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                 As multifaces do DTT:
Um reagente e muitas utilidades

Quem é o tal “DTT”?  

O Ditiotreitol (DTT) é um reagente tiol que possui múltiplas aplicações em testes 
utilizados na rotina do Laboratório de Imuno-hematologia. Esse reagente tem 
a capacidade de romper a ligação das pontes dissulfeto entre resíduos de 
aminoácidos necessários para manter a conformação estrutural de algumas 
proteínas e as ligações que mantêm uma molécula de IgM na formação 
pentamérica.

Mas como e quando usá-lo?

O DTT é um reagente multi-versátil! Como veremos a seguir, podemos tratar 
o soro e a hemácia de um indivíduo que apresente anticorpos! Então, vai 
depender do alvo da sua investigação imuno-hematológica e também da 
concentração que esse reagente foi preparado.

https://www.bio-rad.com/
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Diagrama representativo de uma proteína da membrana eritrocitária tratada 
com DTT. O reagente rompe as ligações dissulfeto (S-S) da proteína, 
modificando assim a configuração do antígeno

O DTT quando preparado na concentração 0,2M pode:
 Desnaturar ou modificar certos antígenos de grupos sanguíneos 

eritrocitários, em particular, aqueles nos sistemas Kell, Lutheran, YT, JMH, 
LW, Cromer, Indian, Dombrock e Knops e, assim, impedir o reconhecimento 
pelos anticorpos correspondentes. 

 Também destrói a proteína CD38 presente nas hemácias, permitindo que 
hemácias tratadas com DTT sejam usadas em testes onde se quer mitigar 
a interferência de preparações terapêuticas (imunoterápicos) contendo 
anti-CD38. 

Isto é possível porque o DTT é um agente redutor eficiente, que rompe a estrutura 
terciária de proteínas, reduzindo irreversivelmente as ligações dissulfeto. 
Desfeita a estrutura terciária, os antígenos presentes em determinadas 
proteínas não conseguem mais se ligar aos anticorpos correspondentes. 

                                  Antígenos eritrocitários 
com DTT 0,2M1

DTT 0,2M

COOH

SH

SH

S S
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                                  Como preparar o DTT 0,2M?1.1

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

Armazenamento: Congelar alíquotas de 2,5 mL a -25ºC.

1g DTT

1g DTT 32 mL

32 mL PBS DTT 0,2M

Guidelines internacionais
Vide referências

https://www.bio-rad.com/
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                                                   Como realizar o tratamento
das hemácias com DTT 0,2M?

1.2

Durante a lavagem das hemácias tratadas pode ocorrer hemólise. Para evitá-
la, retire o sobrenadante cuidadosamente com pipeta, adicione a salina para 
realizar as próximas lavagens e proceda a homogeneização suavemente, 
também com uma pipeta.

A utilização de hemácias com maior tempo de coleta também pode favorecer  
com que esta hemólise ocorra durante a fase de lavagem.

Observação

Destruição
de Antígenos Tratamento de hemácia por DTT 0,2M

Hemácias
fenotipadas

Lavar 1 volume
do concentrado de 

hemácias 3X com salina

Adicionar
4 Volumes

de DTT 0,2M

Incubar 30-45 min
a 37ºC

Homogenizar a
cada 10 min

Centrifugar,
desprezar o DTT

lavar 3X com salina
e 1X ID-Diluent 2

DTT
0,2MOU

https://www.bio-rad.com/
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                                                   Como realizar o controle de qualidade das 
hemácias após o tratamento com DTT 0,2M?

1.3

   Se a fenotipagem das hemácias-controle não resultarem negativas quando 
testadas com os antissoros específicos (por exemplo, hemácia será 
fenotipada com anti-K): isto demonstra que o tratamento foi inadequado.

   O tratamento de hemácias com DTT 0,2 M desnaturará/ enfraquecerá todos 
os antígenos dos sistemas KEL, YT, LW, DO e KN. 

 Concentrações mais baixas de DTT podem desnaturar seletivamente 
antígenos de grupos sanguíneos específicos: DTT na concentração 
0,002 M desnaturará apenas os antígenos Jsa e Jsb, enquanto outros 
antígenos KEL não serão afetados. Essa propriedade pode auxiliar nas 
investigações destes anticorpos.

   DTT na concentração 0,002M desnaturará apenas os antígenos Jsa e Jsb, 
enquanto outros antígenos KEL não serão afetados. Essa propriedade pode 
auxiliar nas investigações destes anticorpos.

Interpretação

Preparar a suspensão 
de hemácia a 1% em 

ID-Diluent 2

Fenotipar a hemácia para antígeno 
destruído pelo DTT: K, k, Kpb...
espera-se resultado negativo

200 mM
DDt Possível especificidade

+
ABO, H, RH, P1, Le, Jk, MNS, U, Fy, Fy3, Di, Co, Ge3, 
Oka, Ii, P, Ata, Csa, Emm, Era, Jra, Lan, Sda, PEL, MAM,
Ge, Xga, 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,

W / 0 Yt, Lu, MER2

+ / 0 Vel

https://www.bio-rad.com/
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As terapias com anticorpos monoclonais são usadas para tratar uma variedade 
de condições patológicas, incluindo cânceres sólidos e hematológicos. O 
Daratumumabe, um anticorpo monoclonal anti-CD38 IgG1, tem sido usado há 
vários anos e tem se mostrado eficiente para o tratamento de pacientes com 
mieloma múltiplo. 

  Glicoproteína CD38: é uma proteína multifuncional que possui função 
enzimática e de receptor celular, sendo expressa em tecidos linfoides e 
não linfoides. Nos eritrócitos, esta proteína apresenta níveis de expressões 
variáveis, sendo que não é expressa somente nos eritrócitos do cordão 
umbilical e no fenótipo raro do sistema sanguíneo Lutheran Lu (a-b-).  

    Anti-CD38: A administração do anticorpo monoclonal humano IgG1 kappa 
anti-CD38 (Daratumumabe) é atualmente tratamento de resgate e, em 
alguns casos, de primeira linha para tratar o Mieloma Múltiplo (MM). Este 
anticorpo monoclonal tem como alvo específico o antígeno CD38, que 
é super-expresso em células de mieloma múltiplo, mas em quantidades 
variáveis nos glóbulos vermelhos. 

                                                   Como utilizar hemácias tratadas com DTT 0,2M 
para retirar a interferência do Daratumumabe?

1.5

                                                   Em quais técnicas imuno-hematológicas 
podemos utilizar o DTT 0,2M?

0,2
M
O
L
A
R

1.4

Adsorção

Destruição de
Antígenos

Fenotipagem 
eitrocitária

•	 Autoadsorção
•	 Aloadsorção

•	 Investigação de anticorpo direcionado
      a antígeno de alta frequência  
•	 Eliminação da interferência do 

Daratumumab (Anti-CD38) 

•	 Dissociação de IgG, IgM e 
complemento

      (Como componente do ZZAP) 

https://www.bio-rad.com/


 Bio-Rad - As multifaces do DTT – Um reagente e muitas utilidades  •  9

    Interferência nos testes imuno-hematológicos: Então, quando um doente 
é tratado com Daratumumabe, são observadas panreatividades nos testes 
imuno-hematológicos como pesquisa (triagem) e identificação de anticorpos 
irregulares (painel de hemácias), 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 sólida). Isto ocorre pois o anti-CD38 reconhece esta proteína 
também presente nas membranas eritrocitárias.

 Ação do DTT: O ditiotreitol (DTT) quebra eficazmente as ligações dissulfeto, 
rompendo os sítios de ligação antigênica da molécula CD38 nas hemácias. 
As células tratadas com DTT são um reagente valioso usado para avaliar a 
produção de aloanticorpos “mascarados” no soro de pacientes submetidos 
a tratamento anti-CD38

Desenho esquemático mostrando a interferência do Daratumumabe na 
Pesquisa de Anticorpos irregulares.

Soro do paciente
com Anti-CD38

Anti-CD38 se liga 
ao CD38 nos GV

Reagente Anti-
Gamaglobulina Aglutinação Resultado falso 

positivo na P.A.I

CD38

CD38

CD38

CD38

CD38

CD38

CD38

CD38
CD38

CD38

CD38
CD38

CD38

CD38

CD38

CD38

CD38

CD38

https://www.bio-rad.com/
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                                                   Quem é o ZZAP ?1.6

O DTT diluído a 0,2M pode também ser utilizado associado à enzima papaína, 
compondo o reagente conhecido como ZZAP, que atua na dissociação de 
anticorpos e frações de complemento adsorvidos às hemácias (TAD+). 

O tratamento de hemácias com ZZAP é o método mais eficiente para remover 
anticorpos de classes IgG e/ou IgM associados a frações de complemento 
que estão fixados às membranas eritrocitárias. 

Após o tratamento dessas hemácias com ZZAP poderemos utilizá-las para 
realizar procedimentos de Autoadsorção a quente, e também torna possível 
a fenotipagem eritrocitária especialmente para antígenos dos Sistemas Rh e 
Kidd (já que o DTT + papaína desnaturam alguns outros antígenos).

Devido a capacidade de desnaturar antígenos do Sistema Kell, o ZZAP 
também pode criar artificialmente hemácias K0K0 (“Kell nulo”), propiciando a 
identificação de aloanticorpos adicionais em soros que contém um anticorpo 
para antígeno de alta frequência do Sistema Kell

Para saber mais sobre esse reagente, não deixe de ler a nossa História em 
Quadrinhos-Edição Especial “Quem é o ZZAP? – Uma História Original”.

Como preparar o ZZAP?

A solução de ZZAP é estável por 24 horas, se acondicionada 
sob refrigeração entre 2-8°C.

ID-Diluent 2
PBS pH 7.3

DTT 0,2 M
Dithiothreitol

ID-Papaína
Papaína 1%

0,5 mL

0,2 mL

2,5 mL

ZZAP

https://www.bio-rad.com/
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11
Como tratar as hemácias do 
paciente para autoadsorção?

Como verificar a eficácia do tratamento 
das hemácias por ZZAP?

Desenho esquemático: recomenda-se utilizar a quantidade de alíquotas 
necessárias, dependendo da característica de cada amostra a ser estudada.

Reservar o 
plasma

Antes do tratamento

DATpoly DATpolyIgG IgGIgA IgAIgM IgMC3c C3cC3d C3dCtl Ctl

Após o tratamento por ZZAP

 Dividir as hemácias
em 3 tubos (1 mL cada) 

 Lavar 3X com salina 
(opcional)

Adicionar 2 mL de 
ZZAP em cada tubo

Incubar 30 min 
a 37°C

Centrifugar, desprezar o 
ZZAP, lavar 3X com salina 

e centrifugar bem

TAD+ TAD

-- -- -- -- -- -++ -+++

https://www.bio-rad.com/
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Como realizar a  autoadsorção?

Técnica do DTT em baixa concentração para utilização nas cartelas de 
Gel teste Bio-Rad:

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

Segundo o artigo original, nessa concentração, o DTT é eficaz para destruir 
o CD38 da superfície da membrana eritrocitária sem desnaturar a maioria 
dos antígenos de alta frequência. E quando comparado ao tratamento das 
hemácias com DTT 0,2M, demonstrou outras vantagens, como a redução 
de 30 minutos no tempo total de realização do teste.

Deixamos as referências bibliográficas e sugerimos validar a técnica antes 
de sua utilização em seu serviço.

Adicionar no primeiro 
tubo contendo hemácias 

tratadas com ZZAP

Incubar 37°C 
30–45 min

+
entrifugar e retirar 
o soro e colocar 

no 2º tubo

Incubar 37°C 
30–45 min

+
Centrifugar e retirar 
o soro e colocar no 

3º tubo

Incubar 37°C 
30–45 min

+
Centrifugar e 

retirar o soro e 
colocar no 3º tubo

Plasma ou Soro 
do paciente com 
Auto Anticorpo

1º Ciclo 2º Ciclo 3º Ciclo
Soro

autoadsorvido

Hemácias tratadas por ZZAP

https://www.bio-rad.com/
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11                                  Tratamento para dispersar interferência 
de Autoanticorpos  IgM                            2
Ligados a membrana eritrocitária ou dispersos no soro

O DTT quando preparado na concentração 0,01M pode ser usado:
 Para tratar hemácias revestidas por autoanticorpos IgM que levam a 

aglutinação espontânea das hemácias in vitro e a reações falso-positivas 
em testes de tipagem ABO/Rh e teste de antiglobulina direto, invalidando-
os. Nesse caso, o DTT atua reduzindo as ligações dissulfeto das moléculas 
de IgM, diminuindo sua polivalência e, portanto, a capacidade de aglutinar 
diretamente as hemácias..

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

DTT 0,01M

Pontes 
Dissulfeto

IgM

https://www.bio-rad.com/
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Ou podemos utilizar a diluição de DTT 0,2M como “solução-mãe” e 
proceder nova diluição:

                                                   Mas como preparar o DTT 0,01M?2.1

                 

100 mL PBS
ou 100 mL

ID-Diluente 2

19 volumes 
do PBS ou
Diluent 2

1 volume do 
DTT 0,2M

250µL DTT 
0,2M

4.750µL
ID-Diluent 2

#Fica a Dica

DTT
0,01M

DTT
0,01M

0,154g DTT

https://www.bio-rad.com/
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                                                   Tratamento para dispersar interferência de 
autoanticorpos IgM dispersos no soro: 

2.2

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

Testar o soro-teste tratado com DTT 0,01M e o soro-controle (que foi diluído na 
mesma proporção) usando procedimentos padrão.

Incubar 30-60 min a 37°C0,5 mL soro
+ 0,5 mL DTT 0,01 M

Te
st

e

Co
nt

ro
le

0,5 mL soro
+ 0,5 mL ID-Diluent 2

                                                   Técnica para Tratamento para dispersar 
interferência de autoanticorpos IgM 
ligados a membrana eritrocitária

2.3

Fenotipagem
eritrocitária

Dispersão de autoaglutininas IgM

Lavar 150 μL do 
concentrado de 

hemácias 3X com 
salina pré-aquecida

Adicionar 150 μL 
de ID-Diluent 2

Adicionar 300 μL 
de DTT a 0.01 M

Incubar 30–60 min 
a 37 °C

Lavar 3X com salina
pré-aquecida

e 1X com ID-Diluent 2

DTT
0,01 M

https://www.bio-rad.com/
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Se reatividade no soro de controle de 
diluição e ausência de reatividade no 
soro tratado com DTT

Indica a presença
de anticorpos IgM

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

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

Se ausência de reatividade no soro 
de controle de diluição

Indica diluição com fraca 
reatividade do anticorpo e o 
teste será considerado inválido

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

Uma alíquota da amostra em tratamento pode ser testada após 30 minutos de 
incubação; se a atividade considerada causada pela IgM tiver desaparecido, 
não há necessidade de incubação adicional. 

Amostras gelificadas não podem ser testadas quanto à atividade de anticorpos, 
pois o tratamento excessivo com DTT causa a desnaturação de todas as 
proteínas séricas. 

Interpretação

Observação

https://www.bio-rad.com/
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PQUEM É O ZZAP
Aventura do Dr. Branch e o Reagente ZZAP

Capítulo 1: Os maravilhosos Anticorpinhos: Heróis ou
Vilões?

Era uma vez, em um mundo mágico chamado Terra das

Transfusões Sanguíneas, pequenos heróis chamados

Anticorpos, que protegiam o território do Corpo Humano contra

agentes invasores, como vírus e bactérias. Esses heróis eram

muito corajosos e sempre estavam prontos para lutar contra

qualquer ameaça. Infelizmente, alguns anticorpos se tornaram

vilões e começaram a atacar as próprias hemácias, causando

muitos problemas. Esses vilões eram conhecidos como

Autoanticorpos.

Capítulo 2: O Desafio do Dr. Branch

Em um laboratório distante, lá na Califórnia, um cientista

brilhante chamado Dr. Donald Branch estava determinado a

ajudar a Terra das Transfusões Sanguíneas. Ele sabia que, para

salvar a Terra das Células, precisava encontrar uma maneira de

derrotar os autoanticorpos vilões sem machucar os anticorpos

bons.

Após muito trabalho, ele descobriu uma poção mágica

chamada ZZAP que, quando aplicada às células vermelhas

do sangue, eliminava os autoanticorpos vilões!

hiSTÓRIA
Original 
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PQUEM É O ZZAPhiSTÓRIA
Original 

anticorpos
podem ser 

mocinhos ou
bandidos!

Anticorpos são como os heróis do sistema imunológico,
protegendo o corpo contra invasores indesejáveis como
vírus e bactérias.
Autoanticorpos, no entanto, são como vilões disfarçados
de heróis, atacando as próprias células do corpo e
dificultando a detecção de outros anticorpos importantes
para a segurança transfusional.

https://www.bio-rad.com/
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Branch e seus colegas foram inspirados a nomear o reagente que ele descobriu
como “ZZAP” como uma referência divertida aos quadrinhos de super-heróis 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

Capítulo 3: Por Que o Nome ZZAP?

Em 1979, o Dr. Branch descobriu um reagente que remove
autoanticorpos, permitindo que outros anticorpos fossem
detectados, em situações em que isso normalmente seria
desafiador, como em anemias hemolíticas autoimunes, por
exemplo.
O reagente começou sua vida conhecido como S-SAP, uma sigla
que se referia ao fundamento da técnica, que é a clivagem das
pontes dissulfídricas de proteínas. Mas, como os pesquisadores
do laboratório gritavam apressadamente, começou a soar um
pouco mais como “ZAP”. (Parecido com o apelido do Whatsapp
do século XXI, rsrsrs)
Com o tempo, tornou-se impossível resistir à ideia da arma de
raios, aquela icônica arma de ficção científica retratada nos
quadrinhos de super-heróis. Esta associação divertida e icônica
ajudou a popularizar o reagente entre os pesquisadores,
transformando-o em uma verdadeira arma contra os vilões
autoanticorpos.

https://www.bio-rad.com/
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Capítulo 4: A Grande Batalha

Com a ajuda do reagente ZZAP, o Dr. Branch e seus amigos
cientistas começaram a utilizá-lo em pacientes cujas células
estavam sendo atacadas pelos autoanticorpos vilões. 
Cada vez que usavam a poderosa arma, o ZZAP, os vilões eram
derrotados e os heróis podiam voltar a proteger a Terra das
Transfusões Sanguíneas.

“No Serviço de Hemoterapia, quando estão 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
médica pôde identificar claramente esses outros anticorpos e, em

seguida, fornecer sangue antígeno-negativo".

FONTE: https://professionaleducation.blood.ca/en/blog/senior-scientist-wins-prestigious-award-
discovering-gold-standard-reagent-used-transfusion

https://www.bio-rad.com/
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Capítulo 5: O Legado do Dr. Branch

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

Capítulo 6: A Honra do Herói

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

https://professionaleducation.blood.ca/en/blog/senior-
scientist-wins-prestigious-award-discovering-gold-standard-

reagent-used-transfusion

https://www.bio-rad.com/
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Resumo da técnica de preparo do reagente ZZAP

Técnica resumida validada no LAC Bio-Rad Brasil. 
Recomendamos consultar as referências bibliográficas originais.

Aplicação

O tratamento de hemácias com ZZAP é eficiente para dissociar anticorpos

IgG, IgM e frações de Complemento fixados às hemácias, permitindo:

- Autoadsorção a quente e a frio.

- Fenotipagem de pacientes com TAD positivo, especialmente para os

sistemas Rh e Kidd.

- Desnaturação de antígenos do sistema Kell, auxiliando na identificação

de aloanticorpos adicionais.

OBSERVAÇÃO IMPORTANTE: O tratamento com ZZAP (DTT a 0,2M) destrói todos
os antígenos que tenham pontes dissulfeto na estrutura, como por exemplo, os
do sistema Kell, Cartwright, LW, Dombrock e a maioria dos antígenos HTLA, além
dos antígenos sensíveis ao tratamento por enzimas proteolíticas (M, N, S, s, Fy ,
Fy  e Xg ). Por esta razão, as hemácias tratadas por ZZAP NÃO poderão ser
fenotipadas posteriormente para estes antígenos.

a

b a

Preparo da Solução de DTT 0,2M:
1. Reagentes:
   - 1,0 g de DTT
   - 32 mL de solução salina tamponada pH 7,3 ou ID-Diluente 2 (LISS
Bio-Rad®)

2. Procedimento:
   - Dissolver 1 g de DTT em 32 mL de solução salina tamponada ou ID-
Diluente 2.
   - Homogeneizar com um bastão de vidro.
   - Distribuir a solução em alíquotas de 2,5 mL e armazenar a -20°C
por até 12 meses.

https://www.bio-rad.com/
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Resumo da Técnica de preparo do reagente ZZAP

Preparação do Reativo ZZAP:

1. Reagentes:

   - 2,5 mL de DTT 0,2M

   - 2,0 mL de solução 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

solução salina tamponada ou ID-Diluente 2.

   - Homogeneizar várias vezes.

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

refrigeração (2-8°C).

“É o padrão ouro para remoção de autoanticorpos dos
glóbulos vermelhos. As pessoas tentaram substituí-lo por

outras formas de fazê-lo, mas ninguém pode competir
com este reagente específico, e ele é fabricado

praticamente da mesma forma que eu o fiz em 1979.” 
(D. Branch)

ZZAP

https://www.bio-rad.com/
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ARTIGO ORIGINAL!

Donald R. Branch, Lawrence D. Petz, A New Reagent (ZZAP)
Having Multiple Applications in Immunohematology, American
Journal of Clinical Pathology, Volume 78, Issue 2, 1 August
1982, Pages 161–167, https://doi.org/10.1093/ajcp/78.2.161

LINK:https://academic.oup.com/ajcp/article-abstract/78/2/161/1797269?redirectedFrom=PDF
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