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- As multifaces do DTT:
Um reagente e muitas utilidades

Quem éotal "DTT"?

O Ditiotreitol (DTT) € um reagente tiol que possui multiplas aplicacoes em testes
utilizados na rotina do Laboratorio de Imuno-hematologia. Esse reagente tem
a capacidade de romper a ligagao das pontes dissulfeto entre residuos de
aminoacidos necessarios para manter a conformacao estrutural de algumas
proteinas e as ligagcdes que mantém uma molécula de IgM na formacgéao
pentameérica.

Mas como e quando usa-lo?

O DTT € um reagente multi-versatil! Como veremos a seguir, podemos tratar
0 soro e a hemacia de um individuo que apresente anticorpos! Entao, vai
depender do alvo da sua investigacdo imuno-hematolégica e também da
concentragao que esse reagente foi preparado.
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O DTT quando preparado na concentracao 0,2M pode:

e Desnaturar ou modificar certos antigenos de grupos sanguineos
eritrocitarios, em particular, aqueles nos sistemas Kell, Lutheran, YT, JMH,
LW, Cromer, Indian, Dombrock e Knops e, assim, impedir o reconhecimento
pelos anticorpos correspondentes.

e Também destroi a proteina CD38 presente nas hemacias, permitindo que
hemacias tratadas com DTT sejam usadas em testes onde se quer mitigar
a interferéncia de preparacoes terapéuticas (imunoterapicos) contendo
anti-CD38.

Isto € possivelporque o DTT é umagenteredutor eficiente, querompe aestrutura
terciaria de proteinas, reduzindo irreversivelmente as ligacdées dissulfeto.
Desfeita a estrutura terciaria, os antigenos presentes em determinadas
proteinas ndo conseguem mais se ligar aos anticorpos correspondentes.

DTT 0,2M \

3j§ SH

SH

COOH

Diagrama representativo de uma proteina da membrana eritrocitaria tratada
com DTT. O reagente rompe as ligacdes dissulfeto (S-S) da proteina,
modificando assim a configuracao do antigeno
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m Como preparar o DTT 0,2M?

+ (o) = (o

Guidelines internacionais
19 DTT Vide referéncias

Podemos também preparar o regente utilizando o ID-Diluent 2 da Bio-Rad,
conforme validacao realizada pelo Laboratorio de Atendimento ao Cliente da
Bio-Rad (LAC):

e

1gDTT 32mL

Armazenamento: Congelar aliquotas de 2,5 mL a -25°C.
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m Como realizar o tratamento

das hemacias com DTT 0,2M?

Destruicdo -
de Antigenos Tratamento de hemacia por DTT 0,2M

Hemacias
fenotipadas

- o7 -

ou 0,2M
Incubar 30-45 min
Lavar 1volume Adicionar a37°cC Centrifugar,
do concentrado de 4 Volumes . desprezar o DTT
hemacias 3X com salina de DTT 0,2M Homogenizar a lavar 3X com salina

cada 10 min e 1X ID-Diluent 2

Durante a lavagem das hemacias tratadas pode ocorrer hemolise. Para evita-
la, retire o sobrenadante cuidadosamente com pipeta, adicione a salina para
realizar as préximas lavagens e proceda a homogeneizacao suavemente,
também com uma pipeta.

A utilizacao de hemacias com maior tempo de coleta também pode favorecer
com que esta hemdlise ocorra durante a fase de lavagem.
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m Como realizar o controle de qualidade das

hemacias apos o tratamento com DTT 0,2M?

< ‘ 200 mM - ies
DDt Possivel especificidade

ABO, H, RH, P1, Le, Jk, MNS, U, Fy, Fy3, Di, Co, Ge3,
oke, li, P, At?, Cs?, Emm, Er?, Jré, Lan, Sd?, PEL, MAM,
Ge, Xg?, Ch/Rg, Kx, SC, PP1Pk; EnaFR, FORS; LKE,
PX2; ABTI; AnWi;

0 Kell, LW, In, JMH, Do, Knops, Yt, CD38

+/W Cromer, Knops, Lu, Do, AnWi, Raph,

wW/0 Yt, Lu, MER2

Preparar a suspensdo  Fenotipar a hemécia para antigeno +/0 Vel
de hemacia a1% em destruido pelo DTT: K, k, Kp®...
ID-Diluent 2 espera-se resultado negativo

Interpretacao

e Se a fenotipagem das hemacias-controle nao resultarem negativas quando
testadas com os antissoros especificos (por exemplo, hemacia sera
fenotipada com anti-K): isto demonstra que o tratamento foi inadequado.

e (O tratamento de hemacias com DTT 0,2 M desnaturara/ enfraquecera todos
0s antigenos dos sistemas KEL, YT, LW, DO e KN.

e Concentracbées mais baixas de DTT podem desnaturar seletivamente
antigenos de grupos sanguineos especificos: DTT na concentracao
0,002 M desnaturara apenas os antigenos Js? e JsP, enquanto outros
antigenos KEL nao serao afetados. Essa propriedade pode auxiliar nas
investigacdes destes anticorpos.

e DTT na concentracao 0,002M desnaturara apenas os antigenos Js? e Js®,
enquanto outros antigenos KEL nao serao afetados. Essa propriedade pode
auxiliar nas investigacoes destes anticorpos.
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1.4 Em quais técnicas imuno-hematolégicas
podemos utilizar o DTT 0,2M?

Autoadsorcao

Adsorcao k
Aloadsorcao

Investigacao de anticorpo direcionado
Destruicio de a antigeno de alta frequéncia

Antigenos Eliminacao da interferéncia do
Daratumumab (Anti-CD38)

Dissociacao de IgG, IgM e
complemento
(Como componente do ZZAP)

Fenotipagem
eitrocitaria

Como utilizar hemacias tratadas com DTT 0,2M
para retirar a interferéncia do Daratumumabe?

As terapias com anticorpos monoclonais sao usadas para tratar uma variedade
de condicdes patoldgicas, incluindo canceres solidos e hematologicos. O
Daratumumabe, um anticorpo monoclonal anti-CD38 IgG1, tem sido usado ha
varios anos e tem se mostrado eficiente para o tratamento de pacientes com
mieloma multiplo.

¢ Glicoproteina CD38: ¢ uma proteina multifuncional que possui funcao
enzimatica e de receptor celular, sendo expressa em tecidos linfoides e
nao linfoides. Nos eritrécitos, esta proteina apresenta niveis de expressoes
variaveis, sendo que nao é expressa somente nos eritrécitos do cordao
umbilical e no fendtipo raro do sistema sanguineo Lutheran Lu (a-b-).

e Anti-CD38: A administracao do anticorpo monoclonal humano IgG1kappa
anti-CD38 (Daratumumabe) é atualmente tratamento de resgate e, em
alguns casos, de primeira linha para tratar o Mieloma Multiplo (MM). Este
anticorpo monoclonal tem como alvo especifico o antigeno CD38, que
€ super-expresso em células de mieloma multiplo, mas em quantidades
variaveis nos glébulos vermelhos.
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¢ [nterferéncia nos testes imuno-hematoldgicos: Entdo, quando um doente
é tratado com Daratumumabe, sao observadas panreatividades nos testes
imuno-hematoldgicos como pesquisa (triagem) e identificacao de anticorpos
irregulares (painel de hemacias), assim como nas provas cruzadas, em fase
de antiglobulina humana, utilizando-se quaisquer meios (como salina, PEG,
albumina ou LISS), e em quaisquer metodologias (seja tubos de ensaio, gel-
teste ou fase solida). Isto ocorre pois o anti-CD38 reconhece esta proteina
também presente nas membranas eritrocitarias.

e AcaodoDTT: O ditiotreitol (DTT) quebra eficazmente as ligacdes dissulfeto,
rompendo os sitios de ligacao antigénica da molécula CD38 nas hemacias.
As células tratadas com DTT sao um reagente valioso usado para avaliar a
producao de aloanticorpos “mascarados” no soro de pacientes submetidos
a tratamento anti-CD38

e L T |

CD38 CD38

CD38

CD38 cp38
CD38 CD38

+ =k = -

cD38 cbss CD38
CD38 CD38

cp3s  CD38 cp3s

Soro do paciente Anti-CD38 se liga Reagente Anti- Adlutinacio Resultado falso
com Anti-CD38  ao CD38 nos GV Gamaglobulina gutinag positivo na P.A|

Desenho esquematico mostrando a interferéncia do Daratumumabe na
Pesquisa de Anticorpos irregulares.
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1.6 Quem é 0 ZZAP ?

O DTT diluido a 0,2M pode também ser utilizado associado a enzima papaina,
compondo o reagente conhecido como ZZAP, que atua na dissociacao de
anticorpos e fracdes de complemento adsorvidos as hemacias (TAD+).

Para saber mais sobre esse reagente, nao deixe de ler a nossa Histéria em
Quadrinhos-Edicao Especial "Quem € o ZZAP? — Uma Historia Original”.

O tratamento de hemacias com ZZAP é o método mais eficiente para remover
anticorpos de classes IgG e/ou IgM associados a fragcdes de complemento
que estao fixados as membranas eritrocitarias.

Apds o tratamento dessas hemacias com ZZAP poderemos utiliza-las para
realizar procedimentos de Autoadsorcao a quente, e também torna possivel
a fenotipagem eritrocitaria especialmente para antigenos dos Sistemas Rh e
Kidd (ja que o DTT + papaina desnaturam alguns outros antigenos).

Devido a capacidade de desnaturar antigenos do Sistema Kell, o ZZAP
também pode criar artificialmente hemacias KOKO (“Kell nulo”), propiciando a
identificacdo de aloanticorpos adicionais em soros que contém um anticorpo
para antigeno de alta frequéncia do Sistema Kell

Como preparar o ZZAP?

DTTO0,2M 2,5mL

Dithiothreitol

% ID-Diluent 2
PBS pH 7.3

ID-Papaina 1

Papaina 1%

|

A solucao de ZZAP é estavel por 24 horas, se acondicionada
sob refrigeracao entre 2-8°C.

ZZAP
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Como tratar as hemacias do
paciente para autoadsorcao?

- -

« Dividir as hemacias Adicionar 2 mL de Incubar 30 min Centrifugar, desprezar o
Reservar o em 3 tubos (1mL cgda) ZZAP em cada tubo a 37°C ZZAP, Iavar. 3X com salina
plasma o Lavar 3X com salina e centrifugar bem
(opcional)

Desenho esquematico: recomenda-se utilizar a quantidade de aliquotas
necessarias, dependendo da caracteristica de cada amostra a ser estudada.

Como verificar a eficacia do tratamento
das hemacias por ZZAP?

Antes do tratamento Ap0s o tratamento por ZZAP

D 1gG IgA IgM C3c C3d Ct PAY 196 1gA IgM C3c c3d cil
[ ] [ - M- 10 - - 1 -1 - - JC- - 1- - J -1
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Comorealizar a autoadsorcao?

Adicionar no primeiro
tubo contendo hemacias

tratadas com ZZAP » » »

Incubar 37°C Incubar 37°C Incubar 37°C
30-45 min 30-45 min 30-45 min
+ + +

entrifugar e retirar Centrifugar e retirar Centrifugar e
0 soro e colocar 0 soro e colocar no retirar o soro e

no 2° tubo 30 tubo colocar no 3° tubo

Soro
Plasma ou Soro | 1° Ciclo 2° Ciclo 3°Ciclo| autoadsorvido

do paciente com T
Auto Anticorpo Hemacias tratadas por ZZAP

Técnica do DTT em baixa concentracao para utilizacao nas cartelas de
Gel teste Bio-Rad:

Para quem utiliza o método de aglutinagao em coluna da Bio-Rad, podera
validar a técnica do DTT a 0,04M.

Segundo o artigo original, nessa concentracao, o DTT e eficaz para destruir
o CD38 da superficie da membrana eritrocitaria sem desnaturar a maioria
dos antigenos de alta frequéncia. E quando comparado ao tratamento das
hemacias com DTT 0,2M, demonstrou outras vantagens, como a reducao
de 30 minutos no tempo total de realizacao do teste.

Deixamos as referéncias bibliograficas e sugerimos validar a técnica antes
de sua utilizagao em seu servico.
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O DTT quando preparado na concentracao 0,01M pode ser usado:

e Para tratar hemacias revestidas por autoanticorpos IgM que levam a
aglutinagao espontanea das hemacias in vitro e a reagdes falso-positivas
em testes de tipagem ABO/Rh e teste de antiglobulina direto, invalidando-
os. Nesse caso, o DTT atua reduzindo as ligacdes dissulfeto das moléculas
de IgM, diminuindo sua polivaléncia e, portanto, a capacidade de aglutinar
diretamente as hemacias..

¢ Tratar soro contendo alo ou autoanticorpos IgM: Nessa concentracao, o
DTT também pode ser utilizado para resolver os casos onde 0s anticorpos
IgM presentes no soro possam estar “mascarando” a presenca de um
anticorpo classe IgG.

Pontes
Dissulfeto

igM
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m I Mas como preparar o DTT 0,01M?

100 mL PBS
+ ou 100 mL
ID-Diluente 2

Ou podemos utilizar a diluicado de DTT 0,2M como “solucao-mae"” e

proceder nova diluicao:
19 volumes
do PBS ou
Diluent 2

250pL DTT 4.750pL
0,2M ID-Diluent 2

0,154g DTT

1volume do

DTT 0,2M

@ #Fica aDica
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2.2 Tratamento para dispersar interferéncia de
autoanticorpos IgM dispersos no soro:

O tratamento consiste em destruir potentes anticorpos IgM presentes no soro
ou plasma do paciente.

Teste
Controle

0,5 mL soro 0,5 mL soro Incubar 30-60 min a 37°C
+05mLDTTO0,01M + 0,5 mL ID-Diluent 2

Testar o soro-teste tratado com DTT 0,01M e o soro-controle (que foi diluido na
mesma proporcao) usando procedimentos padrao.

m Técnica para Tratamento para dispersar
interferéncia de autoanticorpos IgM

ligados a membrana eritrocitaria

Fe_notlpa'g_em Dispersao de autoaglutininas IgM
eritrocitaria

- o - -

001M
Lavar150 L do  Adicionar 150 yL Adicionar 300 pL Incubar 30-60 min Lavar 3X com salina
concentrado de de ID-Diluent 2 de DTT 2 0.01M a37°C pre-aquecida
e 1X com ID-Diluent 2

hemacias 3X com
salina pré-aquecida
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Interpretacao

Se reatividade no soro de controle de
diluicao e auséncia de reatividade no
soro tratado com DTT

Se reatividade no soro de controle de
diluicao e no soro tratado com DTT

Se auséncia de reatividade no soro
de controle de diluicao

Indica a presenca
de anticorpos IgM

Indica presencga de anticorpos IgG
ou uma mistura de IgG e IgM.

Indica diluicao com fraca
reatividade do anticorpo e o
teste sera considerado invalido

A gelificacao de uma amostra de soro ou plasma pode ser observada durante o
tratamento com DTT. Essa gelificacao pode ocorrer se o DTT tiver sido preparado
incorretamente e apresentar concentracao acima de 0,01 M. Também pode
ocorrer se 0 soro e o DTT forem incubados por muito tempo.

Uma aliquota da amostra em tratamento pode ser testada apds 30 minutos de
incubacao; se a atividade considerada causada pela IgM tiver desaparecido,

nao ha necessidade de incubacao adicional.

Amostras gelificadas ndo podem ser testadas quanto a atividade de anticorpos,
pois o tratamento excessivo com DTT causa a desnaturacao de todas as

proteinas séricas.
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Aventura do Dr. Branch e o Reagente ZZAP

Capitulo 1: Os maravilhosos Anticorpinhos: Herdis ou
Vilées?

Era uma vez, em um mundo magico chamado Terra das
Transfusées Sanguineas, pequenos herdis chamados
Anticorpos, que protegiam o territério do Corpo Humano contra
agentes invasores, como virus e bactérias. Esses herdis eram
muito corajosos e sempre estavam prontos para lutar contra
qualquer ameaca. Infelizmente, alguns anticorpos se tornaram
vilbes e comecgaram a atacar as proprias hemacias, causando
muitos problemas. Esses vildes eram conhecidos como
Autoanticorpos.

Capitulo 2: O Desafio do Dr. Branch

Em um laboratdério distante, l& na Califérnia, um cientista
brilhante chamado Dr. Donald Branch estava determinado a
ajudar a Terra das Transfusées Sanguineas. Ele sabia que, para
salvar a Terra das Ceélulas, precisava encontrar uma maneira de
derrotar os autoanticorpos vildes sem machucar os anticorpos
bons.

Apods muito trabalho, ele descobriu uma po¢do magica

chamada ZZAP que, quando aplicada as células vermg.lﬁ"
do sangue, eliminava os autoanticorpos vilées!
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T QUEM E o2z
HEROIS

VILOES

ANTICORPOS
PODEM SER
MOCINHOS OV
B8ANDIDOS!
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Capitulo 3: Por Que o Nome

Em 1979, o Dr. Branch descobriu um reagente que remove
autoanticorpos, permitindo que outros anticorpos fossem
detectados, em situacbes em que isso normalmente seria
desafiador, como em anemias hemoliticas autoimunes, por
exemplo.

O reagente comecgou sua vida conhecido como , uma sigla
que se referia ao fundamento da técnica, que é a clivagem das
pontes dissulfidricas de proteinas. Mas, como os pesquisadores
do laboratério gritavam apressadamente, comegou a soar um
pouco mais como (Parecido com o apelido do Whatsapp
do século XXI, rsrsrs)

Com o tempo, tornou-se impossivel resistir a ideia da arma de
raios, aquela icénica arma de ficcao cientifica retratada nos
quadrinhos de super-herois. Esta associagao divertida e iconica
ajudou a popularizar o reagente entre os pesquisadores,
transformando-o em uma verdadeira arma contra os vildes
autoanticorpos.

Branch e seus colegas foram inspirados a nomear o reagente que ele descobriu
como “ZZAP” como uma referéncia divertida aos quadrinhos de super-herdéis da
velha escola que usavam 'armas de raios'.

Fonte: Canadian Blood Service. In: https://professionaleducation.blood.ca/en/blog/senior-
scientist-wins-prestigious-award-discovering-gold-standard-reagent-used-transfusion
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Capitulo 4: A Grande Batalha

Com a ajuda do reagente ZZAP, o Dr. Branch e seus amigos
cientistas comecaram a utiliza-lo em pacientes cujas células
estavam sendo atacadas pelos autoanticorpos vildes.

Cada vez que usavam a poderosa arma, o ZZAP, os vildes eram
derrotados e os herdis podiam voltar a proteger a Terra das
Transfusées Sanguineas.

“No Servigo de Hemoterapia, quando estdo tentando fornecer sangue
seguro para as pessoas, autoanticorpos atrapalham a tentativa de
encontrar outros anticorpos que podem ser a causa de problemas
reais,” explicou o Dr. Branch.

“Podemos dizer que, por causa desse reagente, podemos ter salvo
alguns pacientes e reduzido a morbidade apenas porque a equipe
meédica pdde identificar claramente esses outros anticorpos e, em
seguida, fornecer sangue antigeno-negativo".

EONTE: https://professionaleducation.blood.ca/en/blog/senior-scientist-wins-prestigious-award-
discovering-gold-standard-reagent-used-transfusion
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Capitulo 5: O Legado do Dr. Branch

A descoberta do Dr. Branch se espalhou por todo o mundo, € o
ZZAP se tornou uma arma essencial na luta contra os
autoanticorpos vildes. Ele nunca patenteou sua pogao magica,
permitindo que todos os cientistas a usassem para salvar vidas.

Capitulo 6: A Honra do Heréi

Donald Branch, cientista sénior da Canadian Blood Services, foi
homenageado com o Dale A. Smith Memorial Award pela
Associagdo para o Avanco do Sangue e Bioterapias (AABB). Este
prémio reconhece sua descoberta de um reagente crucial para a
medicina transfusional.
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Aplicacao

O tratamento de hemacias com ZZAP é eficiente para dissociar anticorpos
IgG, IgM e fracbes de Complemento fixados as hemacias, permitindo:

- Autoadsorgao a quente e a frio.

- Fenotipagem de pacientes com TAD positivo, especialmente para os
sistemas Rh e Kidd.

- Desnaturacao de antigenos do sistema Kell, auxiliando na identificacao
de aloanticorpos adicionais.

OBSERVACAO IMPORTANTE: O tratamento com ZZAP (DTT a 0,2M) destréi todos
os antigenos que tenham pontes dissulfeto na estrutura, como por exemplo, os
do sistema Kell, Cartwright, LW, Dombrock e a maioria dos antigenos HTLA, aléem
dos antigenos sensiveis ao tratamento por enzimas proteoliticas (M, N, S, s, Fy?,
Fy® e Xg%. Por esta razdo, as hemdcias tratadas por ZZAP poderao ser
fenotipadas posteriormente para estes antigenos.

Preparo da Solugao de DTT 0,2M:
1. Reagentes:

-1,0 gde DTT

- 32 mL de solucgao salina tamponada pH 7,3 ou ID-Diluente 2 (LISS
Bio-Rad®)

2. Procedimento:

- Dissolver 1 g de DTT em 32 mL de solugao salina tamponada ou ID-
Diluente 2.

- Homogeneizar com um bastao de vidro.

- Distribuir a solugao em aliquotas de 2,5 mL e armazenar a -20°C
por até 12 meses.
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Preparacao do Reativo ZZAP:
1. Reagentes:

-2,5mL de DTT 0,2M

- 2,0 mL de solugéo salina tamponada pH 7,3 ou ID-Diluente 2 (LISS
Bio-Rad®)

- 0,5 mL de ID-Papain (Bio-Rad®)

2. Procedimento:

- Misturar 2,5 mL de DTT 0,2M, 0,5 mL de ID-Papain e 2 mL de
solugao salina tamponada ou ID-Diluente 2.

- Homogeneizar varias vezes.

- Preparar imediatamente antes do uso. Estavel por 24 horas sob

refrigeracao (2-8°C).

“E 0 padrdo ouro para remocdo de autoanticorpos dos
globulos vermelhos. As pessoas tentaram substitui-lo por
outras formas de fazé-lo, mas ninguém pode competir
com este reagente especifico, e ele é fabricado
praticamente da mesma forma que eu o fizem 1979.”

(D. Branch)
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