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Sistema sangiiineo Lewis em pacientes hansenianos®
Lewis blood group system in leprosy patients

RESUMO

No presente estudo avaliamos a distribuicdo
fenotipica do grupo sanguineo Lewis na saliva e nos
eritrocitos  de pacientes hansenianos. Foram
analisados 47 pacientes e 40 individuos controles
quanto a presenca de antigenos ABH bem como dos
antigenos Lewis nos eritrocitos e na saliva, pela
reacdo de aglutinagdo e inibicdo de aglutinacdo. As
freqiiéncias dos fendtipos Lewis e secretor/ndo
secretor nesses pacientes e no grupo controle foram:
Le(a- b+) = 29,8% (62,5%); Le(a+ b-) =
25,5%(7,5%); Le(a- b-) = 44,7% (30,0%); secretor
= 59,5% (85%) e ndo secretor = 40,5% (15%). Em
andlise do x2 encontramos diferenca significativa
tanto para o fenotipo Lewis como para o fendtipo
secretor, em relacdo ao grupo controle
respectivamente: x2 = 10,46; GL = 2; p = 0,005 e
x2 = 5,64; GL = 1; p = 0,018. Da mesma forma, o
teste Z de proporcbes foi realizado obtendo
resultados significativos para os fendtipos Le (a+ b-)
e Le (a- b+) , que foram respectivamente: Z =
2,219; p = 0,027 e Z = 3,058; p = 0,002. Os
resultados indicam que o fenoétipo Le (a+ b-) parece
estar associado a suscetibilidade a hanseniase e
fendtipo secretor com protecdo. Discute-se que a
presenga de Leb na saliva pode inibir a aderéncia do
M. leprae as células da mucosa, protegendo assim
contra infecgao.
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INTRODUCAO

Desde que foi demonstrado que diversos
microrganismos patogénicos apresentam estruturas
antigénicas semelhantes e(ou) complementares com
as dos grupos sanguineos humano, varias pesquisas
foram desenvolvidas na tentativa de estabelecer uma
relagdo entre grupos sanguineos e suscetibilidade do
hospedeiro aos diversos patdgenos28.

Na hanseniase, doenga infecciosa cronica
causada pelo Mycobacterium leprae (M. leprae), o
grau de resisténcia ou de suscetibilidade a infecgao
parece depender de fatores herdados do hospedeiro,
mas pouco se sabe acerca deles.

A hipotese de uma eventual associagdo entre
grupo sanguineo e suscetibilidade a hanseniase, tem
sido o objetivo de numerosas investigacdes3,4,12.
Entretanto, encontramos na literatura poucos
trabalhos que avaliam a distribuicdo do sistema
sanguineo Lewis em hansenianos 27.

Mourant, em 194622, encontrou no soro do Sr.
H. D. G. Lewis um anticorpo que aglutinava 20% dos
eritrocitos de doadores de sangue. O antigeno foi
denominado Lewis e mais tarde Lewis(a) ou Le'. Dois
anos depois, Andresen (1948)2 descreveu um
antigeno que achava ser codificado pelo alelo de Le d'
e que foi chamado de Lewis b ou Le®.

Os antigenos Lewis sollveis, sdo glicoproteinas
controladas pelo gene secretor (Se), sintetizadas nas
glandulas salivares que podem ser encontradas na
maioria dos fluidos e secregdes organicas. Eles estdo
estreitamente relacionados aos antigenos ABH,
determinados geneticamente por um par de alelos
autossdmicos responsdveis pela manifestagdo dos
fendtipos secretor/nao secretor dessas
glicoproteinas?3.

Atualmente sabe-se que a expressdo dos
antigenos Lewis sobre a superficie das células
endoteliais e epiteliais é controlada pelos genes Le e
seu alelo le, e 0os genes H e Se que agem
intrinsicamente ligados, na formacdo dos antigenos
glicolipidicos pela adicdo de aglucares especificos a
uma cadeia oligossacaride precursora?!.
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Hé& estudos reconhecendo a complexidade do
sistema Lewis e sua associacdo com doengas, tais como
cancer gastrico e intestinal'’, infec¢des do trato urina-
rit31618 & anemia hemolitica auto-imune decorrente de
complicagdo da mononucleose infecciosa®.

Sendo assim, esses dados nos motivaram a avaliar a
distribuicdo do grupo sanguineo Lewis na saliva e nos
eritrocitos de pacientes hansenianos em relagdo a
populagdo sadia, com o objetivo de elucidar os possiveis
determinadores da resisténcia e suscetibilidade a essa
enfermidade.

MATERIAL E METODOS

1. Casuistica

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas
amostras de sangue e de saliva de 47 pacientes
hansenianos caucasoides, ndo aparentados, de ambos os
sexos, com idades variando entre 18 e 80 anos, atendidos
no Instituto Lauro de Souza Lima de Bauru (SP), e
classificados segundo os critérios propostos no VI
Congresso Internacional de Leprologia realizado em
Madri, no ano de 1953% em 9 virchovianos, 12
tuberculdides e 26 dimorfos. Quanto a classificacdo
operacional, para fins de tratamento, foram agrupados em
paucibacilares (12) e multibacilares (35).

Ao serem incorporados ao estudo, os pacientes
foram esclarecidos sobre os propdsitos dos
procedimentos a serem adotados, os quais sé foram
realizados com plena concordancia dos mesmos.

Integraram o grupo controle, para o fendtipo
secretor e Lewis, 40 profissionais sadios, de ambos os
sexos, do Instituto Lauro de Souza Lima de Bauru,
também esclarecidos sobre o propdsito da pesquisa.

2. Coleta

As amostras de sangue foram coletadas por puncdo
venosa, usando-se como anticoagulante 1 mg/ml de EDTA
(acido etileno-diamino-tetracético, sal di-sodico) para
identificagdo do fendtipo Lewis nas hemadcias.

As salivas utilizadas para determinacdo do fendtipo
secretor e Lewis, foram obtidas em recipientes limpos e
secos. As amostras foram fervidas em banho-maria por 15
minutos, centrifugadas durante 2 minutos a 3000 rpm e o
sobrenadantes estocado a —20° C até o momento do uso.

3. Determinacdo dos Grupos Sanguineos ABO
Os fenoétipos ABO foram definidos pela presenca

dos antigenos nas hemdcias através dos soros anti-AB,
anti-A e anti-B monoclonais (prova direta de Beth
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Vincent)5 e confirmados pela presenga dos anticorpos nos
soros, através de hemacias-padrdo dos grupos Al, A2 e B.

Os soros utilizados foram de procedéncia nacional
(ASEM NPBI Produtos Hospitalares Ltda) e adotados tanto
para a tipagem ABH no sangue quanto na saliva.

4. Determinacdo do Fenétipo Secretor

O fendtipo secretor foi determinado pelo teste de
reacdo de inibicdo de aglutinagdo usando a técnica de
Dunsford e Bowley™.

Duas séries de tubos de ensaio foram utilizadas,
sendo que em uma delas os tubos foram identificados por
1A, 1B e 1H e na outra por 2A, 2B e 2H. Nas duas séries
foram pipetadas uma gota de anti-soro diluido nos tubos
A, B e H correspondentes. Tais anti-soros foram
previamente titulados contra suspensdes salinas de
hemacias A2, B e O a 5%.

A seguir acrescentou-se uma gota da saliva a ser
testada, a cada um dos tubos da série 1. Na série 2
adicionou-se uma gota de solugdo salina (controle
negativo). Apds estes tubos terem ficado em repouso por
15 minutos, a temperatura ambiente, acrescentou-se uma
gota de suspensdo a 5% de hemacias A2 no tubo A, de
hemacias B nos tubos B e hemacias O nos tubos H. A
leitura foi realizada apdés um periodo de 60 minutos a
temperatura ambiente.

A inibicdo de aglutinacdo foi interpretada como
manifestacdo do fendtipo secretor de substancia ABH
correspondentes aos anti-soros. Em oposicdo, a agluti-
nacdo demonstrou que o individuo ndo possui fendtipo
secretor.

6. Determinacgao do Fenétipo Lewis

A tipagem sanguinea Lewis nos eritrécitos foi
realizada pela técnica de aglutinacdo em tubo, seguindo
rigorosamente as instrucdes do fabricante dos anticorpos
monoclonais Le? e Le® (ASEM NPBI Produtos Hospitalares
Ltda).

O resultado foi considerado positivo quando as
hemacias eram aglutinadas com os respectivos anti-soros,
e negativo, na auséncia de aglutinacéo.

Para a determinagdo do fendtipo Lewis na saliva
foram utilizados dois tubos identificados por Le® e Le®.
Nesses tubos foram pipetados 50ul de saliva. A essas
amostras foram adicionadas 50ul de anticorpos
monoclonais anti-Lewis especificos para os antigenos
correspondentes Le® e Le®. A seguir, os tubos foram
incubados por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds
esse periodo, foram acrescentados 50 ul de suspensdo de
hemacias Lewis indicadoras, e os tubos foram mantidos
em repouso a temperatura ambiente por 30 minutos,



sendo posteriormente centrifugados e feita a leitura de
aglutinagdo como recomendado pelo fabricante .

A inibigdo de aglutinacdo foi interpretada como a
presenga da substancia Lewis correspondente.

6. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados pelos testes
do x, e teste Z de proporgles, para comparacdo de

prevaléncia dos fendtipos Lewis e secretor/ndo secretor,
adotando-se o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Os resultados expressos nas tabelas 1 e 2 mostram,
respectivamente, as freqUéncias do grupo sanglineo
Lewis e dos fendtipos secretor e ndo secretor dos
pacientes e dos controles.

Como o numero de pacientes agrupados nas formas
clinicas da doenga ndo sdo uniformes, verificamos a
necessidade de reuni-los em uma Unica amostra, para assim
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compararmos as frequéncias fenotipicas determinadas
neste trabalho.

A comparacgdo da distribuicdo do grupo sangliineo
Lewis nos pacientes favoreceu a hipotese de existir
diferencas significativas entre pacientes e grupo controle
(x2 =10,46; GL = 2; p = 0,005).

Analisando qual fendtipo Lewis mostrou diferenga
significativa quanto as proporgbes dos grupos
hansenianos e controle, verificamos que ndo houve diferenca
estatistica significante para o fendtipo Le (a- b-) (Z
=1,407; p = 0,160). Ja para o tipo Le (a+ b-) houve
diferenca estatistica significativa entre as proporgbes (Z=
2,219; p = 0,027), bem como para o Le (a- b+), cuja
diferenga entre as proporgdes foram também significativas
(Z = 3,058; p = 0,002), em relagdo aos pacientes
hansenianos e grupo controle.

No que se refere a distribuicdo dos fendtipos secretor
e ndo secretor, a comparacdao das amostras de pacientes
com o controle, revelou que as diferengas entre as
proporgoes foram significativas (x2 = 5,64; GL = 1; p =
0,018).

Tabelal. Distribuigdo do fenétipo Lewis em hansenianos e no grupo controle

Fendtipo Lewis Hanseniano Controle
n(%) n(%)
Le(a- b-) 21(44.7) 12(30.0)
Le(a+ b-) 12(25.5) 3(7.5)
Le(a- b+) 14(29.8) 25(62.5)
Total a7 40

X?=10,46; GL = 2, p = 0,005

Tabela2: Distribuicdo do fenotipo secretor/ndo secretor nos pacientes hansenianos e grupo controle

Hanseniano Controle
Fendtipo secretor/ndo secretor n(%) n(%)
28(59.5) 34(85)
Secretor
19(40.5) 6(15)
N&o secretor
Total 47 40

X®=5,64; GL =1, p = 0,018
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DISCUSSAO

Apesar de ja terem sido analisados quase quarenta
sistemas polimérficos nas amostras de pacientes hanse-
nianos, poucos estudos em hanseniase se desenvolveram
com sistema sanguineo Lewis".

Os antigenos do grupo sanguineo Lewis possuem a
peculiaridade de ndo serem expressos geneticamente na
membrana do eritrécito. O trato digestivo é provavel-
mente o principal sitio de sintese dos glicolipideos Lewis
nas células da mucosa intestinal, de onde sdo transpor-
tados para o plasma. Posteriormente os glicolipideos
plasmaticos sdo adsorvidos a membrana eritrocitaria
caracterizando a especificidade Lewis nessas células®.

Outro dado a ser salientado é que pessoas com
fenotipo Le(a+ b-) nos eritrocitos ndo secretam antigenos
ABH, mas tém Le' em suas secrecdes. Os individuos com
Le (a- b-) ndo tém nem Lea nem Le® no fluido corpdreo
nem na superficie das hemacias, podendo ser secretor ou
ndo de substancia ABH. As células de fenodtipo Le(a- b+)
pertencem as pessoas que secretam tanto antigenos ABH
como substancia Le" nos fluidos e secrecGes orgéanicas.

Ao compararmos as freqgiéncias fenotipicas do
sistema Lewis, obtidas em nosso estudo (Tabela 1),
observamos diferenca significativa para fenétipo Le (a-
b+) nos pacientes acometidos de hanseniase em relagdo
ao grupo controle.

Sabemos que pessoas com tal fenotipo podem ter
um decréscimo na disponibilidade de receptores para a
bactéria Escherichia coli, devido as estruturas fucosiladas
na superficie das células epiteliais urinarias. Esse fato
sugere existir um efeito protetor contra infeccdo do trato
urinario. Essa pesquisa foi realizada por Sheinfeld et al. em
1989=, onde os autores estudaram a associacao de
fenotipo do grupo sanglineo Lewis e predisposicdo a
infecgdo recorrente do trato urindrio em mulheres.

Provavelmente, 0 mesmo argumento possa ser apoia-
do pelos resultados encontrados no presente trabalho.

Os individuos ndo secretores de seus antigenos do
grupo sanguineo ABO, estdo super dimensionados entre
pacientes com alguma doenga infecciosa ou portadores
de microrganismos potencialmente patogénicos*. Uma
hipétese apresentada para explicar esse fato é de que
algumas cepas de microrganismos possuem adesinas que
se ligam aos antigenos Lea, 0s quais sdo expressos em
quantidades maiores sobre as células epiteliais dos ndo
secretores comparados aos secretores'.

Com relagdo aos nossos dados, estes mostram
diferenga significativa no fendtipo Le (a+ b-) entre as
proporcoes de pacientes avaliados em relacdo ao grupo
controle, levando & pensar que possiveis moléculas de
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adesinas do M. leprae poderiam ligar-se aos antigenos Lea
dos individuos, aumentando a interagdo com a
micobactéria.

Essa hipotese também tem sido estudada com
Candida albicans, em que foi demonstrado na cepa 2346,
através da técnica de ELISA*!, a expressdo de uma adesina
que se liga a fucose, o aglcar imunodominante do Lea.

As fenotipagens Lewis realizadas por Chain et al.
(1997) em mulheres com candidiase vaginal recorrente,
apresentam freqUiéncia aumentada de fenodtipo Lea e de
ABO-Le ndo secretor, sendo considerado como fator de
risco adicional para o desenvolvimento da enfermidade ,

No estudo feito por W. Spielmann et al. (1970)” em
mogambicanos, foram comparados diversos grupos
sangliineos em pacientes hansenianos e ndo hansenianos,
sendo um deles o grupo Lewis (Le®) que apresentou
diferenga estatisticamente significativa, Como os autores
ndo descreveram o meétodo, mencionando apenas que foi
utilizado teste de aglutinacdo, e apresentando resultados
somente para Lea, julgamos ser dificil comparar esse dado
com o0s nossos, ainda que qualquer discrepancia entre
esses pode ser devido a varias razdes, tais como a
heterogeneidade genética e as diferentes abordagens
metodoldgicas utilizadas.

O fendtipo Le (a- b-) também tem sido associado com
doenga pulmonare, associado a fator de risco nas
coronariopatias® e um numero de achados fisioldgicos,
incluindo baixos niveis de acido ascérbico gastrico e
plasmatico» e niveis baixos de mucina em pacientes com
fibrose cistica?*. Outros mecanismos podem estar
relacionados ao processo de doenca através desse fendtipo.

Entretanto, nossos dados ndo apoiam esses
resultados para o fendtipo Le (a- b-), pois néo
encontramos diferenga estatistica significativa nos
pacientes por nds estudados em comparagdo ao grupo
controle, Por outro lado, estes achados confirmam a
hipotese, por nos levantada, de que os antigenos Lea e Le"
seriam respectivamente um fator determinante de
suscetibilidade e de resisténcia a hanseniase, Além disso,
esses antigenos poderiam ter importantes implicagdes na
transmissdo e infeccdo da hanseniase, em que, possiveis
receptores do bacilo poderiam ser protegidos ou cobertos
por produtos dos genes Lewis e secretor, impedindo ou
facilitando a aderéncia do M. leprae na superficie das
células.

Sendo assim, os dados disponiveis até o momento,
tornam claro a necessidade da determinagao do grupo
sanguineo Lewis como marcador de suscetibilidade na
populacdo hanseniana, podendo ser (til em estudos
epidemioldgicos.



SUMMARY

The distribution of Lewis blood group phenotypes in the
saliva and on the erythrocytes of leprosy patients were
evaluated, Forty seven patients and forty controls were
analyzed by means of an agglutination and agglutination
inhibition test for the presence of ABH and Lewis antigens
on erythrocytes and in the saliva, The frequency of the
Lewis phenotypes and secretor and non-secretor
phenotypes were determined among the patients and in

the control group. The results were: Le(a- b+) =29,8%
(62,5%); Le(a+ b-) = 25,5% (7,5%); Le(a- b-) = 44,7%
(30,0%),; secretor = 59,5% (85%) and non secretor =
40,5% (15%) respectively. Statistical analysis using the X*
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