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RESUMO

Até a presente data, varios trabalhos foram realizados no
sentido de investigar a existéncia ou nao de uma interagdo entre 0s
grupos sanguineos do Sistema ABO, os fenotipos do Sistema Lewis e
os fatores grupo-especificos secretados ou nao pela saliva humana.
Neste trabalho, utilizamos amostras de sangue e de saliva de 60
individuos que compareceram na Faculdade de Odontoiogia de
Piracicaba-UNICAMP, para se submeterem a exames de investigacao
de paternidade por determinacao judicial. Ap6s a utilizacao das referidas
amostras, o restante do material foi empregado neste experimento. A
partir das amostras de suspensdo de hemacias foram tipados os
antigenos do Sistema ABO, isto é, 05 tipos sanguineos A, B, AB e O,
os Fatores Rh positivo e negativo, os fenétipos do Sistema Lewis (Le’ e
Le®) e a substdncia H, utilizando-se os soros Anti-A, Anti-B, Anti-Le?,
Anti-Le® e soro de Lectina Anti-H, todos adquiridos da Biotest S/A.
Todos os testes foram realizados de acordo com as técnhicas
preconizadas pelo fabricante dos sores empregados neste experimento,
tendo sido feitos controles, com suspens@o de hemacias ja conhecidas e
fornecidas gentiimente pela Biotest S/A, evitando-se assim erros na
interpretacéo dos resultados. A determinac@o da fungdo secretora ou
ndo secretora das substancias ABH, foi realizada pela técnica da
isoaglutinagio  descrita por FERREIRA ¥ e por BEIGUELMAN®. Os
resultados comprovam a existéncia de uma interagdo entre o fenotipo
L eP e a fungio secretora das substancias ABH, pois ndo foi identificado
nenhum caso, na amostra estudada, de secretor com fenotipo Le™. A

funcdo ndo secretora destas substancias, pela saliva humana, esta mais
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relacionada com o fenotipo Le®, embora verificamos alguns casos de
individuos ndo secrefores com os fenotipos Le*™. Nos individuos
pertencenies ao grupo sanguineo AB, verificamos que a funcgdo
secretora ou nao secretora, dos fatores grupo-especificos da saliva,

constitui uma especificidade dos fenotipos A ¢ B, de forma totalmente
independente.
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INTRODUCAOQ

A sintese proteica € um dos mecanismos mais fascinantes
da biologia humana. Os avangos alcangados nos (ltimos anos
revelaram a importancia desse fendmeno nos processos de manutencéo
celular, crescimento e desenvolvimento.

O primeiro passo na sintese proteica é a transcricdo do gene
codificador da proteina numa molecula de RNA mensageiro, com base
na lei da Complementariedade. A sintese é iniciada num sitio especifico
no DNA, conhecido como iniciador “promotor”, e continua abrangendo
as bases subseqlientes, numa extensdo que poede atingir um mithdo de
pares de bases. A inclusdo de novos nucleotideos continua até que o
RNA polimerase, enzima responsavel pela sintese, encontra uma certa
seqiéncia de bases, conhecidas como seqiéncia de determinacgao.

O RNA primaric € submetido a um processo de suma
importéncia, conhecido como processamento do RNA, onde a molécula
sofre adicBo de bases em suas extremidades e, concomitantemente, os
introns, sequéncias de nucleotideos nao codificadores, s30 desiocados,

ficando expostos a sintese proteica somente os extrons codificadores.
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Assim o RNA é transformado numa molécula colinear pronta para a
etapa subseqiente, isto &, a traducao.

O éxito na produgdo de uma proteina especifica, se baseia
no relacionamento dos aminoacidos com combinacdes de trés bases
adjacentes do RNA. Essa formacado de trés bases € conhecida como
codon e determina a incorporacic de um certo aminoacido.

Tendo em vista que quatro bases nitrogenadas participam na
sintese dos DNAs (A, G, C e T), e lembrando que a escolha de cada
aminoacido € determinado por uma sequéncia de trés bases, teremos
entdo as seguintes combinagbes possivels, baseadas na seguinte

formula (4° = 84), conforme tabela n° 1:
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TABELA 01: Sequéncia de bases — combinacdes possiveis.

48 1 93 32
base base base
U aa C aa A aa G Aa
U [UUU phe |UCU| ser (UAU | tyr |UGU | Cys U

UUC | phe (UCC | ser |UAC | tyr |UGC | Cys | C
UUA | leu | UCA | ser | UAA | pare | UGA |Pare A
UUG | leu |UCG | ser |UAG |pare (UGG | Trp | G
C |[CUU| leu |CCU| pro |[CAU| his |[GGU| Arg | U
CUC| leu |CCC | pro |CAC| his |CGC| Arg| C
CUA| leu |CCA| pro (CAA| gir (CGA| Arg | A
CUG| leu |CCG| pro |CAG| giIr |CGG| Arg| G
A (AUU ! ile |ACU | tha | AAU | asr |AGU | Ser | U
AUC  ile |[ACC | thr | AAC | asr AGC, Ser | C
AUA | ile |ACA| thr AAA | Iys |AGA | Arg | A
AUG | met |ACG | thr |[AAG| lys AGG| Arg| G
G |GUU| val  GCU| ala |GAU| asp |[GGU| Gly | U
GUC | val {GCC| ala /GAC| asp GGC| Gy | C
GUA | val GCA| ala [GAA glu [ GGA| Gly | A
GUG| val |GCG| ala |GAG| glu |GGG | Gly | G
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Na tabela 1, observa-se claramente que ailguns aminoacidos
s&o representados por mais de um codon. Na realidade, a terceira base,
em alguns casos, pode ser alterada sem afetar a escolha do
aminoacido. Muitas vezes, em poucos casos, a terceira base pode ser
qualquer uma das quatro citadas, sem que isso acarrete nenhuma
mudanca. Este fato é conhecido como degeneragéo do codigo genético.

O fenbmeno da degeneracdo mostra que nem todas as
alteracbes de nucleotideos, que ocorrem no codigo genético, resultam
em alieracdes estruturais na proteina formada. Em outros €asos,
algumas mutacdes produzem uma alteragdo na seqiiéncia de
aminoéacidos, no polipeptideo codificado, mas sem efeito significante
sobre sua estrutura tridimensional e, consegiientementie, sua fungio.
Essas alteraches ndo chegam a se manifestarem fenotipicamente. A
degeneracao do codigo genético pode, ainda, produzir um terceiro tipo
de alteracdo dos nucleotideos, que produz efeitos detectaveis na
estrutura protéica. Mas, nesse tipe de modificagdo, o individuo conserva
sua capacidade de sobrevida e adaptabilidade a0 meioc onde vive. As
alteragdes na estrutura proteica, nesse caso, s80 consideradas

variacbes genéticas, nas populacdes.
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Os exemplos mais antigos das variacbes genéticas na
estrutura proteica, s80 os antigenos dos grupos sanguineos. Utilizando
métodos sorolégicos simples, Landsteiner, em 1900, apud in PROKOP®®
descreveu as variacdes, atualmente conhecidas como as alteracbes nos
“locus”’, dos grupos sanguineos do Sistema ABO no cromossomo 9.

Apos a descoberta dos grupos sanguineos do Sistema ABO,
em 1900, por Karl Landsteiner, apud PROKOP? | outros sistemas tem
sido descobertos, demonstrando a complexidade  da existéncia de
substancias antigénicas que compdem 0 nesso organismo.

Entretanto, apesar da importancia que fodas essas
substancias apresentam no desenvolvimento das atividades periciais,
dedicaremoé 0 presente ftrabalho ao estudo das relagbes de
dependéncia e interdependéncia dos antigenos do Sistema ABO, do
Sisterna Lewis e suas relacboes com os fatores grupo-especificos da
saliva, ressaltando a importancia desses elementos na investigacao
pericial.

O Sistema Lewis foi descoberto por MOURANT, em 1946,
apud BEILGUEMAN @ que descreveu um anticorpo, no soro de uma
mulher, Sra. Lewis, denominado anti-Le?, que aglutinava as hemacias de
cerca de 22% dos individuos caucasdides europeus. Posteriormente,

em 1948 ANDRESEN, apud BEIGUELMAN® | descreveu um outro
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anticorpo denominado Le®, com caracteristicas semelhantes, o qual, a
semethanca da maioria dos  anticorpos  anti-Le®,  descobertos
posteriormente, apresentava reacbes mais intensas com hemacias tipos
O ou Az

Concomitantemente as inimeras descobertas de varias
substancias antigénicas, IAMAKANI, em 1926, apud FERREIRA (¥
demonstrou a existéncia de substancias grupo-especificas na  saliva
humana.

Embora varios autores ja houvessem demonstrado a
presenca dos fatores grupo-especificos nos liquidos organicos humanos,
foram principalmente LEHRS e PUTKONEN, apud FERREIRA!™, os
cientistas que demonstraram a existéncia destas substancias em maior
concentracac na saliva.

No periodo entre 1924 e 1941, varios trabalhos foram
realizados, demonstrando que os antigenos do Sistema ABO ndo
estavam exclusivamente nas hemacias, podendo-se encontra-ios em
todos os tecidos, exceto o nervoso, sob a forma alcool solGvel
(glicolipidios). As formas hidrossoluveis dos antigenos do Sistema ABO
{glicoproteinas), também podem ou nao serem encontradas na maioria
dos liquidos orgéanicos, tais como, saliva, lagrima, plasma sanguineo e

esperma. Assim, os individuos que apresentam estas substancias
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hidrossolaveis, A, B e H, nosliquidos do organismo, s&o denominados
de secrefores das substancias ABH, ou, simplesmente, secretores, e
aqueles que nao apresentam estas substancias sao denominados n&o
secretores. Dessa forma, todos os individuos denominados secretores
possuem nos seus liquidos organicos a substancia H, sendo que os
individuos pertencentes aos grupos sanguineos A, B ou AB, além da
substancia H, possuem tambem as substancias grupo-especificas A, B
ou A+B respectivamente. Os individuos nao secretores, n&o apresentam
estas substancias nos liquidos organicos.

Em 1940, SCHIFF “ demonstrou o comportamento
genético dos individuos secretores e dos nado secretores. O autor
constatou que o secretor &€ dominante em relacdo ac ndo secretor,
sendo transmitidos, hereditariamente, por um par de alelos
autossdmicos e representados pelos fendtipos Se para os secretores e
se para os nao secretores e pelos gendtipos SeSe ou Sese, para os
secretfores e gese para 0s nao secretores.

GARDAS e KOSCIELAK apud in PROKOP® demonstraram
que 0s antigenos do Sistema ABO, nos secretores, sao encontrados nas
hemacias sob as formas glicolipidica e glicoprotéica, sendo que, nos
individuos nao secretores, estes antigenos sao encontrados sob a forma

glicolipidica.
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Em 1948 e 1951, GRUBB '/ *"®) em 1950, BRENDEMOEN
‘®) e em 1986, ERIKSSON "V et al., comprovaram que o Sistema Lewis
estava diretamente relacionado com o ca{éter secretor € nao secretor
dos individuos.

Em principio, ¢ de acordo com a opinido destes autores, os
individuos poderiam ser separados em trés grupos: os néo secretores,

at+b-

que sao portadores do alelo Le™ ", 0s secretores, que sao porfadores do

a-bt

alelo Le™, e aqueles que, na maioria se apresentavam secretores,

eram portadores dos alelos Le*™.

Entretanto, ndo era possivel se
afirmar a existéncia de uma relagdo entre o Sistema Lewis e a
caracteristica secretora ou nao secretora dos individuos, uma vez que,
tanto a saliva dos individuos portadores do alelo Le™, quanto a saliva
dos individuos portadores do alelo Le™, absorviam o anticorpo anti 1.e?,
apesar que a saliva dos individuos portadores do alelo Le* inibisse o
anticorpo anti Le® mais fracamente caracterizando, assim, uma pequena
diferen¢a nas propriedades antigénicas entre a saliva dos individuos
portadores do alelo Le* e Le™.

Em 1983, SAGISAKA? et al. ressaltaram a importancia do
estudo da distingdo entre o antigeno H da saliva & o antigeno H das

hemacias na pratica forense, demonstrando a possibilidade de se

diferenciar manchas de sangue e de saliva, alraves dos soros anti-Hr
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para identificar a presenca de sangue e anti-Hs para identificar a
presenca de saliva.

GRUBB " em 1948, e BRENDEMOEN ® em 1949,
relataram uma série de observacdes de grande importancia. Segundo
esses autores os individuos Le{a-bt) eram sercretores, e  o0s
individuos Le(a+b-) eram ndo secretores e os individuos Le(a-b-) eram
na maioria secretores. Segundo BEIGUELMAN ® esses dados nao
permitem estabelecer uma associacio direta entre a secrecéo ou nado
secrecdo de substancias grupo-especificas ABH e o Sistema Lewis.
Uma anélise mais profunda, do ponto de vista bioquimico, mostra uma
possivel relacdo entre a secrecao ou nao de substancias grupo-
especificas ABH e a presenga ou auséncia do fator a. A semethanca de
outros mecanismos biclégicos, a condicac secretora pode representar ¢
estado natural do sistema, isto €, a natureza de todos os seres é de
serem secretores. A presenca de um fator X, induzia a inibigcao do
sistema e resulta na condigdo ndo secretora. Se considerarmos que a+
indica a presenca deste fator e a- a auséncia dele, podemos
compreender de maneira mais clara, as observacbes de GRUBB ') e
BRENDEMOEN ()|

A conversdo das hemécias Le(a-) em lLe{a+) apds serem

incubadas por 24 horas em plasma de individuos lLe(a+) relatada por
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Smeath e Smeath em 1955 apud in BEIGUELMAN ¥ em 1979., ndo
significa mudanca dos caracleres genéticos das hemacias convertidas.
Como fol mencionado anteriormente, a expressio genética se manifesta
na producao de proteinas especificas codificadas nos genes. A absor¢ao
ou adsorgao do polipeptideo, que caracteriza ¢ alelo a+ pelas hemacias
Le {(a-) faz com que elas se comportern  como se fossem Le(a+),
porém isso nao significa nenhuma mudancga na sua composi¢ao génica.
A verdadeira mudanca das caracteristicas genéticas ocorrem somente
guando ha uma alieracdo na estrutura do seu genoma, alteracdo esta
que deve ser estivel e transmitida através dos processos de divisao

celular.
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PROPOSICAO




INTERAGAO DOS SISTEMAS ABO, LEWIS E FATORES GRUPO - ESPECIFICOS 18
DA SALIVA E SUA IMPORTANCIA PERICIAL.

PROPOSICAO

O presente trabalho tem por objetivo avaliar as relacbes das
propriedades antigénicas existentes entre ¢s antigenos dos Sistema
ABQ, do Sistema Lewis e dos fatores grupo-especificos da saliva, bem
como a dependéncia e a interdependéncia destes trés sistemas, na sua

formacao fenctipica, e sua importancia pericial.
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REVISTA DA LITERATURA

FERRI 'Y et al, em 1922, demonstraram que 78% da
populacdo dos E.UA. secretam, na saliva, substdncias da mesma
especificidade de sua hemacias. Informam que a sintese das
substancias A,B e H ¢ dirigida pelos respectivos genes A, B e H, sendo
que © aparecimenio, na saliva, é regulado pelo gene secretor Se.
Segundo os autores, os heterozigotos Sese e 0s homozigotos SeSe sdo
secretores e 0s homozigotos sese nd@o apreseniam essas substancias
na saliva e sdo chamados nio secretores. Descrevem a existéncia de
uma relacdo entre a substéncia H e o Sistema Lewis, com as
especificidades L® e L® Segundo os autores, na presenca do gene Se
(secretor), a substancia Lewis usualmente aparece na forma Le®, tanto
no SOro como nos eritrocitos, € ambas as substancias, Le* e Le®

aparecem na saliva. Os autores afirmam, também, que individuos com

gendtipo sese e com pelo menos um gene Le, apresentam, somente, a

substancia Le® tanto na saliva como nos eritrocitos.

SCHIFF ‘%’ em 1940, estudou a ocorréncia dos secretores
e nao secretores em dois grupos de 580 individuos brancos de Berlim,
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Alemanha e Nova lorque, e também um grupo de 367 negros. Utilizando
a técnica de inibicdo da aglutinago através de saliva, hemacias e anti-
soros humanos, ¢ autor estabeleceu que na saliva de um secretor sdo
encontradas substancias especificias do grupo sanguineo A ou B, de
acordo com as caracteristicas do individuo e, nos individuos nao
secretores, ha auséncia das substancias especificas referente ao grupo
sanguineo das celulas vermethas e na saliva. Tal caracteristica é
mendeliana. No estudo, a porcentagem de secretores encontradas entre
0s brancos foi de 78% em Berlim, 82,4% em Nova lorgue, & 61,2% entre
08 nNegros.

GRUBB ‘" em 1948, demonstrou a intima relacdo entre as

caracteristicas secretoras e ¢ grupo sanguineo de Lewis, estabelecendo
que todo individuo poriador do fendtipo Le{a-b+) € secretor das
substancias ABH, enquanto que os individuos Le(atb-) sac néo
secretores das substancias ABH. Sessenta e duas amostras de saliva e
de sangue foram analisadas atraves de soros anti-Lewis e testes de
inibicdo da aglutinacdo. Vinte das amostras estudadas, eram portadores
do fendtipo Lewis positivo e quarenta e duas eram portadoras do
fenbtipo Lewis negativo. Para a pesquisa das substéncias grupo-
especificias na saliva, o autor empregou, basicamente, dois métodos. O
primeiro, denominado de andlise quantitativa, onde procurava
estabelecer a quantidade das substancias ABH nas secrecgbes, e 0O

segundo, denominado de analise qualitativa, no qual o autor procurava
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demonstrar a presenca ou auséncia destas substancias. Neste trabalho,
o autor observou a existéncia de uma nitida relagdo entre os grupos
sanguineos do Sistema Lewis e o carater secretor e n20 secretor nos

individuos examinados.

BRENDEMOEN ®J em 1850, realizou um trabatho baseado
em quatro soros Anti~Le(a) e dois soros Anti-Le(b), que foram usados
para estudar a distribuicdo das substancias Le{a) e Le(b) na saliva e no
soro e suas relacbes com as células vermelhas e os fendtipos Le{a+b-)
e Le (a-b+). Foram estudadas duzentas e tres amostras de sangue dos
grupos A1, A2 ¢ O, testados por meio de um Anti-Le{b} AAGAARD, que
aglutinou sangue dos tipos A1, A2 e O, com a mesma freqiéncia e por
meio de quatro soros Anti-Le(a), um deles, INGIER, sendo usado como
padrdo. As frequéncias foram as seguintes: Le(a+b-) em 18%, Le(a-b+)
em 76%, Le(a-b-) em 4,9%, e Le(at+b+) em 0,4%. Um segundo tipo de
soro Anti-Le(b), Mathiusen apud in Brendemoen®, mostrou estreitos
resultados paralelos com o Anti-Le(b), AAGAARD, em sangue tipo A2,
mas este fendtipo foi largamento inibido com sangue tipo A1 e sangue
tipo B. O autor testou amostras de saliva de 108 individuos pelas
substancias A, B, H, Le(a) e Le(b), constatando que 0s nao secrefores

de substancias A, B, e H, correpondiam aos fendtipos Le{a+b-), exceto
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um, cujo fendtipo foi Le(a-b-), ndo secretor de Le(a) e L.e(b). A secrecao
da substancia Le(a) foi encontrada em todas as amostras de saliva,
obtidas de pessoas de fendtipo Le(a-b+);, posteriormente, foi
encontrada na saliva das pessoas com fendtipo Le(a§b+), mas Nao com
a mesma intensidade. Substancias Le(a) ndo foram encontradas em
quatro amostras de saliva de pessoas do fendtipo Le(a-b-), secretores

no Sistema ABO.

GRUBB ‘"8’ em 1951, estudou a correlagdo precisa entre 0
grupo sanguineo de Lewis € ¢ carater secretor, numa amostra de 1000
individuos., Em seu estudo, estabeleceu que todos os individuos
Le(a+b-) ndac sao secretores e todos os individuos Le(a-b+) séo
secretores. Segundo o autor, essas regras nao oferecem excecao e a

maioria dos individuos Le(a-b-) s40 secretores de ABH.

BOYD e SHAPLEIGH , em 1954, analisaram uma
aglutinina anti-H, preparada a partir de sementes de “Ulex europaeus’,
utilizada para a separagéo de individuos s_ecretores e nao secretores. Os
autores primeiramente prepararam a aglutinina do *Ulex”, através de
moagem, filtragem e centrifugagbes sucessivas, obtendo uma

concentracao de 0,9% em solugao salina. Posteriormente, observaram a
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inibicdo da aglutinina em relacdo a vinte e cinco amostras de saliva,
sendo 22 secretores e 3 amostras de néo secretores dos grupos O, A1,
AZ, B e AB. Tais resultados, foram comparados com a inibigdo
provocada pelos reagentes usuais. Esse processo permitiu a introducao
do extrato de “Ulex europaeus” na determinacdo de secretores e néo
secretores desde que, fanto a saliva quanto o exirato, sejam néo

diluidos.

PLATO e GERSHOWITZ “Y em 1961, realizaram um
trabatho, utilizando amostras de saliva coletadas ac acaso, de 50
individuos de cada um dos cinco grupos sanguinecos do Sistema
ABQO,isto &, A1, A2, O, B e AB, com um numero total de 250 amostras
concentradas e testadas, sendo que do 'grupo A1B consistiram 42
amostras e do grupo A2B 8 amostras. Os testes foram realizados com
dois reagentes Anti-H, comumente usados, extratos do “Cytisus
sessifolius” e “Ulex europaes”, demonstrando que o grupo secretor O
tem a mais alta concentracdo de substancia H, seguindo, na ordem
descrescente, 0s lipos sanguineos A2, A1, B e AB. Uma comparagao
entre os dois extratos, indicam que a saliva pertencente a pessoas do
grupo A1 tem aproximadamente a mesma quantidade de ambos 0s

reagentes empregados. Por outro lade, os autores demonstraram gque os
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grupos A2 e O tem a mais alta concentracao de substancia Hu que He e
0 grupo AB tem concentracdes opostas, com maior teor de Hec e menor
de Hu. A mais plausivel explicacdo, dada pelos autores, parece ser que
os dois ultimos tipos diferentes de reagentes Anti-H especificos estéo
envolvidos (Anti-Hc e Anti-Hu). Ocorre que esses extratos diferem ndo

somente quantitativamente mas qualitativamente.

PLATNIK, BENEVIDES e SALZANC @ EM 1969,
realizaram um estudo sobre o polimorfismo e prevaléncia de secretores
e nao secretores, em amostiras de saliva obtidas de 424 individuos da
raga negra e 267 da raca branca. Estas amostras foram obtidas de
criangas, de ambos os sexos, com idades variando entre 6, 8 e 12 anos.
Qs individuos foram classificados, arbitrariamente, em brancos, mulatos-
claros, mulatos-escuros e brancos, de acordo com as caracteristicas da
cor da pele, espessura dos labios e forma dos cabelos. As amostras de
saliva foram colhidas em tubos estéreis ¢ conservadas a -22° C. Nos
individuos que mostraram discrepancia entre os testes com soros Anti-
H, Anti-A e Anti-B, foram colhidas novas amostras de saliva juntamente
com amostras de sangue. Os autores utilizaram-se de um método
denominado teste de dois tubos, que consiste no uso de saliva néo

diluida e saliva diluida em 1:2. Os testes para H foram realizados com
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extrato de “Ulex europaeus” 0Os ndo secretores de H foram
subseqiientemente, testados com soros Anti-A e Anti-B, usando-se o
mesmo processo. Os autores utilizaram, sempre, células vermelhas
frescas O, A2 ou B, sendo a primeira de um {nico doador e as outras de
dois doadores. Os resultados demonstram uma porcentagem de 14,2%
de ndo secretores para a populagdo branca e 18,6% para a populacéo

de negros.

FERREIRA ' ™ em 1962, descreve uma técnica para
evidenciar as substancias grupo especificas na saliva. Esta técnica foi
desenvolvida por Ferreira € Novah e consiste em se fazer testes de
inibicdo da hemagiutinacao, utilizando-se de tubos capilares e vidros de
reidgio. Neste frabatho, os autores recomendam o uso de anti-soros
naturais anti-A e anti-B, titulados a 1/64 e 1/32, respectivamente, e
saliva diluida a 1/10 para 0s grupos A e B e 1/15 para o grupo O. Este
mesmo autor, demonstra, ainda, a possibilidade de se detectar
substéncias grupo-especificas em manchas de tecido. Os fragmentos de
tecidos manchados s80 picotados em pequenas partes e colocados em
um vidro de relégio. Estes fragmentos s&0 levados para o interior de um
tubo de ensaio e embebidos em agua destilada, onde, com 0 auxilio de

um bastdoc de vidro, s@o expremidos contra as paredes do tubo. A
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seguir, uma “ bomba de agua’ é colocada no interior do fubo, onde
permanece por 10 minutos. A partir dai, incuba-se o material por 10
minutos em temperatura ambiente e 10 minutos em geladeira.
Removendo-se, entdo, o liquido do tecido manchado se procede os
testes. O autor ndo recomenda ¢ uso da técnica em papéis de cigarro e
envelopes, pois 0s resultados sao falseados. Quando a saliva vier
acompanhada de sangue ou hemacias, a técnica é também contra-

indicada.

DOUGLAS ‘ ° ) et al, em 1966, analisaram amostras de
sangue € de saliva coletadas de 323 voluntarios, nascidos na llha de
Rarotonga’, em relacdo aos grupos sanguineos do Sistema ABO, MN,
Lewis e grupos Gm® heploglobina, transferrina e hemoglobina. As
amostras sanguineas foram coletadas e refrigeradas e as de saliva
foram fervidas e refrigeradas. Em relagcdo ao Sistema Lewis, as
amostras foram testadas com dois soros anti-Le® e anti-Le®. Os autores
obtiveram 85 individuos Le* (27,27%), 181 Le*™(58,33%) e 14 Le*™
(4,49%). Destes 213 eram secretores e 99 eram nao secretores, sendo
que a freqiiéncia génica foi de 0,4396 para Se e 0,504 para se. Entre os
individuos ndo secretores, nenhum individuo desta amostira apresentou

reacio positiva para o soro anti-Le".
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SATO e OTTENSOOSER @ em 1967, realizaram um
trabalho em amostras de saliva e de sémen, para avaliarem o grau de
concentracao dos fatores grupo-especificos, existentes ou ndo, nestes
fluidos corporais. Apés a realizacdo de experimentos em vérias
concenfracdes, 0s autores constataram que o sémen contérri mais
substancias do grupo sanguineo que a prépria saliva, confirmando
observacbes anteriores de outros autores. Segundo os autores, os
exames médico-legais dao reacdes mais claras que a saliva. O sémen &
prontamente identificado pelo teste da fosfatase acida e exame
microscopico e apresenta grupos de substancias que nao estio sujeitas

a destruicdc por enzimas, ao contrario da saliva.

BOETTCHER ©®, em 1967, demonstrou que a concentragio
de inibicao de agiutinacao de secretores pertencentes aos grupos Aq, Ay
, B e O tem sido determinada, utilizando-se de soros Anti-A e Anti-B e
extratos de “Ulex europaes” e “Dolichos biflorus”™. A concentracgo média
de inibicéo de saliva pertencente ao grupo sanguineo Ay com soro Anti A

e extrato de “Dolichos biflorus” é significativamente maior do que
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aquelas salivas pertencentes ao individuos do grupo sanguineo A, A
concentragdo media de inibicdo de saliva pertencentes a individuos de
diferentes grupos sanguineos com extrato “Ulex europaeus” decresce na
ordem dos tipos O, A;, A4 e B, denotando ser diferente a ordem de
aglutinacao das células sanguineas destes grupos pelo extrato “Ulex”.

O coeficiente de correlacio para as concentracdes de saliva
pertencente a individuos As & A; com soro Anti-A e extrato “Ulex”, e com
extrato “Dolichos” e “Ulex” n&o sdo signifcativamente diferentes de O,
nenhum destes coeficientes de correlacdo da concentrac@o de saliva
pertencente a individuo tipo B com soro Anti-B e extrato “Uiex’, visto que
para saliva de individuos pertencentes ao grupos Aq € Az com soro Anti-
A e extrato “Dolichos” é significativamente maior que O. Conclui-se que
as proporgbes de fatores antigénicos controlados pelo loci H e ABO séo
independentes e que “secretores aberrantes” sao individuos nos quais
estas proporcdes diferem grandemente.

MOORES e BRAIN ®Y em 1968, estudaram a funcéo
secretora e o Sistema Lewis, em 181 individuos sul-africanos, de ambos
0s sexos, de uma tribo zuly, em cuja selecdo nao foi considerado os
grupos sanguineos. Estudanies universitarios europeus doaram
amostras sanguineas usadas para comparac¢ao e foram selecionados a
partir do grupo sanguineo, sendo poucos do grupo A. Os autores
obtiveram o grupamento sanguineo através de centrifugacéo das
amostras e observacao a olho nu e classificaram em A1 as reacbes de
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forte aglutinacio com reagente “Dolichos”. O_grupamento do_Sistema
Lewis foi deferminado através de uma técnica descrita em trabalho

anterior. Quanto a saliva, apds 0 aguecimenio, a funcio secretora foi
definida com o© emprego de soros Anti-A, Anti-B e ‘“Ulex’.
Posteriormente, células apropriadas foram adicionadas a 2%, em
suspensao. Para o teste de Lewis, foram utilizados, apds centrifugacéo e
leitura, um soro Anti-A com bromelin e um anti-Le® ndo diluido em
solucao salina. Em relacdo ao soro, 0s testes foram feitos exatamente
como para saliva, mas o0s autores encontraram dificuidade na
interpretacao dos resultados, principaimente com o reagente anti-H. Foi
verificado que 27% eram ndo secretores das substancias ABH e 25%
foram nao secretores da substancia Le® 54% apresentaram secretores
e a8 hemacias com os fendtipos Le(a-b+), 22% se apresentaram néo
secretores com fendtipos Le(a+b-) e 23% n&o secretores das
substancias ABH apresentaram os fenotipos Le(a-b-). Entre os
secretores do gupo O, os autores ndo verificaram corelagdo entre a
guantidade de antigeno H nas hemacias e a quantidade de substancia H
secretada na saliva.

PLATNIK, BENEVIDES e SALZANO “® em 1969,
realizaram um estudo em criancas escolares de escolas primarias de
Porto Alegre, no Brasil, na faixa etaria de 6, 9 e 12 anos, com pele de
cor branca, mulatos-claros, mulatos-escuros e negros. Os autores
explicam o polimorfismo da secrecdo salivar ABH, ressaltando que
importantes aspectos deste assunto ainda nao se enconfram

completamente claros, como ¢ caso dos secretores aberrantes. Devido
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as dificuldades técnicas, sua distribuic0 em muitas populacdes também
nao esta completamente conhecida. Este fato ocorre, principalmente,
nos grupos negroides, pois o numero de individuos testados na Africa
nao & muito maior que mil. Os autores sentiram que deve ser muito
importante verificar a incidéncia desses genes na populagdo de Porto
Alegre. Posteriormente, estes estudos puderam ser relatados em um
longo projeto do fluxo génico de brancos/negros de Porto Alegre. A
descoberta de alguns secretores andmaios, neste estudo, também
promovet uma revisdo da incidéncia de cada individuo nos diferentes

grupos raciais.

STURGEON e ARCILLA ©®? em 1970, realizaram estudos
quantitativos soroldgicos em celulas vermelhas e saliva de oito
individuos lLe(a+b+x+) de duas familias de japoneses e uma de
ancestrais do nordeste europeu € numa crianca que foi acompanhada
desde o nascimento até 0s nove meses de idade. Os autores verificaram
que, no caso do bebé os dados sugerem que o gene Le tem dois
determinantes (citrons) para os quais um produto Le® e o outro Le*. Com
a influéncia dos genes Se-H, a substancia Le” & convertida para
substancia Le® mas o Le* permanece imutavel. Os autores

comprovaram que as substancias Le® e Le* estdo ativas antes do
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nascimento no liquido salivar, mas somente Le* esta ativa na producéo
da substancia Lewis nos eritrécitos. Demonstraram, também, que a
producdo da substancia Le® é ativada nos eritrécitos no periodo perinatal
e se forna {otalmente ativa pouco depois do nascimento, aos quatro
meses, Nos casos examinados. Além de indicarem uma comparacéo do
sistema génico Se-H com a {axa de ativacdo do Sistema Lewis e a
maturagdo da producdo completa da substancia Le® nos eritrécitos,
aconselham a realizagao de outros estudos, no sentido de se abrir maior
ou menor gradacdo continua de variantes Se, além dos dois sugeridos

neste trabalho.

RANDERIA e BHATIA (*°) em 1971, realizaram um estudo
quaniitativo de inibicdo de antigenos na saliva e indicaram mais
substancia A nos individuos A1 que em A2. Verificaram também que as
substancias antigénicas A estiveram em maior concenifragcao nos
individuos do grupo A que nos individuos do grupo AB. Nenhuma
diferenca significante foi observada na quantidade de antigenos A e B
detectados pelos soros Anfi-A no grupo B e Anti-B no grupo A. Além de
outros resultados, os autores verificaram que o contetido de antigeno H
em diferentes salivas e em diferentes grupos ABO variaram bastante,

dependendo do reagente utilizado. As diferencas em especificidades
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sorologicas de varios Anti-H, sdo também mostradas com base em
testes de inibicao fracionada. Os antigenos Lewis foram encontrados em
93,54% dos individuos. A variagdo na quantidade deste antigeno
depende nac somente do estado secretor ou n&o secretor, mas também
do grupo ABO salivar. Os autores constataram, ainda, que o antigeno
Le{a) ¢ supostamente o produto da interacdo entre Le(a) e H. Neste
estudo, apontaram varios casos de secretores de le(@) e H sem
antigeno Le(b). Estas observacbes sdo discutidas com base em
aspectos guantitativos de diferentes antigenos a luz da biossintese de

antigeno ABH e Le(a) e Le(b).

BOETTCHER e KENNY (®)em 1971, realizaram um trabalho
sobre 0 estudo quantitativo dos antigenos L?, A e H, na saliva de
individuos caucasianos e aborigenes australianos. A amostra estudada
se constituiu de amostras de saliva pertencentes a 20 secretores e 16
ndo secrefores, dos grupos A1 e O, de estudanies da “Fiinders
University”, e 65 amostras de saliva de aborigenes da Australia Central,
escolhidos ao acaso, sendo todos secretores, e, destes, 43 do grupo A1
e 22 do grupo Q. Para a realizacao dos testes, os autores utilizaram de
soros anti-H (extratos de “Ulex europeus’), anti-A e anti-B (*Dolichos

biflorus’), e soros anti-Le® e anti-Le® empregando-se a técnica da
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inibicBo de aglutinacdo. Entre 0s resultados mais relacionados com o
presente trabalho, os autores demonstraram, em todas as amostras de
saliva, a concentragdo da inibicdo de aglutinacdo nos individuos dos
tipos A, H e substincias Le® sendo que esta concentracdo de inibicio
ndo foi determinada no Le® Os autores demonstraram que o grupo
secretor O, dos aborigenes e caucasianos, apresentam maior expressao
de antigenc H do que 0s secretores do grupo A1, sendo que 0s
caucasianos ndo secretores, dos gurpos O e A1, apresentam maior

expressao do antigeno Le® que os secretores.

GIUSTI, PANARI e FIORIS '°), em 1972, realizaram estudo
para analisar a saliva de 600 individuos, sendo 369 tomados ao acaso e
231 distribuidos em 42 familias, bem como, para detectar a
concentracao das substancias especificas ABO e H.

As amosiras de saliva foram coletadas, sem estimuiac3o, de
estudantes universitarios e de suas familias, sendo, a0 mesmo tempo,
determinado o grupo sanguineo de cada um deles. Imediatamente apds
a coleta, a saliva fol submetida a uma centrifugacao na velocidade de
3000 mil r.p.m., por 10 minutos. O sobrenadante, sem fer sido
submetido a desnaturagdo, foi estocado a 4° C, até que os testes

fossem feitos, num periodo de no maximo 24 horas. Os eritrdcitos foram
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obtidos do Servico de Transfuséo Sanguinea da Universidade Catélica
SH de Roma. Apds trés lavagens em solucdo salina, foram preparadas
as suspensdes a 2% de celulas vermelhas em solugdo salina. Os
autores empregaram a técnica da inibicdo da hemoaglutinagdo. Os
resultados foram ordenados da seguinte forma: C - completa
aglutinagao; +++ - aglutinacao muito forte; ++ - forte agiutinacéo; + -
aglutinacdo incompleta ou inibicdo incompieta; - nenhuma agiutinacéo
ou inibicdo completa. Os autores concluiram que, com base nos
resultados acima descrifos, a distinggdo comum entre secretores € nao
secretores, baseando-se nos valores dos limites de diluicdo
arbitrariamente escothidos, € uma distinc&o falsa e necessita de novas
bases, como recentemente foi relatado por FIORI '® e Col.. Existe, uma
boa relacho na populacao, entre a quantidade de substancia especifica
e a quantidade de substincia H. A boa relagdo, encontrada entre pais e
parentes, sugere a possibilidade de um controle genéticc sobre a

substancia ABH soluvel secretada na saliva.

STURGEON, MACQUISTON e CAMP ©? em 1973,
desenvolveram um sistema automatico, para a quaniificacdoe de
substancias dos grupos sanguineos salivares, utilizado para determinar

a concentracdo de substancias ABH e Le® na saliva de uma populagéo
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normal. O métode e as condigcbes soroldgicas empregadas,
demonstraram uma clara e guantitativa divisdo da populacdo em
secretores ABH e nio-secretores. Ha uma significante diferenca em
meio a concentragdes A, B e H, quando individuos séo agrupados de
acordo com os tipos ABO. Dentro desses grupos, as médias dos vaiores
representam, na maioria, diferencas individuais, além da soma de
variaveis metodologicas e da amosiragem. A concentracdo meédia da
substancia Le®, em individuos dos trés maiores tipos de células
vermelhas: Le(a+b-), Le(a-b+) e Le(a-b-), € marcadamente diferente,
mas nao ha influéncia do Tipo ABO na concentracdo Le®. O método
tornou possivel quantificar, em termos relativamente parecidos, a
magnitude dessas diferencas e as médias normais.

BECAK e FROTA-PESSOA © | em 1973, relataram, no
capitulo referente aos grupos sanguineos, no livro de sua autona, que 0
tipo Lewis de hemécias pode ser determinado, com soros de individuos
sensibilizados por transfus@o e na gestacgo. Tal soro, pode conter tanto
anti-Le® como Le®, aglutinando hemacias Le(a+b-) tratadas com ficina e
incubadas a 37° C. Ja as hemacias negativas, serdo lavadas e
adicionadas ao soro de Coombs. Se forem aglutinadas, seréo Le(a-b+) e
se permanecerem negativas serdo Le(a-b-). Ainda, segundo os autores,
esses irés tipos apresentam sensibilidade maior, menor e nula em
relacdo a anti-Lewis, lembrando as reacOes de hemacias A1, A2 e O
com reagentes anti-A. Além disso, o tipo Le(a-b-) € raro em brancos e
mais freallente em negros. Para a sua determinacao, € utilizada a prova
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de inibicao, misturando saliva diluida com hemacias ficinizadas Le(a+b-),
assemelhando-se a obfengao de H. Desse mecanismo, resulfam quatro
fenctipos, possuindo s6 substancia Lewis ou 86 H, ambas ou nenhuma.
Os quatro gendtipos sdo analogos. A transmisséo dos alelos Se-se e
também de ABO independem de Le-le.

ERSKINE e SOCHA ‘¥ em 1978, descreveram algumas
consideracdes em relacdo as bases bioguimicas do grupamento Lewis e
relataram que nos individuos Lewis positivos, secretores de ABH, o
determinante fucose adicional, que & responséavel pela especificidade de
H, estd também presente na cadeia de oligossacarideo. Segundo os
autores, a presenca simulténea de dois grupos determinantes fucose,
dao a especificidade sorolégica adicional LeP (Le2), da mesma forma
que a presenca simuiténea, na mesma molécula de determinanties hr' e

hr”, do sistema Rh-Hr, fornece a especificidade hr.

BEIGUELMAN (®’  em 1979, descreve uma técnica para
investigacéo do fendtipo secretor de substancias grupo-especificas ABH
na saliva humana. Com salivacdo estimulada com parafina, o auior
cothe cerca de 01 mi. de saliva em um pequeno copo de Becker, quando
se frata de doadores adultos. No caso de criangas pequenas, o autor
recomenda que esta saliva seja recolhida com o auxilio de chumagcos de

algodao. Posteriormente, o algodéo, embebido com a saliva da crianga,
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& expremido contra as paredes de um tubo de ensaio e diluidos em
0,5ml de agua destilada. Logo depoig de obtida a saliva, ou no maximo
uma hora apos a coleta, deve-se transferir a amostra para um tubo de
ensaio, que é mantido por 10 minutos em banho-maria, com a agua em
ebulicao. Esta operacdo € destinada a desnaturacdo das enzimas que
possam atuar sobre as substancias grupo-especificas eventualmente
existentes na saliva. O tubo &, entdo, centrifugado durante 3 minutos a
3000 rpm, para sedimentar 0 muco e os restos celulares, transferindo-se
0 sobrenadante para outro tubo de ensaio. Tal sobrenadante, pode ser
examinado imediatamente ou mantido em congelador a menos de 20°C,
para exame posterior. Para a pesquisa do fendtipo secretor, o autor
utiliza duas séries de tubos de ensaio (10x75mm). Em uma delas, os
fubos sao identificados por 1-A, 1-B € 1-H e na cutra por 2-A, 2-B e 2-H.
Nas duas séries, pipeta-se uma gota de anti-soro anti-a nos tubos A,
uma gota de anti-soro anti-B, nos tubos B e uma gota de lectina anti-H
de “Ulex europaes” nos tubos H. Tais anti-soros, devem ser titulados,
previamente, contra suspensfes de hemacias salinas de A, Be O a
5%. Para tanto, &€ necessario fazer urma série de 10 diluicoes e utilizar a
diluicdo precedente aguela que provoca uma agiutinacao forte (+4) das
hemacias com antigeno correspondente. Depois de pipetar os anti-

SOros, acrescenta-se, nos tubos da série 1, uma gota de saliva sobre ¢
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exame e, na série 2, uma gota de solugéo salina. Depois de agitados e
mantidos & temperatura ambiente por 15 minutos, acrescenta-se a
suspenséo de hemacias a 5% nos tubos correspondentes. Os tubos séo
agitados e mantidos em repouso, por uma hora, 'a temperatura
ambiente. Nos tubos da série 2 sempre ocorrerd aglutinacdo, pois
constituem os fubos controle. Nos tubos da série 1, a auséncia de
aglutinacdo indica a presenga de substancias grupo especificas
correspondentes a cada tubo. Nesse caso, a substéncia grupo-
especifica reagiu com 0 anti-corpo, esgotando-o do meio e impedindo
que ele atuasse sobre os antigenos das hemacias. O autor cita, ainda, o
valor médico-legal e genético antropoidgico na investigacao das

substancias grupo- especificas.

BARRANTES e SALZANO ("  em 1979, realizaram um
trabaiho, utilizando-se de saliva e leite de 250 mutheres parturientes, em
relacao aos niveis de antigenos ABH. Parte destas amostras foram,
também, investigadas para determinar a presenca de substancia Lewis
Le”. Os autores demonstraram que os niveis de A e B s80 mais altos na
saliva, e aqueles de H e Le® séo mais altos no leite. A média de
concentragbes de substancia H salivares, apresentaram a relacéo

O>A,>A>B>AB, mas estas diferencas nao estiveram presentes no leite.
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Alem disso, os niveis salivares de A e B s&0 semelhantes, nos
individuos desses grupos, embora B se apresenta maior que A nos
individuos do tipo AB, e A maior que A,. No leite, A foi maior que B nos
individuos A, B e AB e A, era relativamente igual a A,. A quantidade de
substancia Le® depende da situacdo do ABH secretor nas duas
secreches, mas € independente dessa diferenca, sendo gque 0s niveis
dessa substancia eram sempre maiores no leite. Os coeficientes de
correlac@o entre dos niveis observados nas duas secrecdes, sio
estatisticamente significantes para a substancia A em individuos do tipo
A (0,46), para a substaéncia H em individuos tipo B (0,58) e para Le® em
todos os individuos examinados (0,47). Numa analise de regressado
multipla, realizada para verificar a influéncia de quairo variaveis
genéticas e seis n&o genéticas, sobre os niveis de ABH em ambos os
fluidos, mostrou que somente um anico fator se apresenta como um

modificador consistente; o tipo ABO.

GERARD (™ et al., em 1982, realizaram um estudo em
individuos portadores do fenétipo de Bombay (h/h), na liha de Reunion,
a sudeste da Africa. Neste trabalho, os autores analisaram os
“pedigrees” de 14 familias, verificando a veracidade dos modelos

genéticos propostos, na segregacao dos genes Se e H. Quatorze mapas
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genéticos (hederogramas) de Bombay foram estudados, sendo que 85%
eram leucodermas. As pessoas foram divididas em dois grupos:
individuos de Bombay € individuos nao afetados. Os individuos eram
considerados Bombay, quando na realizacao dos testes notava-se a
auséncia do antigeno H nos eritrécitos e substancia H presente nos
soros. Trés diferentes métodos foram usados na determinacdo do
carater secretor das substancias ABH na saliva. O primeiro teste foi
realizado nas hemacias e foi 0 grupo sanguineo de Lewis, com
reagentes da Ortho Diagnostics (Ratitan, N.J.). Os individuos eram
considerados secretores quando 0s genétipos de Lewis era Le(a-b+) e
nac secretores quando Le(a+b-). O segundo, foi realizado pelo método
da inibigao da hemaglutinagdo, usando-se hemacias, saliva em diluicdo
de 1/1 a 1/5 e 08 reagentes convencionais. E, por ultimo, foi realizado o
RIA {radicimunoteste), com feagentes preparados pela Universidade de
Alberta, Edmonton, Canada. Os resultados dos trés testes, segundo os
autores, estavam em acordo. Os autores, apds identificarem o carater
secretor e o fendtipo de Bombay, realizaram um estudo detathado dos
hederogramas e analisaram duas hipoteses, relacionando os estruturais
H e Se. Na primeira hipbtese, o gene Se é completamente expressado
em individuos de Bombay, existindo, portanio, secretores e néao

secretores. Na segunda hipdtese, a express@o fenotipica de Se é
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suprimida em n&o secretores de Bombay, entretanto, 0s seus gendtipos
secretores podem ser SeSe, Sese ou sese. Todos os individuos de
Bombay foram n8o secretores, de acordc com as duas hipdteses
testadas. Somente um caso, descrito na literatura, em 1955, contraria a
segunda hipdtese, mostra uma crianca secretora, fitho de nao secretor
Bombay. Entretanto, os autores concordam que ¢ mais viavel seria o
modelo genético proposto por Oriol apud in Gerard *°, que Se e H
seriam genes estruturais, proximamente ligados. Com base neste
trabalho, os autores descrevem que a area de Cilaos, na Africa, possa
ser hoje a que possui o maior ndmero de pessoas com fendlipo de

Bombay.

STEPLEWSKI (31 et al, em 1983, realizaram um estudo
para a determinacao dos fendtipos Lewis na saliva humana. Os autores
utiizaram anticorpos  monoclonais  secretados por  hibridomas,
estabelecidos apds a fusdo de espiendcitos de ratos, imunizados por
injeco de células de carcinoma de colon SW116 e SW12222, com
micloma de ratos P3X63Ag8 variacdo 653. O anticorpo IgM do
hibridoma 116NS-10¢l.17 (10-17) é diretamente contra o antigeno Le® do
sistema do grupo sanguineo humano Lewis. O anticorpo monocional

151-5-A7-9 (A7-9) recentemente desenvolvido, IgG3 tipo-iso reconhece
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especificamente a estrutura lacto-N-fucopentaose i - uma sequéncia
terminal Le® ativo. Dois outros anticorpos monocionais 151-5-G3-5 (G3-
5) e 151-5-G2-12), ligam-se aos glicolipideos Le® e Le® do sistema do
grupo sanguineo Lewis e reconhecem estruturas lacto-N-difucopentaose
il {(Le®) e lacto-N-difucohexaore | (Le®). Os autores selecionaram quatro
anticorpos monocionais “murine”, que especificamente ligam-se aos
haptenos do grupo sanguinec Lewis, para estabelecer um ensaio, no
qual antigenos presentes na saliva humana $30 unidos a gotas de
imunoensaios de ‘“polystyrene”. Dois desses anticorpos detectam
determinantes Le® e Le” (Le™), um anticorpo detecta somente Le® e
outro somente Le® Todos os fendtipos Lewis (Le®™, Le™™ Le™™

Le™™) sdo faciimente detectaveis nesse ensaio. Dos 80 individuos

atb+ a-b- sthe

examinados, um foi Le™ ™, quatro Le™™ doze Le e quarenta e trés

Lea-b'*

DUBE (et al., em 1984, estudaram os grupos sanguineos
do sistema ABO, o Sistema lLewis e a fungao secretora de 546
individuos normais, sendo 241 masculinos e 305 femininos. Os soros
foram testados a uma temperatura de 4° C, para a aglutinagdo das
hemaécias do grupo O. Os grupos ABO e o Sistema Lewis, dos
doadores, foram determinados utilizando-se de técnicas padronizadas e
anti-soros comerciais. As células A, que n&o reagiram com “Dolichos
biflorus” foram categorizadas como A,, sendo que os individuos com



INTERAGAC DOS SISTEMAS ABO, LEWIS E FATORES GRUPO - ESPEGIFICOS 44
DA SALIVA E SUA IMPORTANCIA PERICIAL.

fendtipos Le(atb-) foram classificados como ndo secretores e os
portadores dos fendtipos Le(a-b+) foram classificados como secretores.
As atividades H e Le® foram determinadas na saliva de individuos com
fendtipos  Le(a-b-), utilizando-se de ensdios de inibicio de
hemaglutinacéo.

ERIKSSON ¢ ") et al., em 1986, testaram a secrecdo de
antigenos ABH na saliva de individuos indigenas de diversas
populacbes, no periodo de 1966 a 1976, islandeses de Reykjavik e
Husavik, finlandeses, hingaros (Finidndia, Lapbnia ¢ Komi) e esquimos
do noroeste da Groelandia. As amostras salivares foram fervidas e
estocadas a -20° C. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi diiuido,
gradativamente, associando “Ulex” e soros anti-A e anti-B. Também
céiulas frescas O, A e B foram usadas como teste. As frequéncias de
nao secretores de ABH, entre o islandeses (28-36%) estiveram entre as
mais altas observadas nos europeus. Entre os islandeses e suecos da
Finlandia, a frequéncia (por voita de 20%) foi comparavel aos valores da
Suécia, mas consideravelmente mais altas entre a Finlandia e Komi (por
volta de 9%), sendo intermediarios, entre os valores, os lapbes (5%) e
escandinavos (15-26%), excluindo-se os islandeses (28-41%). A
fregiiéncia média de nao secretores, entre os lapbes na Finlandia foi a
mais baixa observada entre as populacbes brancas. Como outras
populacdes articas das ragas mongdlicas, os esquimés da Groelandia
tinham uma freqiiéncia muito baixa de n&o secretores. Os autores
admitiram, como provavel explicacdo, a auséncia de ndo secretores
entre os ancidos lapdes e esquimés da Groeldndia e sua introdugao
pelas populacbes invasoras. Concluiram que as frequéncias de ABH
foram muito mais encontradas entre as popula¢des do norte da Europa
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do que se presumia e, baseados em outros estudos, relatam que os
estado ndo secretor das substancias dos grupos sanguineos ABH, nos
fluidos mucosos, estd associado a condigbes patologicas das
membranas mucosas dos sistemas digestivo e respiratério. Em vista das
desvantagens do estado ndo secretor e da alta freqiiéncia de ABH nos
islandeses, os autores consideraram este fendmeno paradoxal.

MOTTA ¢ # ) em 1988, relatou, no capitulo referente ao
grupos sanguineos e proteinas do soro, que o grupo Lewis foi
primeiramente desctito em 1946 & os fendtipos mais comuns entra os
caucasianos s&o: Le{a+b-), Le(a-b+) e Le{a-b-), este uitimo comum entre
os hispanicos e no oeste da Africa. Além disso, segundo o autor, o
desenvolvimento dos antigenos Lewis inicia-se na lactancia e as
hemacias dos recém-nascidos ndo sdc agiutinadas nem pelo soro anti-
Le(a) e nem pelo soro anti-Le(b), mas estlo presentes, ao nascimento,
na saliva € no soro dos individuos com fendtipos especificos. Observa,
também, gue ha uma interacdo complexa com os sistemas ABO, H e
secretores, explicada por uma hipotética substancia precursora,
convertida na presenca do gene Lewis (Le) em substancia Le(a) nas
secrecdes do corpo. Segundo ¢ autor, quando o gene H € o gene Se
estdo presentes, parte da substancia H sollvel é convertida pelo gene
Le em antigeno Le(b). Nos nao secrefores, a conversao de Le(@) em H,
nos tecidos, ndo ocorre, dai a auséncia das substancia A ou B nas
secrecbes. O alelo inativo le, quando em homozigose, leva a uma
substéncia H sem atividade Le, quando ¢ gene Se esta presente. Outro
aspecto, ressaltado pelo autor, € a hipbtese de que o0s antigenos Le
possa ser adquiridos de antigenos do plasma, porém ndo revela
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detalhes.
HENRY, KSIMPSON e WOODFIELD ¢ ™} em 19088,

realizaram um trabatho, analisando a presenca de um fendtipo raro do
Sistema Lewis at+b+, encontrado em varios grupos polinésios, incluindo
Maoris, Samoas, Cook Islanders, Nuieans e Tokelau Islanders. A
amostra foi obtida de polinésios, predominantemente de um grupo
etnico, na faixa etaria de 16 a 60 anos de idade. Foram coletados sete
mi de sangue vencso, de cada individuo, com um ml de anticoagulante
de citrato fosfato dextrose. As amostras foram estocadas a 4°C e
testadas em 24 horas. As células vermelhas remanescentes foram
glicerolisadas e congeladas em nitrogénio liquido. Os autores utilizaram
sete reativos diferentes de Anti-Le®, para o teste inicial com seis
diferentes para o Le®. Os testes foram realizados de acordo com as
instrucdes dos fabricantes dos anti-soros, usando incubacgio de celulas
suspensas em solucdo salina, em temperatura ambiente, por 30
minutos, seguida de centrifugacdo. O fendtipo foi encontradoc em
polinésios de todos 0s grupos sanguineos e a freqliéncia aumentou
significativamente, com a reatividade H nos doadores pertencentes ao
gupo sanguineo O. O fenétipo ndo esteve associado, significativamente,
com a reatividade da substéncia H, nos doadores pertencenies ao grupo

sanguineo A e também ndo mostrou correlagdo com a idade pu sexp.
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BLACKWEELL ‘%) et al, em 1989, realizaram estudo para
determinar a incapacidade genética de individuos secretarem uma
glicoproteina, na forma solivel em agua, dos antigenos dos grupos
sanguineos ABO, na saliva e outros liquidos orgénicos, sendo
reconhecido como um fator de risco para a doenga meningocdcica.
Examinaram 4.906 residentes em Stonehouse ©ws « swener w novcsin . Qg
testes, de saliva € grupo sanguineo Lewis, indicaram que havia uma
maior proporgéo de nao-secretores nesta cidade que o previsto, isto é,
20 a 25%. Constataram que dos 15 residentes em Stonehouse, que
apresentavam a infeccdo meningocécica, dos quais, foram examinadas
as amostras de saliva de 13, 7 eram nao-secretores. Os autores
constataram que, das amostras de sangue examinadas, 672 eram Lewis
negativo e 832 eram Lewis positivo. Do restante, 484 eram Lewis® ¢ 148
eram Lewis®. Verificaram, também, que o0s individuos que se
apresentaram Lewis® eram ndo-secretores e 08 Lewis® eram
secretores.

LE PENDU? ¢ 2 ) et al, em 1983, realizaram um
estudo sobre as relagdes entre as enzimas gene-especificas ABO e o
Sisterna Lewis, tendo sido preparados ensaios radioimunes, usando dois

reagentes: Anti-A e Anti-B. A especificidade dos procedimentos foi
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avaliada com treze antigenos artificiais. As quantidades de antigenos
naturais A ¢ B, na saliva de secretores ABH do fenétipo Lewis
conhecido, foram medidos com esses ensaios. Os resultados confirmam
que a quantidade média de antigeno A € mais baixa nos individuos
Lewis positivo Le® que Lewis negativo Le?, bem como & mais baixa em
individuos A, que em A, Entretanto, as diferencas entre ¢s guatro
fendtipos combinados A e Lewis foram, somente, suportadas em
quantias significativamente mais baixas de determinantes de antigeno A
em A,Le®, quando comparado nos trés fenotipos (AsLe®, AsLe?, e Aled)
que tinham semelhantes valores de determinantes antigenos B, entre
individuos B le” e individuos B,e’. Os resultados sdo discutidos em
termos de relacdo entre enzimas-gene-especificas A, B e Lewis, para
seus receptores comuns. A diferenca na eficacia da enzima A, quando
comparada a enzima A4, € proposta como uma possivel explicagao para

a diferenca fenctipica de A e A,
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MATERIAIS E METODOS
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MATERIAL E METODOS

Os materiais ulilizados, no desenvolvimento do presente
trabalho, constituiu-se de 60 amostras de sangue e 60 amostras de
saliva, obtidas de pessoas que nos foram encaminhadas pela Justica
para se submeterem aos exames periciais de investigacao de
paternidade, através da assisténcia judiciaria gratuita.

As amostras de sangue venoso foram colhidas, no periodo
da manha, em tubos a “vacuum 1I”, com EDTA K;, reagente bioldgico
molecular, a 15%, com tampa de silicone, no total de 5mi de cada
individuo, em 6timas condicdes de esterilizacdo. Apds a realizacdo dos
exames, requisitados pela Justica, dos antigenos eritrocitarios e
leucocitarios e, em alguns casos, do DNA, apenas o restante de sangue,
destas amostras, foram aproveitadas para a realizacao do presente
trabalho, com autorizacdo devidamente assinada pelos doadores ou
seus representantes legais.

As amostras de saliva também foram colhidas, no periodo
da manhi, estando o individuo em “jejum”, determinando-se que se
fizesse, previamente, um bochecho com agua destilada, a fim de se
gliminar possiveis substancias, ou detritos alimentares, existentes no

interior da boca de cada pessoca. Apds esses procedimentos, 0s
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individuos cuspiam no interior de um pequeno frasco de vidro (becker),
da marca “pirex’, de 10ml, obtendo-se um volume de 2mi de saliva de
cada pessoa. Dos individuos fumanies, a coleta foi realizada sem que
estes individuos tivessem feito uso do cigarro por um perido de 12
horas, no minimo, no sentido de se evitar interferéncia de algumas

substéncias contidas no tabaco.

PREPARAGAO DA SUSPENSAO DE HEMACIAS

Os tubos, contendo as amostras de sangue, eram
imediatamente identificados com 0 nome de cada individuo e, apds
retirada a quantidade necessaria de sangue para a realizacdo dos
exames requisitados pela Justica, os mesmos foram colocados em
geladeira, 2 uma temperatura controlada de 4 graus centigrados,
durante um periodo de 30 a 40 minutos, tempo suficiente para que os
elementos figurados do sangue se decantassem no fundo do tubo,
separando-ge do plasma.

Utilizando-se uma pipeta de 1mi, retiramos esta quantidade
de “papa’ de hemacias do fundo do tubo, transferindo-a para um outro
tubo de10mm x 75mm, acrescentando-se 5mi de solucao salina (NaCli a

7%). Protegendo-se a boca do tubo com papel de aluminio, agitamos,
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ientamente 0 mesmo, por trés ou quatro vezes, no sentido de lavarmos
as hemacias. A seguir, este material foi centrifugado, durante 3 minutos,
a 3.400 r.p.m.. O sobrenadante foi retirado, mantendo-se, no tubo a
“papa” de hemaéacias. £ssa operaglo de lavagem das heméacias foi
repetida, no minimo, por trés vezes, eliminando-se todas substancias
que pudessem estar aderidas & membrana dessas células.

Apbs a tltima centrifugacao e retirada total do sobrenadante,
utilizando-se uma pipeta retiramos uma gota de “papa” de hemacias
devidamente lavadas, e colocamo-fas no interior de um tubo de ensaio
de 10mm. x 75mm., acrescentando-se 1mi. de solucdo salina. Com
esses procedimentos, temos preparada a suspensdo de hemacias,
prontas para os testes, conforme técnica preconizada peio fabricante
dos soroclones Anti-Le® e Anti-Le® (Anticorpos Monoclonais Murinos),

Anti-A, AntiB e Anti-H (Lectina “Ulex europaeus”), da Biotest S/A.

PREPARAGAO DAS AMOSTRAS DE SALIVA

As amostras de saliva foram coletadas em recipientes de
vidro tipo “pirex” (becker) de 10ml., sendo que cada individuo cuspia no
seu interior, sem estimulacdo, até que completasse o volume de 2ml. de

saliva, o0 que dependia do grau de salivacdo de cada um. No caso de
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criangas, utilizamos algodao esterilizado, embebendo os pequenos
chumachos de algodao em saliva, diretamente na boca da crianga, e
com auxilio de uma pinga, estes chumacos foram espremidos contra a
parede do recipiente de vidro, desprezando-se ¢ algodao utilizado.

As amostras de saliva foram, entdo, imediatamente
transferidas para um tubo de ensdio tamanho 10mm. x 75mm,
devidamente esterilizado, identificado com 0 nome de cada individuo e
tacrado com papel aluminio.

O processo de desnaturacao (inibicac) da saliva foi feito,
logo apds a coleta, para se evitar a interferéncia de enzimas no
processo de inibigdo. Foram utilizados um bico de bunsen, um suporte
metalico em tripé e uma tela de amianto, ligados a um botijao de gas.
Os tubos de ensaio, contendo as amostras de saliva, foram colocados
no interior de um becker de 500ml, com agua ao nivel de 300mi, sendo
submetidos ao aquecimento até 100 graus cenfrigrados, mantendo-se
nesta temperatura durante 20 minutos. Dessa forma, as amostras de
saliva foram mantidas em “banho-maria’, a fim de serem eliminadas
outras proteinas que pudessem comprometer 0 processo de inibicdo. A
sequir, os tubos foram centrifugados, em aita rotagao (3000 rpm durante
3 minutos) sendo, ao final, recolhido 0 sobrenadante, isto &, a saliva ja

desnaturada foi transferida, para outros tubos, protegidos com papel
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aluminio e mantides em geladeira, prontos para a realizacdo dos testes,

IDENTIFICACAQ DOS ANTIGENOS DAS HEMACIAS

A partir das amostras de suspensdo de hemacias, foram
tipados os antigenos do Sistema ABQ, isto é, 0 tipe sanguinec A, B, AB
ou O, do Sistema Lewis Le® e Le®, e a substancia H, utilizando-se os
soros Anti-A e Anti-B, soros Anti-Le® e Anti-L” e soro de Lectina Anti-H,
todos adquiridos da Biotest S/A.

Primeiramente, foram determinados os grupos sanguineos
(A, B, AB ou O) a que perienciam cada uma das amostras de suspenso
de hemacias analisadas. Este procedimento foi realizado utilizando-se 4
(quatro) tubos de ensaio de 10mm. x 75mm., colocando-se no tubo n°
01, 1 (uma) gota de soro Anti-A e 1 {uma) gota de suspenséo de
hemacias, no tubo n°® 02, 1 {uma) gota de soro Anti-B e 1 (uma) gota de
suspensado de hemacias, no tubo n° 03, 1 (uma) gota de sorc Anti-AB e
1 {(uma) gota suspensdo de hemacias e no tubo n°® 04, 1 (uma) gota de

soro Anti-H e 1 (uma) gota de suspenséo de hemacias.
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Cada tubo foi agitado, com a finalidade de provocar a
mistura das hemacias e do soro, sendo incubade durante 15 minutos, a
temperatura ambiente, conforme recomendacao do fabricante dos soros.

ApGs © periodo de incubacao, foi feita a centrifugacao
durante 15 segundos, a 3.400 r.pm.

imediatamente apds esse procedimento, o botdo de
hemacias foi ressuspendido, com agitag2o delicada, e feita a leitura,
observando-se a presenga ou auséncia de aglutinacido e anotando-se
numa ficha preparada especificamente para esse fim.

A identificacdo dos antigenos do Sistema Lewis, Le® e L®, foi
realizada obedecendo-se aos mesmos procedimentos, porém a
incubacao foi feita a 5 graus centigrados, durante 15 minutos, utilizando-
sé uma geladeira regulada para esse fim. A seguir, foram feitas as
leituras, que foram anotadas nas fichas preparadas para o presenie
trabalho.

Todos esses testes, para a ideniificacdo dos tipos
sanguineos do Sistema ABO, do Sistema lLewis e da substancia H,
foram realizados concomitantemente com testes para controle, com
suspensdo de hemécias ja conhecidas e formecidas gentilmente peia

Biotest S/A, fabricante dos soros utilizados em nossos experimentos. Os
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testes controies nos permitiam avaliar, com maior seguranca, o fato de

haver ou nao aglutinagao.

IDENTIFICAGAO DOS FATORES GRUPO-ESPECIFICOS DA

SALIVA.

A identificacdo dos fatores grupo-especificos da saliva, das
amostras dos individuos examinados, foi feita pelo método qualitativo.
Foram identificados os fatores grupo-especificos existentes na saliva
com relacao as substéncias A, B, A + B e O. Considerando que as
amostras de suspensdo de hemacias, de cada individuo, estava
previamente tipada, quanic aos seus grupos sanguineos, procedemos
da seguinte maneira:

Tubho n® 01A- 1 gota de soro anti-A + 1 gota de suspenséo de
hemacias A ~ incubagdo por 15 minutos a temperatura ambiente:
resultado = aglutinagao;

Tubo n® 02A- 1 gota de soro anti-A + 1 gota de saliva - incubacéo
por 15 minutos & temperatura ambiente - acrescenta-se 1 gola de
suspensdo de hemacias A - incubagao por 15 minutos a temperatura
ambiente: resultado = agiutinacdo (ndc secretor da substancia A),

auséncia de aglutinacdo (secretor da substancia A},
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Tubo n®* 01B- 1 gota de soro anti-B + 1 gota de suspensdo de
hemacias B - incubacdo por 15 minutos a femperatura ambiente:
resuttado = aglutinacao;

Tubo n® 02B- 1 goia de soro anti-B + 1 gota de saliva - incubacao
por 15 minutos a temperatura ambiente - acrescenta-se 1 gota de
suspensao de hemacias B - incuba¢8o por 15 minutos a temperatura
ambiente. resultado = aglutinacdo (ndo secretor da substancia B);
auséncia de aglutinagéo (secretor da substancia B);

Tubo n° 01AB- 1 gota de soro anti-AB + 1 gota de suspenséo de
hemacias AB - incubacdo por 15 minutos a temperatura ambiente:
resultado = aglutinacao;

Tubo n® 02AB- 1 gota de soro anti-AB + 1 gota de saliva -
incubacao por 15 minutos a temperatura ambiente - acrescenta-se 1
gota de suspenséc de hemacias AB - incubagdo por 15 minutos a
temperatura ambiente: resultado = aglutinagdo (ndo secretor das
substancias A ¢ B); auséncia de aglutinacdo (secretor das substancias A
e B);

Tubo n® 03AB- 1 gota de soro anti-A + 1 gota de saliva -
incubacdo por 15 minutos a temperatura ambiente - acrescenta-se 1

gota da suspensdo de hemacias AB - incubacdo por 15 minutos a
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temperatura ambiente: resultado = aglutinacdo (ndo secretor da
substancia A); auséncia de aglutinacao (secretor da substancia A),

Tubo n® 04AB- 1 gota de sorc anti-B + 1 gota de saliva -
incubacao por 15 minutos & temperatura ambiente - acrescenta-se 1
gota da suspensdo de hemacias AB - incubac@o por 15 minutos a
temperatura ambiente: resuitado = aglutinagdo (ndo secretor da
substancia B); auséncia de aglutinacio (secretor da substancia B).

Tubo n°® 01H- 1 gota de soro anti-H + 1 gota de suspensao de
hemécias tipo O - incubagdo por 15 minutos a temperatura ambiente:
resultado = aglutinacao;

Tubo n® 02H- 1 gota de soro anti-H + 1 gota de saliva -
incubacdo por 15 minutos & temperatura ambiente - acrescenta-se 1
gota de suspensao de hemécias tipo O: resuliado = aglutinacdo (ndo
secretor da substéncia H); auséncia de aglutinacdo (secretor da

substéncia H).
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~ RESULTADOS
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RESULTADOS OBTIDOS

QUADRO N° 01 -« Resumo demonstrativo dos Resultados

PACIENTE SISTEMA FATOR SORO SISTEMA LEWIS SALIVA
ABO RH ANTEH Le* L&
Secretor Nio Secretor

-61- AT.C. A Neﬁtivc ﬁaﬁvo at - | Nao Secretor

2- LM, L) Neﬁaﬁvo Positiva a- {vad Secr. Sub.H

3- AMR. A Positivo Negativo a- b+ Secr.Sub.A

04- DWW, 0 Puositivoe Positive a- b- Nio Secr, H

08- DR, 4] Posifivo Pasitivo a+ - N Seer. H

£8- AWM. A Positivo Negativo - b+ Secr.SubA

07 M.1P, O Positivo Positive a- b+ 1} Secr.SubH

08- LA, 0 Paositive Positivo a+ b- Nao Secr. H

08- 0.2 O Positive Positive a- b+ Secr.Sub. H

10- 1. M. O Positivo Pasitivo B b+ Secr.Sub. H
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QUADRO N° 02 - Resumo demonstrativo dos Resultados

PACIENTE | SISTEMA FATOR SORG SISTEMA LEWIS SALIVA
ARD BH ANTI-H Le® Le®
Secretor Nio Secretor

—

11- OA O Pasitivo Positivo. a- b Secr.sub. H
ARt

12- AR, A Pasitivo Negati\m a- b+ Secr.Sub.A

13- ML O Positivo Positive a- B~ Nao Secr. H

.

14- WA, A Pasitivo Nagati\m a- b Secr.Sub.A

16- LR.A. B Positivo Neaativo at+ B Mio Secr.B
18- MLALL, 0 Postivo Positivo a b. Nao Secr, H
7M. L B Positive Neaati\m A= o Secr.5ubB

18- ALC. B Postive Neaativo a- b Secr.5ub B

18- A.C. A Positive N ivo a- bt Secr,5ub.B

28- 85.C. B Negaﬂvo l Neggtjvo a- b Secr.SubB
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QUADRO N° 03 - Resumo demonstrativo dos Resultados

PACIENTE SISTEMA FATOR SORQ SISTEMA LEWIS SALIVA
ABO RH ANTHH Le® Le*
Secretor Nio Secretor
21- 108 & Positivo Paositivo a- l b Secr. Sub. H
22 P.W.T. B Positive Negativo A b+ Secr.5ub.B |
23~ DAL, B Positivo NEQ;a_tjgo a- b+ Secr.5ub.B
24.0.4.C. o Positive Positivo a- -+ Secr.Sub. H
25- L.M. o 1 Positivo Positive - b+ Sece.Sub. M
26- 5.0, o Positive Positivo _§ & br |} Secr.Sub.H
27~ G.H. A Positivo Neg_aii\m a- b+ ) Secr.Sub.A
28-1.8. 8 Neﬁaﬂvo Nﬁ&ﬁw} - b- Nio Secr. B
29-EL. B Megafivo Negativo - B- Nao Secr. B
38-F.C. A Positiva I Negativo a- I bre Secr.Suh. A
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QUADRO N° 04 - Resumo demonstrativo dos Resultados

.

PACIENTE I SISTEMA FATOR SORO SISTEMA LEWIS SALIVA

ABO RH ANTE-H ie* Le°
_ Secretor _ NEo Secretor

31- M4 A Positivo ma a- I b4+ Secr.Sub. A l
b i

32-M.L. A Positivo Negativo a- b+ Secr.5ub. A

33-MF. O Positivo Positivo ak - 1 Nao Secr. H

M-CMR o Positivo Positivo a- b+ Secr.Sub, H

35- AMAP. £ Positivo | Positive - b Secr.Sub. H

6-LHP. 1) Positivo i Positivo a- b+ Secr.S5ub. H

37- AOP. O Posifivo | Positivo a- b Secr.Sub, H

8- P.5.M. G Positive Positivo a- b Secr.Sub. H

33-P.R.5, [v] Positive Positivo - b Secr.Sub. H

46~ MLS. B Positivo Nﬁati\m a+ b- Nio Secr. B
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QUADRO N° 05 - Resumo demonstrativo dos Resultados

PACIENTE § SISTEMA FATOR SORO SISTEMA LEWIS SALIVA
ABD RH ANTI-H Le* Le”
Secretor MNao Secretor
41 MMA, O Positivo Positive a- I b- I Nao Secr, H
42- R.M.S. A Positivo Neaa!ivo a- b Sect.Sub. A
43-1.14.5. AB Positiva Negaﬂvo a+ b Secr.Sub. A Nio Secr. B
44- M.S.M. A Positivo Negative a¥ b- Nio Secr. A
45-R.C. O Positive Posilivo - b+ Secr.Sub. H
—t&- J4.5.M. B Negativo ftivo Z+ b- Nao Secr. B
47- L.R.A. A Positivo Neﬁati\m at - Nac Secr. A
45- E.M.S, AR Pasitivo Neaatlva a+ b+ Sect.Sub. A Nio Secr. B
A Positivo Negaiivu at - Nio Secr. A
Ai Positivo Neaa{iva - -+ l Secr,SIit‘E. A
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QUADRO N° 06 - Resumo demonstrativo dos Resultados
PACIENTE | SISTEMA FATOR 50RO SISTEMA LEWIS SALIVA
ABO RH ANTIH Le” Le"
Secrefor Néo Secrefor
51 R.M.8. 0 : Positivo Pasitive a- l b+ Secr.Sub. H
52-N.M.A Q L Positive Positive at b- Nio Secr. H
53- W.AS. Q Positivo Positivo - b Secr.Sub, H
84 MLJLA, B Negativo Negative a* br Secr.S5ub. B 1
5§- J.R.5. A Positive Negativo A by Secr.Sub. A
56- M.R.R, AB Positivo Negativo a- frr Secr.Sub. B Mo Sect. A
57 d.b B, A Positive Ngﬁfmva a- b+ Seer.5ub. A
58- R.G.S. AR Positivo Negativo a- bt Secr.Sub. A
Secr.Sub. B
58- 5.M.8. 8 Positivo Negativo at b Nio Secr. B
#D- .4V, A Positivo Neaati\m A I Secr.5ub. A

ANALISE DEMONSTRATIVA DOS RESULTADOS

No sentido de facilitar a analise e interpretacéo de todos os

dados apresentados, anieriormente, nos quadros de resuitados de

numeros 01 a 08, elaboramos um resumo demonstrativo de todos esses

resuitados, apresentado no Quadro n® 07,.onde podemos ter uma viséo

global da interacfo existente entre 0s sistemas examinados.
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QUADRQO N° 07 - Resumo demonstrativo dos Resultados

Sisterna Siterna Rh Soro Anti-H Lewis Saliva
ABGQ ] F 1] b

Posit. Neg. Posit, Negat. | Pos. Neg. Pos.  Neg. Secretor Nao
+ - + - Secretor

Se s&

A -8 17 o1 ] 18 04 14 14 o4 14 64
O- 28 25 o4 26 0 . 95 21 18 08 18 08
8- 12 (53 05 g 12 05 o7 06 (11 a8 06
AB -84 04 (i) & ' a4 62 i3] s g §3-A 2B
] 428 81-A

Totais: 60 57 o7 26 73 18 A4 41 19 42 22
PERCENTUAIS 8333 11,67 as00 70,00 2667373331 68,33F 31,87 67,19 : 3281

Pela andlise do Quadro n® 07, onde demonstramos, de forma
global, a interacdo existente entre os Sistemas ABO, Lewis (Le®e L) e
Fatores Grupo-Especificos da Saliva, obtivemos os seguintes
resultados:

1- Das 18 amostras pertencentes ac grupo sanguineo do tipo
A, verificamos que todas se apresentaram com reacdo negativa ao Soro
anti-H, demonstrando uma interacéo direta entre as reacbes com 08
Soros Anti-Le(a+b-), com os tipos se(ndo secretores), sendo que esta
mesma interacdo fol constatada entre as reagbes com os Soros Anti-

Le(a-b+) com 0s tipos Se{secretores);
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2- Das 26 amostras pertencentes ao grupo sanguineo do tipo
0, verificamos que todas se apresentaram com reacao positiva ac soro
Anti-H, demonstrando, também, uma interagio direta entre as reacdes
dos Soros Anti-Le(b+) com os tipos Se(secretores) e dos Soros Anti-
Le{(b-) com os se(nao secretores). Entretanto, nao foi observada essa
mesma interacao entre as reacdes dos Soros Anti-Le(a+a-) com 0s tipos
Se{secretores) e se(nhdao secrefores), obtendo-se 05 Le(a+) para 08
se(ndo secretores) € 21 Le(a-) para 18 Se(nao secretores);

3- Das 12 amostras pertencentes ao grupo sanguineo B,
verificamos, novamente, que todas se apresentaram com reagdo
negativa ao soro Anti-H, e demonstraram uma interagao total entre  as
reacOes dos Soros Anti Le(b+) com os tipos Se(secretores) e dos Soros
Le(b-) com os tipos se(ndo secretores). Entretanto, verificamos que essa
interacdo ndo foi total para o Soro Le(ata-) com os tipos Se(secretores)
e se(ndo secretores), uma vez que 05 se apresentaram Le{a+) e 07
Le{a-);

4- Das 04 amostras pertencentes ac grupo sanguineo AB,
verificamos que também todas se apresentaram com reagdo negativa ao
soro Anti-H, e demonstraram uma perfeita interagdo entre as reacdes
dos Soros Anti-Le(b+) com os tipos Se(secretores), numa relacao de 04

Le(b+) para 04 Se(secretores);
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5- Na amostra pertencente aos tipos AB, constatamos uma
interacdo entre o Sistema Lewis e os Fatores grupo-especificos da
saliva, com desdobramento dos tipos Se{secrefores) e se(ndo
secretores) que merecem uma explicacdo especial, isto €, os individuos
que nos forneceram essas amostras poderao ser:

a) Se(secretores) para as substancias A ou B;

b) se(ndo secretores) para ambas as substancias;

¢) Se(secretores) para a substancia A e se(ndo secrefores)
para a substancia B;

d) Se(secretores) para a substéncia B e se(ndo secrelores)
para a substancia A.

Nas amostras estudadas, 03 se apresentaram
Se(secretores) da substancia A e 02 da substancia B e 02 se
apresentaram se(n&o secretores) da substancia B e 01 da substancia A,
demonstrando, assim, a independéncia deste fenémeno de secre¢do ou
nao secrecdo das substancias A ou B e, ao mesmo fempo, a interacao

com as caracteristicas do Sistema Lewis.
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os nossos resultados se aproximam daqueles obtidos por
FERRI Y et al. Estes autores demonstraram a relagdo entre a
susbstancia H e o Sistema Lewis, ligados especificamente com os
fenotipos Le(a) e Le(b). Afirmaram, também, gue 0s individuos
Se(secretores) se apresentam com fenotipo Le(b+) e os se(nao
secretores) com o fenolipo Le(a+), tanté na saliva guanto no sangue. Os
resultados obtidos no presente trabalho confirmam a interacdo existente
entre © grupo sanguineo do tipo O, a presenca da substancia H e do
fenotipo Le(b+), ligados aos individuos Se(secretores), confirmando os
resultados destes autores.

Comparando os nossos resultados com aqueles obtidos por
BOETTCHER e KENNY © verificamos, também, uma perfeita
coincidéncia entre ambos. Estes autores, demonstraram a existéncia da
maior expressdo do antigeno H nos individuos Se(secretores)
pertencentes ao grupo sanguineo do tipo O, bem como a relagao direta
entre os individuos Se(secretores) e o Sistema Lewis com fenotipo

Le(b+).
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Neste mesmo sentido, sdo as afirmacdes feitas por GRUBB"")
que concluiu gue todo individuo portador do fenotipo Le(b+) é do tipo
Se(secretor) das substéncias ABH, enquanto que os individuos Le(a+)
sdo do tipo se(ndo secretores). Estes resultados coincidem, de forma
absoluta, com agueles obtidos em nosso experimento.

Por outro lado, os resullados obtidcs em nosso f{rabalho
coincidem, parcialmente, com aqueles obtidos por BRENDEMOEN (2,
Embora em seus resuitados este autor afirme que os se(ndo secretores)
correspondem aos fenotipos Le(a+b-), indica, apenas, um caso de
se(nao secretor) com fenotipos Le(a-b-). Em nosso experimento, dos 60
individuos de nossa amostra, foram identificados 21 se(nao secretores)
e 42 Se(secretores). A primeira vista, nos parece impossivel a somatodria
de 21 com 42 fotalizar 83, sendo que a nossa amosira foi de apenas 60
individuos. Entretanto, um fato interessante, que deve ser ressaltado, é
que dos 4 individuos portadores de sangue tipo AB, 2 sao
Se(secretores) da substéncia A e se{ndoc secretores da substancia B), 1
& Se(secretor) de ambas as substancias A e B, e 0 outro & Se(secretor)
da substincia B e se(nd8o secretor) da substancia A. Estas
caracteristicas dos grupos sanguineos AB, demonstram que a fungio
secretora ou nao secretora constitui uma especificidade dos fenotipos A

e B, de forma totalmente independente.
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No presente trabatho, dos 42 individuos que se apresentaram
Se(secretores) das substancia ABH, temos: 39 com fenotipos Le(a-b+) e
3 com fenotipos Le(a+b+). Dos 39 com fenotipos Le(a-b+), 18 séo
portadores de sangue tipo O, todos secrefores da substancia H, 14
pertencentes ao grupo sanguineo A e 7 periencentes ao grupo
sanguineo B. Dos 3 portadores dos fenotipos Le(a+b+), 2 sd0 do tipo AB
e 1 pertencente ao grupo sanguineo B,

Dos 21 se{ndc secretores), temos. 5 com fenotipos Le{a-b-),
sendo 3 pertencentes ao grupo sanguinec O e 2 do grupo sanguineo B;
2 com fenotipos Le(a+b+) pertencentes ao grupo sanguineo AB; 13 com
fenotipos Le(a+b-}, sendo 5 pertencentes ao grupo sanguineo O, 4
pertencentes ao grupc sanguinec B e 4 perfencentes ao grupo
sanguinec A e 1 com fenotipo Le{a+b+) do tipo sanguineo AB.

Os nossos resultados confirmaram as conclusdes de PLATO e
GERSHOWITZ ® somente no que se refere as maiores concentracdes
de substancia H, nos individuos secretores pertencentes ao grupo
sanguineo do tipc O. Estes autores nao realizaram testes com os soros
Le(a) e Le(b), razdo pela qual ndo tivemos condigbes de comparar com
08 nossos resuitados.

Quanto ao trabatho realizado por PLATINIK, BENEVIDES e

SALZANO ‘®) n&o nos foi possivel estabelecer uma comparagio com
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0s Noss0s resuitados, tendo-se em vista que estes autores realizaram
um experimento analisando, somente, as porcentagens de
Se(secretores) e se(ndo secretores) em individuos brancos e negros,
néo estabelecendo uma analise comparativa com 0 Sistema Lewis.

SATO e OTTENSOOSER®  demonstraram  maiores
concentracfes de substéncias grupo-especificas no esperma que na
saliva, salientando a importancia pericial dessas substancias; porém,
n&o relacionaram os fatores secretores ou ndo secretores com o
Sistema Lewis.

Os nossos resultados nao coincidiram, em parte, com aqueles
apresentados por RANDERIA e BHATIA . Apesar destes autores
indicarem a interac&o existente entre 08 grupos sanguineos do Sistema
ABQ, nos tipos secretores e nao secretores das substncias ABH,
relacionadas com © Sistema Lewis, concluem, estes autores, que ©
antigeno Le(a) € supostamente o produto de interacdo entre Le(a) e H.
Além disso, 08 autores apresentam varios casos de secretores de Le(a)
e substancia H, sem a presenga do antigeno Le(b).

Os nossos resultados demonstram, exatamente, o contrario, isto &,
o antigeno Le(a) nem sempre estd relacionado com a substincia H.
Além do mais, a quase fofalidade dos individuos secretores,

identificados em nossa amostra, apresentam o antigeno Le(b+) €, com
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raras excegdes, 0 antigeno Lel(a+) exclusivamente nos individuos
pertencentes aos grupos sanguineos tipo AB, sendo que, nos néo
secretores, predominou a presenga do antigeno Le(a). Entretanto, outros
estudos poderao dirimir estas divergéncias.

STURGEON e ARCILLA ¢*), realizaram um trabaiho isolado, com
oito pessoas de duas familias, razdo pela qual ndo nos foi possivel
discutir 05 nossos resultados com o0s destes autores. Demonstraram,
nos casos examinados, gue com a influéncia dos genes Se(secretor) e
H (substaéncia H), a susbstancia Le(a) € convertida para substancia
Le(b), mas o antigeno Le(x) permanece imutavel. Finalmente,
aconselham a realizacdo de outros estudos, no sentido de se abrir maior
ou menor gradacdo continua de varianies de Se(secretores), além dos
dois tipos sugeridos por eies.

Os autores GIUSTI, PANARI e FIORIS "%, realizaram estudos
apenas para demonstrar o grau de capacidade de inibicdo da
hemoaglutinacdo das substancias grupo-especificas ABO e H existentes
ou n&o na saliva. Entretanto, estes autores nao relacionaram os seus
resultados com o Sistema Lewis. Entre suas conclusdes, sugerem a
possibilidade de um controle genético das substancias ABH secretadas

na saliva.
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Os estudos de STUGEON, MACQUISTON e CAMP ©3
demonstram uma clara e quantitativa diviséé da populacéo estudada em
secretores e nao secretores. Estes autores, separaram os individuos em
trés grupos: Le(a+b-), Le(a-b+) e Le(a-b-), e afirmaram que ndo ha
influéncia dos tipos do Sistema ABO na concentracdo das substancias
dos OSistema lLewis para Le(a). Em nossos resultados, também
constatamos que n&o ha nenhuma relagdo entre o Sistema ABO e o
Sistema Lewis, mas existe uma interagcdo marcante entre 0s fenctipos
do Sistema Lewis e as substancias grupo-especificas secretadas ou nao
na saliva humana.

Os resultados apresentados por BARRANTES E SALZANO! '/
demonstram as relacdes entre enzimas gene-especificas do Sistema
ABO e o Sistema Lewis. Os autores, estudaram as diferentes
concentracdes do antigeno A em individuos Le(b+) e Le(d-), bem como,
em individuos A1 e A2. Embora, neste trabalho, os autores indiquem
essa interacao, ndo nos foi possivel estabelecer uma comparacao com
0s NOSSos resuitados.

Em outro trabalho realizado por PLATINIK, BENEVIDES ¢
SALZANQ'#), os autores explicaram o polimorfismo da secrecéo salivar
das substancias ABH, em populagbes de brancos, mulatos-claros,

mulatos-escuros e negros, de Porto Alegre, ressaltando que importantes
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aspectos deste assunto ainda ndo se encontram completamente claros,
COMo 0 caso dos secretores aberrantes. Como neste trabalho os autores
verificaram, apenas, as incidéncias dos tipos secretores ou nao
secretores das substancias ABH, nestas populacbes, nao nos foi
possivel estabelecer uma analise comparativa com 0s nossos
resultados.

O trabalho de BOETTCHER!®’, demonstra a maior concentracao
de inibicdo de aglutinacdo dos individuos secretores A1, em relacéo aos
individuos pertencentes ao grupo sanguineo A2. Como o autor nao
estabeleceu uma comparacao dos resultados com o Sistema Lewis, nao
nos foi possivel discutir com 0s nossos resuitados.

Embora o trabalho de BLACKWEEL® e colaboradores,
estabelecam uma relagéo entre os individuos nao secretores, da cidade
de Stonehouse, com uma infecdo meningococica, estes autores
confirmam a interacdo entre o Sistema Lewis e os fatores grupo-
especificos secretados ou n&o na saliva humana. Demonstraram gue 0s
individuos que se apresentaram Le (a+) eram ndo secretores e 08
individuos Le(b+) eram secretores, coincidindo totalmente com os
nossos resultados.

O trabalho de MOORES e BRAIN'?'! demonstra a freqiiéncia dos
fendtipos de lewis nos individuos sul-africanos, secreiores e néo
secretores. Verificaram que 27% eram nao secretores das substancias
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ABH e 25% nao secretores da substancia Le(a). Verificaram, também,
que 54% eram portadores dos fenotipos Le(a-b+), 23% eram portadores
dos fenotipos Le(a+b-) e 23% eram portadores dos fenotipos Le(a-b-).
Embora os autores ndo afirmem que os 54% portadores dos fenotipos
Le{a-b+) sd0 do tipo secretor, estes resultados coincidem, de forma
aproximada, com 0s nossos resuitados, para os individuos secretores.

O trabalho de ERIKSSON ‘™) et al. procura associar o tipo n3o
secretor com certas condicdes patoldgicas das membranas mucosas
dos sistemas digestivo e respiratorio, n&o sendo possivel comparar com
0S8 nossos resultados.

Os nossos resultados coincidem com 08 apresentados por DUBE
9 et al. que classificaram os individuos portadores dos fenétipos
Le(a+b-) como nao secretores e 0s Le(a-b+) como secretores.

Os resultados apresentados por DOUGLAS ¥ et al
demonstram as freqiéncias do Sistema lLewis, sendo 27,27% com
fendtipo Le(a+b-), 58,33% com o fendtipo lLe(a-b+) e 4,49% com o
fenotipo Le(a-b-). Estes resultados também confirmam as nossas
conclusdes, pois todos os individuos portadores dos fendtipos Le(a-b+),
com a maior porcentagem, sdo do tipo secretor de substancias grupo-
especificas na saliva.

MOTTA (%) afirma que o desenvolvimento dos antigenos
Lewis inicia-se na lactancia, sendo que as hemacias dos recem-
nascidos ndo sdo aglutinadas pelos soros anti-Le(a) e Le(b), mas estao
presentes, ac nascimento, na saliva e no soro das pessoas com
gendtipos especifices. O autor explica a interagdc existente entre os
sistemas ABQ, H e secretores ou nao secretores, admitindo que existe
uma hipotética substéncia precursora, convertida na presenga do gene
Lewis {(Le) em substancia Le(a) nas secrecdes do organismao. Segundo
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este autor, quando o gene H e 0 gene Se estdo presentes, pane da
substancia H solGvel é convertida pelo gene Le para ¢ antigeno Le(b).
Nos ndo secretores, essa conversdo de Le(a) em H em H nos tecidos
nao ocorre, dai a auséncia das substancias A ou B nas secrecoes.
Ressaltamos que esta explicag@o clentifica do mecanismo bioldgico dos
individuos que se apresentam secretores ou nao secretores foi feita,
basicamente, por este autor e por ERSKINE e SOCHA (™) entre os
trabalhos que tivemos oportunidade de consultar.

SCHIFF “7 BOYD e SHAPLEIGH ) e SOUZA¥ |
estudaram basicamente, as fregliéncias dos individuos secretores e nao
secretores, da substancias grupo-especificas na saliva, em populagdes
diferentes, razao pela qual deixamos de fazer uma analise comparativa
com 08 nossos resultados.

Acreditamos que, com a realizacdo do presente trabaiho,
contribuimos com mais uma parcela da fundamentacéo cientifica sobre
a interacéo existente entre 0s agiutindégenos do Sistema ABO, o Sistema
Lewis e os fatores grupo-especificos, secretados ou ndo na saliva
humana, e sua importancia no contexto pericial.
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CONCLUSOES
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CONCLUSOES

Pela analise geral de todos os resultados obtidos no
presente frabalho, podemos apresentar as seguintes conclusdes:

1- Todos 0s individuos pertencentes aos grupos sanguineos
A, B e AB apresentaram reacdo negativa ao anti-soro H;

2- Dos 26 individuos pertencentes ao grupo sanguinec O, 18
se apresentaram com reacdo positiva ao anti-soro H e 8 com reacéo
negativa a este soro, demonstrando, assim, uma interacdo direta, na
maioria dos casos, entre o grupo sanguineo O e a substancia H;

3- Dos 4 individuos pertencentes ao grupo sanguineo AB,
todos apresentaram reacio negativa ac anti-soro H;

4- Nao constatamos nenhuma relagao entre os grupos
sanguineos do Sistema ABO e os fenotipos do Sistema Lewis;

5- Verificamos uma interacdo direta entre os fendtipos
Le(b+) e os individuos secrefores, portadores dos fendtipos SeSe ou
Sese, & o fenotipo Le(at) & os individuos ndo-secretores, portadores dos
fendtipos sese, das substancias ABH,;

6- Nos individuos periencentes ao grupo sanguinec AB,
verificamos que a fungdo secretora ou nao secretora constitui uma
especificidade dos fendtipos A e B, de forma totalmente independente.
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SUMMARY
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SUMMARY

Up to now, many studies have been carried out aiming to find
out whether there is an interaction among blood types (ABO system),
Lewis system phenotype and group-specific factors (either produced by
human saliva or not).

In this study we utilized blood and saliva sampleg from sixty
persons who came {0 this faculty to do paternity investigation exams
under judicial determination. After using the sample for this purpose, the
surplus of the sample was used for this research.

From red biood cells suspension samples we determined the
antigens of ABO system, i.e., blood types (A, B, AB or 0), Rh (positive)
and rh (negative) factors, Lewis system phenotypes (Le® e Le®), and the
H substance, using Anti-A, Anti-B, Anti-Le® and Anti-Le® serum, and Anti-
H Lecithin serum, ali of them acquired from Biotest S/A. All the tesls
were done according to the manufacturer’s instructions. The control was
done with blood red cells suspensions given by Biotest S/A, so that we

avoided result interpretation errors.
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The determination - of secretory or non-secretory function of
substances ABH was achieved through iscagglutination technique as
described by FERREIRA™ and by BEIGUELMAN @,

The results have confirmed the interaction between phenotypes
Le” and the secretory functions of substances ABH, because no cases
were found of secretory function with phenotype Le®".

The non-secretory function of these substances, from saliva, was
mainly related to phenotypes Le® aithough we verified a few cases of
non-secretory individuals with Le™™ phenotypes.

in AB blood type individuals we verified that the secretory or non-
secretory function from group-specific factors from saliva is specific of

phenotypes A and B, in a totally independent way.
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