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RESUMO

Objetive: Comparar a atividade enzimatica de diferentes apresentagdes de solugéo de papaina
para validagéo de preparados in-house. Métodos: Foram preparadas duas solugdes de papaina,
e a terceira apresentagao tratou-se de uma solucédo comercial. Os testes comparativos das
reagdes enziméticas foram realizados com amostras de hemdcias tipadas como RhD fraco.
Resultados: As solucdes de papaina preparadas in-house apresentaram reatividade enzimatica
semelhante e estatisticamente sem diferencas em comparagao com a atividade enzimatica da
solucdo comercial. Concluséao: Avaliando-se a relagao entre custo e beneficio, as solugdes de
papaina preparadas in-house sdo economicamente vantajosas, podendo ser incorporadas as
rotinas imuno-hematoldgicas como forma de enfrentamento em periodos de crise financeira e em
politicas de retencéo de gastos.

Descritores: Antigenos; Alergia e imunologia; Papaina; Enzimas

ABSTRACT

Objective: To compare the enzyme activity of different presentations of papain solution to validate
in-house preparations. Methods: Two papain solutions were prepared, and the third presentation
was a commercial solution. Tests were carried out with samples of red cells typed as weak RhD.
Results: In-house prepared papain solutions showed similar enzyme reactivity, and statistically no
differences compared to the enzyme activity of the commercial solution. Conclusion: Evaluating
the cost-benefit ratio, the in-house prepared papain solutions present more economic advantages,
and can be incorporated into immunohematological routines as a way to cope with periods of
financial crisis and cost-containment policies.

Keywords: Antigens; Allergy and immunology; Papain; Enzymes

INTRODUGAO

A membrana dos glébulos vermelhos é composta por uma variedade de pro-
teinas que se ancoram ou atravessam a bicamada lipidica. Muitas sdo poli-
morficas e definem varios grupos sanguineos pela diferenciacao dos antigenos
ligados a elas.!¥ De acordo com a International Society of Blood Transfusion
(ISBT), os antigenos que caracterizam os grupos sanguineos se enquadram
em uma das quatro classificacoes. Atualmente, existem 36 sistemas de grupos
sanguineos, 38 antigenos que ainda nao foram atribuidos a nenhum sistema,
15 antigenos distribuidos em 6 colecoes, 17 antigenos de baixa frequéncia e 6
antigenos de alta frequéncia.*®
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Diante do importante polimorfismo genético dos
grupos sanguineos, da heterogeneidade de apresenta-
coes dos antigenos sobre a membrana das hemécias e
da complexidade de cada caso para identificar anticor-
pos irregulares de doadores e receptores de sangue, a
imuno-hematologia recorre a insumos laboratoriais que
reconhecam estruturas especificas de membrana ou téc-
nicas que aumentem a aglutinaciao das hemaécias, ou al-
terem/eliminem a expressao de antigenos ou estruturas
proteicas das hemacias.”” A uniao dessas técnicas auxi-
lia na correta identificacao dos anticorpos em exames
de rotina imuno-hematoldgica, ou na identificacao de
antigenos, raros ou nao, na membrana das hemaécias de
doadores e receptores. Dentre estas técnicas, pode-se
listar o uso de anticorpos monoclonais, reagentes como

ditiotreitol (DTT), difosfato de cloroquina, solugdes de
baixa forca idnica (LISS - low ionic strength solutions) e
enzimas proteoliticas.®)

Acao das enzimas proteoliticas sobre a

membrana das hemacias

A atividade de cada reagente ou enzima proteolitica € di-
ferente sobre cada antigeno (Tabela 1). Levando em con-
sideracao o fato da expressao de um antigeno de grupo
sanguineo ser determinada por sua estrutura bioquimica
e pela posicao relativa a bicamada lipidica, frente a um
tratamento enzimatico prévio de hemadcias, por exemplo,
alguns antigenos sensiveis podem ser destruidos ou se
tornar pouco reativos, ou, ainda, podem passar a ter a
interacdo com anticorpos especificos mais intensa.?

Tabela 1. Efeitos das enzimas e solugdes quimicas sobre alguns dos principais antigenos e proteinas da membrana eritrocitéria

Enzimas/solucdes quimicas

Antigenos/proteinas

Papaina Bromelina Tripsina Alfaquimotripsina Ficina DTT
A + + + + + 0
B + + + + + 0
H + + + + + 0
D + + + + + 0
C + + + + + 0
C + + + + + 0
E + + + + + 0
E + + + + + 0
K 0 0 0* 0* 0 -
K 0 0 0* 0* 0 -
Fy? - 0 0
Fy® - 0 0
Fy® - 0 0
Fy® - 0 0
Jke I T i i I 0
Jk + + + + + 0
Jké + + + + + 0
Le® + + + + + 0
Le® + + + + + 0
- 0 0
- 0 -0 0
S -0 0 -0 0
S -0 - 0 -0 0
Die 0 + 0 0 0 0
Die 0 + 0 0 0 0
P + + + + 0
I + + + + + 0
Lu® 0 0 - 0 W/-
Lu® 0 0 - 0 W/-
Do? + + W + -
Do® + + - W + .
Vel 0 0 0 0 0 0

Fonte: Antibody detection, identification, and compatibility testing — introduction. Method 3-11. Evaluating enzyme-treated red cells. In: Fung MK, Grossman BJ, Hillyer CD, Westhoff CM, editors. American Association of Blood Banks (AABB). Technical
Manual. 19th ed. EUA: AABB; 2017, Girello AL, Kuhn TI. Pesquisa e identificacao de anticorpos irregulares. In: Girello AL, Kuhn TI. Fundamentos da Imuno-hematologia eritrocitaria. 3a ed. Sao Paulo: Senac; 2011. p.101-26;" Castilho L, Pellegrino Janior J,
Reid ME. Fundamentos de imuno-hematologia. Sao Paulo: Atheneu; 2015. Sistemas de grupos sanguineos com base em proteinas de passagem Unica. p. 45-15."

* Antigenos do sistema Kell sdo sensiveis a tratamento com mistura de tripsina e alfaguimotripsina. + antigenos com reatividade intensificada; 0: antigenos que nao sofrem interferéncia; - antigenos sensiveis, que podem ser destruidos; -/0 alguns

antigenos sao destruidos ou nao sofrem interferéncia.
DTT. ditiotreitol; W: antigenos enfraquecidos.
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Os grupos carboxilicos das sialoglicoproteinas inte-
grantes da membrana das hemécias sao os principais res-
ponsaveis pela carga negativa na superficie da hemécia
e, quando em solugdo, criam um potencial elétrico (po-
tencial zeta).!¥ O tratamento enzimatico com papaina
(proveniente do mamao), bromelina (proveniente do
abacaxi), tripsina, alfaquimiotripsina (ambas de origem
animal) ou ficina (proveniente do figo), além de outras
técnicas, altera a eletronegatividade e permite que os
glébulos vermelhos se tornem aglutinaveis.*' O uso de
enzimas proteoliticas € uma ferramenta ttil para caracte-
rizar um antigeno de membrana da hemacia, pois tém a
acao de fragmentar ligacoes peptidicas especificas entre
os aminoacidos que compdem as proteinas. >4

Existem protocolos bem definidos que permitem
aos servicos de imuno-hematologia o preparo in-house
dos reagentes e solucoes enzimaticas para aplicagdo na
rotina laboratorial. A papaina, por exemplo, enzima
muito utilizada em bancada e que exerce importante ati-
vidade sobre um amplo grupo de antigenos de membrana,
pode ter a solugao preparada no proprio servigo labora-
torial, mediante a consulta de protocolos, como o apre-
sentado pelo Manual Técnico da American Association
of Blood Banks (AABB).!® Para as solucoes de papaina
preparadas in-house, deve-se padronizar seu uso (tem-
po de incubacado com as hemdcias, concentracao, volu-
me a ser utilizado, dentre outros parametros), bem como
validar a atividade enzimdtica em comparagido a pro-
dutos comerciais semelhantes. Os custos de aquisi¢ao
e preparo, e o tempo dispensado na manipulagcao tam-
bém devem ser considerados em toda a avaliacao.

Como consequéncia da diversidade fenotipica das
hemacias humanas, dos desafios laboratoriais para
identificacao de antigenos e anticorpos eritrocitarios de
doadores de sangue e pacientes, e da constante neces-
sidade de uso de insumos laboratoriais de valores mais
acessiveis e com equivalente desempenho, este estudo
propds a validacao de preparos in house de solugdes de
papaina para aplicacdo na rotina laboratorial imuno-
-hematoldgica.

OBJETIVO

Validar os preparos in-house de solucoes de papaina para
aplicacdo na rotina laboratorial imuno-hematoldgica.

METODOS

Preparo das solucoes e padronizacao do

tempo de incubacao

As solucoes da enzima papaina utilizadas foram um
produto comercial ID-Papain, Bio-Rad™ (PAP3) e duas

preparadas in house com base em dois protocolos dis-
tintos. A solucao de papaina a 1% (PAP1) foi prepara-
da conforme descrito no Manual Técnico da AABB.1®
A PAPI1 teve a enzima ativada no momento de sua
preparacao, sendo mantida congelada, e sua utilizacao
pode ser realizada ap6s seu descongelamento. O méto-
do de preparo da solucao de papaina a 0,125% (PAP2)
baseou-se em protocolos franceses. Sao preparadas trés
solucdes distintas e a ativacao da enzima € realizada no
momento de seu uso, apds o descongelamento e mistu-
ra de um aliquota de cada solucao. A figura 1 apresenta
o esquema do preparo das duas solugdes de papaina.
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Fonte: https://encrypted-tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANdIGcRSh37a69QbHIWx8ric_P2y49-6f-I1mCHtyUp982kkzSgSVB
NiblbSyw; http:/iwww.clker.com/clipart-closed-eppendorf-tube-white.html; http:/www.clker.com/clipart-centrifuge-falcon-
tube-html#; https:/images.comunidades.net/ond/ondecomeremcamacari/setabaixo.png; https://3.bp.blogspot.com/-1uGF8v
CHtUUMMp3XT8mwBI/AAAAAAAAUXB/5caxmpe3xeQkxd-3136eLuHfPAhAmesYQCLeB/s1600/seta_red.png

(A) Preparo da PAP1, segundo protocolo da American Association of Blood Banks; (B) preparo da PAP2, segundo protocolos
franceses.

Figura 1. Esquematizacéo do preparo das solugdes de papaina
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Para a padronizagao do tempo de incubacao das he-
madcias com papaina, foi utilizada uma amostra de he-
macias RhD positivo fraco, obtida no Servigo de Imuno-
-Hematologia do Doador do Hemocentro do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. A
escolha desse fendtipo se deu pelo fato de as reacoes de
aglutinagao envolvendo antigenos do grupo sanguineo
Rh serem intensificadas apds o tratamento das hema-
cias com papaina. A amostra de sangue foi lavada por
trés vezes em solucdo salina isotdnica (SSI) 0,9%; foi
preparada uma suspensao a 5% em SSI; e foi realizado,
em tubo, um teste prévio para verificacao da intensi-
dade de aglutinacdo com anticorpo anti-D na amostra
nao tratada. A analise de todas as reacOes de aglutina-
cao realizadas neste estudo foi visual, observando-se a
consisténcia dos grumos formados pela aglutinacio das
hemdcias, segundo o critério determinado por Race
et al.,'® modificado por Marsh.(!?

A padronizacao do tempo de incubacao foi reali-
zada, volume a volume, de PAP1 ¢ PAP2 com o con-
centrado de hemacias RhD fraco lavadas, seguida de
incubacdo em banho-maria a 37°C. Cada tubo de cada
solucao de papaina+hemadcias foi incubado durante
tempos diferentes (3, 5, 7 ¢ 10 minutos). Ap0s a incuba-
¢ao, a solugao foi lavada por trés vezes com SSI, e foram
realizados testes com anti-D. Para testes comparativos,
preparou-se uma amostra das hemécias em solugao a
5% em SSI, e procedeu-se ao tratamento com a papaina
comercial, seguindo orientacoes do fabricante. Apds o
tratamento das hemacias, verificou-se a reagao utilizando
anticorpo monoclonal anti-D.

Testes comparativos da atividade enzimatica das
solucoes de papaina
Para verificar se as solu¢cdes de papaina possuiam a mes-
ma atividade enzimatica sobre a membrana das hema-
cias, testes entre as solucoes de papaina foram realizados
utilizando amostras de hemacias RhD fraco (n=6). As
hemadcias foram lavadas por trés vezes com SSI, tendo
sido realizadas incubagoes das hemacias com PAP1 e
PAP2, conforme os parametros da padronizagao, e PAP3,
seguindo orientacoes do fabricante, e posterior teste com
anticorpo anti-D nas hemdcias tratadas e ndo tratadas.
A partir da classificacao das intensidades de aglutinagao,
foi realizada analise estatistica por teste ¢ de Student,
para avaliar se a atividade enzimatica de cada preparo
de papaina possui diferenca estatisticamente significante
(p=0,05) e pode ter suas atividades equiparadas.

O artigo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP), nimero do parecer 1.622.156, CAAE:
56511116.5.0000.5411.
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RESULTADOS

Nas reagoes observadas na padronizagao do tempo de
incubacdo, a intensidade de aglutinacao das hemacias
RhD fraco que nao sofreram tratamento enzimatico foi
menor do que a das hemacias que foram previamente
tratadas com a enzima (Tabela 2). Em andlise decres-
cente para definir melhor tratamento neste teste, anali-
sando a solidez e a intensidade das aglutinacoes, pdde-
-se estabelecer que PAP3 > PAP2 > PAPI.

Tabela 2. Avaliagéo do desempenho das trés diferentes apresentacdes de
papaina para uso em imuno-hematologia nos testes de padronizagao do tempo
de incubacéo

Intensidade da reacao

Tipo de = Escore
tratamento empo

3 5 7 10 3 5 7 10°
Sem 142+ 58
tratamento
PAP1 3+ 3+*F 243+ 2+/3+ 10 10 810 810
PAP2 3+ 3+ 344+ 243+ 10 10 10112 8/10
PAP3 4+ 12

Intensidade da aglutinacéo classificada em cruzes e escore. * Botdo mais sélido comparando com as demais (melhor
tempo para a amostra).

PAP1: protocolo American Association of Blood Banks; PAP2: protocolo francés (trés aliquotas com ativacdo da enzima no
momento de seu uso); PAP3: comercial Bio-Rad™

O tempo ideal de incubacao entre a solucao de pa-
paina e as hemdcias, a temperatura de 37°C, para tra-
tamento de hemacias com PAP1, foi de Sminutos, en-
quanto que, para a PAP2 o tempo ideal foi de 7 minutos.

Para a verificacio da equivaléncia de atividade
enzimatica entre PAP1, PAP2 e PAP3, os tratamentos
realizados em seis amostras de hemacias RhD fraco,
com as trés apresentacoes de solucdo de papaina, fo-
ram considerados e resultaram em reacdes que foram
consideradas equivalentes, como podem ser observadas
na figura 2.

i &
L
)

Figura 2. Algumas reacdes de aglutinagéo observadas com hemacias RhD fraco
néo tratadas e tratadas com diferentes solugdes de papaina. (A) reatividade de
amostras RhD fraco sem tratamento; (B) reatividade de amostras RhD fraco
tratadas com PAP1; (C) reatividade de amostras RhD fraco tratadas com PAP2;
(D) reatividade de amostras RhD fraco tratadas com PAP3
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A andlise estatistica dos resultados por teste ¢ de
Student mostrou que existe diferenca estatisticamente
significante entre as amostras que nao sofreram trata-
mento enzimatico, e as que foram tratadas com qual-
quer uma das apresentacoes de papaina (Tabela 3). No
entanto, entre as papainas produzidas in-house (PAP1
e PAP2) e a papaina comercial, ndo existem diferencas
estatisticas, demonstrando que, frente ao antigeno D
da membrana das hemacias, a atividade enzimatica de
qualquer uma das apresentagdes de papaina tem o mes-
mo desempenho.

A tabela 4 apresenta informagoes sobre cada prepa-
ro de papaina. O levantamento dos custos de preparo
e aquisicao levou em consideracao valores dos reagen-
tes e horas de trabalho de um biomédico. Levou-se em
consideracdo um teste de coluna de aglutinacao (gel-
-teste), no qual foram preparadas suspensoes de hema-
cias a 1% e que seria necessario um volume de solucao
de papaina proporcional a essa quantidade de hemacias
para tratd-las com a enzima.

Tabela 3. Andlise estatistica de acordo com o teste t de Student entre os
tratamentos enzimaticos

L i Sem pAp1  PAP1  PAP2

A tratamento tratamento tratamento
Parametros Versus Versus Versus
versus versus VErSUs  oip>  PAP3  PAP3

PAP1 PAP2 PAP3
Valor de p 0,0009 0,0027 0,0121 0,3632 0,2353  0,2480

Tabela 4. Caracteristicas de cada apresentacao de solugao de papaina

Caracteristicas Tipo de apresentacao

Papaina PAP1 PAP2 PAP3

Apresentacéo Preparacdo Preparacao de Liquida - pronta
de solugéo a solucdes tampao e para uso
partir da enzima preparo de aliquotas
liofilizada. Pronta I, I'e lll. Para uso,
para uso apds 6 misturada cada
descongelamento aliquota apds
descongelamento
Estocagem -80°C -80°C +4°C
Tempo de preparo 2 horas 1 hora
Validade 5 anos 5 anos 7 semanas
Equipamentos Centrifuga, agitador, ~ Agitador, freezer -80°C
necessarios para o banho-maria,
preparo freezer-80°C
Custos 200mL=R$ 126,00 400mL=R$ 35547  10mL=R$ 81,40*
10mL=R$ 6,30 10mL=R$ 8,89

* Consulta aos dados de compras do Hemocentro de Botucatu (SP) em janeiro de 2017

DISCUSSAO

Cada protocolo de preparagao apresenta caracteristicas
distintas, que podem ser interpretadas como vantagens
e/ou desvantagens em cada metodologia.

Com relacdo a durabilidade das solucoes, a solucao
PAP3 possui prazo curto de validade. O data sheet do
produto informa que a validade, a partir da data de fa-
bricacao, é de 7 semanas, pois é apresentado na forma
liquida. Este fato pode ser considerado um limitante
para o uso deste reagente, pois exige compra progra-
mada e entrega mensal. J4 as solugdes PAP1 e PAP2,
armazenadas a -80°C, mantém reatividade eficiente por
até 5 anos.

A legislacao vigente permite que os servicos de he-
moterapia produzam reagentes para uso em bancada.
Segundo o Art. 21 da Portaria de Consolidaciao n® 5, de
28 de setembro de 2017, Anexo IV, “E permitida ao servi-
co de hemoterapia a producao e utilizacao de reagentes
para testes imuno-hematoldgicos, desde que exista au-
torizagao da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria,
conforme dispoe o art. 62 da Lei n® 10.205, de 2001”.(%)

A lei 10.205" regulamenta o paragrafo 42 do
Art. 199 da Constituicao Federal e dispoe em seu sexto
artigo que:

Todos os materiais e substancias ou correlatos que

entrem diretamente em contato com o sangue co-

letado para fins transfusionais, bem como os rea-

gentes e insumos para laboratdrio utilizados para o

cumprimento das Normas Técnicas, devem ser re-

gistrados ou autorizados pelo Orgao de Vigilancia

Sanitaria competente do Ministério da Saude

(Presidéncia da Republica, 2001).

A anilise dos custos no preparo das solugoes PAP1
e PAP2 revela que seria viavel a implantacao dessas
solucdes na rotina laboratorial, uma vez que 10mL da
PAP3 apresenta alto custo para aquisicao, comparado
com os custos de 10mL das solucoes de PAP1 ou PAP2.
Deve-se, no entanto, levar em consideragdo o tempo
necessario para preparo da enzima para uso em ban-
cada, uma vez que o profissional do laboratério deve
dedicar-se a essa atividade, além de requerer, por parte
do servico, autorizagio dos 6rgaos de Vigilancia Sanitéria,
tomando sempre por objetivo a qualidade maxima dos
reagentes, insumos e servi¢os prestados.

CONCLUSAO

A existéncia de protocolos para preparagao in house de
insumos possibilita diminuicao dos gastos do servico de
saude, em especial os que prestam assisténcia na area

einstein (Sao Paulo). 2019;17(2):1-6
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da imuno-hematologia e garantem a mesma qualidade
que aqueles comercialmente disponiveis, com respaldo
nos marcos regulatorios. O tempo de preparo das solu-
coes de papaina foi, em média, de 2 horas de trabalho
para producao de até 400mL da solugdo, a qual tinha
prazo de validade de 5 anos. Além disso, a partir dos
testes realizados, com reagdo ao antigeno D, pode-se
afirmar que as papainas home made t€ém a mesma efi-
ciéncia enzimatica, podendo ser adotada na rotina labo-
ratorial com seguranca e garantia de qualidade.

A diminui¢do dos custos também pode ser alcan-
cada com a montagem in house de painéis de hemécias
fenotipadas para pesquisa e identificacao de anticorpos
irregulares, testes rotineiros dos laboratérios de imuno-
-hematologia e hemoterapia.

Portanto, a diminuicao dos custos dos testes la-
boratoriais depende da iniciativa de cada servico em
validar a possivel troca com métodos estatisticos e
avaliar custos e beneficios da troca do produto comer-
cial para um produto preparado in house. Os valores
economizados poderiam ser aplicados na aquisicao de
novos equipamentos, implantacio de novos ensaios,
capacitagdo técnica e, principalmente, reverter essa
melhora para a populacao que depende do servico pua-
blico de saude.
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