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OBTENCAO, PREPARO E PADRONIZAGAO
DE UMA HEMOLISINA ANTI-HOMEM ~*

Maria Aparecida de Aradjo Arantes**

RESUMO

~ Um novo método para preparagdo de hemolisina foi proposto - Hemolisina
anti-homem. Assim, quando inoculamos em jumentos uma suspensdo de gldbulos
humanos do grupo A podemos obter um soro hemolitico anti-homem.

A hemolisina preparada conforme as especificagdes que se seguem tem capaci-

dade de sensibilizar hemacias homologas.

Nas reagoes de fixagdo de complemento as hemacias desempenham um duplo

papel: funcionam como antigeno, para a pro

dugdo de hemolisina e como indicadoras

de complemento livre nas reagdes propriamente ditas, quando sensibilizadas pela

hemolisina.

INTRODUGAO

O diagnéstico sorolégico de va-
rias doencas em sua forma cronica
tem sido feito por reag@o de fixacao
de complemento. Entretanto, a
complexidade dessa reagdo tem
criado uma série de dificuldades pa-
ra adogdo do método da rotina so-
rologica de laboratério.

Visando a simplificar este mé-
todo, obviamente, nossas atengdes

iniciais foram dirigidas para um sis-
tema hemolitico que aproveitasse a
matéria prima peculiar e fécil de ser
obtida nos proprios laboratérios, ou
seja, o sangue humano.

Revendo a literatura a respeito,
encontramos a primeira men¢do so-
bre o uso de glébulos humanos em
sistema hemolitico feita por Tscher-
nogubow em 190%(10), Segundo
esse autor, a fragdo globulinica e os
Iipides seriam destituidos da capaci-
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Jdude de estimular, em coelhos, a
produgao de hemolisina anti-ho-
mem. No ano seguinte, Dungern &
Hirschfeld(3) usaram globulos hu-
manos na reagdo de Wassermann, da
mesma forma que o fizeram Nogu-
chi & Bronfenbrenner(6) e nova-
mente Noguchi(7, 8).

A poucaz untigenicidade dos
globulos humanos, quando inocula-
dos em mamiferos, era o maior obs-
ticulo para obter-se hemolisina an-
ti-homem com titulo suficiente-
mente alto. A partir dessas informa-
voes, diversas experiéncias foram
icalizadas em diferentes animais
‘ue culminaram com a obtencao de
uma hemolisina anti-homem com
titulo suficientemente adequado
para ser usado em rotina sorolégica.

MATERIAL E METODO
SUSPENSAO DE
GLOBULOS HUMANOS

Apbs ensaios preliminares com
suspensao de glébulos humanos dos
diversos grupos sangiiineos, foram
escolhidas as do grupo A colhidas
em solu¢ado de Alsever, por ser a
mais adequada. Podemos usar tam-
bém como matéria-prima justamen-
te aquele material inutil - sangue de
doador inadequado - cujo destino
habitual seria a pia de despejo, e até
mesmo codgulos.

A tipagem foi feita em lamina.

OBTENCAO E PREPARO
DA HEMOLISINA
ANTI-HOMEM

Para se obter hemolisina anti-
homem, vérios animais foram ino
culados por 2 métodos: pela técnica
classica descrita por Ulrich e Mc Ar-
thur (11) em que se inoculavam so-
ro humano e hemacias sucessiva-
mente; ou apenas pela inoculagdo
de uma suspensdo de hemacias hu-
manas do grupo A diluidas em solu-
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¢do fisiologica (método improvisa-
do).

A via de inoculagdo e a quanti-
dade de in6culo variaram conforme
o animal. Ao material a ser inocula-
do acrescentavam-se 400.000 unida-
des de penicilina e 0,5 g de estrep-
tomicina.

A sangria foi feita por pungdo
cardiaca nos animais de pequeno
porte e na veia jugular dos maiores,
sempre no S5o. dia apés a ultima
inoculagdo. O sangue foi colhido as-
septicamente, o mesmo ocorrendo
com a separagdo do soro, que foi
conservado em Timerosal na pro-
por¢ao de 1/5.000, Powell(9g e
guardado em geladeira. Nessas con-
digdes o seu titulo vem se manten-
do inalterado por alguns anos.

Cronologicamente foram expe-
rimentados os seguintes animais:

1) COELHOS:

a) Pela técnica de Ulrich e Mc
Arthur(11)

b) Por uma técnica improvisada

Tentou-se inicialmente o prepa-
ro do soro hemolitico, segundo a
tradi¢ao, em coelho. Esse animal re-
velou-se inadequado porque nio s6
produzia hemolisina de baixo titu-
lo, como também de alto poder
aglutinante e a aglutinagdo diminui
0 poder sensibilizante. Titulo obti-
do 1/20.

2) COBAIAS:

a) inoculadas, segundo Noguchi
e Bronfenbrenne

b) por uma técnica improvisada

Obtivemos um baixo rendimen-
to em soro hemolitico como tam-
bém uma hemolisina de baixo titu-
lo (1/20).

3) CAVALO:

a) Usamos uma técnica impro-
visada

b) Mistura de virias técnicas
padronizadas. Titulo obtido 1/40.
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4) MULA:

Usamos uma mistura de vérias
técnicas e obtivemos hemolisina
com baixo titulo.

5) JUMENTO:

O jumento foi o animal que
mais se prestou as imunizagdes, de-
monstrando ser capaz de produzir
anticorpos especificos contra glébu-
los humanos do tipo amboceptor
sensibilizante e sem aquele inconve-
niente de facilitar a aglutinagdo que
interferiria na sensibilizagao dos
glébulos.

ESQUEMA DE IMUNIZACAO

Dois animais foram moculados
com suspensao de hemacias do gru-
po A a 50%, de 7 em 7 dias.

As duas primeiras inoculagoes
foram por via endovenosa (veia ju-
gular) com 50 e 100 il respectiva-
mente. Essa Gltima dose provocou
morte de um animal e “schock “ em
outro. Decorridos 10 dias, 110 sobre-
vivente usou-se a via subcutanea;
sendo injetadas 20, 50 e 100 ml da
suspensao de hemadcias a 50%, de 7
em 7 dias.

Uma sangria de prova foi feita,
e a definitiva 5 dias apA< a dltima
inoculagdo.

Foram obtidos 3 litros de san-
gue cujo soro (1 litro) foi separado
por centrifugagdo e inativado a
560C em banho-maria durante 30
minutos. Depois dividido em por-
¢des de 2,0 thl que foram guardados
em geladeira.

Obtivemos uma hemolisina
com titulo 1/80.

DOSAGEM DE HEMOLISINA
ANTI-HOMEM

TECNICA
1. Prepara-se uma estante com

2 séries de tubos numerados de
la7.

2. No primeiro tubo da la. sé
rie coloca-se 0.2 ml do soro hemo-
liticoe 1.8 ml da solugdo fisiologica
tamponada (solugao salina borata-
da). Wadsworth (12). Nos demais
1.0 ml de solugdo salina boratada.

3. Transfere-se 1,0 ml do lo.
tubo para o 20. tubo, mistura-sc
bem e passa-se 1,0 ml do 20. para o
30. e assim por diante até o 70. tu-
bo do qual se retira 1,0 ml, que ¢
desprezado.

4. Em todos os tubos da 2a. s¢-
rie coloca-se 1,0 ml de hemdcias hu-
manas diluidas a 5%.

5. Verte-se a dilui¢do de hemo-
lisma no tubo correspondente, con-
tendo hemadcias. mistura-se bem por
passagens sucessivas de um tubo pa-
ra outro. Procede-se desta forma
com os demais tubos da série.

Assim as hemdcias estarao sen-
sibilizadas com quantidades diferen-
tes de hemolisina. Ligeira aglutina-
€30 nos tubos onde houver mais he-
molisina poderd ocorrer, ndo consti-
tuindo no entanto nenhuin inconve-
niente.

As dilui¢oes finais de hemolisi-
na sero: 1/10 - 1/20 - 1/40 - 1/80 -
1/160 - 1/320 - 1/640 .

PREPARO DAS DILUICOES
DE COMPLEMENTO

Dilui-se 0,1 ml de complemen-
to de cobaia em 5,9 ml de solugdo
salina boratada (diluigdgo 1/60) e
deixa-se um frasco imerso em gelo
fundente. A partir dessa dilui¢do
preparam-se outras que terao as se-
guintes concentragdes finais: 1/67 -
1/88,5 - 1/111 - 1/137 - 1/176 -
1/231 e 1/300.

Proceda-se "a dosagem da hemo-
l?iiina de acordo com Almeida (1 e
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INTERPRETACAO DA DOSAGEM
DA HEMOLISINA
ANTI-HOMEM

Avaliando-se a intensidade de
hemolise no sentido das concentra-
¢Oes crescentes de hemolisina (grafi-
co abaixo) nota-se que a partir da
diluigdo 1/80 ela permanece inalte-
rada; maiores quantidades de hemo-
lisina ndo aumentaram a sensibilida-

Rev, Pat. Trop. 10(3):181-268, set./dez. 1981

de das hemicias & agdo hemolitica
do complemento. Esta é a “dose de
sensibilizagdo maxima”, Almei-
da(2).

Nas reagdes usamos duas doses
de sensibilizagdo maxima para au-
mentar a avidez das hemicias pelo
complemento, Kent(4 € 5) porque
hemicias, quando sensibilizadas ao
méximo, s3o capazes de evidenciar
quantidades mfnimas de comple-
mento.

GRAFICO

SISTEMA HEMOLITICO ANTI-HOMEM
Dosagem de Hemolisina e sua interpretagdo
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Relagdo entre as quantidades de complemento e de hemolisina necessarias

para 50% de hemolise.

Foram projetados em gréfico
pontos correspondentes a 50% de
hemolise. Estes pontos ligados por
uma linha contfnua formam uma

curva na qual se distingue 3 zonas:

a) Por¢do paralela ao eixo das
ordenadas que corresponde a zona
de sensibilizagdio parcial, ou falta de
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hemélise onde o excesso de comple-
mento compensa a falta de hemo-
lisina,

b) Por¢do paralela ao eixo das
abcissas, que corresponde a zona de
sensibilizagio méxima, onde ocor-
reu 0 mesmo grau de hemolise com
quantidades crescentes de hemoli-
sina.

¢) Porg@o intermedidria da cur-
va, que corresponde 3 zona de su-
pléncia, onde a falta de hemolisina
¢ compensada pelo excesso de com-
plemento.

CONCLUSOES

Do exposto podemos concluir
que € possivel se obter um soro he-
molitico anti-homem preparado em

jumento que poderd substituir o so-
ro hemolitico anti-carneiro.

A conjugagdo desse soro hemo-
litico com hemécias humanas do
grupo A forma um sistema hemoli-
tico capaz de detectar complemen-
to livre.

A introdugdo de um novo siste-
ma indicador hemolitico - o sistema
anti-homem em reagdes de fixagdo
de complemento, roderé simplificar
o método e torna-lo mais cxequivel,
mais barato e mais ficil de ser usa-
do em laboratérios de rotina.

SUMMARY

Type A- human cells can be
used for the inoculation of mules,
in the preparation of the specific
amboceptor, but also in the com-
plement fixation test.

Since it is possible to use the
antihuman hemolytic system.
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