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A HEMAGLUTINACAO PASSIVA NA PESQUISA DE
ANTICORPOS ESPECIFICOS PARA ANTIGENO
EXTRAIDO DE FIBRAS DE ALGODAO*

INTRODUCAO

Alguns trabalhos sdbre o fendémeno da aglutinacdo de particulas iner-
tes em cuja superficie foram adsorvidos determinados grupos quimi-
cos 17 e os estudos de Eagle e Vickers® sdbre a natureza da reagdo
quimica entre o acido diazo-sulfanilico e proteinas, tornaram possivel o
trabalho de Pressman, Campbell e Pauling #* sdbre a conjugacdo de pro-
teinas a superficie de hemacias tratadas pela bis-diazo-benzidina (BDB).
Posteriormente, Jacobs e colaboradores ** estudaram o efeito do acido ta-
nico na superficie de certos elementos celulares. Seguiram-se, entdo, nu-
merosos trabalhos sobre a adsor¢do de antigenos de origem bacteriana ou
ndo e de natureza polissacaridica ou proteica, a superficie de hemacias
tratadas pelo acido tanico ou pela BDB e subseqiiente aglutinacdo déstes
por anticorpos especificos 1. % 8. 1. 20, 25-27, 32 Todo éste conjunto de inves-
tigacoes parece ter levado ao conceito geral de que os polissacaridos
adsorvem facilmente a superficie de hemacias ndo modificadas, enquanto
para a adsorcdo dos antigenos de natureza proteica é necessario um trata-
mento prévio com Aacido tanico* ** ou com bis-diazo-benzidina.

O objetivo imediato do presente trabalho é apresentar os resultados
obtidos numa tentativa de padronizar as condi¢cdes para a execucdo da
hemaglutinacdo passiva de hemacias de coelho sensibilizadas com um anti-
geno extraido das fibras de algoddo cardado, apés tratamento com Aacido
tanico, BDB e sem qualquer tratamento prévio.

Objetivo mediato seria estabelecer um método sorologico que permitisse
titular, no sOro de individuos que apresentem quadros de bissinose, anti-
corpos antifibras de algodado, tentando estabelecer uma correlacio entre
aquéles titulos e a gravidade do quadro clinico.
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MATERIAIS E METODOS

Hemdcias de coelho — Usaram-se na reacdo hemdcias de coelho,
obtidas de sangue déste animal colhido com todos os cuidados de assepsia
em 1,2 volumes de solucdo de Alserver modificada ?, esterilizada em auto-
clave a 120°C durante 15 minutos. As hemacias eram sempre envelheci-
das durante 3 dias, na geladeira a 4°C. Passado o tempo de envelheci-
mento, as hemdcias foram lavadas, trés vézes, em solucdo salina nio tam-
ponada a 0,85%, ressuspensas nesta mesma solu¢io de modo a obter-se
uma concentragdo de 3% e usadas no mesmo dia. A solucdo de Alserver
permite a conservacdo das hemacias a 4°C durante duas semanas, no ma-
ximo; quando se mantém durante mais tempo tornami-se muito frageis, o
que prejudica o tratamento com acido tanico que, por sua vez, também con-
tribui para o aumento da fragilidade globular, além das falsas reacdes
positivas que ocorrem. A suspensao de hemacias a 3% era padronizada
em fotocolorimetro.

Solucoes salinas tamponadas — As soluces salinas usadas na rea-
¢do foram preparadas a partir de solugées 0,3 M de NaH.PO, .2H.O ¢
Na,HPO, . 7TH.O de modo a obterem-se solugdes 0,15 M com pH = 64 ¢
pH = 7,2

Diluentes — Os diluentes usados em todas as experiéncias foram os
seguintes: solu¢do salina ndo tamponada a 0,85% que chamamos de solu-
¢do salina normal; solugdo salina tamponada, pH == 6,4, usada para dilui-
cdo do antigeno; solucdo salina tamponada, pH = 7,2, usada para lava-
gem das hemdacias de coelho antes da sensibilizagdo com o antigeno,
solucdo salina normal com 1% de sdro normal de coelho usada para
diluicdo dos sbros de coelho a titular; solucdo salina normal com 0,4% de
soro normal de coelho para lavagem das hemacias depois de sensibilizadas
pelo antigeno.

Acido tanico — No inicio de cada experiéncia foram preparadas solu-
¢Oes de Aacido tinico em solug¢do salina normal a partir de uma solucado
mde de concentracdo igual a 1:2.000 que se conservava na geladeira a
4°C durante 15 dias; passado éste tempo, preparava-se nova solugdo mae.
Foram usadas varias diluicdes de acido tanico.

Bis-diazo-benzidina — Preparou-se dissolvendo 0,23 g de Dbenzidina
em 45 ml de 0,2 N HCI e adicionando uma solucdo de 0,175 g de NaNO,
em 5 ml de agua destilada. E essencial que a temperatura desta mistura
seja mantida a 0°C durante o periodo de 30 minutos em que se processa
a reacdo quimica. Para conservar a reatividade da bis-diazo-benzidina,
assim preparada, conservou-se esta a —68°C''. A partir da solugdo mie
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preparou-se a solucio de uso, juntando a 7 ml de solugdo salina tampo-
nada, pH = 7,2, a 0,5 ml da solugdo de benzidina.

Antigeno — Foi preparado um antigeno, a que chamamos AG I, se-
gundo técnica descrita por Cavagna e Finulli ®.

Soro de coelho — O soOro imune foi obtido de coelhos submetidos &
inalacao de particulas de algoddo, em ambiente fechado, durante 1,30 horas
por dia, por um periodo de 30 dias. Féz-se uma sangria de todos os
animais antes de iniciada a imunizacdo. Depois que esta se iniciou, fize-
ram-se sangrias repetidas cada 10 dias, a partir do 5.° dia, até ao 55.° dia.
Antes de usados, todos os sOros foram inativados a 56°C durante 30
minutos.

Tratamento das hemacias pelo dcido tdnico — A suspensdo de hema-
cias a 3% f{foi posta em contacto, volume a volume, com as diluicdes de
acido tanico durante 13 minutos a 37°C e a 4°C. Em seguida, as hemacias
foram centrifugadas a 1.500 RPM durante 15 minutos e lavadas com solu-
¢do salina tamponada, pH =— 7,2; ap6s nova centrifugacdo a 1.300 RPM
durante 5 minutos o sedimento de hemdcias foi ressuspenso em solucdo
salina normal de modo a obter-se a suspensio a 3% usada nas reagdes.

Sensibilizacdo das hemdcias taninizadas — As hemdcias taninizadas
foram sensibilizadas com varias diluicdes do antigeno na proporcido de 1
volume de hemdcias para 4 volumes de antigeno, a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Em seguida, féz-se uma centrifugacdo a 1.500 RPM
e uma lavagem com solucdo salina normal com 0,4% de séro normal de
coetho. Repetiu-se a operacdo anterior mais uma vez preparando-se, no
final, a suspensdo de hemadcias a 3¢¢ em solucdo salina normal com 0,4%
de soro normal de coelho.

Sensibilizacdo de hemdcias tratadas pela BDB — Diluiu-se o anti-
geno a 0,19 em solugdo salina normal e para cada 2 ml desta diluiciao
adicionaram-se 1,6 ml de solucio salina normal, 0,05 ml de papa de hema-
cias lavadas e diferentes volumes da solucdo de BDB. Depois de uma
leve agitagdo, deixou-se a mistura a temperatura ambiente durante 15 mi-
nutos e, centrifugou-se a 1.500 RPM durante 5 minutos. Ressuspendeu-se
o sedimento em 3,5 ml de solucio salina normal com 1% de s6ro normal
de coelho. Nova centrifugacdo seguida de ressuspensdo final das hema-
cias em 2,5 ml de solugido salina normal com 1% de s6ro normal de coelho.
Foram feitas experiéncias para verificar o modo como se processava a sen-
sibilizacdo a 4°C e a 37°C, sempre, durante 15 minutos.

Técnica da reacdo — Numa série de tubos de hemolise 12 X 75,
colocaram-se 0,5 ml das diversas diluigoes de sdro (fator de diluicdo 2)
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e 0,05 ml da suspensdo de globulos sensibilizados com AG I; os resulta-
dos obtidos se referem ao uso de hemdacias sem qualquer tratamento previo,
apos tratamento com é&cido tanico e com BDB. Foram usados os seguin-
tes contrbles: hemadcias normais, em salina e soro normal de coelho; hema-
cias taninizadas, mas niao sensibilizadas, em salina e séro normal; hema-
cias taninizadas e sensibilizadas, em salina e sdéro normal; hemacias trata-
das pela BDB, mas ndo sensibilizadas, em salina e sOro normal; hemacias
tratadas pela BDB e sensibilizadas em salina e soro normal. A leitura
dos resultados foi feita de acdrdo com o critério adotado por Stavitsky *7,
no que diz respeito ao aspecto da hemaglutinacdo. Fixou-se a tempera-
tura ambiente e o periodo de 12 horas como condi¢bes para a leitura
final. Consideramos como titulo hemaglutinante a reciproca da maior di-
luicdo do sdro a que correspondesse uma leitura de + +.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fizeram-se experiéncias tendo em vista verificar o efeito do tempo e
temperatura de incubagdo na sensibilizacdo de hemacias de coelho, sem
tratamento prévio, por varias dilui¢gdes do antigeno AG 1. Nestas expe-
riéncias, a sensibilizacio foi feita misturando-se uma parte da suspensao
a 10% de hemacias de coelho com quatro partes de diferentes dilui¢cbes
do antigeno e incubando-se as misturas, tomadas em duplicata, a 37°C
durante 2 horas e a 4°C pelo mesmo periodo de tempo. A concentragdo
da suspensio de hemdicias usada na reacdo foi, neste caso, de 1%. Os
dados ilustrando os resultados das experiéncias sdo apresentados nas
Tabelas 1 e 2.

TABELA 1 — Sensibilizacio de hemacias de coelho por varias diluigdes
do antigeno durante 2 horas a 37°C

Reciproca das diluicbes do séro de coelho
Dili}licao Controéles
Antigeno
4 8 16 32 64
10—1 + ++ + ++ ++ + 4+ + + - -
10—* ok k ok + + + - ;-
!
10—7{ —_ — — — pa— l —
10—+ - - - - - -
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Os resultados apresentados mostram que, para as condi¢des em que
foram executadas as experiéncias, as diluigdes 107* e 1072 permitiram
evidenciar, no séro de coelhos imunizados, anticorpos em titulo de 1:16.
Comparando é&stes resultados com os apresentados na Tabela 2 pode con-
cluir-se que, das temperaturas escolhidas, foi a de 37°C a que melhor re-
sultado deu na sensibilizagdo das hemdcias sensibilizadas pelo antigeno,
sem qualquer tratamento prévio.

TABELA 2 — Sensibilizacao de hemacias de coelho por varias dilui¢oes
do antigeno durante 2 horas a 4°C

Reciproca das diluicdes do soro de coelho
Dll\’ucao Controles
Antigeno
4 8 16 32 64
10—1 + + - - - -
102 + - - — — -
10— - - - - - -
10—+ - - — - — -

Numa segunda fase estudaram-se as condi¢des de sensibilizagdo de
hemacias de coelho por diversas diluicdes do antigeno, apos tratamento
daquelas com concentragdes variaveis de acido tanico. Os resultados ano-
tados nas Tabelas 3 e 4 permitem algumas conclusoes.

Em primeiro lugar, o tratamento das hemacias pelo &4cido tanico pa-
rece permitir uma sensibilizacdo mais adequada quando se faz a 37°C. Em
segundo lugar, pode verificar-se que ¢ importante para um tratamento
adequado das hemacias o uso de determinadas concentracdes de acido tani-
co; em nossas experiéncias o uso da diluicdo de 1:2.000 de acido tanico,
tal como ja tinha sido verificado por outros autores?"?:, ocasiona um
certo grau de hemolise, além de ndo permitir uma adequada sensibilizagao.
Esta opera-se em condi¢des o6timas usando acido tanico diluido a 1:200.000,
parecendo as dilui¢des do antigeno a 10~* e 10~* as mais adequadas para
evidenciarem maior titulo de anticorpos. Deve-se notar que os titulos de
anticorpos obtidos nesta série de experiéncias foram ligeiramente mais
elevados do que os conseguidos com hemdcias ndo tratadas; apesar do
antigeno usado ser de natureza polissacaridica ®, nossas experiéncias pare-
cem demonstrar que o tratamento pelo acido tanico permite obter melho-

res resultados, ao contrario do que referem alguns autores? 7. 1619, 25,
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TABELA 3 — Sensibilizacdo de hemacias de coelho por varias diluigbes do antigeno
depois de tratadas com acido tanico durante 15 minutos a 37°C

Reciproca das diluicoes do sdoro de coelho
Dil. inicial Diluicao
acido tanico Antigeno Controles
4 8 16 32 64
1:2.000 10— ++ = - =2 - -
10—: ++ - — — — -
10—3 ++ = - - = -
10—+ ++ - - — - ~
1:20.000 10— +++ ++ — - - -
10—: +++ ++ + =+ ! - -
10—3 +++ ++ ++ = I = =
10—+ +++ +++ A + - =
i :
|
|
1:200.000 101 ++++] +++ ++ ++ - -
10-2 ++++| +++ +++ ++ = =
10-3 ++++ | +++ ++ — - -
10— +++4+| +++ ++ = I = s
TABELA 4 — Sensibilizagdo de hemacias de coelho por varias diluicdes do antigeno
depois de tratadas com acido tinico durante 15 minutos a 4°C
Reciproca das diluicées do séro de coelho
Dil. inicial Diluicao .
trol
acido tanico Antigeno ontriles
4 8 16 32 64
1:2.000 10— +++ 4+ = = - =
10-2 ++ 4+ +++ + - - —
10—% +4++ +++ + - - -
10—+ +++ ++4+ + - - e
1:20.000 10— +++ +4++ ++ + - =
10—: +++ ++ ++ - - -
10—3 ++ + + + == - =
10—+ +++ + + - - -
1:200.000 10—1 ++++] 4+ + - - -
10-: +H++| A+ ++ + - =
10—3 ++ ++ + + - —
10—+ ++ ++ + + - -
]

Os resultados da hemaglutinacdo passiva de hemacias de coelho tra-
tadas com BDB sdo apresentados nas Tabelas 5, 6 e 7. Foram estuda-
das as condi¢cBes em que se operava a reacdo, ndao s6 em relagdo a tem-
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peratura, como as concentracbes de BDB e de antigeno, usadas. Pode
verificar-se que se obtiveram titulos mais elevados com a sensibilizacdo das
hemacias com 0,15 ml de BDB, diluicio a 10~* ou 10~* do antigeno e a
temperatura ambiente.

TABELA 5 — Sensibiliza¢io de hemacias de coelho com varias quantidades de
BDB durante 15 minutos & temperatura ambiente

= Reciproca das diluicoes do sorc de coelho
- Diltuicao
Quantidade A
Antigeno Controles
BDB (ml) AG 1
’ 4 8 16 32 64
0,10 10-1 + + - - - -
102 + + - - - -
10--# + -+ - — — -
104 + + - - - -
0,15 10-1 ++++ | FEEH] 4 + - -
10—+ +H+ 4+ FH++] + - -
103 + + + + - - - -
104 hemdlise | hemdlise | hemélise | hemolise | hemolise | hemolise
0,20 101 hemsdlise | hemolise | hemélise | hemolise ] hemdlise | hemélise
10—2 - “ - - " ”
10—3 " . v . v »
10—+ I “ . . v o ”

Como ja tinha sido verificado por outros autores ** % % ¢ necessaria
uma adequada proporgdo entre a concentracio de BDB e antigeno, na au-
séncia da qual se da a hemélise dos globulos. Isto foi observado ndo sé
com 0,20 ml de BDB e qualquer dilui¢io do antigeno, mas também com
0,15 ml de BDB e altas diluicdes do antigeno; quando a sensibilizacao
foi feita a 37°C s6 o excesso de BDB ocasionou a hemolise.

Os resultados obtidos nestas experiéncias parecem sugerir que o an-
tigeno extraido das fibras de algoddo, usado na reacdo, ¢ um composto
contendo grupos aminicos (hexosamina), uma vez que a conjugacio diazo
s6 ¢ possivel na presenca de radicais nitrogenados livres *®. Suportando
esta hipotese temos o resultado da dosagem de azdto total feita no anti-
geno AG 1, que atingiu o valor de 6,8 mg%. Neter e colaboradores * obti-
veram de lipopolissacaridos de enterobacteridceas componentes hexosami-
nicos, cuja dosagem em azdto variava entre 5 e 9 mg%. Estes dados talvez
possam sugerir que o antigeno por nds usado possua aquéles grupos, po-
dendo estar relacionado com endotoxinas de bactérias Gram-negativas,
eventualmente, contaminando as fibras do algodao & 2 2 33. 34,
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TABELA 6 — Sensibilizacdo de hemdcias de coelho com vérias quantidades
de BDB durante 15 minutos a 4°C

Reciproca das diluicdes do sdéro de coelho
Quantidade Diluicéo . R
EDB (ml) Antigeno Controles
4 8 16 32 64
0,10 10— + + - - - -
10— ++ ++ + = - =
10—3 ++ + + + - - -
10—+ + + = = ke —
0,15 10— ++++| ++++ +++ & =2 ==
102 hemélise | hemélise | hemélise | hemélise | hemélise | hemdélise
lo_; ” ”» ” » . »
10_. ” ”» ” o v
0,20 10—1 hemodlise | hemélise | hemélise | hemdlise | hemdlise | hemodlise
10 - ” ”» ” ” ” »
10—3 v ” »”» ”» » -
10—+ v v ”» - » -

TABELA 7 — Sensibilizacdo de hemdcias de coelho com vérias quantidades
de BDB durante 15 minutos a 37°C

Reciproca das diluicdes do sdro de coelho
Quantidade Diluicdo . .
BDB (ml) Antigeno Coutriien
4 8 16 32 64
0,10 10— + + - - — —
10— + * = - - -
10— + + - - - -
10—+ + + = = = -
0,15 10— + + = - = —
10-: + + - —_ - -
103 + + &= = = =
10—+ + + - — - -
0,20 10— hemélise | hemdlise | hemdlise | hemdlise | hemdlise | hemdlise
10 -— ” ” ” ” » "
10_ 3 ” ” ” ” ” »»
10 - ” ” ” ” »”» »

O Grifico mostra os resultados de uma experiéncia pela qual pode
verificar-se que os titulos hemaglutinantes subiam rapidamente durante o
periodo em que os animais permaneciam em processo de imunizagdo, para
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logo sofrerem uma queda rapida, uma vez que aquéle era suspenso. De-
pois de 55 dias a reacdo de hemaglutinagao ndo permitia revelar qualquer
taxa de anticorpos.
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Grafico — Titulos hemaglutinantes do séro de coelho imunizado mediante

inalacdo de fibras de algodio.

RESUMO

Foi descrita uma reacdo de hemaglutinacdo capaz de demonstrar anti-
corpos no sdro de coelhos imunizados mediante inala¢io de fibras de aigo-
dao. Nesta reacdo foram usadas hemdcias de coelho e hemdcias com
acido tanico e bis-diazo-benzidina, posteriormente sensibilizadas com um
antigeno extraido daquelas fibras. Sugere-se a natureza hexosaminica do
antigeno e sua possivel relagdo com endotoxinas de bactérias Gram-nega-
tivas, eventuais contaminantes das fibras de algodio.

SUMMARY

A hemagglutination test for demonstrating antibodies in sera of rabbits
imunized by inhalation of cotton fibers was described. This test involves
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the use of rabbit red cells coupled to an antigen obtained from those fibers,
after treatment with tannic-acid and bis-diazo-benzidine. Normal erythro-
cytes without any treatment were also used. The experiments sugest the
hexosaminic nature of the antigen extracted and its possible relation with
endotoxin of Gram-negative bacteria from cotton fibers.
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