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2. RESUMO

A principal hipotese para explicar o polimorfismo do sistema dos grupos sanguineos
ABH humana é a co-evolugdo com patdgenos. Através de modelagem matematica ja foi
demonstrado que patégenos bacterianos que utilizam os glicanos ABH de superficie como
receptores de adesdo favorecem os fenétipos A e B enquanto os patdgenos virais revestidos
por estes glicanos favorecem o fendtipo nulo O que possui anticorpos naturais anti-A e anti-
B. Limitacdes préaticas tém impedido demonstrar até o presente momento como a co-
evolucdo entre patdgenos e hospedeiro atua sobre os anticorpos naturais contra os glicanos
ABH. O presente trabalho demonstra pela primeira vez em uma grande populagéo de
doadores de sangue (N: 271.410) que a assimetria dos grupos sanguineos do sistema ABO e
seus respectivos anticorpos associados a reacdo cruzada do anti- Gala1-3Gal pode explicar
a frequéncia significativamente maior de infeccdo por HIV em doadores de sangue do
grupo sanguineo B. A reacdo cruzada anti-B causada pela maior capacidade de imuno-
reconhecimento do anticorpo anti- Galal-3Gal presente nos grupos sanguineos A e O
comparada ao encontrado no grupo B pode também justificar o predominio do alelo A

sobre o alelo B na maioria das popula¢des humanas.



3. ABSTRACT

Co evolution with pathogens is the principal hypothesis to explain the polymorphism of the
ABO blood group system. Mathematic models demonstrate that bacterial pathogens
exploring ABH surface glycans as attachment receptors impose selective pressure in favour
of A and B phenotypes while glycan covered viruses favor act in favour of the O phenotype
who’s serum contains natural occurring anti-A and anti-B antibodies. Natural antibodies
against ABH glycans acting in co evolution between hosts and pathogens has by practical
limitations not been demonstrated until present. The present study demonstrated for the first
time in a great population of blood donors (N: 271.410) that the asymmetry of ABO blood
group system antigens and antibodies in associated with cross reacting anti- Galal-3Gal
antibodies can explain the higher frequency of HIV infection in blood donors of group B
and also the higher frequency of the A allele compared to the B allele in most human

populations.
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4. INTRODUCAO

Associacdo entre grupos sanguineos e doencas, especialmente infecciosas é
observada e estudada hd muito tempo. Antigenos eritrocitarios sdo explorados como
receptores de adesdo ou camuflando os epitopos antigénicos expressos pelos patdégenos
(Rios e Branco, 2000). Existem claras evidéncias que o estado secretor e os sistemas ABO,
Lewis, P, Duffy, MNSs, Diego e li estdo associadas a infeccdo por agentes infecciosos
como E.coli, P.vivax, P.falciparum, Candida, H.pylori, V.cholerae, HIV, Parvovirus B19 e
Influenza virus (Moulds JM e Moulds JJ, 2000; Rios M e Bianco C, 2000; Anstee, 2010). A
maioria dos trabalhos publicados tem analisado o papel dos antigenos eritrocitarios como
receptores de adeséo para agentes infecciosos (ANEXO).

As evidéncias recentes que muitos patdogenos também exploram antigenos
eritrocitarios, camuflando epitopos antigénicos evadindo ao imunoreconhecimento do
hospedeiro, evidenciam também a importancia dos anticorpos naturais e dos anticorpos
produzidos sem contato prévio com patdgenos especialmente os anticorpos anti-A, anti-B e
anti-Galactosil-la1-3Galactose (Gagneux e Varki, 1999; Seymour e col, 2004; Varki,
2006).

Anticorpos contra a N-acetilgalactosamina (grupo sanguineo A), a D-galactose
(grupo sanguineo B) e a Galactosil-la1-3Galactose (Gala1-3Gal) sdo encontrados em todas
as populac@es. Estes anticorpos surgem nos primeiros meses de vida, principalmente pela
presenca de bactérias que expressam estes antigenos na flora do trato gastro-intestinal.
Todos os seres humanos tém anticorpos contra a Galal-3Gal porque o gene da Galal-
3Galactosiltransferase é funcionalmente deletado. As freqliiéncias dos alelos da N-

acetilgalactosamina e da D-galactose difere muito entre as popula¢bes. Em muitos seres
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humanos, ambos os genes séo funcionalmente deletados. A auséncia de um ou ambos dos
antigenos sempre resulta na producdo de um anticorpo correspondente, sem contato prévio
com sangue. Os anticorpos que reconhecem Galal-3Galactose, N-acetilgalactosamina e D-
galactose aparecem cedo na vida e sem exposicdo prévia a patdgenos e constituem a
principal barreira em alo e xeno transfusdo e transplantes.

Os antigenos que induzem a producdo desses anticorpos sdo glicanos (carboidratos)
sintetizados em epitélios e superficie celular por um grupo de glicosiltransferases
estreitamente aparentados evolutivamente e funcionalmente. S&o encontrados em
mamiferos, primatas do Velho Mundo, grandes primatas e seres humanos.

O sistema sanguineo ABH apresenta um polimorfismo molecular e genético
importante. O polimorfismo fenotipico também é observado entre populages humanas,
assim como entre tecidos em um mesmo individuo. Os glicanos ABH s&o sintetizados por
glicosiltranferases necessitando de moléculas precursoras especificas presentes em
superficies de célula e tecidos. O antigeno H (L-fucose) é a molécula precursora para da 3-
a-N  Acetilgalactosaminiltransferase que sintetiza o antigeno A e da 3-o-
Galactosiltransferas que sintetiza o antigeno B. O antigeno H ¢ sintetizado pela 2-o-
Fucosiltransferase (FUT1) que fixa uma fucose a galactose presente na cadeia de
carboidrato de tipo 2 encontrada em lipoproteinas na membrana dos eritrocitos. Um
segundo tipo de fucosiltransferase, a 2-a-L-Fucosiltransferase (FUT2) fixa fucose a
galactose presente na cadeia de carboidrato de tipo 2 encontrada em lipoproteinas na
membrana de outros tecidos e 6rgdos (fendtipo secretor). Individuos com o fenotipo
secretor expressam também os antigenos A e B sobre os epitélios e endotélios de diferentes

tecidos e 6rgaos.
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Individuos com auséncia de um gene funcional de glicosiltransferase expressam
apenas o antigeno H nas suas células sanguineas e seus tecidos, e constituem o grupo
sanguineo O. A auséncia de um antigeno A e/ ou B resulta na producdo do respectivo
anticorpo anti-A e/ ou anti-B. Individuos com delecdo funcional do gene FUT1 e FUT2 nédo
expressam o antigeno H e serdo fenotipicamente do grupo sanguineo O, j& que as
glicosiltransferases que sintetizam os antigenos A e B necessitam dessa molécula
precursora. O glicano H é também um antigeno potente e sua auséncia resulta na producéao
de anticorpos naturais anti-H nestes individuos (fenétipo Bombaim).

O sistema sanguineo ABH altamente polimorfo e antigénico ndao tem funcédo
bioldgica ou fisiolégica bem definida. Haldane sugeriu em 1949, que doencas infecciosas
favoreceram a evolucdo do polimorfismo bioquimico de moléculas expressas nas
membranas celulares e especialmente de antigenos de determinados grupos sanguineos
humanos. Sabemos agora que um grande numero de diferentes patdgenos bacterianos
explora os glicanos ABH expressos em epitélios humanos como receptores de adesao.
Muitos antigenos de outros grupos sanguineos sao explorados por outros patbgenos como
receptores para invasao e infec¢cdo (Reid ME e Yahalom, 2000; Rios M e Bianco C, 2000;
Cartron JP e Colin, 2001; Reid e Lomas-Francis, 2004). A auséncia de certos antigenos de
grupos sanguineos, tais como P¥, por exemplo, proporciona protecdo contra infeccdes tais
como HIV (Lund et al, 2009).

O polimorfismo intrigante e a resposta imune potente contra os glicanos ABH séo
pistas importantes para entender sua funcdo biologica. A principal hipdtese para explicar o
polimorfismo é a co-evolugdo e a corrida armamentista entre patdgenos e hospedeiros. Os
patdgenos evoluem explorando glicanos de superficie como receptores de adesdo e invasao.

Os patdgenos também exploram as enzimas de glicolizacdo presentes no aparelho de Golgi
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das células hospedeiras ocultando seus epitopos antigénicos com um verdadeiro “escudo de
glicano” escapando ao reconhecimento e a neutralizacdo imunoldgica. As populacdes
hospedeiras desenvolveram ao longo da evolugdo um polimorfismo de glicanos de
superficie para escapar do reconhecimento e da invasdo de patdégenos. O polimorfismo dos
glicanos também ¢é responsavel pela existéncia na populagdo hospedeira de potentes
anticorpos que reconhecem glicanos alo-antigénicos expressos no envelope viral (Haldane.
1949; Gagneux P e Varki A. 1999; Seymour e col. 2004; Varki A. 2006; Bishop e
Gagneux. 2007). Ha fortes argumentos ligando a “co-evolucdo hospedeiro-patogeno” a
conformacdo do polimorfismo da familia glicosiltransferase 6 (GT6) que sintetiza 0s
glicanos de ABH e Galal-3Gal (Haldane 1949; Greenwell 1997, Gagnaux e Varki 1999,
Yamamoto 2004, Varki 2006).

Foi demonstrado in vitro que as glicoproteinas antigénicas como gpl120 do virus
HIV-1 sdo recobertas pelos antigenos A, B ou H das células mononucleares infectadas.
Também foi demonstrado que o virus HIV é sensivel a inativacdo pelos alo-anticorpos
naturais presente em soros humanos normais (Neil e col, 2005). Ainda nédo foi estudado se
ha relacdo entre o sistema ABO e seus respectivos anticorpos e infeccdo por HIV-1 em
populacbes humanas. As evidéncias existentes levam a crer que a frequéncia de infeccdo
por RNA virus, como HIV deve ser diferente entre 0os grupos sanguineos do sistema ABO.

A co-evolucdo entre organismos unicelulares foi fundamental na evolucdo de
eucariotes. Bactérias endosimbioticas originaram organelas como mitocondrias e plastidios
(Margulis. 1971; Casadevall, 2008.). A co-evolugdo continua ocorrendo entre organismo
multicelulares, simbiontes e patdgenos, sendo definido como um processo de mudancas

genéticas e adaptativas reciprocas entre duas ou mais espécies, onde os efeitos da
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capacidade adaptativa das espécies envolvidas atuam em dire¢fes opostas (Woolhouse e
col. 2002).

Ha dificuldades praticas em demonstrar a co-evolugdo em acdo, especialmente
relativa a patégenos em seres humanos, como: a) as abordagens tradicionais séo
excessivamente limitadas; b) as escalas de tempo sdo demasiadamente longas (Woolhouse
e col. 2002); c) e ndo existem registros fdsseis, especialmente quanto a patgenos virais
(Bishop e Gagneux. 2007; Holmes. 2008; Casadevall. 2008).

O objetivo do presente trabalho foi analisar se existem evidéncias de co-evolugéo
entre HIV-1 e anticorpos contra os glicanos A e B em seres humanos. Nessa situagdo em
particular, enfrentamos um patogeno (HIV-1) que: a) reproduz de forma assexuada; b)
apresenta um tempo de replicacdo muito curto; ¢) tem uma elevada taxa de mutacdo, e um
hospedeiro humano que: d) reproduz de forma sexuada; e) tem um tempo de replicacédo
muito longo; f) apresenta uma taxa de mutagdo muito mais baixa. As abordagens
estatisticas tradicionais sdo, portanto, muito limitadas. As altas taxas de mutagdo do virus
podem gerar importantes mudancas biolégicas ndo percebidas estatisticamente, e o
hospedeiro tem um tempo de replicagdo demasiadamente longo, medido em dezenas a
centenas de geracOes, para ser percebido algum impacto estatistico. O virus HIV-1 infecta
adultos na maioria das vezes, desenvolvendo uma infeccdo cronica que ndo afeta a
capacidade reprodutiva e consequentemente ndo causara diferencas significativas na
fregliéncia de alelos.

Analisamos no presente trabalho a freqiéncia de HIV nos diferentes grupos
sanguineos do sistema ABO. Calculamos as “chances” (odds) a favor ¢ contra infec¢do por
HIV de acordo com o grupo sanguineo. Também foi calculada a freqtiéncia dos alelos ABO

nos individuos infectados e ndo infectados e a frequéncia esperada dos fenotipos ABO de
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acordo com a lei de Hardy-Weinberg. Estudamos uma grande populacdo de doadores de
sangue uma vez que todos os individuos sdo analisados quanto ao grupo sanguineo ABO,

anticorpos anti-A e anti-B e infecgdo por HIV.
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5. REVISAO BIBLIOGRAFICA.

5.1 Anticorpos de ocorréncia natural e espontanea.

Anticorpos naturais e de ocorréncia espontanea aparecem nos primeiros meses de
vida, sem contato prévio com patdgenos, e reagem com antigenos filogeneticamente
preservados, especialmente glicanos. Pertencem geralmente as classes de imunoglobulina
IgM e IgG e sdo ativadores eficientes do sistema de complemento litico (Casali e Schettino,
1996).

Os anticorpos mais reativos em seres humanos séo contra glicanos produzidos pela
familia de glicosiltransferase 6 (GT6), entre eles os antigenos do sistema sanguineo ABH, e
o antigeno Galal-3Gal. O antigeno A (N-acetilgalactosamina) é produzido pela a-3-N-
acetil-D-galactosaminiltransferase, o antigeno B (D-galactose) é produzido pela a-3-D-
galactosiltransferase ¢ o antigeno Galal-3Gal é produzido pela a-1,3-galactosiltransferase
(Turcot-Dubois ¢ col. 2008). Os genes da a-3-N-acetil-D-galactosaminiltransferase e da a-
3-D-galactosiltransferase sdo funcionais em seres humanos e grande macacos enquanto o
gene da a-1,3-galactosiltransferase foi funcionalmente deletado durante a evolugéo e
especiacdo catarrina ha 28 milhdes de anos, e portanto ndo é expresso em seres humanos,
grandes primatas e primatas do Velho Mundo. Anticorpos anti-Gala1-3Gal, anti-A e anti-B
sdo os ativadores mais potentes do sistema de complemento litico conhecidos em seres
humanos, e constituem a principal barreira em alo- e xeno-transfusdes e transplantes.

A auséncia dos antigenos Gala1-3Gal e ABH induz, desde cedo na vida, a sintese de
anticorpos através de contato com antigenos Galal1-3Gal, A e B presentes principalmente

em microorganismos nao-patogénicos do intestino. Cerca de 1% de IgG e até 5% de IgM
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dos anticorpos em seres humanos reagem com o antigeno Gala1-3Gal (Rother RP e Squinto
SP, 1996). A principal hipdtese para explicar a dele¢do funcional de «-1,3-
galactosiltransferase durante a especiacdo catarrina foi selecdo natural favorecida pelos
anticorpos anti- Galal-3Gal conferindo resisténcia a infecgdes por patégenos de outras
espécies que expressam Galol-3Gal (Galili e col 1988; Galili e col, 1989; Galili e Swanson
1991). Mutagdes e dele¢des funcionais dos genes da  a-3-N-acetil-D-
galactosaminyltransferase e da a-3-D-galactosiltransferase sdo responsaveis pelo
polimorfismo dos antigenos e dos anticorpos do sistema ABH em popula¢fes humanas.

A especificidade dos anticorpos anti-Gala1-3Gal encontrados em seres humanos
depende do grupo sanguineo ABO. Individuos dos grupos sanguineos A e O produzem
anticorpos anti-Gala1-3Gal com uma capacidade mais ampla de reconhecimento
antigénico, identificando e fixando ndo s6 o antigeno Galal-3Gal mas também o antigeno
B, enquanto que individuos dos grupos sanguineos AB e B produzem anticorpos anti-Gal
com uma capacidade de reconhecimento antigénico mais restrita, fixando apenas Galal -
3Gal. Essa diferenca deve-se a uma maior semelhancga antigénica entre os epitopos da
Galal-3Gal e da G-galactose (grupo sanguineo B) que da N-acetilgalactosamina (grupo
sanguineo A) (Galili e col. 1987). Individuos do grupo sanguineo A e O, terdo portanto
atividade anti-B de anticorpos anti-D-galactose especificos, e atividade anti-B pela reacdo
cruzada do anti-Galal-3Gal. Aparentemente, a maior parte da atividade anti-B encontrada
no grupo sanguineo A e O é causada pela reacdo cruzada dos anticorpos anti-Gala1-3Gal e
ndo pelos anticorpos anti-B especificos. E, portanto, possivel que a neutralizacio de
patogenos virais que expressam um “escudo de glicano” B seja mais eficiente em
hospedeiros do grupo sanguineo A e O que a neutralizacdo de patdgenos virais que

expressam um “escudo de glicano A”. Nossa hipotese é que patdgenos capazes de se
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camuflar com glicanos hospedeiros do sistema ABO, como o HIV, apresentam freqiiéncias
diferentes de infeccdo conforme o grupo sanguineo infectando provavelmente mais
individuos que expressam o antigeno B.

A barreira imunolodgica de primeira linha proporcionada pelos anticorpos naturais e
de ocorréncia espontanea neutraliza, especialmente patdgenos virais rapidamente,
prevenindo a invasao intracelular e disseminacgdo aos 6érgaos vitais (Ochsenbein e col. 1999;
Ochsenbein e Zinkernagel, 2000). Essa estratégia é tdo bem sucedida que anticorpos
produzidos por vacinas resultaram na erradicacdo da variola e sdo as principais ferramentas
para erradicar o sarampo e a poliomielite (Karlsson Hedenstam e col. 2008). Anticorpos
naturais e de ocorréncia espontanea funcionam como vacinas naturais e ja existia muito
antes da humanidade inventar as vacinas artificiais. Os humanos davam-se conta de que
poderia selecionar certos tracos de plantas e animais (selecao artificial), muito antes de
Darwin demonstrar que a natureza também seleciona.

A freqliéncia dos anticorpos anti-A e anti-B diferem entre populagfes humanas em
consequiéncia direta das diferentes freqiiéncias de alelos ABO. Todos 0s nativos da
Amazonia tém anticorpos anti-A e anti-B ja que pertencem exclusivamente ao grupo
sanguineo O. A predominancia de anticorpos anti-A e/ ou anti-B em outras populacfes
depende de qual grupo sanguineo ABO é dominante. O grupo sanguineo O é o mais
comum, e 0 grupo B menos comum na maioria das popula¢des humanas. Como o grupo B
apenas tem anticorpos anti-A, esse é o anticorpo anti-ABH menos freqliente em todo o
mundo.

A atividade imune dos anticorpos anti-A e anti-B diferem entre as populacfes
humanas e entre as faixas etarias. Os anticorpos anti-A e anti-B apresentam titulos mais

elevadas em populacdes do Laos do que em populacdes japonesas e tailandesas, por
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exemplo. Em populagGes japonesas, € observado um declinio nos titulos de anticorpos
desde 1986 (Mazda e col, 2007). PopulacGes africanas apresentam titulos mais elevados de
hemolisina anti-A e anti-B que populacdes caucasianas (Anyanwu e col, 2007).

Como os anticorpos anti-A e anti-B sdo a principal barreira na transfusdo de sangue,
testes sdo feitos de rotina nos bancos de sangue para identificacdo de antigenos ABO e

atividade de anticorpos anti-A e anti-B em doadores e receptores de sangue.

5.2 A familia glicosiltransferase 6 (GT6) e os antigenos de glicanos ABH

Karl Landsteiner, estudando o motivo pelo qual a transfuséo de sangue geralmente
causava reacOes graves e até mesmo letais, identificou em 1900 a presenca de aglutininas
nos soros de alguns individuos, que causaram a aglutinacdo de eritrocitos de outras pessoas.
Aglutininas sdo anticorpos anti-A e anti-B, que reconhecem os antigenos A e B presentes
na superficie dos eritrocitos. Landsteiner recebeu o Premio Nobel de 1930 pela descoberta
do primeiro sistema de antigenos eritrocitarios e por identificar o mecanismo imunolégico
da reacdo transfusional, dando inicio a era moderna de transfusdo de sangue e transplante
de oOrgéos.

Uma porcdo importante da biomassa na natureza é formada por carboidratos.
Carboidratos livres ou unidos por ligagdes covalentes sao chamados “glicanos”. Muitos
deles sdo encontrados na superficie das celulas, dos tecidos e em secrecfes (Bishop e
Gagneux, 2007). Os antigenos do sistema sanguinco ABH ¢ o antigeno Galal-3Gal séo
glicanos polimorfos produzidos por glicosiltransferases presentes nas membranas do
aparelho de Golgi e pertencem a familia evolutivamente conservada das glicosiltransferases

6 (GT6) (Koike e col, 2007; Turcot-Dubois e col, 2008). Ha evidéncias que o l6cus do
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grupo histolégico sanguineo ABH evoluiu sob selecdo positiva (Saitou e Yamamoto, 1997;
Stajich e Hahn 2005; Calafell e col. 2008).

O antigeno H (L-fucose) é a molécula precursora para os glicanos A e B. O gene
FUT1 (se) codifica a 2-a-Fucosiltransferase que sintetiza o antigeno H sobre as heméacias
(Larsen e col, 1990) (figura 1). Um segundo gene (FUT2, Se) codifica a 2-a-L-
Fucosiltransferase que sintetiza o antigeno H na superficie das células de outros 6rgéos e
tecidos (Kelly e col, 1995). Os genes FUT2 e FUT1 sdo homodlogos e situados no
cromossomo 19 banda g13.3 (19913.3) (Reguigne-Arnould e col, 1995). A delecéo
funcional de FUT1 e ou FUT2 resulta em deficiéncia ou auséncia do antigeno H sobre
eritrocitos e/ ou tecidos e, consequientemente, ha pouca ou nenhuma expressdo de antigenos
A e B (Reid e Lomas-Francis, 2004). A auséncia do antigeno H resulta na producdo de
anticorpos anti-H naturais.

O antigeno A (N-acetilgalactosamina) é sintetizado pela a-3-N-acetil-D-
galactosaminiltransferase e o antigeno B (D-galactose) ¢ produzido pela o-3-D-
galactosiltransferase. O grupo sangiineo O caracteriza-se pela auséncia de expressdo dos
genes de a-3-N-acetil-D-galactosaminiltransferase e a-3-D-galactosiltransferase, e seu
glicano imunogénico é a L-fucose (o antigeno H) (figura 1). Os trés alelos (A, B e O)
responsaveis pelo sistema ABO situam-se num Unico l6cus no cromossomo 9934.1-q34.2
(Ferguson-Smith, 1976). O gene ABO tem sete exons e seis introns distribuidos em 19.5
kbp de DNA (Yamamoto e col, 1990). Os alelos A e B diferem por sete substituices de
nucleotideos resultando em quatro mudancas de aminoacidos na proteina expressada. O
alelo A é o alelo ancestral em seres humanos e grandes macacos. Pelo menos trés mutacdes
independentes, levando ao aparecimento do alelo B a partir do alelo A ancestral ocorreram

em paralelo durante a evolucdo dos seres humanos, chimpanzeés, gorilas e babuinos (Saitou
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e Yamamoto, 1997). O alelo O origina-se de um alelo A que tenha qualquer mutagéo que
cause a perda funcional total da a-3-N-acetil-D-galactosaminiltransferase. O alelo O mais
comum surgiu de forma independente pelo menos em trés ocasifes durante a evolugédo
humana (Calafell e col, 2008) e resulta da delecdo do nucleotideo (G261) no exon 6. Mais
de cem outras variantes do alelo O foram descritos em todo o mundo, sendo a maioria delas
rara (Olsson e Chester, 2001).

O antigeno Galo1-3Gal esté presente na quase totalidade das espécies de mamiferos,
com excecdo dos seres humanos, chimpanzés, e macacos do Velho Mundo (primatas
catarrinos), 0 que explica a existéncia de anticorpos anti- Galal-3Gal nestas espécies. O
gene a-1,3-galactosiltransferase sofreu delecdo de expressédo durante a evolugédo catarrina
(Galili e Swanson, 1991; Gagneux e Varki, 1999). O pseudo gene ndo-funcional Galal-
3Gal esta situado no cromossomo humano 9934, préximo ao l6cus ABO (Saitou N e

Yamamoto F. 1997).
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Figura 1

Glicosiltransferases envolvidas na biossintese dos glicanos ABH.
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5.3 Patogenos virais e HIV-1

Os virus, como qualquer outro patdgeno intracelular obrigatdrio, evoluiram
mediante o custo de uma reducdo genémica extrema contendo apenas 0s genes essenciais
para sua replicacdo e evasdo imunoldgica (Casadevall, 2008). O principal mecanismo de
evasao resulta da ocultacdo dos epitopos antigénicos virais por um “escudo” de glicano
sintetizado pelas glicosiltransferases da célula nucleada infectada (Wendler e col. 1987,
Wei e col. 2003). Este “escudo de glicano” é uma eficiente camuflagem contra os

anticorpos do hospedeiro infectado.
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Os RNA virus constituem a classe mais comum de patdgenos virais em seres
humanos, e sdo caracterizados por uma elevada taxa de mutacdo que lhes d& a capacidade
de gerar rapidamente uma variagdo genética para evadir a imunidade do hospedeiro, tanto
inata como adaptativa (Holms. 2008).

HIV-1 e HIV-2 sdo agentes causais da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA) em seres humanos. HIV tem sua origem na Africa, e é estreitamente relacionada
aos virus da imunodeficiéncia simia (VISs) isolados em mais de 20 espécies de primatas
africanos. HIV-1 é mais relacionado ao VIScpz, encontrada em sub-espécies de chimpanzé
que habitam partes da Africa Central e Ocidental equatorial. HIV-2 é mais relacionado ao
VISsm encontrado com elevada prevaléncia em macacos sooty mangabey (Rambaud e col,
2004). A transmissdo de SIV desses primatas ao ser humano ocorreu muitas vezes,
provavelmente por abate, preparo e ingesta de carne de primatas (bushmeat).

HIV é um RNA-virus (Retroviridae) e pertence ao género dos lentivirus de primata.
O virus HIV consiste em um envoltério (envelope) composto de uma dupla camada de
lipidios, que expressa duas proteinas antigénicas importantes, gp120 e gp 41 (Gelderblom e
col. 1987). O nucleo viral é composto por duas sequéncias de RNA de fita Gnica que
expressam as proteinas antigénicas p6 e p7 (nucleocapsideo), p17 (matriz) e p24 (capsideo)
(Geleziunas e Green, 1999).

As formas de transmissdo mais comuns do HIV entre seres humanos séo a sexual e
a parenteral. Quando o HIV é transmitido sexualmente, o virion adere a células dendriticas
teciduais (Células de Langerhans) que, posteriormente, se fundem com linfécitos T CD4+,
migrando e drenando para os ganglios linfaticos, causando dissemina¢do hematogénica.

O virion de HIV necessita de receptores especificos de superficie a fim de aderir e

invadir uma célula hospedeira. O principal receptor de adesdo é CD4, expresso na
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superficie de sub-populagdes de linfécitos T. Os receptores das quimiocinas CRR5 e
CXCR4 atuam como co-receptores, permitindo a entrada do virus. Células que nao
expressam estes co-receptores sdo, consequientemente, resistentes a infeccdo por HIV. A
expressdo de CD4 e dos co-receptores de entrada viral determinam o tropismo celular e
tecidual do virus HIV. O co-receptor CRR5 é mais freqlientemente expresso em células
macrofagicas e o co-receptor CXCR4 nos linfocitos T. O virion de HIV expde o gp4l
depois da ligacdo, a fim de fundir-se com a membrana da célula hospedeira e internalizar-
se. No hospedeiro infectado podem ser encontrados cepas do virus HIV com tropismo para
diferentes co-receptores (Dragic e col, 1996; Berger e col, 1998). O antigeno do grupo
histolégico sanguineo humano P¥ também proporciona protecdo contra a infeccdo por HIV.
Células mononucleares de sangue periférico de pessoas deficientes em P*-, ao contrario, s&o
dez mil vezes mais susceptiveis a infeccdo por HIV-1 (Lund e col, 2009).

Os Unicos antigenos de envelope codificados pelo virus HIV séo as glicoproteinas
gp120 e gp4l que sdo geradas no aparelho de Golgi das células infectadas depois de
extensa glicolisacédo e clivagem proteolitica da glicoproteina precursora gp160 (Panthophlet
e Burton, 2006). As estruturas antigénicas reconhecidas pelos anticorpos encontram-se na
alca variavel 3, na gp120 (b12 e 2G12) e na gp41 (2F5 e 4E10) (Karlsson Hedenstam e col.
2008). O HIV-1 escapa a neutralizacdo de anticorpos escondendo estas estruturas
antigénicas sob um extenso “escudo de glicano” produzido pelas glicosiltransferases
presentes nas membranas do aparelho de Golgi das células hospedeiras. O virus HIV-1
expressa consequentemente os glicanos do hospedeiro anterior quando infecta um novo
hospedeiro (Bishop e Gagneux. 2007).

Como o HIV pode ser transmitido por meio de transfusfes de sangue, sdo realizados

testes sorologicos de rotina em todos os doadores de sangue.
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5.4 Co-evolugdo humana com o HIV: uma corrida armamentista entre o

reconhecimento e evasao imune.

A co-evolucdo entre organismos unicelulares foi fundamental na evolugdo dos
eucariocitos, e ainda esta em curso entre organismos multicelulares, simbiontes e patdgenos
(Margulis. 1971; Casadevall, 2008). E definida como um processo de mudanca genética
adaptativa reciproca em duas ou mais espécies onde os mecanismos adaptativos do
hospedeiro e patdgeno atuam em direces opostas (Woolhouse e col. 2002).

Os virus sdo patdgenos intracelulares obrigatdrios. Precisam invadir células
nucleadas a fim de replicar e escapar a inativagdo por anticorpos. Uma boa estratégia de
evasdo imune é fundamental para garantir o sucesso da replicacdo. Uma estratégia muita
bem sucedida para evadir do reconhecimento imune consiste em esconder os antigenos do
patégeno com um “escudo de glicano” do proprio hospedeiro, uma vez que os anticorpos
ndo reconhecem auto-antigenos (Wendler e col, 1987: Wei e col, 2003). A maioria dos
anticorpos naturais e de ocorréncia espontanea sdo ativadores eficientes do sistema de
complemento litico capaz de inativar patogenos virais, antes de invadirem células
nucleares. Anti-Galal-3Gal, anti-N-acetilgalactosamine e anti-D-galactose sdo o0s
anticorpos humanos mais comuns e mais potentes. As enzimas que sintetizam esses
glicanos estdo situadas nas membranas do aparelho de Golgi das células hospedeiras. As
glicoproteinas antigénicas gp120 e gp41 do virus HIV sdo geradas no aparelho de Golgi, e
posteriormente revistidas por um “escudo de glicano” fornecido pelas glicosiltransferases
do hospedeiro (figura 2). O virus, portanto, evade ao reconhecimento imune quando deixa

essa célula para invadir outra. (Panthophlet e Burton, 2006). A imunoevasdo resultante a
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extensa glicolizacdo do envelope viral associada a diversidade de subgrupos existente de

HIV é o problema central no desenvolvimento de uma vacina eficiente (Karlsson Hedestam

e col, 2008).

Figura 2

Glicolizagao do envoltorio (envelope) viral durante o transito no aperelho de Golgi.
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O polimorfismo das moléculas de superficie celular e tecidual exploradas por
patdgenos como receptores de adesdo e invasdo € uma importante estratégia do hospedeiro
de prevenir infeccdo. Essa estratégia pode ser observada em nivel intra e interindividual,
bem como entre espécies. O polimorfismo molecular de superficie é importante: a) entre

tecidos a nivel individual para proteger orgéos vitais de infeccdes sistémicas; b) dentro de
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uma populacdo ou espécie para evitar que um patdgeno infecte todos os membros; c) entre
espécies para evitar infecces cruzadas (Gagneux e Varki, 1999). Outra estratégia imune
hospedeira bem sucedida é neutralizar o patégeno antes de entrar nas células de 6rgédos
vitais (figura 3). Anticorpos naturais e de ocorréncia espontanea sdo importantes no
reconhecimento e neutralizacdo imune de primeira linha de patégenos, especialmente virus,
prevenindo invasao intracelular e disseminagdo aos 6rgdos vitais (Ochsenbein e col. 1999;

Ochsenbein e Zinkernagel, 2000).

Figura 3

Reconhecimento ou evasdo imunoldgico do virus coberto por glicano que infecta um novo hospedeiro.
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Essas duas estratégias podem operar simultaneamente em uma populacdo de

hospedeiros ou em toda a espécie. O patdgeno que evade a inativagdo imune pelo
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hospedeiro infectado incorporando uma molécula antigénica polimdrfica pode ser
reconhecido e neutralizado quando tenta invadir um novo hospedeiro cujos anticorpos
reconhecem esse antigeno.

Os glicanos de superficie dos hospedeiros sdo explorados por patdgenos como
receptores e/ ou como “escudos” para camufla-los. Como muitas das enzimas que
sintetizam esses glicanos agem conjuntamente e em sequéncia podem ser geradas
mudancas fenotipicas rapidamente por modificacbes pos-translacionais (Lowe e Marth,
2003; Bishop e Gagneux, 2007).

A co-evolucéo entre hospedeiro e patdgeno explorando o polimorfismo de glicanos

de superficie pode, portanto, explicar o polimorfismo ABO humano.

5.5 Teoria dos Jogos e co-evolugao.

A co-evolugdo é um processo que envolve duas ou mais espécies onde variacdes
reciprocas em fendtipos e gendtipos relevantes afetam a capacidade adaptativa das espécies
envolvidas. A fim de estudar a co-evolugdo é importante identificar: (i) as espécies
envolvidas; (ii) os fenotipos e genotipos relevantes; (iii) que variagcdes genéticas ocorrem, e
(iv) o desfecho a fim de avaliar efeitos sobre a capacidade adaptativa (Woolhouse e col,
2002).

A teoria dos jogos foi inventada por John von Neumann e Oskar Morgenstern para
estudar estratégias e desfechos em decisdes econdmicas humanas. A teoria dos jogos
analisa qualquer confronto de dois ou mais jogadores com duas ou mais estratégias onde o
desfecho de cada jogador depende das estratégias usadas. A teoria dos jogos demonstrou-se

ser mais aplicavel a biologia do que ao comportamento econdmico (Maynard Smith, 1982).
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A co-evolucdo entre hospedeiro e patdgeno é uma situacdo em que variagles
reciprocas em estratégias (fenotipos) afetam os desfechos (capacidade adaptativa). E,
portanto, um exemplo de um jogo evolucionario.

Em jogos evolutivos queremos saber se e como fendtipos (estratégias) afetam a
capacidade adaptativa a fim de compreender e explicar a dindmica da sele¢cdo. Como nédo ha
racionalidade nessa situacdo, usamos a freqliéncia das estratégias. Uma estratégia que
aumenta um desfecho favoravel aumenta capacidade adaptativa. Uma estratégia que
aumenta um desfecho desfavoravel diminui a capacidade adaptativa. A teoria de jogos
fornece, portanto uma ferramenta muito apropriada para analisar selegéo e evolucao.

Jogos podem ser representados e analisados sob forma de uma matriz (Webb, 2007).
A Figura 4 representa um jogo com dois jogadores e duas estratégias sob forma de matriz
permitindo a visualizacdo, a analise e a comparacdo simultanea das estratégias usadas e

seus respectivos desfechos.
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Figura 4

Matriz de jogos: Os desfechos para cada jogador conforme a estratégia (X ou Y) usada sdo

representados nos quadrados (a, b, ¢ e d).

Estratégia X

Jogador I:

Estratégia Y

Jogador II:

Estratégia X

Estratégia Y

Desfecho

Desfecho

jogador II jogador II
a b
Desfecho Desfecho
jogador | jogador |
Desfecho Desfecho
jogador II jogador Il
c d
Desfecho Desfecho
jogador | jogador |

Se ambos os jogadores usam a estratégia X, o desfecho serd a. Se ambos 0s
jogadores usam a estratégia Y, o desfecho seré d. Se o jogador | usa a estratégia X contra o
jogador Il que usa a estratégia Y, o desfecho sera b, e se o jogador | usa a estratégia Y

contra o jogador Il que usa a estratégia X, o desfecho sera ¢ (Nowak, 2006).

O desfecho (capacidade adaptativa) de cada uma das estratégias de cada jogador
pode agora ser analisado. Ha cinco combinacges possiveis (Weibull, 1995; Nowak, 2006):
a>ceb>d: Aestratégia X domina a estratégia Y. Pelo menos uma desigualdade

deve existir. Se um jogador tem uma estratégia dominante, ndo importa que estratégia o
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outro jogador usar, o desfecho da estratégia dominante sempre excederd ao desfecho da
estratégia dominada e a selecdo favorecera a estratégia dominante.

a<ceb<d: Aestratégia Y domina a estratégia X. Pelo menos uma desigualdade
deve existir. Se um jogador tiver uma estratégia dominante, ndo importa qual estratégia é
usada pelo outro jogador. Esse € um espelho da primeira situacdo. Em ambas as situacoes o
desfecho da estratégia dominante sempre excederd desfecho da estratégia dominada e a
selecdo favorecera a estratégia dominante.

a >ced>b: Ambas as estratégias sao bi-estaveis. Se um jogador usa a estratégia
X é melhor que o outro jogador use a estratégia X. Se um jogador usar a estratégia Y é
melhor que o outro jogador use a estratégia Y. Essa € uma situacdo de equilibrio instavel
onde o desfecho final depende da condicédo inicial, pois pode convergir apenas para a
estratégia X ou apenas para a estratégia Y.

a<ceb>d: Ambas as estratégias s@o estaveis e coexistem. A estratégia oposta é
sempre a melhor resposta para cada jogador. As duas populacdes de jogadores convergirdo
para um equilibrio estavel.

a=ceb=d: Ambas as estratégias sdo neutras. Ndo importa que estratégia cada
jogador use, o resultado desfecho sera sempre 0 mesmo para ambos. Ambas as estratégias

estdo em equilibrio para a dindmica de selecdo (Nowak,2006).

Uma estratégia estd em equilibrio de Nash quando nenhum dos dois jogadores
consegue melhorar seu desfecho mudando de estratégia. Um equilibrio rigido de Nash
existe quando qualquer mudanca de estratégia resulta em um desfecho pior (Weibull,

1995). A Figura 5 sera usada como ilustragéo.
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Figura 5
Os desfechos para cada jogador, segundo a estratégia deste e a estratégia do oponente (jogador I: a,

C, &, g; jogador II: b, d, f, h).

Jogador Il

Estratégia X Estratégia Y

Estratégia X

Jogador I:

Estratégia Y

Os desfechos para o jogador X sdo: a, c, e e g e para o jogador Y: b, d, f, e h.

Um equilibrio de Nash de estratégia pura existe se (Webb, 2007):

Jogador I:
a>eeb>dou;
e>aef> hou;
c>ged>bou;
g>ceh>f.
Jogador II:
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b>fea>cor;
f>bee> gor,
d>hec>aor;

h>deg>e.

N4o ha equilibrio de Nash de estratégia pura se:

Jogador I:

a<e ef<heg<ced< bou;

a>eeb<deg>cef>h.

Jogador II:

b<fee<geh<dec<aou;

b>fec>aeh>dee>g.

Maynard Smith e Price (1973) observaram, em jogos evolutivos, estratégias que
conseguem resistir a invasdo de estratégias alternativas e definiram-nas como estratégias
evolutivas estaveis (EEE). A definicdo de EEE apresenta similaridades com o equilibrio de
Nash no sentido de que, se todos, numa populacdo, estdo jogando uma estratégia de Nash
ou EEE, entdo nenhum individuo pode beneficiar-se ao mudar unilateralmente a sua

estratégia (Vincent e Brown, 2005).
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A teoria dos jogos permite analisar a dindmica de selecdo de diferentes estratégias
exploradas por espécies em co-evolugdo. Estratégias dominantes podem levar a uma
situacdo em que toda a populacdo consiste de membros com a estratégia dominante e,
consequentemente, a extingdo da estratégia dominada. Estratégias bi-estaveis dependem da
condicdo inicial e também podem levar a uma situacdo em que a populacdo toda consista de
membros com essa estratégia e, conseqiientemente, a extin¢cdo da estratégia dominada.
Estratégias que co-existem de maneira estavel, ou sdo neutras, ndo serdo extintas, mas
convergirdo a um equilibrio estavel (Nowak, 2006). A existéncia do equilibrio de Nash em
determinada situacdo de co-evolucdo identifica o par de estratégias que é o melhor naquele

momento. Esta situacdo configura uma estratégia evolutiva estavel (EEE).

5.6 Desfecho, frequéncia de alelos e a lei de Hardy-Weinberg.

A co-evolugdo é um jogo evolutivo, envolvendo duas ou mais espécies onde
variacdes reciprocas em fenOtipos e genotipos relevantes afetam mutuamente suas
capacidades adaptativas. Em evolucdo, os fenotipos sdo responsaveis pelas estratégias e a
capacidade adaptativa dependera do desfecho. Os genotipos sdo responsaveis pelos
fenotipos. A selecdo favorece o genotipo responsavel pelo fenotipo com o melhor desfecho.
A capacidade adaptativa pode ser estimada comparando genotipos e freqiiéncias de alelos
das diferentes estratégias conforme os respectivos desfechos. As chances de vencer, perder

ou acabar em empate sdo0 uma questdo chance.
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A anadlise de “chance” (odds) ¢ uma forma simples e pratica para estimar ocorréncia
de desfechos. Chance a favor de um desfecho é a razdo entre a probabilidade de ocorréncia
do desfecho (p) e a probabilidade de ndo ocorréncia (1-p), isto € p/ (1-p). A chance contra
um desfecho é a razdo entre a probabilidade de ndo ocorréncia do desfecho (1-p) e a
probabilidade do desfecho, isto é (1-p)/ p.

O presente estudo analisa a co-evolucdo entre duas espécies (jogadores): o virus
(HIV) e seres humanos (populacdo de doadores de sangue). As estratégias analisadas sao:
evasao imune pelo virus HIV e inativacdo imune pelo hospedeiro humano explorando
anticorpos naturais contra os glicanos antigénicos do sistema sanguineo ABH.

A estratégia viral consiste em evadir ao reconhecimento imune pelos anticorpos
anti-A e anti-B do hospedeiro. O virus camuflado por um “escudo de glicano” A tera mais
chance de escapar a inativacédo e infectar um hospedeiro que ndo tem nenhum anticorpo ou
apenas anticorpos anti-B e vice versa. O virus que porta um “escudo de glicano” A ou B
reconhecido pelos anticorpos anti-A ou anti-B por ocasido da invasdo de um novo
hospedeiro terd menos chance de escapar a inativacao e infectar. Por outro lado, o virus que
apresente um “escudo” de antigeno H (L-fucose) terd as maiores chances de escapar a
inativacdo e infectar uma vez que o anticorpo anti-H é extremamente raro na maioria das
populacbes. As “chances” de sucesso de cada estratégia de evasao podem ser calculadas
usando a frequéncia dos anticorpos anti-A e anti-B nas populacdes infectadas e nao-
infectadas de doadores de sangue.

A estratégia do hospedeiro consiste no reconhecimento e na inativacdo imunologica
proporcionada pelos anticorpos anti-A ou anti-B. Um hospedeiro com ambos os anticorpos
(anti-A e anti-B) reconhecera qualquer virus que porta um glicano A ou B. Um hospedeiro

com apenas um tipo de anticorpo, anti-A ou anti-B, reconhecera apenas virus camuflado
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pelo glicano contra qual tem anticorpo. As chances de sucesso de inativagdo ou ndo podem
ser calculadas usando a frequéncia de individuos infectados e ndo infectados de acordo com
0 grupo sanguineo ABO.

A frequiéncia de anticorpos anti-A e anti-B na populagéo infectada e ndo infectada
de doadores de sangue depende da freqiéncia de cada um dos grupos sanguineos ABO
nessas populagBes. Anticorpos anti-A sdo encontrados nos grupos sanguineos B e O.
Anticorpos anti-B sdo encontrados nos grupos sanguineos A e O. O grupo sanguineo O tem
anticorpos anti-A e anti-B, ambos, pois ndo expressa os glicanos A e B. Os grupos
sanguineos A e O contam também com a reacdo cruzada anti-B do anticorpo anti-Galal-
3Gal (Galili e col. 1987). O grupo sanguineo AB ndo tem anticorpos anti-A ou anti-B.

As “chances” a favor de infecgdo pelo virus HIV sdo calculadas dividindo a
freqiiéncia dos doadores infectados (p) pela freqliéncia de portadores ndo infectados (1-p).
Esse valor pode ser usado como medida de desfecho favoravel ao virus.

As “chances” contra infec¢do pelo HIV sédo calculadas dividindo a frequéncia de
doadores ndo infectados (1-p) pela freqtiéncia de doadores infectados (p). Este valor pode
ser usado como medida de desfecho favoravel ao doador.

O desfecho de cada estratégia de evasao é tambem uma medida direta da capacidade
adaptativa do virus uma vez que se reproduz de forma assexuada. O desfecho de cada
estratégia de inativacdo nas populacdes hospedeiras € uma medida indireta de capacidade
adaptativa ja que sua reproducdo € sexual. A verdadeira capacidade adaptativa do
hospedeiro € mais bem estimada calculando e analisando as fregtiéncias dos alelos A, B e O

na populacdo ndo infectada e na populacéo infectada.
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O método modificado de Bernstein (Vogel e Motulsky, 1986) pode ser usada para
calcular as freqliéncias dos alelos A, B e O nas populagbes de doadores infectados e ndo
infectados pelo HIV.

O numero de doadores observados em cada grupo sangiineo €: A; B; AB e O. O
namero total de doadores em cada grupo € n.

As frequéncias dos grupos sanguineos A, B, AB e O, segundo as frequéncias de
alelo de a, b e 0 em uma populacdo seguem a lei de Hardy-Weinberg (Vogel e Motulsky,

1986):

(a+b+0)*=a?+2ab + b’ + 2a0 + 2bo + 0%

O passo seguinte é calcular a frequiéncia provisoéria dos alelos a’, b’ e o’, pelo

método de Bernstein:
a’'=1-A+0)n
b’=1-NB+0)n
o’ =0/
As frequéncias de alelo corrigidas sao calculadas com o método melhorado de
Bernstein, que usa uma constante “D” para corrigir a frequéncia do alelo provisorio.

(Vogel e Motulsky, 1986):

D=1-(@ +b+0)
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a=a’(l +D/2)
b=>b'(1 +D/2)

0 =(o"+D/2)(1+D/2)

A frequiéncia de cada genétipo ABO pode entdo ser calculada: a> = A; 2a0 = AO; b?
= BB; 2bo = BO; 2ab = AB e 0° = O.

Os métodos manuais e bastante laboriosos descritos a cima vém sendo substituidos
pelo método da maxima verossimilhanca. Os calculos das freqliéncias alélicas e do
equilibrio de Hardy-Weinberg foram confirmadas usando os programas MAXLIK E

ARLEQUIN (Reed e Schull. 1968; Laval e Schneider. 2005).

5.7 Doadores de sangue: um modelo para o estudo da co-evolugéo entre hospedeiros e

patogenos.

Uma das dificuldades praticas para estudar a co-evolugdo em curso entre
hospedeiros humanos e patdgenos é a identificacdo das estratégias relevantes (fenotipos) e
seus respectivos desfechos.

Uma populacdo de doadores de sangue é ideal para essa finalidade. O sangue
coletado de cada doador é submetido a tipagem de grupo sanguineo ABO, pesquisa de
anticorpos anti-A e anti-B, e testes sorolégicos para identificar infecgdes potencialmente
transmissiveis por transfusdo. Todo o doador deve declarar que ndo tém qualquer doenca ou
problema clinico que possa ser prejudicial a ele ou ao paciente que receberd seu sangue.
Também responde a um questionario padrdo a fim de identificar potenciais fatores de risco

de infeccdo, tais como sexo sem protecdo, grande nimero de parceiros sexuais, uso de
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drogas injetadas, transfusdes de sangue, e evidéncia recente de infeccdo e febre. Todos 0s
doadores também sao testados para identificar anemia.

O grupo sanguineo ABO de cada doador € identificado por tipagem usando
anticorpos anti-A e anti-B, e confirmado pela prova reversa identificando presenga ou nédo
de anticorpos anti-A e anti-B no soro do doador usando um painel de hemécias que
expressam 0s antigenos A e B.

Todos os doadores de sangue também sdo testados para doengas infecciosas
potencialmente transmissiveis pelo sangue, como HIV. Os testes sdo muito sensiveis a fim
de minimizar o risco de resultados falso-negativos. Doadores de sangue com resultados
reagentes para HIV sdo testados novamente usando testes mais especificos como
imunofluorescéncia, Western blot ou PCR.

As frequiéncia dos diferentes fendtipos ABO e de individuos infectados por HIV em
uma populacdo de doadores de sangue apresentam um risco minimo de vies.

Uma populacdo de doadores de sangue é composta de uma populacéo negativa para
HIV e uma populacdo infectada com HIV cujos fendtipos ABO sdo conhecidos. As
freqliéncias dos grupos sanguineos ABO em cada grupo de doadores permite determinar a

freqliéncia de anticorpos anti-A e anti-B e calcular a freqiiéncia dos diferentes alelos ABO.
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6. OBJETIVO DO ESTUDO.

A fim de testar a hipdtese que a freqtiéncia de infeccdo por HIV deve ser diferente entre

0s grupos sanguineos do sistema ABO foram definidos os seguintes objetivos:

Principal:

Analisar a prevaléncia de infec¢do por HIV de acordo com o grupo sanguineo ABO.

Especificos:
| - Analisar a freqliéncia dos alelos ABO e o equilibrio de Hardy-Weinberg em individuos
infectados e ndo-infectados pelo HIV.

Il - Verificar dinamicas evolutivas exploradas pelo HIV e humanos.
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Abstract
The Env gp120 of HIV is covered during its transit through the Golgi apparatus with the

infected host cell’s ABH blood group glycans. First line immune neutralization by lythic
complement activating antibodies is important to prevent infections. The principal
hypothesis to explain the polymorphism of the highly antigenic human ABH histo-blood
group is co-evolution with pathogens. Mathematical modeling demonstrates that bacterial
pathogens exploring ABH surface glycans as attachment receptors favor the A and B
phenotypes while viruses shielded with these glycans favor the “null” O phenotype which
has natural anti-A and anti-B antibodies. The present report indicates that the asymmetry of
anti-A, anti-B and anti-Galal,3-Gal antibodies is associated with a higher proportion of
HIV infection in blood donors with the B phenotype. It also suggests that the dominant host
immune strategy is the “null” O phenotype counting simultaneously with both natural anti-
A and anti-B antibodies and the dominant pathogen strategy to infect the B phenotype
counting only with anti-A antibodies. The immune activity against the B glycan is superior
than against the A glycan in consequence of the anti-Galal,3-Gal antibodies present in the
A and O phenotypes that cross-react with the B glycan and can therefore also explain the
higher prevalence of the A allele over the B allele in the majority of populations.

Keywords: HIV, ABO blood group, antibodies, Co-evolution, polymorphism
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1. Introduction
Polymorphic blood group antigens expressed on surfaces of epithelia and cells
explored as attachment receptors by HIV are associated with resistance against infection

[1] Blackwell et al. 1991; [2] Ali et al. 2000; [3] Puissant et al. 2005; [4] Lund et al. 2008).

First-line immune recognition and neutralization of pathogens by natural and spontaneous

antibodies are also important in resistance against infection [5] (Ochsenbein et al. 1999).
Most of high-titer antibodies in humans recognize glycan antigens of the ABO histo-blood
group and Galactosyl-al-3Galactose (Galal-3Gal) which represents one percent of the total

IgG [6] (Galili et al. 1985). Antibodies against Gala1-3Gal are found in all humans, great

apes and monkeys of the old world while antibodies against, N-acetylgalactosamine (blood
group A) and D-galactose (blood group B), are present in a polymorphic manner. The
antigens that induce the production of these strong reacting antibodies are glycans
synthesized on epithelia and cell surfaces by related glycosyltransferases localized in the

Golgi apparatus [7] (Koike et al. 2007, [8] Turcot-Dubois et al. 2008). The lack of Gala.l-

3Gal and ABO antigens induce early in life biosynthesis of potent complement activating
neutralizing antibodies. The anti-Gala1-3Gal antibodies found in individuals of blood
groups A and O have a broader and cross-reacting antigen recognition capacity identifying
and binding also B antigens whereas AB and B type individuals produce anti- Galal-3Gal
antibodies with a more restricted antigen recognition capacity binding only to Gala1-3Gal

[13] (Galili et al. 1987).

The glycosylation patterns in HIV Env are defined during passage through the Golgi

apparatus [28] (Zhang et al. 2004) and are responsible for the immunevasion of the virus

(Karlsson Hedenstam e col. 2008). The ABO glycosyltransferases present in HIV infected

cells add ABO blood group glycans to gp120 [29] (Neil et al. 2005). Anti ABO blood
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group antibodies present in normal human sera are able to neutralize ABO expressing RNA

viruses as HIV [30] (Arendrup et al. 1991, [29] Neil et al. 2005) and measles virus

[31](Preece et al. 2002) in a complement-dependent manner. The successful virus strategy

to avoid host immune recognition hiding the viral envelope with host glycans would
theoretically be lost when invading a new host without this glycan profile who would have
antibodies against the virus. Modeling the evolution of ABH polymorphism by two
different types of pathogen strategies acting simultaneously: (i) bacterial pathogens
exploring surface glycans as receptors; and (ii) intracellular viruses exploring the hosts
ABO glycan profile to evade the action of natural anti-ABH antibodies explains both
selection in favor of rare ABO alleles and the frequency distribution of the ABO phenotypes

[21] (Seymour et al. 2004).

Our hypothesis is that the frequency of infection by HIV is expected to be different
between ABO phenotypes. The aim of the present study was to analyze the frequency of
HIV infection and odds to be infected in a sample of blood donors according to the ABO
blood group antigen and antibody profile. Blood donors are ideal for this purpose as all
donors are routinely submitted to ABO blood group, antibody typing and laboratory tests to
detect infection by HIV.

2. Methods

We analyzed all blood-donors attended between January 1994 and October 2010 at
the Blood Bank of Hospital de Clinicas of Porto Alegre, a 700-bed teaching hospital
located in southern Brazil. The hospital attends patients and blood donors from the state of
Rio Grande do Sul (present population: 10 500 000 inhabitants). All candidates to donate
blood were submitted to a clinical evaluation excluding individuals with higher risk of

sexual transmitted diseases, drug consumption, anemia, infection, fever or chronic diseases.
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Blood donors having two positive different ELISA antibody tests and one positive Western
Blot test or one positive immune fluorescent test for HIV-1 or 2 were considered infected.
The ABO-blood-group of each donor was identified by direct-test on slides and in tube
using donor red blood cells and anti-A and anti-B antibodies and confirmed testing anti-A
and anti-B antibodies in the blood donors serum using A and B reagent cells.

Comparisons among blood group donors were done using Kruskall ~Wallis for age,
and «? for categorical variables. Odds ratio (OR) of HIV infection and respective 95%
confidence interval (CI) for blood groups were also estimated. Statistical analyzes were
performed using the commercial program SPSS v. 15. The frequencies of ABO alleles were
calculated by maximum likelihood estimation (Reed and Schull, 1968). Frequencies of
blood groups were calculated for the total, HIV negative and HIV positive samples of
donors. Probability (p) of infection according to ABO blood group was calculated dividing
the number of infected donors by the total number of donors. Probability to not be infected

was calculated by 1-p. The odds of infection was calculated by p/(1-p) and against infection

by (1-p)/p.

3. Results

The total number of blood donors during this period was 271,410 of which 271,021
were not HIV infected and 389 (0.143%) were infected with HIV (males: 279; females:
110; mean age: 32,6 years. There were no differences in age and gender among the ABO
blood groups. The highest frequency of HIV-infected donors was observed in blood group

B (0.206 %), followed by A (0.138%), O (0.137%) and AB (0.113%). As shown in Table 1,

59



the odds to find a HIV-infected blood donor was highest in blood group B (0,00206) and

consequently to not find a HIV-infected donor was also lowest in this blood group (485,2).

Table 1

The frequency of HIV was different between the blood groups (3% p= 0,041). The overall
chi-square statistic for a contingency table can always be partitioned into as many components as
the table has degrees of freedom (Everitt, 1992). In the present investigation we compared (HIV(+)
prevalences between blood group B and non-B, between AB and non-AB, and between O and A
(Table 2). A higher frequency of HIV infection was observed in blood donors of blood group B
compared with non-B blood groups (Fisher’s Exact Test: p= 0,006; Odds Ratio of HIV+ for B
individuals when compared to non-B: 1.506; 95% Confidence Interval: 1.130 — 2.008. If, as a
further precaution, the p-values are multiplied by 3 to allow for multiple comparisons (Bonferroni
correction), and in this case totally ignoring prior knowledge, p is 0.018, which still supports the
conclusion of excess of B HIV(+) individuals among B persons at a statistical significant level

(Table 2).

Table 2

Immune evasion and recognition are important in co-evolution between pathogens
and host populations. The simultaneous analysis of odds in favor or against to find an HIV
infected donor according relevant phenotypes estimates expected outcomes and
consequently success of the adopted immune strategies. An odds matrix (using the values
previously presented in table 1) was constructed to analyze the outcomes for the HIV (odds
of infected) and donors (odds of not infected) according to donor blood group: B (anti-A),

A (anti-B), O (anti-A and anti-B) and AB (no anti-A or anti-B).
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Table 3

According to game theory, the HIV strategy with best outcome was invading hosts
of blood group B and the donor strategy with best outcome of not be infected was

belonging to a non-B blood group [36] (Nowak. 2006).

Discussion

The infection frequency by the HIV according to antigens and antibodies against the
polymorphic ABH histo-blood group was analyzed in a sample of 271.021 blood donors.
The highest proportion of individuals infected with HIV was observed in blood group B,
which have only anti-A antibodies and the lowest proportion was observed in blood group
O and A where anti-B and cross reacting anti-Gal1,3-Gal antibodies are present but
surprising also in blood group AB where anti-A and anti-B antibodies are absent. This in
part can be explained by the fact that we studied clinically asymptomatic blood donors
where the diagnosis of HIV infection was done after blood donation. Some other infectious
diseases, as Chagas disease and dengue fever have a more aggressive and symptomatic

curse in individuals with blood group AB [37] Teixeira et al, 1987 [38] Kalayanarooj et al.

2007. Infection by HTLV1 is also observed to be more frequent in blood group AB [39]

(Ayatollahi et al, 2008). A higher proportion HIV infected individuals of blood group AB
could therefore be symptomatic earlier and consequently exclude them to donate blood. A
second possibility may be that the simultaneously expression of A and B glycans on
epithelia reduce receptor recognition or attachment.

Blood group B donors with only anti-A antibodies had the lowest odds against

infection by HIV (473,4), which can be explained by the superiority of the anti-B activity in
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hosts with anti-B antibodies [13] (Galili et al. 1987). The anti-B activity of cross reacting

natural anti-Galal,3-Gal antibodies present in blood groups A and O is fourfold the activity
of the specific anti-B antibodies. Anti-Galal-3Gal antibodies present in blood group B do
not cross react with the A antigen. Specific anti-A antibodies bind weaker A antigens than
specific anti-B antibodies bind B antigens because of the greater antigenic heterogeneity of

blood group A [40] (Hurflejt et al. 2009). This superior anti-B activity may also explain

why the ABO*B allele is less frequent than the ABO*A allele in most populations.
Antibodies against the ABH glycans and the related Galal1-3Gal appear early in life,
without previous exposure to pathogens. These antibodies are the most potent activators of
the lythic complement system in humans and the principal barrier in alo- and xeno-
transfusion and transplantation. Host antibodies recognize and neutralize viral pathogens
expressing non-self antigens preventing intracellular invasion and dissemination to vital

organs [5] (Ochsenbein et al. 1999). This is an important innate immune-strategy as it is

independent of a previous exposure to pathogens. The HIV strategy using the infected
host’s glycan profile to evade immune recognition and neutralization is so successful that
100 % of infected individuals develop a chronic and potential lethal disease. It is also the

principal obstacle to produce an efficient vaccine against HIV [42] (Karlsson-Hedenstam et

al. 2008). The immune barrier constituted by pre existing anti-glycan antibodies is therefore
important to prevent infections that the host is unable to recover from.

The odds to succeed infecting a new host is influenced by the glycan profile
expressed on the viral envelope and the host’s repertoire of anti-glycan antibodies. The
antibody asymmetry of a host population will consequently result in a transmission

asymmetry.
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The more restricted antigen recognition capacity of anti-Gala1-3Gal found in blood
group AB and B and the weaker antigenic binding capacity of anti-A antibodies [40]

(Hurflejt et al. 2009) can contribute to the higher frequency of HIV infection in blood group

B blood donors. The anti-B activity of cross-reacting natural anti-Gala1-3Gal antibodies
present in blood group A and O and the weaker binding capacity of natural anti-A
antibodies may explain why the ABO*B allele is less frequent than the ABO*A allele in
most populations. The asymmetry of natural antibodies against ABH glycans and the
consequent transmission asymmetry of pathogens expressing them can potentially affect the
dynamic of viral epidemics according the frequency of the ABO phenotypes in a

population.
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Table 1

Number and frequency of blood donors and probability and odds of and against HIV
infection according to ABO blood group (January 1994 to October 2010)

All donors HIV-Negative HIV-positive Probality Odds
Not Not
N frequency N frequency N frequency Infected infected Infected infected
A 106757 0,39334 106610 0,39336 147 0,37789 0,00138 0,99862 0,00138 725,2
AB 8855 0,03263 8845 0,03264 10 0,02571 0,00113 0,99887 0,00113 884,5
B 26255 0,09674 26201 0,09668 54 0,13882 0,00206 0,99794  0,00206 485,2
O 129543 0,47730 129365 0,47732 178 0,45758 0,00137 0,99863 0,00138 726,8
271410 1,00000 271021 1,00000 389 1,00000 0,00143 0,99857 0,00144 696,7
Table 2
Association between HIV infection and blood groups: partition of the overall ¥ test
Comparison ¥ DF p Corrected (Bonferroni) p value
Overall (A vs AB vs O vs B) 8.257 3 0,041
B vs Non-B 7.895 1 0,006 0.016
AB vs Non-AB 0.591 1 0,442 1.000
Ovs A 0.0004 1 0,985 1.000
Table 3

Odds of HIV infection (superior right corner in each square) (B"Y >A™ = > O"V> AB™)
and odds against HIV infection (inferior left corner in each square) (AB*™" > Q%" >
A" > BN according to blood groups

BHIV AHIV OHIV ABHIV
0.00206 0.00138 0.00138 0.00113
BT | 4852 485.2 485.2 485.2
0.00206 0.00138 0.00138 0,00113
A% | 705 5 7252 725,2 725,2
0.00206 0.00138 0.00138 0,00113
odoner | 7068 726,8 726,8 726.8
0.00206 0.00138 0.00138 0,00113
ABY®™" | g4 5 884,5 884,5 884,5
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9. CONSIDERACOES GERAIS

Foram analisados todos doadores e sangue (N= 271.410) atendidos entre Janeiro de
1994 a Outubro de 2010 no Servico e Hemoterapia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
quanto infeccdo por HIV e grupo sanguineo ABO. A freqiiéncia de doadores infectados por
HIV difere entre os grupos sanguineos do sistema ABO sendo maior no grupo B (Fisher’s Exact
Test: p= 0,006; Odds Ratio para B/ ndo-B: 0,664; IC 95%: 0,498-0,885). A atividade anti-B
adicional causada pela reacdo cruzada de anticorpos anti-Galal,3-Gal presentes nos grupos
sanguineos A e O, associada & menor capacidade de ligacdo do anticorpo anti-A pode contribuir
para este achado. A baixa frequéncia de doadores infectados do grupo AB que ndo possuem
anticorpos anti-A e anti-B pode ser explicado por exclusdo maior na triagem uma vez que foi
observada uma evolucdo mais agressiva e sintomatica de outras doencas infecciosas, como doenca
de Chagas, HTLV1/2 e Dengue hemorragica neste grupo sanguineo. A expressao dos glicanos A e
B simultaneamente em superficies epiteliais podem teoricamente dificultar a adesdo do virus a
receptores celulares. O presente trabalho ndo permite verificar estas possibilidades.

O presente trabalho demonstra pela primeira vez que o polimorfismo dos glicanos
antigénicos do sistema sanguineo ABH humanos e seus respectivos anticorpos influenciam
na resisténcia a infecgdo pelo HIVV em uma populacdo humana. O polimorfismo ABO pode
potencialmente afetar a dinamica de epidemias virais de acordo com a frequéncia de
fenotipos ABO na populacdo, gerando uma assimetria de transmissdao que pode ter

conseqiiéncia no planejamento de estratégias de prevengdo, vacinagdo isolamento

preventivo e até de quarentenas durante epidemias.
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10. ANEXO
Risco de infeccéo e os sistemas de grupos sanguineos ABO, Lewis e estado

secretor.

(trabalho de reviséo)

Tor Gunnar Hugo Onsten

INTRODUCAO

A associacdo entre grupos sanguineos como ABO, Lewis, Duffy e estado secretor
(Se/se), com doencas infecciosas vem sendo observada ha quase um século. Os grupos
sanguineos dos sistemas ABO(H), Lewis e Se/se se caracterizam pelo polimorfismo de
glicanos sintetizados pela familia das glicosiltransferases 6 (GT6) expressos na superficie
de hemacias, tecidos e epitélios. Estd comprovado que bactérias, parasitas e virus utilizam
glicanos especificos destes grupos como receptores de adesdo e invasdo. Certos grupos
sanguineos estdo associados a risco maior de infeccdo por determinados patdgenos
enquanto outros podem conferir resisténcia a infeccdo. Também estd comprovado que
muitos patdgenos, especialmente os intracelulares, utilizam o perfil dos glicanos do
hospedeiro infectado a fim de cobrir epitopos antigénicos e por consequéncia evadir ao
imunoreconhecimento e a neutralizagdo por anticorpos.

A presente revisdo teve por objetivo analisar os artigos publicados na PubMed sobre
infeccdo e grupo sanguineo ABO. Pelo grande numero de publicacdes encontradas e

analisadas, apresenta-se a revisdo sob forma de um anexo a presente tese.
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MATERIAL E METODO

Foi realizada uma pesquisa bibliografica sistemética na PubMed usando as palavras
chaves “infec¢do”, “grupo sanguineo” ¢ “ABO”. Selecionamos os artigos que de forma
objetiva analisaram a relacdo entre infeccdo e o sistema ABO. Os artigos foram
classificados conforme: tipo de artigo (observacao clinica, trabalho experimental, artigo de
revisdo e trabalho teorico), tipo de infecgdo, patdgeno estudado, topografia das infecces,
existéncia ou ndo de associacao entre infec¢do e grupo sanguineo, tipo de associacao (risco
ou protecdo contra a infeccdo). Os artigos estdo enumerados em ordem cronoldgica

(Referéncias bibliogréficas).
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RESULTADOS

Foram encontrados 532 artigos publicados entre 1960 e outubro de 2010, sendo
selecionados 236 artigos que de forma objetiva analisaram a relagdo entre infeccdo e o
sistema ABO. Como muitos artigos também estudaram estado secretor e sistema Lewis,
optamos por inclui-los na presente revisdo. A maioria dos trabalhos publicados é de
observacdes clinicas (80,1%), seguido de trabalhos experimentais e tedricos (20%

respectivamente) e de reviséo (7%) (tabela 1).

Tabela 1.
Artigos que analisam a relacéo entre o sistema ABO e infec¢do conforme o tipo de artigo (observacéo clinica,
trabalho experimental, artigo de revisdo ou teorico).

N % Referéncias

Observacio clinica 189 80,1 2,5,7,8,9,10,11,13,14,18,20,22,23,25,26,27,29,30,32,35,38,39,40,
41,42 ,43,46,47,49,50,51,52,54,55,57,58,59,61,62,63,64,65,66,67,
68,69,70,72,73,74,76,79,80,81,82,83,84,85,86,87,88,89,90,91,93,
94,95,96,97,98,99,100,101,102,103,104,105,106,107,108,109,111,
112,114,115,117,118,119,120,121,122,123,126,127,128,129,130,
131,132,133,134,135,136,137,138,139,140,141,142,143 145,146,
147,148,149,150,151,152,153,154,155,156,157,158,159,160,161,
162,163,164,165,166,168,169,170,171,172,173,175,176,178,179,
180,181,182,185,186,187,188,189,190,191,192,193,194,195,196,
197,198,200,201,202,205,206,207,209,210,211,212,214,215,217,
218,219,220,221,222,223,224,225,226,227,228,229,230,231,232,

233,235
Experimental 20 8,5 17,28,34,36,44,48,53,56,71,78,110,113,116,125,177,183,184,213,
216,236
Revisio 7 3,0 77,124,174,199,203,204,208
Tebrico 20 8,5 1,3,4,6,12,15,16,19,21,24,31,33,37,45,60,75,92,144,167,234

Total 236 100,0

Na tabela 2 foram classificados os artigos conforme tipo de patdgeno (bactéria,
virus, parasita, fungo, virus e fungo) analisado. A maioria dos trabalhos analisou patégenos

bacterianos (111/236), seguidos de virus (43/236), parasitas (34/236) e fungos (15/236).
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Trinta e um artigos analisaram a relagéo entre o sistema ABO e infec¢cdo sem considerar um

patdgeno em particular.

Tabela 2.

Artigos que analisam a relacdo entre o sistema ABO e infec¢cdo conforme o tipo de patogeno.
Tipo de patdgeno N %

Bactérias 111 47

Virus 43 18,2

Parasitas 34 145

Fungos 15 6,4

Virus e Bactéria 2 0,8

ndo especificado 31 13,1

Total 236 100

Na tabela 3 foram classificados os artigos conforme o sistema infectado (digestivo,
sangue, urinario, genital, respiratdrio, pele e sistema nervoso central (SNC)). Em quarenta
artigos ndo foi analisado um sistema especifico. Artigos sobre infecgdes do sistema
digestivo foram os mais freqlientes (75/236). Infec¢des envolvendo o sistema sanguineo
foram analisadas em 46/236 dos artigos seguidas por infeccbes do sistema urinario

(29/236), genital e respiratorio (15/236 respectivamente).

Tabela 3.

Artigos que analisam a relacéo entre o sistema ABO e infeccéo conforme o sistema infectado
Sistema N %
Digestivo 75 31,8
Sangue 46 19,9
N&o especificado 40 16,9
Urinario 29 12,3
Genital 15 6,4
Respiratério 15 6,4
Pele 10 4,2
SNC 5 2,1
Total 236 100
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Na tabela 4 foram classificados os artigos conforme tipo (observacdo clinica,
experimental, revisdo e teorico) e achados ou evidencias de associacdo (ndo, sim) entre o
grupo sanguineo estudado com infeccdo. A maioria dos artigos (173/236) encontrou
associacdo entre o sistema ABO e infeccdo. A frequéncia maior de artigos apontando para a
existéncia de relacdo foram os artigos de revisdo, tedricos e experimentais, sugerindo um
viés de publicacdo de achados a favor de associacdo. A freqliéncia de artigos clinicos
demonstrando associacdo entre infec¢do e grupos sanguineos s@o menores, mas mesmo

assim ela foi observada na maioria deles (130/189).

Tabela 4.

Artigos classificados conforme tipo e existéncia de evidéncias ou ndo de associagdo entre 0 grrupos sanguineo
estudado e infec¢éo.

Associacdo com infeccdo

Tipo artigo Né&o Sim Total
Observagdo clinica 59 130 189
Experimental 2 18 20
Revisdo 0 7 7
Teorico 1 19 20
Total 62 174 236

(Pearson Chi-Square: 12,287; df: 3; p = 0,006)

Na tabela 5 foram classificados os artigos conforme o patégeno  estudado. @)
patdogeno mais estudado foi H.pylori (19,9% dos artigos) seguidos de malaria (8,9%),
Norovirus (5,5%), E.coli (4,7%) e N.gonorreae (4,2%). Dos oito artigos analisando HIV:
trés analisaram relacdo com fendtipo secretor e sistema Lewis; um co-infeccdo com
H.pylori; dois glicolizacdo do envelope viral envolvendo antigenos ABO e um 0 grupo

sanguineo ABO em 480 doadores de sangue (100,155,165,182,183,197,198,236).
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Tabela 5.
Artigos que analisam a relacéo entre o sistema ABO e infec¢do quanto ao patdgeno estudado.

Patogeno N % Patogeno N %

H.pylori 47 19,9 Stafilococos 2 0,8
Maléria 21 8,9 Adenovirus 1 0,4
|0] 20 8,5 Campylobacter jejuni 1 0,4
ndo especificados 16 6,8 Chikunguya virus 1 0,4
Norovirus 13 55 Coccidioides immitis 1 0,4
E.coli 11 4,7 Coronavirus 1 0,4
N.gonorrheae 10 4,2 Dengue 1 0,4
Influenza 8 3,4 Diphylobotum 1 0,4
HIV 8 3,4 Enterobacteraceas 1 0,4
Influenza 8 3,4 Epstein-Barr-Virus 1 0,4
Dermatophytos 5 2,1 H.influenza 1 0,4
Candida 4 1,7 Hematoparasitas 1 0,4
Hepatite C 4 1,7 Hepatites 1 0,4
N.meningitidis 4 1,7 HTLV 1 0,4
Filaria 3 1,3 Lepra 1 0,4
Schistosomiasis 3 1,3 Leptospira agglutinins 1 0,4
Streptococos 3 1,3 Mycetoma 1 0,4
V.cholerae 3 1,3 Mycobacterium tuberculosis 1 0,4
F Tifoide 2 0,8 Onchocerca volvulus 1 0,4
Giardia 2 0,8 Rubeola 1 0,4
Helminthiasis 2 0,8 Sifilis 1 0,4
Hepatite B 2 0,8 Syncytial virus SIDS 1 0,4
Pseudomonas aeruginosa 2 0,8 Outros 28 11,9
Total 236 100

A seguir sdo analisados os 189 artigos clinicos conforme presenca ou nao de
evidencias de associacdo entre infeccdo e grupos sanguineo (Tabela 6). Em 130 artigos

(68,8%) foi encontrada associacdo entre algum grupo sanguineo e infeccédo
(2,5,7,8,9,10,11,13,14,18,20,22,23,25,26,27,29,30,32,35,38,40,41,42,43,46,47,49,50,51,52,54,55,57,61,62,63,
65,66,67,72,73,76,79,80,81,82,83,86,87,88,89,90,91,96,97,100,101,102,105,106,107,109,114,115,117,120,12
1,122,123,126,131,132,133,134,135,141,142,143,145,148,149,150,153,154,155,156,157,158,159,160,161,16
8,169,170,173,175,176,178,179,181,182,185,186,187,188,191,192,193,194,195,200,201,202,205,206,207,20

9,214,215,217,218,224,225,226,227,231,232,233,235).
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Tabela 6

Artigos clinicos que analisam a relagdo entre o sistema ABO e evidéncia a favor ou contra associagdo com
infeccdo quanto ao patégeno estudado.

Patogeno Total Né&o % Sim %
H.pylori 43 22 51,2 21 48,8
U 19 4 21,1 15 78,9
Maléria 17 5 29,4 12 70,6
Norovirus 12 2 16,7 10 83,3
E.coli 10 0 0 10 100
Influenza 8 1 12,5 7 87,5
N.gonorrheae 8 5 62,5 3 37,5
HIV 6 3 50 3 50
Dermatophytos 4 1 25 3 75
Hepatite C 4 2 50 2 50
Candida 3 1 33,3 2 66,7
Filaria 3 2 66,7 1 33,3
Schistosomiasis 3 1 33,3 2 66,7
F Tifoide 2 0 0 2 100
Giardia 2 1 50 1 50
Helminthiasis 2 1 50 1 50
Hepatite B 2 1 50 1 50
N.meningitidis 2 0 0 2 100
Pseudomonas aeruginosa 2 2 100 0 0
Stafilococo 2 0 0 2 100
Streptococo 2 1 50 1 50
V.cholerae 2 0 0 2 100
Adenovirus 1 0 0 1 100
Campylobacter jejuni 1 0 0 1 100
Chikunguya virus 1 0 0 1 100
Coccidioides immitis 1 0 0 1 100
Dengue 1 0 0 1 100
Diphylobotum 1 0 0 1 100
Epstein-Barr-Virus 1 0 0 1 100
H.influenza 1 0 0 1 100
Hematoparasitas 1 0 0 1 100
Hepatites 1 0 0 1 100
HTLV 1 0 0 1 100
Lepra 1 1 100 0 0
Mycetoma 1 1 100 0 0
Mycobacterium tuberculosis 1 0 0 1 100
Né&o 1 1 100 0 0
Onchocerca volvulus 1 0 0 1 100
Rubeola 1 0 0 1 100
Syncytial virus SIDS 1 0 0 1 100
Outros 13 1 7,7 12 92,3
Total 189 59 31,2 130 68,8
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Na tabela 7 sdo analisados os artigos onde o grupo A isoladamente ou em

associacdo com outros grupos sanguineos apresentavam maior risco de infecgdo (8, 22, 38,

43, 57, 73, 101, 102, 107, 117, 122, 126, 132, 134, 135, 145, 156, 161, 170, 187, 188, 195, 206, 207, 209,

218, 227, 235). Maior risco de infeccdo associado ao grupo A isoladamente foi identificada

em 16/28 dos artigos. Bactérias foram os patdgenos mais analisados (16/28).

Tabela 7

NUmero de artigos onde o grupo A, isoladamente ou em associagdo com outros grupos sanguineos apresentou
maior risco de infec¢cdo (conforme patdgeno).

Patogeno Total A AeAB AeB AeO A,Be AB AeN-Se
Bacterias
H.pylori 8 4 1 2 1
E.coli 4 3 1
F Tifoide 2 1 1
IU bacteriana 1 1
Stafilococo 1 1
Total 16 10 2 1 2 0 1
Fungos
Dermatophytos 3 3
Parasitas
Malaria 2 1 1
Helminthiasis 1 1
Schistosomiasis 1 1
Total: 4 2 0 2 0 0 0
Virus
Norovirus 1 1
Adenovirus 1 1
Chikunguya
virus 1 1
Total: 3 1 1 0 1 0 0
Outros 2 1
Total 28 16 3 3 4 1
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Na tabela 8 sdo analisados os artigos onde o grupo O isoladamente ou em
associagcao com outros grupos sanguineos apresentavam maior risco de infeccédo (8, 35, 76,
109, 114, 123, 131, 132, 141, 142, 143, 148, 149, 150, 154, 158, 159, 160, 161, 188, 232,
233). Maior risco de infeccdo associado ao grupo O isoladamente foi identificada em 15/23

dos artigos. Bactérias foram os patdgenos mais analisados (15/23).

Tabela 8
Numero de artigos onde o grupo sanguineo O apresentou maior risco de infec¢do (conforme patdgeno).
Pat6geno Total 0 OeB AeO H
Bacterias
H.pylori 11 9 2
V.cholerae 2 2
Campylobacter jejuni 1 1
Mycobacterium tuberculosis 1 1

Total: 15 11 1 2 1
Parasitas
Maléria 1 1
Virus
Norovirus 2 2
Influenza 1 1
Hepatite C 1 1
Adenovirus 1 1

Total: 5 1 1 0
Outros 2 1 1
Total: 23 15 3 4 1

Na tabela 9 sdo analisados os artigos onde o grupo B isoladamente ou em
associacdo com outros grupos sanguineos apresentava maior risco de infeccdo (35, 40, 46,
47, 49, 50, 51, 55, 57, 63, 65, 81, 82, 91, 101, 121, 149, 170, 179, 215, 218, 233). Maior
risco de infeccdo associado ao grupo B isoladamente foi identificada em 11/22 dos artigos.

Bacteérias foram os patdgenos mais analisados (10/22).
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Tabela 9
NUmero de artigos onde o grupo sanguineo B apresentou maior risco de infeccéo (conforme patégeno).

Pat6geno Total B BeAB B,AB,N-Se A, BeAB OeB AeB
Bactérias

U 2 1 1

E.coli 2 1 1

N.gonorrheae 2 2 0

H.pylori 1 1

Mycobacterium

tuberculosis 1 1
Strepto 1 1
Coccidioides immitis 1 1
Total: 10 5 2 1 0 1 1
Parasitas
Malaria 3 1 1 1
Schistosomiasis 1 1
Giardia 1 1
Helminthiasis 1 1
Hematoparasitas 1 1
Total: 7 3 1 0 0 1 2
Virus
Influenza 3 2 1
Hepatite B 1 1
Outros 1
Total: 22 11 3 1 1 3 3

Na tabela 10 analisamos os artigos que encontraram relacdo entre grupo AB
isoladamente ou em associagdo com outros grupos sanguineos apresentava maior risco de
infeccédo (57, 63, 81, 82, 121, 186, 205, 217). Maior risco de infecgdo associado ao grupo
AB isoladamente foi identificada em 3/8 dos artigos. Bactérias foram os patdgenos mais

analisados (3/8).
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Tabela 10
Ndmero de artigos onde o grupo sanguineo AB apresentou maior risco de infec¢do (conforme patdgeno).

Pat6geno Total AB BeAB B, AB, N-Se A, BeAB
Bacterias
U 2 1 1
E.coli 1 1

Total 3 0 2 1 0
Parasitas
Malaria 2 1 1
Virus
Dengue 1 1
HTLV 1 1

Total 2 2 0 0 0
outros 1 1
Total 8 3 3 1 1

Na tabela 11 analisamos os artigos que encontraram relacdo entre grupo Lewis,
fenotipo secretor e ndo isoladamente ou em associacdo com outros grupos sanguineos
apresentava maior risco de infeccdo (63, 79, 80, 83, 86, 87, 89, 90, 97, 105, 115, 133, 134,

157, 173, 181, 194, 224, 225, 231).

Tabela 11
Artigos onde o grupo sanguineo Lewis e fendtipo secretor ou ndo secretor apresentaram maior risco de
infeccdo.

Patégeno Total N-Se Se Le(@ele(x) Le(a-b-) AeN-Se B, AB, N-Se
Bactérias
1U bacteriana 8 7 1
H.pylori 3 1 1 1
E.coli 1 1
Total 12 7 1 1 1 1 1
Fungo
Candida 2 2
Virus
Norovirus 4 1 3
H.influenza 1 1
Total
Total 19 11 4 1 1 1 1
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A Tabela 12 (de forma detalhada) e 13 (apenas os grandes grupos de patdgenos)

resumem os resultados das tabelas 7, 8, 9, 10 e 11 conforme patdégeno e grupo de

patdgenos.

Tabela 12

Andlise dos artigos onde os grupos sanguineo (A, O, B, AB, Lewis e fen6tipo secretor ou ndo secretor) foram
associados a maior risco de infeccdo. A tabela foi compilada a partir dos dados das tabelas 7 a 11.

A O B AB  Se/se/Lewis

Patogeno Total geral Total Total Total Total Total
Bacterias
H.pylori 23 8 11 1 3
IU bacteriana 13 1 2 2 8
E.coli 8 4 2 1 1
F Tifoide 2 2
M.tuberculosis 2 1 1
N.gonorrheae 2 2
V.cholerae 2 2
C.immitis 1 1
C.jejuni 1 1
Stafilococcus 1 1
Streptococcus 1 1

Total 56 16 15 10 3 12
Fungos
Dermatophytos 3 3
Candida 2 2

Total 5 3 0 0 0 2
Parasitas
Malaria 8 2 1 3 2
Schistosomiasis 2 1 1
Helminthiasis 2 1 1
Giardia 1 1
Hematoparasitas 1 1

Total: 14 4 1 7 2 0
Virus
Noro virus 10 1 2 3 4
Influenza 2 1 1
Adenovirus 2 1 1
Dengue 1 1
HTLV 1 1
Hepatite B 1 1
Hepatite C 1 1
Chikunguya virus 1 1

Total: 19 3 5 4 2 5
outros 6 2 2 1 1
Total 100 28 23 22 8 19
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A Tabela 13 resume os resultados das tabelas 7, 8, 9, 10 e 11 conforme os grupos de
patdgenos. A maioria dos artigos associando o grupo A a risco maior de infeccdo
identificaram patogenos bacterianos (57,1% dos artigos), seqguido de parasitas (14,3%),
virus e fungos (10,7%). A maioria dos artigos associando o grupo O a risco maior de
infeccdo identificaram patogenos bacterianos (65,2% dos artigos), seguido de virus
(21,7%), parasitas (4,3%) e nenhum artigo associando com fungo. Os artigos associando o
grupo B a risco maior de infeccdo identificaram patdgenos bacterianos (45,5% dos artigos),
seguido de parasitas (31,8%), virus (18,2%) e nenhum com fungos. A maioria dos artigos
associando os grupos Se/se e Lewis a risco maior de infeccdo identificaram patdgenos
bacterianos (63,2% dos artigos), seguido de virus (26,3%), fungos (10,5%) e nenhum artigo
associando parasitas. Os artigos associando o grupo AB a risco maior de infecgéo
identificaram pat6genos bacterianos (37,5% dos artigos), seguido de parasitas (25%), virus

(25%) e nenhum com fungos.

Tabela 13

Artigos onde os grupos sanguineos (A, O, B, AB, Lewis e fendtipo secretor ou ndo secretor) foram associados
a risco de infeccdo conforme o tipo de patdégeno (bactérias, fungos, parasitas, virus e outros). A tabela foi
compilada a partir dos dados das tabelas 7 a 11.

Total Bacterias % Fungos % Parasitas % Virus % Outros %

A 28 16 57,1 3 10,7 4 14,3 3 10,7 2 7,1
(@) 23 15 65,2 0 0,0 1 4,3 5 217 2 8,7
B 22 10 455 0 0,0 7 318 4 182 1 45
Selse e Lewis 19 12 63,2 2 10,5 0 0,0 5 26,3 0 0,0
AB 8 3 37,5 0 0,0 2 250 2 250 1 12,5
Total 100 56 56,0 5 5,0 14 140 19 190 6 6,0
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ANALISE CONFORME PATOGENO OU GRUPO DE PATOGENOS.

Pat6genos bacterianos

Conforme a tabela 12 observa-se que cinquenta e seis por cento dos artigos
analisaram encontrando maior risco de infeccdo por patdgenos bacterianos. Todos 0s
grupos sanguineos foram associados a pelo menos um patogeno. Os grupos A, B, Selse e
Lewis foram associados a maior risco de infec¢cdo por H.pylori em 22/23 artigos enquanto o
grupo B apenas em um. O fenotipo Se/se e Lewis foram 0s grupos mais associados a
infeccdo urinaria bacteriana (8/13). O grupo menos associado a infeccdo por patégenos

bacterianos foi AB (3/56 artigos).

Helicobacter pylori

Foram encontrados 47 artigos que analisaram a relacdo entre infecgdo por H.pylori
grupo sanguineo (Tabela 4). A maioria dos artigos foi de estudos clinicos analisando
populacbes de diferentes regides geograficas (91,5%). Um pouco menos da metade dos
artigos (48,9%) encontram relacdo entre grupos sanguineos e infec¢do por H.pylori. O
grupo sanguineo O foi identificado como principal fator de risco isolado (9/11 artigos)
(Tabela 7), seguido do grupo A (4/8) (Tabela 6). Os grupos O e A foram simultaneamente
identificados como fator de risco de infeccdo em 2 artigos. Estado secretor e sistema Lewis
foram associados como fator de risco em 6/21 artigos. Chama atencdo que o grupo B

isoladamente ndo foi identificado como fator de risco
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Escherichia coli

Foram encontrados 11 artigos sobre infec¢do por Escherichia coli e grupo ABO,
sendo 10 artigos de observacdo clinica das quais todas encontraram associagcdo com grupos
sanguineos (Tabela 4 e 5). Maior prevaléncia ou risco de infec¢do foi associado ao grupo
A, grupo B e fendtipo secretor e ndo secretor (Tabelas 6, 8 e 9). A associacdo entre infec¢do
urinéria, especialmente por determinadas cepas de Escherichia coli e grupos sanguineos
vem sendo observada de longa data (5, 31,42, 63,, 72, 81, 83, 87, 88, 90, 96, 97, 102, 105).
Ja foi demonstrada existéncia de cepas que aderem exclusivamente aos antigenos do grupo
A (102, 156). Em outro estudo foi verificado risco maior de infeccdo urinario no fenétipo
Lewis Le(a-b-) (115). Relacéo de infeccdo por Escherichia coli enteropatogénica e grupo
sanguineo tambem tem sido encontrada. A prevaléncia de diarréia causada por este
patogeno foi maior em criancas dos grupos A e AB e menor no grupo O (209). Incidéncia
maior de septicemia por Escherichia coli foi observada em pacientes de grupos sanguineos

que ndo tem anti-B (grupo B e AB) (82).

Neisseria gonorrhoeae

Foi encontrada uma prevaléncia maior de individuos negros do grupo B em
pacientes infectados por Neisseria gonorrhoeae em 1976 (40) gerando uma série de artigo
que ndo encontraram esta associacdo ou identificaram associagdo com outros grupos

sanguineos (47, 56, 66, 68, 69, 70, 71, 84).

Vibrio cholerae
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Foram encontrados 8 artigos sobre infec¢do por Vibrio cholerae e grupo ABO,
sendo 2 de observacdo clinica, ambos encontrando associa¢cdo com grupos sanguineos
(Tabela 4 e 5). O grupo sanguineo O apresenta maior risco de infeccdo e infec¢do agressiva
(114, 123). Epidemias por cOlera podem justificar a baixa freqiiéncia do grupo O em

populacbes que vivem em regides endémicas (75).

Campylobacter jejuni

Foi demonstrado que o C.jejuni utiliza o glicano H expresso na mucosa do intestino

delgado como receptor de adeséo (168).

Febre tiféide

O grupo sanguineo A foi associado como fator de risco para febre tiféide e infeccao

crénica (22, 43).

Filariasis

Foi observado na india que individuos infectados por filaria do grupo AB

desenvolvem menos elefantiases que infectados ndo AB (226). O grupo sanguineo B

demonstrou maior risco de apresentar microfilaria na circulacdo sanguinea que os demais

grupos (91).
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Schistosomiasis mansoni

Os grupos sanguineos A e B apresentaram risco maior para infeccdo por S.mansoni

(50, 135).

Pat6genos parasitarios

Conforme a tabela 12 observa-se que quatorze por cento dos artigos analisaram
encontrando maior risco de infeccdo por patégenos parasitario. O grupo B foi o mais
associado a este tipo de infeccdo (7/14 artigos) seguido pelo grupo A (4/14 artigos) e AB
(2/14 artigos). Nenhum artigo observou associacdo com fendtipo Se/se e Lewis e apenas
um com grupo O. Estes dados sugerem que Se/se, Lewis e grupo O sdo menos suscetiveis
que os grupos B, A e AB a infeccao pelos parasitas estudados nestes artigos. Cabe destacar
que o parasita mais estudado foi da malaria, principalmente o P.falciparum onde os grupos
A, B e AB apresentam maior risco de formacédo de rosetas de hemacia e por conseqliéncia
maior morbidade. O grupo sanguineo B foi associado a risco maior em todos os artigos

1.

Malaria

Foram encontrados 21 artigos sobre infec¢do por malaria e grupo ABO, sendo 17
artigos de observacao clinica das quais 12 encontraram associagdo com grupos sanguineos

A, B e O (Tabelas 4 e 5). N&o foi encontrada nenhuma associacdo com sistema Lewis ou
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fendtipo secretor ou ndo secreto (Tabela 9). O fen6tipo ABO est4 associado a evolugédo
clinica da maléria causada por Plasmodium falciparum. Individuos do grupo A apresentam
evolucdo mais grave enquanto individuos do grupo O apresentam doenga mais benigna.
Mulheres gravidas primiparas do grupo O apresentam maior risco, enquanto as multiparas
tém menor risco de maléaria placentaria que os demais grupos ABO (208). O grupo O
protege contra as formas mais agressiva de infec¢do por Plasmodium falciparum pr formar
menos rosetas entre as heméacias que os demais grupos ABO (200). A prote¢do do grupo O
contra Plasmodium falciparum pode ter contribuido para o predominio deste fenétipo em

regides endémicas para malaria (203).

Pat6genos virais

Conforme a tabela 12 observa-se que dezenove por cento dos artigos analisaram
encontrando maior risco de infecgdo por patdgenos parasitario. O grupo de Noro virus foi o
mais estudado (10 artigos), sendo que risco de infeccdo foi associado principalmente ao

fenotipo Se/se (4 artigos), grupo B (3 artigos) e grupo O (2 artigos).

Norovirus

Foram encontrados 13 artigos sobre infec¢do por Norvirus e grupo ABO, sendo 12
artigos de observacao clinica das quais 10 encontraram associagdo com grupos sanguineos
(Tabela 4 e 5). Maior prevaléncia ou risco de infeccéo foi associado ao grupo A, grupo O e
fenotipo secretor e ndo secretor (Tabelas 6,7 e 9). N&o foi identificado risco maior no grupo
B (tabela 8). A relacdo entre o grupo O e maior risco de infeccdo por Norvirus vem sendo

observada desde 202 (158). Estes grupos de virus utilizam freqlientemente a molécula H
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expresso na mucosa do trato gastro-intestinal como receptor de adeséo (160). O risco e a
incidéncia de infeccdo por Norvirus tém sido observados principalmente em individuos
secretores do grupo O, sendo o estado ndo-secretor fator de protecdo (174). Cepas
diferentes de Norvirus podem, entretanto apresentar diferencas quanto ao antigeno ABO
expresso na mucosa (169). Em certas populacdes tem sido observado risco maior de

infeccdo em individuos de grupos sanguineos diferentes do O (185, 187).

Influenza virus e Coronavirus

Foram encontrados 8 artigos sobre infec¢cdo por Influenza virus e um artigo sobre
infeccdo por Coronavirus (Sindrome Respiratoria Severa Aguda) e grupo ABO, sendo
todos de observacdo clinica das quais 8 encontraram associagdo com grupos sanguineos
(Tabela 4 e 5). O grupo sanguineo B foi associado risco de infeccdo em 3 artigos e grupo O
e fendtipo ndo secretor em um artigo respectivamente (Tabelas 7, 8 e 9). Nenhum artigo
encontrou risco maior de infeccdo no grupo A. Individuos dos grupos O e B foram mais
suscetiveis que do grupo A & influenza tipo A/ Hong Kong (H3N2) em uma populacédo
estudada 1975 (29). J& em 1979 e 1978 foi demonstrada em outra populagdo uma
freqliéncia maior de individuos do grupo B previamente infectado pela influenza virus A
(46, 49). Individuos do grupo B foram mais suscetiveis a novos variantes antigénicos da
influenza tipo A na Russia no periodo de 1974 a 1980 (62). O anticorpo anti-A parece
proteger contra infec¢do por Coronavirus blogueando a adesdo do virus a seu receptor na

superficie celular (216).

Hepatite Be C
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Behal e colaboradores (232) encontraram uma prevaléncia maior de hepatite C em
doadores de sangue do grupo O. Em pacientes com hepatite C cronica foi observada fibrose
hepética mais severa em grupos sanguineos ndo O (193). Em outra populacdo de doadores

de sangue foi observada prevaléncia maior de HBsAg em individuos do grupo B (215).

HIV

Em 1991 foi observado pela primeira vez que o estado secretor constitui fator de
risco para transmissao heterosexual do HIV (100). Esta associacdo foi também observada
em prostitutas Senegalesas em 2000 (155). Encontrou-se uma freqiiéncia menor do
antigeno Lewis em uma populacdo francesa infectados por HIV (236). Estes resultados
sugerem que o polimorfismo destes glicanos em nivel de superficie epitelial interfere na
capacidade de adeséo e/ ou invasdo pelo HIV. A capacidade do HIV se cobrir com os
antigenos ABO da célula infectada foi demonstrada em vitro por Arendrup e col (236) e
Neil e col (183). Nestes dois trabalhos experimentais também foi demonstrado que
anticorpos contra antigenos do sistema ABO de soro de doadores de sangue foram capaz de

neutralizar pela via do complemento litico o virus que expressasse antigenos ABO.

HTLV

Foi observado que o grupo A+ constitua fator de protecdo enquanto o grupo AB+

fator de risco para infeccdo HTLV (217).
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Chikunguya virus

O virus € transmitido pelo Aedes aegypti, sendo encontrado principalmente na
Africa e no sudeste asiatico. Os trés primeiros casos de no Brasil foram diagnosticados
agora em 2010. Transmissdo do virus de Chikunguya por transfusdo sanguinea vem sendo
observada recentemente. Os grupos sanguineos A+ e AB+ foram observados como fator de

risco (235).

Fungos

Conforme a tabela 12 observa-se que cinco por cento dos artigos analisaram
encontrando maior risco de infeccdo por fungo. Risco de infec¢do por Candida em mucosa
genital e urinaria foi associado a estado secretor (Se/se) e Lewis em dois artigos (89, 173) e
infeccdo por dermatdfitos ao grupo A em trés artigos (73, 117, 126). Nenhum dos cinco

artigos encontrou associagcdo com grupos O, B e AB.

Candida

Foram encontrados 3 artigos sobre infec¢do por Vibrio cholerae e grupo ABO,

sendo 2 de observacédo clinica, ambos demonstrando risco maior de candidiase vaginal e

oral em individuos ndo secretores (89,173). Glicanos do sistema ABO(H) sdo explorados

como receptores pela Candida (125).
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CONCLUSAO

A associacdo entre grupos sanguineos do sistema ABO, Lewis e estado secretor com
diferentes agentes infecciosos vem sendo observada em um ndmero crescente de artigos,
tanto observacionais como experimentais. Estes achados vém confirmando que o
polimorfismo de muitos sistemas de grupos sanguineos resulta da pressdo seletiva de
diferentes patdgenos. Exemplos que vem se consolidando é a alta freqiiéncia do grupo O
em areas endémicas para o P.falciparum e o predominio dos grupos A e B sobre o grupo O

em areas endémicas para o V.cholerae.
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