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RESUMO

O sistema de grupo sanguineo ABO tem sido muito associado ao desenvolvimento de doengas infecciosas,
influenciando o progndstico de determinadas patologias e favorecerendo ou ndo, a progressao de quadros clinicos.
Com isto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a a¢do bactericida in vitro dos anticorpos anti-ABO sobre a
bactéria Escherichia coli. Foi observada diferenca significativa no crescimento bacteriano (p<0,0001) nas
comparagdes do Grupo O, Grupo A, Grupo B e Grupo AB, quando comparados ao controle positivo, demonstrando
o efeito bactericida dos anticorpos anti-ABO. Nao houve diferenca significativa (p > 0,05) intergrupos sanguineos
0O, A, B e AB. Apesar de ndo haver diferenca estatistica (p > 0,05) intergrupos sanguineos O, A, B e AB, o grupo
sanguineo AB apresentou menor acdo bactericida. A partir da acdo bactericida dos anticorpos anti-ABO, estes
podem ser utilizados no futuro como alternativas ndo farmacoldgicas no auxilio de quadros clinicos de sepse.

Palavras-chaves: Anticorpos, Escherichia coli, grupo sanguineo ABO.

ABSTRACT

The ABO blood group system has been closely associated with the development of infectious diseases, influencing
the prognosis of certain pathologies and favoring or not the progression of clinical conditions. With this, this
research had as its objective to evaluate the bactericide action in vitro of the anti-ABO antibodies upon the
Escherichia coli bacteria. It was observed a substantial difference in the bacterial growth (p<0,0001) in the
comparisons of Group O, Group A, Group B, and Group AB when compared to the Positive Control, demonstrating
the bactericide effect of the anti-ABO antibodies. There was no significant difference (p > 0,05) between the blood
systems O, A, B, and AB. Although there was no statistical difference (p > 0.05) between blood groups O, A, B
and AB, blood group AB had less bactericidal action. Based on the bactericidal action of anti-ABO antibodies,
these can be used in the future as non-pharmacological alternatives to help with sepsis clinical conditions.
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INTRODUCAO

O sistema ABO, descoberto pelo médico austriaco Karl Landsteiner no ano de 1900, foi o primeiro sistema
de grupos sanguineos a descrever os fenotipos A, B e O, sendo o fenétipo AB descrito apenas alguns anos depois,
por Alfred Von Decastello (BRASIL, 2014). O sistema ABO ¢ considerado até os dias de hoje, o sistema mais
importante na medicina clinica transfusional, podendo-se encontrar quatro diferentes fendtipos sanguineos, sendo
eles: O, A, B ¢ AB. Estes tipos sdo caraterizados pela presenga ou auséncia de antigenos na membrana eritrocitaria
e aglutininas (anticorpos) no plasma sanguineo, sendo que na membrana das hemacias pode-se encontrar dois tipos
de antigenos do sistema ABO, o antigeno A e/ou B, ¢ no plasma sanguineo pode-se encontrar duas especificidades
de anticorpos, o anti-A e/ou anti-B, bem como auséncia desses (FRIDMAN, 2019). Ha hipdteses de que o
polimorfismo dos antigenos de grupos sanguineos seja devido a sua co-evolugdo com patdgenos, ¢ a partir desta
relacdo, pesquisas com o objetivo de compreender estas interagdes e os provaveis mecanismos de agdo se tornam
cada vez mais necessarias (ONSTEN, 2013).

Os antigenos do sistema ABO sdo sintetizados a partir de enzimas glicosiltransferases, as quais sdo
codificadas pelo gene ABO localizado no brago longo do cromossomo 9 (BRASIL, 2014; DANIELS, 2013). Para
a sintese destes antigenos € necessario um substrato precursor na membrana eritrocitaria — o antigeno H, que ¢é
sintetizado pela enzima a-2-L-fucosiltransferase, sendo a mesma codificada pelo gene FUT! presente no
cromossomo 19 (LEE, 2016). Estes antigenos comegam a ser detectados nas hemacias a partir da quinta semana
de vida intrauterina e completam seu desenvolvimento entre 2 e 4 anos de idade, no qual permanecem constantes
ao longo da vida (ARBELAEZ-GARCIA, 2009; BRASIL, 2014).

O desenvolvimento dos anticorpos contra os antigenos do grupo sanguineo ABO ocorre através de duas vias:
natural ou imune. Os anticorpos naturais ocorrem principalmente devido ao aumento da microbiota intestinal, cujo
as bactérias presentes no trato intestinal apresentam antigenos similares aos do sistema ABO, estimulando a sintese
de anticorpos contra os mesmos (STEPHENS et al., 2013; VIZZONI et al., 2013). Outros fatores como uso de
medicamentos de origem animal, vacina antigripal, poeira e infec¢des também podem estimular de forma natural
estes anticorpos (BRASIL, 2014). Os anticorpos denominados imunes ocorrem em uma gravidez ABO
incompativel ou até mesmo em casos de transfusdes incompativeis. Estas imunoglobulinas, que sao
predominantemente da classe IgM e IgG, comecam a ser detectados a partir do 3° e 6° més de vida, apresentando
um aumento até a fase adulta ¢ uma diminuicdo em idosos (ARBELAEZ—GARCfA, 2009; STEPHENS et al.,
2013). Em um estudo realizado por Muschel e Osawa (1959), foi observado que a cepa de Escherichia coli O86
era inibida quando em contato com anticorpos anti-B, evidenciando uma maior defesa intrinseca aos individuos

que possuem essas imunoglobulinas presentes no organismo.

A sepse pode ser definida como uma sindrome de resposta inflamatoria sistémica, sendo ocasionada em
resposta a um processo infeccioso, levando a uma disfun¢do organica no individuo (QUEMEL, 2021). A doenga ¢é
ocasionada principalmente por bactérias e suas toxinas, sendo as bactérias gram-negativas as mais frequentes, em
especial, a Escherichia coli (FRACASSO, 2008). Atualmente, o tratamento da sepse consiste no uso de
antimicrobianos como os beta-lactamicos ¢ glicopeptideos, porém, sabe-se que esta opc¢do farmacologica é
responsavel por diversos efeitos adversos que podem acometer o sistema nervoso, ocasionar nefrotoxicidade,
alteragdes sanguineas e defeitos na coagulagdo. Ainda, outra questdo de extrema importancia ¢ a multirresisténcia
dos micro-organismos aos antibioticos utilizados, no qual seu uso continuo e muitas vezes exagerado, leva a

infec¢des mais graves e dificeis de serem controladas (VELASCO, 2019).

A partir disto e da alta taxa de mortalidade ocasionada pela sepse, percebe-se a necessidade de novas
alternativas de tratamento nao farmacologicos (BARCELOS, 2007). Um estudo realizado por Martins ef al., (1997),
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avaliou a eficacia terapéutica do uso de imunoglobulinas policlonais enriquecidas com IgM no tratamento de sepse,
sendo visualizado redugdo significativa na taxa de mortalidade e auséncia de efeitos adversos. Abordagens
terapéuticas ndo farmacologicas estdo sendo cada vez mais utilizadas, ganhando destaque o uso de anticorpos
monoclonais. Os anticorpos monoclonais sdo moléculas de imunoglobulinas idénticas produzidas a partir de uma
célula B, e atualmente, sdo adotados no tratamento de diversas condigdes, incluindo infecgdes, processos
inflamatorios e neoplasias (TANDON et al., 2020).

Tendo em vista que a fun¢ao dos antigenos e anticorpos do sistema sanguineo ABO em seres humanos ainda
ndo esta elucidada (EWALD; SUMNER, 2016), estudos como este, que buscam compreender a relacdo dos
anticorpos dos grupos sanguineos com patdgenos, sdo de grande importancia para a sociedade, visto que se for
comprovado a capacidade destes em imunomodular processos infecciosos, estas imunoglubulinas podem vir a
auxiliar no tratamento de infecgdes e septicemias, principalmente em casos em que hé resisténcia bacteriana aos
farmacos. Desta forma, esse estudo teve como objetivo avaliar a a¢do bactericida in vitro dos anticorpos anti-ABO
sobre a bactéria Escherichia coli, visando o compreendimento da relacdo desses anticorpos e o patdgeno, com

énfase na inibi¢ao e/ou destrui¢do do mesmo.

MATERIAL E METODOS
Selecdo dos sujeitos para a pesquisa

Ap6s aprovagio do estudo no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Vale do Itajai sob o parecer
numero 4.013.440, foram recrutados 10 individuos do sexo feminino que possuiam entre 18 ¢ 69 anos de idade;
que ndo tivessem feito uso de antibidticos e/ou anti-inflamatorios nos ultimos 90 dias e que ndo tenham passado
por procedimentos cirirgicos ou odontoldgicos nos ultimos 90 dias. Foram obtidas 2 amostras sanguineas de cada
participante do estudo, sendo uma coletada com anticoagulante EDTA e outra sem anticoagulante, sendo essa
coleta denominada de Ensaio 1. Para cada participante foi realizado a determinagdo do fenotipo ABO, a fim de se
obter amostras do grupo sanguineo ABO (O, A, B e AB) e a titulagdo dos anticorpos anti-ABO (com excessao do
grupo sanguineo AB). Dentre os 10 individuos, quatro foram selecionados por terem titulos acima de 64 para
anticorpos anti-ABO. Desta forma, permaneceram no estudo um individuo do grupo O, um do grupo A, e um do
grupo B que e um do grupo AB. A pesquisa foi realizada em duplicata em um intervalo de 21 dias, no qual foi
realizado uma nova coleta das amostras biologicas dos participantes e todos os testes foram repetidos, sendo esta

etapa denominada de Ensaio 2. O resumo e organograma estao apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Organograma da metodologia e testes da pesquisa.

Determinacdo do fenotipo ABO

Para a determinagdo do grupo sanguineo ABO de cada participante da pesquisa foi utilizada a amostra
coletada com EDTA apos ser centrifugada a 1000 g por 5 minutos. Posteriormente, foi realizado a técnica em tubo
mediante realizagdo da Prova Direta utilizando os antissoros monoclonais anti-A, anti-B e anti-AB Bio-Rad
Laboratories® e Prova Reversa com o uso de reagentes de Hemacias Al e B do mesmo fabricante (BRASIL, 2014).
A leitura das reagdes foi realizada apos centrifugacdo dos tubos por 15 segundos a uma rotagdo de 2.326 g,

seguindo o padrdo de leitura da intensidade da reac¢do de acordo com Girello e Kuhn (2016).

Determinacdo do titulo de anticorpos anti-ABO dos individuos

Para a determinag@o do titulo de anticorpos anti-A e anti-B foi utilizada a amostra coletada com EDTA
centrifugada a 1000 g por 5 minutos. A técnica foi feita de acordo com Judd e colaboradores (2008) por meio da
titulagdo seriada do plasma em tubo em temperatura ambiente. Foi realizada uma séria de dilui¢des do plasma dos
individuos para anticorpos anti-ABO até 1/512 em solugdo salina (NaCl 0,89%). Os tubos foram homogeneizados
e centrifugados a 2.326 g por 15 segundos. A leitura da reagdo foi realizada verificando-se a presenga ou auséncia
de hemdlise e/ou aglutinag@o de acordo com Girello e Kuhn (2016).
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Preparo do inéculo utilizado no Teste Bactericida anti-ABO.

O indculo utilizado no teste foi preparado apos a ativag@o por repicagem da cepa padrdo de Escherichia
coli (ATCC 25922), em meio agar Mueller Hinton e incubada a a 35 °C por 24 horas. Posteriormente, o indculo
foi preparado através de suspengdo de colonias da bactéria em solugdo salina estéril, e a concentragao de células
foi ajustada através de comparagdo com a escala de MacFarland 0,5 para atingir o equivalente a 1,5 x 108
células/mL. A partir desta solugdo, foi realizada uma série de diluicdes em solugdo salina estéril até a concentragdo

final de 1,5 x 103 UFC/mL, sendo esta a concentragdo padrio de indculo utilizada em todos os testes.

Teste Bactericida anti-ABO

Para a realizagdo do Teste Bactericida anti-ABO foi utilizado a amostra coletada sem anticoagulante ap6s
centrifugagdo por 10 minutos a 1000 g, a fim de se obter o soro. O Teste Bactericida visava a diluigdo dos
anticorpos presentes no soro do individuo e a constancia do indculo, e para isso, foram separados 7 tubos de
microcentrifuga estéreis para cada grupo sanguineo, sendo realizado uma série de diluigdes de 1 a 64 do soro em
solucdo salina estéril. Com as dilui¢des finalizadas, 100 puL do in6culo foi adicionado em todos os tubos de
microcentrifuga, permanecendo em contato com a amostra por 10 minutos antes da solug@o ser semeada (tempo
este estipulado pelos pesquisadores para que ocorresse a agdo bactericida dos anticorpos anti-ABO).
Posteriormente, 100 pL de cada dilui¢ao foi transferido para as placas com agar Mueller Hinton e estendido, com
o auxilio da al¢a de Drigalski, sobre toda a superficie do meio. As placas foram incubadas a 35 °C e ap6s 24 horas

foi realizada a leitura e contagem das colonias (Figura 2).

100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pI

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64

100 pL soro 100 pL salina 100 pL soro 100 pL soro 100 pL soro 100 pL soro 100 pL soro

+ 100 pL soro + + + +
100 pL inéculo + 100 pL inoculo 100 pL inéculo 100 pL inéculo 100 pL inéculo 100 pL inéculo
(constante) 100 pL indculo  (constante) (constante) (constante) (constante) (constante)
(constante)
100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL

Figura 2. Ilustracdo da realizagdo do Teste Bactericida anti-ABO.

Controle Positivo do Teste Bactericida anti-ABO
Para avaliacdo do crescimento bacteriano sem a amostra de soro utilizada no Teste Bactericida, foi
semeado 100 pL do in6culo puro em agar Mueller Hinton e incubada a 35 °C. Apos 24 horas foi feita a contagem

das coldnias, analisando seu crescimento e desenvolvimento no meio de cultura, sendo o controle positivo do teste.
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Controle Negativo do Teste Bactericida anti-ABO de amostras sem anticorpos anti-ABO
Para avaliar o potencial efeito bactericida dos anticorpos anti-ABO, foi realizada a mesma técnica do
Teste Bactericida anti-ABO utilizando soro humano do grupo AB, visto que individuos deste grupo ndo possuem

anticorpos anti-ABO.

Controles negativos
Foram realizadas culturas do meio adgar Mueller Hinton, da solugdo salina e dos soros dos individuos
participantes da pesquisa, a fim de certificar que estavam devidamente estéreis e livres de contaminagdo

microbiana. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas.

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada por Teste de Multipla comparag@o Tukey’s com Intervalo de Confianga
de 95% através do software GraphPad Prism 8.0.2 de 2019 e considerou-se diferenca significativa o valor de p <
0,05. Foi realizada a média e desvio padrdo da Unidade Formadora de Colonias (UFC)/mL da amostra pura ¢

demais dilui¢des dos grupos sanguineos O, A, B ¢ AB no Ensaio 1 ¢ Ensaio 2.

RESULTADOS

Para a realizacdo do estudo foram coletadas amostras de 10 individuos, sendo todos do sexo feminino e com
idade entre 20 e 24 anos. Desses 10 individuos, prosseguiu-se com a fenotipagem ABO e titulagdo dos anticorpos
anti-ABO, sendo excluidas aquelas amostras que ndo apresentaram titulos de anticorpos anti-ABO iguais ou
superiores a 64. Dentre os 10 sujeitos da pesquisa, 6 foram excluidas devido a baixa titulagdo estipulada e apenas
4 permaneceram no estudo, sendo cada amostra pertencente a um diferente fenotipo do grupo ABO.

No Ensaio 1 foi observado as seguintes titulagdes: individuo do grupo O (32 anti-A, 64 anti-B), individuo do
grupo A (128) e individuo do grupo B (64). No Ensaio 2, realizada 21 dias apos o Ensaio 1, encontrou-se as
seguintes titulagdes: individuo do grupo O (128 anti-A, 256 anti-B), individuo do grupo A (128) e individuo do

grupo B (32), como demonstrado na Quadro 1.

Titulo de Anticorpos dos Grupos Sanguineos
(0] A B AB
anti-A anti-B anti-B anti-A -
Ensaio 1 32 64 128 64 -
Ensaio 2 128 256 128 32 -
Idade do 23 anos 21 anos 21 anos 21 Anos
individuo
Sexo Feminino Feminino Feminino Feminino

Quadro 1. Resultado da titulagao dos anticorpos anti- ABO dos individuos no Ensaio 1 e Ensaio 2, idade e sexo

dos sujeitos da pesquisa.
A partir da andlise da Tabela 1, percebeu-se que um menor crescimento de UFC/mL nos grupos O, B e A

respectivamente, do que grupo AB e Controle Positivo. Ainda, ndo houve crescimento bacteriano (contaminagao)

no Controle Negativo do Teste Bactericida anti-ABO de amostras sem anticorpos anti-ABO, assim como nao
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houve nos Controles Negativos do meio agar Mueller Hinton, da solugdo salina estéril e do soro dos sujeitos da

pesquisa.
UFC Grupo UFC Grupo UFC Grupo UFC Grupo Controle Controle
Diluicio (0} A B AB Positivo Negativo
Puro 485 + 205 795 + 120 600 + 56 1090 £ 551 2815 £431 0+0
12 815+ 63 770 + 28 580 £ 42 1025 £ 473 2815 £431 0+0
1/4 535+7 565 £ 106 955+ 261 855 £487 2815 £ 431 0+0
1/8 705 +275 845 £ 190 905 +417 620 + 155 2815 £431 0+0
1/16 895 £ 233 395 +35 605 + 63 985 + 304 2815 £ 431 0+0
1/32 975 +275 695 +91 440 £ 70 735+ 247 2815 £431 0+0
1/64 650 + 339 875+ 176 715 £ 106 595 + 63 2815 £ 431 0+0

Tabela 1. Média e Desvio Padrao das UFC/mL de cada dilui¢do por grupo sanguineo do Ensaio 1 e Ensaio 2 e

Controle Positivo e Negativo do teste.

Na Figura 3 foi observada diferenca significativa no crescimento bacteriano (p<0,0001) em todas as analises
(puro ao titulo 64) nas compara¢des Grupo O x Controle Positivo, Grupo A x Controle Positivo, Grupo B x
Controle Positivo, Grupo AB x Controle Positivo, demonstrando o efeito bactericida dos anticorpos anti-ABO.
Nao houve diferenca significativa (p > 0,05) intergrupos sanguineos O, A, B ¢ AB, tanto na amostra pura como
diluida de soro. Observou-se que na amostra pura de todos os grupos sanguineos, houve uma maior concentragido
de UFC/mL do grupo AB, seguido dos grupos A, B ¢ O. Na diluigdo 1/2, o grupo AB também apresentou uma
maior concentra¢ao de UFC/mL, seguido dos grupos O, A e B. Ja na diluigdo 1/4, identificou-se que o grupo com
maior concentragdo de UFC/mL foi o grupo B, seguido dos grupos AB, A e O. Na dilui¢ao 1/8, o grupo com maior
UFC/mL foi o grupo B, seguido dos grupos A, O e AB. Na diluigdo 1/16, novamente o grupo AB foi o que
apresentou uma maior concentragdo de UFC/mL, seguido dos grupos O, B e A. Analisando a amostra na dilui¢ao
1/32, observou-se que o grupo O apresentou uma maior concentragdo de UFC/mL, seguido dos grupos AB, A e B.
Na ultima diluigdo realizada no estudo (1/64), foi observado que o grupo A apresentou uma maior concentragao
de UFC/mL, seguido dos grupos B, O ¢ AB. Apesar de ndo haver diferenga estatistica intergrupos sanguineos, os
resultados do teste sugerem que o grupo AB teve uma menor eficacia quando avaliado sua agdo bactericida, visto

que o grupo apresentou altas concentragdes de UFC/mL em praticamente todas as dilui¢des.
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Figura 3. Média e desvio padrdo das UFC/mL da amostra pura e nas dilui¢des 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 dos

grupos sanguineos.

Figura 4. Crescimento bacteriano no soro puro e dilui¢des 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 dos grupos sanguineos
na Etapa 1. Legenda: O1 = Soro humano grupo O e in6culo; O2 = Soro humano grupo O e in6culo 1/2; O4 = Soro
humano grupo O e in6culo 1/4; O8 = Soro humano grupo O e in6culo 1/8; O16 = Soro humano grupo O e inoculo
1/16; 032 = Soro humano grupo O e indculo 1/32; 064 = Soro humano grupo O e inoculo 1/64; A1 = Soro humano
grupo A e indculo; A2 = Soro grupo A e in6culo 1/2; A4 = Soro humano grupo A e inéculo 1/4; A8 = Soro humano
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grupo A e in6culo 1/8; A16 = Soro humano grupo A ¢ in6culo 1/16; A32 = Soro humano grupo A e indculo 1/32;
A64 = Soro humano grupo A e indculo 1/64; B1 = Soro humano grupo B e indculo; B2 = Soro humano grupo B e
inoculo 1/2; B4 = Soro humano grupo B e indculo 1/4; B8 = Soro humano grupo B e inéculo 1/8; B16 = Soro
humano grupo B ¢ inéculo 1/16; B32 = Soro humano grupo B ¢ indculo 1/32; B64 = Soro humano grupo B e
inoculo 1/64; AB1 = Soro humano grupo AB e in6culo; AB2 = Soro humano grupo AB e inéculo 1/2; AB4 = Soro
humano grupo AB e inoculo 1/4; AB8 = Soro humano grupo AB e in6culo 1/8; AB16 = Soro humano grupo AB ¢
inoculo 1/16; AB32 = Soro humano grupo AB ¢ indculo 1/32; AB64 = Soro humano grupo AB ¢ indculo 1/64.

Figura 5. Crescimento bacteriano no soro puro ¢ diluigdes 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 dos grupos sanguineos
na Etapa 2. Legenda: O1 = Soro humano grupo O e in6culo; O2 = Soro humano grupo O e in6culo 1/2; O4 = Soro
humano grupo O e in6culo 1/4; O8 = Soro humano grupo O e in6culo 1/8; O16 = Soro humano grupo O e inoculo
1/16; 032 = Soro humano grupo O e indculo 1/32; 064 = Soro humano grupo O e inoculo 1/64; A1 = Soro humano
grupo A e indculo; A2 = Soro grupo A e inoculo 1/2; A4 = Soro humano grupo A e inoculo 1/4; A8 = Soro humano
grupo A e in6culo 1/8; A16 = Soro humano grupo A ¢ in6culo 1/16; A32 = Soro humano grupo A e indculo 1/32;
A64 = Soro humano grupo A e indculo 1/64; B1 = Soro humano grupo B ¢ indculo; B2 = Soro humano grupo B e
inoculo 1/2; B4 = Soro humano grupo B e indculo 1/4; B8 = Soro humano grupo B e inéculo 1/8; B16 = Soro
humano grupo B ¢ inéculo 1/16; B32 = Soro humano grupo B ¢ indculo 1/32; B64 = Soro humano grupo B e
inoculo 1/64; AB1 = Soro humano grupo AB e in6culo; AB2 = Soro humano grupo AB e inéculo 1/2; AB4 = Soro
humano grupo AB e inoculo 1/4; AB8 = Soro humano grupo AB e in6culo 1/8; AB16 = Soro humano grupo AB ¢
inoculo 1/16; AB32 = Soro humano grupo AB e in6culo 1/32; AB64 = Soro humano grupo AB e indculo 1/64.
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Figura 6. Controles negativos dos soros dos individuos, solucéo salina e do agar Mueller Hinton. Legenda: C.O
= Controle do soro do individuo O; C. A = Controle do soro do individuo A; C. B = Controle do soro do individuo
B; C. AB = Controle do soro do individuo AB; C. Salina = Controle da solugado salina; C. Meio = Controle do agar
Mueller Hinton.

As Figuras 4, 5 e 6 apresentam as imagens dos resultados do teste bactericida no Ensaio 1, 2 e controles da
pesquisa, respectivamente. Nota-se a importancia de realizar os testes com mais individuos da populacdo para
melhor elucidar os resultados encontrados, uma vez que os testes foram realizados com um niimero amostral
relativamente baixo, sendo necessario a reproducdo do estudo em grupos populacionais diferentes e maiores,
analisando se a agdo bactericida ¢ visualizada em demais individuos. Ainda, por se tratar de um estudo com
varidveis, ¢ interessante que estas sejam exploradas em demais pesquisas, observando se os resultados sdo
condizentes aos encontrados no presente trabalho. Com isto, ¢ possivel que em metodologias futuras ocorra a
alteracdo do micro-organismo utilizado; do tempo de contato entre o soro dos individuos e a bactéria; da
concentragdo de inéculo e dos titulos de anticorpos anti-ABO, o qual podem ser superiores ou inferiores ao

utilizado no teste.

DISCUSSAO

Ha muitos anos, a associagdo entre sistemas de grupos sanguineos ¢ doencas infecciosas tém sido objeto de
estudos. A partir disto, estudos ja foram realizados com o intuito de compreender a associa¢do entre bactérias e
grupos sanguineos, principalmente o grupo ABO (EWALD; SUMNER, 2016). Um estudo realizado por Springer
e Horton (1969), envolvendo a bactéria Escherichia coli O86 e o grupo sanguineo ABO, apontou uma alta interagdo
entre 0 micro-organismo e o grupo em questdo, sendo demonstrado a capacidade da bactéria em interagir com os
antigenos deste sistema e aumentar os titulos de anticorpos anti-ABO. Os pesquisadores relataram que todos os
participantes da pesquisa (adultos, criangas e de ambos os sexos), aumentaram os titulos de anticorpos anti-ABO
ap6s o consumo ou inalagdo de bactérias Escherichia coli O86 mortas, demonstrando a capacidade da bactéria em
interagir ¢ estimular estes anticorpos. Foi verificado também que esta resposta era mais frequente em pessoas do
grupo sanguineo B do que as do grupo sanguineo A e O.

No presente estudo foi observado diferenga estatistica (p<0,0001) no crescimento bacteriano nas analises do
soro puro e nas demais dilui¢des (1/2 a 1/64) nas comparagdes Grupo O x Controle Positivo, Grupo A x Controle
Positivo, Grupo B x Controle Positivo, Grupo AB x Controle Positivo. Estes dados demonstram o efeito bactericida
dos anticorpos anti-ABO, visto que houve uma redugéo significativa das UFC/mL quando comparado ao Controle
Positivo (sem anticorpos anti-ABO). O efeito bactericida de anticorpos anti-ABO ja havia sido elucidado em
experimentos realizados por Muschel e Osawa (1959), no qual foi observado que o anticorpo anti-B exercia um

efeito bactericida sobre a bactéria Escherichia coli 086, fornecendo um modelo para a possivel relagdo dos

47



Revista de Biotecnologia & Ciéncia Gomes et al. v.10, n.2, 2021

sistemas de grupos sanguineos e a resisténcia a infec¢des. Em outro estudo realizado por Shang ef al. (2016), foi
demonstrado uma nova técnica para a adsor¢do e/ou remog¢ao de anticorpos anti-A e/ou B do plasma sanguineo,
tendo como base a semelhanga estrutural entre a bactéria Escherichia coli O86: B7 e o epitopo B humano. A partir
desta semelhanga, os pesquisadores conseguiram remover anticorpos anti-B do grupo sanguineo O e do grupo A,
apresentando uma redugao significativa deste titulo de anticorpos. Ambos os trabalhos demonstram a capacidade
da bactéria Escherichia coli O86 em interagir com os anticorpos do grupo ABO, em especial o anti-B.

Sabe-se que individuos do grupo sanguineo AB ndo apresentam anticorpos anti-ABO em seu plasma, ¢ apesar
de ndo haver diferenga estatistica (p > 0,05) intergrupos sanguineos O, A, B ¢ AB quando avaliado sua agao
bactericida, percebeu-se uma tendéncia do grupo sanguineo AB em ser menos eficaz quando comparado aos
demais grupos. Nota-se isto ja que o grupo apresentou altas concentragdes de UFC/mL para o soro puro e nas
dilui¢des 1/2, 1/4,1/16 e 1/32, sendo que apenas nas diluigdes 1/8 ¢ 1/64 apresentou baixa concentragdo de UFC/mL
quando comparado aos demais grupos. A partir disto, pode-se sugerir que anticorpos naturais presente nos
individuos possam ter potencializado a ac¢ao bactericida dos anticorpos anti-ABO. Tal hipdtese se baseia nos
achados do estudo em que individuos do grupo AB apresentaram ago bactericida. Dos anticorpos naturais, o anti-
Gal ¢ o0 mais abundante presente em humanos, sendo produzido em resposta a epitopos a-galactosil expressos por
bactérias gastrointestinais. Apesar de seu papel fisiologico ainda ndo estar bem elucidado, estima-se que uma de
suas fungdes seja na defesa contra determinadas bactérias gastrointestinais, sendo capazes de ativar o sistema
complemento (COELHO et al., 2019; GALILI, 1993).

Estudos ja demonstraram que os anticorpos anti- a-Gal conferem prote¢do para doengas como a malaria,
sendo visualizado o aumento dos titulos destes anticorpos em pacientes com infec¢do aguda por Plasmodium
falciparum (COELHO et al., 2019 e YILMAZ et al., 2014). Ainda, Li ef al. (1999), conseguiram desenvolver um
novo epitopo a-Gal conjugado a glicopolimeros especificos, no qual ao se ligarem a bactéria Escherichia coli,
foram capazes de promover a ligacdo do anticorpo anti-Gal e a ativacdo do sistema complemento, ocasionando a
lise bacteriana. Além dos anticorpos naturais, outros elementos da resposta imune sido capazes de ocasionar a
destrui¢ao de micro-organismos (MACHADO, 2004). Stowell et al. (2010), estudaram duas lectinas imunes inatas
com possivel potencial de reconhecer antigenos de grupos sanguineos humanos. Neste estudo, essas lectinas
(galectinas-4 e -8), foram capazes de reconhecer e matar a bactéria Escherichia coli. Ambas as lectinas independem
do sistema complemento, provocando uma ruptura da integridade da membrana do patégeno e consequentemente
sua destruicdo. Ambos os trabalhos demonstram a importancia dos diversos elementos da resposta imune na defesa

contra patdogenos, podendo interferir na evolucao de quadros clinicos infeciosos.

Um dos critérios adotados na pesquisa em relagdo as amostras utilizadas, era que apresentassem titulos de
anticorpos anti-ABO igual ou superior a 64. E importante ressaltar a existéncia do efeito pré-zona, sendo este
definido como um resultado falso negativo que ocorre devido ao alto titulo de anticorpos presente na amostra, o
qual interfere na formag@o do complexo antigeno-anticorpo (Murphy ef al., 2020). A partir disto, pode-se analisar
a possibilidade de que se tivéssemos utilizados amostras com titulos de anticorpos anti-ABO superiores ao
estipulado, talvez o efeito bactericida ndo fosse visualizado, visto que a concentracdo de anticorpos presente no
soro seria superior ao de antigeno utilizado no Teste Bactericida. Estudos como o de Jain ef al. (2018), mostram a
importancia do conhecimento do efeito pro-zona. Os pesquisadores relataram um caso de um receptor de
transplante renal altamente sensibilizado com 64% de positividade para anticorpos reativos ao painel (PRA). Com
este achado, foi realizado um ensaio de esfera de antigeno tinico (SAB) para identificar a especificidade dos
anticorpos para uma comparagao com o potencial doador, sendo o resultado do teste negativo. A partir destes dados,
sugeriu-se que se tratava de um resultado falso negativo, provalvemente ocasionado pelo efeito pro-zona. Com
isto, dilui¢des em série do soro foram feitas para realizar testes adicionais, no qual desta vez, se obteve resultados
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positivos. A partir disto, percebe-se que a concentragdo de anticorpos anti-ABO foi muito importante para o

desenvolvimento do presente ensaio, interferindo diretamente na visualizagdo ou ndo do seu efeito bactericida.

Demais bactérias também ja foram investigadas em relacdo a suas interagdes com o grupo sanguineo ABO.
Isto ¢ visualizado em estudos como o de Ewald e Sumner (2016), no qual ao estudarem quadros de meningite
bacteriana, os pesquisadores relataram a capacidade de algumas bactérias como Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae em alterar o antigeno B para antigeno A, dependendo do
ambiente do grupo sanguineo em que se encontram. Com isto, foi visualizado que individuos do grupo sanguineo
B tinham menor prevaléncia de infeccdo por essas bactérias, visto que seus anticorpos anti-A respondiam como
anticorpos naturais aos antigenos bacterianos. Em contrapartida, individuos dos grupos O, A e AB tinham maior
prevaléncia a estes micro-organismos, ja que contavam apenas com anticorpos anti-pneumocdcicos especificos
produzidos em resposta ao patdogeno. Dados como estes demonstram a importancia dos anticorpos anti-ABO, ja
que podem interferir diretamente na progressdao do quadro clinico do individuo.

Além das bactérias, os virus também tém sido estudados por apresentarem interagcdes com o grupo sanguineo
ABO. Atualmente, um virus emergente que tomou proporgdes mundiais € 0 novo coronavirus, e por isto, pesquisas
foram feitas no intuito de analisar a influéncia do grupo sanguineo ABO na susceptibilidade a infeccdo pelo
patogeno (FERNANDEZ-BOTRAN, 2020; MATHEW et al., 2021). Numero crescente de estudos sugerem que
individuos do grupo sanguineo A possuem um risco significativamente maior de infec¢do e de desenvolverem
formas mais graves da doenca quando comparados a individuos do grupo sanguineo O (MORALIS et al., 2021;
ZIETZ et al., 2020). Na busca pelo entendimento da fisiopatologia desencadeada pelo virus, algumas hipoteses
foram sugeridas para explicar a associa¢do entre o grupo sanguineo ABO e o patdgeno. A hipotese descrita por
Amorim et al. (2020), ¢ de que o anticorpo anti-A seja capaz de interferir na ligacdo entre a proteina Spike com o
receptor da enzima conversora angiotensina 2 (ECA2), visto que este ¢ o mecanismo visualizado na infeccao pelo
coronavirus relacionado a sindrome respiratoria aguda grave (SARS-Cov-1). Outra hipotese ¢ em relagdo a
neutralizacdo que os anticorpos anti-A e/ou anti-B poderiam exercer em infec¢des virais, mecanismo este ja

visualizado em infec¢@o pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).

O estudo desenvolvido por Ewald ¢ Sumner (2016), comprovou a semelhanga quimica da membrana de
micro-organismos como a Escherichia coli com os antigenos dos grupos sanguineos A ¢ B, sendo que seus
experimentos in vitro mostraram a capacidade dos anticorpos anti-B em provocar a destrui¢do da bactéria, sendo
possivel, portanto, desenvolver uma fung¢do semelhante in vivo. Contudo, deve-se levar em consideragdo que em
experimentos in vitro existem condi¢des controladas como titulos de anticorpos e concentragdo do inoculo
utilizado. Com isto, ha a possibilidade de que caso o teste tivesse sido realizado com uma menor concentragdo de
inoculo, o efeito bactericida poderia ter sido potencializado, ou seja, individuos que sdo expostos a menores
concentragdes de antigenos talvez pudessem ter uma melhor resposta contra o patdogeno pelo qual foi exposto. Em
contrapartida, caso fosse utilizado amostras com baixos titulos de anticorpos anti-ABO, o efeito bactericida poderia
ndo ser visualizado. Desta forma ¢ possivel que individuos que tenham baixos titulos de anticorpos anti-ABO
sejam mais susceptiveis ao desenvolvimento de quadros infeciosos mais graves, ja que ndo teriam anticorpos

suficientes para serem eficazes contra o patdogeno.

A partir dos dados obtidos nesse estudo, e em futuros, caso a ag¢ao bactericida dos anticorpos anti-ABO seja
comprovada, é possivel a utilizacdo de uma nova alternativa terapéutica ndo farmacoldgica para quadros clinicos
de sepse. Esta nova terapia imunobioldgica poderia ser utilizada para pacientes que possuem resisténcia bacteriana
a farmacos e para o auxilio de tratamentos ja existentes, uma vez que os anticorpos anti-ABO possam diminuir a

taxa de crescimento bacteriano. Com o avango da tecnologia, a utilizagdo de anticorpos monoclonais se tornou
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uma terapia imunologica potente, sendo muito estudada atualmente, para o uso terapéutico em casos de Covid-19,
visto que estes anticorpos sdo capazes de detectar a regido do epitopo do antigeno viral, reduzindo sua proliferagido
e a gravidade da doenga, demonstrando ser uma terapia eficaz (JAHANSHAHLU e REZAEI, 2020). No Brasil,
terapias com uso de imunoglobuilinas humanas para outras especificidades ja sdo uma realidade para tratamento
de pacientes (BRASIL, 2019). Contudo, o uso de imunoglobulinas humana anti-ABO n#o ¢ explorado e pode
servir como alternativas terapéuticas ndo farmacologicas. Vale destacar que o mercado farmacéutico brasileiro
aumentou de R$ 57,9 bilhdes em 2013 para R§ 126,2 bilhdes em 2020. Estima-se que aumente a uma taxa
composta de crescimento anual de 13%, saltando para R$ 229,8 bilhdes em 2025 (GLOBAL DATA, 2021). Com
isto, pesquisas que buscam novas opgdes nao farmacologicas, como o uso de anticorpos monoclonais, se tornam
cada vez mais necessarias, visto que ja possuem sua eficacia comprovada e que cada vez mais estdo sendo inseridos

nas praticas terapéuticas.

CONCLUSAO

Os anticorpos anti-ABO apresentaram acao bactericida contra a bactéria Escherichia coli, visto que foram
capazes de diminuir a contagem de UFC/mL no soro puro e demais dilui¢des (1/2 a 1/64). Apesar de ndo haver
diferenca estatistica (p > 0,05) intergrupos sanguineos O, A, B e AB, o grupo sanguineo AB parece possuir menor
acdo bactericida, uma vez que apresentou altas concentragdes de UFC/mL em muitas analises. Para melhor
entendimento dos mecanismos pelo qual micro-organismos, em especial bactérias, interagem com os antigenos

e/ou anticorpos do grupo sanguineo ABO, é necessario a realizacdo de mais estudos.

Entre as limitagdes da pesquisa, pode-se citar principalmente a escassez de estudos acerca do tema que
tenham utilizado metodologia semelhante a realizada no presente trabalho, sendo necessario o desenvolvimento
de uma nova técnica para a realizagdo do teste. Contudo, a técnica desenvolvida pelos presentes pesquisadores se
mostrou eficaz para auxiliar na elucidag@o da fung¢do dos anticorpos anti-ABO, uma vez que foi possivel observar

sua acdo bactericida.
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