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CAPITULO 1
INTRODUCAO



1 - INTRODUCAO

Diversos pesquisadores, nacionais e internmacionais,
se dedicam ao estudo dos grupos e sistemas sangiiineos.
Atualmente, intmeros trabalhos sdo publicados, gragas a
importdncia multidisciplinar do assunto. Sabe-se, hoje em dia,
da existéncia de mais de 60 antigenos diferentes nas hemaiacias.

( sangue foi o primeiro tecido a ser transplantado e
a primeira transfusio de sangue humano bem sucedida foi feita
em 1818, mas a transfusdo com fins terapéuticos s6 se tornou
segura com a descoberta do sistema ABO por
LANDSTEINER®®  em 1900, A partir dai, varios outros
sistemas foram descobertos. A demonstragdo de novos
alelomorfos, confirma, teoricamente, a teoria de
LANDSTAINER'?*?, de que um dia os sistemas sangiineos
seriam considerados caracteristica individual de wvalor
comparavel ao das impressdes digitais,

Segundo ANDRESSEN'" em 1947, o Sistema Lewis
nio deve ser utilizado em casos de exclusio de paternidade,
pois se torna mutavel entre a infincia e a adolescéncia.
Entretanto, a matoria dos sistemas de grupos sangiiineos,
constituem carater individual, fixo e imutavel, Os
aglutinogénios contidos nos globulos vermelhos, aparecem no
individuo durante a vida intra-uterina, sendo evidenciiveis a
partir do nascimento. Segundo LIMA O.L. et al.*? em 1977,
esta sensibilidade & aglutinaglo é varidvel, crescendo desde a
vida pré-natal até a puberdade. Apos a puberdade, continua fixa
e tmutavel.

Além das caracteristicas j& descritas, o0s grupos
sangitineos sfo transmitidos de pais para filhos, obedecendo,
rigorosamente, as leis da hereditariedade genética.

Sabe-se também, da resisténcia as condigles
ambientais dos antigenos A, B e H, do sistema ABO, os quais
resistem a agldo do tempo, se conservam em cadaveres
decompostos, sendo altamente resistentes a4 degradacgio
bacteriana.

Essas propriedades permitem-nos dizer gque 03
antigenos eritrocitarios podem ser utilizados para resolver



alguns problemas em Medicina Legal, tais como: exclusio de
paternidade, exclusio de maternidade, troca de recém-nascidos
nas maternidades, distingdio entre gémeos mono e dizigotos e
individualizagio de manchas.

Estudos de FRIENDEREICH & HARTMAN!" em
1938, demonstraram que as substincias A, B ¢ H, nio estio
restritas as hemicias, aparecendo na maioria dos tecidos e nas
secregdes, sobretudo na saliva, dos individuos classificados
como secretores,

SCHIFF & SASAKI(”’”), em 1932, demonstraram
que a caracteristica secretora ¢ transmitida hereditariamente
segundo as lets mendelianas, e, que existem dois grupos de
individuos segundo a presenca ou auséncia de substidncias
grupo-especificas nas secregdes, O primeiro grupo, composto
pelos 1ndividuos portadores das substincias A, B e H nas
secregdes foram denominados de secretores ¢ o segundo grupo,
composto por individuos desprovidos de tats substéancias, foram
denominados de ndo secretores. Os referidos autores
demonstraram ainda que o gene Se é dominante em relagio 4 se.
Dessa forma, existe dois gendtipos para os individuos
secretores, sendo SeSe ¢ Sese € um gendtipo para os individuos
ndo secretores sese.

FRIEDENREICH & HARTMANY", em 1938,
demonsiraram que os aniigenos do sistema ABO nio estavam
restritos as hemacias e que podiam ser encontrados sob a forma
alcoolsoluvel (glicolipideos) e hidrossolavel (glicoproteinas).
A forma soluvel em alcool, se encontra presente em todos os
tecidos e eritréocitos com excegdo do cérebro ¢ demais
secregdes. A forma sollivel em adgua, se encontra ausenie nos
eritrécitos e presente nos liquidos e 6rgéos de um secretor.

BEIGUELMAN{”, em 1979, demonstrou que as
substincias grupo-especificas s8c os antigenos hidrossolivels
A, B ¢ H encontrados nas secre¢des € na maioria dos liquidos
arginicos de alguns individuos e os individuos que os
apresentam sio denominados secretores de ABH  ou,
simplesmente secretores.

Os trabalhos de WATKINS & MORGANY"*" ¢ o de
CEI’ELLINI(s},em 1959, demonstraram o mecanismo da



formag¢do dos antigenos A, B ¢ H, a partir de uma substincia
precursora. Segundo os referidos autores, verificou-se na
formag¢do das substdncias grupo-especificas a atuagiio de dois
pares de genes. O primeiro par atuou na transformacio da
substincia precursora em substdncia H, desde que o genétipo
desde individuo seja HH ou Hh. Caso o individuo possua o
genotipe hh, ndo haverd formag¢io de antigeno a partir da
substdncia precursora. O individuo portador deste gendtipo,
caracteriza o fendtipo de Bombaim, O segundo par de genes,
atuaram na transformag¢do da substincia H em antigenos A, B,
AB ou H, dependendo claro, do gendtipo do sistema ABO deste
individuo. Os individuos do grupo O, conservaram a substdncia
H inalterada.

Diversos autores, demonstraram a intima relacgio
entre a caracteristica secretora e os grupos do sistema ABO. E
demonstrado que os genes Se e se sdo os responsaveis pela
presenca ou auséncia de substincias grupo-especificas na saliva
e demais secrecdes. Dessa forma, encontramos as substidncias
A, B ¢ AB na saliva de individuos secretores portadores dos
grupos sangiineos A, B e AB, respectivamente. Nos individuos
do grupo O, fol encontrado somente a substdncia H. Em
situagBes normais, a substldncia H esta presente na saliva de
todos os secretores. Tal fato é explicado, gragas ao trabalho de
WATKINS & MORGANT?*" ¢ o de CEPELLINI'”), em 1959,
que demonstraram que somente uma parcela das substidncia H ¢
transformada em substincias A ¢ B.

Alguns autores, demonstraram a existéncia de
secretores aberrantes, ou seja agueles que secrefam uma
substincia que ndo corresponde ao seu grupo sangiiineo do
sistema ABO. MecNEIL et al."*®’, em 1957, apos o estudo de
100 amostras de saliva, constatou a presencga de & secretores
aberrantes. Em seu trabalho o autor considerou como secretor
aberrante, aquele que secreta uma substdncia com titulo de 1.64
ou mais e outra substdncia com titulo de 1:4 ou menos. O
mecanismo dessa secregdo aberrante ainda nio foir devidamente
esclarecido, existindo apenas hipoOteses.

PALATINIK et al.'*® em 1969, adotando os
critérios de classificacio de McNEELY® em uma amostra



composta por 424 negros € 267 brancos, constatou a presenca
de apenas 3 secretores aberrantes. Infelizmente, o autor nido
citou o grupo racial destes secretores aberrantes.

FIORE et ai.(”’”’li’m), em 1969, demonstraram
através da cromatografia do gel permeavel, utilizando-se do
Sephadex G100, a presenga das fragdes 1, 2 e 3. Estas fracgdes
ficaram conhecidas por fragBes 1, 2 e 3 de FIORE. Segundo o
autor, as fragdes 2 e 3, sdo substidncias hidrossoltveis, com
alto peso molecular{(PM) encontradas na saliva dos nio
secretores, e, a fragcio 1 é encontrada na saliva dos secretores.
A fragdo | tem PM entre 300.000 a 1.000.000, a fragdo 2 entre
10.000 a 13.000 e a fraciio 3 entre 1500 a 2000,

KIND et. al. " em 1979, entretanto, utilizando-se
da mesma metodologia descrita por FIORE et al.”'? nio
conseguiu identificar as denominadas fra¢des 2 e 3 descritas
anteriormente.

ROTHWEL"? em 1979, comparando os resultados
obtidos através dos testes de inibigdo da aglutinagio e
eromatografico, verificou que nos testes de inibigcio os
resultados sfo aqueles esperados, ou seja, demonsirou a
existéncia de substdncias grupo-especificas ABH na saliva dos
secretores e sua auséncia na saliva dos nfo secretores. No
exame cromatografico, o autor identificou as fragdes 2 e 3 de
FIORE et al.{”’m‘”’”), entretanto, o autor ndo conseguiu
estabelecer diferencgas entre as fragdes 1, 2 ¢ 3 de FIORE et
1, (13.14,15,16)

GRUBB”Q}, em 1948, demonstrou a intima relacio
entre a caracteristica secretora e o grupo sangiiineo de Lewis,
estabelecendo que todo individuo portador do fenoétipo
Le{a-b+) é secretor das substincias ABH, Enquanto que 05
individuos Le{a+b-) sfo ndo secretores de ABH.

Para a pesquisa das substdncias grupo-especificas na
saliva, basicamente sioc empregados dois métodos. O primeiro
denominado de andalise gquantitativa, tenta estabelecer a
quantidade das substincias ABH nas secre¢des. O segundo,
denominado de analise qualitativa, demonstra apenas a presenca
ou auséncia destas substdncias.



Uma das técnicas empregadas para a realizagio da
anadlise quantitativa, sfo testes de inibigio da hemaglutinacio,
descritos por BURON®' em 1960, e por ETCHEVERRY et
al.{”}, em 1982,

Entretanto, quando o objetivo do trabalho ¢ anilise
qualitativa, as técnicas empregadas s#o a inibi¢cio da
hemaglutina¢io descritas por SCHIFF(”), em 1940, BOYD &
SHAPLEIGH, em 1954, PALATINIK et al. @®, em 1969,
BEIGUELMAN®) em 1979, ARMANET et al. ¥ | em 1982,
ERIKSSON et al."'"” em 1986 ¢ EMERIBE et al.®’, em 1992

Recentemente YAZAWA & OHKAWARAYY, em
1992, descreveram uma técnica, para a analise qualitativa das
substincias ABH da saliva, empregando-se micro esferas azuis
em substitui¢io a suspensio de hemacias,

Todavia, um trabalho que merece especial atencgio ¢
o de SAGISAKA et al.®® | em 1983, onde os autores
demonstiraram que os antigenos ABH encontrados nas hemacias
sdo sorologicamente, diferentes das substdncias grupo-
especificas encontradas na saliva e demais secregdes.

Basicamente, os testes de inibigio da hemaglutinagio
se¢ fundamentam em principios Iimunoldgicos, ou seja, a
aglutinagdo ou sua auséncia ¢ observada através do uso de
antigenos e anticorpos. No casoc especifico dos sistemas
sangiliineos, os termos empregados sdo aglutindégenos e
aglutininas.

Desta forma, nos testes de inibigio da
hemaglutinagdo, quando se coloca em contato os aglutindégenos
ou substincias grupo-especificas da saliva juntamente com as
aglutininas provenientes de soros ou reagentes comerciais,
acontece uma aglutinacio. Entretanto, devido a transparéncia
da saliva, ndo ¢é possivel constatar tal aglutinag¢do. As
hemdécias, entdo adicionadas, permitem que a presenga ou
auséncia de aglutinagio seja evidenciada. Portanto, podemos
dizer, que as hemacias se portam como uma substincia
evidenciadora nas rea¢des de inibigio da aglutinagio.

A saliva dos secretores, quando submetidas aos
testes de inibic3o da hemaglutinagio, demonstram auséncia de
aglutinagio, uma vez que ao adicionarmos a suspensdo de



hemacias, as reagdes entre as substdncias grupo-especificas da
saliva com as aglutininas do soro ou reagentes comerciais ja
ocorreu. Enquanto que, na saliva dos ndo secretores a
aglutinagdo pode ser constatada macroscopicamente, porque as
aglutininas do soro ou reagentes comerciais, promoveram a
aglutina¢lo das hemécias correspondentes.

Alguns anticorpos de grupo sangiiineo ocorrem no
soro de individuos sem que estes Ssejam previamente
imunizados. Estes anticorpos s8o denominados de anticorpos
naturais. Entretanto, algumas substidncias se comportam como
aglutininas na evidenciagio de antigenos ou aglutindgenos. Se
estas substdncias pertecerem a outros seres humanos, sdo
denominados de isoaglutininas. Entretanto, se pertencerem a
outras espécies animais, sdo denominadas de heteroaglutininas.

Muitas vezes, a pesquisa dos antigenos das hemacias
¢ feita com emprego de aglutininas presentes em extratos
vegetais, as quais sdo denominadas de lectina. O termo
fitpaglutinina ¢é reservado para extratos vegetalis que nio
possuem especificidade, ou seja, aglutinam as hemicias
independentemente do antigeno que apresentem.

Os trabalhos de BOYD & SHAPLEIGH', em 1954,
nos fornecem uma valiosa contribui¢do quando nos referimos ao
estudo das substdncias grupo-especificas. Os autores,
estudando os diversos reagentes anti-H, empregados na época
demonstraram que devido 4 facilidade de obtengio e
especificidade nas reagdes de aglutinagio, a lectina extraida da
planta Ulex europaeus, se mostra como um excelente reagente
anti-H.

Como podemos observar, o estudo das substincias
grupo-especificas é de fundamental importéncia em
Hematologia, Genética, Imunclogia, Medicina-iegal,
Antropologia e outros disciplinas correlatas. Poucos s3o os
Cirurgides-Dentistas que se preocupam com este estudo.

Entretanto, 0 CONSELHO FEDERAIL DE
ODONTOLOGIA(C.F.0.} " em 1993, estabeleceu na
Consolidag¢io das normas para procedimentos nos Conselhos de
Odontologia, aprovado pela resolugio CFO-185/93, na seg¢do
IV, artigo 55 qgue a pericia em vestigios correlatos, inclusive



manchas ou liquidos oriundos da cavidade bucal ou nela
presentes, entre oufras atrtbuigdes ¢ de competéncia do
especialista em Odontologia Legal. Esta atribui¢io € que nos
estimulou ao estudo das substdncias grupo-especificas na saliva
humana.
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2 - REVISTA DA LITERATURA

Ao realizarmos o levantamento bibliogrifico sobre as
substincias grupo-especificas da saliva, verificamos que a maioria
dos trabalhos consultados eram de procedéncia internacional.
Entretanto encontramos algumas indicacdes doutrindrias de
procedéncia nacional, as quais foram utilizadas como referéncia
no presente trabaltho.

SCHIFF{“}, em 1940, estudou a frequéncia do fator
secretor, com o objetivo antropoldogico de estabelecer diferencas
raciais. Nesse estudo o autor utiliza trés grupos raciais, sendo o
primeiro composto por 367 negros residentes em Nova Iorque, o
segundo composto por 117 brancos também de Nova lorque ¢ o
terceiro composto por 363 brancos de Berlim, Alemanha. A
técnica empregada foi a inibigio da aglutina¢do, utilizando-se
saliva, hemacias e anti-soros humanos. Inicialmente, todos os
doadores tiveram o seu grupo sangitineo determinado, no sistema
ABO, sendo excluidos do exame individual, aqueles pertencentes
ao grupo O. Tal fato se deu devido a dificuldade de serem obtidos
reagentes anti~-0 que fornecessem reacdes confidveis. A saliva
coletada, de 1 a 2 cc, foi imediatamente examinada ou conservada
em formalina a 0,1%, para exame posterior. Apds a coleta, o
autor analisou a amostra de saliva em trés dilui¢gSes: 1:10, 1:100
e 1:1000. O diluente empregado for o soro figsiolégico. Os soros
humanos empregados forram previamente titulados contra as
hemacias correspondentes, e utilizou-se a série anterior gque
forngceu uma reacdo forte. O soro foi entio adicionado & saliva e
mantido em “caixas geladas™ durante a noite. No dia seguinte,
foram adicionados as células vermelhas correspondentes gque
permaneram incubadas por 10 minutos & temperatura ambiente.
Feito isto, procedeu-se a leitura. A auséncia de aglutinag¢io nas
trés séries de diluicdes caracterizou o secretor. Os seguinfes
resultados foram observados: o maior percentual de secretores,
82,4%, ocorreu nos brancos de Nova lTorque, € o menor, 61,2%,
nos negros de Nova lorque. O percentual de secretores nos
hrancos de Berlim foi de 78%. Baseado nesses resultados, o autor
verificou que as diferen¢as encontradas entre brancos e negros



10

sdo  estatisticamente significantes. Nio foram observadas
diferengas significativas entre os brancos de Nova Iorque e os de
Berlim. Para a anéalise estatistica foram utilizados o teste do
quiquadrado ¢ o fator de corregdio de Yates. Concluindo, o autor
verificon que os pares de genes que determinam o tipo secretor
ocorrem em frequéncias diferentes em varias populagdes, nio
tendo meios de afirmar se os resultados alcangados tipificam
todas as populagdes de brancos e negros.

ANDRESEN‘"Y em 1947, descreveu o soro anti-Lewis,
e demonstrou que o fator Lewis é caracterizado por um par de
genes alelomérficos (L el ) e que os possiveis gendtipos para o
fator Lewis seriam LL, L1, 1I. Nesse estudo, o autor observou que
o soro anti-Lewis aglutinava as hemacias de 21% dos adultos e
70% das hemdcias pertecentes as criancas com idade abaixo de
que sete anos. O autor concluiu que nas pessoas adultas o anti-
Lewis aglutina somente homozigotos dominantes (LL), e em
criangas & aglutinaglo também se did em heterozigotos (L1).

GRUBB(”), em 1948, fez um estudo comparando o
grupo sanguineo de Lewis ¢ o carater secretor. Sessenta e duas
amostras de saliva e sangue foram analisadas através de soros
anti-Lewis ¢ testes de inibi¢8o da aglutinagio. Vinte das amostras
estudadas eram portadoras do fendtipo Lewis positivo, e quarenta
¢ duas, portadoras do fendtipo Lewis negativo. Todas as amostras
Lewis positivo pertenciam a nfo secretores ¢ das quarenta e duas
amostras Lewis negativo, quarenta e uma foram oriundas de
secretor. Para confirmar tais resultados, o autor realizou testes
de inibigio da aglutinagdo  utilizando, saliva, hemdécias e
reagentes. Para se determinar as caracteristicas secretoras e nio
secretoras nos individuos dos grupos A, B e AB foram utilizados
os reagentes anti-A e anti-B. Na determinagfo das caracteristicas
secretoras e ndo secretoras de individuos do grupo O, trés testes
foram realizados. O primeiro deles fol realizado com anticorpos
obtidos pela imunizag¢ido de coelhos com substdncias purificadas
provenientes de cistos de ovérios removidos de secretores do
grupo 0. O segundo, com o soro de Anguilla vulgaris e o
terceiro, com soro de uma galinha imunizada com suspensdes de
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Shigella shiga, Dessa forma, o autor constatou intima relagio
entre o grupo sangiineo de Lewis e o carater secretor.

GRUBBY, em 1951, estudou 1000 individuos,
estabelecendo a correlagdo precisa entre o grupo sangiiineo de
Lewis e o cardter secretor. Em seu estudo, constatou que todos
os individuos Le{a+b-) eram ndio secretores e todos os individuos
Le(a-b+) eram secretores. Segundo o autor, as duas observacgdes
anteriores ndo apresentam. Constatou ainda que a maioria dos
individuos Le{a-b-) sdo secretores de ABH.

BOYD & SHAPLEIGH'Y, em 1954, realizaram um
estudo com lectina extraida da semente da planta Ulex euwropaeus,
para observaclio de secretores e ndo secretores do grupo O. No
referido trabalho, os autores analisam a eficidncia desta lectina,
comparando seus resultados com os resultados obtideos na reaglo
de isoaglutinagdo com soro anti-H extraido de enguias - Adnguilla
vulgaris. Vinte e cinco amostras de saliva foram testadas, sendo
22 amostras de secretores e 3 amostras de nfo secretores dos
grupos sangtineos O, Al, A2, B e AB. O extrato de sementes de
Ulex europaeus foi preparado pelos pesguisadores, através da
moagem, filtragem ¢ centrifugacdes sucessivas, mantendo uma
concentragio de 0.9% em solugio salina. Apdés o preparo, a
tectina foi armazenada em freezer ¢ descongelada para o seu uso.
Os testes de inibig3o da hemaglutinaglo foram realizados usando-
se¢ 0,05 ml de extrato de Ulex europaens nio diluidos, 0,05 ml da
saliva desnaturada, purificada ¢ nfo diluida e 0,05 ml de hemacias
do grupo O a 1% em soro fisioldgico. Independente do grupo
sangiineo A, B ou O, em todos os testes foram utilizadas
hemacias O. Os resultados apresentados, mostraram que: 1) O uso
da lectina extraida da Ulex europeaus ¢ viavel para determinar as
caracteristicas secretoras ou niio secretoras, desde que, se utilize
a lectina ¢ a saliva nio diluidas, 2) O preparo do extrato de
Ulex europaeus é mais simples e de facil obtengdo em relagdo aos
anti-soros usados até entdio com tal finalidade; 3) E possivel
determinar se o individuo é ou nfo secretor usando apenas a
lectina e hemacias O. Com tais achados os autores descobriram
uma nova forma de determinar as caracteristicas Ssecretoras,
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através de um processo simples e eficiente, introduzindo o extrato
de Ulex europaeus na determinagdo de secretores e nio
secretores.

MecNEIL et al.(”}, em 1957, realizaram um trabalho
para verificar as secreg8es aberrantes das substincias ABH na
saliva. Foram testadas, amostras de saliva ¢ sangue doadas por
presidiarios do Centro Penitencidrio de Utah e pacientes do
Hospital de Closse Holy. Para determinar a secre¢io de A ¢ B na
saliva os autores uftilizaram as aglutininas anti-A e anti-B de
doadores aparentemente saudaveis, € que forneciam uma reagio
4+. Para a determinaclo da secre¢do de H, os autores utilizaram-
se de extrato salino de sementes de Lotus tetragonolobotus. Para
confirmar os resultados de H, os autores utilizam ainda de uma
heteroaglutinina anti-H extraida de enguias. Todos os reagentes
foram titulados, e o qltimo 4+ indicou a dilui¢io. A saliva foi
desnaturada através de banho-maria por gquinze minutos, e
posteriormente centrifugada sendo o sobrenadante recolhido para
a realiza¢do dos testes. Os testes foram realizados na seguinte
seqUéncia: 1) Misturou-se a saliva previamente preparada com 0s
reagentes anti-A, anti-B e anti-H, incubando essa mistura durante
30 minutos, & temperatura ambiente; 2) A essa mistura for
adicionado uma suspensio de hemécias a 10%, por 10 minutos.
Na realizacio dos testes, foram utilizados 10 tubos de ensaio e
verificado o poder de inibi¢fo das aglutindgenos da saliva. O tubo
namero um possuia uma diluigdo de 1.2, e o Gltimo tubo uma
diluigio de 1:1024. Segundo os resultados obtidos na “titulagio
da saliva” , os secretores ¢ nfdo secretores foram classificados em
quatro grupo distintos, a saber: 1) Nio secretores - aqueles que
possuiam uma falha de inibicfo ou titulo entre 0 e 1:4;
2) Secretores - aqueles que apresentavam titulo de 1:64 ou mais;
3) Secretores parciais - agueles em que o titulo variava entre 1:4
e 1:32, 4) Secretores aberrantes - aqueles que secretavam uma
substincia com titulo de 1:64 ou mais além de uma outra
substdncia com titulo de 1.4 ou menos. Dos 100 prisioneiros
presidiarios analisados, 75 foram secretores, 19 ndo secretores ¢
6 deles se portaram como secretores aberrantes. Com esses
resultados somados a outros pesquisados pelos proprios autores,
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concluiram que a secreg¢do aberrante ¢ um fato que deve ser
considerado. Os autores questionaram ainda o modelo genético
aceito de SCHIFF e SASAKIU®?7 onde o gene Se seria o
responsdvel pelo carater secretor de ABH na saliva. Segundo os
antores, as secregdes aberrantes poderiam estar relacionadas a
duas hip6teses. A primeira atribuida a falhas nos genes
penetrantes ou expressio dos genes reduzidas enguanto que a
segunda indicou a supressio de um gene para uma determinada
geragio. Cabe observar que a maioria dos casos de secregio
aberrante acontecia com os individuos A2, entretanto, os autores
consideraram que o numero de secretores aberrantes desse estudo
foi pequeno para alcangar resultados mais conclusivos.

BURON(”, em 1960, realizou testes de inibi¢do da
aglutinagdo com amostras de saliva e sangue, em tubos de ensaio.
3 autor analisou o titulo dos anti-soros A e B, e a diluigido
maxima da saliva visando se realizar a iso-aglutinagiio. No
presente trabalho o autor realizou testes de 1inibi¢f3o da
hemaglutinagio somente com hemacias e saliva dos grupos A ¢ B,
Os anti-soros naturais foram titulados de maneira convencional,
observando as dilui¢Ges de 1/2 a 1/256. Para as amostras de
saliva, o autor realizou dilui¢gdes com soro fisioldgico a 1/1,
1/10, 1/100, 1/1000 e 1/10000. Segundo o autor, o titulo
adequado para o soro anti-A foi de 1/32 e para o soro anti-B foi
de 1/8. A dilui¢io maxima para os testes de iso-aglutinagdo seria
de 1/1000. Nesse trabalho, o autor confirmou os resultados de
SCHIFFU®®?7 da presenga de dois grupos distintos com relagio
a secregio de substincias grupo-especificas na saliva:  os
secretores (Se) e os ndo secretores(se), e ainda, citou a
importancia destas caracteristicas nos problemas de
hereditariedade nos casos de exclusiio de paternidade.

FERREIRA{”), em 1962, descreveu em seu livio uma
técnica para evidenciagfdo das substincias grupo-especificas na
saliva. Esta técnica foi desenvolvida por FERREIRA E NOVAH ¢
consiste na realizagio de testes de inibigio da hemaglutinagio
utilizando-se de tubos capilares ¢ vidros de relbgio. Nesse
trabalho, os autores recomendaram o uso de anti-soros naturais
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anti-A ¢ anti-B, titulados a 1/64 e 1/32 respectivamente, e, saliva
diluida a 1/10 para os grupes A e B. A diluigio recomendada
pelos autores para saliva dos doadores do grupo O seria de 1/5.
FERREIRA"U? demonstrou ainda a possibilidade de se detectar
substincias grupo-especificas em manchas de tecidos. Os
fragmentos de tecidos manchados seriam picotados em pequenas
partes ¢ colocados em vidros de relégio. Estes fragmentos eram
entdo levados para o interior de tubos de ensaio e embebidos em
agua destilada, onde com auxilio de um bastio de vidro eram
espremidos contra as paredes do tubo de ensaio. A seguir uma
“bomba de 4agua” era colocada no interior do tubo onde
permanecia por 10 minutos. A partir dai, o material era incubado
por 10 minutos em temperatura ambiente e 10 minutos em
geladeira. O liquido do tecido manchade foi removido e se
procedeu os testes. O autor demonstrou ainda que o uso da
técnica em papéis de cigarro e envelopes n#o pode ser
recomendada, pois os resultados sdo falseados. Quando a saliva
vier acompanhada de sangue ou hemdécias a técnica também ¢
contra~-indicada.

PHANSOMBOOMY? em 1968, fez um breve relato
da distribuigio das aglutininas anti-A e anti-B na saliva das
pessoas de Thai. Duzentas e sessenta amostras de saliva e sangue
foram retiradas de individuos normais, masculinos e femininos,
com idades de 13 a 35 anos. Nesse estudo, o autor observou que a
presenca de aglutininas na saliva ndo depende somente do grupo
sangiineo, mas também do titulo e natureza soroldgica das
aglutininas serosas correspodentes.

PALATINIK et al.{”}, em 1969, realizaram um estudo
de secregio salivar ABH e fluxo de genes em criangas brasileiras
brancas e negras, estudantes de varias escolas primdrias de Porto
Alegre. Foram testadas 424 criangas negras e 267 brancas, com
idades de 6, 9 e 12 anos, divididas igualmente entre os sexos.
Para o referido estudo, os autores dividiram a amostra em quairo
grupos raciais, observando as caracteristicas de cada grupo de¢
acordo com a cor ¢ tipo dos cabelos, formato dos lébios e
coloragio da pele. Assim sendo, os grupos ficaram divididos da
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seguinte forma: negros, mulatos escuros, mulatos claros e
brancos. A saliva foi coletada em tubos estéreis, e
posteriormente, imersa ao banho-maria por 20 minutos. Seguindo
o processo, a mesma foi centrifugada, e o sobrenadante
armazenado 4 temperatura de 22 graus celsius negativos. O
método empregado fo1 denominado de método de dois tubos-teste,
utilizando-se saliva ndo diluida e saliva diluida a 350%. Para a
realizagdo dos testes, além da saliva, os autores utilizaram
suspenso de hemicias O, Ay e B ¢ anti-soros A ¢ B. Para os
testes de H utilizou-se a lectina anti-H de Ulex Europaeus. As
leituras foram checadas macroscopica e microscopicamente. Os
autores, realizaram ainda um estudo quantitativo, e observaram a
presenga de secretores andmalos. Baseando-se na classificagio
adotada por MeNEIL et al.®*% 1957, o grupo dos anémalos foi
dividido em secretores parciais (titulo entre 1/4 ¢ 1/32 - baixa
guantidade secretora de ABH) e secretores aberrantes (secregio
observada ao nivel de 1/64 ou mais, ou, 1/4 ou menos). Os
resultados apresentados em percentuals de nfio secretores foram
0os seguintes: negros, 22,4%,; mulatos escuros, 15,2%; mulatos
claros 18,4% e brancos, 14,2%. De toda amostra estudada,
somente quatro individuos se portaram como secretores andmalos,
sendo que trés destes foram classificados como secretores
aberrantes, e apenas um como secretor parcial, Segundo os
autores, para a obtengdo de resultados satisfatdérios, certos
cuidados devem ser tomados, a saber: 1) A quantidade e qualidade
dos anti-soros usados; 2) De preferéncia, devem ser usadas
células Ao, provenientes de poucos doadores;, 3) Deve ser usada
saliva nio diluida, e diluida a 50% ; 4) Os estudos macroscopicos
devem ser seguidos por estudos microscopicos, e, 5) Estudos
qualitativos devem ser acompanhados de estudos quantitativos.

ROTHWELL(“}, em 1979, realizou um estudo com as
substincias grupo-especificas da saliva. O autor utilizou-se das
téenicas de absorcio/inibi¢io (A/1) e absorgido/eluigdo (A/E),
comparande os resultados obtidos. Vinte amostras de saliva dos
grupos A, B ¢ O, pertencentes a secretores ¢ ndo secretores foram
analisadas. NWNos testes de absorgfo/inibigdo, além da saliva, foram
utilizados reagentes anti-A, anti-B e anti-H, e suspensio de
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hemdcias correspondentes. Ja os testes de absorgdo/eluigio (A/E),
foram desenvolvidos de acordo com a técnica proposta por
FIORE et al.t"> %1516 yiilizando de Sephadex G100 superfino.
Para ambos os testes, foram atribuidos uma escala de gradagiio de
0 a 4. Os resultados foram comparados através de graficos. Os
testes apresentaram os seguintes resultados: 1) Nos testes de
absorgdo/inibicdo os resultados se portaram como esperado, ou
seja, foi demonstrada a presenca de substdncias A, B e H na
saliva dos secretores, e sua auséncia na saliva dos nfio secretores,
2)Nos testes de absorg¢do/elui¢io (A/E), a saliva dos nifo
secretores mostrou a presenga de substincias de alto peso
molecular, semelhantes ao resultado obtido frente aos secretores.
O autor ndo conseguiu determinar se a substidncia grupo-
especifica dos secretores era diferente da substdncia grupo-
especifica dos nfo secretores, conforme resultados observados
nos testes de absorgio/eluigio (A/E).

KIND et al.®", em 1979, realizaram um trabalho,
objetivando verificar o polimorfismo molecular das substincias
ABH na saliva humana, e constatar a veracidade da hipotese
proposta por FIORE et al."'"*? A metodologia empregada foi a
cromatografia de gel permedvel usando sephadex G100 e G200,
Varios testes com a saliva de secretores e nio secretores foram
realizados, com o objetivo de identificar as fragdes 1, 2 ¢ 3 de
FI1ORE. Entretanto, foi constatada a presenga da fragio 1 de
FIORE (PM = 300.000-1.000.000} na saliva dos secretores, e sua
auséncia na saliva dos n#o secretores. Apesar de todas as
tentativas, os autores nfo conseguiram identificar as fragdes 2
(PM = 10.000-13.000) e 3 (PM = 1.500-2000), descritas
anteriormente por FIQORE.

BEIGUELMAN® em 1979, descreveu em seu livro,
uma técnica para investigagio do fendtipo secretor de
substidncias grupo-especificas ABH na saliva humana.
Estimulando a salivagio com parafina, o autor colheu cerca de
1 mi de saliva em um pequeno copo de Becker, de doadores
adultos. No caso de criangas pequenas, o autor recomendou que
a saliva fosse colhida com auxilio de chumagos de algodio.
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Posteriormente, o algodio embebido com a saliva da crianga,
foram espremidos contra as paredes de um tubo de ensaio e
diluides em 0,5 ml de solugio salina. Logo depois de obtida a
saliva, ou no maximo, uma hora apés a coleta, a amostra foi
transferida para um tubo de ensaio e mantida por 10 minutos em
banho-maria em ebuligio. Essa operacio ¢ destinada 2
desnaturacdo das enzimas que possam atuar sobre as
substdncias grupo-especificas eventualmente existentes na
saliva, O tubo foi entfo, centrifugado durante 3 minutos a
3.000 rpm, para sedimentar o muco e os restos celulares,
transferindo-se o sobrenadante para outro tubo de ensaio. Tal
sobrenadante pode ser examinado imediatamente ou mantido em
congelador a 20 graus celsius negativos, para exame posterior.
Para a pesquisa do fendtipo secretor, o autor utilizou duas
séries de tubos de ensaio (10 x 75 mm). Em uma delas, os tubos
foram identificados por 1-A, 1-B e 1-H, e na outra, por 2-A,
2-B e 2-H. Nas duas séries, foi pipetada 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 ewropaeuns nos tubo H.
Tais anti-soros foram titulados previamente contrda suspensdes
de hemacias salinas de hemacias A,, B ¢ O a 5% . Para tanto, foi
necessario fazer uma série de dez diluigfes, e utilizar a
dilui¢io precedente aguela que provocou uma aglutinagio forte
{+4) das hemacias com o antigeno correspondente. Depois de
pipetados os apti-soros, foram acrescentados nos tubos da série
1 uma gota de saliva para exame, e nos tubos da série 2, uma
gota de solugfo salina., Depois de agitados e mantidos &
temperatura ambiente por 15 minutos, acrescentou-se a
suspensdo salina de hemdacias a 5% nos tubos correspondentes.
Os tubos foram agitados e mantidos em repouse por uma hora 3
temperatura ambiente, No tubos da série 2, sempre oOcorreu
aglutinacio, pois constituem os tubos controle. Nos tubos da
série 1, a auséncia de aglutinagio indicou a presenga de
substincias grupo-especificas correspondentes a cada tubo.
Nesse caso, a substdncia grupo-especifica reagiyu com o
anticorpo, esgotando-o do meio, e impedindo que ele atuasse
sobre os antigenos das hemécias. O autor, citou ainda, o valor
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medico-legal e genético-antropolégico da investigagiio das
substidncias grupo-especificas.

ORIOL et al. 7', em 1.981, sugeriram um novo
modelo genético para explicar a relagfio entre os genes H ¢ Se.
Quarenta e quatro publica¢gdes de amostras de Bombaim (h/h),
foram analisadas. Nesse estudo, os autores, através de analises
estatisticas, testaram as duas hipéteses. A primeira hipdtese,
aceita até entdo, demonstrava que o gene Se era classicamente um
gene regulador para o controle da expressio do gene H em
secrecbes externas. Segundo esta hipdtese, todos os individuos
portadores do fendtipo de Bombaim, portar-se-iam como n#o
secretores. A segunda hipdtese, sugerida pelos autores,
demonstrava o contrario. os genes Se e H seriam distintos,
entretanto muito préximos, € que ndo existia nenhuma supressio
fenotipica de Se em h/h. A hipdtese dos referidos autores foi
corroborada por um relato datando de 1965, no qual trés irméos
nio manifestavam as substdncias A, B e H em suas células
sangliineas, embora tais substincias estivessem presentes na
saliva.

ETCHEVERRY et al.“'!’, em 1982, fizeram uma
anglise metodologica na determina¢io do carater secretor ABH na
saliva, Foram investigados 104 indigenas de Toba, Argentina, dos
quais 103 pertencentes ao grupo O, € um ao grupo Al, todos
adultos, sendo 40 homens e¢ 64 mulheres. Para a anélise
guantitativa foram utilizados os gradientes S1 e 82, para
posterior comparagdio com outras publicagdes. S1 representou o
titulo de inibigdo parcial, ou seja, a dilui¢c8o final da saliva que
inibe totalmente a rea¢dio, em leitura macroscopica. S2
representou o titulo de inibigdo total, ou seja, a diluigdo final da
saliva anterior a uma Otima aglutinacdo., Foi realizada a anélise
estatistica através de um programa de computador, para
determinar o coeficiente de vartaglo. Para o estude da
reprodutividade, uma mesma amostra de saliva foi analisada 10
vezes, ¢ como resultado obteve-se o coeficiente de variagio de
18% para St, 12% para S2. Com a finalidade de conhecer o tempo
de conservagdo da amostra sobre o titulo de inibi¢do, a saliva de
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cada um dos individuos foi analisada ao longo de seis meses com
0s mesmos reativos. Fot obtido o coeficiente de variagio de 23%
para S, e, 16% para 8§2. Os autores concluiram que o método
quantitativo empregado forneceu resultados satisfatérios, quando
foram utilizados os gradientes §2,

ARMANET et al. >, em 1982, realizaram um estudo
para determinar a freqiéncia de secretores e ndo secretores na
populag¢io chilena. No referido trabalho os autores utilizaram-se
de 500 amostras de sangue e saliva provenientes de doadores do
Hospital Universitario J.J. Aguirre. As amostras foram coletadas
no periodo compreendido entre novembro de 1981 e janeiro de
1982, Para a realizagdo dos testes de aglutinacio, foram
empregados soros anti-A e anti-B preparados nos laboratérios da
Cruz Vermelha Chilena, extratos de Ulex euwropaeus, preparados
no proprio hospital, e, globulos vermelhos frescos dos tipos O,
Ay ¢ B em suspenso salina de 2 a 5%. Para a realizaglo dos
testes foram necessarios dois mililitros de saliva de cada doador.
A saliva foi coletada em tubos estéreis, e posteriprmente levada
a0 banho-maria por 10 minutos para a inattvagdo das protginas
salivares. Apds o resfriamento, as amostras foram centrifugadas
durante 10 minutos, a 4000 rpm. O sobrenadante foi removido ¢
armazenado a vinte graus celsius negativos, até a sua utilizagdo.
Para a realizagio dos testes, 05 autores colocaram um volume de
saliva diluida a 50% em soro fisiolégico em contato com um
volume do anti-soro correspondente, durante 10 minutos, a
temperatura ambiente. Seguindo-se o teste, acrescentaram um
volume de suspensio de hemacias entre 2 e 5% nos tubos de
ensaio correspondentes. A auséncia de hemaglutinagio indicou
que o individuo era secretor, ¢ a presenca de hemaglutinacio
indicou que o individuo era ndo secretor. Os resultados
apresentados foram os seguintes: 83,8% das amostras testadas
pertenciam a individuos secretores, e 16,2% a nio secretores.
Segundo os autores, ndo foram observadas diferencas estatisticas

efntre 08 Sexos.

GERARD et al. (]8), em 1982, realizaram um
minucioso estudo em individuos portadores do fenétipo de
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Bombaim (h/h), originarios da Ilha de Reunion, a sudeste da
Africa. Nesse trabalho, o autor analisou os pedigrees de quatorze
familias, wverificando a veracidade dos modelos genéticos
propostos, na segregaclo dos genes Se e H. Quatorze mapas
genéticos de Bombaim foram analisados, sendo que 85%,
pertenciam a leucodermas. As pessoas foram divididas em dois
grupos sendo um constituido por individuos de Bombaim, e o
outro, por individuos nio afetados. Os individuos foram
considerados Bombaim quando, na realizagio de testes, foi notada
a auséncia do antigeno H nos eritrécitos, e presencga de anti-H
nos seros. Trés diferentes métodos foram usados na determinagio
do carater secretor ABH, na saliva. O primeiro teste foi realizado
nas hemacias com os reagentes de Lewis. Os individuos foram
considerados secretores quando o genotipo de Lewis evidenciou
Le{a-b+), ¢ ndo secretores, quando Lef{a+b-}. O fenbétipo secretor
de Le(a-b-}, foi analisado na saliva. O segundo teste foi realizado
pelo método da inibi¢deo da hemaglutinagio, usando-se hemacias e
saliva em diluigdo de 10 a $50%. Por ultimo, foi realizado o
radioimunoteste, com reagentes preparados pela Universidade de
Alberta, Edmonton, Canada. O resultado dos trés testes, segundo
os autores, revelaram compatibilidade. Os autores apés identificar
o carater secretor e fendtipo de Bombaim, fizeram um minucioso
estudo dos  hederogramas e analisaram duas hipo6teses,
relacionando os genes estruturais H e Se. Na primeira hipotese, o
gene Se foi completamente expressado em individuos Bombaim,
existindo portanto, secretores e nio secretores de Bombaim. Na
segunda hipétese, a expressfo fenotipica de Se foi suprimida em
nio secretores de Bombaim, entretanto, seus gendtipos secretores
poderiam ser Se/Se, Se/se ou se/se. Todos os individuos de
Bombaim foram nfio secretores, de acordo com as duas hipdteses
testadas. Somente um caso descrito na literatura, em 193553,
respalda a segunda hipdtese, ao apresentar uma crianga secretora,
filha de ndfo secretor X Bombaim. Entretanto, os autores
concordaram que o modelo genético mais vidvel seria o proposto
por ORIOL et al.'?”? (1981), segundo o qual, Se ¢ H seriam genes
estruturais proximamente ligados. Com base nesse trabalho, os
autores demonstraram que a area de Cilaos, na Africa, poderia ser
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2 que possuia o maior nimero de pessoas com o fendtipo de
Bombaim, a época da realizagio do trabalho.

SAGISAKA et al. Y, em 1983, propuseram a
distingdo soroldgica entre o antigeno H da saliva e o antigeno H
da membrana dos eritréecitos, com objetive pericial. Nesse
trabalho, os autores utilizaram células do grupo sangiiineo O e
saliva de secretores do grupo O, para imunizar coelhos & preparar
anti-soros anti-H. Dois grupos de trés coelhos raros foram
imunizados. O primeiro grupo foi imunizado por via intravenosa,
com uma suspensfo de hemdcias O a 10%. O segundo grupo foi
imunizado por via intramuscular, com saliva de secretor do grupo
O. Em ambos os grupos a imunizagio foi ministrada trés vezes por
semana, durante cinco semanas. Dez dias apds a altima
itnunizagdo, os dois grupos foram sacrificados, sendo recolhidos
0§ anti-soros ¢rus. Os anti-soros, apo6s o processo de preparagio
foramm denominados de anti-Hr e anti-Hs. Amostras de sangue,
saliva ¢ outros liquidos orgédnicos removidos de cadiveres foram
testados com os anti-soros anti-Hr | anti-Hs e anti-H. Apods a
realizagBo dos testes, os autores observaram que o anti-Hr
fornecia reagdes positivas somente com eritrdcitos, nio reagindo
com a saliva e demais liguidos orgdnicos. O anti-Hs proporcionoun
reagBes positivas com todos os liguidos orgénicos, com excegio
do liquido cérebro-espinhal, urina e hemacias. O anti-H (extrato
de Ulex europaeus) reagiu com as hemacias, saliva e demais
liguidos orginicos, exceto o liquido cérebro-espinhal e urina,
fornecendo reagles semelhante ao anti-Hs, Dessa forma, os
autores concluiram que um método para diferenciar manchas de
sangue dos demais liquidos orglnicos, inclusive saliva, na pratica
pericial, seria o uso de anticorpos especificos obtidos através da
imunizacio de coelhos. O anti-Hs seria usado para detectar
saliva e demais liquidos orginicos, e o anti-Hr para detectar
manchas de sangue. No uso do anti-Hr, para testar hemacias do
grupo ABQ, os autores observaram que as aglutinagdes eram mais
intensas com o grupo O, de média intensidade com os grupos A e
B, ¢ nio ocorriam no grupo AB. Face aos resultados obtidos, os
experimentos realizados constituiram uma nova técnica a ser
utilizada na pratica pericial, visando a diferenciacdo de manchas.
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DUBE et ai.(s), em 1984, realizaram um estudo com
o objetivo de verificar a correlagio entre as hemaglutininas
frias, o carater secretor, grupo ABO ¢ sexo. Todos os fatores
foram determinados em adultos normais, sendo 241 do sexo
masculino e 305 do sexo feminino, utilizando-se as técnicas e
reagentes convencionais. Para wverificar a presenga de
hemaglutininas frias, os autores  utilizaram-se das células
vermelhas do grupo O a uma temperatura de quatro graus
celsius. A coleta destas células se deu sem o uso de anti-
coagulantes, que poderiam alterar os resultados. Para a analise
da saliva, foram utilizados os procedimentos convencionais, ou
seja, coleta, desnaturaclo e centrifugagio. O sobrenadante foi
mantido a setenta graus celsius negativos. Os individuos
Le{a-b+), que ndo possuiam substdncia H em sua saliva, foram
considerados secretores, e o8 individuos Le{a+b-),
considerados ndo secretores. Diversos testes estatisticos foram
aplicados, sendo observado que os niveis de aglutininas frias
apresentavam-se mais elevados em secretores. Com relagio ao
sistema ABO, foi verificado nos grupos B e Q, que gradientes
mais elevados foram encontrados no sexo feminino. Esses
resultados sugeriram que os niveis de aglutininas frias,
provavelmente IgM, poderia estar relacionado diretamente com
o grupo ABO, estado secretor e sexo,

ERIKSSON et al..“ﬂ), em 1986, fizeram um trabalho
analisando o polimorfismo de secrecic de ABH em varias
populagdes. Nesse trabalho, o autor verificou a frequéncia de nio
secretores na populagio estudada, o relacionamento desse fator
com a ocorréncia de determinadas doengas, e a relagdo do carater
secretor com o grupo sanguineo de Lewis. No decorrer de dez
anos, indigenas de varias regides foram estudados, a saber:
islandeses, insulanos, finlandeses, lapdes do sul, komt e esquimoés
da Groelandia. Para determinar o carater secretor de ABH, os
autores utilizaram da técnica de inibi¢io da hemaglutinacio,
usando reagentes anti-A, anti-B e anti-H, associados a saliva e
uma suspensio de hemacias a 10%. A saliva foi coletada sem
estimulacio, ap6s o que, foi desnaturada por vinte minutos em
agua fervente, e armazenada até a realizagio dos testes a vinte
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graus celsius negativos. Os testes foram realizados pelo mesmo
pesguisador, e a seguinte metodologia foi adotada:
l}descongelamento da saliva; 2)diluigio do sobrenadante a 1/1,
1/2, 1/4, 1/8, 1/16 e 1/32; 3) adiclo de extrato de Ulex europaeus
padronizado, incubado por 10 minutos & temperatura ambiente;
4)adigio da suspensdo de hemacias O a 10%, diluida em solucio
salina, 1ncubada por 30 minutos, 5)centrifugagiio dos tubos e
anotagdo dos resultados. Foi observada a estimativa de
concentragio, ou seja, a capacidade de inibicio da substincia H
em cada amostra salivar., Além da substincia anti-H (Ulex
europaeuns), foram utilizadas ainda anti-A, anti-B e outras
fitoaglutininas (Laburnum alpicum e Cytisus sessilifolius),
ajustadas através da titulagfo de seus poderes aglutinantes. Apos
a realizacio dos testes com anti-A e anti-B, os resultados foram
comparados com o grupo sanguineo ABO. Os secretores
aberrantes foram classificados como secretores. A freqiéncia mais
alta encontrada se deu entre os islandeses (28-35%), e a mais
baixa entre os lapdes (5%). A grande maioria dos nio secretores
foram Le(a+b-). Foi observada ainda uma tendéncia de ulcera
peptica e doengas pulmonares nos nio secretores, embora tal fato
nio pudesse ser confirmado somente com os resultados
aicancados.

EMERIBE et al."”’, 1992, fizeram um estudo da
secrecio de ABH da saliva, no municipio de Calabar. 176
amostras de saliva e sangue foram examinadas. Os doadores foram
agrupados em quatro grupos para estudo, sendo que 31,3% eram
estudantes universitiarios, 34,4% doadores sangiineos, 22,7%
¢criancas ¢ 21% ndo se enquadravam nas opgbes anteriores, Quanto
a idade, os doadores foram classificades em trés grupos distintos:
criancas até 15 anos, adultos jovens de 16 a 25 anos, e adultos de
26 a 60 anos., Para o exame da saliva, foi usado o teste da
inibicio da hemaglutinagio. Dois mililitros de saliva foram
coletados, e posteriormente, no prazo méaximo de duas horas,
inativados em vapor de 4gua quente por 10 minutos Dois
mililitros de sangue foram coletados por pungdo venosa e
armazenados em tubos de ensaio. Os reagentes anti-A e anti-B
usados na reagfo foram os de uso comercial, fabricados pela
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BIOTEST, Alemanha, ¢ o anti-H, preparado pela DIAMED, Suica.
Nas amostras estudadas, os resultados revelaram que 153
doadores (86,9%) foram secretores de ABH na saliva, e 23
doadores (13,1%) foram nfo secretores. Os autores nio
observaram relagdo entre o cardter secretor ¢ a idade e o sexo,
entretanto, observaram que o maior nimero de nfo secretores
pertencia ao grupo sangilneo A, e que o maior nimero de
secretores era heterozigotos. As freqiiéncias encontradas para os
genes Se e se foram respectivamente 0,6390 e 0,3610. Uma baixa
prevaléncia de ndo secretores (13,1%) foi encontrada, quando
comparada com estudos de outros autores.

YAZAWA & OHKAWARAYY em 1992, descreveram
um método simples e de grande acuidade para determinar os
antigenos ABH nas secre¢les. Os autores recomendaram o uso de
micro esferas azuis com difimetro de 2.2 micrometros,
confeccionadas com um polimero acrilico, para identificagio de
secretores e ndo secretores, em substituicfo & suspensio de
heméacias usada nas técnicas convencionais. Utilizando-se de
reagentes monoclonais anti-A, anti-B e anti-H, juntamente com
saliva e as micro esferas, os autores conseguiram identificar
secretores £ nio secretores, apds reagdes efetuadas em tubos
capilares. A técnica proposta dispensou o uso de suspensio de
hemacias, permitindo ao pesquisador identificar a aglutinacdo na
saliva, apesar da invisibilidade dos antigenos. Além disso,
permitiu a anilise da saliva sob o ponto de vista quantitativo.
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3 - PROPOSICOES

3.1 - Determinar o percentual de secretores, ndo secretores e
secretores aberrantes em amostra populacional composta por
feucodermas, utilizando-se de testes de inibigio da
hemaglutinac3o, através de uma analise qualitativa.

3.2 -~ Verificar a correlagdo entre a caracteristica secretora e o
5€X0.

3.3 - Verificar a correlagcio entre a caracteristica secretora ¢
idade.

3.4 - Determinar o grupo sangiiineo do sistema ABO, nos
individuos classificados como secretores.

3.5 - Determinar a temperatura ¢ o periodo de tempo que as
amostras de saliva podem ser conservadas sem queé percam sua
capacidade de inibigdo.



CAPITULO 4
MATERIAIS E METODOS
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4 - MATERIAIS E METODOS

Para a realizagdo do presente trabalho, duzentas
amostras de saliva foram utilizadas, obtidas de individuos
leucodermas, de ambos os sexos e de diferentes faixas etarias.
A amostra foi composta por doadores voluntarios e por alunos
dos cursos de Odontologia da Escola de Farmacia e
Odontologia de Alfenas - MG e alunos do curso de Odontologia
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (UNICAMP) -
Piracicaba - §.P.

A amostra constitui-se apenas de individuos
leucodermas, para se evitar outros fatores étnicos que poderiam
influenciar nos nossos resultados
Os critérios de selegdo dos individuos foram os seguintes:

1

coloragido da pele;

cor ¢ forma dos cabelos;

2
3 - formato dos labios;
4

1

2 o grau de descendéncia dos individuos analisados.

A saliva dos individuos que nfo preencheram estes
requisitos, ndc foram incluidas no exame e a saliva de
descendentes em primeiro ou segunde grau de grupos étnicos
definidos, também nio foram analisadas.

Devido a dificuldade de se obter todas as amostras
de uma s6 vez, as mesmas foram divididas em lIotes. A saliva
coletada era tdentificada inicialmente com uma letra, que
correspondia ao lote e concomitantemente com um numero que
correspondia ao doador. As amostras foram agrupadas em lotes
gom objetivo de facilitar o estudo e identificagio,

As amostras foram coletadas no periodo
correspondente a abril de 1.993 a junho de 1.994. As mesmas
foram entio divididas em quatro lotes e cada lote continha 50
amostras, Esta forma de identificagfio nos permitiu verificar a
forma de estocagem da saliva apés o processo de desnaturacgio.

Devido as constantes modificagdes bioguimicas do
material examinado, a coleta foi devidamente padronizada.
Todas as amostras foram coletadas no periodo da manhid, com o
individuo em “jejum”™. Nos doadores “fumantes”, a coleta foi
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feita sem que este tivesse feito uso do cigarro, no dia da
coleta. Optamos, pela coleta sem estimulagio.

Em todos os casos era necessario conhecer o grupo
sangilineo do sistema ABO do doador. Como a maioria dos
doadores eram estudantes universitirios, ndo tivemos maiores
problemas. Entretanto quando o doador nio conhecia seu grupo
sangiiineo, do sistema ABO, este era determinado por nés,
através da prova direta.

A prova direta consiste em se colocar as hemicias do
doador em contato com os reagentes anti-A e anti-B. Pode ser
feita em tubos de ensaio, l3minas ou em placa de acrilico. A
presenca de aglutinagdo em A, B ou AB, indica o respectivo
grupo sangiineo A, B e AB.  Entretanto a auséncia de
aglutinac¢fio indica que o sangue examinado pertence ap grupo
O,

Utilizamos de wuma ficha para identificacio dos
doadores, Esta ficha continha as informagdes basicas de cada doador
e foi idealizada anteriormente ao inicio da coleta. Todas as
informac¢des importantes do doador, foram devidamente preenchidas
nesta ficha, conforme pode ser observado na ficha n’. 1.
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Ficha n”. 1 - Ficha de identificacdo do paciente ¢ coleta de dados

Nome do dosdor:
Idade:
Sexo:  { Jmase { Mem.
Profissio:
Enderepo:
Cidade: Estado:
Telefone:
Ouestiondrio
I - Edaria disposto a participar de uma pesquisa doando 2 mi de saliva 7
{ Jsim { mfio
% ~ Coloragin da pele:
{ Mevcoderma { Wantoderma { YMelanoderma { JOutras
3 - ¥ooé sabe 5 qual grape sangitineo pertence?
{ ¥8im { Wio
4~ 8e sabe, qual 67
£33 (B (A (0
5« Qual o grupo nacicnalidade de seus pais  avos ?
{ ) Brasileira { Joutras
&~ F fimanie ?
{ Bim { Nao
7 - Milmero para controle:
§ « Lote da amostra:
% - Clussificagio:
£ Becretor | YNfosecrstor { )Secretor aberrante
10 - € gropo ssngiineo fot determinade pornos 7
{ 1Bim ( Mo
11 - Estg tomando alpgum medicarmento ?
{ 8mm ( Nido
1Z - Pussni alguroa doenga ?
{ Jim { nido
13 - Se possist guial & 7

14 - ohservagles:

Femando Luiz de Souss.
Mestrado em Cdontologis Legal € Deontolopia.

FOP - UNICAMP.
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4.1 - COLETA, DESNATURACAO E ARMAZENAMENTO DA
SALIVA.

Apds o preenchimentoe da ficha de identificacio e
coleta de dados, o passo seguinte foi a coleta da saliva,
observando-se todas as precaugfes descritas anteriormente. A
saliva foi coletada em copos plasticos descartaveis. O processo
de coleta, foi feito de uma forma espontinea, sem estimulagio,
até que se completasse um volume de 2 ml, o que dependia do
grau de salivagio de cada um. Quem possuia uma salivagio mais
intensa terminava o processo mais rdpido.

No caso de criangas muito pequenas a coleta foi
efetuada com auxilio de pequenos chumacos de algodio os
guais, depois de embebidos com saliva, foram espremidos com
auxilio de uma pinga contra as paredes de um tubo de ensaio.

O copo descartavel, contendo a saliva doada, recebia
o numero para identificagfo, que correspondia ao nimero da
ficha preenchida anteriormente. Para anotacfo destes numeros
utilizamos de uma caneta especial, usada para elaboracdo de
transparéncias. Esta caneta ¢ conhecida comumente como
caneta para retro projetor. Com esta, todas as vidrarias
correspondentes ao doador recebiam o mesmo nGimero.

A saliva era entd#o, imediatamente transferida para
um tubo de ensaio (10 X 75 mm). O tubo era devidamente
lacrado com folha de papel aluminio e posteriormente levado ao
processo de desnaturagio.

A desnaturacio foi feita imediatamente apos a coleta
para se evitar a interferéncia de enzimas no processo de
inibigdo. Para a realizagio do processo de desnaturagio
utilizamos de um bico de busen, um tripé, uma tela de amianto
e de um erlemeyer graduado contento agua. A 4dgua foi aquecida
até se obter a temperatura de 100° C. Nesta temperatura, a
saliva foi entio imersa e o processo de desnaturagdo acontecia
por vinte minutos, em banho maria, conforme demonstra a
foto n® 1.



FOTO n° 1 - DESNATURACAO DA SALIVA

Imediatamente apos o resfriamento da saliva, o tubo
de ensaio era levado a centrifuga que sofria uma um processo
de centrifuga¢do durante cinco minutos, em alta rotagdo, isto €
a 2.400 rpm. Este processo é necessario para separar impurezas
contidas na saliva, conforme foto n° 2.
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FOTO n® 2 - CENTRIFUGACAO DA SALIVA.

Feito isto. o sobrenadante era recolhido em um outro
vidro estéril, numerado, e armazenado em geladeira até a
realizagdo dos testes, conforme foto n® 3 e n’ 4.

Optamos pelo uso da saliva diluida em SOTO
fisiologico, na proporgdao de 50%.




34

FOTO n° 3 - ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA APOS O PROCESSO

DE DESNATURACAO.
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FOTO n” 4 - MATERIAIS UTILIZADOS NA REACAO DE INIBICAO DA
HEMAGLUTINACAO

4.2 - PREPARO DA SUSPENSAO DE HEMACIAS.

Para realizagdo dos testes de inibigdo da hemaglutinagdo,
foram utilizadas hemacias frescas e que nos forneciam reagdes visiveis a
olho nd, ou seja hemacias +2, +3 ou +4 segundo a classificagdo das
reagdes de aglutinagdo descrita por BEIGUELMAN®’ Devido a
dificuldade de se obter estas hemacias, diariamente, contamos com a
colaboragdo do Hemocentro de Piracicaba, S.P. , que gentilmente
forneceu-nos estas hemacias, na realizagdo da pesquisa.

Utilizamos as hemacias Al, B e O, as quais foram submetidas
ao exame sorologico prévio. Para detectarmos a presenc¢a das substdncias
grupo-especificas A e B, utilizamos uma suspensdo de hemacias a 5%. E,
para detectarmos a presenc¢a da substancia H, utilizamos uma suspensdo a
2% . Ambas preparadas com NaCl a 0,09%. A diferenga de concentragdo
dessas suspensdes se deu devido a avidez dos reagentes empregados e
indicagdes do fabricante.

4.3 - REAGENTES
Para efetuarmos a inibi¢gdo da hemaglutinagdo, optamos pelo
uso de reagentes comerciais, devido a facilidade de obtengdo, manuseio e
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confiabilidade. Na compra dos reagentes, observamos o prazo de validade
¢ o lote de fabricagdo. Sempre utilizamos o mesmo lote para realizagio de
todos os testes.

Utilizamos entdo 3 reagentes convencionais fabricados pela
BIOTEST S/A inddstria e comércio. Utilizamos de dois anticorpos
monoclonais murino (anti-A e anti-B) indicados para reagBes em tubos ¢
em ldmina e de uma lectina anti-H indicada para reacdes em meio salino
{extrato de Ulex europaens). O anti-A empregado pertencia ao lote 4E18,
o anti-B ao lote SEI1A e o anti-H ( extrato de Ulex europaeus ) ao lote
12T1C. A data de fabricagdo, validade, maneira de conservacglio e uso
foram estabelecidos segundo as instrugdes do fabricante.

Os reagentes anti-A e anti~-B eram indicados para reagdes em
tubos e em ldminas, fornecendo desta forma reagbes mais rapidas.
Entretanto, o anti-H utilizado, fornecia apenas reagSes em tubos em meio
salino. Por isso, optamos pela realizagdo dos testes em duas etapas. Na
primeira, verificamos a presenca das substincias A e B na saliva e na
segunda verificamos a presenga da substdncia H.

4.4 - REACAO DOS TESTES DE INIBICAO DA
HEMAGLUTINACAO ATRAVES DA ANALISE QUALITATIVA,

Existem diferentes formas de se analisar as caracteristicas
secretoras na saliva. Entretanto, no presente trabalho realizamos somente
a analise qualitativa. Esta anélise nos permite identificar secretores, nio
secretores e secretores aberrantes, dentro daguilo que foi proposto.

Para se determinar as caracteristicas secretoras de ABH na
saliva, empregamos a técnica de inibi¢Ao da hemaglutinagio. Neste
procedimento 530 necessdrios saliva, suspensfo de hemacias e reagentes
comerciais, conforme foto n° 3.

Como ja foi descrito anteriormente preferimos identificar as
substincias secretadas em duas etapas, devido 3 diferenga de avidez dos
reagentes empregados.

Na primeira etapa identificamos as substncias A ¢ B ¢ na
segunda etapa a substdncia H. Os testes de inibigio da hemaglutinagio
para identificacio das substincias A e B foram realizados em um placa de
acrilico leitosa, de 35 por 25 cm, conforme técnica utilizada no centro de
estudos hematolégicos do hemonficleo de Piracicaba. Preferimos o
emprego desta técnica, pela simplicidade, confiabilidade e facilidade na
leitura dos resultados, conforme foto n° 5.
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FOTO n° 5 - REACAO DE INIBICAO DA HEMAGLUTINACAO EM
PLACA DE ACRILICO LEITOSA E GRUPO CONTROLE POSITIVO.

Além das vantagens ja citadas, a placa de acrilico nos
permite, ainda, realizar varios testes e a0 mesmo tempo realizarmos o
controle positivo. Dessa forma, em cada placa, € possivel efetuar, ao
mesmo tempo, quatro testes de inibigdo, seguidos ao controle positivo.

Analisando a descrigdo anterior observamos que cada
doador era identificado concomitantemente com uma letra e um
numero. De posse das amostras, a placa foi dividida com uma linha
imaginaria em quatro partes no sentido horizontal, e em cada parte
colocamos o numero correspondente ao doador, utilizando a caneta
para retroprojetor. Dessa forma, evitamos o risco de induzir os
resultados, pois estes somente foram comparados com os grupos
sanguineos do sistema ABO apos a realizagdo dos testes de inibigdo.

Adotamos dois algarismos romanos para identificar os
passos da reag¢do. O algarismo numero I, servia para identificar a
reagdo de inibigdio da hemaglutinagdo e o algarismo nimero II servia
para identificar a reagdo de controle positivo. A placa foi entdo
dividida, no sentido vertical, em quatro partes, pois para cada doador
verificamos a presen¢a das substincia A e B e efetuamos os controles
positivos de A e B. Para identificarmos cada reag¢do, os algarismos
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romanos foram transcritos para o canto superior da placa de acrilico,
seguido das letras A e B que identificava o reagente usado.

Além da placa de acrilico, amostras de saliva, soro
fisiologico e reagentes, utilizamos ainda uma pipeta automatica com
capacidade para 50 microlitros e ponteiras descartaveis de 50 e de 100
microlitros. O uso desta pipeta, nos permitiu padronizar o volume de
saliva, hemacias e reagentes utilizados.

Como ja foi descrito, as amostras de saliva foram
agrupadas em lotes, identificados com letras maitsculas. Cada lote
possuia 50 amostras. Dessa forma, o critério que adotamos para evitar
falsas interpretagdes nos resultados foi examinar o lote de saliva (50
amostras), usando sempre a mesma suspensdao de hemacias. Devido a
instabilidade das hemacias apdés o preparo da suspensdo, os testes de
inibicdo da hemaglutinagdo foram realizados no mesmo dia, ou seja,
para cada lote de saliva examinado, utilizamos a mesma suspensdo de
hemacias.

4.5 - TECNICA EMPREGADA

Com o auxilio da pipeta automatica, distribuimos o
reagente anti-A nos varios pontos pré-determinados na placa de
acrilico. Duas gotas do reagente, foram colocados nas células A e ITA
da placa. O mesmo procedimento foi adotado com relagdo ao anti-B.
Imediatamente apos, colocamos duas gotas de saliva em contato com
os anticorpos, correspondentes as células IA e IB. Nas células IIA e
IIB, colocamos duas gotas de soro fisiologico a 0,09%, para controle.
Com o fundo de um tubo de ensaio procedemos a mistura
individualizada de cada célula e aguarmos 15 minutos. Esta incubagdo
se deu a temperatura ambiente.

Decorrido este periodo, duas gotas de suspensdo de
hemacias foram adicionadas a mistura. As hemacias A colocadas nas
células TA e IIA e as hemacias B colocadas nas células IB e IIB.
Novamente o material ¢ homogeneizado com auxilio de um tubo de
ensaio. A mistura é incubada por 10 minutos. Depois desse tempo, a
placa de acrilico é erguida e através de um processo de rotacdo
manual, inicia-se o processo de evidenciagdo dos resultados. Apos dois
minutos, todas as reagdes sio visiveis, macroscopicamente, conforme
foto n° 5.
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Os resultados foram transcritos para a tabela 2, a fim de

facilitar a interpretagdo dos mesmos. Cada amostra ¢é catalogada
individualmente.

Tabela 2 - Tabela para transcricio dos resultados:
Numero do doador:

Lote da amostra:

Data do exame : / /

[A IB IH ITA 11B I1TH

Resultados Controle positivo

Em seguida, passamos a analisar a secre¢do da substancia
H. Para detectarmos a presenga ou auséncia de substancia H na saliva,
optamos pelo uso de tubos de ensaio, segundo recomendagio do
fabricante. Esta variagdo se deu, devido a menor avidez do anti-H
(Extrato de Ulex europaeus), quando comparada a avidez dos
reagentes anti-A e anti-B.

Para cada amostra de saliva utilizamos dois tubos de ensaio
de 10 X 75 mm. O primeiro tubo foi identificado como IH e o segundo
como IIH. Da mesma forma, o tubo IH era destinado a reagdo e o tubo
ITH destinado ao controle positivo.

O processo foi feito de uma maneira similar a descrita
anteriormente, ou seja, no tubo IH, colocamos a lectina anti-H em
contato com a saliva do doador, com uma posterior homogeneizagdo da
mistura. Apoés 30 minutos de incubagdo, a temperatura ambiente
adicionamos a suspensdo de hemacias O e homogeneizamos a mistura
novamente, através da agitagio manual. No tubo numero II, no lugar
da saliva, colocamos soro fisiologico e o tempo de incubagdo e
homogeneizagao foram devidamente observados.

Essa mistura, feita anteriormente, ficou incubada por mais
quinze minutos e ap0s este periodo os dois tubos foram entdo levados a
centrifuga, onde sofreram uma centrifugagdo por quinze segundos em
baixa rotagdo, 800 rpm. Feito isto os resultados sdo observados e
transcritos para a tabela 2.

Em todos os casos, quando surgia duvidas quanto ao
resultado obtido, os testes eram refeitos desde o inicio, ou seja, o
doador era novamente convocado e uma nova amostra coletada
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A presenga de aglutinacdo pode ser evidenciada
macroscopicamente, independente do reagente empregado. A unica
diferenga existente esta no local onde a aglutinagdo ocorre. Nos casos
da placa de acrilico, onde se da a aglutinagdo, forma-se grumos de
hemacias, que sdo facilmente identificados. Nos tubos, quando isto
acontece, no lugar de grumos, observamos um botdo de hemacias,
conforme demonstra as fotos n° 6 e 7.

FOTO no 6 - LEITURA DOS TUBOS DE ENSAIO.
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FOTO n® 7 - PRESENCA DO BOTAO DE HEMACIAS -
CARACTERISTICA ENCONTRADA NA SALIVA DOS NAO
SECRETORES

Para determinar o estado secretor de um individuo,
basta observar os resultados catalogados na tabela 2, ou seja, a
auséncia de aglutinagdio em I ( reag¢do de inibigdo da
hemaglutinagdo ) indica que o individuo € secretor daquela
substidncia onde ocorreu a auséncia de aglutinagdo. Dessa forma,
se em um determinado doador verificamos a auséncia de
aglutinagdo em IA, IB e IH, podemos dizer que este individuo ¢
secretor das substdncias A, B e H. Isto pode ser facilmente
explicado, pelo processo de inibicio da hemaglutinagdo
empregado. As aglutininas contidas nos reagentes, absorvem os
aglutinogénios da saliva, deixando o meio saturado. Ao
adicionarmos o mesmo volume de hemacias, a aglutinagdo ndo
podera ser observada, uma vez que, ndo existe mais aglutininas
livres para reagir com os aglutinégenos das hemacias.

O oposto acontece com os ndo secretores. Nesse caso,
toda vez que observarmos a presen¢a de aglutinagdo, podemos
afirmar que o doador ndo ¢ secretor para a determinada
substancia. Este fato, esta preso ao mesmo principio descrito
anteriormente. Os ndo secretores ndo possuem aglutinogénios.
Dessa forma, quando adicionamos a suspensdo de hemacias, as
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aglutininas do reagente reagem com os aglutinogénios das
hemicras, tornado visivel a aglutinagio.

Segundo a literatura, ¢ possivel determinmar o grupo
sangiiineo ABO na saliva dos secretores. Devido a este fato, os
resultados obtidos, foram posteriormente comparados c¢om os
resultados previamente cadastrados na tabela 1. Quando ocorria
uma discordincia nesses resultados, o doador era novamente
convocado para que se realizasse um segundo exame de sangue ¢
saliva.

Com objetive de verificar o tempo que cada amostra
poderia ser armazenado, o lote D, o primeiro a ser coletado, a
cada trés meses, era novamente examinado, seguindo-se os
mesmos passos descritos anteriormente.

Quando o controle positivo ndo apresentava
aglutinagdo, os resultados eram descartados e todo processo
refeito.
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5 - RESULTADOS

Com o objetivo de se wverificar as caracteristicas
secretoras em ambos os sexos ¢ em diferentes faixas etédrias,
idealizamos quatro tabelas para permitir a sumarizacio dos dados
obtidos. Nestas tabelas, temos um sistema alfanumérico que nos
permite identificar os doadores. Cada tabela contém as seguintes
informagdes: iniciais de cada doador, sexo, caracteristica secretora,
grupo sangiiineo e idade. Para cada lote analisado, temos uma tabela
correspondente. A divisio da tabela em lotes nos permite verificar
os resultados de acordo com a data de realizacdo dos testes de
inibigio da hemaglutinagfo. Assim temos quatro lotes distintos,
sendo identificados como A, B, C ¢ D, e gquatro tabelas, 1,2,3 e 4.
Veja Apéndice, Capitulo 10.

Com o objetivo de se verificar o tempo de conservacio
das amostras apo6s o processo de desnaturagio, a capacidade de
intbigdo e a temperatura de armazenamento, as salivas dos
individuos secretores, foram guardadas em geladeira e foram
realizados testes em épocas diferentes, isto é, aos 3, 6, 9 e 14
meses, conforme demonstrado na tabela 5. Veja Apéndice, Capitulo
it

Através dos testes de inibigio da hemaglutinagio os
resultados serfo apresentados levando-se em consideragio a
caracteristica secretora em toda amostra, o comportamento dessa
caracteristica em ambos os sexos, nas diferentes idades, nos
diferentes grupos sangiiineos do sistema ABO ¢ ainda a secregdo da

substincia H.

Assim sendo, os resultados serdo apresentados de acordo
com a natureza dos testes realizados:

6.1 - quanto a caracteristica secretora, verificamos que das 200
amostras dJde saliva analisadas obtivemos 151 secretores, 48 nio
secretores e 01 secretor aberrante. Estes resultados nos fornecem
um percentual global de 75,5% de secretores, 24% de ndo secretores
e 0,5% de secretores aberrantes, conforme demonstrado no grafico
1.
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GRAFICO 1 - PERCENTUAL DE SECRETORES, NAO SECRETORES E
SECRETORES ABERRANTES,
Valer global

SECRETORES E NAO SECRETORES i secretor
fndo see,
£ sec. aber.
TN~
ap -
0.5
secretor nan sec. seq. aber.
6.2 - Quanto a caracteristica secretora em ambos 08 $exo0s,

verificamos que das 106 amostras de saliva procedentes de
individuos do sexo masculino 81 se apresentaram secretores das
substincias ABH e 25 nfo secretores n#o apresentando tais
substincias, indicando-nos um percentual de 76,42% de individuos
secretores e 23,58% de individuos nio secretores. Nio foram
encontrados secretores aberrantes no sexo masculino,

6.3 - Quanto ao sexo feminino, das 94 amostras de saliva, 70 se
apresentaram secretores das substincias ABH, 23 se apresentaram
ndo secrefores, sem a presenca dessas substidncias e apenas uma
finica amostra se apresentou como secretor aberrante. Estes dados
nos indicam um percentunal de 74,46% de secretores, 24,46% de nio
secretores e 1,08% de secretores aberrantes.

6.4 - Comparando-se os percentuais de secretores ¢ ndo secretores
chtidos em ambos os sexos podemos afirmar gque ndo existe
diferencas reievantes nas caracteristicas secretoras e nfo secretoras
entre o sexo masculino e feminino, conforme podemos observar no
grafico 2.



48

GRAFICO 2 - PERCENTUAL DE SECRETORES, NAQ SECRETORES E
SECRETORES ABERRANTES EM AMBOS 08 SEXO0S,

Secretores e ndo secretores
Sexo mascuiino e feminino
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6.5 - Quanto 3 caracteristica secretora nos grupos sangiiineos do
sistema ABOQ verificamos que o maior indice de secretores foi
observado nos individuos poriadores de sangue do tipo A, isto &,
com um percentual de 87,34%; enquanto que o menor indice de
secretores foi observado nos individuos portadores do grupo AB,
com um percentual de 52,14%, conforme demonstrado no grafico 3.
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GRAFICO 3 - PERCENTUAL DE SECRETORES E NAO SECRETORES
NOS DIFERENTES GRUPOS SANGUINEOS.

Secretores e Nio secretores
Grupos Sangiiineos

il sec.

#f ndo sec.

5.6 - Quanto ao comportamento da substdncia H, verificamos que:
6.6.1 - A substiancia H esta presente na saliva de todos os individuos
secretores, inclusive na saliva do secretor aberrante,

6.6.2 - Pela técnica empregada, nfo verificamos a presenga de
nenhuma substincia grupo-especifica na saliva dos individuos nfo
secrefores.

6.63 - Além da substincia H, foram observadas a presenga de
substdncias grupo-especificas A ¢ B nos individuos pertencentes aos
grupos sangiiineos A, B ¢ AB.

6.6.4 - No individuo classificado como secretor aberrante, embora
pertencente ao grupo sangiiineo A, foi encontrado apenas a
substancia H.

6.7 - Todas as amostras da série Il (controle positive), nos
forneceram resultados positivos.

6.8 - As amostras de saliva conservadas em recipientes fechados, em
geladeira, a temperatura de 0 °C a 10 °C, nio sofreram nenhuma



48

alteragdo na sua capacidade de inibig¢3io, no periodo observado de 14

meses.,
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6 - DISCUSSAQ

Varios sfio os métodos empregados para determinar a
presenga ou auséncia das substdncias grupo-especificas na
saliva humana. A maioria dos autores como SCHIFF®? |
GRUBBY”, BOYD & SHAPLEIG® ¢ outros pesquisadores
demonstraram eficiéncia dos Testes de Inibi¢io da Aglutinagio,
quando ¢ objetivo ¢ verificar a freqiiéncia de secretores e niio
secretores em uma determinada amostra populacional.

Entretanto, alguns autores nio concordam com e€sta
metodologia ¢ indicam o uso de outros metodos. PALATINIK

et al ¥

recomendaram a analise qualitativa, desde que |,
posterioremte seja efetuada a analise guantitativa, KIND et
al.©2b, demonstraram a presenga de substdncias grupo-
especificas na saliva humana utilizando-se da cromatografia em
gel permeivel, ROTHWELL®?Y), comparau a eficiéncia entre
duas técnicas empregadas, e demonstrou que a cromatografia
em gel permeavel nido deve ser indicada para o estudo da
fregiiéncia de secretores e nfo secretores. Neste estudo, ©
autor demonstrou ainda a  preseng¢a de  substdncias
hidrosselfiveis de alto peso molecular na saliva de nio
secretores.

GERARD et al."’"*’ recomendou a pesquisa do grupo
sangliineo de Lewis para determinar a freqiiéncia de secretores
¢ nio secretores em individuos portadores do fendtipo de
Bombaim,

Em relagio a metodologia empregada, concordamos
com SCHIFF®® BOYD & SHAPLEIGH', EMERIBE et
2l."®), ROTWHEL®? ¢ outros autores de que a pesquisa da
caracteristica secretora, através de reagdes de inibigio da
hemaglutinagfio, ¢é suficientemente segura para determinar o
percentual de secretores e nio secretores em uma determinada
amosira populacional Concordamos também com GERARD et.
al.""  de que a pesquisa da caracteristica secretora em
individuos portadores do fendtipo de Bombaim deve ser feita a
partir do grupo sangiiineo de Lewis. Em nosso trabalho, nido
verificamos a correlagdo existente entre caracteristica

secretora e grupo sangiineo de Lewis, pois estudos de
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THOMPSON & THOMPSONY® em 1988, demonstraram que a
freqiéncia do fendtipo de Bombaim em leucodermas & muito
baixa.

O emprego de reagentes comerciais em nossoc estudo
se¢ deu devido a confiabtlidade e facilidade de obtengido, embora
alguns autores recomendarem o wuso de isoaglutinininas,
hetercagiutininas e de outras lectinas nos testes de inibigio da
hemaglutinagio. SCHIFF®?’ em 1940, usou soros humanos,
anti-A e anti-B, em seu estudo antropolégico, Neste trabalho,
os individuos do grupo O foram excluidos do exame individual
devido 4 dificuldade de obtengio de reagentes anti-O
confidveis,

GRUBBY'?',  em 1948, para determinar as
caracteristicas secretoras nos individuos do grupo O, utilizou
trés anti-soros devido a dificuldade na obtenglo de reagentes
confiaveis. O primeiro reagente utilizado foi obtido pela
imunizagfio de coelhos com substéncias purificadas extraidas de
cistos de secretores. O segundo obtido a partir do soro de
Anguila vulgaris e o terceiro com o soro de uma galinha
imunizada com suspensdes de Shigella shiga. Neste estudo o
autor analisou ainda a relagdo da caracteristica secretora com o
grupo sangiineo de Lewis.

Entretanto, o trabalho de BOYD & SHAPLEIGH,
em 1957, forneceu importante subsideo para a pesquisa da
caracteristica secretora mnos individuos do grupo O. Os
referidos autores demonstraram a eficiéncia da lectina anti-H,
extraida da Ulex europaeus gquando comparada ao anti-H
extraido de uma enguia cientificamente conhecida por Anguila
vaulgaris,

McNEIL et al.®% em 1957, utilizaram um extrato
salino da semente de Lotus tetragonogolobutus. ERIKSSON et
al.'”, em 1968, PALATINIK et al.®% em 1969,
BEIGUELMAN® em 1979, ARMANET et al.” em 1982,
SAGISAKA, et al.(”), em 1983, preferiram utilizar o extrato
de Ulex europaeus para determinar as caracteristicas secretoras
nos individuos do grupo O, devido a confiabilidade e facilidade
de obtengio.
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YAZAWA & OHKAWARAU" em 1992, utilizaram
micro esferas azuis para evidenciar as reagBes de inibicio da
hemaglutinagio.

Em nosso estudo, utilizamos a lectina extraida da
Ulex ewropaeus, produzida comerciamente pela BIOTEST S§/A,
devido a facilidade de obtengio e confiabilidade do reagente. O
uso desta lectina foi baseado nos estudos de BOYD E
SHAPHEYG ¢ pesquisadores posteriores. (s anticorpos
monoclonais anti-A e anti-B, produzidos pela BIOTEST, foram
utilizados para padronizagic da técnica e por sua maior
confiabilidade, quando comparada as isoaglutininas obtidas a
partir de soros humanos.

Em relacldo a caracteristica secretora, nossos
resultados sdo compativeis com os resultados encontrados por
outros autores. Considerando os individuos secretores, temos
um percentual global de 75,5%. SCHIFF®® em 1940,
encontrou um percentual de 82,74% de secretores em
leucodermas de Nova Jorque ¢ um percentual global de 78% nos
leucodermas de Berlim., GRUBB''?’ em 1948, estudando uma
amostra populacional composta por 62 doadores, encontra um
percentual global de 62,13%, independente do grupo racial.

McNEIL et ai.(”), em 1957, analisando a saliva de
100 doadores, encontraram um percentual de 75% de
secretores. ERIKSSON et al.C% em 1968, verficando o
polimorfismo da secregdo de ABH, encontrou resultados
percentuais que variam de 65% nos Islandeses a 95% nos
Lapdes do sul. :

PALATINIK et al.®_, em 1969, estudando
diferentes grupos raciais na populagio brasileira, encontraram
resultados percentuais nos leucodermas de 85,8%. Em relacio
ao nosso estudo, essa divergéncia nos resultados pode ser
atribuida a metodologia empregada pelos referidos
pesquisadores.

ARMANET et al.(z}, em seu estudo demonstraram um
percentual global de 83,80% de secretores na populagiio chilena
EMERIBE et al.'®’, demonstraram um percentual global de 86,9% de
secretores no municipio de Calabar,
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Entretanto, os estudos de SCHIFF{”}, em 1940,
ERIKSSON et al."'®) em 1968 ¢ PALATINIK et al‘?® em 1969,
demonstraram o valor antropolégico do estudo das caracteristicas
secretoras na saliva e demais liquidos orgénicos.

Verificando o comportamento da caracteristica secretora
em relagBo ao sexo, nossos resultados demonstram que ndo existe
diferengas relavantes no percentual de secretores nos sexos masculino
¢ feminino. Nossos resultados sio coincidentes com os resultados
obtidos por ARMANET et al.’*?  em 1982, ao estudar a caracteristica
secretora na populagdo chilena.

Considerando a caracteristica secretora nas diferentes
faixas etarias, verificamos que nossos resultados se comportaram como
esperado, ou seja, verificamos a presenga de secretores e nfo
secretores nas diferentes faixas etarias estudadas. Isto demonstra que a
teoria proposta por SCHIFF & SASAKIUV®’7) em 1940, estaria
correta, ou seja, que o mecanismo de transmissdio das caracteristicas
secretoras ¢ hereditario, transmitindo-se de pat para filho segundo as
leis mendelianas.

LIMA O.L.(”}, em 1977, descreveu que a sensibilidade a
aglutinagio dos sistemas de grupos sangiineos é variavel, crescendo
desde a vida intrauterina até a puberdade, onde continua fixa ¢
imutavel. Apesar de ocorrer esta variabilidade, nfo significa que ndo
ocorra a inibi¢cio da aglutinagio.

Verificando o comportamento da caracteristica secretora
nos diferentes grupos do sistema ABQ, observamos que o maior
percentual de secretores ocorreu nos individuos do grupo A, 87,34%,
enquanto que o menor percentual ocorreu nos individuos do grupo AB,
52,14%. Entretanto, nfic podemos afirmar que a caracteristica
secretora ocorre com uma menor freqiéneia nos individuos do grupo
AB ¢ com uma maior freqiiéncia no grupo A.

Esses resultados discrepantes entre os secretores do grupo
A e os secretores do grupo AB, estio relacionados com o
comportamento da amostra estudada. Devido a baixa freqiéncia de
individuos pertecentes ao grupo AB, nlo podemos afirmar que o
percentual encontrado nesses individuos seja generalizado para o
restante da populagio.

Isto nos faz concordar com as observagdes de SCHIFF®?),
em 1940, onde o autor demonstrou que nfo existe diferencas relevantes
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na freqiiéncia de secretores e ndo secretores, com relagfo grupos do
sistema ABO, O mesmo autor, demonstrou ainda, que o gene Se era o
responsavel pela presenga das substincias ABH na saliva ¢ demais
secregBes e que apesar desta relagZ0 a caracteristica secretora ocorre
independemente do grupo sangiineo do sistema ABO.

Em nossos resultados, constatamos a presenga da
substincia H na saliva de todos os secretores. Tal fato foi explicado
por WATKINS & MORGANC?*Y & posteriomente por CEPELINIE®,
que demonstraram o mecanismo de formagdo das substlincias grupo-
especificas do sistema ABH, conforme esquema 1. Este macanismo é
aceito até o presente momento ¢ ¢é valido para as substdncias
hidrossolaveis e alcoolsoliiveis. Sabe-se que a substincia H se forma a
partir de uma substdncia precursora sob a ag¢io de um par de genes,
Hh. Sabe-se ainda que as substincia A ¢ B s#o formadas a partir da
substdncia H, sob a ag8o de um outro par de genes do sistema ABO,
Desta forma, é possivel demonstrar a presenga da susbtiancia H na
saliva dos individuos classificados como secretores.

AeH
H - transferase H
p B ~ transferase BeH
R
H H
E
C
1J
rR{L N H - inalterado..__ O
S
S fenotipo de
h  precursor inalterado Bombay

Esquema I - Proposte por WATKINS & MORGANSV?D ¢
por CEPELLINI‘¢”
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BEIGUELMAN®Y  demonstrou a presenga da
substdncia H na saliva de todos os individuos classificados
como secretores. Desta forma, pode-se verificar a correlagio
existente entre as substdncias hidrosolQveis encontradas na
saliva de wum secretor com as substdncias alcoolsoluveis
encontradas nos grupos sangiineos do sistema ABO. Se um
determinado secretor pertence a0 grupo sanguineo A, em
situagdes normais encontramos em sua saliva as substdncias
grupo-especificas A e H. 8e pertencer ao grupo B,
provavelmente encontraremos as substidncias grupo-especificas
B e H. Nos individuos AB
individuos do grupo O, verificamos somente a presenga da

, encontiraremos A, B ¢ H e nos

substdncia H. Nos individuos nio secretores, ao realizarmos
testes de inibigdo da hemaglytinacgio, constataremos a auséncia
das substdncias grupo-especificas na saliva examinada,

Entretanto, McNEIL et ai.(”}, em 1957, demonsirou
a existéneia de individuos classificados como secretores
aberrantes. Analisando a saliva de 100 individuos, o autor
constatou a presenca de seis secretores aberrrantes, ou seja,
6% . Neste trabalho, o autor nio citou o grupo racial destes
individuos e definiu secretores aberrantes como sendo aqueles
que secretam uma substidncia com titulo de de 1:64 ou mais ¢
outra substancia com titulo de 1:4 ou menos, Posteriormente,
em 1969, PALATINIK et ai.(”), utifizando-se dos critérios
adotados por MeNEIL et al, @®% estudou a caracteristica
secretora de 424 negros e 267 brancos na cidade de Porto
Alegre, demonstrando a presenca de 3 secretores aberrantes.
infelizmente o grupo racial destes individuos n8o foi citado.

Para demonstrar a presenga de secretores aberrantes
McNEILet al. (26), PALATINIK et al.{”}, se utilizaram a
técnica de inibicdo da hemaglutinacio, através da analise
guantitativa. Assim sendo, através de uma “titulagfio da saliva™,
0s autores demonstraram a quantidade das substdncias ABH na
saliva dos individuos secretores.

Em nosso estudo empregamos analise qualitativa,
mesmo assim constatamos a presenc¢a de um individuo e ©
classificamos como secretor aberrante. Este secretor aberrante
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pertencia ao grupo sanguineo A e em sua saliva enconiramos
apenas a substidncia H.

A presen¢a deste secretor aberrante em nossa
amostra, levou-nos a realizar-mos a analise quantitativa na
saliva deste individuo. E, através desta analise, constatamos
que a saliva deste individuo era desprovida da substincia
grupo-especifica A. Devido a tal acontecimento, consideramos
como secretor aberrante aquele que secreta uma substincia
grupo-especifica e deixa de secretar outra, quando se efetua a
analise qualitativa, Utilizamos esta classificagdo porque o
grupo sangiineo do sistema ABOQO era previamente conhecido.

Nossa amostra, apos a coleta, desnaturagio e
centrifugacdo foi conservada em geladeira, & temperatura de 0
2 10° C. Entretanto autores como PALATINIK et al.®*®, em
1969, BEIGUELMAN®™ em 1979 ¢ ARMANET et. al. ‘¥, em
1982, recomendaram que as amostras de saliva deviam
permanecer 4 temperatura de -20° C.

Em nossos resultados wverificamos que ndo existe &
necessidade de conservar-mos as amostras na temperatura de -20° C,
visto que as substdncias grupo-especificas sio resistentes a acdo do
tempo, conforme demonstrado por FERREIRA(M}, em 1962,

Considerando o tempo de conservagio da
amostra, ETCHEVERRY et al."""?, em 1982, utilizando-se da
analise quantitativa, verificou a capacidade de inibi¢fo das
amostras de saliva de 103 individuos do grupo O ¢ 1 individuo
do grupo Ao, Apds a realizacfio de dez testes ao longo de seis
meses, 0§ autores usam um sistema de gardientes 8§81 ¢ 82 para
verificar o tempo de conservagcio da amostra. Observaram que
ao longo de seis meses, as amostras de saliva nio perderam a
sua capacidade de inibigdo,

Através da observagdo macroscopica, verificamos
que a capacidade de inibi¢do das amostras de secretores do lote
D aos 3, 6, 9 ¢ 14 meses ndo foi alterada. Todos os testes
subseqientes se portaram de maneira semelhante ao primeiro
efetuado. Apesar de ndo efetuarmos a andlise guantitativa,
nossos resultados relatam gue a saliva pode ser conservada por
um periodo observado de 14 meses, demonstrando que 0s
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resultados obtidos por ETCHEVERY et al."'"’, sio de uma
maneira geral semelhantes aos nossos resultados.
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7 - CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente
trabalho obtivemos as seguintes conclusdes:

7.1 - Das 200 amostras de saliva analisadas obtivemos 151
secretores, 48 n#o secretores e 01 secretor aberrante, o gue
representa um percentual global de 75, 5% de secretores, 24,0%
de nfo secrtores & 0,5% de secretores aberrantes e apenas
1,08% se apresentaram como secretores aberrantes,

7.2 - Quanto as caracteristicas secretoras, n3o encontramos
diferengas em ambos os sexos, uma vez que no sexo masculino
76,42% se apresentaram secretores e 23,58% se apresentaram
ndo secretores.

7.3 - No sexo feminino, 74,46% se apresentaram secretores e
24,46% se apresentaram néo secretores,

7.4 - Em relagio a idade, verificamos a presenca de secretores
e nio secretores nas diferentes faixas etarias observadas,
indicando-nos que a caracteristica secretora nio se relaciona
com a idade

7.5 - Além da substlncia H, foram observadas a presenga de
substdncias grupo especificas A ¢ B nos individuos pertencentes
aos grupos sanglineos A,B e AB, sendo que no individuo
classificado como secretor aberrante foi encontrado apenas a
substdncia H, apesar deste individuo pertencer ao grupo
sangiiineo A. Devido a baixa frequéncia de secretores
aberrantes observados na amostra & possivel se determinar o
grupo sangiiineo na saliva dos individuos classificados como
secretores aberrantes com uma pequena margem de erro.

7.6 - Embora os autores consultados recomendam a conservagio
das amostras de saliva, apds a desnaturagfo, a uma temperatura
de -200 C, verificamos no presente trabalho que as amostras de
saliva mantidas em recipientes fechados, em geladeira a uma
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sofreram nenhuma

alteragdo mnas reaglBes de 1inibigdio da hemaglutinagdo, no

periodo observado de 14 meses.
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8 - RESUMO

Atraveés de estudos realizados, sabe-se que existem
dois grupos de individuos, no que diz respeito & existéncia de
fatores grupo-especificos na saliva humana. O primeiro grupo
denominado secretor constitui aproximadamente 30% ¢ o segundo
grupo constitui aproximedemente 20% da populacio.

Nog presente trabalho, estio sendo wutilizadas 200
amostras de saliva humana “in natura”, coletadas de alunos dos
cursos de graduagdo da FOP-Unicamp, EFOA-Alfenas ¢ doadores
voluntarios, distribuidas em gquatro lotes distintos. As amostras
foram submetidas ao processo de desnaturagdo, isto €, ao banho-
maria durante 20 minutos a fim de se eliminar outras proteinas
ndo interessantes nestes exames.

Apoés a centrifugagfo da saliva, retirou-se o
sobrenadante para a realizagio dos testes de inibigio da
hemaglutinacio.

Os resultados finais demonstram uma pequena
diferenca em relacfo aos autores consultados, demonstrando que
a determinacdo dos fatores grupo-especificos na saliva apresenta
grande interesse pericial, na possibilidade de se determinar a
existéncia ou ndo de vinculo genético entre ascedentes e
descendentes, uma vez que, o©0$ secretores apresentam-se em
carater dominante e 08 n#do secretores com cardter recessivo.
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TABELA 1 - APRESENTACAO DOS PDADOS OBTIDOS NO LOTYE A, 24/08/93
N”  [NOME SEXC  [ESTADOSECRETOR | G.S. IDADE
Al SFR MASC. | NAO SECRETOR O 20 A,
A2 SELA MASC, | SECRETOR A 20 A,
AT IRAN. MASC. INAQSECRETOR B 24 A,
A4 IRFMBE. MASC. | SECRETOR A 19A.
A5 ISME FEM, SECRETOR H A 19A.
A6 (RT MASC. | SECRETOR B 20 A
A7 RV MASC. | SECREIOR A 22 A
A8 ISTA FEM. SECRETOR 0 iR A,
A% IPMSX FEM. | SECRETOR A 19A,
Al IRP FEM. [ SECRETOR A 27 A
A1l [PPLV MASC. [SECRETOR A 21 A
AlZ JRRA FEM. {SECRETOR ) 2% A
Al3 TRS, MASC. {NAOSECRETOR B 25 A.
Ald TRPL. MASC. | SECRETOR B 19 A
A15 |DBFE. FEM. |SECRETOR O 19 A,
Al6 JRFPI MASC. ! NAO SECRETOR ¢) 20 A,
Al7 1MSS. FEM. SECRETOR B 22A,
All MW MASC. | NAO SECRETOR AB 19 A,
219 TOFYV. MASC. | SECRETOR Q 19 A
A0 [RMF. MASC. | SECRETOR A 2314,
£21 TWAEM. MASC. | SECREIOR A 19°A,
A2 TWEFE MASC. | SECRETOR 0 20 A,
A3 ICMSB FEM. SECRETOR B 19 A.
A24 iAM. FEM, [ NAO SECRETOR [6) 19A
225 [WPO. MASC, I NAQSECRETOR A 19 A,
AZ6 1Y.CM TEM. | NAO SECRETOR. O A,
AT JLCG. MASC, [ SECRETOR B 19 A,
AZ8 IMNSK. MASC. | SECREICR B 20 A
229 {81%. MASC. | SECRETOR B 19 A.
A3 ECRBBR, FEM. SECRETOR B 20 A,
37 EN MASC. | SECRETOR A DA
AT TMTV. MASC. | SECRETOR A 21 A.
437 [EVM. MASC. {SECRETOR 1) 20 A,
A3 [MLC. FEM. | NAOSECRETOR A LA,
A35 [MV.0 MASC. | SECRETOR O 20 A,
A3 JLOCE MASC. | SECRETOR A 18 A
AY7 TAPPLC FEM. SECRETOR 0 13 A.
FXCIR TSR FEM. SECRETOR A 28 A
£39 |MIF. MASC. | SECRETOR A 27 A
Al JLP. FEM. SECRETOR B 20 A
a4l [L.GSS. MASC. | SECRETOR O 18 A,
242 | LADS. MASC. | SECRETOR O 19 A,
A43 JLGRE MASC. | SECRETOR O 19 A
A4 LEML MASC. | SECRETOR Q 20 A
A45 {F.GD. TEM. RECRETOR 0O i8 A,
Ad6  1FR.G, FEM. SECRETOR 0 19 A,
AT TEP.T. FEM. SECRETOR A 20 A,
A4 DAV MASC. [SECRETOR A 20 A,
447 JG.AQ MASC., [NAQSECRETOR B 2 A
ASG ISTS, FEM. NAOQ SECRETOR 0 20 A
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TABELA 2 - APRESENTACAO DOS DADOS OBTIDOS NO LOTE B, 23/11/93
NY UINICIAIS SEXC ESTADO SECRETOR | GS. DADE
B51 [KAR FEM. | SECRETOR A 19 A.
B52 {ELC MASC. | SECRETOR A 23 A.
B33 JLFAS FEM. JSECRETCR A 20 A,
B34 JIRL. MASC. | NAO SECRETIOR A 20A
B35 11C. MASC. | SECRETOR 0O 18 A
B3¢ | GB.A. MASC, | SECRETOR 0O 19 A,
B57 |{D.IN. MASC. | NAO SECRETOR B 20 A,
B3%8 {IGP. FEM. | SECRETOR O 21 A,
B39 ISR FEM. | SECRETOR A 21 A
B4l |EVBE. MASC, {SECRETOR A 19 A
B8l {I8.C FEM. i SECRETOR 0O 20 A,
Boz 1HTQ MASC. ' NAO SECRETOR ¢} 19 A,
B63 |KDPB. FEM., | SECRETOR [3) 19A
Bed DM FEM. iSECRETOR B 23 A
B6S  IMGB. MASC. | SECRETOR A 20 A
Bes JLB.S. FEM. [ NAO SECRETOR AB 21 A
867 1WGS. M. [SECRETOR A 22 A
B68 1ACM FEM. SECRETOR 0 21 A
B6s [ALP MASC. INAO SECRETOR O 20 A
‘B70 [CLCS. MASC. I NAO SECRETOR 0 19 A.
B7l {ACS FEM. | SECRETOR A 18 A
B72 IDSG FEM. | SECRETOR 0 18 A
B3 APC. FEM. {NAC SECRETOR A 20 A,
B4 CAL FEAM. SECRETOR A 20 A.
B75 1ANS, FEM, | NAO SECRETOR O 19 A
B |DB.A. FEM. |SECRETOR A 20 A,
B77 {AFG FEM. | NAO SECRETOR 0O 20 A
B7S 1AGAP FEM., {NAO SECRETGR A 19 A,
B0 (ART. FEM. {SECRETOR O 10 A
B RS, MASC. INAOSECRETOR 8] 20 A,
B8l {AIR MASC. | SECRETOR 0 22 A
Bs2 (ARO. MASC. | SECRTEOR 0 21 A,
B83 [CLS.C MASC. | SECRETOR 0 21 A
B4 JTAAPR MASC. {SECRETOR A 2t A
BRS 1CALS. MASC. 1 NAO SECRETOR 0 21 A
BE6 |[C.M.S.S. FEM. SECRETOR A i9A.
BR7 IDMI. FEM. I NAOSECRETOR 0 21 A,
BES (GON FEM. ! SECRETOR A 19 A
ny9 JCPT FEM. | SECRETOR O 20 A
B9 JAHL. FEM. | SECRETOR A 20 A,
791 JEMS. FEM. | SECRETOR A 0 A
B2 |G.A. MASC. ] SECRETOR B 23 A
B2 |L.PP. MASC. | SECRETOR A 20 A
B4 JESS MASC. 1SECRETOR A 25 A
Bos {EL. FEM. {SECRETOR A 2 A,
B9 (EHP. MASC. | SECRETOR [s) 2% A
BY7 |EW. MASC, | SECRETOR A 23 A
poE [VFG. MASC. | SECRETOR A 200 A,
B99 (EISE MASC. | SECRETOR A 22 A
BiDS |ESB. FEM. [ NAOSECRETOR [§) 19 A
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TABELA 3 - APRESENTACAO DOS DADOS OBTIDOS NO LOTE €. 17/03/94
N”  TINICIAIS SEX0O [FSTADO SECREIOR [GS. IDADE
ci 1iG MASC. [SECRETOR 4] 22 A,
102 {HD.S, MASC. |SECRETOR B 19 A
£103 [DTA. MASC. | NAOSECRETOR 0 24 A
Ci04 [GNE. MASC. | SECRETOR 0 23 A
Ci05 |OMGT. FEM SECRETOR 6] 21A,
Cio6 {GAAL MASC. | NAQ SECRETOR [§) 194,
Ci67 {EQL. FEM. RECRETOR O 15 A
C108 {F8S MaASC. | SECRETOR 0 20 A
C109 JEP.O. MASC. | SECRETOR A 214,
C1i10 |BEP. MASC [ SECRETOR A 21 A,
Cill JADS.C. MASC. | SECRETOR A 12 A
Cii2 iBAC. FEM, NAQ SECRETOR 0 204,
Cl13 [CECS. MASC. j SECRETOR 0 21 A,
Clia TAW. MASC. | SECRETOR A 19 A,
C115 [AAF. MASC, IMAQ SECRETOR B 70 A.
Ciie {CAS. MASC, 1SECRETOR A 19A
Ci17 |AZ FEM. NAQ SECRETOR A 21 A
Cl1% JAOS. FEM. SECRETOR A 19°A.
Cli% 1ARL. FEM. SECRETOR O 19 A
Ci20 1ACD, FEM. SECRETOR A 20 A
C121 (ARA FEM. SECRETOR O 19 A.
Cl122 TATC, FEM SECRETOR AB 19A,
123 {BM. MASC, ] SECRETOR B. 19 A,
L4 TATC. FEM. SECRETOR 0 19°A.
€135 [IB.A MASC. | SECRETOR A 23 A
C126 INS.O. FEM. SECRETOR A T9A.
C17 REC. MASC. | SECRETOR AB 19 A,
C12% |PAS. MASC. 1 SECRETOR A 22 A,
Ci29 (RLV, MASC. | SECRETOR O 21 A
C130 |PCEA MASC. ] SECRETOR A 20 A
Ci3l [ANR FEM. SECRETOR A 23 A
2182 JACAM FEM. SECRETOR B 20 A,
CI33 [RMT. FEM. MAOSECRETOR 0 YA
Ci3d |[RM MASC. [SECRETOR B 21 A
©335 1DL. MASC, [SECRETOR O 25 A
C136 [CME FEM. NAQ SECRETOR O 24 A,
C137 |LOF. MASC. | SECRETOR 0 02 A.
Ci38 |CAL. FEM. | SECRETOR A 19 A,
Ci39 {FMB. FEM. | SECRETOR 8] 22 A
Ci40 {LCY. MASC. {SECRETOR A 34 A
Cl4l {LHP MASC. | SECRETOR A 31A,
Cl42 JROQ FEM. SECRETOR A A
C143 1LC. FEM, SECRETOR B 15 A.
Cl44 1EHA MASC. 1 SECRETOR A A
145 (C.CL MASC. ] SECRETOR A 19A,
C146 1CMP, TFEM. SECRETOR B 33 A
C147 {GSB. MASC. | SECRETOR A 4 A
148 {RNB.B TEM. SECRETOR A 194
C149 [G.R. MASC. [SECRETOR [4) 22°A.
Ci50 CP. FEM. SECRETOR 0 20 A
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T:}BELA 4-APRESENTACAOQ DOS DADOS OBTIDOS NO LOTE D.  17/05/93.

N INICIAIS SEXO |ESTADOSECRETOR !G.S. IDADE
Di31 ISSL. FEM. INAOSECREIOR 0 19A
D152 IMG. FEM. SECRETOR AR 21 A
D53 INE. MASC, | SECRETOR B 22 A.
54 JOST MASC, |SECRETOR [¥) 23A
D133 RS MASC. |SECRETOR B 19 A,
DI36 TR.D. FEM. |SECRETOR O 1A
D157 INASL. FEM. | NAO SECRETOR O 19 A.
Diss 1IM MASC. | SECRETOR A 37 A.
DS {VLP FEM. | SECRETOR B I7A
60 {DMP. FEM. SECRETOR A 11 A.
™mel 1oP MASC, {SECRETOR A STA.
D162 [SAP FEM. |SECRETOR O 53 A,
D16} IMSAP FEM. | NAO SECRETOR B 26 A
Digd [CAM MASC. {NAOSECRETOR ) 25 A
Diss TATN, FEM. SECRETOR %) 21 A.
D66 | B.T. MASC, | NAO SECRETOR O 06 A.
Me7 TMAT. MASC. | SECRETOR A I8 A.
D6 IRG FEM. SECRETOR A 29 A,
D65 IR0, FEM. [ SECRETOR [8) 20 A
76 TAINL MASC. {SECRETOR 0 20A.
Di71 1¢.A.8. FEM. §NAG SECRETOR Al 24 A
DITL 1AS. MASC. [ NAOSECRETOR A 18 A,
D73 DT, FEM. [SECRETOR O 18 A,
DI 1618, FEM NAQ SECRETOR A 01 A
D75 |C.F MASC. | NAQ SECRETOR A 2 A
D175 L8O FEM, SECRETOR. O 19 A,
DT TRB.O. MASC. | SECRETOR A 02 A
78 (AA. MASC. | SECRETOR A 50 A.
D79 |01 MASC. | SECRFTIOR 0 45 A
Di%) IBCA FEM, SECRETOR A 45 A
IENEY FEM. SECRETOR A 21 A.
D132 {S.CA. FEM. SECRETOR A 19 A
D183 TRML. MASC, | SECRETOR A 22 A
D34 JFMM. MASC. | SECRETOR A 25 A
Diss |IBC. MASC, | SECRETOR 0 33 A
D186 L. FEM. SECRETOR ) 25 A
D187 IME.C. MASBC. | SECRETOR 4] 21 A.
DISE | MAYV. MASC, INAOSECRETOR A 25 A,
89 |ACS. MASC. | NAO SECRETCR %) 34 A
DSl 1A S MASC. | SECRETOR B 73 A
191 |MPE FEM. [SECRETOR B 23 A
Digz TBM. FEM. | SECRETOR QO 18 A,
DI INLS FEM, | SECRETCR B 17 A.
THed JAMY MASC. | SECRETOR AB 23 A
D193 |LCAL MASC. | NAOSECRETOR 0 16 A
DI |CAS. MASC. | NAO SECRETOR 0O A
D197 11.8.L. FEM., [NAQSECRETOR O a5 A.
D198 {R.A. FEM. SECRETOR [¥] 32 A.
DI ICLE FEM, NAOQ SECRETOR [5) 21 A,
D200 [HCB. FEM. NAO SECRETOR O 17 A.




TABELA 5 - TABELA DOS SECRETORES - LOTE D

Testes realizados aos 3, 6, 9 ¢ 14 meses.

17/085/93

24/068/93

237311793

17/83/94

73

Secretores

A

B

e

(-]

D13z

b

DEE3

Dis4

+1.

411

D155

D156

A EY R I

R b

+l+bef+]

D15y

+|+f

i+

+l+]s 4]

Dise

e

IR EREIES RN LS P N

4

+Fi

Digd

Gisl

Dig2

Digs

++

++}

+{+]:

Dia7?

1

Digd

Digy

DL70

D173

Dive

+he ]+

Bi77

viF[e]elE]

Vit

D178

179

£

DIk

T5181i

pIéz

D183

184

DIgS

D1gs

SR TR BN R SN P RN R0 PR S NN RN S BN BN S 28 B Y B

D187

SRR R EE B BN S B R0 XY RN S B2 'S 'S FS Y XN R Y B

Lk R R RS R B B PO ) S5 B 5% B B O R N S B OFS O ) B R PG 9

SRR EN N BN F £5 R BN ) U ) ) P [F0) V) PG ) PN P0G (9

Digg

Di1gt

D12

3143

+l+f]r ] b+

Didg

D198

NS P NN PR EY XN N AR EE D

N ES EA RS ER IS S PN P

LN R A Ed RS RIS A




