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UTILIZAGAO:

| Para remogao das Imunoglobulinas ligadas aos Glébulos Vermelhos |

A Solug&o de Difosfato de Cloroquina, Gamma-Quin ¢ indicada para a remogao de
imunoglobulinas ligadas aos glébulos vermelhos.

SUMARIO DO TESTE: Dificuldades na execugdo de estudos antigénicos em globulos
vermelhos com um teste de antiglobulina direto positivo podem ser um obstaculo para a
investigagdo completa de alguns problemas sorolégicos. Quando a proteina que reveste
os glébulos vermelhos é IgG, a fenotipagem com reagentes por teste de antiglobulina
indireto é impossivel, e os testes para outros antigenos, apenas podem ser realizados,
se existirem reagentes apropriados reativos em salina (fabricados a partir de IgM ou de
IgG quimicamente modificado), ou estiverem disponiveis reagentes monoclonais para
grupagem sanguinea.

Em 1964, Domokos e Aszédi estudaram o efeito da cloroquina em reagdes antigeno-
anticorpo nos glébulos vermelhos [1], e a sua influéncia in vivo na reagdo antigeno-
anticorpo no Rh(D) [2]. A cloroquina é um derivado da quinolina normalmente usada
como um agente anti-malaria, que também tem sido usado empiricamente no tratamento
de vérias doengas imunes. Em 1976, Mantel e Holtz estudaram o uso do difosfato de
cloroquina como agente in vitro, para remover auto-anticorpos de globulos vermelhos de
pacientes com anemia hemolitica auto-imune, e obtiveram assim eluatos reativos,
através deste procedimento [3]. Na maioria dos casos de anemia hemolitica auto-imune
idiopatica, os auto-anticorpos podem ser completamente separados dos glébulos
vermelhos, pela incubagdo com uma solugdo de difosfato de cloroquina, resultando num
teste negativo de antiglobulina direto, apés o tratamento. Em pacientes com anemia
hemolitica auto-imune sintomatica, ap6s a incubagdo com cloroquina, sdo obtidos
eluatos fortemente reativos, em que o teste de antiglobulina permanece positivo na
maioria dos casos, como em dois casos de dadores de sangue, aparentemente
saudaveis e com glébulos vermelhos revestidos com auto-anticorpos, e em dois
pacientes com doencas ndo relacionadas com a hemélise. Edwards, Moulds e Judd
aplicaram o procedimento com cloroguina, como um meio para remover anticorpos em
numero suficiente, dos glébulos vermelhos revestidos com imunoglobulina, para permitir
que os glébulos tratados possam ser testados com reagentes de grupagem sanguineas
reativos pelo método de antiglobulina indireto [4]. Apesar da cloroquina ndo ser capaz de
remover completamente os auto-anticorpos dos glébulos vermelhos, em todos os casos,
com o teste de antiglobulina direto positivo, a remogao parcial pode ser suficiente, para
permitir que os globulos sejam estudados, para fenotipagem alargada, ou para ser usada
com sucesso ha auto adsorgéo de anticorpos reativos a quente.

PRINCIPIO DO TESTE: Os globulos vermelhos que tém um teste de antiglobulina direto
positivo, sdo incubados com uma solugdo iso-osmética de difosfato de cloroquina a
temperatura ambiente, até um maximo de 2 horas, e depois lavados e suspensos em
soro fisiolégico. Apos o tratamento com cloroquina, a reatividade dos antigenos é
relativamente pouco afetada, como foi avaliado em reagdes obtidas com reagentes que
cumpriam os requisitos de poténcia da FDA, e sdo reativos num meio de elevado teor
proteico ou pelo teste de antiglobulina indireto. Deste modo, nos casos em que o teste da
antiglobulina direto se torna negativo, apés o tratamento, os glébulos vermelhos podem
ser fenotipados com reagentes de elevado teor proteico ou com os que sao reativos, pelo
teste de antiglobulina indireto. Reagentes de grupagem sanguinea monoclonais ou
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reativos em salina (feitos a partir de IgG quimicamente modificado ou de IgM), podem
apresentar reagfes mais fracas, com glébulos vermelhos tratados com cloroquina, do
que o esperado com glébulos n&o tratados. Contudo, e por esta raz&o, é recomendado
que a fenotipagem antigénica ndo seja realizada com estes reagentes, apés o
tratamento. Em qualquer dos casos, a aglutinagéo espontanea de glébulos vermelhos
revestidos com imunoglobulinas & relativamente rara, em testes realizados com
reagentes de baixo teor proteico. Na maioria dos casos, ndo é necessario o tratamento
com cloroquina para executar a fenotipagem antigénica dos glébulos vermelhos com
teste de antiglobulina direto positivo, porque estao disponiveis reagentes monoclonais ou
reagentes em salina, da especificidade requerida. Dependendo do desempenho de um
controle adequado em detectar a auto-aglutinagdo espontanea (como recomendado no
folheto informativo, pelo fabricante do reagente), os testes com os reagentes
monoclonais e com os reativos em salina podem ser executados, sem o tratamento
prévio com cloroquina, em glébulos vermelhos revestidos com imunoglobulinas.

Glébulos vermelhos tratados com cloroquina podem também ser usados, antes do teste,
em procedimentos de auto-adsor¢do de anticorpos reativos a quente do soro do
paciente, para detectar a presenga de alo-anticorpos. Mesmo quando o efeito do
tratamento, s6 remove parcialmente a imunoglobulina ligada, a intensidade da reacéo do
teste de antiglobulina direto pode ser suficientemente reduzida, de modo a permitir a
interpretacdo dos resultados de teste obtidos nos procedimentos de grupagem
sanguinea, ou a melhorar a eficacia da auto-adsorgdo a quente. O tratamento ndo
remove completamente os glébulos vermelhos dos componentes, mas n&o interfere com
os testes de antiglobulina indiretos executados com reagentes anti-IgG.

REAGENTE: O Gamma-Quin é uma solugao com aproximadamente 16% de Difosfato de
Cloroquina, em soro fisioldgico tamponado a pH de 5,0£0,1. N&o contém conservantes.

PRECAUGOES:

Para utilizagdo em diagnéstico in vitro. Conservar entre 1° e 10°C entre as utilizagdes.
Né&o diluir. Ndo congelar. Deverdo ser tomadas precaugfes no sentido de minimizar a
contaminagdo durante a utilizagdo deste produto. N&o utilizar para além do prazo de
validade.
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COLETA E PREPARAGAO DA AMOSTRA: Antes da coleta da amostra ndo é
necessaria qualquer preparagdo especial do paciente. O sangue deve ser coletado
utilizando uma técnica de flebotomia adequada, de preferéncia em anticoagulante, e as
amostras devem ser testadas, logo que possivel, apds a coleta. As amostras que ndo
possam ser testadas de imediato devem ser armazenadas a 1°-10°C. A contaminagao
bacterioldgica da amostra pode dar origem a resultados falsos. Amostras coletadas em
EDTA ndo devem ser conservadas por mais de sete dias. E aconselhavel testar
amostras coletadas em oxalato ou heparina até dois dias, apds a coleta. As amostras
coaguladas podem ser utilizadas, apesar da dificuldade na obtengdo do volume
necessario de globulos vermelhos, para execugao do teste.



Globulos vermelhos de amostras coaguladas ou de amostras coletadas com ACD ou
CPD, podem ser tratados até 21 dias ap6s a coleta.

PROCEDIMENTO:

Material fornecido: Solugéo de Difosfato de Cloroquina, Gamma-Quin

Outros materiais necessarios: Tubos (12x75 mm sdo recomendados), pipetas, soro
fisiolégico isotdnico ndo tamponado ou tamponado com fosfato (aproximadamente 15
mM), pH 6,5-7,5, crondémetro e centrifuga. Antiglobulina Humana e Reagentes de
Grupagem Sanguinea apropriados para qualquer teste adicional requerido.

METODO DE TESTE:

1. Preparar os glébulos vermelhos a serem tratados, lavando-os em volumes suficientes
de soro fisiolégico, pelo menos trés vezes, para remover o plasma ou soro humano.
Tente obter um minimo de 0,5 mL, dos glébulos vermelhos concentrados. Se os glébulos
tratados s&o necessarios para auto-adsorsao a quente, sera preciso um volume superior,
e 0 volume de Gamma-Quin adicionado no ponto 3, devera ser ajustado corretamente. A
razdo entre o reagente e os glébulos vermelhos concentrados e lavados, deve ser de 4:1.
2. Colocar 10 gotas (aproximadamente 0,5 mL) dos glébulos vermelhos concentrados e
lavados, num tubo devidamente rotulado.

3. Adicionar 40 gotas (aproximadamente 2,0 mL) de Gamma-Quin e homogeneizar.

4. Incubar a temperatura ambiente até um maximo de duas horas (23°C+3°C). O tempo
necessario para a dissociagao varia de paciente para paciente. Trinta minutos é o tempo
minimo, em que pode ocorrer, uma dissociag&o significativa da imunoglobulina. Pode ser
executado um teste de antiglobulina direto aos glébulos vermelhos a serem tratados,
com intervalos de trinta minutos, para monitorizar o progresso da dissociagdo. Néo
exceder o tratamento para além das duas horas.

5. Lavar os glébulos em soro fisiologico, pelo menos trés vezes, para remover a solugéo
de cloroquina. Em algumas amostras, pode ser observada uma ligeira hemdlise, que
pode ser desprezada. NOTA: Podem ser necessérias mais de trés lavagens se o teste
for realizado num tubo menor que o recomendado.

6. Executar um teste de antiglobulina direto, para verificar se o anticorpo foi dissociado
suficientemente e permite uma segura fenotipagem dos glébulos vermelhos.

7. Para testes adicionais, suspender os globulos vermelhos numa concentragéo de 3-4%
em soro fisioldgico. Se os glébulos vermelhos s&o para utilizagdo em procedimentos de
auto-adsorgdo a quente, devem ser concentrados. Os globulos vermelhos podem ser
tratados com uma enzima, antes de serem usados em procedimentos de auto-adsorcéo.

CONTROLE DE QUALIDADE: O unico controle necessario é o teste de antiglobulina
direto aos glébulos vermelhos, apés tratamento, como o recomendado no ponto 6 do
procedimento de tratamento. N&o ird ser negativo em todos o0s casos, mas a intensidade
pode ser suficientemente reduzida pelo tratamento, de forma a permitir uma
interpretagdo segura dos testes de grupagem sanguineas executados, ou para que 0s
glébulos vermelhos tratados possam ser usadas eficazmente na auto-adsorgéo a quente.
O procedimento de dissociagdo da cloroquina pode néo ser bem-sucedido em todos os
casos, mas uma falha persistente do tratamento para reduzir a intensidade do teste de
antiglobulina direto em glébulos sensibilizados in vivo de diferentes pacientes, pode ser
um indicador da deterioragdo do produto. A sua eficacia pode ser testada, pela
incubagéo de glébulos vermelhos D+ com anti-D e testada depois a dissociagdo do
revestimento pelo anticorpo, com a aplicagdo do procedimento de tratamento. Os
glébulos vermelhos sensibilizados com anticorpos in vitro sdo normalmente mais
resistentes a dissociagdo, do que no caso da maioria dos auto-anticorpos, em que uma
reducdo significativa na intensidade da reacdo de antiglobulina, apés o tratamento,
podera indicar que o produto ainda esta eficaz.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS POR TRATAMENTO: Glébulos
vermelhos tratados, que apresentam um teste de antiglobulina direto negativo, € uma
indicagdo de que a imunoglobulina foi completamente dissociada, e de que os glébulos
tratados podem ser fenotipados pelo procedimento do teste de antiglobulina indireto ou
com reagentes que contenham potenciadores capazes, de causarem uma aglutinagéo
espontanea dos glébulos vermelhos revestidos com imunoglobulina. Apoés o tratamento,
uma redugao substancial na intensidade do teste de antiglobulina direto, pode auxiliar um
estudo adicional dos glébulos vermelhos do paciente, ou pode tornar o procedimento de
auto-adsorgao a quente mais eficaz.

A reatividade de alguns antigenos anti-eritrocitarios pode ser um pouco enfraquecida
pelo tratamento com cloroquina. Edwards, Moulds e Judd, no seu relatério original, ndo
notaram nenhuma perda de reatividade, medida pelo teste da antiglobulina indireto, com
reagente de anticorpos titulados [4]. Contudo, um relatério posterior de Sassetti e
Nicholls, deu a indicagdo de que resultados de testes falso-negativos, podem ocorrer,
quando se testam com reagentes de Rh, fabricados a partir de IgG quimicamente
modificado [5], glébulos tratados com cloroquina. Enquanto ndo for necessario o
tratamento preliminar dos glébulos vermelhos sensibilizados com imunoglobulina, para a
obtengao de resultados validos com reagentes reativos em salina (feitos a partir de 19gG
quimicamente modificado ou de IgM), esta observagdo indicou que o tratamento com
cloroquina pode ser acompanhado por alguns danos na superficie das estruturas
antigénicas, que sendo ou ndo regulares, podem ser detectaveis na rotina do teste.
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Relatérios mais recentes [6,7], tém sugerido que o tratamento com cloroquina pode
causar resultados de teste falso-negativos, mesmo quando se utiliza o teste de
antiglobulina indireto para a fenotipagem antigénica. McShane e Cornwall [7] advertem
para 0 uso de anticorpos, de dador individual, com baixo titulo ou avidez, para tipar
glébulos vermelhos tratados com cloroquina e defenderam a ideia, que os Reagentes de
Grupagem Sanguinea aprovados, podem ser considerados seguros para este propdsito.
Contudo, pode ser aceitavel, que mesmo um reagente de anticorpos titulados, pode
produzir reagées enganosas, quando usado para testar glébulos vermelhos tratados com
cloroquina, se o antigeno relacionado, por acaso, apresentar de inicio uma fraca
expressdo. Com base nas observagdes anteriores, deve-se ter cuidado na interpretagéo
de resultados de procedimentos de fenotipagem antigénica em globulos vermelhos
tratados com cloroquina.

Se o teste de antiglobulina direto com Antiglobulina Humana Anti-IgG,-C3d;
poliespecifica permanece positivo, apés o tratamento com cloroquina, deve ser
considerada a possibilidade de que apenas os componentes do complemento,
permanecem ligados as células. O teste de antiglobulina direto deve ser realizado com
Antiglobulina Humana Anti-IlgG. Se apresentar um resultado negativo, a fenotipagem
antigénica pode ser considerada segura com Antiglobulina Humana Anti-IgG.

Se o procedimento de tratamento ndo reduzir significativamente a intensidade da reacéo
de antiglobulina direta com reagentes Antiglobulina Humana Anti-IgG, neste caso, este
método nédo pode ser usado para dissociar anticorpos.

LIMITAGOES: Como em todos os testes soroldgicos, fatores como materiais
contaminados, tempo ou temperatura de incubacdo inadequados, centrifugacéo
improépria, mé interpretacdo de aglutinagbes e a ndo observancia dos procedimentos
recomendados para o teste, podem dar origem a resultados de teste falsos.
Adicionalmente:

1. O procedimento de tratamento em duas horas, na redugdo do resultado do teste de
antiglobulina direto a negativo, pode ndo ser bem-sucedido em todos os casos. O
prolongamento do tratamento, ou a sua repeticdo em glébulos tratados uma sé vez, pode
resultar na diminuigao da reatividade do antigeno.

2. Os componentes do complemento ndo sdo dissociados dos glébulos vermelhos pelo
tratamento.

3. Pode ocorrer hemolise durante o tratamento com algumas amostras de sangue, fato
que pode ser ignorado se nao for excessivo. A hemolise pode estar associada a idade da
amostra a ser testada, a natureza do anticoagulante em que foi coletada ou, em casos
isolados, ao aumento de fragilidade dos globulos vermelhos a serem testados.

4. A fenotipagem antigénica em glébulos vermelhos tratados com cloroquina, deve ser
interpretada com cuidado, uma vez que as reagdes podem ser mais fracas do que com
glébulos ndo tratados, mesmo quando se usam reagentes reativos em antiglobulina ou
de elevado teor proteico, que cumpram os requisitos de poténcia da FDA. Reagentes de
grupagem sanguinea monoclonais ou reativos em salina (feito a partir de IgG
quimicamente modificado ou de IgM) ndo devem ser utilizados para a fenotipagem
antigénica em glébulos vermelhos tratados com cloroquina, pois as reagdes podem ser
visivelmente mais fracas que o esperado, dando origem a possibilidade de resultados
negativos falsos.

5. Foi sugerida uma altemativa para o uso do difosfato de cloroquina em sorologia de
grupagem sanguinea, ou seja, a remogao dos vulgarmente denominados antigenos Bg
dos glébulos vermelhos, como ajuda na identificagdo de anticorpos [8]. Este método é
baseado na observagao de que os antigenos HLA podem ser removidos das plaquetas e
dos neutréfilos, pelo tratamento com cloroquina, e que pode ser bem-sucedido na
reducéo da reatividade de antigenos Bg dos globulos vermelhos. Os resultados obtidos
nesta aplicagdo devem ser interpretados cuidadosamente, uma vez que existe a clara
evidéncia de que a reatividade, pelo tratamento com cloroquina pode ser diminuida na
superficie dos glébulos vermelhos, o que pode conduzir a uma reagao negativa com um
anticorpo mais fraco que ndo o de especificidade "anti-Bg".

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO: A Solucdo de Difosfato de
Cloroquina, Gamma-Quin é testada e, quando usada de acordo com os procedimentos
de tratamento recomendados, dissocia a IgG ligada in vivo e in vitro aos glébulos
vermelhos humanos. Este efeito é conseguido sem reduzir visivelmente a reatividade nas
células tratadas, dos antigenos dos grupos sanguineos vulgarmente herdados, como o
avaliado com os Reagentes de Grupagem Sanguinea aprovados, reativos num sistema
de teste de elevado teor proteico ou pelo teste de antiglobulina indireto. A capacidade do
reagente para remover os vulgarmente denominados antigenos Bg dos globulos
vermelhos, néo é testada. Estes sdo sujeitos a uma grande variagdo na intensidade da
sua expressdo, e ndo seria possivel generalizar a eficacia do procedimento com base no
teste de apenas alguns exemplos de células “Bg+’. O desempenho deste produto
depende da aplicagdo dos métodos recomendados neste folheto informativo. Para a
obtengéo de informaggo adicional ou apoio técnico, contatar os Servigos Técnicos da
Immucor pelo telefone 855- 466-8267.
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