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Introdugdo

I.1 Historico

Observagdes feitas na década de 1890 de que espécies animais podiam ser
distinguidas por meio de reagdes de suas hemacias e proteinas séricas com SOros
especificos estimularam Karl Landsteiner a investigar se os seres humanos poderiam ser
diferenciados do mesmo modo. Usando amostras de soro e eritrocitos de 22 individuos, as
quais foram misturadas em todas as combinagdes possiveis, Landsteiner verificou que as
hemacias de uns eram aglutinadas pelo soro de outros. A interpretagdo de seus resultados
permitiu a classificagdo dos individuos analisados em trés grupos: A, B e O. Dois anos mais
tarde, seus discipulos De Castello e Sturli encontraram o quarto grupo denominado AB
(Eisen, 1974). Assim, deu-se a descoberta do sistema ABO, o principal sistema de
aloantigenos histo-eritrocitarios, cujas aplicagdes na antropologia, na medicina
transfusional e na medicina forense estio muito bem documentadas (Mourant et al., 1976;
Mollison, 1983; Crouse & Vincek, 1995; Liechti-Gallati & Nesser, 1996).

Os fenétipos que constituem o sistema ABO sdo facilmente identificados por
reagdes de hemaglutinagdo com soros especificos e eritrocitos. As diferentes combinagdes

de dois antigenos eritrocitarios altamente imunogénicos, A € B, e de dois anticorpos

plasmaticos de importancia clinica, anti-A e anti-B, sdo usadas para caracterizagdo

sorologica dos quatro fenotipos. O grupo A apresenta o antigeno A e o anticorpo anti-B,
enquanto o grupo B tem o antigeno B e o anticorpo anti-A. No grupo AB estdo presentes os
antigenos A e B, mas ndo os anticorpos plasmaticos, € o grupo O ¢é definido pela auséncia
dos antigenos A e B e pela presenca dos anticorpos anti-A, anti-B e anti-A,B. Com a
elucidagdo das bases bioquimicas dos antigenos do sistema ABO e com a comprovagdo de

que o antigeno H € o precursor para a sintese dos antigenos A e B, essas moléculas
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Introdugéo

passaram a ser referidas como antigenos ABH, em decorréncia de suas relagdes
bioquimico-estruturais (Daniels, 1995).

Em 1908, Epstein e Ottenberg sugeriram que os grupos sangiineos ABO fossem
caracteres herdados e, em 1910, von Dungern e Hirszfeld demonstraram a hereditariedade
dos antigenos A e B. Em 1924, Bernstein propds um modelo genético para a heranga do
sistema ABO, com trés genes autossomicos A, B € O, sendo 4 ¢ B codominantes entre si €
dominantes sobre o gene (. Pelos principios mendelianos, seis gendtipos foram descritos
com base em estudos familiares; contudo, esse numero cresceu com a descricio dos
subgrupos de A, de B e de AB (Bryant, 1994). Esse modelo de heranga, universalmente
aceito, foi comprovado com a clonagem do /locus ABO e o seqiienciamento dos genes 4, B e
O no inicio dos anos noventa (Yamamoto ef al., 1990).

Por volta de 1910, von Dungern e Hirszfeld revelaram a existéncia de dois
subgrupos nos individuos do grupo A. O subgrupo A, cujos eritrocitos absorvem todos os
anticorpos anti-A presentes em soros anti-A, € o subgrupo A;, capaz de absorver apenas
parte dos anticorpos anti-A (Eisen, 1974). Atualmente, varios subgrupos de A, de B e de
AB sido reconhecidos e facilmente identificados em fung¢ao dos padroes de hemaglutinagéo
dos eritrécitos com lectinas, com os soros anti-A, anti-B e anti-A,B, dos anticorpos

plasmaticos e dos antigenos ABH presentes nas secre¢des (Vengelen-Tyler, 1996).

Diferentes estudos realizados nas varias populagdes humanas revelaram que o

subgrupo A; corresponde a aproximadamente 80% dos individuos A e o subgrupo A:
equivale aos 20% restantes, enquanto os demais subgrupos apresentam baixas freqiiéncias
(Daniels, 1995). No quadro 1 sdo mostrados os principais grupos e subgrupos do sistema

ABO com os antigenos eritrocitarios, os anticorpos plasmaticos e os possiveis genotipos.
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Introdugdo

QUADRO 1. Principais grupos e subgrupos do sistema ABO com seus antigenos

eritrocitarios, anticorpos plasmaticos e genotipos.

Grupos Antigenos eritrocitiarios  Anticorpos plasmiticos Genétipos

A4l A'4% A0

A’A°, 420
BB, BO
A'B

A’B

Anti-A, Anti-B e Anti-A B

Adaptado de Salmon ef al., 1984.
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Introdugdo

Nos anos vinte, verificou-se que os antigenos A e B eram expressos, de forma
soluvel, no liquido seminal e na saliva e, no inicio dos anos trinta, foi demonstrado que essa
caracteristica secretora era herdada pelos principios mendelianos (Yamakami, 1926; Schiff
& Sasaki, 1932). Estudos populacionais realizados posteriormente, revelaram a presenca
desse fenotipo secretor em cerca de 80% das populag¢Ges européias (Mourant ef al., 1976).
Assim, os individuos que apresentam os antigenos ABH nos eritrocitos, na saliva e em
outros liquidos biologicos passaram a ser referidos como secretores e aqueles que os
apresentam apenas nos eritrocitos, como nao secretores.

Apos o final da Segunda Guerra Mundial, foi descoberto o sistema Lewis a partir da

descri¢ao do anticorpo anti-Le" (Lewis a) e, dois anos mais tarde, foi encontrado o

anticorpo anti-Le” (Lewis b). Esse sistema permitiu a classificacdo dos individuos em trés

fenotipos, conforme a presenga ou auséncia dos antigenos Le® e Le” (Mourant, 1946;
Andersen, 1948).

No final dos anos quarenta, foi demonstrado que as pessoas com o fenétipo
eritrocitario Le(a+b-) eram ndo secretoras dos antigenos ABH e que aquelas com fenotipo
Le(a-b+) eram secretoras (Grubb, 1948). Essas observagdes, aliadas a estudos genético-
familiais do carater secretor em individuos Le(a-b-), sugeriram que os fenotipos Lewis
resultavam das interagOes epistaticas entre os loci FUT3(LE) com os genes Le ¢ le, e o
FUT2(SE), com os genes Se e se (Ceppellini & Siniscalco, 1955). No quadro 2 estdo
representados os fenotipos e os genotipos Lewis, secretor € nao secretor.

Na década de cinqiienta, tornou-se claro que os antigenos ABH e Lewis eram
compostos de carboidratos estruturalmente relacionados e sintetizados a partir de

oligossacarideos precursores comuns (Watkins & Morgan, 1952; Kabat, 1956).
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Introdugdo

QUADRO 2. Fenétipos eritrocitarios, antigenos e genotipos do sistema Lewis e fenotipos

e genodtipos secretor € ndo secretor.

Fenotipo Lewis Antigenos Genoétipos Fenoétipo secretor

Genétipos

Le? Lele, Lele Nio secretor

Le’ Lele, Lele Secretor

Lele Secretor ou nao secretor

sese
SeSe, Sese

SeSe, Sese, sese
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Introdugdo

Os antigenos ABH, embora tenham sido descritos inicialmente em eritrocitos, sdo
expressos em grande quantidade em diferentes tecidos e sua sintese é controlada por
enzimas do tipo glicosiltransferases, as quais adicionam, seqiiencialmente,
monossacarideos especificos as extremidades das cadeias oligossacaridicas precursoras,

presentes em glicolipideos e glicoproteinas (Watkins, 1980; Oriol, 1995). Nesse mesmo

periodo, foi descrito na India um raro fenétipo denominado Bombaim, caracterizado pela

auséncia dos antigenos ABH nos eritrocitos e na saliva, porém com anticorpos anti-H, anti-
A, anti-B e anti-AB no plasma (Bhende ef al., 1952). Em 1981 foram encontrados na ilha
de Reunido, situada no oceano Indico, portadores de um fenotipo caracterizado pela
deficiéncia de expressdo do antigeno H nos eritocitos mas ndo na saliva, os quais foram
chamados de fenotipo Reunido (Gérard ef al., 1982). Essas descobertas permitiram o
melhor entendimento das bases bioquimicas, genéticas e da regulagdo da expressio dos
antigenos ABH.

Grande numero de pesquisadores verificaram as distribuigdes percentuais dos
grupos sangiineos ABO e as freqiiéncias de seus genes nas populagdes humanas, sendo
observadas altas frequéncias do gene O em indigenas das Américas Central e do Sul e no
noroeste da Europa, incluindo Escocia, Pais de Gales, Irlanda e Islandia (Salmon & Ruffié,
1980). O gene A mostrou-se freqiiente entre os povos escandinavos e em regides da Europa
Central, proximas a Bulgaria, e o gene B, comum na Asia Central e no norte da india
(Salmon et al., 1984). A classica obra “The distribution of human blood groups and others
polymorphisms”, de autoria de Arthur Mourant e colaboradores, resume os resultados dos

estudos sobre a distribui¢gdo dos grupos sangiiineos nos cinco continentes (Mourant ef al.,

1976).

AVA
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unespw Ll 12 ds 14 15 l1le L7



Introdugdo

A distribuigdo dos grupos sangiiineos ABO e as frequiéncia de seus genes em
populagdes urbanas e rurais de diferentes regides do Brasil foram apresentadas por Lima e
colaboradores em 1992. O quadro 3 apresenta as freqiiéncias dos grupos sangiiineos ABO

descritas em diferentes populagdes e o quadro 4, a distribui¢do percentual dos fenétipos

Lewis em caucasianos e negros. No quadro 5 estdo representadas as freqiiéncias dos

fenotipos ABO no Estado de Sao Paulo e no quadro 6 s3o mostradas as distribui¢des dos

grupos sangiiineos ABO e as frequiéncias de seus genes em varios estados brasileiros.
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Introdugao

QUADRO 3. Distribuigdo percentual dos grupos sangiineos ABO em diferentes

populagdes.

Populacao Grupos (%)

Alasca (esquimos)
Brasil

Escocia

EUA (indios)

Franga

India

Paquistao
Suécia

Suiga

Adaptado de Mourant ef al., 1976.
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Introdugdo

QUADRO 4. Distribuigdo percentual dos fenétipos Lewis em caucasianos € negros.

Fenétipos eritrocitarios Caucasianos

Adaptado de Reid & Lomas-Francis, 1997.
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Introdugdo

QUADRO 5. Distribuigdo percentual dos grupos sangiineos e dos genes ABO em

caucasoides, negroides e mongoloides no Estado de Sao Paulo.

Grupo racial Genes (%)

Caucasoides 2571 389 97 36 478

? ?

Negroides 236305 11,9 42 534

? ¥ ?

Mongoléides 300 37,0 22,7 133 270

> 2>

Adaptado de Beiguelman, 1983.
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Introdugao

QUADRO 6. Distribuigdo percentual dos grupos sangiiineos e dos genes ABO em

diferentes estados brasileiros.

Bahia

RG do Norte

RG do Sul

Amazonas

Para

Piaui

Sdo Paulo

Adaptado de Lima et al., 1992.
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Introdugao

1.2 Biossintese dos antigenos ABH e Lewis

Os oligossacarideos precursores dos antigenos ABH e Lewis estio ligados
covalentemente a proteinas e lipideos das membranas celulares e as proteinas banda 3,
banda 4.5 e os ceramideos sdao as principais moléculas que carregam esses antigenos
contribuindo, portanto, para a sua natureza glicoproteica e glicolipidica (Anstee, 1990).

As glicoproteinas que contém os antigenos ABH estdo ligadas a duas classes de
carboidratos: os N-glican, constituidos por cadeias ramificadas ligadas a asparagina e os
O-glican, formados por cadeias simples ligadas a serina ou treonina. Os glicolipideos, que
compreendem os tipos lactosilceramideo, globosideo e gangliosideo, resultam da ligagao de
cadeias lineares de carboidratos aos ceramideos da membrana (Clausen & Hakomori, 1989,
Lowe, 1995).

Com base na ligagdo dos dissacarideos terminais, aos quais sdo incorporados os

agucares imunodominates que determinam as especificidades antigénicas H, A, B, Le’ e

Le", os oligossacarideos precursores sdo classificadas em tipo I e tipo IL. No tipo I, a
galactose terminal une-se a N-acetilglicosamina por uma liga¢do glicosidica B1—53 e no
tipo II, pela ligagao B1—>4 (Watkins, 1980). A figura 1 mostra a estrutura terminal dos
dissacarideos precursores dos antigenos ABH e Lewis dos tipos I e II.

O conhecimento da estrutura dos oligossacarideos precursores e dos antigenos ABH
e Lewis resultou de estudos realizados em fluidos de cistos ovarianos e outros liquidos

biologicos nos quais esses antigenos sdo encontrados na forma soluvel.
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Introdugao

GleNAc 1

2

FIGURA 1. Representac¢do dos dissacarideos terminais dos precursores dos antigenos

ABH e Lewis do tipo [ em A e do tipo II em B. Gal e GlcNAc
correspondem aos monossacarideos galactose e N-acetilglicosamina,

respectivamente.
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Introdugdo

Nas secrec¢des, os antigenos ABH e Lewis estdo presentes em glicoproteinas € no
plasma sangiiineo, constituem parte dos glicoesfingolipideos neutros que podem ser
adsorvidos aos eritrocitos, leucocitos e plaquetas (Marcus & Cass, 1969; Watkins, 1980).

Os antigenos ABH e Lewis sdo sintetizados em reagdes seqilenciais, controladas por
glicosiltransferases especificas, a partir de diferentes oligossacarideos precursores (Oriol,
1986; Clausen & Hakomori, 1989). No quadro 7 estdo representados os diferentes
oligossacarideos precursores dos antigenos ABH e Lewis e no quadro 8 sdo mostradas as
glicosiltransferases com relagdo aos /oci, aos genes e as localizagdes cromossomicas.

As células precursoras da série eritroide expressam os oligossacarideos do tipo II,
sobre os quais serdo construidos os antigenos H, sendo que a transferase H incorpora uma

molécula de L-fucose ao carbono 2 da galactose terminal, utilizando o nucleotideo GDP

(guanidina difosfato) como doador desse monossacarideo. As transferases A e B catalisam,

respectivamente, as reagdes que adicionam os monossacarideos N-acetilgalactosamina e
D-galactose ao carbono 3 da galactose terminal dos antigenos H. Estas reagdes utilizam o
nucleotideo UDP (uridina difosfato) como doador da N-acetilgalactosamina e da D-
galactose; assim, os antigenos H da membrana eritrocitaria poderdo ser total ou
parcialmente convertidos em antigenos A ou B (Watkins, 1980).

A sintese dos antigenos ABH e Lewis presentes nas secre¢des e no plasma
sanglineo € controlada pelas intera¢des entre os loci FUTI(H), FUT2(SE), FUT3(LE) e
ABQO. As glandulas exocrinas das mucosas dos aparelhos respiratorio, urinario e digestorio
expressam os oligossacarideos precursores dos tipos I e Il (Watkins ef al., 1988). Nessas, a
transferase Lewis incorpora uma molécula de L-fucose ao carbono 4 da N-
acetilglicosamina dos precursores do tipo I, sintetizando o antigeno Le’, e a transferase

secretora adiciona a L-fucose ao carbono 2 da D-galactose terminal, produzindo o antigeno
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Introdugdo 16

H. O antigeno Le® é o produto da a¢do conjunta dessas duas transferases, pois possui os

agucares imunodominantes que determinam Le®* e H (Oriol, 1986).

As células da linhagem eritroide ndo expressam os oligossacarideos precursores do
tipo I e os antigenos Lewis deles derivados sdo adsorvidos passivamente aos eritrocitos na
circulagio sangiiinea (Marcus & Cass, 1969). Como o /locus ABO segrega
independentemente dos loci FUTI(H) e FUT2(SE), os portadores do fenotipo Bombaim sdo
incapazes de converter os oligossacarideos precursores em antigeno H e esse em A ou B
(Salmon et al., 1984). Na figura 2 estdo representadas as vias biossintéticas dos antigenos

ABH e Lewis a partir dos oligossacarideos precursores do tipo 1.
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QUADRO 7. Oligossacarideos precursores dos antigenos ABH e Lewis.

Estrutura linear

DGal1 — 3DGIcNAcp — 1-R
DGalfi1 — 4DGIcNAcp — 1-R
DGalp1 — 3DGalNAca — 1-R
DGalB1 — 3DGalNAcf — I-R

DGalp1 — 3DGIc — 1-R

DGalg1 —> 4DGIcp — 1-R
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QUADRO 8. Glicosiltransferases responsaveis pela sintese dos antigenos ABH e Lewis,

seus /oci, genes e posi¢dao cromossomica.

Glicosiltransferases 1 Posicio

a-2-L-fucosiltransferase (transferase H) FUTI(H)

a-2-L-fucosiltransferase (transferase secretora) FUT2(SE)
a-3/4-L-fucosiltransferase (transferase Lewis) FUT3(LE)
a-3-D-N-acetilgalactosaminiltransferase (transferase A)  ABO

a-3-D-galactosiltransferase (transferase B) ABO
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Introdugdo

Gal- (1-3) GlcNAc-B (1-3) -R

Transferase H Transferase Lewis

Gal-B (1-3) GleNAc-B (1-3) -R Gal-B (1-3) GIeNAc-B (1-3) -R

H Le?
Fuc-a (1-2) Fuc-a (1—4)

Transferase A Transferase Se

GalNAc-a (—3)

Gal-p (1-3) GlcNAc-B (1-3) -R

Gal-B (1-3) GlcNAc-B (1-3) -R Fuc-o (14) Fuc-o. (1-4)

LeP

Fuc-a (192)

A Transferase B

\ 4
Gal-a (—3)

Gal-B (1-3) GlcNAc-B (1-3) -R

Fuc-a (1-2)

FIGURA 2. Representagdo da biossintese dos antigenos ABH e Lewis a partir dos

oligossacarideos precursores do tipo 1.
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Introdugdo

1.3 Regulacido da expressio e distribui¢do diferencial dos antigenos ABH e Lewis

Diferentes estudos sobre a distribuigdo tecidual dos antigenos ABH e Lewis
demonstraram a participa¢do de /oci distintos no controle da expressdo dessas moléculas
(Mollicone et al., 1985; Watkins et al., 1988).

Para explicar que os antigenos ABH da saliva eram controlados pelo locus
FUT2(SE) e independentes da expressdo nas células de linhagem eritroide, foi postulada a
existéncia de um Jocus estrutural FUTI(H), e dois loci reguladores, Z e FUT2(SE)
(Solomon ef al., 1965). Assim, a sintese do antigeno H a partir dos oligossacarideos
precursores dos tipos I e Il dependeria da enzima a-2-L-fucosiltransferase, cuja expressdo

seria regulada pelo locus Z nos eritroblastos e pelo locus FUT2(SE) nas glandulas mucosas.

A comprovagio de que as ligagdes da galactose terminal a N-acetilglucosamina nos

oligossacarideos precursores dos tipos I (81 — 3) e Il (B1 — 4) determinam configuragdes
estereoquimicas distintas sugeriu a existéncia de duas diferentes enzimas o-2-L-
fucosiltransferases como responsaveis pela sintese do antigeno H (Lemieux, 1978). Com
base nesses achados e de posse dos dados de 44 familias com fenotipo de Bombaim, Rafael
Oriol e colaboradores propuseram, em 1981, um novo modelo com dois /oci estruturais,
FUTI(H) e FUT2(SE), na tentativa de explicar o0 mesmo mecanismo. Assim, com o /ocus
IFUT1(H) regulando a expressdo a partir dos precursores do tipo II nas células de linhagem
eritroide e o locus FUT2(SFE) fazendo-o a partir dos precursores dos tipos I e II nas
mucosas, esse modelo tornou-se aceito por explicar de forma consistente a expressdo dos

antigenos ABH e Lewis nos diferentes tecidos. Mais tarde, foram descritas duas enzimas o-
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2-L-fucosiltransferase com propriedades distintas e codificadas pelos loci FUTI(H) e
FUT2(SE) (Kumazaki & Yoshida, 1984).

Os antigenos ABH e Lewis sdo expressos em varios tecidos do corpo humano e
diante desse fato Clausen e Hakomori propuseram, em 1989, a denominacao antigenos
histossangiiineos como mais apropriada do que antigenos de grupos sangiiineos.

A maioria dos genes responsaveis pela sintese e expressdo dos antigenos ABH sao
polimorficos e portanto, cada individuo apresenta um fenotipo particular resultante dos
efeitos aditivos das enzimas glicosiltransferases codificadas por esses genes (Oriol, 1990).
Além disso, cada oOrgdo tem seu padrao particular de maturagdo, que expressa esses
antigenos em diferentes estagios do desenvolvimento (Oriol ef al., 1992).

As células da linhagem eritr6ide produzem as glicosiltransferases ABH,

sintetizando, portanto, seus antigenos a partir dos oligossacarideos precursores do tipo II.

Esses antigenos, presentes em glicoproteinas e glicolipideos, sdo intrinsecos a membrana
eritrocitaria e definem os fenotipos ABO durante toda a vida (Clausen et al., 1986).

As analises de tecidos de embrides humanos com cinco semanas de idade revelaram
que as células epiteliais e endoteliais expressam as mesmas quantidades de antigenos ABH,
independentemente da condig@o secretora. Os antigenos expressos pelas células endoteliais
persistem por toda a vida, enquanto os das células epiteliais atingem a expressdo maxima
por volta da nona semana de gestagdo (Szulman, 1964). Em alguns tecidos, a redugdo na
expressdo antigénica coincide com o aparecimento de fungdes orgao-especificas, tais como
a secre¢ao de mucina no aparelho digestorio e a captagido de iodo na tiredide (Szulman,
1965). Mais tarde, sob controle dos loci FUTI(H), FUT2(SE), FUT3(LE) e ABO, os

antigenos ABH e Lewis aparecem em todas as glandulas exdcrinas (Oriol, 1990).
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Os antigenos Lewis s3o expressos em quantidades reduzidas em células de cordao
umbilical e em eritrocitos de recém-nascidos, sendo sua detecgio possivel com o uso de
potentes soros anti-Le® e anti-Le® (Schenkel-Brilnner & Halfland, 1981). Apds o
nascimento, a expressao desses antigenos aumenta de forma progressiva e ordenada em
criangas portadoras do gene Le. O seguimento da expressdo do fenotipo Lewis, realizado
em individuos com os genes Le e Se ativos (Lele, Lele e SeSe, Sese), mostrou que o
fenotipo Le(a-b-), observado ao nascimento, sera alterado para Le(at+b-) ap6s o primeiro
meés, depois para Le(atbt) e por volta do segundo ano de vida para Le(a-bt). Essa
sequéncia de eventos sempre segue a mesma ordem e sugere que a expressao tecidual das
glicosiltransferases Lewis e secretora resulta na sintese dos glicoesfingolipideos séricos
com especificidade Lewis, os quais serdo posteriormente adsorvidos aos eritrocitos,
alterando seu padrao fenotipico (Henry ef al., 1993). Esse comportamento nao € encontrado

em adultos normais portadores dos genes Le e Se ativos, porém foram relatados em

populagdes polinésias como resultado de um gene secretor variante que reduz a expressao

do antigeno H (Yu et al., 1995; Henry et al., 1996).

Foi observado na mucosa oral humana que a expressao dos antigenos ABH varia de
acordo com o grau de maturagdo celular, apresentando seqiiéncia temporal com
oligossacarideos precursores na lamina germinal, com antigenos H na limina intermediaria
e com antigenos A ou B nas areas superficiais (Mandel ef al., 1988). Um fenomeno similar
foi observado na epiderme, onde as células do estrato espinoso expressam o antigeno H e a
maioria das células maduras do estrato granuloso, proximas ao estrato corneo, expressam 0s

antigenos A ou B como ultimo evento antes da descamag¢do e morte (Mollicone ef al.,

1988).
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A prolifera¢do das células epiteliais das mucosas duodenal e pilérica ocorre nos
sitios proximos a base das glandulas exocrinas, migrando para o epitélio ou para as
glandulas pilorica e de Briinner, iniciando, ao mesmo tempo, a expressio dos antigenos
ABH e Lewis de acordo com a dire¢do de migragdo (Mollicone ef al., 1986). As células que
migram para as areas profundas expressam antigenos H, Le" (Lewis x) e Le’ (Lewis y), a

partir dos precursores do tipo Il em individuos do grupo sangiiineo O; parte delas produz os

antigenos ALe” ou BLe” nos individuos dos grupos A ou B, respectivamente.

A expressdo dos antigenos ABH e Lewis, a partir dos precursores dos tipos I e II nas
células que migram para as areas superficiais, estara sob controle dos loci FUT2(SE),
FUT3(LE) e ABO. Entretanto, a expressdo desses antigenos a partir dos precursores do tipo
II, pelas células que migram para as areas profundas, € controlada pelos loci FUTI(H) e
ABO (Mollicone et al., 1985). Esse comportamento diferencial representa um exemplo
complexo de dois controles genéticos na expressio dos antigenos ABH nas areas

superficiais e profundas da mesma mucosa gastroduodenal (Oriol, 1995).
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1.4 Estrutura molecular do locus e dos genes ABO //'

O isolamento da transferase A a partir do tecido pulmonar foi decisivo na
elucidagdo da estrutura molecular do locus ABO (Clausen et al., 1990). Com base na
sequéncia de aminoacidos dessa enzima, 0 DNA complementar foi clonado e sua seqiiéncia
de nucleotideos deduzida a partir do RNAm poli-A de células de cancer gastrico da
linhagem MKN 45 (Yamamoto et al., 1990).

Os resultados dessas investigagdes revelaram que os genes ABO possuem uma
regido codificadora com 1.062 pares de bases e como ndo foram encontradas grandes
diferengas entre eles, concluiu-se que apresentam elevada homologia (Lutz & Dzik, 1992).
Além disso, experimentos de Northern blot com linhagens celulares de diferentes fenotipos
ABO identificaram moléculas de RNAm transcritas no grupo O, sugerindo que a

inatividade do gene O é devida a alteragoes estruturais (Yamamoto ef al., 1990).

O locus ABO [9q34.1-34 2] dcupa cerca de 18 kilobases do DNA genémico com

suas seqiiéncias codificantes organizadas em sete exons, cujos numeros de pares de bases
sdo 28, 70, 57, 48, 36, 135 e 688, respectivamente. Os exons 1, 2 e 7 possuem 9, 23 e 229
codons com um nucleotideo extra em cada um e os exons 3, 4, Se 6 tém 19, 16, 12 e 45
codons, respectivamente (Fergusson-Smith et al., 1976; Yamamoto ef al., 1995; Bennett ef
al., 1995). A figura 3 ilustra a organizagio estrutural do locus ABO.

Nos genes 4 e B os nucleotideos de 1 a 93 codificam a seqiiéncia aminoterminal das
transferases; os de 94 a 156 codificam a porgdo hidrofobica que atravessa a membrana e os

demais codificam o dominio catalitico dessas enzimas (Yamamoto ef al., 1990).
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FIGURA 3. Organizagdo estrutural do /ocus ABO no cromossomo 9 (9q34.1-q34.2).
Os niimeros indicam, quando conhecidos, o tamanho dos introns em pares

de bases e dos exons, em coédons.
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As substitui¢des de nucleotideos no dominio catalitico regido sdo responsaveis pelas
trocas de aminoacidos das transferases A e B e, conseqiientemente, por suas diferengas
funcionais (Yamamoto & Hakomori, 1990).

.y Embora apresentem elevada homologia, os genes 4 e B diferem em sete posigdes de

nucleotideos localizadas nos exons 6 e 7, o que implica a troca de quatro aminoacidos nas

transferases codificadas.. Essas substitui¢des estao localizadas nos nucleotideos 297, 526,

657, 703, 796, 803 e 930, sendo que apenas quatro delas (526, 703, 796 e 803) sdo
responsaveis pela troca dos aminoacidos 176, 235, 266 e 268 nas transferases.
Experimentos de reconstrugido génica e expressdao de DNA transfectado em células HeLa
mostraram que a terceira (leucina —> metionina) e a quarta (glicina —> alanina)
substituigdes de aminoacidos modificam a flexibilidade das transferases e sdo cruciais na
determinagdo de suas especificidades em relagdo aos seus nucleotideos doadores de agiicar
(Yamamoto & Hakomori, 1990; Yamamoto ef al., 1990).

Varios genes O foram identificados por analises do DNA gendmico, incluindo
amplifica¢des seguidas da digestdo com enzimas de restrigdo, analises por eletroforese em
gel com gradiente desnaturante (DGGE), amplificagdes com primers multiplex e
amplificagdes com primers de seqiiéncias alelo-especificas (SSP) (Yamamoto ef al., 1990,
Johnson & Hopkinson, 1992; Lee & Chang, 1992; Chang et al., 1992; O’Keefe &
Dobrovic, 1993; Grunnet et al., 1994, Stroncek et al., 1995; Olsson & Chester, 1995;
Gassner et al., 1996).

O gene O' difere do gene A apenas pela delegdo do nucleotideo guanina na posigao
261 do exon 6, a qual cria um codon stop entre as posi¢cdes 346 a 348 (Yamamoto ef al.,

1990). Essa alteragdo modifica a seqiiéncia do codigo de leitura, fazendo com que o RNAm
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transcrito ndo possua os codons responsaveis pelos aminoacidos que originalmente
constituem o dominio catalitico da transferase (Lutz & Dzik, 1992). Como conseqiiéncia,
ocorre a sintese de uma transferase funcionalmente inativa, contendo apenas 116
aminoacidos (Yamamoto ef al., 1990; Clausen ef al., 1994). Experimentos realizados com
anticorpos policlonais antitransferase A e antitransferase B demonstraram que as proteinas
séricas de individuos do grupo O reagem com esses anticorpos; esses achados sugeriram
que o gene O', apesar da delegdo, é capaz de codificar uma proteina estruturalmente
relacionada as transferases A e B (Yoshida et al., 1979).

O gene (), que nio apresenta essa delegdo, foi seqiienciado e mostrou-se idéntico
ao gene B no nucleotideo 526 e idéntico ao gene A nos nucleotideos 703, 796 e 803
(Yamamoto et al., 1993). O primeiro estudo sobre a distribuigdo populacional desse gene,
realizado em doadores de sangue caucasoides da Dinamarca, revelou freqiiéncia de 3,7%
(Grunnet ef al., 1994). Outros estudos relataram a presen¢a desse gene em varias
populagdes, com frequiéncias abaixo de 6% (Franco ef al., 1995; Villa et al., 1996, Mattos
etal., 1998).

Um outro gene 0", também descrito inicialmente em dinamarqueses, mostrou
freqiiéncias de 40%. Os estudos de seqiienciamento nucleotidico demonstraram que esse

gene, além da dele¢do na posigdo 261, apresenta nove diferengas nucleotidicas em relagio

ao gene O e quatro, em relagdio ao (O (Olsson & Chester, 1996). A caracteristica

predominante entre esses genes () € a incapacidade de codificar glicosiltransferases
funcionais com atividades semelhantes aquelas observadas nas transferases A e B.

No Brasil, as freqiiéncias dos varios genes O foram avaliadas em indios da regido
amazonica ¢ em doadores de sangue caucasianos e ndo-caucasianos das regides de

Araraquara e S3o José do Rio Preto, no Estado de Sao Paulo (Franco ef al., 1994; Mattos et
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al., 1998, Mattos et al., 2000). Esses estudos mostraram que as freqiiéncias dos genes O’,

0" e ( eram, em média, 44%, 17% e 4%, respectivamente. As analises realizadas em

indigenas brasileiros ndo evidenciaram a presenga do gene 03 (Zago et al., 1995).

A figura 4 mostra as diferengas na seqiiéncia de nucleotideos entre os genes 4, B e
O e na figura 5 estdo representadas as estruturas propostas para as transferases A, B e O
com base na organiza¢do do locus ABO. Na figura 6 sio mostradas as diferen¢as na

seqiiéncia de nucleotideos dos genes 4, O', 0"" e O°.
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FIGURA 4. Diferengas nucleotidicas entre os genes 4, B e O.
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FIGURA 5. Estruturas propostas para as transferases A, B e O com base na

organizagdo do locus ABO. Os aminoacidos que diferem as transferases A

e B estdo indicados.
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FIGURA 6. Diferengas nucleotidicas entre os genes A4, 0!, 0" e ? do locus ABO.
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L.5 Estratégias para investigacdo dos genes ABO

Os métodos sorologicos empregados na investigagao dos antigenos ABH permitem
apenas a identificagdo dos fenotipos eritrocitarios e salivares; a precisa definicdo dos
genotipos de cada grupo necessita de estudos familiares, que muitas vezes sao de dificil
realizagdo e inconclusivos devido a presenca de varios genes ().

Com o desenvolvimento de uma tecnologia que permite a amplificagdo de
segmentos génicos e com a comprovagao de que as endonucleases de restrigdo reconhecem
e cortam sequéncias especificas de bases no DNA, tornou-se possivel avaliar as alteragoes
nas sequéncias de nucleotideos de varios genes presentes no genoma (Saiki ef al., 1985).
Assim, a rea¢do em cadeia da polimerase e a digestdo enzimatica tornaram-se ferramentas
ateis na investiga¢ao dos genes que ocupam o locus A BO (Yamamoto et al., 1990).

Os genes A e B apresentam um sitio de restricdo em torno do nucleotideo 261 do
exon 6 reconhecido pela enzima BstE II, porém a delecdo do nucleotideo guanina nessa
posi¢do cria um sitio de restrigao para a enzima Kpn 1, o qual permite a identificagao dos
genes O’ e O'. Assim, os dois mais freqiientes genes O sdo diferenciados do gene O e dos

genes A e B (Yamamoto et al., 1990; Yamamoto ef al., 1993).

O gene 0 pode ser diferenciado do gene A por um sitio de restricdo reconhecido

pela enzima Nar I em torno do nucleotideo 526 e do gene B pelo sitio de restrigdo para a
enzima Hpa Il em torno da posi¢dao 703 do exon 7 (Grunnet ef al., 1994). Além disso, sitios
de restrigao adicionais para as enzimas BssH 11 e Alu 1 permitem difenciar o gene 4 do gene

B nas posig¢des 526 e 703, respectivamente (Yamamoto ef al., 1990).
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A identificagdo do gene O' pode ser feita pelos sitios de restrigio reconhecidos
pelas enzimas Kpn I e Dde 1 em torno das posigdes 261 do exon 6 e 771 do exon 7 (Olsson
& Chester, 1996).

Os seis genotipos mais comuns que ocupam o locus ABO (AA, AO, BB, BO e 00)
foram facilmente identificados no DNA amplificado por PCR e digerido pelas enzimas de
restrigdo BstE 11, Asp718, BssH 11, Kas I, Kpn 1, Alu 1 e Msp 1 (Chang et al., 1992; Lee &

Chang, 1992; O’Keefe & Dobrovic, 1993; Stroncek et al., 1995). Da mesma forma, os

genes A, B, O' e (O foram identificados numa amostra da populag@o dinamarquesa com o

uso das enzimas BsfE 11, BssH 11 e Hpa 1 (Grunnet et al., 1994). Usando um sistema PCR
multiplex com quatro primers que amplificam os exons 6 e 7, seguido da digestdo com as
enzimas de restrigio Hpa Il e Kpn 1, Olsson e Chester diferenciaram os genes A’ e 4° de B e
(’’ com maior rapidez, simplicidade de execug¢do e menor custo (Olsson & Chester, 1995).
A técnica PCR para amplificagdo de seqiiéncias génicas de interesse com primers
especificos, aliada a enzimas de restrigdo, mostrou-se de grande utilidade na definigdo dos
genotipos que ndao podem ser detectados pelos métodos sorologicos (Chang ef al., 1992,
Lee & Chang, 1992; Grunnet et al., 1994). Além disso, alteragdes na seqiiéncia de
nucleotideos localizados nos introns podem ser observadas quando se associa a esta
metodologia a técnica DGGE (Johnson & Hopkinson, 1992). A figura 7 mostra os locais de
reconhecimento de algumas enzimas de restrigdo uteis na diferenciagdo dos segmentos dos
genes ABO. A figura 8 apresenta os pares de primers que amplificam segmentos que

diferenciam os genes ABO.
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FIGURA 7. Locais de reconhecimento das enzimas de restricdo que diferenciam os

genes A, B, O, 0" e O do locus ABO.
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FIGURA 8. Representagido dos pares de primers que amplificam os segmentos que

concentram as diferencas de nucleotideos entre os principais genes do

locus ABO.
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1.6 Associacdes entre grupos sangiiineos e ulceras pépticas

O polimorfismo fenotipico dos grupos sangiiineos ABO sempre chamou a ateng@o
dos pesquisadores e varios dentre eles procuraram demonstrar, ao longo de décadas,
associagOes entre esses marcadores genéticos e doengas (Mourant ef al., 1978), porém o
tema ainda € motivo de grandes controvérsias.

Estudos preliminares realizados nas primeiras décadas deste século demonstraram
que a frequéncia de ulceras pépticas era maior em individuos do grupo O, quando
comparados aos demais grupos (Buchanan & Higley, 1921; Ugelli, 1936).

As primeiras investigagdes que obtiveram resultados conclusivos sobre a associagdo

entre o grupo sangiineo O e ulceras pépticas foram apresentadas no inicio dos anos

cingiienta. Os resultados das analises de 3.011 pacientes portadores de ulceras pépticas,

rigorosamente selecionados, quando comparados aos obtidos com um grupo-controle
constituido de individuos provenientes da mesma area geografica, revelaram que a
freqiiéncia do grupo O era maior entre os pacientes, seguida da redugio nas freqiiéncias dos
demais grupos (Aird ef al., 1954). Em estudo posterior realizado com 184 pacientes
portadores de ulceras pépticas também foi verificada a maior freqiéncia do grupo O
(Wallace, 1954), e outros estudos subseqiientes confirmaram essas observagoes (Maltoni &
Canali, 1956; Brown, 1956).

Relatos posteriores comprovaram, ainda, que quando as ulceras eram classificadas
separadamente, a duodenal estava muito mais associada ao grupo O do que a gastrica. Em
pacientes com ulceras duodenais, as relagoes inicialmente observadas entre os grupos A/O

e B/O foram de 0,73 e 0,80 respectivamente (Clark ez al., 1956; Clark et al., 1959).
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Diferentes estudos realizados nos ultimos anos reconfirmaram a associa¢io do
grupo O com ulceras pépticas e demonstraram que o risco relativo para a tlcera duodenal
em pacientes do grupo O ¢ maior entre os nao secretores dos antigenos ABH (Mentis ef al.,
1991; Hallstone ef al., 1994; Anderson et al., 1997, Shahid et al., 1997; Suadicani ef al.,
1999).

As primeiras discordancias sobre a associagdo entre o grupo sangiiineo O e tlceras
pépticas surgiram ainda nos anos cinqiienta e aqueceram o debate em torno do tema. Os
resultados dos estudos de 165 pacientes com ulceras pépticas ndo detectaram diferengas
significativas na distribuigdo dos quatro grupos sangiineos do sistema ABO entre os
pacientes, quando comparados aqueles da populagdo normal (Mayo & Ferguson, 1953).

Outro estudo realizado alguns anos mais tarde também nao encontrou aumento significante

na freqiiéncia do grupo O entre 1.080 pacientes com ulceras pépticas (Grahame, 1961).

A primeira avaliagdo dessas associagdes feita no Brasil ndo demonstrou diferencas
significantes na distribui¢do dos grupos sangiiineos ABO entre 124 pacientes com ulceras
pépticas (Leite & Goffi, 1958).

Ainda na década de cinqiienta, foram estabelecidas associagdes entre tlceras
pépticas e fenotipo secretor, tendo sido demonstrado que a ulcera duodenal era mais
freqiiente entre os individuos secretores que entre os nao secretores dos antigenos ABH
(Clarke et al., 1956).

Na década seguinte, foi demonstrado que entre os pacientes com ulceras pépticas
submetidos a cirurgia ocorria elevada proporgdo de ndo secretores (Langman & Doll, 1965;
Langman & Doll, 1967). Além disso, tornou-se claro que individuos do grupo O ndo
secretores apresentavam chance 2,5 vezes maior de desenvolverem ulceras duodenais que

os secretores (Langman & Doll, 1965).
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1.7 Fenétipos ABO, Lewis e secretor e infeccio pelo Helicobacter pylori

Nos ultimos anos tornou-se evidente que o bacilo H. pylori é o agente etiologico
responsavel por mais de 80% dos casos de ulceras pépticas e que as populagdes infectadas
apresentam maior risco de desenvolver outras complicagdes em comparagdo as ndo
infectadas (NIH Consensus Conference, 1994; Nedrud & Steven, 1996).

Ha evidéncias de que esse bacilo gram-negativo, encontrado somente na mucosa
gastrica dos humanos e de outros primatas superiores, seja transmitido de um individuo a
outro de forma direta ainda na infancia e que a prevaléncia da infecgdo aumenta com a
idade (Banatvala et al., 1993; Webb ef al., 1994). Analises moleculares tém confirmado a

presenga da mesma cepa de H. pylori em membros infectados da mesma familia, sugerindo

que a convivéncia doméstica constitui-se num importante fator de transmissio (Bamford ef

al., 1993). Recentemente foi comprovado que o ambiente escolar representa outro fator de
risco para a infecgdo pelo H. pylori (Patel et al., 1994). Esses autores acreditam que a
disseminagdo para a comunidade pode ser favorecida nesse caso, pois individuos
provenientes de familias com membros infectados, além de portarem esse bacilo, o
transmitem aqueles com os quais convivem.

O conhecimento da implicagdo do H. pylori na patogénese da ulcera péptica
resultou da observagdo de que a cura dessa infecgdo conduz a cura das ulceras gastricas e
duodenais sem necessidade de terapia de reducdo da secre¢do gastrica (Hosking er al.,
1994; Logan ef al., 1994, Sung et al., 1995). Os mecanismos pelos quais esse bacilo causa a
ulceragdo péptica permanecem desconhecidos, porém tem se observado que seu parasitismo
resulta em aumento na produgdo de gastrina, hipersecreg¢ao gastrica, produgdo da citotoxina

cagA e da toxina vacuolizante vacA (Nedrud et al, 1996). O processo inflamatorio
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resultante caracteriza-se por um infiltrado leucocitario e a presenca da enzima urease
secretada cria um nicho ideal que propicia sua sobrevivéncia e proliferagio. A gastrite
resultante decorre da ag3o da toxina vacA, que determina a vacuolizagdo das células
epiteliais (Graham, 1997).

Nas doengas infecciosas, a colonizagdo bacteriana € dependente de varios fatores e
incluem a expressio de adesinas bacterianas que reconhecem receptores proteicos,
glicoproteicos e glicolipidicos presentes nas células do hospedeiro, os quais facilitam a
aderéncia de microrganismos as mucosas (Sharon & Lis, 1993). Portanto, fatores genéticos
de cada individuo podem contribuir separadamente para a maior ou menor suscetibilidade
as doengas infecciosas (Go, 1997, Nguyen ef al., 1999).

Na ultima década observou-se um crescimento marcante de pesquisas visando
determinar quais fatores genéticos do hospedeiro podem influenciar a suscetibilidade a
infecgdo pelo H. pylori (Sakagami et al., 1996; Go, 1997, Graham, 1997; Nguyen ef al.,
1999). Borén e colaboradores demonstraram, em 1993, que a aderéncia in vitro do H. pylori
as mucosas gastrica e duodenal era dependente de glicoconjugados fucosilados
reconhecidos por adesinas bacterianas. Além disso, verificaram que a deglicosilagio de
superficies celulares altamente glicosiladas pela enzima o-2-L-fucosidase, reduzia
sensivelmente a aderéncia do H. pylori aquelas superficies. Essas observagdes sugeriram a
presenca de moléculas de fucose nos receptores para H. pylori expressos nas mucosas

gastrica e duodenal.

Os antigenos H e Le’ ricos em fucose sdo expressos em grande quantidade nas

mucosas gastrica e duodenal dos individuos do grupo O secretores e como suas terminagdes

fucosiladas sao modificadas pela adigdo de N-acetilgalactosamina e D-galactose, durante a
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sintese dos antigenos A e B respectivamente, os individuos dos grupos A, B e AB parecem
apresentar menor suscetibilidade a aderéncia e infec¢io pelo H. pylori, quando comparados
aos do grupo O (Mollicone ef al., 1985; Falk et al., 1993; Boren et al, 1994). Essas
conclusdes explicam, em parte, os resultados obtidos em varios estudos epidemiologicos
que verificaram a maior frequéncia de individuos do grupo O entre os pacientes com
ulceras pépticas.

Trés anos antes de serem divulgadas as observagdes de Borén e colaboradores,
alguns pesquisadores avaliaram o efeito dos grupos sangiiineos ABO e do fenoétipo secretor
na infec¢do pelo H. pylori em doadores de sangue com sorologia positiva para esse bacilo
(Hook-Nikanne ef al, 1990; Loffeld er al, 1991) e em pacientes com sintomas de

dispepsia e indicagdo de endoscopia digestiva alta (Dickey et al.,, 1993). Os resultados das

analises de 271 doadores de sangue de ambos os sexos, selecionados da regido urbana de

Helsink, na Finlandia, ndo revelaram diferencas significantes na prevaléncia dos anticorpos
IgM, 1gG e IgA entre os grupos sangiiineos ABO e os fenotipos secretor e ndo secretor
(Hook-Nikanne ef al., 1990). Outro estudo envolvendo 402 doadores de sangue holandeses
também ndo revelou diferengas significantes na prevaléncia dos grupos sangiiineos ABO e
anticorpos IgG anti-H. pylori (Loffeld et al., 1991). Esses autores concluiram que os grupos
sangiiineos ABO e o fenotipo secretor n3o representam fatores de risco para a infecg¢do pelo
H. pylori.

Em 1993, Dickey e colaboradores apresentaram seus resultados do estudo da
prevaléncia dos grupos sangiineos ABO e dos fenotipos secretor e ndo secretor em
pacientes com sintomas de dispepsia: foram analisados 101 pacientes de ambos os sexos
com idade entre 19 e 70 anos, sendo que 69 apresentavam o fenétipo secretor e 32 eram n@o

secretores dos antigenos ABH. Os resultados da endoscopia revelaram que 36%
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apresentavam algumas combinag¢des de gastrite antral, duodenite erosiva, ulcera gastrica e
ulcera duodenal, sendo a presenga do H. pylori confirmada em fragmentos de biopsia antral
em 58%. Dentre os pacientes ndo secretores, 53% apresentavam doenga gastroduodenal
visivel em endoscopia e entre os secretores, apenas 28%. Utilizando analises de regressdo
logistica concluiram que ndo havia associag¢@o entre a presenga do H. pylori e o fenétipo
secretor, porém confirmaram que essas doengas gastroduodenais apresentam associagido
significante com o fenotipo ndo secretor.

Com o proposito de avaliar as implicagdes clinicas das conclusdes de Borén e
colaboradores apresentadas em 1993, Niv e colaboradores analisaram prospectivamente a
distribui¢do dos grupos sangiiineos ABO em 123 pacientes infectados e 64 nao infectados
pelo H. pylori (Niv et al., 1996). Seus resultados demonstraram maior prevaléncia do grupo
O entre os pacientes nido infectados (48,4%) que nos infectados (37,4%), porém essa
diferenca nao foi significante. Essas observagdes ndo sustentam a hipotese de que o grupo

O seja mais suscetivel a infecgao pelo H. pylori e também nao demonstram que o antigeno

b . ~ cid ;
Le’, presente em maior concentra¢do nesse fenotipo, atue como receptor para esse bacilo.

Estudo realizado em Taiwan envolvendo 776 pacientes com doengas
gastroduodenais mostrou uma associag¢ao significante entre o grupo O e a infecgdo pelo H.
pylori (Lin et al., 1998). Além de observarem que 90,3% dos individuos do grupo O, 41%
do grupo A, 27% do grupo B e 62% do grupo AB estavam infectados, os autores também
revelaram que as cepas portadoras do gene cagA eram prevalentes entre os pacientes com
ulceras pépticas. Outro estudo avaliou o efeito da expressdo dos antigenos ABO e Lewis do
hospedeiro na colonizagdo pelo H. pylori e na consequente resposta inflamatoria em 207
pacientes submetidos a endoscopia digestiva alta (Heneghan et al., 1998). Os autores nao

B ~ ’ F b . ~
encontraram associa¢do entre a expressdo dos antigenos Le” e Le’ e a infecgdo pelo H.
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pylori e nem entre a colonizagdo bacteriana nos pacientes secretores € nao secretores. Por
outro lado, observaram uma diferencga significante na infiltragdo linfocitaria da mucosa
gastrica em pacientes do grupo O ndo secretores em compara¢do aos nio O e ndo

secretores. Embora esses autores ndo tenham verificado adesdo preferencial do H. pylori

aos antigenos receptores Le” in vivo, concluiram que a colonizag@o bacteriana e a resposta

inflamatoria resultantes podem ser influenciadas, pelo menos em parte, pela expressdo dos
antigenos ABH do hospedeiro.

A maioria dos estudos sobre as associagdes dos fenotipos ABO e ulceras pépticas
confirmam que o grupo O € mais freqiente entre os pacientes e que pode, portanto, atuar
como um fator permissivo para a aquisi¢ao dessas doengas.

Os estudos enfocando as associagdes entre os fenotipos ABO, Lewis, secretor e nao
secretor com a infecgdo pelo H. pylori geraram inimeras controvérsias e esse tema ainda
permanece aberto a novas pesquisas. Todavia, em nenhum momento fazem referéncia ao
possivel papel dos polimorfismos genotipicos presentes nos loci que controlam a expressao
dos antigenos ABH e Lewis. Portanto, analises do polimorfismo desses /loci utilizando
metodologia molecular poderdo, além de confirmar as associagdes ja estabelecidas, revelar
a importancia dos genotipos ABO, Lewis e secretor como marcadores genéticos que
favorecam a aquisi¢do da infec¢do pelo H. pylori e das doengas decorrentes de sua

presenga.
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Considerando as associagOes entre os fenotipos ABO, Lewis, secretor e nao
secretor com a infecgdo pelo H. pylori, bem como a inexisténcia de resultados para nossa

populagdo, foi nosso proposito:

1. estabelecer uma metodologia molecular na verificagdo do polimorfismo do locus ABO

em uma amostra populacional de doadores de sangue;

2. verificar a distribui¢dao dos fendtipos ABO, Lewis, secretor e ndo secretor em pacientes
infectados e ndo infectados pelo H. pylori,

3. verificar a distribui¢do do polimorfismo molecular do locus ABO em pacientes
infectados e n3o infectados pelo H. pylori,

4. aplicar a metodologia na detec¢ao molecular do H. pylori em amostras de biopsias
gastricas;

5. com os conhecimentos acima, verificar a aplicabilidade do rastreamento continuo

populacional entre portadores dessa infecgao.
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A coleta das amostras do material biologico dos doadores de sangue e dos pacientes

que integraram esse estudo foi realizada apos consentimento informado e em conformidade

com as diretrizes do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sdo José

do Rio Preto.

Os critérios de exclusdo adotados para os pacientes foram: menores de 18 anos,
hemorragia digestiva, gastrite aguda, mulheres gravidas, uso de inibidor de bomba
protonica na ultima semana e uso de bloqueador de receptores H2 nas ultimas 24 horas.

Os resultados do presente trabalho estdo representados pelos quatro artigos
completos relacionados a abaixo.

e Artigo 1 — Mattos, LC; Moreira, HW. Genotipagem do /ocus ABO em doadores de
sangue.
Artigo 2 — Mattos, LC; Moreira, HW. Freqiiéncias-dos fenotipos ABO, Lewis, Secretor
e ndo secretor em pacientes com e sem infec¢do pelo Helicobacter pylori.
Artigo 3 — Mattos, LC; Moreira, HW. Polimorfismo genotipico do locus ABO em
pacientes com e sem infecgdo pelo Helicobacter pylori.
Artigo 4 — Mattos, LC, Moreira, HW. Diagnostico molecular do Helicobacter pylori

por PCR.
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Artigo 1

Resumo

Os avangos da genética molecular permitiram o entendimento das bases moleculares do

locus ABO. Diante de sua importancia como marcador genético e suas aplicagdes, o

objetivo deste estudo foi investigar a distribui¢do do polimorfismo genotipico do locus

ABO numa amostra normal da populagao brasileira. O DNA gendmico foi extraido de 324
doadores de sangue da regidao de Sao José do Rio Preto, Estado de Sao Paulo, amplificado
por PCR e analisado por digestdo enzimatica em posigdes estratégicas que permitem a
defini¢do dos gendtipos. Quatorze genotipos foram determinados; em cada individuo dos
grupos A, B e AB constatou-se a presenga de pelo menos um gene compativel com o
fenotipo eritrocitario. Nossos resultados demonstram que o /ocus ABQO apresenta elevado
polimorfismo quando analisado por métodos moleculares e reforgam sua importancia como

marcador genético.

Palavras-chaves: Genotipos ABO; PCR; analises por enzimas de restrigao
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Abstract

The ABO blood groups phenotypes are traditionaly based on immunoreactivity with the
carbohydrate determinants A, B and H antigens. The advances at the DNA level of the
ABO genes have provided a molecular genetic model for the ABO polymorphism. The
present study was developed to verify the distribution of the ABO genotypes in a Brazilian
blood donor population from the Northwestern region of the Sdo Paulo State. The genomic
DNA was extracted from 324 healthy Brazilian blood donor?.(\O: 150, A: 118, B: 32, AB:
24) and analysed by PCR amplification followed by diagnostic restriction enzyme.
Fourteen genotypes were identified and in all A, B, and AB phenotypes we observed at
least one allele correctly predicted but on the O phenotypes we found a polymorphic

diversity of O genes (O, O" and ) not showed by serology. We conclude that the

molecular polymorphism ABO blood group system revealed by this study can be used as a

biological marker for different proposal.

Key words: ABO genotyping; PCR; restriction enzyme analysis
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Introducéo

O maior sistema de aloantigenos expressos nos eritrocitos e em outros tecidos
humanos constitui-se de quatro fenotipos definidos pelas combinagdes de dois antigenos
carboidratos A e B e de dois anticorpos plasmaticos anti-A e anti-B. Os individuos com os
fenotipos A, B e AB expressam glicosiltransferases especificas que convertem o antigeno
H em A ou B, porém aqueles com fenétipo O sdo incapazes de modificar a estrutura desse
antigeno'.

As glicosiltransferases que sintetizam os antigenos A e B sdo codificadas pelos
genes que ocupam o locus ABO, os quais sdo herdados pelos principios mendelianos® . O

modelo com trés genes 4, B e O proposto para explicar seu modo de heranga foi

confirmado com a clonagem e o seqiienciamento do locus ABO no inicio dos anos noventa;

portanto, as diferencas na seqiiéncia de nucleotideos dos genes tornaram-se conhecidas e
passiveis de serem utilizadas na genotipagem de populagdes™.

Os genes A e B diferem em sete substituigdes de nucleotideos nas posi¢des 297,
526, 657, 703, 796, 803 e 930 e o gene O’ é idéntico ao gene A, exceto pela delegdo da
base guanina na posigao 261 do exon 6'. Essas diferengas contribuem para a troca de
quatro aminoacidos nas posigdes 176, 235, 266 e 268 das transferases A e B °.

As mutagdes criam ou abolem sitios de restrigdo e portanto, diferentes enzimas
podem ser usadas na identificagdo desses genes e na definigdo dos varios genotipos do
locus ABO. A delegao G261 cria um sitio de restri¢do para a enzima Kpn 1, que permite
diferenciar o gene O dos genes A e B; a substitui¢do G703A cria outro sitio de clivagem

para a enzima Alu 1, diferenciando o gene B dos genes O’ e A *. O gene 4 pode ser
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Artigo 1 51

identificado pelos sitios de restrigdo para as enzimas BssH Il e Hpa 1l em torno das
posigdes 526 e 703, respectivamente”.

Diferentes estudos identificaram, com base base nessas alteragdes nucleotidicas, os
genotipos ABO em materiais biologicos de interesse médico-legal e em sangue periférico,
sendo possivel a classificagio das amostras analisadas em AA4, AO, BB, BO, AB e
()06.?.8.‘). 10‘

A descrigao de outros genes O revelou que o polimorfismo genotipico do locus
ABO nao era restrito apenas aos genes A, B e 0. O gene (’, sem a delegdo G261 mas com
as mesmas sequiiéncias de nucleotideos do gene B na posigdo 526 e do gene A nas posi¢des
703, 796 e 803, foi encontrado na populagio dinamarquesa, com freqiiéncia de 3,7% '"*2.

O gene o compreendendo 40% dos genes O, embora apresente a dele¢do G261, difere

do gene O’ em sete nucleotideos localizados nos exon 3, 4, 5, 6 e 7 e pode ser facilmente

diferenciado com as enzimas BstU 1, Kpn 1, Mbo 1 e Dde 1 que reconhecem sitios de
restri¢@o nas posi¢des 188, 261, 646 e 771"

Diante da falta de informagdes sobre esse polimorfismo molecular na populagido
brasileira, o objetivo deste trabalho foi determinar a distribui¢do dos genotipos ABO e as

frequéncias dos genes ()‘F, ar ()2, A e B em doadores de sangue brasileiros, oriundos da

regidao noroeste do Estado de Sao Paulo.
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Material e métodos

Apos consentimento informado, foram coletados 5 ml de sangue com EDTA de 324
doadores de ambos os sexos, caucasoides e ndo-caucasoides, com idade variando de 18 a
60 anos, oriundos \sangue da regido noroeste do Estado de Sdo Paulo. Os fenotipos
eritrocitarios foram identificados pelos métodos de hemaglutinagido estandardizados em
tubos'!, e o DNA gendmico foi isolado dos leucécitos do sangue periférico por método
salino’”.

Nosso protocolo de genotipagem do /ocus ABO consistiu de quatro reagdes de PCR,
sendo que para a identificagdo dos genes A, B, O' e O° foram realizadas trés amplificagdes

com os pares de primers fy-46/fy-57 para a PCR 1, fy-43/fy-31 para a PCR 2 e fy-47/fy-29

para a PCR 3, enquanto os genes O’ e Q" foram diferenciados com os pares de primers fy-

47/fy-31 na PCR 4. A tabela 1 contém a seqii€éncia dos primers utilizados nas quatro
reagdes de PCR, realizadas num volume final de 25 pL e preparadas nas seguintes
condigdes: TRIS-HCI 10 mM; MgCl, 1,5 mM; KCI 50 mM; 20 mM de cada dNTP (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP), 20 pm de cada primer; 0,5 U de Taq polimerase; 5 ng de DNA
gendmico. Os segmentos que diferenciam os genes 4, B, 0" e O° foram amplificados em
35 ciclos, sendo desnaturagdo a 94° C por 2 minutos, hibridizag¢io a 53° C por 1 minuto e
extensao a 72 C por 1 minuto. Para os genes O’ e O’ foram realizados 35 ciclos, sendo
desnaturagdo a 94" C por 1 minuto, hibridiza¢ao a 52° C por 30 segundos e extensdo a 72
C por 1 minuto.

Os produtos da amplificagdo foram submetidos a digestdo com as seguintes
enzimas: PCR 1 com Kpn 1, PCR 2 com Nar 1, PCR 3 com A/u 1 e PCR 4 com Dde 1, os

produtos da digestao foram analisados em gel de agarose a 2%. Na tabela 2 apresentamos
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nossa estratégia de identificagdo dos genotipos ABO validas para nosso laboratorio em

nossas condi¢des de trabalho.
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Resultados

O objetivo deste estudo foi investigar a distribui¢do do polimorfismo genotipico do
locus ABO e as frequéncias dos genes O, 0", O°, A ¢ B numa amostra normal da
populagao brasileira, constituida por doadores de sangue da regiao noroeste do Estado de
Sdo Paulo. Os fenotipos eritrocitarios dos 324 doadores analisados foram determinadas
pelos métodos sorologicos de rotina e nenhum subgrupo raro foi encontrado, sendo que a
distribui¢ao fenotipica observada foi semelhante aquelas verificadas em outras amostras

' A tabela 3 mostra a distribui¢io percentual dos

analisadas no Estado de Sio Paulo
fenotipos e genotipos detectados, enquanto a tabela 4 apresenta as freqiiéncias relativas dos

genes identificados nesse estudo.

A reacao de PCR com os primers fy-46/fy57 émpliﬁca um segmento de DNA de

248 ou 249 pares de bases em torno do nucleotideo 261. A delecdo G261, presente nos
genes O’ e 0", cria um sitio de restrigdo para a enzima Kpn I a qual, apos a digestdo, gera
dois fragmentos com 84 e 164 pares de bases. O fragmento original ndo digerido, contendo
249 pares de bases, corresponde a um dos genes A4, B ou (”. A segunda reagdo de
amplificagdo produz um fragmento com 467 pares de bases que, apods digestdio com a
enzima Nar 1, fornece dois fragmentos menores com 205 e 262 pares de base
correspondentes a um dos genes O° ou B. O fragmento ndo digerido corresponde aos genes
0", 0" e A. O gene B é diferenciado do gene O na terceira reagio de amplificagdo, pois a
enzima A/u 1 digere o fragmento original de 621 pares de base em trés fragmentos menores
com 152, 189 e 280 pares de bases que definem o gene B e em apenas dois fragmentos
com 152 e 489 pares de base que identificam o gene O°. A quarta reagdo de amplificagdo
produz um fragmento com 278 pares de bases que, quando digerido pela enzima Dde 1,

diferencia o gene 0" do gene O'. As figuras 1, 2, 3 e 4 ilustram os padrdes de digestdo
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enzimatica dos genes ABO amplificados nas quatro reagdes de PCR e as estratégias para a

defini¢do dos diferentes genétipos ABO.

Os resultados da genotipagem de 324 doadores de sangue revelaram o elevado
polimorfismo genotipico do locus ABO, ndo evidenciado pelos métodos sorologicos
convencionais e todos os genétipos identificados foram concordantes com os fenétipos

eritrocitarios previamente definidos.
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Discussio e conclusdes

Tradicionalmente, os grupos sangiiineos ABO sdo definidos por testes de
hemaglutinagdo com soros especificos, mas a identificagdo precisa dos genotipos com essa
metodologia requer estudos familiares, que podem ser de dificil realizag@o e, muitas vezes,
s3o inconclusivos®. Com o advento dos métodos moleculares, tornou-se possivel analisar
0s genes que ocupam esse /ocus e determinar os genotipos a partir de amostras do DNA
gendmico”.

As técnicas de clonagem e seqienciamento foram de grande utilidade na elucidagdo
das bases moleculares do locus ABO e revelaram que os genes A, B e O sdo similares ¢

diferem em poucas substitui¢des de nucleotideos que alteram a seqii€éncia de aminoacidos

das transferases codificadas® * °>. Assim, diferentes estudos determinaram os genotipos

ABO em amostras de sangue periférico, manchas de sangue, gotas de saliva, sémem,
lagrima, swabs vaginais e outras amostras biologicas™ "% % '*.

Neste estudo utilizamos a PCR e a restricio enzimatica para determinar os
genotipos do locus ABO e as freqiiéncia dos genes O, 0", (’, A e B em 324 doadores de
sangue de ambos os sexos, caucasoides e ndo-caucasoides. As quatro reagdes de
amplificagdo e as subseqiientes digestdes com as enzimas Kpn I, Nar 1, Alu 1 e Dde 1
permitiram a caracterizagdo dos genotipos com base nas alteragdes de nucleotideos nas
posigdes 261, 526, 703 e 771.

Entre 150 individuos do tipo O, apenas dois ndo apresentaram a delecio G261
tipica dos genes O’, sendo que seus genotipos foram definidos como O’0’; onze doadores
comportaram-se como heterozigotos pois apresentavam sempre um gene O’ e outro o’

Sessenta e trés individuos apresentaram-se como homozigotos quando genotipados apenas

pela delegdo G261, mas puderam ser diferenciados em homozigotos e heterozigotos para o
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gene 0", quando analisado o sitio de restrigdo para a enzima Dde I; oito comportaram-se
como heterozigotos O'’(”. Esses resultados demonstram claramente o polimorfismo

presente nos genes O do locus ABO e estao em concordancia com os dados obtidos por

outros estudos realizados em diferentes grupos étnicos'” '* > 2°_ A 4 variabilidade dos

genes () foi relatada anteriormente pela analise de uma regido em torno do nucleotideo
261, por eletroforese em gel com gradiente desnaturante, porém as diferengas nucleotidicas

-~ - . 21
nao foram identificadas” .

-~

A inativiadade dos genes O’ parece depender exclusivamente da dele¢io G261 no
exon 6, visto que essa alteragdo cria um codon sfop por volta do nucleotideo 347 e o
RNAm transcrito ¢ traduzido numa proteina destituida do dominio catalitico?*. Por outro
lado, a substituigio G802A no exon 7 do gene o’ parece ser o principal fator que
compromete o efeito funcional da transferase codificada por esse gene” .

Nos 118 individuos fenotipados como A foram detectados pelo menos um gene A4
pela analise da substituigdo na posigdo 526 do exon 7, mas o fator determimante do
polimorfismo genotipico dentro desse fenotipo foram as combinagdes heterozigoticas com
os genes O', 0" e () as quais puderam ser facilmente diferenciadas dos genotipos
homozigotos AA4.

O conhecimento prévio dos fenotipos eritrocitarios facilita a definigdo dos
genotipos presentes no tipo A. Entretanto, alguns cuidados devem ser tomados na analise
do polimorfismo do gene A na posi¢do 526, especialmente quando se utiliza DNA extraido
de outras fontes que ndo o sangue e das quais ndo se tém informagdes sobre o fendtipo
eritrocitario. A identificagdo do gene 4 ndo pode ser direta, haja vista que em sua
seqiéncia de nucleotideos ndo foram descritos, até o momento, sitios de restrigdo
exclusivos, estando, portanto, sua determina¢do sempre ligada a exclusdo de outros genes

conhecidos'® . Recentemente foi descrito num individuo de fenétipo A, um gene A
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idéntico ao gene B na posi¢do 526, mas com os nucleotideos 703 e 706 proprios do gene
A®. Essa alteragdo, quando presente, pode levar a falsa interpretagd@o dos genotipos,
principalmente nas situagdes em que falta a informagao sobre o fenétipo eritrocitario.

Dos 32 individuos com fenétipo B analisados, verificamos maior freqiiéncia de

individuos heterozigotos com o gene O'. Nao foi encontrado nenhum individuo com

gendtipo BO’, o que pode ser explicado pela baixa ocorréncia desse genotipo na

populagdo, pois apenas um caso foi relatado’*. Outros estudos realizados em diferentes
grupos raciais também nao demonstraram a presenca desse genotipo'™ .

Entre os individuos fenotipados como AB foi possivel detectar sempre um gene B
com base no padrao de digestdo da enzima A/u 1. Essas observagdes sdo reforgadas pelos
resultados obtidos em outros estudos™ * 7%,

Os resultados deste trabalho permitem ainda estimar as freqiiéncias relativas dos
genes mais comuns que ocupam o /ocus ABQO. Na analise de 648 cromossomos, verifica-se
que a distribuigdo dos genes ABO apresenta valores percentuais de 44,6% (O'), 16,9%
(O™, 4,1 (0, 253% (4 ) e 9,1% (B) e as freqiiéncias dos genes O', 0" e O ndo
evidenciaram diferengas significantes em relagdo as encontradas em outros estudos
conduzidos em outras popula¢des'> !> 17 18.19.24

As analises do locus ABO pela metodologia molecular mostra um elevado
polimorfismo genotipico, refor¢ando, portanto, a validade e sua utilidade como marcador
genético para estudos populacionais, filogenéticos e evolutivos, bem como para o

seguimento de pacientes submetidos a transplante de medula ossea®®?’.

AVA
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unespw Ll 12 ds 14 15 l1le L7



Artigo 1

Referéncias Bibliograficas

1 - Watkins, WM. Biochemistry and genetics of the ABO, Lewis and P blood group
systems. Adv Hum Genet, 1980, 10:1-136.

2 - Daniels, G. Human Blood Groups, Cambridge, 1995, 737 p.

3 - Yamamoto, F; Marken, J; Tsuji, T, White, T, Clausen, H; Hakomori, S. Cloning and
characterization of DNA complementary to human UDP-GalNAc: Fuc-alfa 1-2-alfa 1-3
GalNAc transferase (Histo-blood group A transferase) mRNA. J Biol Chem,1990, 265
(2):1146-1151.

4 - Yamamoto, F; Clausen, H; White, T; Marken, J; Hakomori, S. Molecular genetic basis

of the histo-blood group ABO system. Nature, 1990, 345:229-233.

5 - Yamamoto, F; Hakomori, S. Sugar-nucleotide donor specificity of histo-blood group A

and B transferases is based on amino acid subsituitions. J Biol Chem; 1990;
265(31):19257-19262.

6 - Chang, JG; Lee, LS; Chen, PH. Rapid genotyping of the ABO blood group. Blood,
1992; 79(8):2176-21717.

7 - Lee, JCI, Chang, JG. ABO genotyping by polymerase chain reaction. J Foren Sci,
1992; 37(5):1269-1275.

8 - Crouse, C; Vincek, V. Identification of ABO alleles on forensic type specimens using
rapid ABO genotyping. BioTechnics, 1995; 18(3):478-482.

9 - Liechti-Gallati, S; Neeser, D. Efficient and reliable PCR based detection of the ABO
blood group alleles: genotyping on stamps and other biological evidence samples. J Forens

Sci, 1996; 41(4):653-657.

AVA
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unespw Ll 12 ds 14 15 l1le L7



Artigo | 60

10 - Gassner, C; Schmarda, A; Nussbaumer, W; Schonitzer, D. ABO glycosyltransferase
genotyping by polymerase chain reaction using sequence-specific primer. Blood, 1996;
88(5):1852-1856.

11 - Yamamoto, F; McNeill, PD; Yamamoto, M; Hakomori, S; Bromilow, IM; Duguid,
JKM. Molecular genetic analysis of the ABO blood group system: 4. Another type of O
allele. Vox Sang, 1993; 64:175-178.

12 - Grunnett, N; Steffelson, R; Bennett, EP; Clausen, H. Evaluation of histo-blood group

ABO genotyping in a danish population: frequency of a novel O allele defined as O Vox

Sang, 1994; 67:210-215.

13 - Olsson, ML; Chester, MA. Frequent occurrence af a variant O1 gene at the blood
group ABO locus. Vox Sang, 1996, 70:26-30.

14 - Vengelen-Tyler, V. Technical manual, 12" edition, AABB, 1996.

15 - Abdel-Rahman, SZ. Isolation of DNA using salting-out procedure. .J Biochem Toxicol,
1994: 9:191-198.

16 - Lima, LMA; Callado, MRM; Santos, JA. Curso de Imunoematologia, Divisio
Hemocentro, Faculdade de Medicina, Campus de Botucatu, Unesp, 1992.

17 - Franco, RF; Simdes, BP; Zago, MA. Relative frequencies of the two O alleles of the
histo-blood group ABH system in different racial groups. Vox Sang, 1995; 69:50-52.

18 - Yip, SP; Yow, CMN; Lewis, WHP. DNA polymorphism at the ABO /ocus in the
chinese population of Hong Kong. Hum Hered, 1995; 45:266-271.

19 - Villa, A; Drago, F; Misto, R; Morelati, F; Poli, F; Sirchia, G. ABO genotyping in
italian blood donors. Haematologica, 1996; 81:492-496.

20 - Olsson, ML; Santos, SEB; Guerreiro, JF;, Zago, MA; Chester, MA. Heterogeneity of

the O alleles at the ABO blood group /locus in amerindians. Vox Sang, 1998; 74:46-50.

AVA
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unespw Ll 12 ds 14 15 l1le L7



Artigo 1 61

21 - Johnson, PH; Hopkinson, DA. Detection of ABO blood group polymorphism by
denaturing gradient gel electrophoresis. Hum Mol Genet,1992; 1(5):341-344.

22 - Lutz, P, Dzik, WH. Molecular biology of the red blood group genes. Transfusion,
1992; 32(5):467-486.

23 - Stroncek, DF; Konz, R; Clay, ME; Houchins, JP; McCullouch, J. Determination of
ABO glycosyltransferase genotypes by use of polymerase chain reaction and restriction
enzymes. Iransfusion, 1995; 35:231-240.

24 - Olsson, ML; Chester, MA. A rapid and simple ABO genotype screening method using

a novel B/’ versus A/OP discriminating nucleotide substitution at the ABO locus. Vox

Sang, 1995; 69:242-247.

25 - O’Keefe, DS; Dobrovic, A. A rapid and realible PCR method for genotyping the ABO
blood group. Human Mutation, 1993, 2:67-70

26 - Zago, MA; Tavella, MH; Simdes, BP; Franco, RF; Guerreiro, JF; Santos, SB. Racial
heterogeneity of DNA polymorphisms linked to the A and O alleles of the ABO blood
group gene. Ann Hum Genetc, 1996, 60:67-72

27 - Mattos, LC; Sanches, FE; Carvalho-Salles, AB; Ricci Jr, O; Ruiz, MA. Genotipagem
do locus ABO aplicada ao seguimento de transplante de medula o0ssea alogénico. Anais do
XXIV Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia. Rio de Janeiro, 23 a 26 de

maio de 2000.

AVA
AVAVEY

1 2 3 4 5 6 7 unespw Ll 12 ds 14 15 l1le L7



Artigo 1

TABELA 2. Estratégia para identificagdo dos genes do locus ABO.

PCR Exon Mutaciio Primers Enzima Genes Fragmentos resultantes

Kpnl 0O'/0° A B 84 + 164 / 249

O’ B10' 4 262 + 205 / 467

B /0',0° 280+ 189+152/469+ 152
A

a0 169 + 87 +22 /191 + 87

1 2 3 4 5 6
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TABELA 3. Distribui¢do percentual dos fendtipos e genotipos ABO em doadores de

sangue da regido noroeste do Estado de Sio Paulo.

Fenétipos

Genétipos

0'o’
(0,00 4
ooy
0'0?
oo’ _
0’
AA
AO!
AO"
AP
BB
BO'
BO"

AB

1 2 3 4 5 6
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TABELA 4. Freqiiéncias relativas dos genes O', 0", O°,AeB.
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M = Marcador
1=0'0'
2=00¢
3=40'

FIGURA 1. Produto da digestdo do fragmento de 248/249 pares de base com a enzima

Kpn 1 evidenciando os genétipos 0'0’, 0'0?,0°0% ¢ AO'.
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M = Marcador 3=BB
1 = Fragmento nio digerido 4 =A40°
2=AB 5=0°0?

FIGURA 2. Produto da digestdo do fragmento de 467 pares de base com a enzima Nar I

evidenciando os genétipos AB, BB, AO' e O°0°.
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M = Marcador

1 = Fragmento nao digerido
2=AA

3=BB

4=A0'

FIGURA 3. Produto da digestdo do fragmento de 621 pares de base com a enzima Alu I

evidenciando os gendtipos A4, BB e AO'.
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M = Marcador 4=00"
1=0"0" 5= 00"
2= Olvolv 6= olohr
3=00' 7= 00"

8 = Fragmento ndo digerido

FIGURA 4. Produto da digestdo do fragmento de 278 pares de base com a enzima Dde I

evidenciando os genétipos 0'0’, 0'0" ¢ O"O".
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Resumo

Estudos epidemiologicos evidenciaram alta freqiiéncia do tipo O e do fenotipo ndo secretor
entre pacientes com ulceras pépticas. Desde que o Helicobacter pylori foi estabelecido
como o agente causal dessas doengas, varias controvérsias surgiram quanto a participagao

dos grupos sangiiineos ABO, Lewis e do fendtipo secretor na suscetibilidade a infecgdo por

. |
esse bacilo. O proposito deste estudo foi verificar as freqiéncia dos fenotipos ABO, Lewis,

secretor € ndo secretor em pacientes infectados e nao infectados pelo H. pylori. Foram
avaliados 120 pacientes com sintomas de dispepsia e indicagdao de endoscopia digestiva
alta, sendo os fenotipos eritrocitarios ABO e Lewis determinados pelos métodos de rotina e
os fenotipos secretor e ndao secretor avaliados na saliva pelo método de inibi¢do da
hemaglutinagdo. As diferengas observadas nas freqiéncias dos grupos sangiiineos ABO
foram significantes entre os pacientes infectados (61,7%) e ndo infectados (38,3%) pelo H.
pylori, ficando, entretanto, evidenciado que nao foi significante a distribui¢ao percentual
dos fenotipos Lewis, secretor e ndo secretor. Esses resultados sugerem que a infecgdo por
esse bacilo parece ser influenciada pelos fenotipos ABO, mas ndo pelos fenotipos Lewis,

secretor € nao secretor.

Palavras-chaves: ABO; Lewis; fenotipo secretor, fenotipo nao secretor; Helicobacter

pylori
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Abstract

Individuals of blood group O and non-secretor phenotype of ABH antigens are more
susceptible to peptic ulcers. Since Helicobacter pylori was established as the causal agent
for this disease, some controversies on the association of infection by this pathogen and
ABO, Lewis, secretor and non-secretor phenotypes were presented. The aim of this study
was to verify the frequencies of ABO, Lewis and secretor and non-secretor phenotypes in
patients infected and non infected with H. pylori. A hundred twenty patients with dyspeptic
symptoms and who were undergoing endoscopy were evaluated; the ABO and Lewis
Lewis blood group were determined with standart hemaglutination tests and the secretor

phenotype was evaluated in saliva samples. 61,7% of the patients were infected with H.

pylori and 38,3% were non infected. The differences observed on the frequencies of the

ABO blood group phenotypes in patients infected and non infected were significant. Our
results shown that the infection of H. pylori can be related to ABO blood groups but not to

Lewis and secretor phenotypes.

Key words: ABO; Lewis; secretor phenotypes; non secretor phenotypes; Helicobacter

pylori
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Introducio

Estudos epidemiologicos realizados na década de cinquenta evidenciaram alta
freqiiéncia do grupo sangiiineo O e do fenotipo ndo secretor dos antigenos ABH entre
pacientes com ulceras pépticas'?> No inicio dos anos oitenta, foi demonstrado que o
Helicobacter pylori estava associado a mais de 80% dos casos de ulcera gastrica’”.
Recentemente, Borén e colaboradores relataram que esse bacilo adere preferencialmente ao
antigeno Lewis b (Le"), rico em fucose e expresso na superficie das células epiteliais da
mucosa gastrica’.

Os antigenos ABH e Lewis sao sintetizados por glicosiltransferases especificas, que
incorporam moléculas de fucose em oligossacarideos precursores comuns’. Os tipos O e
Le(a-b+) expressam maior quantidade desses antigenos fucosilados em relagdo aos demais
grupos e acredita-se que essa diferenga predisponha seus portadores a infecgao®”®.

Diferentes estudos tém demonstrado associa¢des entre os grupos sangiiineos ABO,

Lewis e o fenotipo secretor com ulceras pépticas’, hemorragias gastricas'® e infecgdo pelo

12 " — - ——
H. pylory*. Entretanto, foram relatadas discordancias entre as observagdes clinicas e

laboratoriais™'*'""'?. Alkout e colaboradores demonstraram maior suscetibilidade do grupo

O para tlcera e o favorecimento dos antigenos H e Le” na infecgdo pelo H. pylori'2. Por
outro lado, Hooke-Nikanne e colaboradores nao encontraram associag¢do entre o fenotipo
secretor e sorologia positiva para esse bacilo entre 271 doadores de sangue'' e Clyne e
Drum observaram que a expressio do antigeno Le” ndo influencia a aderéncia desse
patogeno ao epitélio gastrico’ .

O objetivo deste trabalho foi verificar as freqiiéncias dos fenétipos ABO, Lewis,
secretor € nao secretor em pacientes com sintomas de dispepsia e indicagdo de endoscopia

digestiva alta, infectados e ndo infectados pelo H. pylori.
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Pacientes e métodos

Avaliamos 120 pacientes adultos com sintomas de dispepsia, que tiveram indicagdo
de realizar endoscopia digestiva alta (EDA), incluindo os portadores de ulcera gastrica e/ou
duodenal, atendidos no servigo de Endoscopia e/ou no Ambulatério de Gastroenterologia
Clinica da Famerp e no Centro de Endoscopia Rio Preto. Foram adotados os seguintes
critérios de exclusdo: menores de 18 anos, hemorragia digestiva, gastrite aguda, mulheres
gravidas, uso de inibidor de bomba protonica na ultima semana e uso de bloqueador de
receptores H2 nas ultimas 24 horas. Apds consentimento informado, foram colhidos 5 ml
de sangue total com EDTA, para as tipagens dos grupos ABO e Lewis e 2 ml de saliva,
para determinag@o dos fenotipos secretor e ndo secretor.

Os grupos sangiineos ABO foram definidos por métodos de hemaglutinagdo
estandardizados em tubos e os fenotipos Lewis foram determinados pelo método em gel'*.

Os fenotipos secretor e ndo secretor foram identificados por reagdes de inibigdo da

hemaglutinagdo'®. A investigagdo do H. pylori foi realizada de forma rotineira pelo

Laboratorio Especializado de Gastroenterologia pelos testes respiratorio e da urease. Em
todos os casos, incluindo aqueles com os resultados discordantes pelos testes anteriormente
citados, a infecgdo foi confirmada por PCR. O teste ° e a analise de dependéncia foram

usados para estabelecer as possiveis associagdes entre os resultados®*.
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Resultados

Foram analisados 120 pacientes de ambos os sexos, incluindo caucasianos € ndo-
caucasianos com idade média de 42 anos (18 a 74 anos), divididos em dois grupos, quanto
a infecgdo pelo H. pylori: grupo I (infectados) e grupo II (ndo infectados) (tabela 1).

Dos 120 pacientes analisados, 61,7% mostraram-se infectados, enquanto que 38,3%
eram nao infectados. No grupo I, 67,4% dos pacientes infectados eram do sexo masculino
e 57,7% eram femininos, entre os ndo infectados, 32,6% eram masculinos e 42,3% eram
femininos. As freqiiéncias dos grupos sangtiineos ABO, Lewis e dos fenotipos secretor e
nao secretor estdo mostradas nas tabelas 2, 3 e 4.

A tabela 2 evidencia que a distribuigdo dos grupos ABO entre os pacientes,
independente da presen¢a ou ndo de infeccdo pelo H. pylori, obedece as mesmas
proporgdes dos tipos sangiiineos encontrados na populagio brasileira'® ', Por outro lado,
as freqiiéncias dos tipos sangiiineos O e A entre os grupos I e II sdo distintas pois, dos 74
pacientes infectados, 42 (56,8%) eram do tipo O e 20 (27%) do tipo A. Dos 46 pacientes

nio infectados, apenas 11 (24%) eram do tipo O e 27 (58,7%), do tipo A. A aplica¢do do

teste % (p = 0,003) mostrou que a diferenca na maior prevaléncia do grupo O entre os

pacientes infectados e do grupo A entre os ndo infectados € significante. A analise de
dependéncia aplicada a esses resultados demonstrou que ha associagdo entre o grupo tipo
sangiiineo e infecgdo pelo H. pylori sendo que o tipo O apresenta maior tendéncia a
infecgdo e o tipo A a ndo infecgdo (p = 0,003). Além disso, a probabilidade do grupo O
infectar-se € de pelo menos 0,45 com base no teste por aproximag@o normal (p = 0,021).

A distribui¢dao dos fenotipos Lewis mostrada na tabela 3 nao apresenta diferengas
significantes entre os grupos I e II (p = 0,16), e as frequiiéncias dos fenotipos secretor € ndo

secretor mostradas na tabela 4 ndo evidenciam diferengas significantes entre os grupos I e
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I1 (p = 0,66). No grupo | foram encontrados 80,3% de secretores e 19,7% de ndo secretores

e no grupo I1, 78,3% de secretores e 21,7% de ndo secretores.
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Discussio e conclusoes

Os estudos de associagdes de grupos sanguineos e doengas tém chamado a ateng¢ao
dos pesquisadores desde os anos cinqiienta, quando foram publicados os primeiros
resultados mostrando a alta freqiiéncia do grupo O entre pacientes com ulceras pépticas'.
Nessa mesma década foram encontradas relagdes entre os grupos A/O, para os casos de
Glcera duodenal, com valores entre 0,73 e 0,80 Essas associa¢Oes permaneceram
desconhecidas até que Borén e colaboradores propusessem que o antigeno Le" atua como
receptor para o H. pylori e que, devido a presenga de moléculas de fucose nesse antigeno, o
grupo O tem maior suscetibilidade a infec¢do por esse bacilo’. Com a demonstragdo de que
o H. pylori é o agente causal da maioria dos casos de ulceras pépticas, varios estudos tém
procurado estabelecer relagdes entre os grupos sangitineos ABO, Lewis e os fenotipos
secretor e ndo secretor e a presenca desse bacilo™* ' B

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que existe uma forte associagao
entre grupo sanguineo e infecgdo e ndo infecgdo pelo bacilo H. pylori e sao reforgados
pelos dados obtidos em outros estudos'” '*. As diferengas significantes observadas na
distribui¢do das freqiiéncias desse grupo entre os pacientes infectados, quando comparadas
aquelas verificadas entre os ndo infectados, reforgam a proposta de maior tendéncia do
grupo O a infec¢do em relagdo ao grupo A.

Essas observagdes epidemiologicas sustentam as conclusdes de Alkout e

colaboradores, que demonstraram que o antigeno H representa um importante receptor

expresso nas células das mucosas gastroduodenais ao qual adere o H. py]ari”, E fato

conhecido que o locus FUTI(H) controla, na mucosa duodenal, a expressdo dos antigenos
H a partir dos oligossacarideos precursores do tipo Il nos individuos secretores e ndo

secretores'”. Portanto, a maior expressio potencial desse antigeno pode explicar a
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tendéncia aumentada dos individuos do grupo O a infecgdo e as doengas decorrentes da
presenga do H. pylori.

Algumas das observagdes previamente publicadas atestando que o grupo O ndo
representa um fator de risco para a infeccdo pelo H. pylori discordam das nossas

11.20.21.22

conclusdes . Nesses estudos, os autores utilizaram outros métodos para detectar a

11, 21, 22 20, 22
A

. AP 20, 22
, urease e histologico i

infecgdo pelo H. pylori, incluindo os testes ELIS
Em nosso estudo, a confirmagdo da infecgdo por esse patogeno foi baseada nos testes
respiratorio, urease € PCR. Os outros testes empregados diferem em sensibilidade quando
comparados a PCR® e portanto, essa caracteristica pode influenciar as diferengas
observadas entre os nossos resultados e aquele obtidos por outros pesquisadores. Além
disso, € possivel que a tendéncia do grupo O a infec¢do dependa de outros fatores que
diferem entre as populagdes analisadas.

Os valores percentuais obtidos para os sexos, fenotipos Lewis, secretor e ndo
secretor entre os pacientes infectados e n3o infectados ndo mostraram diferengas
significantes evidenciando portanto, a distribuigdo homogénea dessas caracteristicas entre

os grupos analisados. Essas observagdes ndo sustentam a hipotese de que os pacientes com

fenotipo Le(a-b+) apresentam suscetibilidade aumentada a infecgdo pelo H. pylori’.

Nossos resultados sugerem que a infecgdo pelo H. pylori esta associada ao grupo O
e € concordante com outros dados da literatura que também demonstraram a mesma

12, '8, mas € independente dos fenotipos Lewis, secretor e nao secretor. Todavia,

associagao
a alta frequéncia do grupo sanguineo O entre pacientes infectados por esse bacilo e com

doengas gastroduodenais decorrentes de sua presenga, ainda permanece inexplicada.
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TABELA 1. Distribuigdo por sexo dos pacientes infectados e ndo infectados pelo H.

pylori.

Pacientes Infectados Nio infectados
N % N %

Masculinos

Femininos
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TABELA 2. Frequéncias dos grupos sangiiineos ABO entre os pacientes infectados e nio

infectados pelo H. pylori.

Fenotipos Infectados Nao infectados
% N %
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TABELA 3. Frequéncias dos grupos sangiiineos Lewis entre os pacientes infectados e

nao infectados pelo H. pylori.

Fenotipos Infectados Nao infectados

%

Le(a-b-)

Le(atb-)

Le(a-b+t)
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TABELA 4. Frequéncias dos fenotipos secretor e ndo secretor entre os pacientes

infectados e ndo infectados pelo H. pylori.

Fenotipos Infectados Nao infectados

N %

Secretor

Nio secretor
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Resumo

A clonagem do locus ABO e a descrigdo de varios genes O forneceram condigdes para a
investigagdo das associagdes dos grupos sangiiineos ABO e a suscetibilidade a infecg¢do
pelo Helicobacter pylori. O objetivo desse trabalho foi determinar a distribui¢do do
polimorfismo genotipico do locus ABO em pacientes infectados e ndo infectados por esse
bacilo. Foram analisados 120 pacientes adultos de ambos os sexos, caucasianos € ndo
caucasianos, com sintomas de dispepsia e indicagdo de endoscopia digestiva alta. Os
genotipos do locus ABO foram identificados por reagdes de amplificagdo génica seguida da
digestdo enzimatica. Nossos resultados revelaram diferencga significante nas freqiiéncias
dos grupos sangiiineos ABO e a infecg@o pelo H. pylori. A distribui¢do dos gendtipos ABO

entre os 74 pacientes infectados foi: 32,5% 0'0’; 13,5% 0'0"; 8,1% 0"0", 2,7% 0'0?;

6,7% AA; 17,6% AO'; 2,7% AO", 4,1% BO'; 8,1% BO"; 4,1% AB. Entre os 46 pacientes

ndo infectados foram encontrados os seguintes valores: 8,7% 0O'0"; 8,7% 0'0"; 6,5%
0" 0", 23,9% A4, 30,4% AO'; 2,2% AO", 2,2% AO’; 2,2% BB, 8,7% BO'; 2,2% BO",
43% AB. A comparagdo entre os grupos analisados demonstra que ha diferenca
significante na distribui¢io do genodtipo O'O’ dos pacientes infectados e nos genétipos A4
e AO' dos pacientes ndo infectados (p < 0,05). Por outro lado ndo foram evidenciadas
diferengas significantes na predominancia de um genétipo O especifico entre os pacientes
infectados. Esses resultados sugerem que o grupo O apresenta maior tendéncia a infec¢do
pelo H. pylori, mas isso parece depender muito mais do efeito exercido pelo fenotipo O do

que por um genoétipo particular.

Palavras chaves: locus ABO, genotipagem molecular;, Helicobacter pylori
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Abstract

The ABO Jocus cloning and the consequent description of several O alleles give us
conditions to investigate the ABO blood group associations with the susceptibility to
Helicobacter pylori infection. The aim of this study was to determine the distribution of
the genotypic polymorphism at the ABO blood group /ocus in patients infected and non
infected with this pathogen. A hundred twenty patients with dyspeptic symptoms and who
underwent endoscopy were evaluated. The ABO genotyping was conduced with four PCR
amplification reactions and enzyme digestion. The frequencies of ABO genotypes in
infected patients were: 32,5% 0'0’; 13,5% 0'0”; 8,1% 0"0", 2,7% O'0?; 6,7% AA,;
17,6% AO'; 2,7% AO"™, 4,1% BO', 8,1% BO"; 4,1% AB. On the other hand, the

frequencies observed in non infected patients were: 8,7% O'0’; 8,7% 0'0"; 6,5% 0"0";

23,9% AA; 30,4% AO'; 2.2% AO"; 2,2% AO’; 2,2% BB; 8,7% BO'; 2,2% BO"; 4,3% AB.

The 0’0’ genotype showed an association with infection of H. pylory when compared with

AA and AO' genotypes from non infected patients. The distribution of O genotypes
between infected patients not show association with a particular O genotype. These results
suggest that the O phenotype present susceptibility to H. pylori infection but this tendency

can be dependent of the phenotype effect more than a particular genotype.

Key words: ABO /ocus; molecular genotyping; Helicobacter pylori infection.
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Introducao

Embora os estudos epidemiologicos tenham demonstrado que o grupo sangiiineo O

apresenta maior suscetibilidade a infecgdo pelo Helicobacter pylori'***°, varias

discordancias foram relatadas®”®’.

Alguns autores propuseram que a expressio dos antigenos H na mucosa gastrica
dos individuos do grupo O representa um dos fatores que favorecem a aderéncia desse
patogeno’ > **. Esse fato foi recentemente evidenciado pelas observagdes de que pacientes
do grupo O apresentam maior risco relativo para a infecgdo, quando comparados aos
demais grupos’. Outros estudos ndo encontraram associagdo entre o grupo O e sorologia
positiva para o H. pylori em doadores de sangue e em individuos normais®’, bem como
ndo demonstraram maior suscetibilidade desse grupo a infecgdo em pacientes com
sintomas de dispepsia®’.

Com a clonagem do locus ABO', varios genes O foram identificados por analises
do DNA genomico, tendo sido estabelecidas suas diferengas na seqiiéncia de
nucleotideos'” '* . Os genes O’ e O’ diferem do gene A pela delegdo do nucleotideo
guanina na posigdo 261 do exon 6, a qual cria um sitio de restrigio para a enzima Kpn I'°,
mas o gene O'" apresenta outra substituicio C771T no exon 7, reconhecida pela enzima

Dde 1. O gene (O ndo possui essas alteragdes e, além disso, pode ser diferenciado dos

genes A e B por substituigdes nas posi¢des 526 e 703, que podem ser reconhecidas pelas

enzimas Nar 1 e Alu I, respectivamente'?. Estudos populacionais revelaram que as

freqiiéncias dos genes O', 0" e O apresentam valores proximos de 58%, 40,% e 2%,
respectivamenteu‘ s,

Os estudos que concordam ou discordam da maior suscetibilidade do grupo O a

infeccdo pelo H. pylori até entdo apresentados se basearam apenas em analises dos
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fenotipos eritrocitarios. Diante da inexisténcia de dados com enfoque molecular, o objetivo

deste trabalho foi investigar a distribui¢ao do polimorfismo genotipico do locus ABO em

pacientes com sintomas de dispepsia e indicagdo de endoscopia digestiva alta, com e sem

infecgdo pelo H. pylori.
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Material e métodos

Foram analisados 120 pacientes adultos de ambos os sexos, caucasianos e nao-
caucasianos, com idade média de 42 anos (18 a 74 anos), com sintomas de dispepsia e
indicagdo de endoscopia digestiva alta, atendidos no servigo de Endoscopia e/ou
Ambulatorio de Gastroenterologia Clinica da Famerp e no Centro de Endoscopia Rio
Preto. Os critérios de exclusdo adotados foram: menores de 18 anos, hemorragia digestiva,
gastrite aguda, mulheres gravidas, uso de inibidor de bomba protonica na tltima semana e
uso de bloqueador de receptores H2 nas ultimas 24 horas. Os pacientes foram divididos em
dois grupos quanto a infecgdo (grupo I) e ndo infecgdo (grupo II) pelo H. pylori.

Apos consentimento informado e em conformidade com o Comité de Etica em
Pesquisa da Famerp, foram colhidos 5 ml de sangue total com EDTA. Nesse material
identificamos os fenotipos eritrocitarios ABO pelo método de hemaglutinagdo
estandardizado em tubo'’, sendo que 0 DNA gendmico foi extraido dos leucdcitos por um
método salino®.

A estratégia para a genotipagem do locus ABO foi baseada em quatro reagdes de

amplificagdo génica (PCR). Para os genes 4, B, O’ e (7 utilizamos os primers fy-46 e fy-

57 na PCR 1; fy-43 e fy-31 na PCR 2 e fy-47 e fy-29 na PCR 3. Os genes O’ e Q" foram
identificados com os primers fy-47 e fy-31 na PCR 4. As sequéncias dos primers estao
mostradas na tabela 1.

As reagdes de PCR com volume final de 25 pL foram preparadas nas seguintes
condi¢des: TRIS-HCI 10 mM; MgCl, 1,5 mM; KCI 50 mM; 20 mM de cada ANTP (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP), 20 pm de cada primer;, 0,5 U de Taq polimerase; 5 ng de DNA

genomico.
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Os segmentos que diferenciam os genes 4, B, O' e O foram amplificados em 35
ciclos com desnaturagdo a 94” C por 2 minutos, hibridiza¢gdo a 53° C por 1 minuto e

extensio a 72° C por 1 minuto. Para os genes O’ e 0" foram realizados 35 ciclos com

desnaturagio a 94° C por 1 minuto, hibridizagdo a 52° C por 30 segundos e extensio a 72°

C por 1 minuto.

Os produtos das amplificagdes da PCR 1 foram digeridos com a enzima Kpn I; da
PCR 2 com a enzima Nar 1 e da PCR 3 com a enzima A/u 1. O segmento amplificado pela
PCR 4 foi digerido com a enzima Dde 1. Os produtos da digestdo enzimatica foram
analisados em gel de agarose a 2%, em tamp3ao TBE 1x. Na tabela 2 mostramos a
estratégia de analise e interpretagdo dos genotipos ABO, destacando as reagéo de PCR, os
exons dos locais de amplificacao, as mutagdes pesquisadas, os pares de primers para cada
reagdo, as enzimas de restri¢gao utilizadas, os genes identificados e os correspondentes
fragmentos resultantes da digestdo. O teste do %’ e a analise de dependéncia foram usados

para verificar as possiveis associagdes entre os resultados®’.
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Resultados

A distribuigdo percentual das freqiiéncias dos fenotipos eritrocitarios e dos
genotipos ABO em ambos os grupos estdo apresentadas na tabela 3 e as freqiéncias
relativas dos genes O, 0", O , A e B estdo na tabela 4.

A tabela 3 apresenta as frequiiéncias dos genétipos ABO entre os pacientes
infectados e n3o infectados pelo H. pylori. No grupo dos pacientes infectados verifica-se
maior freqiiéncia do gendtipo 0’0’ (32,4%), seguida do 40’ (17,6%) e do 0’0" (13,5%).
Os demais genotipos apresentam frequéncias muito proximas. Entre os pacientes ndo
infectados ha prevaléncia do genotipo 40’ (30,4%), seguida do gendtipo A4 (23,9%) e dos
demais genotipos com freqiiéncias menores que 10%. A aplicagdo do teste %* demonstrou

que ha diferenga significante na distribuigio do genotipo O'O’ dos pacientes infectados em

relagdo aos genotipos A4 e AO' dos nao infectados (p = 0,003). As analises de dependéncia

aplicadas a esses resultados sugerem que o genétipo O'O’ tem maior tendéncia a infecgéo
pelo H. pylori. Por outro lado, ndo se verifica diferengas significantes nas freqiiéncias dos
quatro genotipos O detectados entre os pacientes infectados (p > 0,05). Essas observagdes
sugerem que a tendéncia do grupo O a infecg@o pelo H. pylori resulte muito mais do efeito
exercido pelo fenétipo O do que de um genoétipo particular.

Os diferentes genes ABO analisados nesse estudo mostraram distribuigdo
percentual diferenciada. Entre os pacientes infectados, o gene O’ apresentou freqiiéncia de
50,7%, seguido do gene 0" com 20,3% e do gene 4 com 19,6%. No grupo constituido
pelos pacientes nio infectados, as freqiiéncias relativas dos genes 4, O' e 0" foram
43,5%, 32,6% e 13,0%, respectivamente. Esses dados revelam uma diferenca altamente

significante na distribuigdo percentual dos genes O’ e A (p = 0,0002).
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Discussio e conclusoes

Varios estudos demonstraram que individuos com o fenétipo eritrocitario O
apresentam maior suscetibilidade a infec¢do pelo H. pylori , conseqiientemente, a doengas

14,5

decorrentes da presenga desse bacilo Paralelamente, diferentes pesquisadores

procuraram identificar fatores genéticos do hospedeiro envolvidos na suscetibilidade a
infecgdo, mas essa questdo ainda permanece obscura®'?*%,

Este ¢ o primeiro trabalho que utiliza metodologia molecular para avaliar a
distribuig¢do dos genatipos do locus ABO como marcador genético em pacientes infectados
e ndo infectados por esse patogeno, ja que o grupo O tem mostrado maior tendéncia a
infec¢io.

No grupo dos pacientes infectados, o genétipo O'O’ apresentou maior freqiiéncia
em relagdo aos demais genétipos O e isso sugere que esse genotipo possa apresentar maior
tendéncia a infecgdo. Essas observagdes nos conduzem a planejar analises futuras
envolvendo maior nimero de pacientes, onde sera possivel verificar se esse genotipo esta
associado a infecgdo pelo H. pylori, em relagdo aos demais genotipos do grupo O.

Os nossos resultados permitem-nos sugerir ainda que a maior tendéncia do grupo O
a infecgao pelo H. pylori parece nao depender apenas de um genotipo particular mas, muito
provavelmente, também do efeito exercido pelo fendtipo. Pode-se supor que a interagdo
desse fenotipo com outros fatores genéticos ou mesmo ambientais acentue essa tendéncia.

Com relag@o aos genotipos do grupo A, verificamos uma distribuigdo semelhante,

mas com predominio do genotipo AQ' seguido do A4 nos pacientes infectados. Constata-

se, ainda, que os pacientes nao infectados apresentam porcentagens maiores do genotipo

AA do que os infectados, mas essas diferengas ndo foram significantes.
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Alguns estudos tém revelado maior incidéncia de ulceras pépticas em individuos do

grupo O ndo secretor em comparagio aos do grupo O secretor dos antigenos ABH>> 2+ 2

. 27 ~ . . y x
%27 Essas observagdes tem levado alguns pesquisadores a admitir um possivel efeito

aditivo desses dois fenotipos na determinagdo da predisposi¢do para essas doengas™ *,
Como o H. pylori esta associado a mais de 80% dos casos de tlceras gastricas e a maioria
dos casos de ulceras pépticas e essas doengas apresentam maior incidéncia em individuos
do grupo O, € possivel que esse fenotipo exerga um papel que favorega a infecgdo. Porém,
o elo de ligagdo entre a infecgdo, a doenga, o fenétipo O e os genotipos O ainda ndo foi
estabelecido.

A possivel influéncia do fenotipo O na propensdo a infecgdo pelo H. pylori pode

ainda ser reforgada pela diferenga significante observada na distribui¢ao percentual dos

genes O entre os pacientes infectados e ndo infectados. (p = 0,0002). Metade dos genes

entre os pacientes infectados (50,7%) é representada pelo gene O, enquanto que o valor

restante se distribui entre os demais genes. Por outro lado, o gene 4 parece exercer um
efeito protetor contra a infec¢do visto que representa 43,5% dos genes presentes nos
pacientes ndo infectados.

Alguns pesquisadores tém sugerido o envolvimento do fenotipo O na maior
suscetibilidade a infecgdo pelo H. pylori, mas a idade de aquisi¢do do bacilo, a resposta
imune do hospedeiro, o sitio de infec¢do e a secre¢do acida também contribuem como

fatores adicionais’® 2

. Além disso, interagdes desse fendtipo com fatores do parasita

parecem desempenhar um papel determinante na infecgdo por esse patogeno 2.
Recentemente foi demonstrada uma significante correlagdo in vivo entre infecgdo

por cepas de H. pylori cagA positivas e pacientes do grupo O°. Observou-se também que a

expressdo de adesinas bacterianas capazes de ligarem antigenos fucosilados tais como H e

Le” estava associada a presenga de genes cag nos isolados clinicos’’. Portanto, a
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suscetibilidade aumentada a infecg@o por esse patogeno parece resultar de interagdes
complexas entre o hospedeiro, o parasita € 0 meio ambiente. Todavia, ainda ndo foram
identificados os fatores adicionais que elevam a suscetibilidade do hospedeiro e que
possam estar associados ao grupo O ainda n@o foram identificados.

O envolvimento de outros fatores genéticos na determinagdo da suscetibilidade a

infecgdo pelo H. pylori ainda aguarda esclarecimentos, mas € possivel que interagdes entre

o fenétipo O e o comportamento de cada individuo possam influenciar a infec¢do e o curso
das doengas causadas por esse bacilo.

Os nossos resultados sugerem a necessidade de novos estudos com enfoque em
outras caracteristicas inerentes aos habitos e ao comportamento do hospedeiro, a fatores de

viruléncia do parasita e a doengas decorrentes de sua presenga.
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TABELA 1. Seqiiéncia dos primers utilizados nas reagdes de PCR.

Seqiiéncia de nucleotideos

5'-GAATTCACTCGCC ACTGCCTGGGTCTC-3'

5-GAATTCATGTGGGTGGCACCCTGCCA-3'

5’-GGATCCAGGGGTGCACGGCCGGCGGC-3”
5’>-GAAATCGCCCTCGTCCTT-3’
5-TGCTGGAGGTGCGCGCCTAC-3'

5'-CGTTCTGCTAAAACCAAG-3'

1 2 3 4 5 6
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TABELA 2. Estratégias de analise e interpretag¢do para genotipagem do locus ABQO.

PCR Exon Mutacdo Primers Enzimas Genes Fragmentos da digestio

OO A 84 + 164 / 249
B
0 BIO 205 + 262 / 467

A

B /0", 0% 189+280+152/489+152

A

QLo 169 + 87 +22 /191 + 87
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TABELA 3.

Distribui¢do percentual das freqiiéncias dos fenétipos e dos gendtipos ABO

em pacientes infectados e ndo infectados pelo H. pylori.

Fenétipos

Genotipos Infectados Nio infectados

N % N %
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TABELA 4. Distribuigdo percentual dos genes O, O, (?, A e B entre os pacientes

infectados e ndo infectados pelo H. pylori.

Infectados Nio infectados

N
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Resumo

A infecgdo pelo bacilo gram-negativo Helicobacter pylori esta associada a maior risco de
gastrite cronica ativa, Ulceras pépticas e cancer gastrico. Diferentes métodos tém sido
usados para diagnosticar a infec¢do por esse bacilo, porém como a PCR apresenta elevada
sensibilidade e especificidade, tem sido de grande utilidade no diagnostico dessa infecgdo.
Nosso objetivo foi avaliar a eficiéncia do método PCR na identificagdo do H. pylori em
biopsias de antro gastrico. Foram avaliados 120 pacientes adultos com sintomas de
dispepsias e indica¢do de endoscopia digestiva alta. O DNA gendmico foi extraido por um
método salino e amplificado em posi¢des especificas, sendo os fragmentos resultantes da
amplificagdo e compativeis com a presenga de infecgdo revelados em gel de agarose a 2%.
A infecgao mostrou-se presente em 61,7% (74/120) pacientes e ausente em 38,3%
(46/120). Esses resultados confirmam a elevada prevaléncia da infec¢do pelo H. pylori
observada em outras populagdes adultas e reforcam a utilidade da PCR como método

diagnostico dessa infecgao.

Palavras-chaves: PCR; Helicobacter pylori
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Abstract

Helicobacter pylori is a Gram negative bacterium that has been implicated in the

pathogenesis of active chronic gastritis, peptic ulcers and gastric cancer and PCR technique
is the most sensitive and specific diagnostic method to detect this pathogen.The aim of this
study was test PCR method to detect infection of H. pylori in antral fragment biopsy. We
studied 120 patients referred for endoscopy as part of an investigation of dyspeptic
symptoms. The genomic DNA was extracted with a salting out method and amplified by
PCR using specific primers and the amplification product, when present, was visualized in
agarose gel 2%, stainign with ethidium bromide under UV light. The infection was present
in 61,7% (74/120) of the patients and no present in 38,3% (46/120) patients. Our results
reveal the high prevalence of H. pylori infection in adult patients and confirm the utility of

the PCR technique as a diagnostic method for infection by this pathogen.

Key words: PCR; Helicobacter pylori
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Introducio

O Helicobacter pylori é um bacilo espiralado gram-negativo com envolvimento
bem estabelecido na etiologia da gastrite cronica ativa, da ulcera duodenal e em mais de

80% dos casos de ulcera gastrica'*’. Estudos epidemiologicos sugeriram que a infecgdo

4,5, 6

por esse bacilo seja um fator de risco para o cancer gastrico , enquanto as analises

sorologicas tém demonstrado que a prevaléncia de infec¢do pelo H. pylori € alta na
56.7.8

populag@o adulta normal atingindo valores entre 42% e 76%

Diferentes métodos invasivos € nao invasivos incluindo o histol(’)gicog‘ ”, o teste da

10, 13 po e K . ;o % & 3
urease'” ', testes sorologicos'?, cultura', teste respiratorio'* e amplificagdo génica por

PCR'> ' 118 tém sido utilizados na detec¢do da infecgdo por esse bacilo em amostras
biologicas com relativa eficiéncia.

A reagdo de amplificagdo por PCR semi-nested aplicada na detecgdo do H. pylori
em amostras de suco gastrico com primers especificos para o gene da urease A atingiu
niveis de sensibilidade de 9’-’;*",%”, Além disso, a PCR revelou a elevada prevaléncia do H.
pylori em amostras de saliva, fezes e biopsias gastricas'".

O objetivo deste trabalho foi avaliar a validade do método PCR na detecgao de

parte do genoma do H. pylori em biopsias de antro gastrico e sua aplicabilidade rotineira

no auxilio diagnostico dessa infecgao.
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Pacientes e métodos

Nossa amostra constituiu-se de 120 pacientes adultos, atendidos no servigo de
Endoscopia e/ou Ambulatorio de Gastroenterologia Clinica da Famerp e no Centro de
Endoscopia Rio Preto, que apresentavam sintomas de dispepsia, e que tiveram indicag@o de
realizar endoscopia digestiva alta. Os seguintes critérios de exclusdo foram adotados:
menores de 18 anos, hemorragia digestiva, gastrite aguda, mulheres gravidas, uso de
inibidor de bomba protonica na ultima semana e uso de bloqueador de receptores H2 nas
ultimas 24 horas. Apds consentimento informado, e de conformidade com o Comité de
Etica em Pesquisa da Famerp, foi colhido um fragmento de biopsia de antro gastrico para a
deteccdo do genoma do H. pylori.

O DNA genémico foi extraido conforme protocolo de Abdel-Rahman'’
Resumidamente, os fragmentos de biopsia de antro gastrico foram incubados numa mistura
contendo tampao de lise (Tris-HCI [pH 8.0] 50 mM; EDTA 1 mM; NaCl 400 mM; Tween
20 0,5%) e proteinase K (50 ug/mL) a 37° C por 12 horas. Em seguida, todo o material foi
inclubado a 100° C por 10 minutos para inativagio da proteinase K.

A deteccdo de parte do genoma do H. pylori foi realizada numa reagao de PCR com
os primers CAM-2 (5-TTACAAACCGATAATGGCGC-3') e CAM-4 (5'-CATCTTGTT
AGAGGGATTGG-3"), de acordo com o protocolo de Valentine e colaboradores'”. A
reagao de PCR com volume final de 50 pL foi preparada nas seguintes condigdes: TRIS-
HCI 10 mM [pH 8.3]; MgCl; 1,5 mM; KCI 50 mM; 5 mM de cada dNTP (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP), 0,5 mM de cada primer, 0,5 U de Taq polimerase; 10 ng de DNA

gendmico. A amplificagio compreendeu 35 ciclos, sendo desnaturagdo a 94° C por 2

minutos, anelamento dos primers a 42° C por 1 minuto e extensio das cadeias a 72° C por
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1 minuto. Os segmentos amplificados foram analisados em gel de agarose a 2% em TBE

1X, corado com brometo de etidio, sob luz UV e fotografado com filme Polaroid 667.

AVA
AVAVAY'

1 2 3 4 5 6 7 unespw 1L 12 13 14 185 1o L7



Artigo 4

Resultados

Na tabela 1 apresentamos a distribui¢ao dos pacientes analisados com relagdo ao
sexo, faixa etaria e diagnostico endoscopico. Das amostras analisadas, 61,7% (74/120)
mostraram-se positivas e 38,3% (46/120) negativas quanto a infec¢do. Ao diagnostico
endoscopico, 57 pacientes infectados apresentaram cronica, 10 portavam ulcera duodenal e

7 tulcera péptica. Entre os pacientes ndo infectados, 43 portavam gastrite, 1 apresentava

tlcera duodenal e 2 sem alteragdes visiveis das mucosas gastrica e duodenal. Esses

resultados evidenciaram uma associagio significante entre a infecgio pelo H. pylori Gilceras
pepticas (p = 0,008).

A figura 1 ilustra o resultado representativo das analises dos fragmentos de biopias
por PCR. A presenga de um fragmento de 203 pares de base especifico da bacteria,
amplificado pelos primers CAM-1 e CAM-2, foi visualizada em gel de agarose a 2%,
demonstrando, assim, o stafus positivo quanto a infecgdo. As linhas 1, 2 e 3 indicam os
fragmentos amplificados a partir das amostras oriundas de pacientes infectados, enquanto
C+ e C- correspondem aos controles positivo e negativo, respectivamente. Em cada caso
foi realizada uma reagdao de controle interno de amplificagdo utilizando-se primers

especificos e DNA do fago lambda.
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Discussio e conclusdes

Desde que a infecgdo pelo H. pylori foi associada a maioria dos casos de ulceras

. TR & B
duodenais e gastricas

, tém sido crescentes as evidéncias que sugerem que a presenga
desse bacilo também eleva o risco de cancer gastrico’®. Diante de sua importancia
epidemiologica, a utilizagdo de métodos diagnosticos que apresentam elevada sensibilidade
e especificidade pode favorecer a correta identificagdo desse microrganismo em diferentes
amostras biologicas'>'*!"1¥

Os resultados da aplicagdo da amplificagdo génica por PCR, para detecgdo de parte
do genoma do H. pylori em amostras de bidpsias gastricas analisadas neste trabalho,
mostraram-se de acordo com aqueles obtidos em outros estudos epidemiologicos que
encontraram percentuais de infec¢do na populagdo de individuos adultos variando de 42%
a 67% *>%7. Além disso, nossas observagdes confirmaram a elevada prevaléncia desse
microrganismo em pacientes adultos com diagnostico endoscopico de tlceras pépticas.

Este estudo também revelou que, com um simples método de extragio do DNA
gendmico, € possivel identificar o H. pylori em biopsias gastricas. A freqiiéncia de
positividade pelo método PCR reflete sua alta sensibilidade € mesmo que as amostras
apresentem pequeno numero de células bacterianas viaveis ou ndo viaveis, podem ser
facilmente identificadas nas rotinas laboratoriais'®. Todavia, deve-se ter em mente que

devido a alta sensibilidade da PCR, podem ocorrer reagdes falso-positivas como resultado

de contaminagdo com DNA de amostras positivas ja processadas, sendo, portanto,

recomendavel a realizagdo em paralelo de reagdes de controle positivas e negativas® .

Como a amplificagdo de seqiiéncias especificas do DNA de H. pylori por PCR tem
o potencial de ser um método rapido, especifico e altamente sensivel para o diagndstico

laboratorial, também pode ser usada no monitoramento de pacientes com infec¢io
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submetidos ao tratamento com antibidticos, bem como na confirmagdo de cura completa,

como tem sido relatado para outros patogenos de interesse clinico®2.
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TABELA 1. Dados basicos e diagnostico endoscopico dos pacientes quanto a infecgao e

ndo infec¢@o pelo bacilo H. pylori.

Caracteristicas Infectados Nio infectados

Sexo ( M/F)

Idade média em anos
Diagnostico endoscopico
Normal

Ulcera duodenal

Ulcera gastrica

Gastrite
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M = Marcador 2 = paciente infetado

C+ = controle positivo 3 = paciente infectado

1 = paciente infectado - = controle negativo

FIGURA 1. Perfil eletroforético dos produtos da PCR amplificados a partir do DNA
extraido de bidpsias géstricas, em pares de bases. A linha M indica o
marcador de 100 pares de bases, as linhas 1, 2 e 3 correspondem aos
fragmentos do genoma do H. pylori ¢ C+ e C- representam amostras
controle. O fragmento de 500 pares de bases é resultante da reagdo de

controle interno de amplificagéo.

AVA
AVAVAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespw 1L 12 13 14 185 1o L7



IV Conclusdes

5

6

AVA
AVAVAY

7 unespw 1L 12 13 14 185 1o L7



Conclusoes 119

A metodologia aplicada na verificagdo do polimorfismo molecular do locus ABO
mostrou-se de facil execucdo e permitiu o estabelecimento de um protocolo de
investigagao passivel de ser aplicado rotineiramente em estudos populacionais. Além disso,
demonstrou a diversidade dos genes O na populagdo analisada e confirmou a enorme
variabilidade genotipica desse /ocus verificada em outros estudos, refor¢ando assim sua
utilidade como marcador genético.

A distribuig¢do dos fenotipos ABO entre os pacientes infectados e ndo infectados pelo
H. pylori demonstrou diferengas significantes somente nas freqiiéncias dos grupos O e A,
sugerindo assim associagdo entre infecgdo e grupo O e ndo infecgdo com o grupo A. Por
outro lado, nenhuma diferenga significante foi verificada em relagdo a distribui¢do dos
fenotipos Lewis, secretor, ndo secretor e sexo com infecg@o e nio infecg@o por esse bacilo.

A distribuig¢@o do polimorfismo genotipico do /ocus ABQ entre os pacientes infectados
e nao infectados pelo H. pylori demonstrou diferengas significantes somente na
distribui¢@o dos genotipos 0'0" , AA e AO', sugerindo associagdo entre infecgdo e o
genotipo O'O’ e nio infecgdo entre os gendtipos A4 e AQ'. Entretanto, nenhum dos
gendtipos O encontrados entre os pacientes infectados se mostra predominante com
diferenga significante. Essas observa¢des permitem-nos supor que a infec¢do por esse
patogeno também seja dependente de outros fatores, além dos marcadores genéticos

investigados neste estudo.

] i i - 3 rom B - 4
O gene " mostrou-se associado a infeccdo e o gene A, a ndo infecgdo. A diferenga

altamente significante observada na distribui¢ao desses genes entre os grupos analisados
sugere, de alguma forma ainda ndo determinada, que o gene O’ favorega a infecgdo pelo H.
pylori.

A amplificacido génica por PCR, seguida da analise direta do produto amplificado em

gel de agarose, demonstrou ser um método simples e rapido para a identificagdo do H.
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pylori e passivel de ser aplicado ao diagnostico laboratorial desse patogeno. Além disso,

confirmou que a infecg¢ao por esse bacilo esta associada a ulceras pépticas.

Nossa estratégia de analise e interpretagdo com as sequéncias dos nucleotideos
previamente escolhidas, permitiu a identificagd@o dos genotipos do locus ABO em doadores
de sangue e em pacientes infectados e nao infectados pelo H. pylori. Torna-se evidente que
a utilizagdo dessa estratégia em pesquisas, nas quais pretende-se analisar as correlagdes

entre os genotipos desse /ocus e doengas, € valida e de facil execugdo.
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Estudos epidemiologicos realizados na década de 50 evidenciaram uma alta
frequéncia do tipo O e do fendtipo ndo secretor dos antigenos ABH entre pacientes com
ulceras pépticas. Desde que o Helicobacter pylori foi estabelecido como o agente causal
destas doengas, varias controvérsias surgiram quanto a contribui¢do dos fendtipos ABO,
Lewis, secretor e ndo secretor na suscetibilidade a infec¢do por este bacilo.

Os objetivos deste trabalho foram: aplicar a metodologia molecular na verificagido
do polimorfismo genotipico do /locus ABO em doadores de sangue; investigar a
distribuig@ao dos fenotipos ABO, Lewis, secretor e ndo secretor em pacientes infectados e
ndo infectados pelo H. pylori; verificar a variabilidade genotipica do locus ABO nestes
pacientes;, detectar por amplificagdo génica a presenga deste bacilo em amostras de
bidpsias gastricas e analisar a aplicabilidade deste procedimento no rastreamento continuo
populacional.

Um protocolo inicialmente desenvolvido para a investigagdo do polimorfismo

genotipico do locus ABQ, a partir das analises de uma amostra de doadores de sangue da

regido noroeste do estado de Sao Paulo, Brasil, foi posteriormente aplicado ao estudo de
pacientes com sintomas de dispepsias e submetidos a endoscopia digestiva alta, infectados
e ndo infectados pelo H. pylori.

As analises do locus ABO a partir do DNA gendmico de 324 doadores de sangue,
amplificado por PCR e digerido com enzimas de restri¢do, permitiram a identifica¢do de
quatorze genotipos, todos concordantes com os fenodtipos eritrocitarios previamente
definidos por sorologia. Diante da variabilidade genotipica verificada nos grupos A, B ¢ O,
esses resultados demonstram o elevado polimorfismo do locus ABO e reforgam sua
importancia como marcador genético.

Uma amostra constituida de 120 pacientes com sintomas de dispepsia e indicagdo

de endoscopia digestiva alta foi analisada quanto aos fendtipos ABO, Lewis, secretor € ndo
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secretor. As diferengas verificadas com relagdo ao sistema ABO foram significantes entre
os pacientes infectados (61,7%) e n3o infectados (38,3%) pelo H. pylori. Entre os pacientes
infectados, 56,8% eram do grupo O e 27% do grupo A, enquanto que entre os pacientes
nao infectados, 24% pertenciam ao grupo O e 58,7% ao grupo A. Os fenotipos Lewis,
secretor e ndao secretor apresentaram freqiéncias semelhantes entre os grupos analisados.
Estes resultados sugerem que suscetibilidade a infec¢do pelo H. pylori pode ser
influenciada pelos fenotipos O e A, mas néo pelos fenotipos Lewis, secretor e nao secretor.
As analises do polimorfismo genotipico do Jlocus ABO entre os pacientes infectados
revelaram a seguinte distribui¢do de genotipos: 0’0’ 32,4%; 0’0" 13,5%; 00" 8,1%;
0'0? 2,7%; AA 6,7%;, AO' 17,6%; AO" 2,7%; BO' 4,1%, BO" 8,1%; AB 4,1%. Por sua
vez, entre os pacientes ndo infectados foram verificadas as distribui¢des: 0'0" 8,7%,
0'0" 8,7%; 0" 0" 6,5%; AA 23,9%; AO' 30,4%;-40" 2,2%; AQ? 2,2%; BB 2,2%; BO'

8,7%; BO" 2,2%; AB 4,3%. Estes resultados evidenciaram diferengas significantes na

prevaléncia do genotipo 0’0" entre os pacientes infectados quando comparados aos

genotipos A4 e AQ' dos nio infectados. Por outro lado, a maior suscetibilidade do grupo O
a infecgdo ndo parece depender de um gendtipo particular, mas muito mais do efeito
exercido pelo fenétipo O.

Dentre os diferentes métodos usados na detecgdo do H. pylori a amplificagdo
génica por PCR tem apresentado elevada sensibilidade e especificidade. Esta caracteristica
foi constatada no presente trabalho, como método auxiliar no diagndstico dessa infecgao.
Entre os 120 pacientes analisados, a infecgdo mostrou-se presente em 61,7% (74/120) e
ausente em 38,3% (46/120). Estes resultados demonstram a elevada prevaléncia da
infecgdo em pacientes adultos e confirmam a associagdo entre a infecgdo e a presenga de

ulceras pépticas.
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Epidemiologic studies in 50" decade showed high frequencies of the O group and

non secretor phenotype of ABH antigens in patients with peptic ulcers. Since Helicobacter
pylori has been reported to be as a causal agent for those diseases, there are some
constroversies in relation to the susceptibility of ABO, Lewis, secretor and non secretor
phenotypes to that pathogen infection.

The purposes of this study were: to use a molecular approach to verify the
genotypic polymorphism at the ABO locus in blood donors; to investigate the ABO,
Lewis, secretor and non secretor phenotypes distribution in patients infected and non
infected by H. pylori; to observe the genotypic variability of ABO locus in those patients;
to detect H. pylori by PCR technique in gastric biopsy and analyse that procedure in further
patient s investigation.

A protocol initially developed to investigate the genotypic polymorphism of the
ABO locus in blood donor from northwestern region of Sao Paulo state, Brazil was used in
patients with dispeptic symptom and who were undergoing endoscopy, infected and non
infected by H. pvlori.

The effective protocol was based on 324 genomic DNA samples from blood
donors, amplified by PCR and analysed by restriction enzyme digestion in strategic sites to
define ABO alleles. By that procedure, fourteen genotypes were defined and all of them
were according to the serologic phenotypes.

The great variability was observed in the O blood group in which 6 different
genotypes were identified. Those results have reinforced the high polymorphism of ABO
locus and its effectiviness as a genetic marker.

The ABO, Lewis, secretor and non secretor phenotypes were analysed in a hundred
twenty patients with dyspeptic symptoms who underwent endoscopy. The differences

observed in ABO blood group phenotypes distribution among infected (61,7%) and non
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infected patients (38,3%) patients by H. pylori were significant. Among the infected
patients, 56,8% were from the O group and 27% from A group; whereas the non infected
patients, 24% from the O group and 58,7%, A group. Lewis, secretor and non secretor
phenotypes showed no significant differences among those analysed groups. Those results
suggest that susceptibilty to H. pylori infection might be by ABO blood group system but
not by Lewis, secretor and non secretor phenotypes.

Genotypic polymorphism of ABO locus analysis among infected patients showed
the following genotypic distribution: 0’0’ 32,4%; 0'0"" 13,5%; 0" 0" 8,1%; 0' 0’ 2,7%;
AA 6,7%; AO' 17,6%; AO" 2,7%; BO' 4,1%; BO'" 8,1%; AB 4,1%. On the other hand, non
infected patients showed this ditribution: 0’0" 8,7%; 0’0" 8,7%; 0”0 6,5%; AA

23.9%; A0’ 30,4%; AO" 2,2%; A’ 2,2%; BB 2,2%; BO' 8,7%; BO" 2,2%; AB 4,3%.

Those results showed significant differences on the prevalence of 0’0’ genotype among

infected patients when compared to A4 and AQ' genotypes of non infected. Whereas, the
susceptibility of O phenotype to infection might not depend on a particular genotype but
mostly by the O phenotype effect.

Different diagnostic approaches have been used to detect H. pylori; the PCR
amplification has showed high sensibility and specificity. That characteristic was observed
in this study as a diagnostic procedure to detect this pathogen. Among those analysed
patients, 61.7% (74/20) were infected and 38,3% (46/120) non infected. Those results
showed a high prevalence of the infection in adult patients and a relationship between the

infection and peptic ulcers.
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