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RESUMO

Estudos epidemioldgicos tém sido realizados com o proposito de compreender as
diferentes suscetibilidades a infecdo e manifestacdes da doenca pelo novo coronavirus. A
sintomatologia pode variar desde os assintomaticos até casos mais graves de pneumonia
que podem resultar em morte. Estudos de associacdo entre 0s grupos sanguineos do
sistema ABO e o risco e severidade da COVID-19 tém vindo a corroborar o facto da
presenca do grupo sanguineo O conferir menor suscetibilidade, enquanto a presencga do
grupo A confere maior suscetibilidade a infecdo. Contudo, hé estudos com resultados
contraditérios onde a mesma associacdo ndo foi observada. Estd estabelecido que
determinados grupos do sistema ABO esta associado a um maior risco para varias doencas
infeciosas, incluindo hepatite B e dengue hemorragico. Os mecanismos que podem
explicar esta associacdo ndo estdo totalmente esclarecidos, carecendo de investigagédo
mais aprofundada. Com este trabalho pretendeu-se contribuir para elucidar esta possivel
associacdo entre o genotipo ABO e o risco de infecdo e severidade da doenca COVID-19
na populacdo portuguesa, bem como, estabelecer frequéncias genétipicas do gene ABO.
Foi selecionada, aleatoriamente, uma amostra de conveniéncia de profissionais de satde
da ULSNE. Para a analise molecular do gene ABO foram sequenciadas as regifes dos

exdes 6 e 7 do gene ABO, pelo método de Sanger.

Os resultados obtidos evidenciam a presenca de polimorfismos que definem novas
classes genotipicas, sendo 0 A101/001 e A101/002 os mais frequentes e A102/B101 e o
002/003 os menos frequentes. Na analise dos resultados de associa¢do do fendtipo e
gendtipo com a presenca de infecdo e a severidade da doengca COVID-19, apontou para
um risco de infe¢do para individuos do grupo O em relacdo ao grupo A (OR= 2.545:
1.216-5.327). A analise de regressdo binaria, incluindo outros preditores, revelou um
resultado diferente, o risco de infecdo maior para individuos do grupo A e menor para o
grupo O (A vs ndo-A OR=1.998: 1.007-3.965; O vs ndo-O OR=10.366:0.177-0.759). Nao

foi observada associagfes entre 0 grupo sanguineo e a severidade da doenga.

Palavras-chave: coronavirus-19, SARS-CoV-2, suscetibilidade, grupo
sanguineo ABO, genética
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ABSTRAT

Epidemiological studies have been carried out with the purpose of understanding the
different susceptibilities to infection and manifestations of the disease by the new
coronavirus. Symptoms can range from asymptomatic to more severe cases of pneumonia
that can result in death. Studies of the association between the blood groups of the ABO
system and the risk and severity of COVID-19 have corroborated the fact that the
presence of blood group O confers lower susceptibility, while the presence of group A
confers greater susceptibility to infection. However, there are studies with contradictory
results where the same association was not observed. It is established that certain groups
of the ABO system are associated with an increased risk for several infectious diseases,
including hepatitis B and dengue hemorrhagic fever. The mechanisms that may explain
this association are not fully understood and require further investigation. The aim of this
work was to contribute to elucidate this possible association between the ABO genotype
and the risk of infection and severity of COVID-19 disease in the Portuguese population,
as well as to establish genotypic frequencies of the ABO gene. A convenience sample of
ULSNE health professionals was randomly selected. For the molecular analysis of the
ABO gene, the regions of exons 6 and 7 of the ABO gene were sequenced using the

Sanger method.

The results show the presence of polymorphisms that define new genotypic classes, with
A101/001 and A101/002 being the most frequent and A102/B101 and O02/003 being
the least frequent. In the analysis of the results of the association of phenotype and
genotype with the presence of infection and the severity of the COVID-19 disease, it
pointed to a risk of infection for individuals in group O compared to group A (OR= 2.545:
1.216-5.327). Binary regression analysis, including other predictors, revealed a different
result, the risk of infection higher for individuals in group A and lower for group O (A vs
non-A OR= 1.998: 1.007-3.965; O vs non-O OR= 0.366:0.177-0.759). No associations

were observed between blood group and disease severity.

Key Words: coronavirus-19, SARS-CoV-2, susceptibility, ABO blood group, genetics
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INTRODUCAO

A pandemia causada pela doencga coronavirus-19 (COVID-19) teve um grande
impacto a nivel da Saude Publica mundial, com milhdes de casos fatais (Assefa et al.,
2022). Esta doenca é caracterizada por uma sintomatologia diversa, entre sintomas
ligeiros, moderados e severos, que varia de individuo para individuo, e também pode
manifestar-se de forma assintomatica em alguns individuos (Goel et al., 2021). A idade,
género, etnicidade, a genética e a presenca de certas doencas, como por exemplo diabetes
melitos tipo Il e doencas cardiovasculares, estdo normalmente associadas ao aumento do
risco de infecdo e severidade da doenca (Velavan et al., 2021). A identificacdo de
diferentes suscetibilidades é de grande importéancia na gestdo da doenca e priorizacdo dos

individuos mais vulneraveis.

Estudos genéticos, incluindo estudos de associacdo genética (GWAS) e anélises
funcionais, tém fornecido novas perspetivas sobre 0s genes do hospedeiro que
desempenham um papel na suscetibilidade e gravidade da doenca COVID-19 (Ellinghaus
D. et al., 2020). Os genes que aparecem na maior parte das vezes associados, sdo genes
que regulam a resposta imunitaria e muitas vezes recetores que se expressam no tecido
pulmonar. Um exemplo deste ultimo € o gene ACE2 (enzima conversora de angiotensina
2), capaz de influenciar a capacidade de o virus entrar nas células do trato respiratério
(Hoffmann et al., 2020). Nos estudos GWAS, o locus do gene ABO aparece
sucessivamente associado a um maior risco de infecdo e severidade da COVID-19
(Ellinghaus D. et al., 2020), contudo, o mecanismo pelo qual ele pode influenciar o risco
e gravidade da doenca ainda ndo sdo consensuais. A maior parte dos estudos
epidemioldgicos corrobora o facto de o grupo sanguineo A apresentar uma maior
suscetibilidade a infecdo, enquanto o grupo O confere uma menor suscestibilidade
(Shibeeb & Khan, 2022). Apesar de varios estudos ja comprovarem esta associagéo,
outros revelaram resultados contraditorios, em que o grupo B, por exemplo, aparenta ser

0 grupo com uma maior suscetibilidade (Wang et al., 2021).



Ao longo das ultimas décadas, a presenca de um determinado grupo ABO vem
sendo associado a risco de varias doencas (Abegaz, 2021), sendo que, durante a pandemia

COVID-19 a pesquisa sobre esta associagcdo aumentou em grande nimero.

O gene ABO localiza-se no cromossoma 9, e é o responsavel pela codificagdo das
glicotransferases que conferem aos individuos diferentes fenotipos ou grupos sanguineos.
O locus do gene ABO é composto por 7 exdes, sendo que os exdes 6 e 7 contém o maior
namero de pares de bases responsaveis pela codificacdo das glicotransferases (Seltsam et
al., 2003). Varias mutagdes pontuais foram descritas no gene ABO. Estas pode alterar a
funcdo dos aminoéacidos e transformar a glicotransferase A em B. Uma delecdo a nivel do
exdo 6, na posicdo 261, leva a uma perda da atividade enzimatica que é comum do grupo
O (Carvalho et al., 2010).

Este estudo teve como objetivo investigar a possivel associagdo entre o grupo
sanguineo ABO e a suscetibilidade a infecdo e severidade da COVID-19, numa amostra
de profissionais de salde. Através da genotipagem por sequenciacdo dos exdes 6 e 7,
pretendeu-se identificar potenciais marcadores genéticos potencialmente relacionados a

um maior risco de infe¢do ou sintomas mais graves da doenca.

Ao contrario da maioria dos estudos que analisam a associacdo do grupo ABO ao
nivel fenotipico, a mais-valia deste estudo reside no facto de a associacao ser analisada
ao nivel do gendtipo. Ao examinar o gendtipo, podemos inclusive inferir sobre os
mecanismos genéticos subjacentes que influenciam a associagdo entre o grupo sanguineo
ABO e a suscetibilidade e gravidade da COVID-19.

Este trabalho foi realizado no Laboratério do Centro de Investigacdo de Montanha
(CIMO), em colaboracdo com os profissionais de satde da Unidade Local de Saude do
Nordeste (ULSNE) que nos permitiram, por consentimento informado, a utilizagéo das
suas amostras e dados pessoais para a concretizacdo do estudo. Insere-se numa das
atividades desenvolvidas do projeto NORDTESTE-COVID19 (NORTE-01-0145-
FEDER-072562).



Esta dissertacdo é apresentada ao Instituto Politécnico de Braganca (IPB) e ao
Instituto  Politécnico da Guarda (IPG), no éambito da unidade curricular
Projeto/Estagio/Dissertacdo, que corresponde ao segundo ano do Mestrado em Ciéncias
Aplicadas a Saude — Ramo de Biotecnologia.



CAPITULO | - ENQUADRAMENTO TEORICO



1.1. COVID-19: A pandemia do novo Coronavirus, SARS-COV-2:

A COVID-19 é uma doenca infeciosa muito contagiosa causada pelo coronavirus
de sindrome respiratéria aguda grave 2 (SARS-COV-2), e foi declarada como pandemia,
pela OMS, em marc¢o de 2020. Os primeiros casos reportados tiveram origem em Wuhan,
cidade da provincia de Hubei na China, em 2019 e espalhando-se por todo o mundo
(Rahman et al., 2021).

O SARS-COV-2 pertence a familia dos Coronaviridae, sendo 0s responsaveis por
infecdes respiratdrias em mamiferos, como, por exemplo, 0s morcegos, camelos e seres
humanos, tratando-se de uma transmissdo zoonoOtica (Sharma et al., 2021a). Nos
primeiros casos de infe¢do varios doentes foram admitidos no hospital com pneumonia
de etiologia desconhecida. Estes casos foram aumentando progressivamente, até que a 11
de marco de 2020 a OMS declarou a presenca deste novo virus em 114 paises (Ochani et
al., 2021), chegando a afetar todo 0 mundo. A 31 de marco de 2020 foram declarados 750
890 casos confirmados e 36 405 mortes (World Health Organization, 2020a), chegando a
atingir no final de 2020 79.2 milhGes de casos e mais de 1.7 milhdes de mortes (World
Health Organization, 2020b). Pela sua alta capacidade transmissao, falta de conhecimento
da doenca e pouca capacidade de diagnostico, os casos de COVID-19 aumentaram muito
rapidamente, sendo a sua taxa de mortalidade superior aos casos de gripe (Rahman et al.,
2021).

Em Portugal, foram confirmados os primeiros 4 casos a 3 de marco de 2020
(Direcdo Geral de Saude, 2020a). O Estado de Emergéncia foi implementado a 18 de
marco de 2020, de acordo o Decreto do Presidente da Republica n.° 14-A/2020, com o
intuito de mitigar a propagagdo e minimizar os casos de infe¢do, para uma diminuigao
dos internamentos e namero de Obitos por COVID-19 (Assembleia da Republica
Portuguesa, 2020). Ja no final de 2020 estavam confirmados mais de 400 mil casos e por
volta de 7 mil obitos (Direcéo Geral de Saude, 2020b).



1.2. Morfologia do Virus e Mecanismos de Infecéo

Os coronavirus sdo virus envelopados, que podem apresentar uma forma circular,
oval ou pleomérfica (Maniruzzaman et al., 2022). O virus SARS-COV-2 faz parte da
familia dos coronavirus que podem ser subdivididos em quatro geracdes, pertencendo
este & geracdo beta (B), a unica conhecida por causar infecbes em humanos. Séo
constituidos por RNA de cadeia simples de senso positivo (Shibeeb & Khan, 2022). Este
distingue-se dos outros coronavirus por apresentar na sua superficie projecdes espiculares
claviformes, que se assemelham a uma coroa solar, origem do nome ‘coronavirus’

(Maniruzzaman et al., 2022).

Em geral o SARS-COV-2 apresenta quatro proteinas estruturais essenciais para a
sua replicacdo, nomeadamente, Spike (S), Envelope (E), Matriz (M) e Nucleocapsideo
(N) (Shibeeb & Khan, 2022), representadas na Figura 1.

Spike (S)

Nucleocapsideo (N)

Membrana (M)

Genoma RNA Viral
Envelope (E)

Figura 1: Representagdo das proteinas estruturais e RNA do SARS-CoV-2.
Adaptado de "SARS-CoV-2", por BioRender.com (2023). Retirado de https://app.biorender.com/biorender-templates

O RNA gendmico do SARS-COV-2 tem aproximadamente 30 kb (kilo bases),
sendo o maior RNA viral a ser identificado até ao momento (Borges, Suzukawa, et al.,

2020). No seu genoma, para além das proteinas estruturais mencionadas em cima, este
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também codifica, numa outra parte, 16 proteinas ndo estruturais (Zhou et al., 2022). Das
proteinas ndo estruturais, fazem parte as ORFs que participam na transcricéo e replicacao

do virus (Borges, Suzukawa, et al., 2020).

Das proteinas estruturais, a proteina S consiste em 2 subunidades, S1 e S2. A S1
apresenta um RBD (dominio recetor da ligacdo), que € necessario para a ligacdo do virus
ao hospedeiro, mais concretamente ao recetor da ACE2. Ja a S2 é necessaria para a fusdo
do virus com a membrana da célula hospedeira (Shibeeb & Khan, 2022). O SARS-CoV-
2 entra nas células hospedeiras e quando a subunidade S1 se liga ao recetor, uma serina
protease transmembranar-2 ativa o S1 e a clivagem de ACE2, atuando na subunidade S2
permitindo a sua fusdo com a membrana celular (Mouffak et al., 2021). O SARS-COV-2
vai utilizar o recetor de ACEZ2, que conduz a downregulation dos recetores e ao aumento
da producdo de angiotensina-2 (AT2). Este aumento vai levar a um aumento da
permeabilidade vascular pulmonar, podendo causar lesdes pulmonares. Cerca de 83% dos
recetores ACE2 sdo expressos na superficie das células epiteliais alveolares de tipo Il, o
que o0s torna reservatorios primarios da invasdo viral. Para além disso, 0 mau
funcionamento de certos 6rgdos durante a infecdo pode ser devido a uma grande
distribuicdo destes recetores nos seus tecidos, incluindo coracdo, rim, endotélio, e
intestino (Ochani et al., 2021). A proteina E, é a de menores dimensdes e também esta
presente em menores quantidades no virus, contudo, na célula hospedeira durante a
replicacdo, esta proteina é abundantemente expressa e pode estar relacionada com a
multiplicacdo e brotamento do virus na célula (Borges, Suzukawa, et al., 2020). A
proteina M é a mais abundante na superficie do virus, e segundo autores pode ser a
principal responsavel pela sua forma estrutural (Maniruzzaman et al., 2022). Esta atua na
multiplicacdo viral e determina o local de brotamento (Borges, Suzukawa, et al., 2020).
A proteina N, juntamente com a proteina M estabiliza o nucleocapsideo. Esta proteina
esta envolvida na sintese e tradugdo do RNA viral, que favorece a sua replicacéo (Borges,
Suzukawa, et al., 2020). Ao estar ligada ao RNA vai permitir que o virus retenha as células

hospedeiras e torna-las em “fabricas” virais (Maniruzzaman et al., 2022).



A clivagem proteica da proteina S pode aumentar a patogenicidade do virus, e
pequenas acumulacdes genéticas podem contribuir para uma diferenciacdo antigénica o
que resulta em mutagdes no SARS-COV-2 (Long et al., 2022). Maior parte das mutacoes
ocorrem a nivel da proteina S, devido aos seus spikes que se adaptam para uma melhor

atuacdo na ACE2 (Lorente-Gonzalez et al., 2022).
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Figura 2: Mecanismos de entrada viral do SARS-CoV-2.

Adaptado de "SARS-CoV-2 Receptor”, por BioRender.com (2023). Retirado de https://app.biorender.com/biorender-

templates

1.3. Transmisséo e Sintomatologia da COVID-19

A transmissdo de SARS-COV-2 pode ser por duas vias, a via animal-humano e
humano-humano. Foi determinado que a SARS-COV-2 proveio de uma recombinacao
viral entre os coronavirus dos Pangolim e dos Morcegos, que mais tarde foram

transmitidos aos seres humanos (Sharma et al., 2021a).
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Figura 3: Representacdo da Zoonose do SARS-COV-2.
(Elaborado através do Microsoft Whiteboard)



As transmissfes de humano-humano podem ser por goticulas de aerossois, como a
tosse, espirros ou até falar. Esta transmissdo pode ocorrer tanto em individuos
sintométicos como assintomaticos, ou até quando os individuos se encontram no periodo
de incubag&o do virus sem ainda apresentar sintomas (Borges, Andreia A. Suzukawa, et
al., 2020; Miria Dantas Pereira et al., 2020). Os contagios a partir das superficies
contaminadas ocorrem pelo toque do individuo na superficie em questéo e posteriormente
0 seu toque na boca ou olhos, j& o contagio das particulas virais em suspensao ocorre por
inalacdo (Borges, Andreia A. Suzukawa, et al., 2020).

Os meios hospitalares também podem ser considerados outra fonte de contagios,
principalmente em pacientes submetidos a ventilacdo ou outros procedimentos que

envolvam as vias aéreas (Miria Dantas Pereira et al., 2020; Sharma et al., 2021a).

AL

- i
<

Ambiente Hospitalar

Figura 4: Vias de transmissdo de SARS-COV-2 de Humano para Humano.

(Elaborado através do Microsoft Whiteboard)

Os individuos infetados por SARS-COV-2 podem apresentar sintomas muito
variados, desde sintomas mais leves a mais graves, como podendo apresentar-se de forma
assintomatica ou levar a morte. Por norma os sintomas surgem entre 2 a 14 dias apés a
exposicao ao virus, sendo o periodo apds contaminagdo até surgir sintomas designado

como periodo de incubacdo (Miria Dantas Pereira et al., 2020).
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Os sintomas mais frequentes sdo febre, tosse, dispneia, e 0s menos frequentemente
a diarreia. Alteracdes no paladar e olfato também sdo sintomas mais documentados, que
podem surgir durante os inicios da infecdo. Para além destes sintomas mais comuns, ha
registos de sintomas mais “raros” como erupgdes cutdneas ¢ urtiCaria ou até
manifestacdes neuroldgicas (desmaios, tonturas e AVC) (Ochani et al., 2021). Apesar de
cerca de 80% dos individuos infetados serem assintomaticos, estes transmitem a doenca
(Shibeeb & Khan, 2022). As criangas sd0 menos suscetiveis a infecdo sintomaética e
menos propensas a estados graves (Ochani et al., 2021).

1.4, Diagnostico

O diagnostico do SARS-COV-2 tornou-se uma das medidas preventivas mais
utilizadas para o controlo da pandemia, juntamente com o distanciamento social e
isolamento, na presenga ou auséncia de sintomatologia associada a doenga (Peeling et al.,
2022). O diagnostico precoce é um passo muito importante no controlo da propagacéo da
doenca (Sharma et al., 2021b), o que levou a grande necessidade de testagem em todo o

mundo.

A testagem iniciou-se através do método de RT-PCR, considerada como o principal
meio de diagnostico da doenca, que utiliza amostras do trato respiratorio, como swabs
nasofaringeos, para detetar o material genético do virus. Esta técnica oferece grande
especificidade e precisdo na detecdo do RNA viral, mas como todas as técnicas
laboratoriais, depende de vérios fatores extrinsecos como, p. e. a colheita de amostra e
armazenamento (Santos-Neto et al., 2021). A RT-PCR permite a avaliacdo da carga viral
através do nimero de ciclos necessarios ao equipamento para detetar o material genético,
ou seja, quanto mais ciclos forem necessarios menor € a carga viral e quanto menos ciclos

necessarios maior é a carga viral (Boaventura et al., 2020).

Os testes rapidos para a COVID-19 foram desenvolvidos, principalmente, por
serem mais rapidos e financeiramente mais econémicos do que a RT-PCR, o que era uma

necessidade da populacdo obter resultados mais rapidos e sem a utilizacdo de qualquer
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equipamento (Santos-Neto et al., 2021). Estes sdo menos sensiveis e menos fidedignos,
pois, podem levar a falsos positivos (Zhang et al., 2022). Neste método séo detetados 0s

componentes virais do SARS-COV-2, como as proteinas S, M ou N (Ydce et al., 2021).

Os testes seroldgicos, sdo testes em que é avaliada a presenca de anticorpos anti-
SARS-COV-2. Este avalia a presenca e a concentracdo de 1gG e IgM no soro ou plasma
do paciente de modo a perceber se esta a ser capaz de combater uma infecdo (Maia et al.,

2022) o que torna este método uma ferramenta de rastreio e ndo de diagndstico.

Para além destes trés diagndsticos que sdo realizados em ambiente clinico, também
foram desenvolvidos os autotestes para uso de um cidaddo comum sem a necessidade de
um profissional de saude. Estes testes apresentam o0 mesmo principio de um teste rapido
de antigénio em que a pessoa pode utilizar, saliva ou swabs nasofaringeos, obtendo um
resultado répido sem a necessidade de realizar viagens desnecessarias (Zhang et al.,
2022).

Em Portugal os testes para diagnéstico disponiveis pelo SNS sdo os testes
moleculares, como a RT-PCR; os testes de antigénio; os testes seroldgicos e 0s autotestes
(Servico Nacional de Saude, 2022).

1.5. Resposta Imunitaria do Hospedeiro

O organismo possui varios mecanismos de defesa para com as infecdes. Contudo,
a resposta imunitaria é complexa e envolve a interacdo de diversos componentes do
sistema imunitario para o combate das infecBes e protecdo da salde do organismo. Os
principais mecanismos envolvidos na defesa podem ser a imunidade inata e a imunidade
adaptativa, em que o primeiro oferece uma resposta rapida e ndo especifica e o segundo

uma resposta lenta e especifica (Netea et al., 2019).
Imunidade Inata

A imunidade inata € mediada por populacdes de células imunes inatas, como células

mieloides, células natural killer (NK), células linfoides (mas também por células néo
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imunes em certas situacfes) e proteinas (Netea et al., 2019). De um modo geral a
imunidade inata é a primeira linha de defesa por ndo requerer uma exposicao prévia a
substancias estranhas para ser eficaz. Uma dessas respostas é a producdo de anticorpos
naturais em resposta a estimulos ambientais resultantes da presenca de carboidratos

semelhantes aos dos patdgenos (Rocha et al., 2012; Uthaisangsook et al., 2002).

A imunidade inata antiviral possui varios componentes humorais, incluindo
componentes do sistema complemento e do sistema de coagulacao e fibrindlise, proteinas
soltveis que reconhecem glicanos na superficie das células (por exemplo, lectina de
ligacdo a manose [MBL]), interferons (IFN), quimiocinas e anticorpos naturalmente
presentes (principalmente IgM, mas também IgA e IgG). Ela também possui diversos
componentes celulares, como células natural killer (NK) e outras células linfoides inatas
(ILCs) e células T gama delta, que geralmente limitam a propagacdo da infecdo viral

através de acdes citotoxicas nas células-alvo, causando a morte das células infetadas.

Na imunidade inata as PAMPs (Padr6es moleculares associados a patégenos) sao
reconhecidas pelos PRRs (Recetor de reconhecimento de padrdes) do hospedeiro, como
por exemplo os TLR (Recetores do tipo Toll) ou RIG-I, que levam a uma ativacao da
imunidade, sinalizando e induzindo a producdo de citocinas antivirais. Os PRRs sdo
capazes de reconhecer o gque é préoprio do ndo préprio, facilitando o reconhecimento das
células infetadas. Os TLR conseguem reconhecer o patdgeno fora da membrana e dentro,

nos endossomas e lisossomas (X. Chen et al., 2018).

Imunidade Inata (répida, ndo-especifica)
\ =
Reconhecimento Ativagao \ Remogdo
Infeg@o dos patdgenos celular e de Yy dos
por recetores inflamagdo / agentes
'/ infeciosos

Imunidade Adaptativa (longa, especifica)

g St
infecdo infeciosos

. - - \ =
Estimulagédo de Maturagéo de - \ Remogéo
It
Infegio linfécitos Te B > células TeB M\c_;loa(;alodgara Y dos agentes

Figura 5: Etapas da Imunidade Inata e Adaptativa. Adaptado de "Immunity", por BioRender.com (2023). Retirado de

https://app.biorender.com/biorender-templates
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Imunidade Adaptativa

A imunidade adaptativa € ativada na falha da imunidade inata (Netea et al., 2019).
E caracterizada pela capacidade de reconhecer e responder de forma seletiva a diferentes
antigénios, produzindo anticorpos para a prote¢do do organismo contra as infe¢Ges, sendo
que estes anticorpos séo mantidos em “memaria imunoldgica” (Bonilla & Oettgen, 2010).
Esta pode ser mediada por linfécitos T, resposta celular, ou por linfécitos B, imunidade

humoral.

Resposta humoral

Os linfdcitos B sdo produzidos através de sinais das células T ou outras células, como por
exemplo as dendriticas. Estes sdo produzidos e maturados na medula 6ssea até atingir a
especificidade antigénica necessaria para combater o corpo estranho (Bonilla & Oettgen,
2010). Os linfécitos B vao reconhecer os antigénios estranhos e produzir anticorpos de
modo a ligarem-se, neutralizando-0s. Apoés a ligagao “marcam” as celulas infetadas para
serem “destruidas” (L. Sun et al., 2020).

Resposta Celular

Os linfocitos T véo ser produzidos na medula 6ssea e maturados no timo (Bonilla
& Oettgen, 2010). Estes linfocitos sdo conhecidos com CD4+ e CD8+, capazes de
produzir citocinas e modular a resposta imunologica. Os CD4+ sdo responsaveis pela
estimulacdo e regulacdo da resposta imunoldgica, enquanto que os CD8+ reconhecem as

ceélulas infetadas e eliminam-nas (X. Chen et al., 2018).
Sistema ABO e Imunidade

O sistema de grupo sanguineo ABO pode mediar a imunidade através de
influencias ao nivel das citocinas, E-selectinas e na adesdo dos leucécitos as paredes
vasculares, nas proteinas plasmaticas, na magnitude das respostas de células T ou outras

caracteristicas das respostas imunitarias (Berry et al., 2023).
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Apesar da teoria de que o sistema ABO pode influenciar indiretamente a resposta
imunitaria adaptativa, sendo esta relagdo um pouco complexa, é importante relembrar que
o sistema ABO ndo esté diretamente envolvido na producéo de anticorpos. Devido a sua
imunogenicidade, os antigenos dos grupos sanguineos induzem respostas imunitarias
apos transfusbes incompativeis, durante a gravidez ou apos transplantes. Os antigenos
dos grupos sanguineos e seus anticorpos especificos sao componentes importantes do
sistema imunoldgico, mas ndo sdo fundamentais para o seu funcionamento como um todo
(De Mattos & Moreira, 2004).

1.6. Fatores ambientais e individuais que condicionam o risco e a severidade da
COVID-19

Para além das vias de transmissdo descritas em cima que podem disseminar o virus
SARS-COV-2, ha varios fatores de risco podem estar associados a uma maior severidade
da doenca COVID-19. Segundo varios estudos realizados, ha uma predominancia de
casos mais graves na populacédo de idades mais avancgadas, pois o sistema imunologico
encontra-se mais enfraquecido (Y. Chenetal., 2021); os homens também tem apresentado
uma maior severidade; a presenca de comorbidades como diabetes, doencas
cardiovasculares, doencas pulmonares, cancro, obesidade, doencas renais e
neuromusculares (Dessie & Zewotir, 2021; Lietal., 2021; Nogueira et al., 2020; Ouchetto
& Drissi Bourhanbour, 2021).

A localizagdo geografica e socioecondmica também tem sido alvo de estudos para
perceber a sua influencia na suscetibilidade da COVID-19. A exposi¢cdo a ambientes
poluidos também pode ser um fator de risco, uma vez que a exposicdo a ambientes
contaminados leva a um aumento de citocinas inflamatérias levando a uma maior
severidade da doenca (Fattorini & Regoli, 2020). Em zonas mais empobrecidas e com
Menos recursos sanitarios, areas com maior concentragdo populacional que limitam o
cumprimento de distanciamento social, também pode notar-se um aumento de casos da

doenca (Nascimento et al., 2022).
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Contudo, o0 ndo cumprimento das normas de seguranca aplicadas pelas autoridades
de saude também é um fator contribuinte para a contracdo de SARS-COV-2, que, em caso
de existéncia de fatores de risco podem implicar uma maior severidade para o individuo

infetado.

1.7. O Sistema ABO

O sangue € um componente que apresenta varias fungdes essenciais para a vida do
ser humano, como o controlo de temperatura e viabilidade celular. Este é constituido por
trés principais elementos, os eritrocitos, os leucdcitos e as plaquetas. A principal funcao
dos eritrdcitos € realizar as trocas gasosas entre tecidos, a dos leucécitos € o combate a
infecdes e eliminacao de corpos estranhos, e a das plaquetas é a hemostase (Filomena &
Pimenta, 2012). Para além de todos estes componentes, e outras fun¢des importantes que
0 sistema apresenta, ha& um mais especifico e bastante importante para a comunidade

cientifica, o sistema de grupos sanguineos, onde esta presente o sistema ABO.

O sistema ABO ¢é o Unico sistema em que 0s respetivos anticorpos estao presentes
no soro dos individuos sem a necessidade de uma exposic¢do prévia (Duran et al., 2007).
Foi descoberto no inicio de 1900 por Karl Landsteiner. A sua descoberta favoreceu a
seguranca das transfusdes sanguineas, e foi reconhecida a sua utilidade noutros tipos de
estudos, como por exemplo estudos populacionais e forenses (Romanos-Sirakis & Desali,
2022).

Karl Landsteiner descobriu que alguns eritrocitos de certos individuos aglutinavam
na presenca de plasma de outros individuos, e ao denotar este padrées dividiu o sistema
em dois, A e B. Esta aglutinacdo deve-se a presenca de antigénios na superficie dos
eritrocitos, que guando em contacto com os anticorpos presentes no plasma ligam-se
provocando danos severos nos individuos transfundidos. Com esta observacéo,
Landsteiner classificou os antigénios como A e B. Dependendo de qual era o expresso na
superficie dos eritrocitos, comegou assim a divisdo dos grupos sanguineos em grupo A e

grupo B. Mais tarde, observou-se casos de aglutinacdo mesmo na falta de antigenos A e
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B, e este grupo foi classificado como O, ou zero, e assim se descobriu o sistema ABO
(Dean L., 2005b).

A presenca dos antigénios A, B ou H nos eritrocitos € determinada pela
hereditariedade dos alelos A, B e O (Duran et al., 2007), através da codificacdo de uma
enzima, a glicotransferase, responsavel pela conversao do antigénio H nos grupos A e B
(Seltsam et al., 2003).

1.8. Genética do Sistema ABO e Polimorfismos

Fenotipicamente o sistema ABO apresenta 4 fenétipos (A, B, AB e O) que se
caracterizam pelos antigénios expressos na membrana dos eritrdcitos, ou seja, 0 grupo A
exprime antigénio A, o grupo B exprime antigénio B, o grupo O exprime antigénio H, e
0 grupo AB exprime antigénio A e antigénio B. O que diferencia estes grupos sdo as suas
caracteristicas bioquimicas, em que individuos do grupo A apresentam uma N-
acetilgalactosamina, individuos do grupo B uma galactose, individuos do grupo AB
apresentam ambas e os do grupo O ndo apresentam nenhum destes agucares na sua
estrutura. Cada alelo do sistema ABO codifica o seu aglcar correspondente, 0s grupos A

e B sdo codominantes enquanto o grupo O é recessivo (Fung et al., 2014).
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Figura 6: Gene do ABO. Adaptado de (Misevic, 2018)
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O gene ABO esta localizado no cromossoma 9 e apresenta sete exdes. Os exdes 6 e 7 do gene ABO sdo de particular
importancia, apresentam sequéncias de bases responsaveis pela codificagdo das glicosiltransferases envolvidas na
expressao do antigeno do grupo sanguineo ABO. Essas enzimas adicionam moléculas especificas de agucar a superficie

dos eritrécitos, definindo a presenca dos antigénios do grupo sanguineo A, B, AB ou O (Misevic, 2018).

Apos a descoberta dos grupos sanguineos, Bernstein, em 1924, definiu que um
individuo recebia dois alelos, um de cada progenitor, propondo um modelo de 6
gendtipos: AA; AO; BB; BO; AB e OO (Watkins, 2001) (Tabela 1). Estes alelos sdo
codificados no locus do gene ABO do cromossoma 9, que contém na sua regido 7 exdes
que constituem entre 18 a 20 kilobases (kb) da regi&o. E nos exdes 6 e 7 onde ocorre
maior parte da codificacdo da glicotransferase, pelo menos 90% (Ana Carla Batissoco &
Marcia Cristina Zago Novarett, 2003).

Tabela 1: Fendtipos e Gendtipos do Sistema de Grupo Sanguineo ABO (Dean L., 2005b).

Fendtipo Gendtipo Antigénios Anticorpos
A AA A Anti-B
AO
B BB B Anti-A
BO
@) 00 - Anti-A e Anti-B
AB AB AeB -

Substituicdes de nucledtidos nos exdes podem levar a mudancas nos aminoacidos
alterando atividades enzimaticas dos antigénios, ou seja, pode ocorrer variacoes
genéticas, através de insercdo, delecdo ou substituicbes de nucledtidos que alteram a
codificacdo do aminoacido resultando numa sequéncia de nucleétidos diferente (Goebel

et al., 2013), caracterizando-se em polimorfismos.

Polimorfismos de nucle6tido Unico, os SNPs sdo encontrados mais frequentemente
no sistema ABO, caracterizam-se pela substituicdo de apenas um aminoacido que altera

a codificacdo da glicotransferase (Daniels, 2005).
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Por conveniéncia, a sequéncia da glicosiltransferase A é considerada como uma
sequéncia de referéncia (NG_006669.1) e comparada com esta, a presenca de certas
variantes estabelecem os fen6tipos B e O. Os exons 6 e 7 codificam a maior por¢édo da
proteina, incluindo o dominio catalitico das glicosiltransferases que medeiam a expressao
dos antigénios A e B (Yamamoto et al., 1995). Foram identificadas mais de 300 variantes
no gene ABO (Blumenfeld & Patnaik, 2004). A maioria das variantes do gene é
caracterizada pela presenga de um ou mais SNPs levando a mudangas de aminoacidos ou
coddes stop. Algumas variantes resultam de inser¢des de nucledtidos ou exclusdes

(INDELSs) levando principalmente a uma mudanca do quadro de leitura.

Atualmente ja foram descritas diversas variacdes nos alelos, que para serem
diferenciados recorre-se a analise dos exdes 6 e 7, onde se encontram maior parte das
alteracGes. Yamamoto (Yamamoto, 2021; Yamamoto et al., 1995) identificou as variagdes

descritas e representadas na Figura 7.
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Figura 7: Variagdes nucleotidicas entre os alelos do Sistema de Grupo Sanguineo ABO.
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Adaptado de Yamamoto e colaboradores, (Yamamoto, 2021). A sequéncia do alelo Al (A101) é utilizada como base

de comparacdo entre os alelos.

Nesta imagem, é evidenciado o facto de o alelo Al se distinguir de B (B101)
pela presenca sete variante: A297G, C526G, C657T, G703A, C796A, G803C e G930A,
das quais apenas 4 sdo responsaveis pela substituicdo de aminodcidos. Os alelos Alv
(A102) e A2 (A201) apresentam C467T, uma substituicdo que ndo altera a atividade da
transferase. A diferenca encontra-se numa delecdo em A2 (A201), num dos trés residuos
consecutivos de citosina, do nucle6tido 1059 - 106, préximo ao terminal carboxilo. Em
consequéncia disso, sdo adicionados a transferase A mais 21 aminoécidos, diminuindo
entre 30 a 50 vezes a atividade da enzima que leva a um espetro limitado de substrato
acetor. Os A que variam a sequéncia de nucleétidos em diferentes posicdes sdo A3 (A301)
G871A e Ax (Ax01) T646A; O alelo B3 (B301) difere do alelo B1 (B101) por uma
mutacdo C1054T;0 alelo O1 (O01), é o primeiro alelo O descrito que difere do alelo Al
em apenas uma posicao: delecdo de uma guanina no nucle6tido 261 do exdo 6 (criacdo
de um codéo de stop com a producdo de uma transferase de apenas 117 aminoacidos-

enzimaticamente inativa).

O alelo O1v (002) tem uma dele¢do de uma Unica base no nucledtido 261, e
possui outras cinco substituicdes de nucleotidos, A297G, T646A, G681A, C771T e
G829A. No alelo O2 (003), a delecdo na posicdo 261 é ausente e diferencia-se do alelo
Al por trés substituices de nucledtidos, A297G, C526G e G802A (perda da atividade
enzimatica, a alteracdo do aminodcido glicina pela arginina, na posicdo 268, esta
localizada na regido da glicosiltransferase envolvida com a atividade enzimatica). A cis-
AB é uma variante rara causada por uma mutacdo genética onde numa Unica
glicotransferase esta presente a atividade enzimatica das glicotransferases A e B (Chun et
al., 2019).

Frequéncias génicas e genotipicas em diferentes populactes

As frequéncias génicas populacionais do sistema de grupo ABO variam entre ragas

e etnias (Alzahrani et al., 2018). A sua analise ¢ fundamental para a compreensao de
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questdes relacionadas com as variacBes genéticas entre diferentes grupos populacionais,
que podem levar a melhorias nas transfusdes, transplantes ou até responder a questdes

evolutivas, e investigacdo genética (Sabir et al., 2021).

O grupo O é considerado 0 mais comum, seguido do grupo A, grupo B e grupo AB,
com uma prevaléncia muito menor (Idrees et al., 2022), tanto na Africa, Europa e Asia
(Vuhahula et al., 2023). Contudo, estima-se que nas populacfes de ascendéncia asiatica,
como na China e no Japéo, a frequéncia do grupo B tende a ser relativamente maior em
comparagdo com as populacdes de ascendéncia europeia, enquanto as frequéncias de A e
O séo menores (Franchini & Liumbruno, 2013), apesar de estudos realizados na China
apresentarem uma maior prevaléncia do grupo O em maior parte das provincias e
prevaléncia do grupo B em certas provincias do norte da China (Legese et al., 2021; Y.
Sun et al., 2022).

Entre as populacBes Americanas, os Blackfoot (indigenas norte-americanos), tem
uma maior frequéncia do grupo A (Franchini & Liumbruno, 2013). Nos Estados Unidos
0 grupo sanguineo A é o mais frequente enquanto o AB foi 0 menos frequente. Contudo,
é de elevada importancia mencionar que a distribui¢do do grupo O é maior na populacdo
asiatica e hispanica residente, com maior incidéncia nestes ultimos (Legese et al., 2021).
No Brasil o grupo sanguineo O e A sdo 0s mais comuns, com uma maior prevaléncia do

primeiro (Rodrigues Neves et al., 2015).

Em Portugal, um estudo realizado com a informacdao disponivel no banco de sangue
determinou que o grupo A teve uma maior percentagem, seguido do grupo O, grupo B e
grupo AB. Tanto o grupo B como o AB eram pouco frequentes, havendo uma maior

populagéo do grupo A e O (Duran et al., 2007).

As diferencas nas frequéncias dos grupos sanguineos podem ser atribuidas a
evolucéo e selecédo natural ao longo do tempo, juntamente com a migracgao e miscigenagédo
das populagdes (Y. Sun et al., 2022). Além disso, fatores genéticos e ambientais podem

influenciar as frequéncias do grupo ABO em diferentes regides.
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1.9.

Do mesmo modo que as frequéncias génicas, as frequéncias genotipicas também
variam dependendo da etnia. Um estudo realizado na india determinou o genétipo OO
como o mais frequente, seguido de BO, AO, AB, BB e AA (Agrawal et al., 2014). Outro
realizado na Arabia Saudita também de terminou uma distribuicdo semelhante, OO; BO;
AO; AB; AA e BB, sendo o primeiro mais frequente e o ultimo o menos (Alzahrani et al.,
2018). Na populacdo de Kuwait foi determinada a seguinte distribuicdo OO > AO > BO
> AB > AA > BB (Al-Bustan et al., 2002).

As frequéncias genotipicas mais especificas ainda ndo sdo conhecidas, contudo os
gendtipos A101 e A102 sdo os mais comuns na populacdo caucasiana, mas o A101 é
menos comum do que o A102 nas popula¢des Orientais. Na populacédo da provincia Han
da China e na Coreia a distribuicdo de A101 e A102 ¢ idéntica. Os alelos O01 e 002
também sdo os mais comuns, com o O01 ser o mais frequente entre as populacdes da

provincia Han e Coreia (Zhu et al., 2010).
Grupo ABO e risco para infecoes

O sistema ABO ja foi relacionado com vérias doencas infeciosas e ndo infeciosas.
Acredita-se que fatores ambientais e genéticos do individuo afetam a patogénese da
doenca (Abegaz, 2021). Ha evidéncias de que o sistema ABO pode ser capaz de
influenciar a predisposicdo dos individuos a certas patologias através da sua capacidade
de modular o sistema hemostatico e a resposta inflamatoria (Franchini & Bonfanti, 2015).
Em infecBes por virus, bactérias e parasitas, diversos estudos determinam que o grupo O
estd associado a uma maior incidéncia de infecGes por Yersinia pestis (peste);
Paramoxyvirus (papeira) (Ewald & Sumner, 2016); Vibrio cholerae (célera) (Ewald &
Sumner, 2016; Franchini & Bonfanti, 2015; Harris & La Rocque, 2016); Helico. Pylori
(Ewald & Sumner, 2016; Franchini & Bonfanti, 2015); virus da Hepatite C (Jing et al.,
2020) Norovirus, Escherichia coli e maior protecdo para Plasmodium (Franchini &
Bonfanti, 2015). O grupo A, por sua vez, esta associado a uma maior incidéncia de virus
da varicela-zoster e Pseudomonas aeruginosa (Chuang et al., 2023; Ewald & Sumner,
2016);
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Existem ainda estudos em que se observa que o grupo B esta associado a Gonorreia;
Tuberculose; Streptococcos pneumonia; Escherichia coli e Salmonella (Ewald &
Sumner, 2016) e ainda que, pelo contrario, apresenta baixo risco de virus da Hepatite B
(Jing et al., 2020).

Também se verificou que o grupo AB esta associado a maior risco de virus da
varicela-zoster; Salmonella (Ewald & Sumner, 2016); virus da Dengue (Murugananthan
et al., 2018); Mycobacterium tuberculosis (H. Chen et al., 2021) e virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (Noori et al., 2022).

Acredita-se que polimorfismos no sistema ABO afete a ligacdo entre 0s
microrganismos e 0s hospedeiros, que leva entdo as diferencas entre a suscetibilidade da

infecdo nos individuos (Abegaz, 2021).

1.10.  Grupo ABO e risco de infegdo por SARS-COV-2: Estudos publicados

Desde o inicio da pandemia tem sido realizados estudos gque tentam comprovar a
relacdo entre o sistema de grupo sanguineo ABO e o risco de infe¢do (Bullerdiek et al.,
2022). Estudos realizados em diversas populaces tem demonstrado que individuos do
grupo O apresentam uma menor suscetibilidade face a infecdo, enquanto individuos do
grupo A sdao mais suscetiveis (Enguita-German et al., 2022; Khder Mustafa et al., 2023;
KIRISCI et al., 2021; Muiiiz-Diaz et al., 2021; Zhao et al., 2020).

Apesar dos estudos realizados na Europa e Asia apresentarem uma maior
suscetibilidade para com o grupo A, estudos realizados nos Estados Unidos da América
(EUA) apresentam outros resultados. Diversas meta-analises foram realizadas, onde
analisaram estudos de varios paises e, notaram que, nos EUA individuos do grupo B
apresentavam um maior risco de infe¢do, que se torna incoerente com os resultados
apresentados nos outros estudos onde o grupo A foi considerado o de maior risco (Goel
et al., 2021; Wang et al., 2021) e no Irdo, individuos do grupo AB foram 0s mais

suscetiveis a infecdo (Goel et al., 2021).

|23



Quanto a severidade da doenca, alguns estudos avaliaram a relacdo entre a
sintomatologia e o grupo sanguineo. Resultados de um estudo realizado em Bangladesh,
evidenciaram que o grupo A esté associado a mais internamentos nos cuidados intensivos
e mortalidade (Halim et al., 2021). Um estudo realizado na India concluiu que individuos
do grupo A+ e B+ tiveram uma doenca mais severa, comparativamente aos outros grupos
(Garg et al., 2021). Outro estudo realizado no Paquistdo comprovou que individuos do
grupo A e O apresentaram uma maior severidade da doenca, apesar de o grupo A

apresentar maiores taxas de mortalidade.

Na Europa um estudo realizado em Italia determinou um aumento da mortalidade
em individuos do grupo ndo-O (Sardu et al., 2020). Outro estudo em Italia determinou
um aumento dos internamentos nos cuidados intensivos em individuos do grupo AB
(Greco et al., 2021). Um estudo em Espanha determinou um aumento da mortalidade e
necessidade de ventilacdo mecanica nos individuos dos grupos A, B e AB (Tamayo-
Velasco et al., 2021).

Ja estudos de Italia, Austria, Dinamarca e Paquistio nio determinaram qualquer
existéncia de associagdo entre o sistema ABO e a severidade da infe¢do de COVID-19
(Amoroso et al., 2021; Barnkob et al., 2020; Ishaqg et al., 2021; Matzhold et al., 2021).

No geral todos os estudos apontaram para uma associacao entre o sistema ABO e a
infecdo de SARS-COV-2, onde maior parte afirma que o grupo A é o grupo de maior
risco, e até de severidade da doenca para alguns autores, e que o grupo O oferece menor

risco a infecdo, e até uma sintomatologia mais ligeira em alguns estudos.

1.11. Mecanismos que explicam a possivel associacdo entre o grupo ABO e risco de
infecéo por SARS-CoV-2

A raz&o de haver uma maior suscetibilidade para a infe¢cdo por SARS-CoV-2 nos
individuos do grupo A e uma menor para os do grupo O ainda néo € totalmente conhecida.

Algumas explicac¢Oes séo avancadas por diferentes autores, algumas fundamentadas com
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trabalhos de investigacdo in vivo e/ou in vitro que pretendem determinar a interagdo do

agente patogénico com o sistema imunoldgico do hospedeiro.

Pensa-se que anticorpos naturais do sistema ABO tenham um papel importante na
imunidade inata 0 que pode ser a explicacdo para uma menor suscetibilidade dos
individuos do grupo O, que contém anticorpos anti-A e anti-B, durante a infecdo (Wang
et al., 2021). Acredita-se que polimorfismos no sistema ABO afete a ligacdo entre os
microrganismos e os hospedeiros, o que pode explicar as diferencas na suscetibilidade a
COVID-19. Outra caracteristica interessante destes agentes patogénicos é de estes
partilharem antigénios com o hospedeiro o que leva ao sistema imune a ndo o reconhecer
como ameaca, sendo um dos mecanismos de defesa utilizados, que resulta numa

vulnerabilidade imunitaria (Abegaz, 2021).

Os anticorpos anti-A presentes no grupo O ligam-se aos antigenios A do envelope
viral, ou ao spike viral, que leva a um bloqueio da infecdo (Goel, et al., 2021). Os
anticorpos do grupo O conferiam mais imunidade do que os produzidos pelo grupo B,
possivelmente devido ao facto de os anti-A presentes no grupo O serem da classe 1gG,
enquanto os do grupo B de classe IgM (Shibeeb & Khan, 2022). Pensa-se que anticorpos
anti-A, presentes no plasma dos individuos dos grupos sanguineos O e B, e ausentes no
grupo A, interferiram com a adesdo do SARS-COV-2 as células alvo, pela inibicdo a sua
ligacdo com a ACE2 o que o impede de entrar na célula (Enguita-German et al., 2022,;
Garg et al., 2021; Shibeeb & Khan, 2022; Wang et al., 2021).

Ainda sobre a ACE2, um estudo realizado por Luo et al., determinou que certos
polimorfismos do sistema ABO (rs495828, rs8176740, rs8176746 e rs1268349)
influenciam um hapl6tipo GATC, que leva ao comprometimento da regulacdo da
atividade da ACE2, e é um haplétipo predominante nos individuos do grupo ndo-O (Goel
etal., 2021; Luo et al., 2014).

Outro mecanismo descrito, esta relacionado com o aumento da atividade da ACE1

nos individuos de grupo sanguineo A, o que leva a predisposicdo de complicacGes
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cardiovasculares, ou seja, uma maior severidade de COVID-19 (Goel, et al., 2021; Halim
et al., 2021). Para além disso, também no grupo A, pelo facto de apresentar maiores
quantidades do fator de Von Willebrand e do fator VIII, leva a um aumento do risco de
AVC e sintomatologia severa de COVID-19 (Goel, et al.,, 2021; Halim et al.,
2021;Shibeeb & Khan, 2022);
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CAPITULO Il — OBJETIVOS



O principal objetivo deste estudo é investigar a relacdo entre os gendétipos do
sistema ABO e a suscetibilidade a infe¢do pelo virus SARS-CoV-2 e severidade da
doenga COVID-19, numa amostra de profissionais de saide da unidade Local de Saude
do Nordeste (ULSNE), utilizando uma abordagem exploratdria retrospetiva e

correlacional.
Como objetivos especificos temos:

- Implementar o protocolo de sequenciacéo do gene ABO no laboratorio de Biologia
Molecular do CIMO, utilizando novos protocolos de limpeza do do produto de PCR
e realizar a sequenciacao génica dos exdes 6 e 7 do gene ABO, a fim de determinar

as frequéncias génicas e genotipicas na nossa populacéo.

- Determinar se a distribuicao dos alelos do gene ABO estd em equilibrio de Hardy-
Weinberg, e verificar se a populacdo segue as expectativas tedricas de estabilidade

genética.

-Analisar outros preditores que poderdo contribuir para o risco de infecéo e
severidade da doenca COVID-19.

| 28



CAPITULO Il - METODOLOGIA



3.1. Populagéao alvo e Desenho de Estudo

Foi conduzido um estudo de natureza exploratdria, retrospetiva e
correlacional, utilizando uma amostra ndo probabilistica composta por Profissionais
de Saude da Unidade Local de Saude (ULSNE) de Braganca. A selecdo da amostra
baseou-se (coorte NORDTESTE COVID-19) em que a informagdo sobre o grupo
ABO foi também requerida.

3.2. Selecdo da amostra

Foram considerados elegiveis para este estudo todos os profissionais de saide com
atividade em meio hospitalar da ULSNE (n=427). Através de instrumentos de
recolha de dados, foi obtida informacédo acerca de carateristicas sociodemogréfica e
0 registo das infecGes que forma diagnosticadas entre o periodo de dezembro de
2020 a abril de 2022. Desta coorte foi selecionada aleatoriamente a nossa amostra,

de qual fizeram parte 155 profissionais.

3.3. Procedimentos laboratoriais

O trabalho laboratorial consistiu em: colheita da amostra de sangue; extracao
de DNA das amostras; quantificacdo das amostras; PCR de amplificacdo de material
genético; eletroforese em gel de agarose; limpeza do produto resultante da PCR de
amplificacdo; PCR de sequenciacdo de material genético; purificacdo do produto

resultante da PCR de sequenciacao; sequenciacao.

Os trabalhos praticos iniciaram-se a partir das amostras recolhidas para o
estudo serologico e nas quais se realizou extracdo de DNA, seguindo-se a execucao

de PCR de amplificacdo de material genetico.

Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados do Centro de
Investigacdo de Montanha (CIMO) e tem por base uma otimiza¢do do protocolo
“Generating high-quality data using the BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit” da AppliedBiosystems.
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3.4. Sequenciacgdo de Sanger

A sequenciacdo de Sanger € um método de sequenciacdo de DNA
desenvolvido por Frederick Sanger em 1975. Este método é baseado no uso de
nucleotidos que nao apresentam um grupo hidroxilo (-OH) na posicdo 3' do acUcar,
0 que vai impedir a adicdo de novos nucleétidos pela enzima DNA polimerase. O
processo de sequenciacdo inicia com a amplificacdo do fragmento de DNA a ser
sequenciado, por uma reacdo de PCR. Cada amostra € submetida a uma reacéo de
sequenciacdo, de Sanger modificada, utilizando uma enzima de DNA polimerase,
primers de DNA especificos para o fragmento de interesse e ddNTPs

correspondentes as bases a serem sequenciadas.

Os fragmentos sdo submetidos a uma eletroforese capilar e separados com base
no seu tamanho. Durante a eletroforese, os fragmentos de DNA passam por um
capilar preenchido com um polimero viscoso. Quando uma corrente elétrica é
aplicada ao capilar, os fragmentos de DNA migram para o anodo. Conforme 0s
fragmentos passam pelo detetor, sua fluorescéncia emitida € medida, permitindo a
identificacdo e quantificacdo dos varios fragmentos de DNA presentes na amostra
(Vermaetal., 2017).

3.4.1. Extracéo de DNA de amostras de sangue total por Extrasol

O sangue foi colhido participantes por pun¢do venosa, em EDTA, e o DNA foi
extraido a partir de sangue buffy coat através de extracdo automatica por tecnologia
de esferas magnéticas (MagaBio plus General Genomic DNA Purification kit — II,
BioFlux), utilizando equipamento de extracdo automatica da Bioer (Bioer

Technology).

Para tal é necesséria a centrifugagdo das amostras de sangue total, a partir da
qual é retirado 100pl de buffy coat que se coloca num eppendorf e adiciona-se 400ul
de Extrazol. O eppendorf € armazenado no congelador para a preservar e dar

continuidade ao processo laboratorial.
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3.4.2. PCR de Amplifica¢do de material genetico

Para a amplificacdo dos fragmentos pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) correspondentes aos exdes 6 e 7 (7a e 7b) do gene ABO, foram utilizados os

primers descritos na tabela 2.

Tabela 2: Oligonucledtideos utilizados na amplificacdo das regides génicas de interesse.

Exao Cadeia N° de bases Sequéncia dos oligos
6-F Sense 20 TCGCATTTGCCTCTGGTTGG
6-R Antisense 20 CTACCCTCTGGGAGGACAAG
7 A-F Sense 20 CTGCTCTAAGCCTTCCAATG
7A-R . 20 AGTAGAAATCGCCCTCGTCC
Antisense
7B-F
Sense 20 AAGGAAACAGAGTTTACCCG
7B-R .
Antisense 20 GAGGTGGATTACCTGGTGTG

Em cada tubo (0,2 mL) para um volume de reacdo de 25 ul, adicionou-se 12.5 ul de
Master Mix, mistura de reacdo contendo a enzima de DNA polimerase (AmpliTaq
Gold™ Master Mix, fornecido pela Applied Biosystems™). De seguida adicionou-
se 1 pl do primer sense e 1 ul do primer antisense correspondente a uma das regides
a serem amplificadas (conforme especificado na Tabela 2). Em seguida, adicionou-
se 1 ul da amostra de DNA, perfazendo os 25 pl de reacdo com 9,5 pl de agua
ultrapura (DNase/RNase free). Apos a preparacdo das strips, estas sdo colocadas no
termociclador para assim iniciar a PCR. Os tubos com a mistura de reagdo foram
colocados no termociclador e o protocolo de amplificagdo consistiu nos seguintes
passos: incubacéo inicial: 10 minutos a 95°C. 35 ciclos compostos por 30 segundos
a 95°C para desnaturacao do DNA, 30 segundos a 60°C annealing e 45 segundos a
72°C para extensdo do DNA seguido de um ciclo de extensédo final: 7 minutos a
72°C.
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3.4.4. Eletroforese em gel de Agarose

Neste trabalho esta técnica foi utilizada para avaliar a qualidade das amostras
resultantes da PCR de Amplificacdo, uma vez que os exdes 6 e 7 vao apresentar
tamanho e cargas moleculares diferentes. Para tal, foram utilizados 8 mg de agarose
em po e 80 ml de TSA homogeneizados no baldo volumétrico. Este foi Tapado com
prata, e colocados 5 min no microondas e, de seguida colocado 5 pl de brometo. A
solucdo foi colocada na placa de corrida, previamente montada com os pentes
necessarios e deixa-se arrefecer. Quando solidificado o gel, retirar os pentes e
colocar 1 pl de corante no primeiro poco e 5 pl de amostra nos restantes. Por a correr
durante 30 min a 1:30 h.

3.4.5. Limpeza do produto resultante da PCR de amplificacdo

Para realizar a etapa de purificacdo utilizou-se o produto patenteado EXoSAP-
IT (Applied Biosystems™). Um volume de 4 pl de ExoSAP-IT foi adicionado a 10
pl do produto da PCR. A mistura foi colocada num termociclador e incubada por 30

minutos, seguindo o protocolo fornecido.

O ExoSAP-IT é utilizado para remover qualquer excesso de primers ou
nucleotideos que possam interferir na analise de sequenciacdo. Essa etapa de
purificacdo garante resultados 6timos de sequenciamento, eliminando possiveis

contaminantes (ThermoFisher Scientific, 2017).
3.4.6. PCR de sequenciacdo de material genético

Para a realizacdo da PCR de sequenciacao ja sdo separados 0s exdes em strips
diferentes, ou seja, uma strip para Foward e uma strip para Reverse de cada um. Para
3ul de amostra adiciona-se: 3pl de H2O; 2ul de BigDye (Applied Biosystems™);
1ul de BigDye buffer (Applied Biosystems™); e 1ul de primer.
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3.4.7. Purificagao do produto resultante da PCR de sequenciagdo

A purificacdo do produto trata-se de uma limpeza. Neste passo € utilizada uma
solucéo de mistura (SAM) (Applied Biosystems™)e Beads do BigDye. Para 1ul de
amostra adiciona-se: 45ul de SAM; e 10ul de Beads (Applied Biosystems™),

3.4.8 Sequenciador — SegStudio Genetic Analyzer

O principio do método utilizado pelo SeqStudio Genetic Analyzer é baseado
na tecnologia de sequenciacdo de Sanger e analise de fragmentos por eletroforese
capilar. Utiliza uma abordagem de "clique™, onde as amostras sdo carregadas num
cartucho que contém todos os reagentes necessarios para a amplificacdo do DNA, a
reacao de sequenciacao e a separacao dos fragmentos por eletroforese capilar.

3.5. Analise de Hardy-Weinberg

Para determinar os alelos A, B e O recorre-se a utilizacdo do equilibrio de
Hardy-Weinberg. Este equilibrio supde que numa dada populacdo, de geracdo em
geracdo, as frequéncias alélicas e genotipicas mantém-se inalterdveis se ndo
houvesse fatores evolutivos envolvidos como acasalamento aleatorio, mutacdes,
migracdes ou selecBes naturais (Oliveira et al., 2021). Este equilibrio é muito raro
de ocorrer, uma vez que ha sempre a existéncia de um dos fatores evolutivos (Thakur
et al., 2023).

Assim, se dois alelos A e a se encontrarem numa grande populacéo, respetivamente
com a frequéncia p e g, qualquer que esta seja (e sendo A e a 0s Unicos alelos para
o0 locus em causa, p + g = 1), ap0s uma geracdo com acasalamento ao acaso, 0s trés
gendtipos AA, Aa e aa encontram-se em equilibrio nas proporgdes relativas p2 (para

0 gendtipo AA), 2pq (para o genotipo Aa) e g2 (para o genotipo aa).

A soma das frequéncias genotipicas correspondentes aos trés Unicos genotipos que

concorrem para o locus em causa é igual a 1 (p2 + 2pqg + 2= 1).

| 34



Esta avaliagdo foi realizada recorrendo a 2 ferramentas de bioestatistica
disponiveis online e que permitem os calculos teodricos para inferir sobre a
estabilidade genética e se a nossa amostra apresenta algum desvio:

http://webpages.fc.ul.pt/~pjns/Soft/ ABOestimatorhttps://www.had2know.org/acad

emics/ hardy-weinberg-equilibrium-calculator-3-alleles.html

Anélise Estatistica

Para a analise estatistica, foi utilizado o programa estatistico SPSS, Statistical
Package for Social Sciences versdo 23 para Windows (SPSS Inc., Chicago, EUA).
A estatistica descritiva foram apresentadas como média e desvio padrdo, e
frequéncias foram expressas em percentagens. O teste qui-quadrado (ou teste exato
de Fisher) para varidveis categoricas e o teste t de Student foram utilizados para
comparar as diferencas significativas entre as duas médias. A razdo de
probabilidades ajustada e os intervalos de confianca foram estimados utilizando
regressao logistica binaria para as variaveis “com infe¢do / “sem infe¢ao” e “ com
sintomas” / ’Sem “sintomas”. O nivel de significancia (valor p) foi definido para um

valor de 0.05.

3.6. Consideracdes Eticas

Neste estudo incluido no projeto NORDTEST-COVID19 os investigadores
responsaveis comprometem-se a assegurar 0 cumprimento das normas éticas
aplicaveis, internacionalmente aceites, como sendo a Declaracdo de Helsinquia, a
Convencdo sobre os Direitos do Homem e a Biomedicina do Conselho da Europa e
também as disposicdes legais e documentos-guia nacionais nesta matéria (Decreto
Lei n.° 12/2005). A cada participante foi pedido o consentimento informado escrito.
Foi assegurada a confidencialidade dos seus dados mediante a codificagdo das
amostras sanguineas. Serdo tomadas em conta as diretrizes que constam no artigo 5°
do Decreto-Lei n.° 12/2005. De acordo com o Decreto-Lei n.° 97/95. O trabalho foi

aprovado pela Comissdes de Etica para a Satide da ULSNE que podera pronunciar-
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se sobre o protocolo de investigac&o cientifica e sobre qualquer outra questéo que
suscite davida no decorrer da investigacdo (ANEXO).
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CAPITULO IV — RESULTADOS



4.1. Caraterizagdo da amostra

A amostra utilizada para a genotipagem do grupo ABO neste estudo consistiu em
DNA de participantes selecionados aleatoriamente, obtidas de uma coorte de
profissionais de salde da ULSNE de Braganca (NORDTEST COVID19), que foi
estabelecida inicialmente para um estudo sorolégico da COVID-19 entre 2021 e 2022.
Dessa coorte foram incluidos 155 amostras de DNA submetidas a analise de sequenciacao
e genotipagem do grupo ABO. Dos 155 individuos, 123 (79,4%) eram do sexo feminino
e 32 (20,6%) do sexo masculino. Com uma média de idades 47,7 £ 9,8 anos, sendo a faixa
etaria 40 a 49 anos de idade (n= 68; 43,9%) a mais representada na amostra. As
caracteristicas sociodemogréaficas dos participantes do estudo estdo categorizadas na
tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas sociodemogréficas da populagdo em estudo.

Caracteristicas N %
Sexo
Feminino 123 79,35
Masculino 33 21,29
Faixa etaria
20-29 7 4,52
30-39 24 15,48
40-49 63 40,65
50-59 38 24,51
60-69 23 14,84
Grupo profissional
Médicos 10 6,45
Enfermeiros 57 36,77
Técnicos Superiores de Diagnostico e Terapéutica 25 16,13
Técnicos Superiores 15 9,68
Assistentes Técnicos Administrativos 26 16,77
Assistentes Operacionais 22 14,19
Infecdo por SARS-CoV-2
Sem infecéo 69 44,5
Com infecdo 86 55,5
Numero de infecBes
0 91 58,71
1 55 35,48
>2 9 13,95
Sintomatologia a infegédo
Sem sintomas 22 25,58
Com sintomas 64 74.42
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No que diz respeito a distribuicdo por carreira profissional, verificou-se que 10
(6,5%) sdo medicos, 57 (36,8%) sdo enfermeiros, que representam uma maior parte dos
participantes, 25 (16,1%) sdo Técnicos Superiores de Diagndstico e Terapéutica, 15
(9,7%) sdo Técnicos Superiores, 26 (16,8%) sdo assistentes Técnicos Administrativos e
22 (14,2%) Assistentes Operacionais.

Quanto a infecdo por SARS-CoV-2 verifica-se que dos profissionais de saude em
estudo 69 (44,5%) nao foram infetados e 86 (55,5%) foram infetados. No que toca a
manifestacdo de sintomas, 22 (25,6) ndo apresentaram sintomas durante a infecdo e 64

(74,4%) apresentaram.

Quanto ao numero de infe¢des 91 (58,7%) ndo foram infetados nenhuma vez, 55
(35,48%) foram infetados uma vez, 7 (4,5%) foram infetados duas vezes e 2 (1,3%) foram
infetados quatro vezes. No que diz respeito a sintomatologia dos profissionais de satde
que testaram positivo pelo menos uma vez, 22 (15,58%) ndo apresentaram sintomas, 41
(48,2%) sintomas leves (dores musculares; dor de cabeca; tosse), 15 (17,7%) sintomas
moderados (febre, tosse persistente, vomitos, dificuldade respiratoria, perda do paladar

e/ou olfato) 8 ndo definiram sintomas para dar o total de 86.

4.2 Resultados de Sequenciacdo: Geno6tipos simples e genotipo de maltiplos alelos

A andlise dos ex0es 6 e 7 por sequenciacdo de Sanger permitiu identificar os
genotipos simples (AA, AO, AB, BB, BO e O0) mas também identificar os subtipos ja
descritos na literatura. Na tabela 4 sdo apresentados os resultados das frequéncias obtidas
para o fendtipo, gendtipo simples e gendtipos especificos, categorizados de acordo com
a presenca ou auséncia de certos SNPs, dividindo-se em trés categorias: Fendtipo,
Genotipo Simples e Gendtipo de mdltiplos alelos. Ou seja, com os alelos do ABO
conhecidos determinou-se os 4 fenétipos (A, B, AB e O), 6 gendtipo simples (AA, AO,
AB, BB, BO e OO0) e 10 gendtipos de maltiplos alelos, em que dentro da nossa populagéo

categorizaram-se 18.

|39



Tabela 4: Frequéncias dos fen6tipos e gendtipos por género.

Feminino N (f) Masculino N (f) Total N (f)
Fendtipo
A 60 (0,488) 14 (0,438) 74 (0,477)
B 10 (0,081) 6 (0,188) 16 (0,103)
AB 5 (0,041) 2 (0,063) 7 (0,045)
O 48 (0,39) 10 (0,0313) 58 (0,374)
Total 123 (1) 32 (1) 155 (1)
Gendtipo Simples
AA 13 (0,106) 4 (0,125) 17 (0,11)
AB 5 (0,041) 2 (0,063) 7 (0,055)
AO 47 (0,382) 10 (0,313) 57 (0,368)
BB 2 (0,016) 0 2(0,013)
BO 8 (0,065) 6 (0,188) 14 (0,09)
oo 48 (0,39) 10 (0,313) 58 (0,374)
Total 123 (1) 32 (1) 155 (1)
Gendtipo Especifico (# SNPs)

Al101 9 (0,073) 3 (0,094) 12 (0,077)
A101 e A102 4 (0,033) 1(0,031) 5(0,032)
A101 e O01 15 (0,122) 5 (0,156) 20 (0,129)
A101 e O02 20 (0,163) 2 (0,063) 22 (0,142)
A101 e O03 2 (0,016) 1(0,031) 3(0,019)
A102 e O01 2 (0,016) 0 2(0,013)
A102 e O02 6 (0,049) 2 (0,063) 8 (0,052)
A201 e O02 2 (0,016) 0 2 (0,013)
Al101 e B101 4 (0,033) 2 (0,063) 6 (0,039)
Al102 e B101 1 (0,008) 0 1 (0,006)

B101 2 (0,016) 0 2 (0,013)

B101 e O01 4 (0,033) 4 (0,125) 8 (0,052)
B101 e 002 4 (0,033) 2 (0,063) 6 (0,039)
001 21 (0,171) 3 (0,094) 24 (0,155)
001 e 002 14 (0,114) 4 (0,125) 18 (0,116)
001 e 003 2 (0,016) 0 2 (0,013)
002 10 (0,081) 3 (0,094) 13 (0,084)
002 e 003 1 (0,008) 0 1 (0,006)
Total 123 (1) 32 (1) 155 (1)

Nota: N- numero de individuos; f — frequéncia (%).

As figuras 8 - 11 representam alguns exemplos das posi¢cdes dos nucleotidos
utilizados para determinar os genotipos das amostras. O gendtipo utilizado como
referéncia foi 0 O01, onde a Unica diferenca que apresenta para 0 A101 é uma delacgdo na

posicao 261.
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Figura 8: Genotipo O01 e posicao dos nucledtidos nos exdes 6 e 7 para sua determinagao.

Foi utilizado como referéncia para os outros genotipos. As distingdes podem se dar nas posigdes

representadas na figura.
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Figura 9: Gendtipo A101 posicédo dos nucledtidos nos exdes 6 e 7 para sua determinagao.

| 42



297 703

CACLETTC CCCC CTTC
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TTLC CCCC CTTC

CGCTTCTTACCTACTGC
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AL A_JL gl
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Figura 10: Gendtipo B101 e posi¢do dos nucledtidos nos exdes 6 e 7 para sua determinacéo.

297 526 657 796
CLCRTTEC CTLCHMT
\1| (" |'

e N J\ il
» . ‘ __.._J lL.._. — Lx 31 _4 .
CLCRTTC CTLCHT
803 930

SGTTCTTACCTRCTGEC

CCTRCTGEC

Figura 11: Gen6tipo A101 e B101 (AB) e posicao dos nucleétidos nos exdes 6 e 7 para sua determinagdo.

De acordo com os resultados obtidos na tabela 4, o fenétipo mais frequente foi o
A, seguido do O, B e AB em ambos 0s géneros. Quanto aos genotipos simples no sexo
feminino o mais frequente foi 0 AO, seguido do OO, AA, BO, AB e BB, enquanto que
no masculino o AO e 0 OO estavam em igual nimero, seguido do BO, AA e AB (nenhum
dos participantes apresentou o genotipo BB). Quanto aos genotipos mais especificos,
dentro do A no sexo feminino o mais frequente foi 0 A101/002 e no sexo masculino o
A101/001; dentro do B no sexo feminino os mais frequentes foram o B101/001 e
B101/002, e no sexo masculino foi o B101/001; ja dentro do O, o O01 foi 0o mais
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frequente no sexo feminino, e no sexo masculino foi 0 001/002. Em ambos 0s géneros
0s menos frequentes foram 0 A102/B101 e 002/003.

4.3. Frequéncia alélica do grupo sanguineo do sistema ABO e equilibrio de Hardy-

Weinberg

Com os resultados da genotipagem foram calculadas as frequéncias génicas e
testado o equilibrio de Hardy-Weinberg, com o objetivo de examinar se a distribuicao
genotipica da amostra esta em conformidade com as expectativas teoricas. A obtencédo
das frequéncias génicas assumindo as frequéncias constantes desta na populacdo foi
calculada a partir das frequéncias fenotipicas e frequéncias genotipicas simples, atraves

de duas ferramentas disponiveis online:

- Fenotipicas: http://webpages.fc.ul.pt/~pjns/Soft/ ABOestimator

-Genotipicas: https://www.had2know.org/academics/hardy-weinberg-equilibrium-

calculator-3-alleles.html

Como esta apresentado na Tabela 5 o grupo sanguineo ABO mais frequente na
nossa amostra foi o grupo A. Comparativamente a outros estudos realizados noutras
populacdes a variacdo das frequéncias nao é muito significativa, contudo ha uma maior
similaridade com a populag&o do norte de Africa. Portugal € um dos paises onde o grupo
A € o mais frequente (The American Red Cross, 2023).

Tabela 5: Comparagdo com as frequéncias dos grupos ABO com dados publicados e em varias populagdes.

Regi&o Grupo Sanguineo ABO % Referéncia
A B o AB

Portugal 477 10.3 37.4 45 Nosso estudo

Portugal 44.6 7.7 42.7 34 (Duran et al., 2007)

Europa 40.2 13.0 40 51 (Chandler et al., 2020)

Asia 40.2 195 29.9 104 (Isik et al., 2020)
América do Norte 320 19.0 42.0 6.0 (Bloch et al., 2021)
Norte de Africa 49.1 24.1 33.3 3.1 (alaoui et al., 2020)

Na tabela 5 estdo descritas as frequéncias génicas obtidas neste estudo e a

comparacdo com frequéncias génicas de outras regides. As frequéncias aléelicas foram

| 44


http://webpages.fc.ul.pt/~pjns/Soft/ABOestimator
https://www.had2know.org/academics/hardy-weinberg-equilibrium-calculator-3-alleles.html
https://www.had2know.org/academics/hardy-weinberg-equilibrium-calculator-3-alleles.html

obtidas, por inferéncia na calculadora de H-W, a partir do fendtipo A: 0.31, B: 0.07; O:
0.61 e a partir do gendtipos foram de A: 0.32; B: 0.08 e O: 0.60, respetivamente (tabela
3e4d).

Ao aplicar a primeira ferramenta para o calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg
foi possivel obter os valores do logaritmo da verossimilhanga, onde o valor de (H-W), o
qui-quadrado (y2) e o valor de probabilidade (p) sdo utilizados para avaliar se as
frequéncias genotipicas observadas na populacdo diferem significativamente das
frequéncias esperadas. Na nossa avaliacdo (tabela 6), o valor relativamente pequeno de
x2 e o alto valor de probabilidade p sugerem que as frequéncias genotipicas observadas
estdo em concordancia com as expectativas do equilibrio de H-W, o que indica que a

populacdo estd em equilibrio genético.

Assim verifica-se que as frequéncias génicas dos grupos sanguineos ABO néo
apresentaram desvios significativos do Equilibrio H-W em ambos 0s sexos, nos casos de
infecdo e sem infecéo, e nos casos com sintomas e sem sintomas. No entanto, no grupo
de infetados verifica-se uma diminuicdo nas frequéncias dos alelos p[A] (0.40+ 0.048) em
comparagdo com o0s grupo de nédo infetados (0.25 +0.04). Estas diferencas serdo avaliadas
mais a frente, uma vez que, na tabela 6 ndo estd apresentada a estatistica em relacdo a

diferenca entre grupos, mas sim quanto ao modelo tedrico.

Tabela 6: Resultados para as frequéncias génicas e avaliagdo do equilibrio de Hardy e Weinberg obtidos a partir do

fendtipo.
p[Alxdp q[Bl+ dp r[O]+ dp H-W* Va Valor de p**
Total 0.31+£0.029 0.07 £0.01 0.61 +0.03 -169.76 0.036 0.850
Sexo
Feminino 0.31+0.03 0.06+0.016 0.62 £0.03 -129.35 0.0074 0.9315
Masculino 0.29 £ 0.06 0.13+0.04 0.57 +0.07 -38.89 0.2008 0.6541
Infecdo
. CO”J 0.25 +0.04 0.07+£ 0.02 0.68 £0.04 -92.55 0.0014 0.9705
infecdo
. Sen] 0.40+0.048 0.08+0.02 0.52+0.05 -73.48 0.1470 0.7014
infecdo
Sintomas
_com 0.24+0.041  0.05:0.02  0.71+0.043 -62.63 0.2348 0.6280
sintomas
. Sem 0.26+0.07 0.15+ 0.06 0.59+ 0.081 -27.85 0.0975 0.7549
sintomas

* Valor de logaritmo de verosimilhanca de Hardy-Weinberg; x2 valor de qui-quadrado, diferenca entre o
calor obtido e esperado; ** para um valor p de probabilidade (o valor p € maior que um nivel de significancia

escolhido, ndo rejeitamos a hip6tese nula: equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Foi também utilizada a outra ferramenta de calculo a partir dos gendtipos (tabela
7). Nesta anélise os resultados evidenciam um valor de qui-quadrado de 0.669
relativamente baixo, sugerindo que as frequéncias genotipicas observadas estdo em
concordancia com as frequéncias de acordo equilibrio H-W. No entanto, a interpretacédo
também depende dos graus de liberdade e do valor de p associado, a que ndo tivemos

acesso.

Tabela 7: Frequéncias génicas obtidas a partir dos gendtipos simples. Valores obtidos e esperados.

Gendtipos Valor
n (%) AA AO BB BO (o]0} AB de P
Valor obtido 17 (11.0) 57 (36.8) 2(1.3) 14 (9.0) 58 (37.4) 7 (4.5)
0.699
Valor 155(9.9) 59.1(381)  1(0.7) 151(9.7)  56.4 (36.4) 7.9(5.1)
Esperado T ' ' ' B ' ' A
Frequéncias p[A] q[B] p r[O]
Alélicas
ne (f) 98 (0.32) 25 (0.08) 187 (0.60)

ne: nimero esperado; f-frequéncia estimada: P: qui-quadrado (y?).

O teste compara as frequéncias observadas dos genétipos com as frequéncias
esperadas sob o equilibrio de H-W. Se as frequéncias observadas ndo diferirem
significativamente das frequéncias esperadas, a populacédo esta em equilibrio de H-W para

esses genotipos.

4.4. Analise de associacdo entre 0s gendtipos ABO e o risco e severidade da Infecéo

A associacdo entre o sistema de grupo sanguineo ABO e a presenca de infecdo e
severidade da COVID-19 nesta amostra foi investigada a varios niveis. Tabelas cruzadas
para medir a associacdo pela aplicacdo do teste Qui-quadrado, ou teste exato de Fisher
(tabela 8). Além disso, realizou-se andlises através de regressdo logistica binaria para
controlar possiveis fatores de confusdo, como a idade e o sexo. Numa segunda fase,
calculou-se a probabilidade de risco de infecdo ou severidade da doenca
(presenca/auséncia de sintomas) através da regressao binaria determinando a razdo de
probabilidades (“odds ratio”OR). Os resultados incluem os ORs estimados, bem como o
risco associado a cada grupo sanguineo e em relacéo a presenca de severidade da COVID-
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19 (tabelas 9 e 10). Em relagdo aos gendtipos simples (AA, AO, BB, BO, OO e AB) e

genotipos especificos, que foram determinados a partir da sequenciacdo, foram apenas

utilizadas as tabelas de contingéncia, uma vez gque quase todas classes gendtipicas tinham

um numero muito reduzido de amostras.

Tabela 8: Anélise de associacdo entre a presenca de infe¢éo, severidade da COVID-19 e os grupos sanguineos ABO.

Variaveis
Idade

20-29
30-39
40-49
50-59
60-69
Sexo
Masculino
Feminino

Fendtipo
A
B
AB
0
Gendtipo
AA
AO
BB
BO
00
AB
Genotipo (SNPs)
Al101
Al101e A102
Al101e O01
Al101 e 002
A101 e 003
Al102 e O01
A102 e 002
A201 e 002
Al101e B101
A102 e B101
B101
B101 e O01
B101 e 002
001
001 e 002
001 e 003
002
002 e O03

Sem Infecao

3 (42.9)
10 (32.3)

24 (38.1)
16 (48.5)
16 (76.2)

12 (37.5))
57(36.8)

40 (54.1)
7 (43.8)
4 (57.1)
18 (31.0)

9 (52.9)
31 (54.4
2 (100)
5 (35.7)
18 (44.5)
4 (57.1)

7 (58.3)
2 (40.0)
3 (50.0)
10 (50.0)
14. (64.6)
1 (100)
1 (100)
0(0.0)
5 (62.5)
1 (50.0)
2 (100)
3(37.5)
2 (33.3)
6 (25.0)
5 (27.8)
1(50.0)
5 (38.5)
1 (100)

Com
Infecdo

4 (57.1)
21 (67.7)

39 (62.9)
17 (51.5)
5 (23.8)

20 (62.5)
66 (76.7)

34 (45.9)
9 (56.3)
3 (42.9)
40 (60.9)

8 (47.1)
26 (45.6)
0(0.0)
9 (64.3)
40 (69.0)
3 (42.9)

5 (41.7)
3 (50.0)
3 (50.0)
10 (50.0)
8 (36.4)
2 (66.7)
0 (0.0)
2 (100)
3(37.5)
1 (50.0)
0(0.0)
5 (62.5)
4 (66.7)
18 (75.0)
13 (72.2)
1 (50.0)
8 (61.5)
0(0.0)

pa

0.03

0.244

0.054

0.056

0.292

Sem

sintomas

1 (25.0)
8 (38.1)

5 (12.8)
7(41.2)
1 (20.0)

4 (20.0)
18 (27.3)

8 (23.5)
4 (44.4)
2 (66.7)
22 (25.6)

5(19.2)
0 (0.0)
4 (44.7)
8 (20.0)
2 (66.7)
5 (19.2)

2 (40.0)
1(33,3)
2 (66.7)
3 (30.0)
2 (25.0)
0(0.0)
0(0.0)
0(0.0)
0(0.0)
2 (40.0)
2 (50.0)
5 (27.8)
2 (15.4)
0(0.0)
1(12.5)
2 (40.0)
1(33,3)
2 (66.7)

Com

sintomas

3 (75.0)
13 (61.9)

34 (87.2)
10 (58.8)
4 (80.0)

16 (80.0)
48 (72.7)

26 (76.5)
5 (55.6)
1(33.3)
32 (74.4)

21 (80.8)
0(0.0)
5 (55.6)
32 (80.0)
1(33.3)
21 (80.8)

3 (60.0)
2 (66.6)
1(33.3)
7(70)
6 (75.0)
2 (100)
2(100)
3 (100)
1 (100)
3 (60.0)
2 (50.0)
13 (72.2)
11 (84.6)
1 (100)
7 (87.5)
3 (60.0)
2 (66.6)
1(33.3)

aValor de teste exato de Fisher, para o nivel de significancia é inferior a 0.05

pa

0.081

0.369

0.143

0.155

0.838

Na andlise por grupos “sem infecdo” e “com infe¢ao” verifica-se diferenca

estatisticamente significativa de acordo com as faixas etarias (p=0.03; tabela 8). O grupo
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de infetados parece estar mais representado a medida que avangamos da primeira faixa
etaria, 20-29 para as faixas etéarias 30-39 e 40-49 com 67.7 % e 62.9% dos individuos no
grupo de “infetados”, respetivamente. No entanto, o mesmo nao se verifica nas duas

faixas etarias seguintes (50-59 e 60-69) em que ha uma inversdo dessa tendéncia.

N&o se verificou diferengas significativas entre género quer para o grupo de

“infetados” e “ndo infetados”, e “com sintomas” ¢ “sem sintomas” (p=0.244 e p=0.369).

N&o houve diferencas relevantes entre 0s grupos sanguineos (p=0.054), genotipos
simples (p=0.056) e gendtipos especificos (p=0.292), apesar de ser observada uma
tendéncia para haver mais individuos do grupo O afetados e menos do grupo A, resultado
que esta em contradi¢do com a maioria dos trabalhos publicados que estudam a associagao
do grupo sanguineo ABO com o risco de infecdo por SARS-CoV-2 e maior severidade
doenca COVID-19.

Para a avalia¢do da severidade da infeg¢do, “com sintomas e “sem sintomas” nao
foram observadas diferencas significativas entre género, idade e os diferentes grupos

sanguineos, fendtipos e gendtipos.

Na analise de regressdo binaria, foram aplicadas diferentes abordagens para
analisar o fen6tipo como preditor, ou a investigacdo da presenca de um alelo especifico
(A vs. ndo-A; B vs. ndo-B; e O vs. ndo-0). Os resultados dessa analise estéo
apresentados nas tabelas 9 e 10. Calculou-se as OR para as variaveis dicotomicas "com
infecdo" e "sem infecdo™ e "com sintomas"” e "sem sintomas", com foco nos grupos
"presenca de infecdo" e "com sintomas”, respetivamente, levando em conta o ajuste para
as varidveis sexo e idade. Para a varidvel idade verifica-se a mesma tendéncia ja
observada na andlise uni-variada. Na classe dos 60-69, de referéncia, verifica-se que as
faixas etarias 30-39, apresentam um risco de cerca de 8 vezes superior de contrair
COVID-19, OR: IC 95%: 7.680 (2.046-28.825), e a classe etaria 40-49 um risco 5 vezes
superior (5.223: 1.634-16.869, com valores de probabilidade de 0.003 e 0.005. O mesmo
ja néo se verifica para a faixa etaria 50-59 (3,168:0.897-11.182).
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Tabela 9: Anélise da associacdo do grupo ABO com o risco de infe¢do por regressdo binéria.

vt Com infecdo / % Valor
Variaveis S i ) OR (1C 95%) Estatistico®
Idade
20-29 7 3,216 0..488-21.167 0.224
30-39 31 7.680 2.046-28.825 0.003
40-49 63 5.223 1.634-16.869 0.005
50-59 33 3,168 0.897-11.182 0.073
60-69 21 Ref. -- --
Sexo (*M) 32 0.600 0.256-140 0.239
Fendtipo
A 74 - Ref.-- -
B 16 0.985 0.308-3.151 0.980
AB 7 0.681 0.136-3.415 0.641
0 58 2.545 1.216-5.327 0.013
Avs (n-A) 74 (81) 1.998 1.007-3.965 0.048
O vs. (n-0) 58 (97) (-) 0.366 0.177-0.759 0.007
B vs(n-B) 16 (139) 1.225 0-411-3.85 0.690

OR: odds ratio; IC: Intervalo de Confianga. Valor estatistico P. Analise de regressao, ajustada para a idade.

Ref: Categoria de referéncia. M* (sexo masculino: referencia).

Também ndo se observou uma maior associacdo de infecdo com o sexo, nem para
a variavel dependente “com infecdo” e “ sem infe¢do”, como para a severidade “com
sintomas” e “sem sintomas”. Para esta Ultima, a analise incidiu em apenas 12 individuos

do sexo masculino.

Em relacédo ao fendtipo, isto é grupos sanguineos A, B, AB e O, para os resultados
da analise de regressdo para a variavel “com infecdo e sem infegdo”, considerou-se o
grupo A como referéncia, apontando para um risco de infecdo 2.5 vezes superior para o
grupo de individuos do grupo O em relacdo ao grupo A (OR 2.545: 1.216-5.327). No
entanto, na anélise realizada entre 0 grupo A e todos os grupos “nao-A” e o grupo O ¢
todos os “ndo-O” os resultados sdo muito diferentes. A presenca do alelo A em relagéo
aos outros grupos parece conferir um risco maior, cerca de 2 vezes, de ser infetado (1,998:
1.007-3.965) e a presenca do grupo O relaciona-se de forma inversa (OR 0.366:0.177-
0.759).
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Tabela 10: Anélise da associagéo do grupo ABO com a severidade da COVID-19 por regresséo binaria.

Com
. Valor
Sl_ntomas/sem OR (1C 95%) Estatistico?
Sintomas (n)
Idade
20-29 7 0.606 0.023-1.574 0.763
30-39 31 0.715 0.580-8.750 0.793
40-49 63 2.535 0.216-29.697 0.459
50-59 33 0.505 0.380-5.679 0.500
60-69 21 Ref-- - -
Sexo (*M) 20 0.233
Fendtipo
A 34 Ref.-- --
B 9 0.173 0.09-3.255 0.980
AB 3 0.455 0.660-3.141 0.641
0] 40 2.068 0.569-7.512 0.013
Fendtipo X vs (n-X)
Avs (n-A) 84 1.307 0.404-4.131 0.648
O vs. (n-0) 84 2.688 0.461-15.679 0.272
B vr (n-B) 84 0,351 0.19-1,174 0.900

OR: odds ratio; IC: Intervalo de Confianga. Valor estatistico P. Analise de regressao, ajustada para a idade.

Ref: Categoria de referéncia. M* (sexo masculino: referencia).

A analise de regressao binaria para as variaveis ‘com sintomas' e 'sem sintomas' nao
revelou qualquer associacdo significativa com as faixas etarias, sexo e genoétipos do
sistema ABO. No entanto, é de notar uma diferenca estatisticamente significativa para o
fendtipo O, com um risco de severidade 2 vezes maior (OR 2.688:0.569-7.512). Contudo,
ndo se pode concluir gque isto significa que, com base nos dados e no modelo utilizado,
ndo se encontrem evidéncias estatisticamente significantes de que a presenca ou auséncia
de sintomas esteja associada a diferentes faixas etérias, género ou genoétipos do sistema

ABO uma vez que a amostra é muito pequena.
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CAPITULO V — DISCUSSAO



Este é o primeiro estudo realizado na populagdo portuguesa que permitiu determinar
0s genotipos com base num numero tdo elevado de polimorfismos especificos que
originam diferentes alelos dentro do que designamos por “gendtipo simples” (AA, AO,

AB, BB, BO e 00).
As frequéncias fenotipicas, genotipicas e alélicas

As frequéncias fenotipicas obtidas a partir deste estudo foram comparadas com
resultados de publicacGes e com dados recolhidos de bases de dados importantes (p.e.
OMS), que fornecem dados sobre as frequéncias dos grupos sanguineos ABO para varios
paises ou regides, como trabalhos de autores nacionais, sobretudo estudos com amostras
de dadores de sangue, e também na base de dados genéticos que compilam dados sobre
variacdes genéticas, incluindo as frequéncias dos grupos sanguineos ABO. O Banco de

Dados de Frequéncia de Alelos (ALFRED) é um exemplo desse tipo de banco de dados.

O sistema ABO é determinado por trés alelos principais: A, B e O. Cada pessoa
herda dois alelos, um de cada progenitor, que determinam o seu grupo sanguineo. O alelo
O é recessivo, engquanto os alelos A e B sdo codominantes (Bullerdiek et al., 2022), o que
significa que os individuos que possuem um alelo A e um alelo B expressam ambos 0s
antigenos A e B nas seus eritrocitos. Assim se compreende que apesar de termos o grupo
A mais representado na populacdo na verdade o alelo O é o mais frequente (National
Health Service, 2023).

Do nosso conhecimento, ndo existem muitos estudos que apresentem os resultados
dos alelos caracterizados classificados com os SNPs presentes na regido sequenciada,
como foi possivel neste trabalho. As diferentes combinac6es de alelos complicam muitas
vezes as analises de associacdo génica. Contudo, muitas das discrepancias que observam
entre estudos e diferentes populagdes poderdo ter como causa a diferente “estrutura
alélica” que observamos na regido do gene que engloba o exdo 6 € 7. A identificagdo de
alelos mdltiplos leva a definicdo de genotipos diferentes pelo que vai ser necessario a

andlise de mais amostras da nossa populacgao para estabelecer as suas frequéncias alélicas.
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Equilibrio de Hardy-Weinberg

A andlise do H-W é importante nos estudos de genética populacional,
epidemiologia e pesquisas relacionadas a heranca de caracteristicas genéticas especificas,
como o sistema ABO de grupos sanguineos. A detecdo de desvios significativos do
equilibrio de H-W pode indicar a presenca de fatores evolutivos, como selecdo natural,
migracdo ou deriva genética, que podem estar a afetar a frequéncia dos alelos na
populacdo estudada (Oliveira et al., 2021). Neste estudo, os resultados indicam que a
nossa amostra se encontra em equilibrio e que a nossa amostragem foi aleatria. Nem
sempre os estudos de associacdo, semelhantes a este, apresentam esta analise, 0 que
dificulta muitas vezes a interpretacdo e a comparacao de resultados.

As frequéncias alélicas do gene ABO inferidas a partir das duas ferramentas de
calculo foram muito semelhantes apesar de uma utilizar o fenétipo e a outra os dados do
gendtipo. Ndo se verificam também grandes desvios ao valor tedrico esperado, nos grupos
considerados, como 0 sexo, presenca ou auséncia de infecdo e presenca ou auséncia de

sintomas.
Comparacédo com frequéncias de outras populacgdes

As frequéncias populacionais do sistema ABO variam de acordo com a regido
geogréfica e etnia. De modo geral, a frequéncia do grupo sanguineo O é maior em
populacdes nativas das Ameéricas e Europa Ocidental, a frequéncia dos grupos A é maior
em populacgdes da Europa Central e Oriental. No entanto, a frequéncia do grupo B é maior
nas populacdes asiaticas Chinesas e Indianas e a frequéncia de AB € maior nas populacoes
asiaticas Japonesas e Coreanas, apesar de ser 0 grupo mais raro, contudo ha variagoes
consideraveis dentro dessas regides e entre diferentes populacdes (Dean L., 2005a). Em
Africa o grupo O também apresenta ser o de maior distribuicdo em todo o continente
(Apecu et al., 2016).

Curiosamente, Mourant et al. (1952), hd muitos anos atras identificou que o grupo
A na populagéo da Europa Ocidental (na qual faz parte Portugal) era o mais prevalente,

seguido do O, B e AB. O que se fez notar também na regi&o do Norte de Africa (Mourant
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& Watkin, 1952). Em questdes historicas e de antropologia evolutiva, sabe-se que a
Peninsula Ibérica e o Norte de Africa partilham um grande historial, uma vez dada a

proximidade entre as duas regides, o que facilita a migracdo (Moorjani et al., 2011).
Relacdo dos fenotipos do sistema ABO e COVID-19

Os resultados obtidos no nosso estudo podem ser influenciados por outros fatores,
como a distribuicdo de grupos sanguineos na populacao estudada, a forma como a infecéo
é transmitida e outras caracteristicas especificas da amostra. Para uma interpretacdo
completa e correta, € fundamental levar em consideracdo o tamanho da amostra, a

qualidade dos dados e a adequacéo das variaveis de controlo na analise de regressao.

Contudo, nem todos os estudos de associac¢ao entre o sistema ABO e a doenca da
COVID-19 tem demonstrado que o grupo A € o grupo com maior suscetibilidade e
severidade para a infecédo, e o grupo O ser o protetor. Bhattacharjee et al., ndo encontrou
nenhuma relacdo entre individuos com e sem anticorpos anti-A e a severidade ou
mortalidade para SARS-CoV-2 (Bhattacharjee et al., 2022). Fernandez-Botran et al., e
Pourali et al., também ndo encontraram qualquer associacdo entre os grupos ABO e a
severidade ou mortalidade da doenca, respetivamente (Fernandez-Botran, 2021; Pourali
et al., 2020). Tal como Enguita-German et al., que também ndo encontrou qualquer
relacdo entre a severidade e mortalidade da doenca e 0s grupos sanguineos ABO, apesar
de constatarem um efeito protetor do grupo O e um maior risco do grupo A (Enguita-
German et al., 2022). Wu et al., encontraram um menor risco para os individuos do grupo
B (Wu et al., 2020). Ishaq et al., realizaram um estudo em que 0s casos mais severos da
doenca foram em individuos do grupo A e O, contudo houve uma maior prevaléncia de
infecdo nos individuos do grupo O e AB, porém afirmam que os resultados ndo foram

significativos (Ishaqg et al., 2021).

Associacéo do grupo sanguino ABO com a infecéo e a severidade da doenca nas faixa

etarias

Os Profissionais de salde mais jovens podem estar mais ativos no atendimento

direto aos doentes, trabalhando em unidades de tratamento intensivo ou emergéncias,
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onde a exposi¢do ao virus é maior (Bahls et al., 2022). Além disso, podem ser alocados
em areas de maior necessidade clinica, onde o risco de contato com pacientes infetados é
maior (Shiloh et al., 2019).

Na utilizacdo de equipamentos de protecdo individual (EPIs), os Profissionais de
salide mais jovens podem ser menos experientes ou menos treinados no seu uso adequado,
0 que pode aumentar o risco de infecdo (Laxmidhar et al., 2023). Além disso, a sua
escassez pode levar a uma maior exposicdo e consequentemente a um maior risco de

infecdo e severidade (Slocum et al., 2023).
Mecanismos de Infecéo e ligagcdo com o sistema de grupo sanguineo ABO

Com a revisdo da literatura dos ultimos 30 anos, foi possivel verificar que a
associacdo entre o sistema sanguineo ABO e certos mecanismos de infecdo ndo sdo
exclusivos do SARS-CoV-2, tendo ja sido descrito ao longos destes anos evidéncias da
associagao com outros tipos de virus, e até outras patologias e cancro. Com isto, e sendo
de caracter importante entender o que leva a uma suscetibilidade para a infecdo do
hospedeiro, serdo descritos alguns dos mecanismos de certos virus e a possivel interacdo

com o sistema ABO.

Uma vez que 0s virus apresentam uma notavel capacidade de infetar as células do
hospedeiro, sendo esta necessidade de origem primitiva, de modo a replicarem-se e a
propagarem-se, o que leva muitas vezes a manifestacdo da doenca. O processo de infecdo
viral envolve uma série de etapas, desde o reconhecimento e ligacdo especifica a
superficie das células até a liberag&o de novas particulas virais (Flores, 2017). A presenca
ou auséncia de antigénios na membrana dos eritrocitos podem levar a alteragdes na sua
funcdo e morfologia, o que explica, ou tenta explicar, a associa¢do do sistema de grupo
sanguineo ABO e a suscetibilidade para certas doengas. Alguns dos antigénios da
membrana atuam como recetores, facilitando a adesdo de microorganismos, o que
contribui para o desenvolvimento de doencas (Abegaz, 2021; Ewald & Sumner, 2016).

Contudo, uma diferente expressdo de antigénios na membrana, afeta a relacdo entre o

| 55



hospedeiro — agente infecioso, levando a diferentes suscetibilidades para a infecdo
(Franchini & Bonfanti, 2015).

No caso dos Norovirus, certos estudos indicam uma maior suscetibilidade do grupo
O para a infecdo. Estes ligam-se aos antigénios ABH expressos na superficie das células
da regido gastrica ou duodenal, principalmente nas vilosidades do intestino (Hutson et al.,
2002). Apresentam afinidade para os antigénios H do tipo 1 e 3, principalmente quando
presentes em maiores quantidades. Individuos do grupo B tem maiores dificuldades no
desenvolvimento da infecdo (Hennessy et al., 2003), uma vez que o antigénio B tem a
capacidade de modificar os ligandos do virus, pela presenca da galactose, e assim impedir
a sua ligacdo as células (Hutson et al., 2002). Contudo, um estudo realizado por
Marionneau et al., ndo encontrou nenhuma associagéo entre as ligacdes dos norovirus e

0S grupos sanguineos (Marionneau et al., 2002).

No caso do HIV acredita-se que o envelope do virus pode ser glicolizado pela
glicotransferase do grupo A, o que interfere na capacidade de infetar o hospedeiro do
grupo B, por apresentar naturalmente anticorpos anti-A, ao contrario dos outros grupos
que apresentam uma maior suscetibilidade, pela presenca de anti-A e anti-B no grupo O,
pela presenca de anti-B no grupo A e ndo apresentar anticorpos no grupo AB (Davison et
al., 2018; Ukaejiofo & Nubila, 2007).

O virus do West Nile é mais suscetivel nos individuos do grupo A, o que leva a
querer que ha uma maior concentracdo de moléculas de afinidade para o virus nos

eritrécitos dos individuos do grupo A do que do grupo O (Lanteri et al., 2014).

Os mecanismos de infecdo do virus da Hepatite C ainda continuam incertos,
contudo uma das hipdteses é que o grupo sanguineo condiciona a infe¢do através de
recetores mediados por afinidade de ligacdo, uma vez que este virus é constituido por
glicoproteinas e pode facilitar a sua adesdo a membrana eritrocitaria (BEHAL et al.,
2010).

|56



Resposta Imunitaria na COVID-19

Sendo 0 SARS-CoV-2 novo para 0 organismo era de esperar uma resposta imune
adaptativa eficaz a partir da 2 ou 3 semana de contagio, para neutralizar 0s novos
antigénios. Tendo em conta 0 tempo necessario para a resposta adaptativa, os individuos
que apresentem uma sintomatologia mais leve ou até ndo apresentar sintomas pode ser
devido a resposta inata, uma vez que sua ativacdo ndo depende do reconhecimento por
anticorpos ou células T. Contudo, uma sintomatologia mais severa pode ser por uma falha
na resposta imunitaria inata (que é a de primeira linha) e/ou da resposta adaptativa que,
quando é “exagerada” pode se tornar patogénica principalmente com a presenca de
comorbidades (Boechat et al., 2021).

Os anticorpos naturais, tal como os do sistema ABO sdo de classe IgM. As
concentragcdes naturais de IgM podem influenciar a severidade da COVID-19. Estas
diminuem significativamente com a idade, s&o encontradas em concentragdes mais baixas
em individuos do sexo masculino e individuos do grupo A (Boechat et al., 2021). Este
efeito pode explicar o efeito protetor de individuos com anticorpos anti-A (grupo O e B)
no entanto ja foram descritos resultados contraditorios. O sistema complemento é crucial
na resposta inata, contudo pode desencadear respostas pro-inflamatérias. Esta resposta
pode ser benéfica no combate a infecdo mas também pode ocorrer uma resposta
inflamatdria descontrolada, a chamada tempestade de citosinas que é comum na doenca
da COVID-19 (Aguiar et al., 2021). A MBL é uma proteina do sistema de complemento
que age como um PRR e reconhece os residuos de manose presentes na membrana dos
microorganismos. No caso do SARS-CoV-2, pensa-se que a MBL reconhece os glicanos

do virus presentes no S1 e inibe a sua ligagdo com a ACE2 (Boechat et al., 2021).

Os IFNs constituem a primeira linha de defesa do organismo, fazendo parte da
imunidade inata os do tipo I e I1l. Em muitos casos de infe¢céo estes conseguem combater
a infecdo pela ativagdo da imunidade adaptativa celular (Sette & Crotty, 2021). Apds a
interacdo entre os derivados do virus e os PRRs, hd uma estimulagdo da producdo de
citocinas pro-inflamatdrias e de IFNs dos tipos | e I11. Através da via de sinalizag&o, o0s

interfer6es véo induzir a expressao de genes estimulados pelos IFN, que vao resultar em
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duas vias de defesa: a via de resisténcia celular e a via de recrutamento pela producgéo de
quimiocinas (Boechat et al., 2021). O SARS-CoV-2 induz uma baixa producéo de IFN
dos tipos I e 111 e induz uma maior producédo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias,
que leva a um maior risco de doenca severa (Sette & Crotty, 2021). As IL-1 sdo citocinas
importantes na mediacdo da inflamacéo que também fazem parte da resposta a infecao
por SARS-CoV-2. E produzida principalmente por macréfagos mononucleares ativados
e pode induzir a producdo de outras citocinas pro-inflamatorias, como a IL-6 e 0 TNF.
Estas citocinas podem ter um efeito protetor quando produzidas em baixas quantidades,
contudo altas quantidades podem ser prejudiciais. O SARS-CoV-2, ao ativar as IL-1,
pode estimular a secrecdo de IL-6 e de TNF, que desencadeiam uma tempestade de
citocinas com efeitos pulmonares e sistémicos graves (Boechat et al., 2021). Outro
componente importante da resposta imune inata € a presenca de neutréfilos, que também
podem estar envolvidos na patogénese da COVID-19 (Schultze & Aschenbrenner, 2021).
O SARS-CoV-2 induz a producédo de quimiocinas que recrutam neutréfilos para o local
da infecdo, libertando NETs de DNA (como as histonas ou proteinas microbicidas) em
resposta a ativacdo dos PPRs ou quimiocinas. Embora os NETs tenham atividade
microbicida, a sua formacao estimula muitos processos de doenga, podendo desencadear
uma cascata de reacdes inflamatdrias que destroem os tecidos circundantes e resultar em
danos permanentes nos 6rgdos pulmonares, cardiovasculares e renais (Boechat et al.,
2021). Em resposta a infecdo por SARS-CoV-2, a imunidade adaptativa celular estimula
a producdo de células T CD4+ e células T CD8+. As CD4+ encontram-se associadas a
infecdo primaria estando associadas ao controlo da infecdo. A producdo de anticorpos
anti-S (proteina S do SARS-CoV-2) depende das CD4+ especificas e, também com a
producdo de outras CD4+ especificas para proteinas estruturais do virus. Estas células
estdo presentes nos pacientes em recuperacdo da doenca, contudo a sua quantidade
depende da expressdo das proteinas estruturais do SARS-CoV-2, tendo como alvos
principais as proteinas S, M e o Nucleocapsideo. Estas células controlam a infecdo
diferenciando-se em células Thl e Tfh. As Thl produzem IFNSs e citocinas, enquanto que
as Tfh ajudam as células B, fundamentais para o desenvolvimento de anticorpos
neutralizantes e de memoria, fazendo parte da imunidade humoral. As CD4+ também

ajudam as CD8+ que séo cruciais para eliminagdo das células infetadas. A sua presenca
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em pacientes infetados por SARS-CoV-2 estd associado a melhores resultados no
desenvolvimento da doenca. Estas também tem a capacidade de reconhecer as proteinas
virais e sdo as que ficam em memoria ap6s a infecdo. Tanto as CD4+ e CD8+
desempenham papéis complementares e importantes no combate da infecdo por SARS-
CoV-2 e, consequentemente na protecdo contra a doenca COVID-19 (Sette & Crotty,
2021).

A idade do hospedeiro também apresenta um papel importante no desenvolvimento
da resposta imunitaria e inflamacéo associadaa COVID-19. O envelhecimento do sistema
imunologico, conhecido como imunossenescéncia e inflamacdo crénica relacionada a
idade (inflammaging), pode contribuir para a suscetibilidade e gravidade da infecdo. A
resposta imune inata pode ser comprometida em idades mais avancadas, resultando em
maior risco de infecdo grave e respostas inflamatdrias desreguladas. Além disso, outras
comorbidades, como doengas cardiovasculares, diabetes e obesidade, também aumentam
0 risco de complicacdes graves da COVID-19 (Gil-Manso et al., 2022; Melenotte et al.,
2020). Portanto, a compreensdo dos mecanismos da resposta imune inata e sua relacao
com a gravidade da infecdo pode ajudar no desenvolvimento de estratégias terapéuticas e

de prevencéo, eficazes contra a doenca COVID-109.

Gil Manso e seus colaboradores (2022) , demonstraram que o sistema de grupo
sanguineo ABO pode influenciar o desenvolvimento das células T de memoria. No estudo
individuos do grupo O conseguiriam eliminar o virus mais rapido que 0s outros grupos.
Os grupos ndo-O apresentaram niveis mais elevados de CD4+, IFN e TNF contra a
proteina M. Também observaram uma correlacdo positiva da resposta humoral e celular
nos individuos dos grupos ndo-O e ndo nos do grupo O. Com estes resultados os autores
indicam que o grupo O pode ndo desenvolver uma boa resposta contra a proteina M. Por
outro lado, individuos dos grupos ndo-O apresentaram niveis mais elevados TNF-a
(relacionados as celulas T), e niveis significativamente menores de anti-Spike, apds um
longo periodo de tempo de infecdo, em compara¢do com os individuos do grupo O.

Assim, mesmo que a resposta de células T de memdria tenha sido inicialmente maior nos
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individuos ndo-O, a resposta imunoldgica pareceu diminuir ao longo do tempo (Gil-
Manso et al., 2022).

Limitacdes do estudo

O estudo que se apresenta tem limitacGes que devem ser consideradas na

interpretagdo dos resultados.

Sob o ponto de vista da andlise estatistica, o estudo contou com nimero reduzido
de participantes, o que pode comprometer a representatividade dos resultados e limitar a

generalizacdo de conclusdes para a populacdo em geral.

O processo de sequenciacdo génica é bastante moroso, o que pode ter impactado a
obtencdo de um maior nimero de amostras sequenciadas. Além disso foi necessario
estabelecer protocolos com novas abordagens no tratamento do produto a sequenciar.
Poucos dados sobre frequéncias genotipicas na nossa populacdo para comparacéo: a falta
de dados disponiveis sobre as frequéncias genotipicas na nossa populacdo dificulta a
comparacgéo dos resultados do estudo com outras populagdes, limitando a capacidade de
entender se os resultados sdo especificos para nossa regido ou se sao semelhantes a
estudos em outros locais, 0 que pode restringir a interpretacdo e a relevancia dos

resultados obtidos.

O estabelecimento das frequéncias génicas mais especificas ficou condicionada
pelo elevado nimero de combinagdes observadas, fazendo com que todas as analises
ficassem condicionadas pela auséncia de robustez estatistica e por conseguinte a analise

de associacao.
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CAPITULO VI - CONCLUSAO E PERPETIVAS FUTURAS



Estudos sobre a suscetibilidade para as doencas virais continuam a ser de
carcter importante, uma vez que pode ser uma ferramenta fundamental para a
implementacdo de estratégias de prevencdo e terapéutica. A sua relacdo com o
sistema ABO ajuda neste aspeto, dado que a variacdo deste sistema entre as
populacOes pode contribuir para as diferengas observadas em termos de infecdo. O
sistema ABO pode ser caracterizado pela presenca ou auséncia de antigénios A e/ou
B na membrana dos eritrocitos, que se pode classificar em diversos fenotipos e
gendtipos, sendo as suas frequéncias variaveis entre as populacdes. De acordo com
varios estudos, o sistema ABO ja tem sido associado a outros virus, como o
norovirus, rotavirus ou HIV, contudo os mecanismos presentes nesta influéncia
ainda carecem de mais compreenséo. E de importancia relembrar que s6 o sistema
ABO em si ndo deve ser considerado como fator Unico para a associacdo, uma vez
que existem outros fatores como a idade, sexo, imunidade e exposi¢do, que devem

ser tomados em consideracao no que toca a resposta imune do hospedeiro.

O estudo do sistema de grupo sanguineo ABO, ndo sé a nivel fenotipico mas
sim a nivel genotipico pode ser uma mais-valia para a avaliacdo do risco e severidade
de certos individuos para a doenga da COVID-19, uma vez que pode oferecer
informacdes sobre como as variagfes genéticas interferem na suscetibilidade de
infecdo. A constante evolucdo do virus e certas caracteristicas bioguimicas a nivel
da variacdo dos SNP podem contribuir para o seu desenvolvimento ou protecdo. No
entanto, estudos de associagdo entre o sistema ABO e a COVID-19 nédo séo
consistentes, o que mais uma vez nos leva a ndo invalidar outros fatores que podem
levar & manifestacdo da doenca e até estarem relacionados com 0s mecanismos de

infegéo.

Neste estudo o grupo O apresentou um maior risco de infecdo
comparativamente aos outros grupos. Ndo houve qualquer significancia entre a
severidade da doenca e o sistema de grupo sanguineo ABO, o que ja foi demonstrado

em outros estudos de associagdo. O que nos leva a admitir que fatores como a idade,
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comorbidades, exposi¢cdo ou qualquer outro fator podera estar a condicionar de uma

forma mais relevante a severidade da doenca.

A sequenciacdo de 155 amostras, para as regides selecionadas, vem contribuir
para ampliar o conhecimento da genética do sistema ABO na populacdo portuguesa.
0 que podera ter implicagdes ndo sé para o esclarecimento da associa¢do do ABO e
0 risco para a COVID-19, bem como também para a medicina transfusional. As
informacdes obtidas através da sequenciacdo podem ajudar a identificar variacfes
genéticas raras ou novas classes genotipicas que podem influenciar a expresséo dos
antigénios do sistema ABO nos eritrdcitos. Isto é relevante para a selecdo de dadores

compativeis e para evitar reac@es transfusionais adversas.

A realizacdo de mais estudos, com uma amostra mais representativa, com
acesso a mais informacéo sobre as condicgdes clinicas dos participantes, € de extrema
importancia para uma compreensao mais profunda das frequéncias genotipicas numa
populacdo especifica. Esses estudos também desempenham um papel fundamental
na determinacdo da estrutura haplotipica, e na analise do impacto das variacGes

genéticas na suscetibilidade a doencas, para além da COVID-109.

Uma amostragem mais abrangente, englobando diferentes regides geogréaficas
e grupos étnicos dentro do pais, é fundamental para a identificacdo das frequéncias
genotipicas, uma vez que a suscetibilidade de infecdo pode variar dentro da
populacdo. Para além disso, estudos deste caracter podem ajudar na compreensdo
dos mecanismos de infecdo envolvidos, tendo implicagcBes importantes na satde
publica, orientando estratégias de prevencao, triagem e tratamento personalizado, e

auxiliando na alocacdo eficiente de recursos de salde.
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ANEXOS



Anexos- Instrumento de Recolha de Dados e Consentimentos

Imunidade Pés-Vacinacao

EQUIPA DE INVESTIGAGAO: CENTRO DE INVESTIGAGAO DE MONTANHA (IPB) e UNIDADE
LOCAL DE SAUDE DO NORDESTE

Né&o ha respostas certas ou erradas, apenas se pretende saber a sua opinido relativamente
a cada item. O preenchimento de todos os itens é muito importante para a equipa de

investigagdo e para os resultados do estudo.

As respostas ao questiondrio sdo anénimas e confidenciais.

A participacao € voluntaria: tem direito a decidir se quer ou ndo participar e podera desistir

Com qual género se identifica? *
O Feminino

QO Masculino

O Prefiro ndo dizer

QO outro:

Indique por favor a sua Profissdo/Ocupag&o:

Sua resposta

a qual , sem qualquer transtorno.

As informagdes sobre o estudo serdo disponibilizadas aos particip que o solicitarem.
E-mail *
Seu e-mail

Numero de ID de participante (a preencher pelo investigador responsavel pela
colheita).

Sua resposta

Aceita participar no estudo? ~

O sim
O Nio

Indique a data de nascimento *
Data

dd/mm/aaa: O

Qual é a sua nacionalidade? *

Sua resposta

Indique o seu peso aproximado (Kg).

Sua resposta

Indique a sua altura (cm)

Sua resposta

=
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E fumador?

O Sim
QO nao

Se é fumador, indique ha quanto tempo (meses, anos).

Sua resposta

Se é fumador indique o numero de cigarros que fuma, em média, por dia.

O 10 ou menos
Q detra20
QO de21a30

O Mais de 31

O Outro:

Se ja foi fumador na passado, indique o nimero de anos em que fumou.

Sua resposta

Por favor, indique se tem algum destes sintomas ou doengas. *

Diabetes

Obesidade

Asma

Insuficiéncia Cardfaca
Insuficiéncia Renal

Tensao arterial alta

Anemia

pressdo (SIDA, doeng | )
Drepanacitose ( falciforme; lia da produgéo de hemoglob
Doeng fl orias (artrite ide, a polimialgia, o lpus e vasculites)

Doenga Oncolégica

Se teve doenga oncoldgica, ha quanto tempo acabou os

Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica

O @000 008E88

Outro:

Toma alguma Medicagao?

O Sim
QO nao
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Se sim, por favor selecione a medicagéo prescrita:

Insulina
Estatinas
Antidepressivos

Imunosupressores

A /A |

Inibidores da Enzima Conversora da Anglotensina (pressdo arterial alta)

Corticosteroides (ou cor
Inflamatéria).

como cortisona, agdo anti-

Bloqueadores do recetor da Ang 1 ( tosse, angioed
perp o d com Insuficiéncia renal)
Outro:

B0 80004

Recentemente realizou alguma cirurgia ou esteve internado por algum motivo?

O Sim
QO nNao

Em caso afirmativo, por favor indique o motivo e em que data ocorreu a
hospitalizagao.

Sua resposta

Se é doente Oncoldgico, indique por favor ha quanto tempo esta em tratamento.
Caso tenha terminado, por favor indique hé quanto tempo terminou esse mesmo
tratamento.

Sua resposta

Ja testou positivo para o SARS-COV-2 *

Q sm
O nNaéo

Teve sintomas? *

O sim
Q nao

Em caso afirmativo teve algum destes sintomas?

B Febre (temp de 38°C ou sup ) hd mais de 48 horas (a febre n&o baixa com
0s medicamentos, ou voltou a ter febre depois de ter estado um dia sem febre)

D Tosse persistente (superior a 5 dias) ou diferente do habitual

D Dificuldade respiratéria (sente falta de ar em repouso ou em pequenos esforgos, estd
a respirar mais dep do que o habitual ou tem a boca ou unhas arroxeadas)

G Dor recente no peito ou nas costas (ndo considere dores de costas ja diagnosticadas
ou em tratamento)
D Vomitos persi e/ou di grave (trés ou mais episédios no mesmo dia, que
impedem as suas atividades diarias)

D Tosse associada a dores de cabega

(] Tosse iada a dores lares
D Perda ou alteragédo do paladar

D Perda do olfato

D Outro:
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Em caso afirmativo, recebeu tratamento?

Internado na Unidade COVID
Internado na UCI

Oxigénio

Ventilagdo Mecéanica

Fui entubado

0O0oOo0o0oDo

Outro:

Ja foi vacinado *

O Sim
QO nNao

O Nao pretendo ser vacinado.

Em caso afirmativo:

o A1®doze

O Vacinagdo Completa

o Foi vacinado s6 com 1 dose por ter tido a COVID19

O Qutro:

Se ja foi vacinado em que data tomou a primeira dose?
Data

dd/mm/aaa: O

Em que data tomou a segunda dose ?
Data

dd/mm/aaa: O

Apods a vacinagao teve alguns sintomas? *

O Sim
QO Néo

Qual é a marca da vacina que lhe foi administrada? *

(O mRNA - Pfizer-BioNTech
(O mRNA1273 Moderna
O Vacina bazeada em vetores adenovirais, ChAdOx1-S AstraZeneca Oxoford

O Vacina baseada em vetores adenovirais, COVID-19 Vaccine Janssen (Janssen
Biologics)

O QOutro:

Foi infetado apos ser vacinado? *

O Sim
QO nao

Se sim, apresentou sintomas? Indique os sintomas que apresentou tendo em
conta o5 que descritos anteriormente.

Sua resposta

Qual o seu grupo sanguineo?
[OR

Os

O &8

Qo

O Néo Sabe
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INFORMACAO AO PARTICIPANTE
COVID-19: IMUNIDADE POS-VACINAGAO ESTUDO SEROLOGICO NA POPULACAO DE BRAGANCA
O estudo para o qual pedimos a sua participagdo, tem como principal objetivo a quantificacdo de anticorpos
especificos anti-SARS-CoV-2 permitindo avaliar o “status” imunitario em individuos vacinados. Para tal, sera realizado
um imunoensaio quimioluminescente (SARS-CoV-2 IgG Il de microparticulas - CMIA). Para a determinag3o quantitativa
de anticorpos IgG (Spike) para SARS-CoV-2, sera retirada uma amostra de sangue aos individuos recrutados para o
estudo. Sera aplicado um questionario sobre habitos de vida e condi¢des de satde, incluindo se testou positivo para

0 SARS-CoV-2 antes da vacina ou mesmo depois da imunizagio.

CONSENTIMENTO INFORMADO, ESCLARECIDO E LIVRE

Confirmo que iquei ao partici legal, de forma & comp ivel, a i igacdo

referida, os beneficios, os riscos e possiveis complicagdes associadas a sua realizagdo.
Investigador responsavel

Data:__/__ [

(assinatura)
Identificagdo do participante:

Nome, BI/CCn2,

PARTICIPANTE/REPRESENTANTE LEGAL

D Compreendi a explicagdo que me foi facultada acerca do estudo que se tenciona realizar. Solicitei todas
as informacdes de que necessitei, sabendo que o esclarecimento é fundamental para uma boa decisdo.

Concordo em participar, as p e itii a recolha de amostras de

sangue que serdo utilizadas apenas para realizar as analises que me foram indicadas. Aceito ainda que
sejam guardadas amostras que venham a ser utilizadas posteriormente, para isso serei contactado ou

quem me representar legalmente. Concordo em colaborar no estudo,

O participante:
Data: oo friin
(assinatura)
Nome legal):
BI/CCn.E Grau de
Data: / O .
(assinatura)

Em ateng30 3 "Deciaragio de Helsinquia™ da Associagso Médica Mundial e 3 Canveng3o sabre os Direitos do Homem e 5 Biomedicina do Conselho da
Europa.

Pimeta O SNS& - ULSHNEQ

AU

IdeN.2 34/2021

Parecer da Comisséo de Etica

lemve Ca 3o 202y _
s Qe e
Identificagdo do estudo: Q’“‘:(\;"S \Q’Q‘uf&:_‘ . %‘; G

\[\M“" OLS e or. G3 Va:

COVID - 19: Imunidade Pds — Vacinagdo - Estudo Seroldgico na Populagao do Nordeste de Poriuéél

Parecer da Comissdo de Etica:

Em reunido de 09/09/2021, foi analisado o presente trabalho, tendo a CE considerado que deverd ser
o i i nos casos em que o destinatdrio n3o redna requisitos legais para
o poder prestar (em fungo da idade, estado de consciéncia ou em situagdo de inabilitado).

Observada esta condicdo o estudo tem interesse cientifico para a comunidade e para a ULSNE e ndo tem
qualquer custo direto ou indireto para a ULSNE.

[ |a Presidente da Comissdo de Etica da ULSNE, E.P.E.

et 8 GunR6 G

Despacho do P.CA.
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