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Falta de associacdo entre o sistema Lewis e obstrucio coronariana

Lack of association between the Lewis blood group system and coronary vessel obstruction

Estudos prévios demonstraram associagdo entre o sistema Lewis e a doenga arterial
coronariana (DAC) a partir da observagdo de que o fendtipo eritrocitario Le(a-b-) era
prevalente em pacientes e propuseram que esse fenotipo representava um novo marcador
derisco para essa doenga. Esse estudo teve como objetivo verificar a prevaléncia desse
marcador em pacientes brasileiros com indicagdo de realizar cineangiocoronariografia.
A fenotipagem do sistema Lewis foi realizada pelo método gel centrifugagdo, e a
genotipagem do loco LE foi feita pelo método PCR-RFLP. Cento e oitenta e trés pacien-
tes (114 masculinos e 69 femininos, com média de idade igual a 59,1 anos (DP+12,37;
mediana 60) foram selecionados. Cento e vinte e um (66,1%) pacientes apresentaram
obstrugdo coronariana de qualquer grau, sendo essa caracteristica duas vezes mais
elevada no sexo masculino do que no feminino (p=0,07). As freqiiéncias dos fenotipos
eritrocitarios Lewis foram semelhantes em ambos os grupos de pacientes e o fenotipo
Le(a-b-) mostrou-se ndo estar associado a presenga de obstrugdo coronariana (p=0,36).
Elevados indices de discrepancia fenotipo-genotipo foram observados entre os pacien-
tes Le(a-b-), com base na genotipagem das mutacoes T59G (86,7%) e T10674 (90,0%).
As fregiiéncias dos alelos T e G (posi¢cdo 59) e T e A (posi¢ao 1067) ndo mostraram
diferencas estatisticamente significantes entre os pacientes com e sem obstru¢do
coronariana (p = 0,52 e p = 0,44, respectivamente). Esses resultados demonstram que
o sistema Lewis ndo esta associado a presenga de obstrugdo coronariana e ndo supor-
tam a proposi¢do de que o fendtipo eritrocitdrio Le(a-b-) representa um marcador de
risco para essa doenga na casuistica brasileira. Rev. bras. hematol. hemoter. 2008;
30(2):124-131.
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Introducao nos em idade relativamente jovem, e tem despertado inte-
resse pela busca de fatores de risco ambientais bem como

As cardiopatias compreendem um grupo de doengas marcadores genéticos de suscetibilidade ou resisténcia.?

de grande importancia epidemioldgica e com marcante im-
pacto médico-social em todas as populagdes.' Dentre elas,
a doenga arterial coronariana (DAC) tem se destacado como
uma das principais causas de morte que acomete os huma-

Nesse sentido, alguns sistemas de grupos sangiiineos fo-
ram explorados com vistas a defini¢do de um ou mais
fenotipos eritrocitarios que possam estar associados a do-
enca.>*

'Mestranda do Curso de Ciéncias da Saiide da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto-SP.
’Departamento de Cardiologia e Cirurgia Cardiovascular da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto e Servi¢o de Hemodindmica do

Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto — Funfarme — SP.

3Departamento de Biologia Molecular — Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto-SP.
‘Laboratério de Imunogenética Molecular — Hemocentro de Sdo José do Rio Preto-SP.

Laboratorio de Imunogenética Molecular do Hemocentro de Sao José do Rio Preto e Servico de Hemodindmica do Hospital de Base

de Sao José do Rio Preto, com apoio financeiro BAP-Famerp.

Correspondéncia: Luiz Carlos de Mattos

Departamento de Biologia Molecular — Faculdade de Medicina de Sdao José do Rio Preto

Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416
15090-000 — Sao José do Rio Preto-SP — Brasil
Tel.: (17) 3201-5854

E-mail: luiz.carlos@famerp.br




Cintra JR et al

Rev. bras. hematol. hemoter. 2008;30(2):124-131

Em 1992 foi descrito um novo marcador genético para a
DAC a partir da observacdo de que homens com o fenotipo
eritrocitario Lewis negativo [Le(a-b-)], o qual pertence ao
sistema de grupos sangiiineos Lewis, apresentavam altos
niveis de obesidade, resisténcia a insulina e outros fatores
de risco, comparados aos portadores dos fenotipos Lewis
positivos.” Estudos posteriores confirmaram a associagdo
entre o fendtipo Le(a-b-) e a presenga de doencga isquémica
cardiaca em pacientes russos ¢ indianos.*® Nesse mesmo
periodo foi verificado em pacientes norte-americanos que a
associagao do fenotipo Le(a-b-) com a DAC era independen-
te de outros fatores de risco.'

Estudos mais recentes examinaram a prevaléncia de
quatro mutagdes (T59G, T202C, C314T, T1067) do gene FUT3
(19p13.3), as quais contribuem para a expressao do fenotipo
eritrocitario Le(a-b-), devido a inativagao parcial (T59G) ou
total da fucosiltransferase FUTIII, responsavel pela sintese
dos antigenos Lewis [Le® e Le"]. Ndo foram encontradas dife-
rengas significantes entre a prevaléncia dessas mutagdes ¢
doenga arterial coronariana.!' Recentemente, nao foi obser-
vada associagao entre os genotipos Lewis, determinados com
base nas mutagdes acima referidas, e aterosclerose subclinica
de carotida.'?

O sistema de grupos sangiiineos Lewis caracteriza-se
pela expressdo de dois antigenos glicolipidicos Le® e Le®,
cuja sintese resulta da interagdo dos genes FUT3 (19p.13.3)
e FUT2 (19q13.3). O gene FUT3 codifica a fucosiltransferase
FUTIII a qual fucosila o oligossacaridio precursor lactotetra-
osilceramidio (Gal f1—-3NAcGlc f1—3Gal f1—4Glcf 1—
1-CER), para formar o antigeno Le®. Paralelamente, a fucosil-
transferase FUTII, codificada pelo gene FUT2, fucosila o
mesmo precursor para formar o antigeno H tipo 1. A posterior
fucosilagdo desse antigeno pela FUTIII da origem ao antigeno
Le®. Dessa forma, os individuos que possuem ambas as
fucosiltransferases serdo classificados como secretores po-
sitivos e expressam o fendtipo eritrocitario Le(a-b+). Aque-
les que possuem apenas a FUTIII serdo secretores negati-
vos, cujo fenotipo eritrocitario sera Le(a+b-). Os individuos
que ndo possuem a fucosiltransferase FUTIII expressam o
fenotipo eritrocitario Le(a-b-) e poderdo ser secretores posi-
tivos ou negativos, na dependéncia de possuirem ou ndo a
fucosiltransferase FUTII. Portanto, a expressao dos antigenos
Le® e Le® e dos fendtipos eritrocitarios Lewis dependem de
interagdes epistaticas entre os genes FUT3 e FUT2."

Os antigenos Le® e Le® sdo expressos no trato gastrin-
testinal, no figado, no pancreas e nos rins, de onde sao trans-
feridos para o plasma e, posteriormente, adsorvidos aos eritro-
citos.'"* Também podem ser detectados nas secre¢des, por
meio de testes de inibi¢do da hemaglutinacao."

Ha relatos demonstrando que a fenotipagem eritro-
citaria do sistema Lewis por hemaglutinagdo nao ¢ confiavel
e que a prevaléncia dos fenotipos Lewis pode ser influenci-
ada pelo tipo de reagente utilizado,"'” bem como por ou-
tras condi¢des que afetam a expressao dos antigenos Lewis.

Alteragdes na expressao desses fenotipos foram documen-
tadas em gestagdes, canceres, hepatite cronica, cirrose he-
patica, pancreatite alcodlica e cistos hidaticos.'®* Desde
que foram observados resultados discrepantes entre os
genotipos e o fendtipo eritrocitario Le(a-b-),'”2 tornou-se
consenso que esse sistema de grupos sangiiineos deve ser
determinado simultaneamente por métodos sorologicos e
moleculares.”

Considerando que a DAC ¢ uma das principais causas
de morte que acomete o homem em idade relativamente jo-
vem no Brasil, e que um dos fatores que contribui para sua
génese ¢ a obstrugdo coronariana, o objetivo desse trabalho
foi verificar a freqiiéncia do fenotipo eritrocitario Le(a-b-) em
pacientes submetidos a cineangiocoronariografia e observar
se esse marcador representa um fator de risco para a obstru-
¢ao coronariana. Um objetivo adicional foi verificar a pre-
valéncia das mutagdes T59G e T1067A do gene FUT3 entre
esses pacientes e observar se ha discrepancias entre fenotipo-
genodtipo nos pacientes Le(a-b-).

Casuistica e Método

Foram selecionados 183 pacientes adultos, de ambos
0s sexos, consecutivos, submetidos a cineangiocorona-
riografia no Servigo de Hemodinamica do Hospital de Base
de Sao José do Rio Preto, no periodo de agosto de 2001 a
janeiro de 2002. A cineangiocoronariografia foi indicagdo para
esclarecer o diagnostico dos pacientes com queixa de dor
precordial tipica e/ou alteragao eletrocardiografica sugestiva
de isquemia. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Famerp (protocolo 2892/2001).

Foram excluidos pacientes menores de 18 anos e porta-
dores de doenga consumptiva.

Diagnostico de obstrugdo coronariana

O diagnostico de obstrugdo coronariana foi determina-
do pela cineangiocoronariografia, e a presenca de obstrugdo
foi considerada quando o resultado revelou redugdo intra-
luminal de qualquer grau em pelo menos um vaso coronariano
principal (artéria interventricular anterior, artéria circunflexa
ou artéria coronaria direita). Todos os exames foram analisa-
dos por um inico observador experiente, sem conhecimento
prévio dos resultados das analises fenotipicas e genotipicas
do sistema Lewis.

Coleta das amostras de sangue

Ap6s obtengao do consentimento pds-esclarecido fo-
ram coletados, durante o procedimento de cineangiocoro-
nariografia, 5 mL de sangue total em tubos a vacuo com EDTA
de cada paciente.

Fenotipagem do sistema Lewis
Os fendtipos eritrocitarios Lewis foram identificados
pelo método de hemaglutinagdo em microcolunas de gel
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centrifugagdo com os anti-soros anti-Le® e anti-Le® (Diamed,
Lagoa Santa, MG - Brasil). As instrugdes do fabricante foram
obedecidas rigorosamente.

Extragdo de DNA genomico

O DNA gendmico foi extraido por um método enzi-
matico-salino conforme o protocolo de Miller e colaborado-
res.”® Resumidamente, o pellet de leucécitos foi incubado
overnight em tubo tipo Falcon de 15 mL contendo 3 mL de
tampdo de lise (TRIS HCI 10 mM; NaCl 400 mM; Na,EDTA 2
mM), 200 pL de SDS a 10% e 50 pL de proteinase K
(Invitrogen) na concentragdo de 20 mg/mL. A amostra con-
tendo DNA, foi adicionado 1 mL de NaCl 6M (Merck), se-
guida da incubag@o por 15 minutos em banho de gelo. Apds
a centrifugagao desse material a 3.500 rpm por 15 minutos, o
sobrenadante foi transferido para outro tubo ao qual foram
adicionados 14 mL de etanol absoluto (Merck) para a preci-
pitacdo do DNA. O DNA gendmico assim obtido foi trans-
ferido para outro tubo tipo eppendorf contendo 500 uL de
etanol a 70%, centrifugado a 13.000 rpm por 3 minutos. Apos
evaporagao do etanol por 1 hora, o DNA foi diluido overnight
em 300 puL de dgua milliQ, quantificado em espectrofotometro
de UV (WPA Biotech Photometer) e estocado a -20° C até o
momento do uso.

Genotipagem FUT3
Os gendtipos FUT3 foram identificados
pelo método PCR-RFLP por meio de duas rea-

minuto, 62°C por um minuto e 72°C por um minuto) e uma
extensao adicional a 72°C por cinco minutos. A PCR-1 gerou
um fragmento contendo 93 pb, o qual, apds a digestdo com a
enzima Msp I (Gibco BRL), foi clivado em dois fragmentos
com 68 ¢ 25 pb. A PCR-2 gerou um fragmento contendo 109
pb, o qual, apos a digestdo com a enzima Hind III (Gibco
BRL), foi clivado em dois fragmentos com 85 e 24 pb. Em
ambas as digestdes, foram respeitadas as instru¢des do fa-
bricante. Os fragmentos oriundos da digestdo foram revela-
dos em ecletroforese em gel de agarose a 2% (Ultrapure
Agarose, Invitrogen), corado com brometo de etidio (Gibco
BRL), sob luz UV em transiluminador (Life Tech).

Andalise estatistica

As comparagdes entre as freqiiéncias fenotipicas e
genotipicas Lewis foram feitas pelo teste exato de Fisher (rwo
tailed), aceitando-se o erro o. de 5%. Foram calculados e
comparados os valores com auxilio ODDS ratio, empregan-
do-se o software GraphPad Instat (Versao 3.06).

Resultados

Os resultados desse estudo sdo apresentados na Ta-
bela 1. As porcentagens globais dos fenotipos eritrocitarios
e dos genotipos do sistema Lewis sdo semelhantes aquelas
verificadas em doadores de sangue da cidade de Séo Paulo®

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com e sem obstrugdo coronariana

¢oes de amplificagdo com primers que Caracteristicas Com obstrugao Sem obstrugéo Total
flanqueiam as regides que cont.en} s~ubst1tu1g:oes. Média de idade (anos) 60.6 561
T59G e T1067A. Para a substitui¢ao T59G foi
realizada a PCR-1 com os primers sense (5' CCA N * N % N %
TGG CGC CGC TGT CTG GCCGCCC3)e SE"MO i 8 % 35 9B Wil g
antissense (5' AGT GGCATC GTCTCG GGA gm0 D o e ws W
CACACG 3'). Para a substituigdo T1067A foi  £.i 2 ataria (@ncs) N % N %
realizada a PCR-2 com os primers sense (5' CGC Até 40 6 4.9 8 12.9 14 76
TCC TTC AGC TGG GCA CTG GA 3) e De 41 a 60 53 438 30 484 83 454
antissense (5' CGG CCT CTC AGG TGA ACC Acima de 60 62 512 24 38,7 86 47,0
AAGAAGCT 3'"). Ambas as reagdes foramrea-  Fenétipos eritrocitarios Lewis
lizadas em um volume final de 25 UL, contendo Le(a-b-) 22 18,2 8 12.9 30 16,4
10 Mm de TRIS-HCL, 50 mM de KCl, 1,5 mM de Le(a+b-) 14 1,6 7 11,3 21 11,5
MgCl,, 20mM de cada dNTP [dATP, dTTP, Le(a-b+) 85 702 47 758 132 721
dCTP, dGTP], 20 pM de cada primer, 0,5 U de  Locus Lewis (T59G)
Taq polimerase (Invitrogen) e 5 ng do DNA TT 90 74,4 48 774 138 75,4
gendmico. TG 26 21,5 13 20,9 39 21,3
. . ~ . GG 5 41 1 1,7 6 33
As condig¢des das amplifica¢des realiza- Alelo T 206 850 109 879 315 86.0
das em um termociclador GeneAmp 9700 Alelo G 36 15,0 15 12,1 51 14,0
(Applied Biosystems) estdo descritas a seguir. | 5eus Lewis (T1067A)
PCR-1: pré-desnaturagao a 94°C por cinco mi- ot 97 80.1 54 870 151 82,5
nutos, seguida de 35 ciclos (94° C por um minu- TA 22 18.2 7 11.3 29 15.8
to, 63°C por um minuto ¢ 72°C por um minuto) e AA 2 1,7 1 1,7 3 1,7
uma extensao adicional a 72°C por cinco minu- Alelo T 217 897 15 927 332 90,7
tos. PCR-2: pré-desnaturacdo a 94°C por cinco Alslo A 25 199 8 s g 9.3
Total 121 66,1 62 33,9 183 100,0

minutos, seguida de 35 ciclos (94° C por um
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e da regido noroeste do estado de Sao Paulo,* independen-
te da presenca ou ndo de obstru¢do coronariana. Essas
freqiiéncias ndo foram comparadas de acordo com a origem
¢étinica dos pacientes, uma vez que a casuistica era miscige-
nada e o objetivo principal desse trabalho foi verificar se ha
ou ndo associacao do fendtipo eritrocitario Le(a-b-) com a
DAC.

A maioria dos pacientes pertencia ao sexo masculino
¢ a média de idade geral verificada foi de 59,1 anos (DP +
12,37; mediana = 60). Com base no critério adotado para o
resultado da cineangiocoronariografia, foram observadas
evidéncias de obstrugdo em 66,1% dos pacientes analisa-
dos. A média de idade dos pacientes com obstrugdo coro-
nariana foi maior do que aquela verificada nos pacientes sem
obstrugao (60,6 X56,2; p=0,010). A freqiiéncia de obstrugao
mostrou-se duas vezes mais elevada no sexo masculino do
que no feminino (p=0,07). Para os pacientes sem evidéncias
de obstrugdo coronariana, a freqiiéncia de ambos os sexos
foi similar (53,2% para o masculino e 46,8% para feminino).

Diferengas significantes nas freqiiéncias de obstrucao
coronariana ndo foram observadas mesmo quando os paci-
entes foram divididos em trés faixas etarias estabelecidas
arbitrariamente (até 40 anos; de 41 a 60 anos; maior que 60
anos) (p=0,085). Entretanto, evidéncias de maior chance de
obstrugdo coronariana foram observadas nos pacientes com
idade superior a 40 anos (p=0,033).

Os fenotipos eritrocitarios Le(a+b-), Le(a-b+) e Le(a-
b-) apresentaram freqiiéncias semelhantes entre os grupos
de pacientes (p=0,36). Embora tenha sido observada a
prevaléncia do fenoétipo eritrocitario Le(a-b-) nos pacientes
com obstrug¢do coronariana, a diferenca nao foi estatistica-
mente significante. Essa homogeneidade foi mantida mesmo
quando os pacientes foram agrupados em diferentes faixas
etarias, inclusive até 40 anos e acima dessa idade (p=0,59),
bem como por sexo. Essas comparagdes ndo revelaram dife-
rengas estatisticamente significantes e sugerem que o
fendtipo Le(a-b-) ndo representa um marcador de risco para
obstrug@o coronariana na amostra analisada.

A genotipagem do loco Lewis, determinada pelo mé-
todo PCR-RFLP para as posi¢des 59 e 1067, revelou freqiién-
cias similares dos genotipos 77, TG e GG (posicao 59) TT, T4
e AA (posicao 1067) em ambos os grupos de pacientes. Em-
bora o gendtipo GG tenha sido prevalente nos pacientes com
obstrucao coronariana, essa diferenga nao foi estatisticamen-
te significante (p=0,66). As freqiiéncias dos alelos 7'e G (po-
sicdo 59), T'e A (posigdo 1067), deduzidas dos genotipos,
mostraram-se homogéneas entre os pacientes com e sem
obstrugdo coronariana, conforme indicado na Tabela 1.

As freqiiéncias dos fendtipos eritrocitarios Le(a+b-),
Le(a-b+) e Le(a-b-), independente da presenca ou ndo de
obstrucdo coronariana, foram 11,5%, 72,1% e 16,4%, respec-
tivamente (Tabela 2). Entre os trinta pacientes fenotipados
como Le(a-b-), quatro (13,3%) apresentaram o genoétipo GG
na posicao 59, trés (10,0%), o genodtipo A4 na posicao 1067 e

Tabela 2. Freqiiéncias das mutacoes T59G e T1067A de acordo
com os fendtipos eritrocitarios Lewis

Le(a+b-) Le(a-b+) Le(a-b-)
N % N % N %
T59G
T 18 85,8 106 80,3 14 46,7
TG 3 14,2 24 18,2 12 40,0
GG 0 0,0 2 1,5 4 13,3
T1067A
TT 17 81,0 115 87,1 20 66,7
TA 4 19,0 17 12,9 7 23,3
AA 0 0,0 0 0,0 10,0
Total 21 100,0 132 100,0 30 100,0

apenas um dentre eles (3,0%) apresentou ambos os geno-
tipos. Esses resultados revelam indices de discrepancias
iguais a 86,7% e 90,0% entre o fendtipo eritrocitario Lewis
negativo e os genotipos definidos para as posigdes 59 e
1067, respectivamente.

Dos 132 pacientes fenotipados como Le(a-b+), 106 fo-
ram genotipados como 77, 24 como 7G e dois como GG na
posi¢do 59. A homozigose GG, a qual inativa parcialmente a
FUTIII, parece nao abolir totalmente a expressao do antigeno
Le® dos individuos Lewis positivos e secretores positivos.
Nao foram verificadas discrepancias entre os fenotipos
eritrocitarios Le(a+b-) e seus respectivos genotipos nas po-
sicdes 59 e 1067, bem como entre o fenotipo Le(a-b+) e seus
respectivos genotipos na posigao 1067.

Discussao

Varios estudos realizados nos ultimos 12 anos confir-
maram que o fenotipo eritrocitario Le(a-b-) esta associado ao
maior risco para a DAC.!%!13133 Como a DAC resulta da
obstrucdo de vasos cardiacos importantes e representa uma
das causas de morte que afeta ambos os sexos em idade
relativamente jovem, o objetivo desse trabalho foi verificar
se o fenotipo eritrocitario Lewis negativo estd associado a
presenga ou auséncia de obstrugdo coronariana. Um objeti-
vo adicional foi determinar a prevaléncia das mutagdes T5S9G
e T1067A do gene Lewis e observar se ha discrepancias en-
tre o fenotipo e o gendtipo nos pacientes Lewis negativo.

A cineangiocoronariografia permite identificar claramen-
te a presenca ou nao de obstrucdo coronariana e, portanto,
seu uso facilitou a adequada composi¢do dos dois grupos
de pacientes bem como a analise comparativa das variaveis
escolhidas para esse estudo.

A freqiiéncia de obstrugdo coronariana foi elevada en-
tre os 183 pacientes selecionados e a porcentagem de afeta-
dos foi duas vezes maior que a dos ndo afetados. Esses re-
sultados ndo sdo surpreendentes visto que todos os pacien-
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tes tinham indicagdo de realizar cineangiocoronariografia e
esse procedimento ¢ indicado para os casos com suspeita
clinicade DAC.

A meédia de idade dos pacientes com obstrugdo
coronariana foi maior que a dos pacientes sem obstrugao.
Foi observado maior chance de doenga em pacientes com
idade acima de 40 anos bem como foi encontrado maior ni-
mero de pacientes do sexo masculino entre aqueles com obs-
trugdo coronariana. Essas diferencas demonstram que os dois
grupos de pacientes ndo estavam totalmente pareados, mas
sdo justificaveis, pois idade avancada e sexo masculino cons-
tituem fatores de risco para doengas cardiacas resultantes de
obstrugdo coronariana. Os resultados verificados nesse tra-
balho sdo coincidentes com aqueles que integram estudos
sobre taxas de mortalidade para doengas cardiovasculares
no Brasil,**37 além daqueles divulgados pelo Ministério da
Satde no ano de 2002.%*

As freqiiéncias dos fenotipos eritrocitarios Lewis dos
individuos selecionados no presente estudo, independente
da presenga ou ndo de obstrugdo coronariana, apresentaram
valores semelhantes aqueles estimados para a populagao
brasileira.?’ Portanto, pode-se inferir que a casuistica desse
estudo ¢ representativa da populagdo brasileira, pelo menos
com base nesse sistema de grupos sangiiineos.

As freqiiéncias dos fenotipos eritrocitarios Lewis fo-
ram semelhantes entre os pacientes com e sem obstrugdo
coronariana, mas diferiram daquelas observadas nos estu-
dos que confirmaram associagao entre o fenotipo Lewis ne-
gativo e a doenga arterial coronariana.”'* Embora esse estu-
do tenha observado maior percentual de pacientes do sexo
masculino com obstrugdo coronariana, nao foram veri-
ficadas diferengas significantes na freqiiéncia do fenotipo
Le(a-b-) entre os sexos. A falta de associagao entre o fenotipo
Le(a-b-) também foi verificada quando as analises se restrin-
giram aos pacientes que apresentavam grau de obstrucdo
coronariana maior que 50% em, pelo menos, um vaso coro-
nariano principal.

Nossos resultados foram concordantes com aqueles
previamente observados por Mansur,* o qual também néo
encontrou associagdo entre angina estavel e instavel e o
fenotipo Lewis negativo em um grupo de pacientes da cida-
de de Sdo Paulo. Tomados em conjunto, nossos resultados e
os de Mansur*® ndo parecem validar a hipotese de que o
fenotipo eritrocitario Le(a-b-) representa um marcador de ris-
co para a DAC na casuistica brasileira.

A maioria dos estudos que demonstraram associagao
entre o fenotipo Lewis negativo e a doenga arterial corona-
riana baseou-se apenas na fenotipagem eritrocitaria Lewis.
Nesse estudo, a fenotipagem foi feita com o método gel
centrifugacdo, e a genotipagem, pelo método PCR-RFLP.

A fenotipagem eritrocitaria do sistema de grupos san-
giiineos Lewis pode ser influenciada por varios fatores. Esse
sistema ndo deve ser considerado "um tudo ou nada" quan-
do analisado sorologicamente em seu nivel fenotipico

eritrocitario." Em individuos com fendtipo eritrocitario
Lewis negativo foram isolados os antigenos Le* e Le® do
plasma sangiiineo e de secregdes colhidas do intestino del-
gado.* Sob certas condigdes normais ou patologicas, a ex-
pressao dos antigenos Lewis pode ser reprimida e, portan-
to, eritrocitos anteriormente fenotipados como Lewis posi-
tivo [Le(a+b-) ou Le(a-b+)] podem ser identificados como
Lewis negativo."

A escolha do método para a fenotipagem eritrocitaria
Lewis ¢ de crucial importancia.'*!” Embora a hemaglutinagdo
em tubos seja amplamente difundida, a mesma ndo apresen-
ta 0 mesmo grau de sensibilidade do método gel centri-
fugagdo e pode levar a identificacdo erronea dos fenotipos
eritrocitarios Lewis. Além disso, mutagdes em ponto podem
enfraquecer a expressdo da fucosiltransferase Lewis e re-
duzir a expressédo dos antigenos Le* e Le® em seus portado-
res, caracterizando-os como Le(a-b-).*! Portanto, a freqiién-
cia do fenotipo Lewis negativo, quando determinada ape-
nas por métodos sorologicos, pode ser superestimada em
fung¢do de multiplos fatores que afetam a expressdo dos
antigenos Le® e Le®.

Um estudo recente conduzido em pacientes com ateros-
clerose subclinica de cardtida e seus controles ndo encon-
trou associagdo entre os gendtipos Lewis, com base nas
mutagdes T59G, T202C, C314T, T1067, analisadas isolada-
mente ou em conjunto.'” Esses autores argumentam que a
falta de associagdo com os genotipos Lewis verificada em
seus resultados, comparada as associagdes anteriormente
relatadas em nivel fenotipico em outros estudos, podem re-
fletir aspectos da biologia do sistema Lewis. Além disso, su-
gerem que o aumento na concentragdo de lipoproteinas
plasmaticas pode alterar a adsor¢do de antigenos Lewis na
membrana eritrocitaria, gerando fenotipos Lewis negativos
nao genuinos.

As discrepancias na fenotipagem do sistema Lewis tam-
bém podem resultar de possiveis reagdes cruzadas dos anti-
soros anti-Le? e anti-Le® com as estruturas precursoras dos
antigenos Lewis, revelando falsos resultados.' A utilizagdo
de suspensdes de hemacias ndo lavadas previamente tam-
bém pode causar a neutralizagdo dos reagentes para a
fenotipagem, devido a presenga de antigenos Lewis no plas-
ma sangiiineo de individuos Lewis positivos.*

Um dos objetivos adicionais desse estudo foi verificar
a ocorréncia de discrepancias entre fenotipo e genotipo nos
pacientes Le(a-b-), utilizando o método PCR-RFLP para a iden-
tificagao das mutacdes T59G e T1067A. As freqiiéncias des-
sas mutagdes ainda sdo desconhecidas na populagao brasi-
leira, pois ndo parecem haver relatos prévios. Ambas foram
escolhidas arbitrariamente, pois esse estudo procurou com-
parar suas freqiiéncias em dois grupos de pacientes selecio-
nados com base na presenca ou nao de obstrugdo coro-
nariana. Portanto, as freqiiéncias das mutagdes T59G e
T1067A aqui relatadas ndo devem ser tomadas como referén-
cia para a populagao geral.
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Os resultados revelaram baixos percentuais de concor-
dancia para essas alteragdes visto que, dos trinta pacientes
fenotipados como Le(a-b-), apenas sete (quatro GG e trés
AA) apresentaram genotipos que podem se correlacionar, pelo
menos em parte, com esse fenotipo. Como os genoétipos dos
23 pacientes restantes ndo foram concordantes com o
fenotipo eritrocitario Le(a-b-), pode-se deduzir que seus
percentuais representam elevados indices de discrepancia.
Esses resultados sdo semelhantes aqueles obtidos em um
recente estudo, que relatou a presenca do genotipo GG na
posigao 59 do gene Lewis em apenas dois individuos dentre
11 fenotipados como Le(a-b-), mas ndo encontrou genotipo
AA na posigdo 1067."7

A mutagdo T59G substitui o aminoacido leucina por
uma arginina na posic¢éo 20 do dominio transmembrana, en-
fraquecendo a atividade da FUTIII. Na sua presenca ocorre a
expressdo reduzida de antigenos Lewis e isso pode produzir
um fendtipo Le(a-b-) que ndo ¢ genuinamente negativo.”
Antigenos Lewis foram detectados no plasma e nas secre-
¢oes de individuos fenotipados como Lewis negativos, cujo
genodtipo era GG na posi¢ao 59.'* A mutagao T1067A substi-
tui o aminoacido isoleucina pela lisina na posi¢do 356 do
dominio catalitico da FUTIII, reduzindo a atividade dessa
enzima para menos de 10% em relagdo a sua forma normal.”* A
presenca simultanea dessas mutagdes leva a completa
inativagdo da FUTIII e a expressdo do fenotipo eritrocitario
Le(a-b-).** Com base nessas informagdes, pode-se presu-
mir que, entre os trinta pacientes fenotipados como Lewis
negativo, apenas sete, de fato, apresentam o verdadeiro
fenétipo eritrocitario Le(a-b-).

Nesse estudo encontramos dois pacientes pertencen-
tes ao grupo O, com fenotipo eritrocitario Le(a-b+), ambos
genotipados como GG na posic¢do 59, mas como 77 na posi-
¢80 1067. A presenga do antigeno Le® nos eritrocitos desses
individuos pode resultar do fato de ndo possuirem as glico-
siltransferases A e B competindo com a FUTIII parcialmente
ativa. Portanto, essa FUTIII poderia utilizar tanto os oligos-
sacaridios precursores do tipo 1 como o antigeno H tipo 1
para a sintese dos antigenos Le* e Le®, respectivamente.'
Como a FUTII parece ser mais competitiva que a FUTIII pelo
oligossacaridio precursor do tipo 1, esses individuos podem
sintetizar maior quantidade de antigeno Le® do que Le® e
expressar o fenotipo eritrocitario Le(a-b+).+

As discrepancias verificadas nesse estudo deixam cla-
ro que as mutagdes analisadas criam um nivel de complexida-
de que afeta a correta interpretacdo dos fenotipos do sistema
Lewis, e requer grande atencdo na analise dos resultados. De
fato, outras mutagdes do gene Lewis também comprometem
a expressdo dos antigenos Le* ¢ Le® e, portanto, ndo se
pode descartar o potencial efeito de outras mutagdes na ex-
pressao do fenoétipo eritrocitario Le(a-b-).

As divergéncias entre os resultados desse e de outros
estudos também podem ter sido influenciadas por outros
fatores além daqueles relacionados ao sistema Lewis. A

presenga de um gene de suscetibilidade para a DAC em
desequilibrio de ligagcdo com o loco LE pode diferir entre as
etnias, ¢ as andlises em outras populagdes com diferentes
graus de heterogeneidade étnica poderiam revelar resulta-
dos distintos.

O menor niimero de pacientes que compdem a casuistica
desse estudo ndo parece representar um fator responsavel
pela falta de associac@o relatada com o fenotipo Le(a-b-).
Alguns estudos avaliaram grande niimero de pacientes™®
mas outros selecionaram menor nimero de individuos®® que
aquele utilizado nesse estudo.

As bases que fundamentam a associagdo do sistema
Lewis com a doenga arterial coronariana ainda sdo espe-
culativas. Tem sido sugerido que os antigenos Lewis, por
serem glicolpidios soltiveis no plasma sangiiineo, interagem
com antigenos de Chlamydia pneumoniae, um microrga-
nismo que parece influenciar a patogénese da ateros-
clerose.* E possivel que essas interagdes sejam influencia-
das pelo fato da variabilidade na expressdo dos antigenos
Lewis, favorecer a formagao de placas de ateroma em maior
ou menor grau. O gene FUT3 localiza-se no cromossomo 19
(19p13.3) proximo ao gene que codifica o receptor do LDL
(19p13.3)."*47 Considerando-se que alguns polimorfismos
do gene LDL-R elevam o risco de hipercolesterolemia e que
essa condigd@o contribui para obstru¢do coronariana,*’ pode-
se especular a ocorréncia de desequilibrios de ligagdo entre
as mutagdes do gene FUT3, responsaveis pela expressao
do fenotipo eritrocitario Le(a-b-), e os polimorfismos do gene
LDL-R. Se confirmado, esses desequilibrios poderiam re-
presentar um fator genético adicional que contribui para a
associagdo entre o sistema Lewis e doengas coronarianas,
pelo menos em algumas populagdes. Analises voltadas para
identificar esses desequilibrios de liga¢ao estdo em anda-
mento em nosso laboratdrio.

Esse estudo procurou determinar a associagao entre o
fenoétipo eritrocitario Le(a-b-) e a obstru¢do coronariana, vis-
to que, devido ao seu carater cronico, a doencga arterial
coronariana resulta da obstrugdo de importantes vasos do
coracgdo. Portanto, a demonstragdo positiva de associagdo
entre um fator genético e a presenga de obstrucdo arterial
coronariana em uma fase precoce poderia ter um grande im-
pacto na prevengdo primaria da DAC. Entretanto, os resulta-
dos desse estudo sdo contrarios a proposicao de que o
fenotipo eritrocitario Le(a-b-) esta associado a doengas re-
sultantes de obstrucdo coronariana.

Conclusao

Respeitando-se todos os fatores que possam ter influ-
enciado uma ou mais etapas desse trabalho, conclui-se que o
fenotipo Le(a-b-) ndo estd associado a presenga de obstru-
¢do coronariana. As freqiiéncias das mutagdes T59G e
T1067A ndo diferem entre os grupos analisados, mas estdo
relacionadas a elevada discrepancia fenotipo-genotipo em

129




Rev. bras. hematol. hemoter. 2008,30(2):124-131

Cintra JR et al

individuos Lewis negativo. Portanto, apenas o uso da feno-
tipagem eritrocitaria como instrumento de determinagao do
fenétipo Le(a-b-) em estudos de associagdo com doengas
ndo ¢ confidvel e pode superestimar a freqiiéncia do fenotipo
Lewis negativo.

Abstract

Previous studies have shown an association between the Lewis
blood group system and coronary artery disease (CAD) from the
observation that the Le(a-b-) red blood cell phenotype was prevalent
among these patients and thus proposed this red blood cell phenotype
as a new genetic marker for the disease. The aim of this study was
to verify the prevalence of this genetic marker among Brazilian
patients who had undergone coronary arteriography. Phenotyping
of the Lewis system was carried out using gel centrifugation and
genotyping of the LE locus was made using PCR-RFLP. One hundred
and eighty-three patients, 114 male and 69 female, with an average
age of 59.1 years (SD + 12.37; median 60), were enrolled. One
hundred and twenty-one (66.1%) patients presented some degree of
coronary obstruction, which was two times more frequent in men

compared to women (p=0.07). The frequencies of the Lewis red
blood cell phenotypes were similar between patients with and without
coronary obstruction and the Le(a-b-) was not associated to the
presence of coronary obstructions (p=0.36). A high level of
discrepancies between phenotype and genotype were observed in
Lewis negative patients based on genotyping of the T59G (86.7%)

and T10674 (90.0%) SNPs. The frequencies of T and G alleles
(position 59) and T and A alleles (position 1067) were similar among
patients with and without coronary obstructions (p = 0.52 and p=

0.44, respectively). These results show that the Lewis system is not
associated with the presence of coronary artery obstruction and do
not support the proposition that the Le(a-b-) red blood cell phenotype
represents a risk marker for this disease among Brazilian patients.
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Key words: Lewis system; coronary artery obstruction; FUT3
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