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- ELUICAQ DE ANTICORPOS -
ESTUDO COMPARATIVO ENTRE DCM, ETER E CALOR *

VERA LIUCH#A MEDEIROS DE ALMEIDA #*=

RESUMO

Neste trabalho comparamos resultados obtidos a-
travées de tres metodos de eluicao (DCM, Eter e Calor) e veri-
ficamos a superioridade do DCM em relagao aos outros dois,
pois possibilita uma melhor recuperagao e identificagéo de an
ticorpos. Estes resultados, quandc comparados com a literatu-

ra internacional sao bastantes similares.

¥ Trabalho realizado no Centro de Hematologia e Hemoterapia

do Ceara {HEMOCE).

%3 Farmaceutica Bioquimica do Hospital Geral de Fortaleza

{ INAMPS) e do Hospital Cura D’Ars,
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1. INTRODUGAQ

A demonstraggo dos primeiros anticorpos de gru-
pos sangufneos, se justapge a descoberta do sistema ABO em
1900 por Landsteinere, que incitado pelos trabalhos de San-
dois em 1875 e reconhecendo as diferengas entre espécies,atri
ves do mais simples plano de trabalho permitiu o contato en-
tre entrocitos e soros de diferentes individuos, fazendo, as-
sim, a maior descoberta no campo da Imunohematologia: os anti
genos e anticorpos do sistema ABO (14, 22, 25, 28).

Mais de 20 anos se passaram, quando em 1927 o-
correy a Landsteiner e Lenine que eles eram capazes de reve-
lar ocutros antfgenos de grupos sangu;neos, injetando coelhos
com eritrocitos humanos. Os anticorpos obtidos identificaram
3 novos antfgenos humanos: M, N e P (2, 3, 4, 24).

Anticorpos demonstrando o polimorfismo Rh no ho
mem foram descobertos de 2 maneiras diferentes: Landsteiner
e Weiner (1940-1941), injetaram entrocitos de macaco Rhesus
em coelhos e testaram o soro resultante contra entrocitos hu-
manos. Entrementes, Levine e Stetson (1939) descobriram um an
ticorpo (que subsequentemente provou ser anti-Rh) no soro de
uma mulher que tinha parido recentemente um feto morto (8, 12

Fntre 1946 e 1967 os sistemas de grupos sangui-
neos Kell, Duffy, Diego, Cartwright, Xg, Dombrock e Colton
(26)foram descobertos, em cada caso, com o uso do teste de an
tiglobulina indireto (35), todos eles atraves de DHRN (23) ou
provas cruzadas incompatfveis.

Com a evoluggo tecnolégica, a transfusao de san
gue ganhou espago na medicina e seu uso como nao poderia dei-
xar de ser, veio evidenciar suas complicagaes precoces e tar-

dias, preocupando sobremaneira aqueles que lidam com mais pro
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ximidade com esse problema ~ os imunchematologistas. Logo fi-
cou claro os maleficios e os riscos da terapéutica inerentes
a qualquer medida transfusional terapeutica, dentre outros a-
queles relacionados a injegao de antigenos estranhos com a
subsequente Formag;o de anticorpos (19, 29, 30). Se por um la
do, na transfusao terapéutica raciocinarmos utopicamente com
a possibilidade de transfundir sangue com mesmo Fenétipo do

-

receptor, no que tange a transfusao feto-materno isso e inevi
tavel. Ao contrario, os estorgos tem que ser direcionaods no
sentido de uma conduta pPoFiiética e um acompanhamento crite-
rioso de gestantes e recem-nascidos,com um aparato técnico—cl
entifico capaz de detectar os fatores envolvidos na DHRN e as
segurar uma escolha correta e apropriada na eventualidade de
uma transfusao de troca, de um produto sanguinea, isento do
anticorpo que esta causando tal enfermidade (21).

Um terceiro problema de importancia relevante
| igado a agressSO de eritrocitos por anticorpos sericos, esta
relacionado a anemia hemolitica auto-imune em que o individug
por mecanismos diversos, passa a formar anticorpos contra
seus proprios antigenos (17, 33). Este ¢ um problema crucial
para o imunohematologista, pois a decisao precisa na escolha
do sangue e critica para o paciente e deve-se ter criterios
rigidos nesta determinaggo, necessitando-se de lancar mao de
tecnicas mais sofisticadas.

Desta maneira, fazem-se necessarios desenvolvi-
mentos profundos na area da identiFicaggo de anticorpos de
grupos sanguineos, tornando-se inevitavel uma compreensao
mais extensa da natureza da reacao antigeno/anticorpo (30).

Na sorologia de grupos sanguineos, a interacao
entre os antigenos eritrocitarios e o anticorpo corresponden-
te é normalmente detectada pela observacao de aglutinacao es-

pec{Fica dos eritrocitos (38). A reaggo fundamental e simplei
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mente a combinaggo de ant?genos com anticorpos a qual pode ou
nao ser seguida por aglutinacao.

Antfgenos e anticorpos nao formam pontes cova-
lentes. Ao contrério, a natureza complementar das estruturas
correspondentes no AG e AC, capacita os determinantes antige-
nicos a ficarem em uma estreita aposigao com o sitio de liga-
950 na molecula do anticorpo e entao antigeno e anticorpo po-
dem se manter juntos por pontes intermoleculares relativamen-
te fracas. Estas pontes incluem: cargas opostas de grupos io-
nicos, pontes de hidrogenio, pontes hidrofobicas e forgcas de
Van Der Waals (13, L7).

0 conhecimento dos efeitos destas varias condi-
gées fisicas na Fixaggo do anticorpo, pode ser util para o imu
nohematologista, pois desde que a combinaggo do AC com seu AG
e uma reacgao quimica reversivel, uma alteracao destas condi-
gaes pode resultar na Iiberagéo do AC (13).So0b condiqaes ad-
versas, o complexo AG-AC se quebrara e o AC sera liberado no
meio circundante (eluato)} (33)

Portanto, a eluiggo e um metodo pelo qual o AC
que ja tinha formado o complexo AG-AC com o AG correspondente
¢ liberado e recuperado (9, 10)}. A adsorcao pode ter sido ”in
vivo” (Por exemplo: anto—imune) ou “in vitro” e existem va—
rias razoes para se realizar uma eluiggo (35).

1) demonstrar e identificar o AC nos eritroci-
tos da crianca com DHPN se o soro da mae € inacessivel,o elua
to pode ser usado para as provas de compatibilidade de exsan-
guineo—transfuséo (15).

2) para demonstrar e identificar o AC que esta
produzinde um teste de Coombs positivo na anemia hemolitica
adquirida ou em suspeitas de reacao transfusional (7).

3) para produzir pequenas quantidades de prepa-

racoes de AC isoladas apos a mistura de AC ter sido separa-
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da por adsorgéo as celulas de fenotipo apropriado.

4) para liberar eritrocitos de AC adsorvidos Qgg
ralmente auto-AC, ativo a frio), deixando-os assim disponiveis
para testes posteriores ou para auto~absorggo de soro.

5) para demonstrar que,células adsorveram um AC
¢ consequentemente possuem o AG,apesar de nao aglutinarem com
o AC correspondente. Isto geralmente ¢ feito com AG fraco do
sistema ABO.

Varias tecnicas tem sido desenvolvidas ao longo
dos anos, na tentativa de se alcancar a melhor qualidade na
| iberagao de anticorpos adsorvidos.

Este trabalho portanto se propoe a um estudo
comparativo de 3 técnicas diferentes,no sentido de se investi
gar a eficacia de cada uma em particular,e de se obter tnforma

coes proprias de nossa experiencia de trabalho e uma adapta-

cao satisfatoria ao nosso meio.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 03 amostras de hemacias de pa-
cientes portadores de AHAIl por auto-anticorpos quentes e 10
amostras de hemacias sensibilizadas por alo-anticorpos quen-
tes “in-vitro”.

Foram preparados eluatos de 3 amostras simulta-
neamente, em igual quantidade de celulas sensibilizadas e tes
tadas pelos tres metodos de eluicao:

1) DCM - Dichloromethane - CH,C!l,, bp 39,75C

$.8. Ellisor, L. Papenfus, E. Sugasawara, and
R. Azzi. ARC Blood services, Central CaiiFéK
nia Region, San Jose, CA (11).

2) ETER - éter etilico anidro (31)

Tecnica modificada por Marsh.
3) CALOR - Tecnica de Landsteiner — Miller (16)

Tentativas foram feitas para recuperar estes an
ticorpos por eluiggo e identifica-los atraves de um painel de
hemacias (procedencia Santa Catarina, contendo 12 hemacias il
po O+, com antigenos de maior significancia clinica) (1, 5) e
a seguir, testes de anti-gama glubulina humana (procedencia

biotest) (18, 37).
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3- RESULTADOS

Das 13 amostras examinadas, em 8 delas (He - 3,
4, 6, 8, 9, 10, 11, 12), a tecnica de eluicao pelo DCM moss
trou-se superior na recuperaggo e na identificagao dos anti-
corpos.,

Na hemacia n? (13) houve melhor recupefaggo dos
AC pela tecnica do DCM, mas, em nenhum dos metodos foi possf—
vel a identificaggo dos mesmos.

Nas He (1, 2, 5, 7) a tecnica, pelo DCM foi se-
melhante a do eter. Em todas as amostras, ambas as tecnicas
(DCM e ETER) mostraram-se superiores a tecnica de Landsteiner
(calor).

(Vide tabela | anexa).
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4. DISCUSSAQ

Diversos meétodos de eluicao de anticorpos tem
sido usados em imunchematologia por muitos anos,utilizados de
modo diferente pelos diversos |aboratorios de referencia, se-
gundo sua experiencia propria. Os metodos mais populares tem
sido: o calor, a utilizagso de alcool, eter, acido e, desde
1982, a utilizaggo do DCM (diclorometano) (11). Na presente
pesquisa, tivemos como objetiVOeacomparaqao de 3 destes meto-
dos (calor, eter e DCM) com relaggo a sua eficacia no que diz
respeito a recuperacgao de anticorpos.

Surpreendentemente, encontramos poucos traba-
lhos comparativos na literatura. Hughes Jones et alli realiza
ram um trabalho comparativo em 1963, relacionando os meritos
do metodo de Landsteiner e Miller (1925) (16) (eluigao pelo
calor), com aqueles de eluigao pelo eter (Rubin, 1963) (31},
pelo alcool (Weiner, 1957) e com metodos de eluiggo acida.Hu~-
ghes Jones defende os metodos de eluigao acida como os melho-
res na recuperaqao de anticorpos, mas deve-se salientar que o
mesmo estudou apenas anticorpos anti-D, nao estudando outros
especificidades que podem apresentar resultados bem diversos.

0s diversos autores concordam que a eluiggo pe—
lo calor (apesar das modificagoes sugeridas por Marsh, 1977),
produz um eluato bem mais fraco que o encontrado atraves da

eluicao pelo eter. Sublinham-se, porem, as grandes desvanta-

gens do eter: tendencia a ferver durante o aquecimento e a
possibilidade de explosgo.
Qutra desvantagem e a insensibilidade do metodo

para eluir Anti-S8s (Bueno, 1979), alem do risco de criar hébi
to na aspiragao do eter no pessoal tecnico do laboratorio.

Na presente pesquisa confirmamos a superiorida-
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de do eter em relaggo a eluiqgo pelo calor, notando-se uma ni
tida supremacia na recuperag;o dos anticorpos e na qualidade
do eluato. A tecnica de eluiqgo pelo DCM, porém, mostrou-se
em nosso trabalho incontestavelmente superior aos outros 2 mé
todos, tanto na Pecuperag;o de anticorpos conhecidos em hema-
cias previamente bloqueadas, como na identificagao de anticor
pos no eluato de pacientes portadores de A.H.A.I. (20, 27,34)

Em relagao a tecnica de eluig50 (36) pelo Diclg
rometano (DCM), diversos pesquisadores ja demonstraram sua su
perioridade em relacao a outras tecnicas. Ellisor e colabora-
dores (1), em 1982, demonstraram que o DCM fornecia eluatos
superiores, ou no minimo iguais em qualidade, aqueles forneci
dos pelas técnicas do eter, xylene, cloroformic e outras em
no minimo 58,8% das amostras testadas (32). Em todos os casos
testados (sejam de hemacios sensibilizadas “in vivo” por auto
anticorpos ou bloqueadas “in vitro”) o DCM fornece eluatos
com uma quantidade de anticorpos demonstravel e aceitavel.

Tal fato foi nitidamente reproduzido em nosso
trabalho (vide tabela | anexa). A eluigso pelo DCM moestrou uma
maior capacidade de recuperaggo de anticorpos, possibilitando
assim uma melhor caracterizacac dos mesmos.

Aliando-se a isto o menor consumo de tempo na
realizaggo do metodo, a facilidade de seu emprego e os custos
financeiros reduzidos,temos no DCM uma excelente opg;o tecni-
ca e financeira. Uma unica ressalva deve ser feita quanto a
tendencia a fervura do material, quando aquecido a 56%c, ten-
dencia esta facilmente interrompida, retirando-se o tubo do
banho-maria. Por outro lado, o DCM nao reguer precaugaes as—
peciais para estocagem, podendo ser mantido a temperatura am-
biente sendo seu emprego mais seguro do gue o do eter ou do
xylene, por exemplo.

Por tudo isto, cremos que o DCM deve ser intro-




?

)

J ) )

10

duzido nos diversos laboratorios especializados, bancos de
sangue e hemocentros como a tecnica de escolha para a realiza
cao de eluatos (6).

0 numero de amostras estudadas foi pequeno, de-
vido a exiguidade de tempo, a de pacientes portadores de AHAI
e a de anti—53ros especfficos para a sensibilizagso das hema-

rr

cias “in vitro”,

No entanto, pretendemos, para o futuro, aumen-
tar a amplitude da pesquisa a fim de conseguir maior consistéﬂ
cia nos resultados, que apesar de obtidos em um universo res-—

trito foram semelhante” aos descritos na |literatura internacig

nal.
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5. CONCLUSAQ

A eluiggo de anticorpos eritrocitarios e um re-
curso imunohematolégico extremamente importante. A qualidade
e quantidade dos anticorpos eluidos sao fatores criticos para
uma boa identificacao e consequentemente dependem da melhor
tecnica utilizada.

Concluimos que:

a) A eluiggo pelo DCM e superior a do eter e do

-~ - . ~
calor, mais economica, de facil execugao e e

realizada em tempos mais curtos.

b) A eluigao pelo éter embora seja satisfatoria

e superior a do calor, tem possibilidade de

ebulig;o a 562C e o perigo de explosao.

c) A eluicao pelo calor e menos sensivel que as

demais.,
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6. SUMMARY

In the present work, we tried to demonstrate
the superiorty of one ellution method (DCM) in relation to
the others (Heat and ether methods). Our results showed a net
superiority of the firstone, allowing a better recuperation
of antibodies. We compared our findings with those related in

the international literature and they were quite similar.
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