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USO DA PAPAINA NA PESQUISA DE ANTICORPQS [RREGYLARES EM DOADORES DE SANGUE=*

Vilany Franco Pereira da S$ilva*

Pesquisa realizada em 200 doadores de sangue do Centro de He-
matologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE), introduzindo o uso da papaina

obtida a partir do leite do mamao, para detecg3o de anticorpos irregulares.

[ - INTRODUCAO

Em 1947, Morton e Pickles, introduziram as técnicas enzima-
ticas para detecgao de anticorpos incompletos(7). A maioria dos anticorpos
naturais sao do tipo IgM e completos(aglutinam em salina), os imunes s3o 136G
e incompletos {n3o aglutinam em salina). Para a deteccio de tgG,devemos usar
artificios tais como: o aumento da concentracio proteica do meio,pelas tecni

cas de albumina, antiglobulina humana e enzimas proteollticas(2).

* Trabalho realizado no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara(HEMOCE).
% Farmac@utica da Universidade Federa] do Ceara, lotada no Centro de Hemato-
logia e Hemoterapia do Ceard(HEMQCE).




As enzimas mais utilizadas nas investigagoes imunohematologi-
cas saop: a Bromelina (obtida do abacax, Apapds sativus), a Ficina ‘521115
ChpicA ) £ a Papaina (do mama@c Carica papaia) (1)(2)(26)(30). Todas

com agao proteclitica, agindo a nivel da membrana globular, reduzindo o po-

tencial Zeta em salugao salina isotdnica, depois de modificar os s{tios an-
tigenicos, pela remocdo dos grupamentos carboxilicas doacido sialico da su-
perficie das hemacias(5-21-27-28).

As técnicas enzimaticas sao sensiveis para deteccao de anti-
corpos anti-Rh, bem como para outros anticorpos incompletos, embora os re-
ceptores de células vermelhas M,N,S,Fya,Fyb, e Xga sejam por elas destrui-
das(22) (26) (27). Tr.

Neste tocante a utilizagao das enzimas, facilitarda em parte
a identificacao de anticorpos irregulares quando ndo positivos pela reacao
enzimatica.

A finalidade do presente trabalho, foi testar a possibilidade
do emprego da técnica de obtencac da papaina, diretamente do mamdo papaia e

estudar a viabilidade na pesquisa de anticorpos irregulares.

]

[l - MATERIAL E METODOS y

Soro obtido a partir de amostra$ de sangue, coletados aleato-
riamente de 200 doadores de sangue do Centro de Hematologia e Hemoterapia
do Ceara(HEMOCE), para pesquisa de anticorpos irregulares.

A referida pesquisa foi-feita por técnicas enzimaticas, em
paralelo com a ja tradicionalmente usada, TC| ou antiglobulina humana. A en-
zima utilizada, foi a papaina colhida do mamdoc verde, por escoriagdes super-
ficiais leves(29). A coleta foi feita em placa de Petri e desidratada em es-
tufa a 379 C por 48 h, até completa secagem. Trituramos em um gral e prepa-
ramos uma solugao a 1%, em salina fisioldgica a 0,9%, o PH foi 5,8(12-15).Co-
locamos em B.M. a 379C durante | hora agitando varias vezes., Dividimos em
pequenas aliquotas e guardamos em freezer a-209C. A solucdo permaneceri es-
tavel durante 4 meses aproximadamente(1). Para usa da solugdo de papaina
realizamos uma curva de atividade enzimatica Figura(l), sendo a mesma re-

petida a cada nova solugao de papaina preparada.
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Preparamos um '""Pool" de sangue 0% do dia e papainizamos as he-
macias (1 gota de papaina para 1 gota de hemacia).

Em 15 tubos previamente numerados, colocamos 1 gota de  hema-
cia papainizada mais 2 ml de salina 0,9%. [ncubamos por 15 minutos a 379C,cro
nometramos, a cada minuto retiramos um tubo em ordem crescente. Apds os 15 mi
nutos centrifugamos todos os tubos, decantamos a salina parcialmente. Retira-
mos 01{umad)gota da hemdcia papainizada e colocamos em tubo de hemolise com 2
(duas} gotas de soro previamente testado como positivo com antiglobulina hu-
mana.

Centrifugamos 20 s a 3.500 rpm, anotamos os resultados da aglu
tinacdo de 0 a + &4 Fig. . A observagdo da leitura é macroscdpica.

- TECNICA DO EMPREGO DA PAPAINA -

Para deteccao de anticorpos em nossa pesquisa.

19) - Dilufmos a solucdo estoque de papaina de 1:20(20)(26).

29) - Preparamos um "'Pool’ de 07 de sangue do dia.

39) - Papainizamos as hemacias (1 gota de pool de 0" para uma
gota de papaina.

49) - Colocamos 1 gota de hemdcia papainizada em tubo de hemo-
lise e levamos ao B.M, por 2 minutos (tempo ideal por
nés considerado).

5¢) - A seguir colocamos 2 gotas de soro do doador, centrifu-
gamos por 20 s a 3.500 rpm, lemos macroscopicamente  em
espelho concavo. A sensibilidade do teste para diversos
tipos de anticorpos esta expresso na tabela 2. Todos os
nossos soros examinados pelo teste da papaina, foram
submetidos ao teste de Coombs como grupo controle,

Utilizamos soros de pacientes com anticorpos irregulares tes-

tado pelo TCI como positivo.
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I'11= RESULTADO

Em nossos testes a atividade melhor observada foi de 1 a 3 mi-
nutos,

Dos 200 doadores examinados para pesquisa de anticorpos Iirre-
gulares pelo método das hemacias papainizadas, 100% apresentaram resultados
negativo.

As mesmas amostras de soro submetidas ao teste de "Coombs'!
indireto, mostraram idénticos resultados (controle negativo).

Quando a técnica pela papaina foi empregada em soros inicial-
mente positivos pelo TC! houve conflrmacac dos anticorpos irregulares (con-
trole positivo).

Obtivemos resultados positivos de pesquisa com hemacias papafl-
nizadas com pacientes com Lupascujo anticorpos irregulares antidLeb e an-

ti-s havia sido identificado previamente por antiglobulina humana.
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V - CONCLUSAO

Devido a pequena mostragem de doadores, nao encontramos
presenca de anticerpos irregulares em nenhum dos testes examinados.

Mesmo com a simplicidade na preparacac da papafna, sem
uso da L-cisteina e do tampao de Sorensen n3o tivemos dividas quanto & ati-
vidade da papaina nas reacOes realizadas, pois outros testes foram feito
em pacientes ja comprovadamente positivos para anticorpos irregulares,

Estes resultados iniciais nos animaram a colocar em cre-
dibilidade os resultados com uso da papaina para pesquisa de anticorpos
irregulares obtida de modo simples ea;baixo custo, incentivando-nos a con-

tinuar nosso trabalho para ampliagcac da amostragem.




IV - DISCUSSAD

T A vantagem de enzimas tratadas para detecgao de anticorpos ati
picos, & bem conhecida(k}.

Trabalhos tem mostrado o largo emprego da papaina em comple-
mentagac as técnicas com albumina, antiglobul{na humana, muitas vezes com me-
lhor realce, frente a anticorpos raras, como no caso do anti-Holley detecta-
do apos uma transfusao de sangue incompativel(3).-

Diferentes técnicas sempre evidenciando a importancia do  uso
da papafna frente a determinados metodos de pesquisa € bem mostrado na Jlite-
ratura(8-9-10-17-18-19-23-24-25-).

Na anemia AHA! também sua agac estd comprovada frente as
técnicas enzimaticas(1T1).

Em sistema ABQ e Rh as enzimas mostram sua importancia na de-
teccao de anticorpos naturais, imunes ou adquiridos(6-13-14-16).

Diante de tantas evidéncias & imprescindivel o uso de enzimas

em nossos estudos.




SUMMARY

We studied 200 blood donnors from Hematology
and Hemoterapy Center,
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