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Resumo:

Os genes fucosiltransferase 2 e 3 (FUT2 e FUT3) regulam a expressao dos antigenos
ABH em secregbes corporais e também controlam o estado secretor do individuo. A
interacdo entre eles resulta na expressao dos fenoétipos eritrocitarios do sistema Lewis.
Os secretores positivos sdo fenotipados como Le(a-b+) e os secretores negativos, como
Le(a+b-). O objetivo desse trabalho foi verificar a concordancia entre a expressao dos
fendtipos Le(a+b-) e Le(a-b+) e o status secretor definido pela genotipagem FUT2.
Foram coletadas 70 amostras de sangue de individuos adultos, o DNA gendmico foi
extraido por um método salino, a genotipagem FUTZ2 foi realizada pelo método PCR-SSP
e para fenotipagem eritrocitaria foi utilizado o método gel centrifugagdo. Dos 70
individuos analisados 14,3% apresentaram o fenoétipo eritrocitario Le(a+b-), 61,4% o
fendtipo Le(a-b+) e 24,3%, o fendtipo Le(a-b-). Com base nos resultados da
genotipagem FUT2, 68,6% (48/70) foram classificados como secretores positivos (GG +
GA) e 31,4% (22/70), como secretores negativos (AA). Houve concordancia absoluta do

fendtipo Le(a+b-) com o status secretor negativo definido pela gendtipagem FUTZ2 (AA).



Por outro lado, ocorreu alto indice de discordancia (9,43%) entre o fenétipo Le(a-b+) e o
status secretor positivo definido pela genotipagem FUT2 (GG/GA). Os resultados
sugerem que a fenotipagem Lewis nao representa, isoladamente, um meio confiavel para
inferir o status secretor que um individuo expressa, o qual deve ser paralelamente
identificado com o uso de métodos moleculares.
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Introducao

O status secretor positivo ou negativo, controlado pelo gene FUT2 (19913.3), é apontado
como fator de risco para doencgas infecciosas (Lindesmith et al., 2003; Kindberg et al,
2006) e ndo infecciosas (Ronchetti et al., 2001; Chen et al., 2005). Esse marcador regula
a expressao dos antigenos do sistema ABO nos tratos gastrintestinal, respiratério e nas
secrecgoes.

A interacao entre os genes FUT2 e FUT3 (19p13.3) resulta na expressao dos fenbtipos
eritrocitarios do sistema Lewis. Os secretores positivos sao fenotipados como Le(a-b+) e
0s secretores negativos, como Le(a+b-). Essa relacdo ndo pode ser estabelecida apenas
com o fenétipo Le(a-b-) (Schenkel-Brinner, 2000).

Devido as facilidades técnicas e de obtencdo de amostras de sangue, a identificagao do
status secretor é inferida a partir dos fenétipos eritrocitarios Lewis, mas a concordancia
nem sempre é absoluta (Henry, 1996; Henry, 2001). O objetivo deste trabalho foi verificar
a discordancia entre o status secretor positivo e negativo inferido a partir dos fenétipos

eritrocitérios do sistema Lewis com aquele definido pela genotipagem FUT2.



Material e método

Selecao da casuistica

Foram selecionados 70 individuos nao relacionados, de ambos os sexos, oriundos da
regidao noroeste do Estado de Sao Paulo. Ap6s receberem explicacao detalhada sobre o
objetivo do estudo e o protocolo a ser empregado, 0s mesmos concordaram em assinar
o termo de consentimento livre e esclarecido. O estudo foi aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa da Instituicao (parecer 4657).

Coleta de sangue
Uma amostra de cinco mL de sangue total foi colhida em tubos a vacuo contendo EDTA
como anticoagulante. As amostras foram estocadas a 4° C por no maximo 24 horas

antes de serem realizadas as fenotipagens eritrocitarias dos sistemas ABO e Lewis.

Fenotipagem eritrocitaria ABO

A fenotipagem eritrocitaria do sistema ABO foi realizada pelo teste em tubos, com os
anti-soros comerciais anti-A, anti-B e anti-A,B para prova direta, e as hemacias-padrao
comerciais A; e B para a prova reversa (Fresenius-Kabi, Sao Paulo, Brasil).
Resumidamente, foram preparadas suspensdes de hemacias a 5% a partir de cada
amostra de sangue total coletada. Uma gota de cada anti-soro e uma gota da suspenséo
de hemécias de cada doador, a 5%, foram misturadas em tubos separados, na
fenotipagem reversa. Na fenotipagem direta, duas gotas do plasma sangliineo e uma
gota de cada heméacia-padrdao foram utilizadas. Os tubos foram centrifugados a 3.400
rom por 1 minuto e a leitura foi realizada com o uso de uma lupa. Os resutados foram

anotados de acordo com o score: 4+, 3+, 2+, 1+ e 0.

Fenotipagem eritrocitaria Lewis
Os fendtipos eritrocitarios Lewis foram identificados pelo método gel-centrifugagédo com o

uso dos anti-soros monoclonais anti-Le® e anti-Le® (Diamed Latino América, Lagoa



Santa, MG, Brasil). Os resultados foram anotados em graus de aglutinagdo, conforme
utilizado na fenotipagem eritrocitdria ABO e as instrucdes do fabricante foram

rigorosamente respeitadas.

Extragdo do DNA gendémico

O DNA gendmico foi extraido dos leucocitos do sangue periférico, conforme protocolo de
Miller e colaboradores (1988). Resumidamente, os leucécitos foram separados com o
uso de Ficoll-Paque, posteriormente lavados trés vezes em solugcdo salina tamponada
(PBS) e incubados a 37° C overnight com 20 yL de uma solucao de proteinase K a 10%.
O DNA foi precipitado em 2mL de NaCl a 6M, lavado trés vezes em 4&lcool etilico
absoluto e trés vezes em alcool etilico a 70%, seguido da dissolucdo em 300 uL agua

MilliQ e estocagem a -20 °C até o momento do uso.

Genotipagem FUT2

Os gendtipos FUT2 resultantes da substituicdo G428A e que definem o status secretor
positivo (GG e GA) e negativo (AA), foram identificados pelo método PCR-SSP,
conforme protocolo de Procter e colaboradores (1997). Duas reagdes de amplificagéo,
uma com o primer FUT2-G (Sense: 5-CGTACCCCTGCTCCTGG-3’) e outra, com o
primer FUT2-A (Sense: 5-CGGCTACCCCTGCTCCTA-3’), foram realizadas. Os primer
anti-sense (5-GGCTGCCTCTGGCTTAAAG-3) e os primers HGH-1 (Sense: 5'-
GCCTTCCCAACCATTCCCTT-3’) e HGH-2 (Sense: 5-TCACGGATTTCTGTTGTCTTTC-
3’), para controle interno, foram incluidos em ambas as reag¢des. Os primers FUT2-G e
FUT2-A amplificaram fragmentos de 519 e 520 pares de bases, respectivamente, e os
primers HGH-1 e HGH-2, fragmentos de 428 pares de base. Os amplificons foram
analisados em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio. A figura 1 mostra os

resultados da genotipagem FUT2.



Resultados

Os resultados observados encontram-se na tabela 1. As freqléncias dos fendtipos
eritrocitérios ABO dos 70 individuos analisados foram iguais a 38,6% para o grupo A,
15,7% para o grupo B, 4,3% para o grupo AB e 41,4% para o grupo O. Para o sistema
Lewis, 14,3% apresentaram o fenétipo eritrocitario Le(a+b-), 61,4% o fenétipo Le(a-b+) e
24,3%, o fenétipo Le(a-b-).

Com base nos resultados da genotipagem FUT2, 68,6% (48/70) dos 70 individuos
analisados foram classificados como secretores positivos (GG + GA) e 31,4% (22/70),
como secretores negativos (AA).

Todos os 10 individuos fenotipados como Le(a+b-) apresentaram concordancia absoluta
com o genétipo FUT2 (AA). Por outro lado, apenas 38 (88,4%) dos 43 individuos com
fendtipo Le(a-b+) foram concordantes com o genoétipo FUT2 (GG/GA). Desses cinco
individuos Le(a-b+) com gendtipo AA (secretores negativos), quatro pertenciam ao grupo
A e apenas 1, ao grupo O. O indice de discordancia entre o status secretor negativo
inferido da fenotipagem eritrocitaria Lewis e o status secretor definido pela genotipagem

FUT2 foi igual a 9,43%.

Discussao

O objetivo deste estudo foi verificar a ocorréncia de discrepancias entre o status secretor
positivo e negativo inferido a partir dos fenotipos eritrocitarios do sistema Lewis
comparado aquele definido pela genotipagem FUT2.

As bases bioquimicas e moleculares que fundamentam importancia do status secretor
como fator preditivo de risco para doencas infecciosas e nao infecciosas estao sendo
identificadas (Ronchetti et al., 2001; Lindesmith et al., 2003; Chen et al., 2005; Kindberg
et al, 2006). Paralelamente, a influéncia desse marcador genético na imunidade inata
qgue opera nos tratos gastrintestinal e respiratério estd se tornando clara (Lindén et al.,

2008).



Lamentavelmente, a identificacdo do status secretor positivo e negativo ainda é, na
maioria dos casos, baseada na fenotipagem eritrocitaria do sistema Lewis. Entretanto, a
concordancia entre essas duas caracteristicas nem sempre é absoluta pois a expressao
dos fenétipos eritrocitarios Lewis € influenciada por diferentes fatores (Henry, 1996).
Além da variabilidade nas interagdes entre os genes FUT2 e FUT3, a presenga dos
antigenos do sistema ABO nos tratos gastrintestinal, respiratorio, nas secrecdes e o
estado fisiologico dos individuos e as variagbes étnicas também afetam a expressao
fenotipos Lewis (Mourant et al., 1978; Henry & Samuelsson, 2000). O tipo de reagente
utiizado e o método de fenotipagem utilizado sao fatores adicionais que podem
comprometer a acurada fenotipagem eritrocitaria Lewis (Henry, 1996). Portanto, a
identificacao do status secretor a partir da fenotipagem eritrocitaria Lewis pode fornecer
resultados imprecisos com taxas de discordancia que atingem 20% dos casos em
individuos normais, até valores maiores na presencga de doencas.

As freqUiéncias gerais dos fendtipos eritrocitarios ABO e Lewis relatadas neste estudo
foram semelhantes aquelas previamente descritas no noroeste do Estado de Sdo Paulo
e indicam que a causistica é representativa da regidao (Mattos et al., 2001; Cintra &
Mattos, 2006).

A concordancia absoluta entre o status secretor negativo inferido do fenétipo eritrocitario
Le(a+b-) e aquele definido pela genotipagem FUT2 pode ser resultante da qualidade dos
anti-soros anti-Le® (Oriol, 1995). De fato, tem sido verificado que a afinidade e a avidez
dos anti-soros Lewis é varidvel mas que aqueles com especificidade Le® apresentam
melhor padrdo de reacdo em testes de aglutinagdo e menor risco de reagdes cruzadas
(Henry, 1996). Por outro lado, a discordancia entre o status secretor positivo das cinco
amostras fenotipadas como Le(a-b+), mas genotipadas como AA pode refletir o
comportamento variavel dos anti-soros anti-Le®. A estrutura dos antigenos Lewis resulta
da fucosilagdo do oligossacaridio precursor do tipo 1 (Gala1—3NAcGlc-R) pelas
fucosiltranferases codificadas pelos genes FUT2 e FUT3 (Schenkel-Brunner, 2000). A

fucosiltransferase Lewis adiciona uma molécula de fucose ao carbono 2 da NacGlu,



gerando o antigeno Le®* (Gala1—3[Fuca1—2]NAcGlc-R). A fucosiltransferase secretora
adiciona uma molécula de fucose ao carbono 2 da galactose terminal do oligossacaridio
precursor, dando origem ao antigeno H tipo 1 (Fucal—2Galoa1—3NAcGlc-R). A
fucosiltransferase Lewis adiciona outra molécula de fucose ao carbono 2 da NAcGic,
gerando o antigeno Le® (Fucol—2Galal—3[Fucal—2]NAcGlc-R). (Oriol et al, 1981).
Portanto, o antigeno Le® possui epitopos que podem estar presentes no antigeno Le®
bem como no H tipo 1, os quais podem reagir de forma cruzada com anticorpos anti-Le®
e anti-H (Oriol, 1995).

As semelhancas estruturais entre os antigenos Le? Le° e H tipo aliada & reatividade
variavel dos anti-soros Lewis sédo fatores que contribuem para a definicdo imprecisa dos
fendtipos eritrocitarios Lewis e do status secretor. As divergéncias resultantes podem ser
evitadas com 0 uso simultdneo de métodos sorolégicos e moleculares na definicado do

perfil antigénico que cada individuo expressa de acordo com os polimorfimos dos genes

FUT2 e FUT3 (Henry, 1996).

Conclusoées
A fenotipagem eritrocitaria Lewis isoladamente ndo constitui um procedimento configvel
para se inferir o status secretor que um individuo expressa, o qual deve ser

paralelamente identificado com o uso de métodos moleculares.
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Figural. M. Marcador de peso molecular de 100 pb. Individuo 01. Genétipo GG — No
primeiro pogo observa-se um fragmento de 519 pb (alelo G), no segundo pogo, 0
fragmento do alelo A de 520 pb ndo amplificou. Individuo 02. Genétipo AA — Somente o
fragmento de 519 pb amplificou (alelo A). Gendtipo GA — Os dois fragmentos
amplificaram (alelo G e alelo A). A banda de 428 pb do horménio de crescimento esta

presente em todas as amostras (controle interno).

500 pb >
400 pb > 300 pb >
200 pb >
100 pb >

Tabela 1. Frequéncias dos fenétipos eritrocitarios ABO e Lewis de acordo com o status

secretor positivo (GG + GA) e negativo (AA).
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Secretor positivo (GG + GA)  Secretor negativo (AA) Total
ABO N % N % N %
A 19 39,5 8 36,4 27 38,6
B 8 16,7 3 13,6 11 15,7
AB 1 2,1 2 9,1 3 4.3
@) 20 41,7 9 40,9 29 41,4
Lewis
Le(a+b-) 0 0,0 10 45,5 10 14,3
Le(a-b+) 38 79,2 5 22,7 43 61,4
Le(a-b-) 10 20,8 7 31,8 17 24,3
Total 48 68,6 22 31,4 70 100,0
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