). Esta forma infectante esta intimamente relacionada a
transmissao congénita, pois € a Unica capaz de atravessar a placenta e se alojar no
feto (MILLAR, 2005).

Estas trés formas apresentam em comum estruturas especializadas

gue consistem em condide, anel polar, microtubulos subpeliculares e organelas
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secretoras conhecidas como micronemas, roptrias e granulos densos (DUBEY et al.,
1998) (Figura 3). O protozoario ainda exibe locomo¢do dependente de actina e
miosina, conhecida como “gliding motility”, que favorece sua migracéo e invasao das
células hospedeiras (TOMLEY; SOLDATI, 2001; CARRUTHERS, 2002).

A invasao das células hospedeiras é rapida (menos de 10 segundos)
e depende de processos sequenciais tais como: 1. contato entre o polo apical do
parasito com a membrana das células alvo; 2. protrusdo do condide; 3. modificacao
da membrana celular do hospedeiro; 4. secrecdo do contetdo das organelas
(JOINER; DUBREMETZ, 1993; ORTEGA-BARRIA; BOOTHROYD, 1999).

Os micronemas atuam no reconhecimento e na adesao facilitando a
penetracdo do parasito na célula hospedeira, enquanto as roptrias agem no
processo de invaginagcdo celular criando o vacuolo parasitéforo, e os granulos
densos estdo envolvidos com a aquisicdo de nutrientes da célula hospedeira
(CARRUTHERS et al., 1999; COSTA, 2007; MEIRA, 2008).
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Figura 2. Formas infectantes do Toxoplasma gondii. Oocisto esporulado (A), taquizoito (B) e
cisto tecidual ©. Figura A Adaptada de

hht:/tp/www.ipec.fiocruz.br/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=55&infoid=69; Figuras B e C de:
http://www.biof.ufrj.br/laminario.html (10/08/2009)


http://www.ipec.fiocruz.br/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=55&infoid=69
http://www.biof.ufrj.br/laminario.html
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Figura 3. Estruturas e organelas do taquizoito. Adaptada de Baum, 2006.
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Ciclo Bioldgico do Toxoplasma gondii

O ciclo evolutivo do T. gondii é heteroxeno, sendo o gato doméstico
e outros felideos silvestres os hospedeiros definitivos, pois neles ocorre tanto a fase
sexuada quanto a assexuada (Figura 4) (SPEER; DUBEY, 1998). A infecgao por T.
gondii nestes hospedeiros se da principalmente pela ingestao de cistos teciduais ou
oocistos (GIFFONI, 2007).

Quando a infeccdo se da pela ingestdo de cistos teciduais, 0s
bradizoitos liberados pela acdo enzimatica do estbmago e do intestino delgado
invadem as células intestinais do duodeno, iniciando o desenvolvimento de ciclos
assexuais (DUBEY et al.,, 1998). Na fase sexuada, os gametas masculinos e
femininos se unem gerando o zigoto que é envolto por uma parede cistica,
denominado de oocisto ndo esporulado, o qual é liberado nas fezes do hospedeiro
(MILLAR, 2005). Os oocistos esporulam dentre um a cinco dias tornando-se
infectantes (DUBEY et al., 1998).

Os humanos séo infectados ao ingerir esta forma, pois o0s
esporozoitos contidos nos oocisto sado liberados no intestino, onde conseguem
invadir as células intestinais. Nesta fase 0s esporozoitos passam a forma de
taquizoitos, os quais sdo recobertos com vacuolos e se replicam rapidamente
levando a lise da célula infectada e liberando mais taquizoitos, que invadem outras
células na fase aguda (Figura 5) (GIFFONI, 2007).

Na fase cronica, os bradizoitos segregam em microcistos e
assumem formas cisticas de resisténcia que caracterizam a fase de laténcia, assim
permanecendo por toda a vida do hospedeiro (CAMARGO, 2001; CARRUTHERS et
al., 2000).
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Figura 4. Vias de contaminacéo por T. gondii. Adaptada de Lynfield e Guerina, 1997.
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Figura 5. Invasao e replicacdo do Toxoplasma gondii nas células hospedeiras. Adaptada de
http://mww2.bc.edu/~gubbelsj/Toxoplasma.html (14/07/2009).
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Imunidade do Hospedeiro

A fase aguda da infeccdo acontece entre os primeiros oito a doze
dias, quando o taquizoito se replica rapidamente em diferentes tecidos
(CARRUTHERS, 2002). A infec¢do estimula a sintese da citocina IL-12 e interferon-y
que por sua vez ativam os linfécitos T CD4, CD8 e a célula Natural Killer (NK)
impedindo a disseminagédo do parasito (LIEBERMAN; HUNTER, 2002; MILLER et
al., 2008). Com isso se da a reducéo progressiva da replicacdo do taquizoito, que se
diferencia para a forma bradizoito dentro de cistos teciduais para se proteger dentro
da célula hospedeira (COSTA, 2007).

Desde que néo haja inflamagéo ou infiltragdo de células imunes, os
cistos teciduais permancem invisiveis nos tecidos. Em casos de deficiéncia dos
linfécitos T, da célula NK e do interferon-y, o bradizoito pode se reconverter em
taquizoito, o qual se replica rapidamente gerando regides esféricas de necrose
tecidual que séo visiveis nas imagens tomadas por tomografia computadorizada e
ressonancia magnética (CARRUTHERS, 2002).

A imunidade humoral contra o T. gondii é caracterizada pela producao
de anticorpos das classes IgM (Imunoglobulina de classe M), IgG, IgA e IgE
(CHARDES et al., 1990). Os anticorpos IgM sdo os primeiros a serem expressos,
seguidos por anticorpos IgG, que persistem por toda a vida do hospedeiro. Os
anticorpos IgM nédo atingem niveis plasmaticos elevados e tendem a declinar de
modo rapido, em poucos meses. Os anticorpos IgA também sdo produzidos nas
fases iniciais da infeccdo, mas ndo sao detectados durante a fase cronica. Portanto,
s&o considerados bons marcadores de infeccdo aguda (CHARDES et al., 1990). A
resposta imune ao T. gondii, mediada por anticorpos IgE é de curta duracdo e por
iSso a presenca desses anticorpos pode ser considerada como mais um indicador de
infeccdo recente. Todavia, em alguns casos pode-se constatar persisténcia de IgE
por até onze meses (ASHBURN et al., 1995).
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Diagndstico de Infeccao por 7oxoplasma gondii e da Toxoplasmose

Devido a presenga de sintomas inespecificos ou mesmo auséncia
deles, o diagnostico de infeccdo por T. gondi e da toxoplasmose é essencialmente
laboratorial, incluindo métodos diretos que evidenciam o parasito além dos indiretos,
baseados na deteccdo de anticorpos especificos (CAMARGO, 1975; FRENKEL,
1996). Normalmente os métodos soroldgicos sdo aplicados na rotina laboratorial
para detecdo de anticorpos das classes IgM e IgG (HILL; DUBEY, 2002). O ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e imunofluorescéncia indireta (IFl) estdo entre os mais
utilizados. No entanto, estes métodos nao fornecem informacbes precisas sobre o
estado imune ou a resisténcia do hospedeiro. A presenca dos anticorpos especificos
sugere que o hospedeiro foi infectado em algum momento da sua vida. Anticorpos
IgM anti-T. gondii sdo considerados marcadores de infec¢cdo aguda, enquanto 1gG
estéo relacionadas com a fase cronica (CAMARGO, 2001).

Sistema Histo-Sanguineo Lewis

O sistema histo-sanguineo Lewis, assim denominado por apresentar
seus antigenos tanto nos eritrocitos como em outros tecidos, é controlado pelo gene
FUT3 (19p13.3). O isolamento do cDNA deste gene mostrou uma regiao
codificadora de 1083 pb capaz de expressar uma proteina de 361 aminoacidos,
conhecida como FUTIII (a-3/4-L-fucosiltransferase) (KUKOWSKA-LATALLO et al.,
1999). Os alelos do gene FUT3 sédo representados, na genética classica, por Le
(gene funcional) e le (gene ndo funcional), e portanto os possiveis genotipos podem
ser: LeLe, Lele e lele (DANIELS, 1995).

A enzima FUTIII atua na expressao fenotipica do sistema Lewis por
meio da fucosilacdo de oligossacarideos precursores (OP) do tipo 1
(Galp1—3NAcGIcB1-R) e do tipo 2 (Galf1—4NAcGIcB1l-R). Estes precursores
apresentam uma extremidade terminal livre e ndo reduzida a qual podem ser
adicionadas moléculas de fucose, e uma outra oposta, que pode ser ligada
carboidratos, lipideos ou proteinas (DANIELS, 1995; HENRY et al., 1995; ORIOL,
1995; SCHENKEL-BRUNNER, 2000).
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A fucosilacdo do OP do tipo 1 permite a expressao dos antigenos
Le® e Le®, os quais podem ser expressos nos tecidos de origem endodérmica. Por
outro lado, a fusosilacdo do OP do tipo 2 leva a producédo dos antigenos Le* e Le’
em tecidos de origem mesodérmica como o0 endotélio vascular (Quadro 1)
(DANIELS, 1995). Portanto, a expressao destes antigenos depende do tipo do
oligossacarideo disponivel no tecido (RAVN; DABELSTEEN, 2000). Como os OPs
dos tipos 1 e 2 podem ser glicosilados por diferentes glicosiltransferases, o sistema
Lewis apresenta relacdes bioguimicas, genéticas e imunoldgicas com 0s sistemas
histo-sanguineos ABO e Secretor (HENRY; SAMUELSSON, 2000).

Biosintese dos Antigenos Le® e Le®

A sintese dos antigenos glicolipidicos Le® e Le® resulta da interacdo
dos genes FUT3 (19p.13.3) e FUT2 (19913.3). O gene FUT3 codifica a
fucosiltransferase FUTIII, a qual fucosila o OP tipo 1 para formar o antigeno Le®.
Paralelamente, a fucosiltransferase FUTII, codificada pelo gene FUT2, fucosila o
mesmo precursor para formar o antigeno H tipo 1. A posterior fucosilacdo desse
antigeno pela FUTIII d& origem ao antigeno Le® (Quadro 1; Figura 6) (MOLLICONE
et al.,, 1994; NISHIHARA et al., 1994; DANIELS, 1995; SCHENKEL-BRUNNER,
2000).

Os individuos que expressam as formas ativadas das
fucosiltransferases FUTII e FUTIIl sintetizam os antigenos Le® e Le® no trato
gastrintestinal, sdo classificados como secretores positivos e apresentam o fenotipo
eritrocitario Le(a-b+). Aqueles que possuem apenas a FUTIIl também sintetizam o
antigeno Le® no trato gastrintestinal, sdo classificados como secretores negativos e
seu fendtipo eritrocitario serd Le(a+b-). Por outro lado, os individuos que néo
possuem a FUTII expressam o fendtipo eritrocitario Le(a-b-) e poderdo ser
secretores positivos ou negativos, na dependéncia de possuirem ou nao a FUTII
(SCHENKEL-BRUNNER, 2000). O quadro 2 mostra os fenétipos Lewis que resultam
das combinacdes das formas ativas e inativas das FUTIl e FUTII no trato

gastrintestinal (TGI) e nos eritrécitos.



Genes | Alelos Fucosiltransferases OP Antigenos
FUT2 a-2-L-fucosiltransferase . .
Se Tipo 1 Htipo 1
(Se) (FUTII)
se Inativa - -
FUT3 L a-3/4-L-fucosiltransferase Tipol | Le% Le"
e
(Le) (FUTIII Tipo2 | Le* LeY
le Inativa - -

Quadro 1. Genes, alelos, fucosiltransferases, oligossacarideo

sistemas histo-sanguineos Secretor e Lewis.
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precursor e antigenos dos



GalB1-3-GIcNAc-R
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Figura 6. Representacdo esquematica da sintese dos antigenos Lewis.
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FUTII FUTIII Antigenos Lewis Fenotipo no TGl | Fendtipo eritrocitario

Ativa Ativa Le®e Le® Le(a+b+) Le(a-b+)
Inativa - Le(a-b-) Le(a-b-)

Inativa Ativa Le? Le(a+b-) Le(a+b-)
Inativa - Le(a-b-) Le(a-b-)

Quadro 2 . Combinac@es das formas ativas e inativas das fucosiltransferases FUTII e FUTIII
na expressao dos antigenos e dos fendtipos Lewis no trato gastrintestinal e nos eritrocitos.
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Os antigenos do sistema Lewis sdo expressos principalmentes em
tecidos de origem endodérmica como as glandulas salivares, mucosa gastrica,
células intestinais e pancréas. Estes antigenos circulam no plasma com ajuda das
lipoproteinas e sdo adsorvidos passivamente pelos eritrécitos, linfocitos e plaquetas
(HENRY et al., 1995). No geral, estes antigenos sdo encontrados nas secrecoes,
principalmente na forma de glicoproteina e no plasma como glicolipideo
(MOLLICONE et al., 1994).

A frequéncia destes fendtipos varia entre as diferentes populacées.
Em caucasianos, a frequéncia do fenétipo Le(a+b-) é de 22%, Le(a-b+) 72% e Le(a-
b-) 6%. Em japoneses, o fenétipo Le(a-b-) ndo chega a atingir 2% enquanto nos
negroides a frequéncia varia entre 20 e 25% (BEIGUELMAN, 2003).

A expressao do fendtipo Le(a-b-) resulta de mutagdes que inativam o
gene FUT3, levando a expressdo da FUTIII ndo funcional. Até o0 momento, foram
encontradas treze mutacdes em ponto responsaveis pela expressao deste fendtipo
(T59G, G508A, T1067A, T202C, C314T, C445T, G484A, G667A, G808A, G760A,
G13A, G1022T e G47C) (SOEJIMA; KODA, 2005). Varios estudos demonstraram
gue as mutacdes T202C e C314T sédo frequentes em causasianos e estédo
relacionadas ao fenétipo Le(a-b-) (SALOMAA et al., 2000; SOEJIMA; KODA, 2005).
No Brasil foram encontrados valores iguais a 24% e 13,7% (CINTRA; MATTOS,
2006) e 17,7% e 16,9% (GRADELLA, 2007) para as mutacbes T202C e C314T,
respectivamente.

A mutacdo frequentemente encontrada no gene FUT2, em
caucasianos, consiste na substiuicdo de uma base G por outra A no nucleotideo 428
do exon 2. Esta alteracao inibe a expressao da forma funcional da FUTII e, portanto,
seus portadores sdo incapazes de sintetizar o antigeno H tipo 1. Como
consequéncia, ndo podem expressar o antigeno Le® mesmo na presenca da forma
ativa da FUTIII (SCHENKEL-BRUNNER, 2000).

Nos individuos Lewis e secretor positivos, a FUTII € altamente ativa
sob a cadeia precursora do tipo 1 em relacdo a FUTIIl. Assim, ocorre a producao
maior do antigeno H tipo 1, que posteriormente, € fucosilado pela FUTIII,
transformando-o no antigeno Le’. Isso n&do significa que ndo ocorre a producéo dos
antigenos Le? mas como a FUTII é mais competitiva, ocorre producdo de maior
quantidade do antigeno Le® do que o antigeno Le?, levando ao fendtipo eritrocitario
Le(a-b+) (MOLLICONE et al., 1994).
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O fendtipo eritrocitario Le(a+b+) é comum em aborigenes
australianos, japoneses, chineses e polinésios. Este fendtipo resulta da presenca de
um alelo FUT2 (Se": Weak), que expressa uma enzima de baixa atividade,
permitindo que grande parte do oligossacarideo precursor tipo 1 seja transformado
no antigeno Le® (MOLLICONE et al., 1994).

Os fenotipos do sistema Lewis nos eritrécitos podem ser alterados
em casos de doencgas e outras condi¢des. Isso pode acontecer pelo fato de que os
antigenos do sistema Lewis sdo adsorvidos nos eritrocitos no plasma. Este
fendmeno foi observado em pacientes com canceres do pancreas, estbmago, ducto
biliar, célon, mama e bexiga. Além destes, também ha indicios de que, em
gestantes, cirrose alcodlica, pancreatites alcodlicas, infec¢des virais e parasitarias,
podem alterar os fenoétipos Lewis. Assim, a fenotipagem eritrocitaria do sistema
Lewis ndo é suficiente, isoladamente, para determinar e caracterizar a expressao
dos antigenos deste sistema no trato gastrintestinal. A genotipagem FUT3 constitui
uma estratégia de maior confiabilidade para se inferir os fendtipos Lewis tanto nos

eritrocitos como em outros tecidos e secrecdes (HENRY et al., 1995).

Sistema Histo-Sanguieno Lewis como Fator de Risco para Infeccdo por 7oxoplasma

gondlii

Devido ao grande impacto epidemioldgico e clinico da infeccéo por
T. gondii em pacientes com imunodeficiéncias, portadores de lesdo ocular, gestantes
e neonatos, estudos vem sendo desenvolvidos. Como este protozodrio consegue
invadir varios tipos celulares e atravessa as barreiras hematoencefalica e
transplacentéria, sugere-se que seja capaz de reconhecer componentes abundantes
da matriz extracelular ou moléculas de superficie amplamente distribuidas como
receptores (ORTEGA-BARRIA; BOOTHROYD, 1999; CARRUTHERS et al., 2000;
CARRUTHERS, 2002; SIBLEY, 2004; BARRAGAN, et al., 2005).

Crane e Dvorak (1982) estudaram a influéncia de diferentes tipos de
monossacarideos na infeccdo da cepa RH do T. gondii em células de musculo
esquelético de embrido bovino e verificaram que carboidratos influenciam o indice de

penetracdo. Maior indice foi observado na presenca de concentracdo de 50 mM de
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fucose. Estudo in vitro realizado por de Carvalho e colaboradores (1991) também
mostrou que os taquizoitos aderem a membrana das células alvo reconhecendo as
moléculas de N-Acetilglicosamina (GIcNAc) e galactose (Gal) conjugadas a albumina
marcada com particulas de ouro. Curiosamente, 0S monossacarideos acima
referidos estdo presentes na estrutura dos oligossacarideos precursores do tipo 1
que ddo origem aos antigenos histo-sanguineos ABO, H e Le® e Le® no trato
gastrintestinal, local utilizado como rota de infecgdo por T. gondii. E possivel que a
fucose, a GIcNAc e a Gal influenciam a suscetibilidade ou a resiténcia a infeccao por
T. gondii.

Estudos relacionando o sistema sanguineo ABO como fator de risco
para infecgéo por T. gondii encontraram prevaléncia de infec¢éo no tipo sanguineo B
(MIDTVEDT; VAAGE, 1989; SALIBAY et al., 2008) e no grupo AB (LOPEZ et al.,
1993; ZHIBURt et al., 1997; KOLBEKOVA et al., 2007). Nestes estudos, a
determinacdo dos fenotipos ABO foi baseada na pesquisa dos antigenos
eritrocitarios apenas, o que nao se reflete no trato gastrintestinal, local utilizado pelo
T. gondii para infectar o hospedeiro humano. Recentemente, nosso grupo de estudo
nao encontrou diferencas estatisticamente significantes entre a presenca de
anticorpos anti-T. gondii, o sistema ABO e o os fenotipos Secretor positivo e
negativo em 367 gestantes da regido noroeste do Estado de S&o Paulo (Mattos et
al,2008). O sistema histo-sanguineo Lewis ndo foi explorado em nenhum dos
estudos supracitados, sendo de fundamental importadncia, uma vez que seus
antigenos fucosilados contribuem para a diversificacdo dos glicoconjugados ABO e
Secretor expressos no trato gastrintestinal (DANIELS, 1995; HENRY et al., 1995;
SCHENKEL-BRUNNER, 2000).
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Objetivos

Geral:

Testar a hip6tese de que o sistema histo-sanguineo Lewis est4 associado a infeccao
por T. gondii da cepa RH.

Especificos

1. Definir dois grupos de amostras de soro de gestantes: “reagente” — presenca de
anticorpos anti-T. gondii, e “ndo reagente” — auséncia de anticorpos anti-T.

gondii;

2. Verificar em cada um dos grupos a presenca de anticorpos anti-T. gondii de

classe IgG especificos para cepa RH;

3. ldentificar as mutacdes G428A do gene FUT2, T202C e C314T do gene FUT3

em ambos 0S grupos;

4. Inferir os fenotipos Lewis do trato gastrintestinal a partir das genotipagens FUT2
e FUT3;

5. Verificar a associacao entre os fenoétipos Lewis e a presencga de anticorpos anti-T.

gondii da cepa RH.
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Resultados

Manuscrito a ser submetido a publicacdo a revista Blood, fator de impacto 10.43,
Qualis Al.

Fendtipo Lewis negativo: Potencial fator de risco para infeccdo por

Toxoplasma gondii da cepa RH em gestantes

Nakashima, F!; Branddo de Mattos, C. C? Ferreira A. I. C% Spegiorin, L. C. J. F>;
Pereira-Chioccola, V*; Meira, C. S*; Mattos, L. C?

1 — Departamento de Biologia — Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas —
IBILCE-UNESP

2— Laboratorio de Imunogenética — Departamento de Biologia Molecular — Faculdade
de Medicina de S&o Joseé do Rio Preto - FAMERP

3 — Departamento de Ginecologia e Obstetricia — Faculdade de Medicina de Sao
José do Rio Preto — FAMERP/ Hospital de Base — FUNFARME

4- Laboratério de Biologia Molecular de Parasitos — Instituto Adolfo Lutz — S&o Paulo

— |IAL-SP



41

Resumo

A transmissdo congénita do Toxoplasma gondii € de grande importancia clinica
devido as graves consequéncias que podem afetar a saude do feto. Os genes FUT3
(19p.13.3) e FUT2 (199.13.3) codificam as enzimas FUTIII e FUTII respectivamente.
A fucosilacdo dos oligossacarideos precursores tipo 1 (B-Galactose1—3BN-
Acetilglicosaminal-R) por estas enzimas resulta na sintese dos antigenos Le® e Le®,
0s quais determinam os fenétipos Le(a+b-), Le(a+b+) e Le(a-b-) do sistema histo-
sanguineo Lewis no trato gastrintestinal. Considerando que o T. gondii utiliza como
rota de infeccdo o trato gastrintestinal, e que os antigenos do sistema histo-
sanguineo Lewis sdo expressos neste 6rgéo, o objetivo deste trabalho foi investigar
a associacao entre estes dois eventos. Para tanto, foram selecionadas 209 amostras
de soro e de DNA gendmico estocadas no Laboratorio de Imunogenética do
Departamento de Biologia Molecular da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio
Preto - FAMERP, coletadas de gestantes atendidas no Ambulatorio de Gestacao de
Alto Risco do Hospital de Base da Fundacédo Faculdade Regional de Medicina de
Sao José do Rio Preto - FUNFARME. Nas amostras de soro, uma triagem para
detectar anticorpos anti-T. gondii foi realizada com o método de hemaglutinacao
indireta (HAI). Nestas amostras foram também pesquisados os anticorpos IgG anti-T.
gondii da cepa RH com o método ensaio imunoenzimatico (ELISA). Dentre as 209
amostras, 195 (93,3%) apresentaram resultados concordantes entre as técnicas HAI
e ELISA e, por isso, foram selecionadas para compor os grupos: “reagente” e “nao
reagente”. Para inferir os fenétipos do sistema histo-sanguineo Lewis, as amostras
de DNA gendmico correspondentes as de soro foram genotipadas para as mutacées
G428A do gene FUT2, T202C e C314T do gene FUT3 por PCR-RFLP e PCR-SSP,
respectivamente. Os dados foram analisados utilizando o teste exato de Fisher e o
nivel de significancia adotado foi de 5%. Das 195 amostras, 116 (59,5%)
apresentaram-se reagentes e 79 (40,5%) nao reagentes. Entre as nao reagentes, 12
(15,19%) apresentavam o fenoétipo Le(at+b-) e 67 (84,81%) Le(a+b+). No grupo
reagente foram encontrados 30 (25,86%) Le(atb-), 68 (58,62%) Le(a+b+) e 18
(15,52%) Le(a-b-). As frequéncias obtidas entre 0os grupos reagente e nao reagente
apresentaram diferencas estatisticamente significantes para Le(a+b+) [p=0,0001,;
OR: 0,2537; IC 95%: 0,1239-0,5198] e Le(a-b-) [p=0,0001; OR: 29.863; IC 95%:
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1.771-503.630], mas ndo para Le(a+b-) [p=0,0795; OR: 1.948; IC 95%: 0,9275-4.090].
Diferencas estatisticamente significante também foram observadas quando se
comparou as frequéncias de cada fendtipo isoladamente: Le(a-b-) Vs Le(a+b-)
[p=0,0118; OR: 15.165; IC 95%: 0,8463 - 271.710]; Le(a-b-) Vs Le(a+b+) [p=0,0001;
OR: 36.460; IC 95% 2.152 - 617.680]; Le(atb-) Vs Le(a+b+) [p=0,0206; OR: 2.463;
IC 95%: 2.463 - 5.214]. Com este estudo concluimos que o fendtipo Le(a-b-) inferido
a partir das genotipagens FUT2 e FUT3 esté associado a infeccdo por cepas RH de

T. gondii.

Palavras-chave: sistema histo-sanguineo Lewis; Toxoplasma gondii; FUT2; FUTS;

toxoplasmose; gestantes.
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Introducéo

Toxoplasmose € uma doenca infecciosa causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii (CARRUTHERS, 2002; CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007).
A doenca apresenta alta taxa de mortalidade em individuos imunocomprometidos
(CHIMELLI et al., 1992; HILL; DUBEY, 2002) e é responsavel por abortos (PAPPAS
et al., 2009) e pelo desenvolvimento da Tétrade de Sabin nos recém-nascidos
(GUIMARAES et al., 1993). Em virtudes dos riscos da transmiss&o congénita que
podem ocorrer quando a gestante se encontra na fase aguda da doenca
(CAMARGO, 2001), ou quando infec¢cbes cronicas sao reativadas neste periodo
(DETANICO; BASSO, 2006), a infeccdo por este protozoario é de grande
importancia epidemiologica e clinica.

No Brasil, a prevaléncia de infec¢do por T. gondii em gestante é alta,
chegando atingir 67% no norte do Parana (REICHE et al., 2000), 74% em Rio Verde
— Goias (GIFFONI, 2007), 60% em Botucatu — Sado Paulo (OLBRICH; MEIRA, 2004)
e 57,3% no noroeste paulista (GALISTEU et al., 2007).

T. gondii € um protozoario intracelular obrigatério que invade varios
tipos celulares e é capaz de atravessar as barreiras hematoencefalica e a
placentaria. Alguns estudos sugerem que esta habilidade de invasdo esta
relacionada a capacidade do protozoario reconhecer e aderir moléculas amplamente
distribuidas no  hospedeiro (ORTEGA-BARRIA; BOOTHROYD, 1999;
CARRUTHERS et al., 2000; CARRUTHERS, 2002; SIBLEY, 2004; BARRAGAN et
al., 2005).

No final dos anos 80 foi proposto que o grupo B do sistema ABO
representa um potencial fator de risco para a infeccdo por T. gondii (MIDTVEDT,;
VAAGE, 1989) sendo confirmado por alguns estudos subsequentes (LOPEZ et al.,
1993; ZHIBURT et al.,, 1997; KOLBEKOVA et al.,, 2007; SALIBAY; CLAVERIA,
2005). Entretanto, outros relatos demonstraram resultados discordantes (GILL, 1985;
LECOLIER et al., 1990), mesmo quando o status Secretor foi considerado (MATTOS
et al., 2008).

O sistema histo-sanguineo Lewis caracteriza-se pela expressdo de
moléculas (glicosiladas no trato gastrintestinal (ORIOL, 1995), um local

frequentemente utilizado pelo T. gondii para invadir os seres humanos (REY, 2008).
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Este sistema é controlado pelos genes FUT2 (199.13.3) e FUT3 (19p.13.3) os quais
regulam a sintese dos antigenos Le* e Le® por meio da expressdo da
fucosiltransferases FUTIl e FUTIII (SCHENKEL-BRUNNER, 2000). As combinacoes
entre estes antigenos determinam diferentes fenétipos Lewis no trato gastrintestinal,
0s quais podem ser inferidos a partir da genotipagem FUT2 e FUT3 (HENRY et al.,
1995; HENRY, 1996).

Pelo fato do T. gondii utilizar o trato gastrintestinal como rota de
infeccdo e pelas evidéncias de que carboidratos e outras moléculas glicosiladas
constituem potenciais receptores para microrganismos, este trabalho teve como
objetivo testar a hip6tese de que o sistema histo-sanguineo Lewis esta associado a

infeccdo por cepas RH deste parasito.

Material e Métodos

Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto — FAMERP sob paracer nimero
089/2005.

Amostras analisadas

Foram selecionadas 209 amostras de soro e de DNA gendmico
estocadas no Laboratorio de Imunogenética do Departamento de Biologia da
FAMERP, coletadas de gestantes atendidas no Ambulatério de Gestacdo de Alto
Risco do Hospital de Base da Fundacdo Faculdade Regional de Medicina de Sé&o
José do Rio Preto - FUNFARME.
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Sorologia para pesquisa de anticorpos anti-T. gondii e genotipagem da substituicéo
G428A do gene FUT2

A pesquisa de anticorpos anti-T. gondii e a genotipagem da
substituicdo G428A do gene FUT2 foram previamente realizadas nas amostras de
acordo dados publicados em Mattos e colaboradores (2008). A sorologia foi
realizada pelo método de Hemaglutinacdo indireta (HAI) seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricante (IMUNO-HAI-TOXO-Wama Diagndéstica, Sao Carlos,
Brasil) e a identificacdo da substituicdo G428A do gene FUT2 foi realizada com o
uso do método de Reacdo em Cadeia da Polimerase — Polimorfismo de Tamanho de
Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP), de acordo com o protocolo de Svensson e
colaboradores (2000).

Pesquisa de IgG anti- Toxoplasma gondii da cepa RH

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi utilizado para pesquisar 0s
anticorpos especificos da classe IgG contra a cepa RH, a qual prevalece na
populacdo do estado de Sdo Paulo (FERREIRA et al., 2008; VALLOCHI et al.,
2005). O protocolo desenvolvido foi o mesmo aplicado rotineiramente pelos
pesquisadores do Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo (IAL), padronizado por Meira
(2008). Em primeiro momento, os antigenos cultivados pelo IAL, foram diluidos em
tampédo bicarbonato de sédio 0,1 M pH 8.5 na concentracdo de 1 ug/mL para
sensibilizar os orificios das microplacas de poliestireno utilizadas. No segundo
momento, as amostras de soro foram diluidas 1:200 na solucao leite desnatado-PBS
a 5% e distribuidas em duplicata as microplacas posteriormente incubadas por 50
minutos a 37°C. Em seguida 50 pyL do anticorpo anti-lgG humana conjugada a
peroxidase diluido 1:20.000 em PBS-Leite desnatado a 5% (Sigma) foram
adicionados as placas que foram incubadas por mais 50 minutos a 37° C. Com
adicdo de 100 uL do substrato enzimatico (0,5 mg/mL de o-fenilenodiamina diluido

em fosfato de sddio dibasico 0,1M pH 4.5, acido citrico 0,1M; H,0, 0,1%) as placas
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foram incubadas novamente em camara escura por 30 minutos, a 37°C. A reagéo foi
interrompida apds adicionar 50 pL de acido sulfurico (H,SO,4) 4N a cada orificio.

O valor de Densidade Otica (DO) de cada amostra testada em
duplicatas foi obtido pelo espectrofotdbmetro (Labsystens Multiskan) em comprimento
de onda de 492 nm. Ao final, a média aritmética das DO de cada amostra foi
calculada e utilizada para comparacao com o valor de referéncia (cut-off).

O valor do cut-off foi obtido pelo calculo da média aritmética das DO
de 20 amostras de soro previamente identificadas como néao reagentes, acrescido de
duas vezes o valor de desvio-padrao. Quando as médias de DO das amostras
testadas em duplicata apresentaram valores de DO maior que do cut-off foram
consideradas reagentes (presenca de anticorpos anti-T. gondii) e quando menores

gue este valor, ndo reagentes (auséncia de anticorpos anti-T. gondii).

Genotipagem do gene FUT3

A identificacdo das substituicbes T202C e C314T do gene FUT3 foi
realizada com o uso do método de Reacdo em Cadeia da Polimerase — Pimers de
sequéncia especifica (PCR-SSP), de acordo com o protocolo de Grahn et al (2001).
Para cada substituicdo duas reacdes de amplificacdo foram preparadas com: 7,7 uL
de agua MilliQ, 1,5 pL do PCR Buffer 10X, 0,8 uL de MgCl, (50 Mm), 1 yuL de dNTP
a 20mM (dATP, dCTP, dGTP e dTTP - Invitrogen), 0,5 U DNA polimerase
(Invitrogen), 3 puL de DNA genémico a 100 ng/mL. Em cada tubo de reacdo foram
incluidos 0,2 uL a 20 mM dos Primers sense (s) e anti-sense (as) (HGH1s - 5'-
GCCTTCCCAACCATTCCCTT-3) (HGH2as - 5- TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-
3) do controle interno de amplifcacdgo e o primer 55as (5-
TTCTGGAGGGGAGAGGCT-3’). Alem destes, foram adicionados na reacao 0,2 uL a
20 mM dos Primers especificos para cada substituicdo analisada [T202C (50s - 5'-
CCCTCCTGATCCTGCTATG-3 ou 49s - 5- ACCCTCCTGATCCTGCTAC-3);
C314T (52s - 5-GTACCCACAGGCAGACACG-3' ou b51s - 5-
TGTACCCACAGGCAGACAT-3)] totalizando o volume final de 15 pl.

Ambas as reacgOes diferiram entre si pela adicdo de Primers sense

especificos utilizados para cada substituicdo. Em uma das reacdes foi adicionado o
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Primer sense especifico para o alelo selvagem [T202C (50s) ou C314T (52s)] e na
outra foi adicionado o Primer sense especifico para o alelo mutante [T202C (49s) ou
C314T (51s)].

As condicdes de amplificacdo para a identificagdo da substituicao
T202C foram de 96°C 60 segundos (s), cinco ciclos de 96°C 20 s, 70°C 45 s, 72°C
25 s, 21 ciclos de 96°C 25 s, 65°C 50 s, 72°C 30 s, quatro ciclos de 96°C 30 s, 55°C
60 s, 72°C 90 s, 72°C 60 s e - 4°C infinito.

Para a mutacdo C314T as condi¢des de amplificacédo foram de 96 °C
por 60 s, cinco ciclos de 96°C 20 s, 70°C 45 s, 72°C 25 s, 21 ciclos de 96°C 25 s,
67°C 50 s, 72°C 30 s, quatro ciclos de 96°C 30 s, 55°C 60 s, 72°C 90 s e - 4°C
infinito.

Apos a amplificagdo, os fragmentos amplificados foram analisados
por eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio. Os tempos
de corridas eletroforéticas foram de 60 minutos para a mutacdo T202C e de 30
minutos para a C314T, a 120 volts.

O tamanho dos fragmentos correspondentes ao alelo selvagem e o
alelo mutante da substituicdo T202C foi de 1045 e 1044 pares de bases, enquanto
gue para a mutacdo C314T foi de 932 e 933 pares de bases, respectivamente. O
fragmento correspondente ao controle interno de amplificacdo continha 428 pares de

bases.

Analise estatistica

Para calcular as diferencas das proporcdes dos fenotipos Lewis
inferidos entre os grupos “reagente” e “nao reagente” foi utilizado o teste exato de

Fisher e o nivel de significancia adotado foi igual a 5%.
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Resultados

Dentre as 209 amostras, 195 (93,3%) foram selecionadas para este
estudo por apresentarem resultados concordantes entre as técnicas HAI e ELISA.
Deste total, 116 (59,5%) apresentaram anticorpos anti-T. gondii e 79 (40,5%)
mostraram-se ndo reagentes. As figuras de 1 a 3 ilustram os perfis eletroforéticos
dos fragmentos amplificados por PCR-RFLP e PCR-SSP para as mutacoes G428A
(FUT?2), T202C e C314T (FUT3). A tabela 1 contém os resultados das genotipagens
FUT2 e FUT3 e os fendtipos Lewis inferidos para o trato gastrintestinal.

Na tabela 2 estdo os valores absolutos e percentuais dos resultados
reagente e ndo reagente das amostras de acordo com o fenotipo Lewis inferido, bem
como o valor p obtido pelo teste exato de Fisher.

A frequéncia do fenotipo Le(a-b-) mostrou diferenca estatisticamente
significante quando comparada com as dos fenotipos Le(at+b-) e Le(atb+) em
conjunto (Tabela 2), e separadamente (Tabela 3). As frequéncias dos fenotipos
Lewis inferidos de acordo com 0s grupos reagente e nao reagente estao ilustrados

na tabela 4.

Discussao

Relatos prévios sugerindo associacdo entre o sistema histo-
sanguineo ABO e a infeccéo por T. gondii (MIDTVEDT; VAAGE, 1989; LECOLIER et
al., 1990; LOPEZ et al., 1993; ZHIBURT et al., 1997; ANGSTROM et al., 2004;
SALIBAY; CLAVEIRA, 2005; KOLBEKOVA, 2007), estimularam-nos a investigar este
fenbmeno em relacdo ao sistema histo-sanguineo Lewis. Este sistema, que
expressa no trato gastrintestinal os antigenos Le® e Le” sob acdo das
fucosiltransferases FUTII e FUTII, além de contribuir para a glicosilacdo de
diferentes moléculas e para a diversificacdo das cadeias oligossacaridicas ligadas a
proteinas e lipideos, interage com o sistema histo-sanguineo ABO (ORIOL, 1995;
HENRY, 2001).
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A importancia dos antigenos Le® e Le® bem como de outros
carboidratos dos sistemas histo-sanguineos como receptores para microrganismos
gue colonizam o trato gastrintestinal vem sendo explorada (BOREN et al., 1993;
HENRY, 2001; IMBERTY; VARROT, 2008). Além do T. gondii utilizar o trato
gastrintestinal como rota de infeccdo em humanos, h4 evidéncias de que suas
roptrias ligam moléculas glicosiladas como parte do processo de invasao celular (de
CARVALHO et al., 1991; ORTEGA-BARRIA; BOOTHROYD, 1999; CARRUTHERS
et al., 2000). Estes dados fundamentaram nossa hipotese.

Para investigar a associacao entre o sistema histo-sanguineo Lewis
e a infeccdo por pela cepa RH do T. gondii, selecionamos amostras de soro e DNA
genbmico de gestantes com e sem anticorpos de classe IgG para este parasito,
identificados com o uso do método hemaglutinacéo indireta, previamente analisadas
por nosso grupo (MATTOS et al., 2008). Estas amostras foram re-avaliadas pelo
método ELISA validado por Meira e colaboradores (2008), os quais demonstraram
sua adequada sensibilidade e especificidade na investigacdo de anticorpos
especificos para a cepa RH. Apenas as amostras com resultados “reagente” e “nédo
reagente” concordantes por hemaglutinacao indireta e ELISA foram utilizada para a
composicao dos grupos. Optamos por estes dois métodos soroldgicos para compor
0S grupos, pois 0s mesmos sdo rotineiramente empregados em laboratorio de
analises clinicas e apresentam os parametros de sensibilidade e especificidade
adequados para o diagnostico da toxoplasmose (CONCUERA et al., 1981 apud
PINTO et al., 2009).

O percentual de infeccdo em gestantes por T. gondii € elevado nas
diferentes areas do Brasil (REICHE et al., 2000; OLBRICH; MEIRA, 2004; GIFFONI,
2007; PAPPAS, 2009), incluindo a regido noroeste paulista (GALISTEU et al., 2007).
Entretanto, estes estudos néo identificaram anticorpos especificos para a cepa RH,
mas € possivel que a mesma seja prevalente na regido de origem das amostras
analisadas neste estudo, visto que recentes relatos demonstraram sua
predominancia em aidéticos e ndo aidéticos do Estado de S&do Paulo (FERREIRA et
al., 2008; VALLOCHI et al., 2005). Portanto, os resultados encontrados neste estudo
refletem os indices de infeccao pela cepa RH no noroeste paulista.

As frequéncias dos fenotipos Lewis inferidos a partir da genotipagem
FUT2 e FUT3, independente da presenc¢a ou ndo de anticorpos IgG, foram similares

aquelas descritas para a populacdo brasileira (BEIGUELMAN, 2003). Portanto, as
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amostras selecionadas, embora oriundas apenas de gestantes, € representativa da
regido noroeste do Estado de S&o Paulo.

O uso da genotipagem FUT2 e FUT3 para inferir os fenétipos Lewis
em mulheres gravidas é justificado. A sintese dos antigenos Le® e Le" ocorre
durante a gestacao, mas a expressao dos fenotipos eritrocitarios Le(a+b-) e Le(a-b+)
sofre variacbes devido as alteracdes fisioldogicas comuns na gravidez. Ha
demonstracdes de que mulheres fenotipadas como Le(a+b-) e Le(a-b+) expressam o
fenotipo Le(a-b-) durante a gravidez (HAMMAR et al., 1981). Portanto, a fenotipagem
eritrocitaria ndo se constitui em um procedimento confidvel para a investigacdo do
sistema Lewis em gestantes e torna-se necessario o uso de métodos moleculares
(HENRY et al., 1995).

A escolha pela genotigem das mutacdes G428A do gene FUT?2,
T202C e C314T do gene FUT3 para inferir os fenétipos Lewis [Le(at+b-); Le(at+b+);
Le(a-b-)] no trato gastintestinal baseou-se em estudos que demostraram prevaléncia
destas substituicbes na populacdo brasileira (CINTRA; MATTOS, 2006a; CINTRA;
MATTOS, 2006b; GRADELLA, 2007). A mutacdo T59G do gene FUT3 também é
frequente na populacéo brasileira (GRADELLA, 2007), porém nao foi considerada
neste estudo uma vez que nem sempre esta relacionada ao fenétipo Lewis negativo
genuino (NISHIHARA et al., 1999; SOEJIMA; KODA, 2005).

Neste estudo, o fenoétipo Le(a+b-) foi inferido a partir da combinacgéo
da homozigose para a mutacdo G428A do gene FUT2 com os alelos selvagens
T202C e C314T do gene FUTS3, pois foi observado que estas mutacdes sdo comuns
na regido noroeste do Estado de Sdo Paulo (CINTRA; MATTOS, 2006a). O fendtipo
Le(atb+) foi inferido da presenca dos alelos selvagens de ambos os genes. Este
ultimo fenotipo aparece nos eritrocitos como Le(a-b+) mas de fato, seus portadores
expressam os antigenos Le® e Le® no trato gastrintestinal (HENRY et al., 1995;
HENRY, 1996). Portanto, a notacdo Le(atb+) reflete o real fenotipo Lewis neste
local utilizado pelo T. gondii como rota para infectar os humanos. A inferéncia do
fendtipo Le(a-b-) foi baseada na presenca de um ou ambos alelos mutantes do gene
FUT3, independente da mutacdo G428A. Estas estratégias foram sugeridas por
estudos que demonstraram que a expressao eritrocitaria dos fenétipos Lewis nem
sempre é concordante com 0s genotipos. Assim, sdo adequadas para definir de
maneira mais precisa os verdadeiros fenétipos Lewis do trato gastrintestinal (HENRY
et al., 1995; HENRY, 1996).



51

A comparacao das frequéncias dos fenotipos Lewis entre reagentes
e ndo reagentes mostraram diferencas estatisticamente significantes. Os fenoétipos
Le(a+b-) e Le(a+b+) foram observados em ambos os grupos, mas o fenétipo Le(a-b-
) foi encontrado apenas nas amostras reagentes. Desta forma, os resultados aqui
relatados demonstram pela primeira vez, pelo conhecimento dos autores, forte
associacao deste fenétipo com a infeccao por cepa RH de T. gondii.

As raz0es para esta associacao ndo sao totalmente compreendidas.
E possivel que diferentes fatores contribuam para os resultados relatados neste
estudo. O fenétipo Le(a-b-) caracteriza-se pela auséncia dos antigenos Le? e Le”
tanto nos eritrocitos como no trato gastrintestinal e portanto, seus portadores
expressam apenas o oligossacarideo precursor (OP) tipo 1 na presenca de
mutacdes que inativam o gene FUT2, ou o antigeno H tipo 1 quando expressam
normalmente a enzima FUTIl. Em sua extremidade dissacaridica terminal, o OP tipo
1 possui uma molécula de galactose ligada a outra de N-Acetilglicosamina
(Galp1—3NACcGIc-R), a qual pode ser modificada pelas enzimas FUTII e FUTIII pela
adicdo de uma ou duas moléculas de fucose, para formar os antigenos H tipo 1, Le®
ou Le®, respectivamente (SCHENKEL-BRUNNER, 2000). Como a expressdo dos
antigenos Le® e Le® depende da presenca da enzima FUTIII, mutacées que inativam
0 gene FUT3 sédo crucial para manutencao da estrutura inalterada do OP tipo 1 e do
antigeno H tipo 1. Portanto, a auséncia dos antigenos Le® e Le” pode favorecer a
aderéncia do T. gondii membrana no processo de invaséo celular.

Andlises experimentais demonstraram que proteinas das roptrias do
T. gondii aderem a moléculas de Gal e NAcGIc (de CARVALHO et al., 1991). Estas
observacfes oferecem, pelo menos em parte, fundamentacdo para os resultados
observados neste estudo, pois a maior frequéncia de infeccdo ocorreu nos
individuos Le(a-b-). Nestes individuos, a extremidade dissacaridica do OP tipol néo
€ modificada pela enzima FUTIII, embora possa ser fucosilada pela enzima FUTII
para formar o antigeno H t ipo 1 (ORIOL, 1995). Portanto, € possivel que
combinacéo de Gal com NAcGIc na composicao da estrutura oligossacaridica do OP
tipo 1 e do antigeno H tipol favoreca a aderéncia de cepas RH do T. gondii as
células hospedeiras e contribua para a maior suscetibilidade do fenétipo Le(a-b-) a
infeccéao.

A suscetibilidade do fenétipo Le(a-b-) ndo parece ser absoluta pois

amostras pertencentes aos demais fenétipos Lewis foram encontradas nos grupos
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reagente e ndo reagente. As diferencas entre as frequéncias dos fenotipos Le(a+b-)
e Le(atb+) nestes grupos foram estatisticamente significantes. Amostras Le(a+b-)
mostraram maior indice de infeccdo que aquelas Le(a+b+). As razbes para estas
diferencas ndo sdo totalmente compreendidas, porém € possivel que variacdes
estruturais nos antigenos Le? e Le® contribuam para estas observacoes.

O antigeno Le* é monofucosilado e sua sintese é dependente da
enzima FUTIII. O antigeno Le® é difucosilado, mas sua sintese é dependente das
enzimas FUTIl e FUTII. Portanto, estas moléculas apresentam variacfes na
conformacdo espacial as quais, além de serem distinguidas por anticorpos
monoclonais especificos, podem atuar como receptores para microrganismos
(KARLSSON, 1995). De fato, andlises experimentais demonstram que os antigenos
H tipo 1, Le® e Le® atuam como ligantes para adesinas expressas pelo bacilo
Helicobacter pylori (BOREN et al., 1993; ALKOUT et al., 1997). Estes antigenos sao
derivados do mesmo oligossacarideo precursor e diferem entre si pelo niumero e
localizacao das moléculas de fucose adicionadas (ORIOL, 1995).

Andlises experimentais demonstraram que moléculas de fucose sao
excluidas da regido onde ocorre o0 processo ativo penetracdo dos taquizoitos da
cepa RH de T. gondii em células endoteliais humanas na formacdo do vacuolo
parasitoforo (STUMBO et al., 2002). Portanto, pode-se presumir que células que nao
expressam moléculas fucosiladas apresentam propensdo a infeccdo por este
parasito. O papel da fucose na suscetibilidade a infeccdo por T. gondii é
desconhecido. Embora a auséncia deste monossacarideo possa favorecer a
infeccdo dos individuos Le(a-b-) € possivel que variagdes na concentracbes dos
antigenos Le® e Le® também se relacionem com a suscetibilidade a este parasito.

H& demonstracdes de que a concentracdo do antigeno Le® varia no
plasma de mulheres gravidas e ndo gravidas, mas concentracfes reduzidas foram
observadas apenas nas gravidas (HAMMAR et al., 1981). Os antigenos Le® e Le”
sdo sintetizados no trato gastrintestinal e transportados para o plasma (HENRY et
al., 1995; HENRY, 1996). E possivel que as variacdes na concentracdo plasmatica
destes antigenos refletem a reducdo, mas ndo a auséncia absoluta de sintese
destes antigenos no trato gastrintestinal. Se a auséncia de fucose favorece a
infeccdo de células endoteliais humanas pelos taquizoitos da cepa RH do T. gondii
(STUMBO et al., 2002) pode-se presumir que individuos que nao expressam

antigenos fucosilados estdo sob risco elevado de infecgdo. Coincidentemente, o
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maior percentual de infecgdo por esta cepa foi observado nas amostras Le(a-b-),
seguido das Le(a+b-) e das Le(a+b+).

Embora este estudo ndo tenha analisado a aderéncia in vitro da
cepa RH do T. gondii aos antigenos do sistema histo-sanguineo Lewis, seus
resultados sugerem que os diferentes fendtipos influenciam a taxa de infeccao.
Todas as amostras Le(a-b-) mostraram-se reagentes mas aproximadamente trés
guartos das Le(atb-) e metade das Le(atb+) apresentaram este resultado
sorolégico. Como as diferencas entre estes fendtipos resultam essencialmente da
presenca ou ndo de antigenos monofucosilados e difucosilados, € possivel que a
presenca da fucose contribua para a reducdo da aderéncia de taquizoitos da cepa
RH do T. gondii ao epitélio gastrintestinal humano. Em concluséo, este estudo
demonstrou que o fendtipo Le(a-b-) inferido a partir das genotipagens FUT2 e FUT3
esta associado a infec¢éo por cepas RH de T. gondii.
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Figura 1. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida a 7,5% do fragmento de 1033 pares
de bases do gene FUT2 digerido com a enzima AVA I, ilustrando os genoétipos GA (1, 2 e
6); AA (3 e 5); GG (4). M representa o marcador de 100 pares de bases.
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Figura 2. Perfil eletroforético em gel de agarose a 2% dos genétipos TT (A), TC (B) e CC (C)
do gene FUT3, mutacdo T202C. M representa o marcador de 100 pares de bases.
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Figura 3. Perfil eletroforético em gel de agarose a 2% dos genétipos CC (D), CT(E) e TT (F)
do gene FUT3, mutacdo C314T. M representa o marcador de 100 pares de bases.
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Tabela 1. Resultados das genotipagens G428A do gene FUT2 e T202C e C314T do gene

FUT3 e os fendtipos Lewis inferidos para o trato gastrintestinal.

FUT2 FUT3 FUT3 Reagente = N&o Reagente Fenotipos
(G428A) (T202C) (C314T) (TGI)
CC 22 10 Le(a+b-)
AA TT+TC CT Le(atb-)
TT 0 Le(a-b-)
CC Le(a-b-)
AA CC CT Le(a-b-)
TT Le(a-b-)
CC 52 45 Le(atb+)
GG + GA TT+TC CT 16 22 Le(atb+)
TT 4 0 Le(a-b-)
CC 1 Le(a-b-)
GG + GA CC CT 9 Le(a-b-)
TT 1 Le(a-b-)
Total 116 79
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Tabela 2. Valores absolutos e percentuais dos resultados reagente (R) e ndo reagente (NR)
das 195 amostras de soro avaliadas por HAI e ELISA, de acordo com os fenétipos Lewis
inferidos para o trato gastrintestina (TGI) e, o valor p calculado pelo teste exato de Fisher.

Os valores de Odds Ratio (OR) e intervalo de confianca a 95%.

Fendtipos Total R NR
p OR IC 95%
(TGI) N(%) N(%) N(%)
30
Le(a+b-) 0,0795 1.948 0,9275-4.090
(21,54%) (25,86%) (15,19%)
135 68
Le(a+b+) 0,0001 0,2537 0,1239-0,5198
(69,23) (58,62%) (84,81%)
Le(a-b-) 0(0%) 0,0001 29.863 1.771-503.630
(9,23%) (15,52%)
195 116 79
Total
(100%)  (59,5%)  (40,5%)
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Tabela 3. Valor p calculado pelo teste exato de Fisher para as comparacdes entre os
fenotipos Lewis. Os valores de Odds Ratio (OR) e do intervalo de confiancga (IC) a 95%.

Fenotipos Lewis P OR IC 95%
Le(a-b-) X Le(a+b-) 0,0118 15.165 0,8463 - 271.710
Le(a-b-) X Le(a+b+) 0,0001 36.460 2.152 - 617.680

Le(atb-) X Le(atb+) 0,0206 2.463 2.463 -5.214
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Tabela 4. Frequéncia dos fenétipos Lewis inferidos de acordo com 0s grupos reagente e nao
reagente

Fendtipo
) ) Reagente % (n) Nao reagente % (n) TOTAL % (n)
Lewis Inferido
Le(a+b-) 71,40 (30) 28,6 (12) 100,0 (42)
Le(a+b+) 50,4 (68) 49,6 (67) 100,0 (135)

Le(a-b-) 100,0 (18) 0,0 (0) 100,0 (18)
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Conclusbes

1. O sistema histo-sanguineo Lewis esta associado a infecc¢éo por T. gondii da cepa
RH.

2. A combinacdo dos métodos de HAI e ELISA favore a definicdo dos grupos

‘reagentes” e “ndo reagentes” para anticorpos IgG anti —T. gondii da cepa RH.

3. Ainfecgéo por cepas RH do T. gondii € comum em gestantes da regido noroeste

paulista que apresentam sorologia reagente para a toxoplasmose.

4. A identificacdo das mutacdes G428A do gene FUT2, T202C e C314T do gene
FUT3 constitui uma estratégia confiavel para inferir os fenotipos Lewis em ambos

0S grupos.

5. O fenodtipo Lewis negativo [Le(a-b-)] esta associado ao maior risco para a
infeccdo por cepas RH de T. gondii, enquanto os fenotipos Le(a+b-) e Le(a+b+)

apresentam menor risco de infeccéo por cepas RH de T. gondii.

6. O processo de fucosilacdo controlado pelos genes FUT2 e FUT3 reduz o risco de

infeccdo por cepas RH de T. gondii.
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APENDICE A — Resumo apresentado e premiado em 1° LUGAR na apresentacéo
em forma de péster durante a Ill Jornada de Ginecologia e Obsetricia da SOGESP —
Regido Noroeste/Sudoeste, centro de Conven¢des UNIP, Sdo José do Rio Preto,
SP, 2009.

INFECCAO POR TOXOPLASMA GONDII E FENOTIPOS DO SISTEMA HISTO-
SANGUINEO LEWIS: RESULTADOS PRELIMINARES

Nakashima F'?, Mattos CCB? Ferreira AIC? Cintra JR? Spegiorin LCJF®, Oliani
DCM 3 Oliani AH?, Mattos LC*

1 — Departamento de Biologia — Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas —
IBILCE-UNESP
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Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto — FAMERP
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Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - S&o José do Rio Preto - SP

e-mail: luiz.carlos@famerp.br

Introducado: O Toxoplasma gondii infecta os seres humanos utilizando como rota de
infeccdo o trato gastrintestinal humano. Ha evidéncias de que este parasito utiliza
moléculas glicosiladas expressas pelo hospedeiro como potenciais receptores para
aderir ao epitélio gastrintestinal. O sistema histo-sanguineo Lewis também se
expressa no trato gastrintestinal sob controle dos genes FUT2 e FUT3, por meio da
sintese dos antigenos glicosilados Le® e Le®, os quais definem os fenétipos Le(a+b-),
Le(a-b+) e Le(a-b-). Estes eventos aparentemente independentes ocorrem no
mesmo 6rgdo e podem estar relacionados entre si. Portanto, é possivel que a
infeccdo por T. gondii seja influenciada pela variabilidade de moléculas resultantes
da glicosilacéo do trato gastrintestinal pelo sistema histo-sangineo Lewis. Objetivo:
O objetivo deste trabalho foi investigar a associacéo entre a infeccdo por T.gondii e 0
sistema histo-sanguineo Lewis. Metodologia: Duzentas e onze amostras de DNA
genbmico coletadas de gestantes caucasianas e ndo caucasianas foram analisadas.
As mutacbes G428A do gene FUT2 e C314T do gene FUT3, identificadas por PCR-
RFLP e PCR-SSP respectivamente, foram utilizadas para inferir os fenotipos Lewis.
A deteccdo de anticorpos IgM e IgG anti-T .gondii foi realizada pelo método
hemaglutinacéo indireta. Resultados: Das 211 gestantes investigadas 115 (54,5%)
mostraram-se reagentes e 96 (45,5%) nao reagentes. Das 115 gestantes reagentes,
31 (24%) eram Le(a+b-), 79 (69%) eram Le(a-b+) e 5 (4%) eram Le(a-b-); das 96
nao reagentes, 20 (21%) eram Le(atb-) e 76 (79%), Le(a-b+). Estas diferencas n&o
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foram estatisticamente significantes na presenca e na auséncia de infecgéo por T.
gondii (p=0,056 pelo teste exato de Fisher). Conclusé&o: Os resultados parecem
indicar auséncia de associacao entre a infeccdo por T. gondii e 0 sistema histo-
sanguineo Lewis embora o valor p tenha se mostrado proximo ao limite de
significancia para o fenoétipo Le(a-b-) em relagcdo aos demais fenotipos Lewis
[Le(a+b-) e Le(a-b+)]. E possivel que a ocorréncia de outras mutacées no gene
FUT3, ainda né&o investigadas neste trabalho, possam influenciar a relacédo entre a
infeccdo por T. gondii e o sistema histo-sanguineo Lewis.

Apoio: BAP/FAMERP; CAPES-DS
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APENDICE B — Resumo apresentado e premiado em 2° LUGAR na apresentac&o
em forma de péster durante a Il Jornada de Ginecologia e Obsetricia da SOGESP-
Regido Noroeste/Sudoeste, centro de Conven¢des UNIP, Sdo José do Rio Preto,
SP, 2009.

PREVALENCIA DE TOXOPLASMOSE GESTACIONAL/CONGENITA EM MAES E
SEUS RECEM-NASCIDOS DE UM HOSPITAL ESCOLA (SUS)

Spegiorin LCJF; Brandao de Mattos CC; Ferreira AIC; Nakashima F; Meira CS;
Gomes AHS; Oliani AH; Pereira-Chioccola VL; Mattos LC

Departamento de Biologia Molecular - FAMERP
Departamento de Ginecologia e Obstetricia — FAMERP
Instituto Adolfo Lutz — IAL-SP

Este estudo avaliou a prevaléncia da toxoplasmose congénita em um grupos de
gestantes de baixa renda, atendidas no Ambulatério de Gestacédo de Alto Risco,
Hospital de Base (FUNFARME). Material e Método: em um periodo de 15 meses
foram coletadas 174 amostras de soro de 87 de gestantes com suspeita de infeccao
por Toxoplasma gondii e 87 de sangue de corddo umbilical de seus recém-nascidos.
Para a determinacéo de anticorpos IgM anti-T. gondii no soro materno foi utilizado a
imunofluorescéncia indireta (IFl). Todas as amostras foram avaliadas pelo método
ELISA e para o teste de avidez para IgG. Do total, 13 encontravam-se no 1°
trimestre, 35 no 2° trimestre e 38 no 3° trimestre de gravidez. Resultados: Do total
analisado, 56 gestantes e seus neonatos apresentaram IgG anti-T. gondii. Em 40
destas gestantes e seus recém-nascidos, o teste de avidez para IgG foi maior que
40%, sugerindo infec¢édo cronica no inicio da gravidez; em 16 gestantes os valores
de avidez situaram-se entre 15-39%, sugerindo infeccdo aguda. Nao foram
observados resultados com avidez abaixo de 15%, possivelmente devido ao
encaminhamento tardio ao servico de gestacdo de alto risco (durante ou depois do
2° trimestre. Apenas duas gestantes apresentaram sorologia IgM positiva
determinada pelo método IFI. Concluséo: O uso de métodos de boa sensibilidade e
especificidade em fase gestacional precoce € grande importancia para o avaliacdo
dos riscos de transmissao congénita do T. gondii.

Palavras-chaves: toxoplasmose congénita; prevaléncia; gestantes de alto risco;
Toxoplasma gondii
Apoio: BAP-FAMERP, CAPES & FAPESP
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APENDICE C — Resumo apresentado em forma de pdster durante o XI Simpésio de
Genética & | Simpdsio IMC-IBILCE Células-Tronco.

Fendtipos e gendtipos do sistema histo-sanguineo Lewis como fatores de
risco para infeccao por Toxoplasma gondii

Aluno: Fabiana Nakashima
Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos de Mattos

RESUMO

O sistema histo-sanguineo Lewis caracteriza-se pela expressao dos antigenos Le® e
Le®, os quais determinam os fenétipos eritrocitarios Le(a+b-), Le(a-b+) e Le(a-b-).
Estes antigenos séo sintetizados no intestino delgado, no figado, no pancreas e nos
rns, mas adsorvem aos eritrécitos a partir do plasma. Sua expressao resulta de
interacOes epistaticas entre os genes FUT2 (19913.3) e FUT3 (19p13.3), 0s quais
codificam fucosiltransferaes especificas (FUTII e FUTIII). Essas enzimas fucosilam
estruturas precursoras do tipo 1 (Gala1—3GIcNAc-R) gerando os antigenos H tipo 1
(Fuca1—2Gala1—3GIcNAc-R), Le* (Gala1—3[Fucal—2]GIcNAc-R) e LeP
(Fuca1—2Gala1—3[Fuca1—2]GIcNAc-R). Esses antigenos podem atuar como
potenciais receptores para microganismos patogénicos e influenciar a suscetibilidade
ou a resisténcia a infeccbes. O Toxoplasma gondii, agente etiologico da
toxoplasmose, infecta os humanos utilizando o trato gastrintestinal como rota de
infeccdo, um local onde se da a expressdo dos antigenos Le? e Le®. Esses eventos
aparentemente independentes ocorrem no mesmo Orgdo e podem estar
relacionados entre si. Estudos prévios investigaram associacdes entre os sistemas
de grupos sanguineos e infeccado por T. gondii, mas nao incluiram o sistema Lewis e
portanto, sua influéncia nessa relacdo parasito-hospedeiro permenece
desconhecida. Dada a importancia epidemiolégica e clinica da infeccéo por T. gondii
em gestantes, o objetivo geral deste projeto é investigar a associacdo entre o
sistema histo-sanguineo Lewis e a infeccao por T.gondii. Seus objetivos especificos
compreendem: 1. Selecionar dois grupos de gestantes, um com e outro sem
evidéncia de infeccdo por T. gondii; 2. Identificar, com o uso de métodos
moleculares, os genoétipos FUT2 e FUT3 para a definicdo dos fendtipos Lewis. 3.
Verificar se ha associagcdo entre a evidéncia de infeccao e os fendtipos e genotipos
do sistema Lewis. Serdo analisadas amostras de DNA gendmico e de soro
sanguineo estocadas no Laboratério de Imunogenética do Departamento de Biologia
Molecular da Faculade de Medicina de Sdo José do Rio Preto - FAMERP, coletadas
de gestantes atendidas no Ambulatorio de Gestacdo de Alto Risco do Hospital de
Base da Fundacdo Faculdade Regional de Medicina de Sao José do Rio Preto -
FUNFARME, as quais integram os projetos em andamento no referido laboratério. A
aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da FAMERP (Parecer 089/2005) e os
termos de consentimento pds-esclarecidos foram previamente obtidos. A definicdo
de evidéncia de infeccdo sera baseada na presenca ou ndo de anticorpos anti-T.
gondii das classes IgM e IgG, com o uso do método ELISA. Esta estratégia permitira
a composicao dos dois grupos: com e sem infeccdo. Para a genotipagem FUT2 e
FUT3 sera utilizado o método PCR-SSP com Primers especificos para as
substituicbes G428A (FUT2) e T202C e C314T (FUT3). As combinacbes dos
genotipos resultantes destas substituicdes permitem inferir os fenotipos Le(a+b-),
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Le(a-b+) e Le(a-b-). As freqliencias dos gendtipos e dos fenétipos do sistema histo-
sanguineo Lewis de ambos 0s grupos de gestantes serdo comparadas com o uso do
teste quiguadrado, aceitando-se o erro alfa de 5%. Também serdo calculados o risco
relativo e ODDS RATIO. Nossa hipétese € que os fenotipos e os gendtipos do
sistema Lewis influenciam a infecg&o por T. gondii.

Palavras-chave: Sistema Lewis, FUT2, FUT3, Toxoplasma gondii, relacdo parasito-

hospedeiro
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APENDICE D — Resumo apresentado em forma de péster durante o 55° Congresso

de Genética da Sociedade Brasileira de Genética — SBG.

ASSOCIACAO ENTRE O SISTEMA HISTO-SANGUINEO LEWIS E INFECCAO
POR Toxoplasma gondii EM GESTANTES

Nakashima, F% Branddo de Mattos, CC?; Ferreira, AIC? Cintra, JR% Spegiorin,
LCJF®; Meira, CS*; Pereira-Chioccola, VL* Mattos, LC?
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e-mail: nakashima.f@gmail.com / luiz.carlos@famerp.br

Palavras-chave: sistema histo-sanguineo Lewis, FUT3, FUT2, Toxoplasma gondii,

toxoplasmose, gestante

Introducdo: O sistema histo-sanguineo Lewis caracteriza-se pela sintese dos
antigenos Le® e Le® que compde os fenétipos Le(a+b-), Le(a-b+) e Le(a-b-). Estes
antigenos constituem potenciais receptores para microrganismos patogénicos no
trato gastrintestinal e em outros tecidos. Sua expresséo resulta da fucosilacdo do
oligossacarideo precursor tipo 1 (Gal1—3GIcNAcB1-R), controlada pela acédo
conjunta das enzimas FUTIlI e FUTIII codificadas pelos genes FUT2 (Secretor) e
FUT3 (Lewis), respectivamente. Mutacdes no gene FUT3 levam a expressao do
fendtipo Le(a-b-). A infeccdo por Toxoplasma gondii, além da elevada frequéncia
populacional, atrai a atencdo devido aos riscos de transmissdo congénita. Este
parasito, além de utilizar como rota de infeccdo o mesmo local de expressdo dos
antigenos Lewis, também infecta grande variedade de células nucleadas. Estes
eventos biolégicos aparentemente independentes podem estar relacionados entre si.
Objetivo: Investigar se o sistema Lewis esta associado a infeccdo por T. gondii.
Material e Métodos: Cento e cinco amostras de soro e de DNA genémico de
gestantes atendidas no Ambulatério de Gestacdo de Alto Risco do Hospital de Base
de Séo José do Rio Preto foram analisadas. O teste ELISA foi empregado para
detectar anticorpos IgG especificos (cepa RH do T. gondii) e compor 0os grupos
‘reagente” e “ndo reagente”. As mutacdes G428A (FUT2) e T202C e C314T (FUT3)
identificadas por PCR-RFLP e PCR-SSP respectivamente, foram utilizadas para
inferir os fendtipos Lewis. O teste exato de Fisher foi usado para comparar as
proporcdes dos fendtipos entre reagentes e nao reagente. Resultados: Das 105
amostras analisadas, 70 (66,7%) mostraram-se reagentes e 35 (33,3%) nao
reagentes. Entre as reagentes, 20 (28,6%) eram Le(a+b-), 40 (57,1%) Le(a-b+) e 10
(14,3%) Le(a-b-). Das néo reagentes, 8 (22,8%) eram Le(atb-) e 27 (77,2%) Le(a-
b+). A frequéncia do fenétipo Le(a-b-) mostrou diferenca estatisticamente significante
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entre os grupos “reagente” e “ndo reagente” [Le(a-b-) X Le(a-b+): p=0,01; Le(a-b-) X
(Le(atb-) + Le(a-b+): p=0,02]. As demais comparacdes ndo foram significantes
[Le(a-b-) X Le(atb-): p=0,08; Le(atb-) X Le(a-b+): p=0,35]. Conclusédo: Os
resultados sugerem que o sistema histo-sanguineo Lewis esta associado a infec¢ao
por T. gondii com maior suscetibilidade do fendtipo Le(a-b-). E possivel que a
auséncia de fucosilacdo do oligossacarideo precursor tipo 1 pela enzima FUTIII
influencie a infec¢ao por T. gondii no trato gastrintestinal. A habilidade do T. gondii
infectar grande variedade de células nucleadas parece resultar de sua adaptacéo
em se ligar a um receptor Unico. Como o oligossacarideo precursor tipo 1 € um
componente comum das membranas de células nucleadas pode contribuir, pelo
menos em parte, com a infec¢ao por este parasito.

Apoio Financeiro: Capes, BAP-FAMERP
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APENDICE E — Resumo apresentado em forma de poster durante o XXI Congresso
Brasileiro de Parasitologia Il Encontro de Parasitologia do Mercosul da Sociedade

Brasileira de Parasitologia — SBP.

FENOTII?O LEWIS NEGATIVO COMO POTENCIAL FATOR DE RISCO PARA A
INFECCAO POR CEPA RH DE Toxoplasma gondii

Fabiana Nakashimal?, Cinara C Brandio de Mattos?, Ana | C Ferreira, Juliana R
Cintra?, Ligia C J F Spegiorin®, Thais C Silva*, Cristina S Meira*, Vera L Pereira-
Chioccola®, Luiz C de Mattos?

1. IBILCE-UNESP, 2. Dep Biologia Molecular — FAMERP, 3. Dep Ginecologia e
Obstetricia — FAMERP/ HB-FUNFARME, 4. Instituto Adolfo Lutz — SP
e-mail: luiz.carlos@famerp.br

Toxoplasma gondii, causador da toxoplasmose, uma doenca de importancia para
gestantes, fetos e neonatos, invade grande variedade de células humanas e utiliza o
trato gastrintestinal como rota de infeccdo. Neste local ocorre a expressao de
antigenos fucosilados Le® e Le® que determinam os fendtipos do sistema histo-
sanguineo Lewis: Le(atb-), Le(a-b+) e Le(a-b-). A expressdo destes fendtipos
resulta de interacdes epistaticas entre os genes FUT2 (Secretor) e FUT3 (Lewis) os
guais codificam as fucosiltransferases FUTII e FUTIII, respectivamente. Mutacdes no
gene FUT3 comprometem a funcdo da FUTIII determinando a auséncia de
fucosilacdo dos oligossacarideos precursores bem como a expressao do fendtipo
Le(a-b-). A infeccdo por T. gondii e a expressdo dos antigenos Lewis ocorrem no
mesmo 0Orgao e, embora aparentemente independentes, podem estar relacionadas
entre si. O objetivo deste trabalho foi investigar a associacao entre a infec¢ao por T.
gondii e o sistema histo-sanguineo Lewis. Cento e sessenta amostras de sangue
periférico e de DNA gendmico de gestantes atendidas no Ambulatorio de Gestacao
de Alto Risco do Hospital de Base de Sao José do Rio Preto foram analisadas.
Microplacas de ELISA, sensibilizadas com antigenos especificos para cepa RH
produzidos “in-house”, foram utilizados para compor dois grupos, um com (G1) e
outro sem (G2) evidéncia de infeccdo com base na presenca ou ndo de anticorpos
especificos. Os fenodtipos Lewis foram inferidos a partir da combinacdo das
genotipagens FUT2 (G428A) e FUT3 (T202C e C314T) realizadas com o uso do
método PCR-RFLP e PCR-SSP respectivamente. As proporcdes dos fenotipos
Lewis entre os dois grupos foram comparadas pelo teste exato de Fisher, aceitando-
se o erro alfa de 5%. Das amostras analisadas, 103 (64,4%) foram incluidas no G1 e
57 (35,6%) no G2. No G1, 33 (32%) eram Le(at+b-), 53 (56,3%) Le(a-b+) e 12
(11,7%) Le(a-b-) e no G2, 11 (19,3%) eram Le(atb-) e 46 (80,7%) Le(a-b+). O
fendtipo Le(a-b-) mostrou diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos
fendtipos Le(a-b+) [p=0,003], Le(a+b-)/Le(a-b+) [p=0,004], mas nédo para o Le(a+b-)
[p=0,09]. Além disso, Le(a+b-) e Le(a-b+) também diferiram entre 0os grupos
analisados (p=0,04). Embora a presenca de infeccdo tenha sido observada em todos
os fendtipos, os resultados sugerem associacdo entre o fenoétipo Le(a-b-) com a
infeccdo por T. gondii. E possivel que a auséncia de fucosilacdo controlada pelo
gene FUT3 influencie a suscetibilidade a este parasito. Apoio: CAPES, BAP-
FAMERP



89

APENDICE F — Resumo apresentado em forma de poster durante o 54° Congresso

de Genética da Sociedade Brasileira de Genética — SBG.

Discordancia entre os fenétipos eritrocitarios do sistema Lewis (ISBT 007) e 0
status secretor definido pela genotipagem FUT2

Galbiatti, AL; Viana, ARA; Nakashima, F; Nunes, DPT; Pereira Jr, EJ; Ferreira, AIC;
Mattos, CCB; Mattos, LC

Laboratorio de Imunogenética — Departamento de Biologia Molecular, Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Preto

luiz.carlos@famerp.br

Palavras-chave: sistema Lewis, G428A, fenotipo secretor, gene FUT2

A expressao dos fendtipos eritrocitarios do sistema Lewis [Le(atb-), Le(a-b+) e Le(a-
b-)], resulta de interacOes epistaticas entre os genes FUT2 (19913.3) e FUT3
(19p13.3), os quais codificam as fucosiltransferases FUTII e FUTIII,
respectivamente, responsaveis pela sintese dos antigenos Lea e Leb. A presenca de
ambas as enzimas determina o fenoétipo Le(a-b+) e classifica seus portadores como
secretores positivos. A presenca isolada da FUTIII, determina o fendtipo Le(a+b-) e
classifica seus portadores como secretores negativos. A auséncia da FUTIII
determina o fendétipo Le(a-b-) mas nao permite a definicdo do status secretores. A
substituicdo G428A no exon 2 do gene FUT2 permite diferenciar o status secretor
positivo (GG ou GA) do negativo (AA). A fenotipagem do sistema Lewis é
frequentemente utilizada para inferir o status secretor, especialmente em estudos de
associacdo com doencas. O objetivo desse trabalho foi verificar a concordancia
entre a expressao dos fendtipos Le(a+b-) e Le(a-b+) e o status secretor definido pela
genotipagem FUT2. Foram selecionados 70 individuos adultos nédo relacionados, de
ambos 0s sexos, caucasianos e ndo caucasianos. Uma amostra de sangue com
anticoagulante foi coletada de cada participante para a obtencao de eritrécitos e de
DNA gendbmico. Os fenotipos Lewis foram identificados pelo método gel
centrifugacdo. O DNA gendmico foi extraido por um método salino e a genotipagem
FUT2 foi realizada pelo método PCR-SSP. Duas rea¢des de amplificacdo, uma com
o primer FUT2-G (Sense: 5-CGTACCCCTGCTCCTGG-3’) e outra, com o primer
FUT2-A (Sense: 5-CGGCTACCCCTGCTCCTA-3’), foram realizadas. Os primer anti-
sense (5-GGCTGCCTCTGGCTTAAAG-3’) e os Primers HGH-1 (Sense: 5'-
GCCTTCCCAACCATTCCCTT-3) e HGH-2 (Sense: 5'-
TCACGGATTTCTGTTGTCTTTC-3’), para controle interno, foram incluidos em
ambas as reacoes. Os Primers FUT2-G e FUT2-A amplificaram fragmentos de 519 e
520 pares de bases, respectivamente, e os Primers HGH-1 e HGH-2, fragmentos de
428 pares de base. Os amplificons foram analisados em gel de agarose a 2%,
corado com brometo de etidio. Dos 70 individuos analisados, 14,3% (10/70)
apresentaram o fenétipo Le(a+b-), 61,4% (43/70), o fendtipo Le(a-b+) e 24,3%
(17/70), o fendtipo Le(a-b-). Do total, 68,6% (48/70) foram genotipados como
secretores positivos (GG + GA) e 31,4% (22/70), como secretores negativos (AA). O
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fendtipo Le(a+b-) foi totalmene concordante com o genoétipo FUT2 (AA). Apenas 38
(88,4%) dos 43 individuos com fendtipo Le(a-b+) foram concordantes com o
genotipo FUT2 (GG/GA). Os resultados demonstram que h& alto indice de
discordancia entre o fendtipo Le(a-b+) e o status secretor definido pela genotipagem
FUT2 e sugerem que a fenotipagem Lewis nao representa, isoladamente, um meio
confidvel para inferir o status secretor que um individuo expressa.

Apoio: BAP-FAMERP 2007/2008
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APENDICE G — Resumo apresentado em forma de poster durante V Congresso
Cientifico da UNIRP.

GENOTIPAGEM FUT2 E FENOTIPAGEM ERITROCITARIA LEWIS: INDICES DE
CONCORDANCIA

Ana Livia Galbiatti®, Aline Regina Alves Viana®', Fabiana Nakashima?®, Daniela
Prudente Teixeira Nunes®®, Eduardo José Pereira Junior?, Ana lara da Costa
Ferreiral, Cinara de Céassia Branddo de Mattos?®, Luiz Carlos Mattos®.

! Centro Universitario de Rio Preto — UNIRP

?Laboratério de Imunogenética — Departamento de Biologia Molecular — Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP

*Programa de P6s-Graduacéo em Genética — IBILCE-UNESP,

‘Departamento de Ginecologia e Obstetricia —- FAMERP

°Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude — FAMERP

alinerav@gmail.com - Curso de Ciéncias Biologicas UNIRP

A expressao dos fendtipos eritrocitarios do sistema Lewis [Le(atb-), Le(a-b+) e Le(a-
b-)], resulta de interacbes epistaticas entre os genes FUT2 (19913.3) e FUT3
(19p13.3), que codificam as fucosiltransferases FUTIlI e FUTIII, respectivamente,
responsaveis pela sintese dos antigenos Le® e Le’. A presenca de ambas as
enzimas determina o fendtipo Le(a-b+) e classifica seus portadores como secretores
positivos. A presenca isolada da FUTIII, determina o fenétipo Le(a+b-) e classifica
seus portadores como secretores negativos. A auséncia da FUTIII na presenca ou
auséncia da FUTII determina o fenétipo Le(a-b-) mas ndo permite a definicdo do
status secretor. A substituicdo G428A no exon 2 do gene FUT2 permite diferenciar o
status secretor positivo (GG ou GA) do negativo (AA). A fenotipagem do sistema
Lewis é frequentemente utilizada para inferir o status secretor. O objetivo desse
trabalho foi verificar o indice de concordancia entre a expressao dos fendtipos
Le(atb-) e Le(a-b+) e o status secretor definido pela genotipagem FUT2. Foram
selecionados 70 individuos adultos ndo relacionados, de ambos 0s sexos,
caucasianos e nao caucasianos. Uma amostra de sangue com anticoagulante foi
coletada de cada participante para a obtencao de eritrocitos e de DNA genémico. Os
fendtipos Lewis foram identificados pelo método gel centrifugacdo. A genotipagem
FUT2 foi pelo método PCR-SSP. Duas reacdes de amplificagcdo, uma com o primer
FUT2-G e outra com o primer FUT2-A (519 e 520 pb), foram realizadas. Os primer
anti-sense e os Primers HGH-1 e HGH-2 (428 pb), para controle interno, foram
incluidos em ambas as reacdes. Os amplificons foram analisados em gel de agarose
a 2%, corado com brometo de etidio. Dos 70 individuos analisados, 14,3% (10/70)
apresentaram o fendtipo Le(a+b-), 61,4% (43/70), o fenétipo Le(a-b+) e 24,3%
(17/70), o fendtipo Le(a-b-). O fenotipo Le(a+b-) foi totalmene concordante com o
gendtipo FUT2 (AA), mas apenas 38 (88,4%) dos 43 individuos com fendtipo Le(a-
b+) mostraram-se concordantes com o genétipo FUT2 (GG/GA). Os resultados
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demonstram que o indice de concordancia entre o fenétipo Le(a-b+) e o status
secretor definido pela genotipagem FUT2 ndo € absoluto e sugerem que a
fenotipagem Lewis ndo representa, isoladamente, um meio confiavel para inferir o
status secretor que um individuo expressa.

Apoio: BAP-FAMERP 2007/2008
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da FAMERP

s

7| EACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

> Autarquaa Cstadual - Le n* 8899 de 27004
Do (Reconhwecida poio Decreto Federal n* 74,179 de 14006/74)

Parecer n.° 089/2005
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n® 3082/2005 sob a responsabilidade de Luiz Cerlos
de Mattos, com o titulo “Perfil de Glicoconjugados ABH-LEWIS como fatores
de risco para infecgio por toxoplasma gondii®, estd de acordo com a Resolugdo
CNS 196/96 ¢ foi aprovado por esse CEP,

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

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

Prof.® Dr.™ Patricia Maiuf Cury
Coordenadora do CEP/FAMERP

Pﬁ." 13 m;&‘l{m

W e

Av. Bngadero Fana Lima 5416 - 15090-000 Sdo José do R Predo 5P - Brasd
Tel (17)210-5700 - Fax (17) 2276201 - www famarp br
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ANEXO B - Resumo do Artigo Publicado no Journal of Venomous Animals and
Toxins including Tropical Diseases - Original paper - ISSN 1678-9199. V. 16, n 1, p.
87- 95, 2010

ABO BLOOD GROUPS AND Helicobacter pylori cagA INFECTION: EVIDENCE
OF AN ASSOCIATION

Mattos DE (1), Cintra JR (2), Brandao de Mattos CC (3), Nakashima F (4), Silva
RCMA (5), Moreira HW (1), de Mattos LC (2, 3)

(1) Clinical Analysis Department, School of Pharmaceutical Sciences, Sao Paulo
State University, UNESP, Araraquara, Sao Paulo State, Brazil; (2) Regional Blood
Center of S&o José do Rio Preto, Regional Medical School Foundation, FUNFARME,
Séo José do Rio Preto, Sdo Paulo State, Brazil; (3) Immunogenetics Laboratory,
Molecular Biology Department, Sdo José do Rio Preto Medical School, FAMERP,
Séao José do Rio Preto, Sdo Paulo State, Brazil; (4) Biology Department, Institute of
Biosciences, Letters and Exact Sciences, Sao Paulo State University, UNESP, Séo
José do Rio Preto, Sdo Paulo State, Brazil; (5) Specialized Gastroenterology
Laboratory, Hospital de Base, FUNFARME, Sao José do Rio Preto, Sdo Paulo State,

Brazil.

ABSTRACT: Diseases resulting from Helicobacter pylori infection appear to be
dependent on a host of genetic traits and virulence factors possessed by this
microorganism. This paper aimed to investigate the association between the ABO
histo-blood groups and H. pylori cagA infections. Genomic DNA samples (n = 110) of
gastric biopsies obtained from patients with endoscopic diagnosis of peptic ulcers (n
= 25) and chronic active gastritis (n = 85) were analyzed by PCR using specific
primers for the cagA gene. Of the samples, 66.4% (n = 73) tested positive and 33.6%
(n = 37) negative for the gene. The cagA strain was predominant in peptic ulcers (n =
21; 84.0%) compared with chronic active gastritis (n = 52; 61.2%) (p = 0.05; OR
3.332; 95% CI: 1.050-10.576). Additionally, the cagA strain was prevalent in the type
O blood (48/63; 76.2%) compared with other ABO phenotypes (25/47; 53.2%) (p =
0.01; OR 2.816; 95% CI. 1.246-6.364). These results suggest that H. pylori cagA
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infection is associated with the O blood group in Brazilian patients suffering from
chronic active gastritis and peptic ulcers.
KEY WORDS: ABO blood groups, H. pylori infection, cagA strain, chronic active

gastritis, peptic ulcers.

FINANCIAL SOURCE: BAP/FAMERP and CAPES.

Doi: 10.1590/S1678-91992010005000004
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