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PLAQUETAS
LIOFILIZADAS

INSTRUGOES DE USO

DESCRIGCAO DO PRODUTO

As Plaquetas Liofilizadas sédo uma suspensao padronizada e fixada de plaquetas hu-
manas, especificamente desenvolvida para testes de agregagao plaquetaria. Utilizadas
rotineiramente em Testes de Atividade do Ensaio de Cofator de Ristocetina, estas
plaquetas mantém a fungao critica do receptor Gplb, garantindo resultados precisos
e confidveis. A suspensao de plaquetas humanas fixadas em formalina simplifica a
detecgao da inibigdo do Fator de von Willebrand (vVWF) em amostras mistas de plas-
ma de pacientes e plasma agrupado. O processo de liofilizagédo prolonga a vida util.

A Solucdo Salina Tamponada com TRIS (TBS) é uma solugdo salina tampona-
da preparada a 0,06 M contendo 0,01% de Azida de Sdédio como conservante.

As Plaquetas Liofilizadas foram otimizadas para uso com Agregémetros Plaquetarios
por Transmiss@o de Luz. Também podem ser utilizadas com outros analisadores
turbidimétricos ou de impedancia, bem como citémetros de fluxo.

FINALIDADE PRETENDIDA

As Plaquetas Liofilizadas sdo uma suspensdo padronizada e fixada de plaquetas
humanas, utilizadas rotineiramente como componente de um Teste de Atividade do
Ensaio de Cofator de Ristocetina.

DETECGAO / MEDIGAO

As Plaquetas Liofilizadas sao utilizadas, em conjunto com outros reagentes, diluentes
e amostras de controle, para medir alteragdes na transmissao de luz em uma amostra
de teste de Plasma Pobre em Plaquetas (PPP).

FUNGAO DO PRODUTO

As Plaquetas Liofilizadas fornecem informacdes essenciais sobre a atividade funcional
do Fator de von Willebrand (vVWF). Estas Plaquetas foram desenvolvidas para auxiliar
na avaliagao da Sindrome de von Willebrand (vVWS), apoiando o diagndstico e a clas-
sificagéo de distarbios relacionados ao VWF, hereditarios ou adquiridos.

INFORMAGOES ESPECIFICAS FORNECIDAS
As Plaquetas Liofilizadas nédo se destinam a detecgdo de uma doenca, condigdo ou
fator de risco especifico.

As Plaquetas Liofilizadas sé@o essenciais na avaliagao da atividade e fungéo do Fator
de von Willebrand (vVWF) através do Ensaio de Cofator vW. Elas s&o reconstituidas
e utilizadas para avaliar a capacidade do VWF de mediar a adeséo e agregagéo
plaquetaria, componentes criticos do processo hemostatico. Quando utilizadas em
conjunto com reagentes especificos, como a Ristocetina, as Plaquetas Liofilizadas
facilitam o Ensaio de Cofator de Ristocetina do Fator de von Willebrand (VWF), per-
mitindo a medicao da eficacia do vVWF.

A Solugao Salina Tamponada com TRIS (TBS) nos testes do Fator de von Willebrand
(VWF) desempenha um papel fundamental ao manter um pH estavel em torno de
7,4 e ajustar a forga idnica. Isto facilita interagdes ideais entre o vVWF, a Ristocetina
e as plaquetas durante o Ensaio de Cofator vW. A TBS cria condigdes que simulam
o estresse de cisalhamento fisiolégico, essencial para avaliar a capacidade do VWF
de promover a adeséo e agregacao plaquetaria. A Solugéo Salina Tamponada com
TRIS (TBS) melhora a reprodutibilidade dos resultados do ensaio entre diferentes
laboratdrios, fornecendo informagdes confiaveis sobre a fungado do vVWF.

AUTOMAGAO

As Plaquetas Liofilizadas destinam-se ao uso em Agregémetros Plaquetarios por
Transmiss&o de Luz semiautomatizados e automatizados. Estas Plaquetas também
podem ser utilizadas com outros analisadores turbidimétricos ou de impedancia, bem
como citémetros de fluxo.

QUALIDADE / QUANTIDADE

N&o existem padrdes primarios para as Plaquetas Liofilizadas. As respos-
tas a estas Plaquetas sdo dependentes da concentracdo. Um doador nor-
mal conhecido deve ser testado com cada novo lote de Plaquetas Lio-
filizadas. As organizagdes de normalizagdo classificam os Ensaios de Ativi-
dade do Cofator de Ristocetina como semiquantitativos ou semiqualitativos.

As Plaquetas Liofilizadas sao fornecidas em embalagens contendo 1 frasco de 10,0
mL de Plaquetas Liofilizadas com 1 frasco de 10,0 mL de Solucéo Salina Tamponada
com TRIS (TBS), ou 3 frascos de 4,0 mL de Plaquetas Liofilizadas com 3 frascos de
4,0 mL de Solugéo Salina Tamponada com TRIS (TBS).

TIPO DE AMOSTRA

A amostra de teste é preparada a partir de sangue total anticoagulado com citrato
de sddio, e a amostra utilizada no teste é Plasma Pobre em Plaquetas (PPP). O
branco do teste consiste em Plaquetas Liofilizadas e Solugdo Salina Tampona-
da com TRIS (TBS), fornecendo uma linha de base padronizada para o ensaio.

O Reagente de Ristocetina pode ser utilizado com Plasma Pobre em Plaquetas

(PPP) humano ou animal. Os resultados baseiam-se na extens&o e na velocidade da
aglutinagdo plaquetaria, refletindo a atividade funcional do vVWF.

Plasmas de referéncia, plaquetas liofilizadas fixadas em formalina, plasmas de controle
e diluentes sao utilizados para realizar um Teste de Atividade do Cofator de Ristocetina.
Os resultados do teste sdo determinados por interpolagdo a partir de uma curva padrao.

POPULAGAO DE TESTE

* Humano: A prevaléncia dos disturbios plaquetarios relacionados ao von Wille-
brand é global e pode variar de acordo com raga, etnia, tipo sanguineo e outros
fatores. A incidéncia é de aproximadamente 2%.

« Medicamentos antiplaquetarios: A prevaléncia e a incidéncia sé@o variaveis.
Sabe-se que os inibidores de BTK e a vancomicina reduzem os resultados de
RIPA. Um anticorpo monoclonal (moAB) antiplaquetario contra a glicoproteina
(GP) Ib recentemente desenvolvido, denominado OP-Fl, juntamente com um
anticorpo monoclonal anti-GPlb amplamente estudado, conhecido como AP-1,
eliminam completamente a aglutinacéo plaquetaria induzida pela Ristocetina.

« Disturbios plaquetarios hereditarios: A prevaléncia e a incidéncia sdo variaveis.
As plaquetas derivadas de individuos com Sindrome de Bernard-Soulier ndo
aglutinam quando expostas a Ristocetina. Ao contrario da Doenca de von Wille-
brand, os niveis de atividade do Fator de von Willebrand e do antigeno do Fator
de von Willebrand permanecem dentro dos intervalos normais.

» Animal: A prevaléncia e a incidéncia dependem da espécie.

DIAGNOSTICO IN VITRO

As Plaquetas Liofilizadas séo reagentes de diagndstico in vitro destinados exclu-
sivamente ao uso profissional em laboratério. Estes reagentes ndo se destinam a
injecéo ou ingestao.

USUARIO PRETENDIDO
As Plaquetas Liofilizadas destinam-se ao uso profissional em laboratério por pessoal
qualificado.

PRINCIPIO DO TESTE

Quando introduzido em uma amostra de teste de Plasma Pobre em Plaquetas (PPP)
a 37 °C, o Reagente de Ristocetina induz a aglutinagéo plaquetaria ao interagir com
o receptor de glicoproteina Ib (GP Ib) na superficie das plaquetas, mediada pelo Fator
de von Willebrand (VWF). Esta agregacao inicial, denominada agregacao primaria, &
caracterizada por uma alteracéo da forma das plaquetas e é reversivel.

Aagregacéao primaria pode ser seguida pela liberacdo de ADP endégeno dos granulos
plaquetarios, que desencadeia uma onda secundaria e irreversivel de agregacéo.
A extensdo e a velocidade tanto da agregagao primaria quanto da secundaria séo
influenciadas pela atividade funcional do VWF na amostra.

O Agregdbmetro Plaquetario por Transmissdo de Luz captura efetivamente estas
alteragdes, exibindo parametros como a fase de laténcia, alteragdo da forma e a
velocidade e extensdo da agregacéo durante um periodo de teste predeterminado.

CALIBRADORES E CONTROLES

Nao séo necessarios calibradores ou controles para as Plaquetas Liofilizadas. Uma
amostra de doador conhecido deve ser testada com cada lote de Plaquetas Liofilizadas.
As respostas sédo dependentes da concentracéo.

LIMITAGOES DO REAGENTE

As Plaquetas Liofilizadas apresentardo o desempenho especificado quando as
Instrugdes de Uso forem seguidas. As Plaquetas devem ser utilizadas antes da data
de validade impressa em cada frasco.

REAGENTES FORNECIDOS

101258: 1 frasco de Plaquetas Liofilizadas (10,0 mL)
1 frasco de Solugéo Salina Tamponada com TRIS (TBS)
(10,0 mL)

101595: 3 frascos de Plaquetas Liofilizadas (4,0 mL)
3 frascos de Solugao Salina Tamponada com TRIS (TBS)
(4,0 mL)

REAGENTES E MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

+ Agua Purificada (Destilada, Deionizada, Grau Reagente), pH 5,3 — 7,2 para
reconstituicdo

OBSERVAGAO: O USO DE SOLUGAO SALINA DE HEMOTERAPIA (BLOOD BANK)
CAUSARA RESULTADOS ERRONEOS.



MATERIAIS E ACESSORIOS

+ Agregémetro de Plaquetas (Seguir as Instrugdes de Uso do Fabricante)
» Centrifuga

» Pipeta Eletrénica

+ Pontas para Pipeta &

+ Tubos de Teste para Agregémetro (Siliconizados) @

+ Barras Magnéticas para Agregémetro (Revestidas com Plastico) @

+ Tubos Plasticos para Amostras e Tampas (para Diluicdes) @

+ Agitador mecéanico de amostras

OBSERVACAO: ITENS DESCARTAVEIS, COMO TUBOS DE TESTE, BARRAS
MAGNETICAS, TUBOS PARAAMOSTRAS E TAMPAS, SAO PARA USO UNICO SOMENTE.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE
J/ As Plaquetas Liofilizadas e a Solugéo Salina Tamponada com TRIS (TBS) néo
requerem protecéo de temperatura durante o transporte.

J/ Apo6s o recebimento, armazenar as Plaquetas Liofilizadas e a Solugdo Salina
Tamponada com TRIS (TBS) entre 2—8 °C em suas embalagens originais.

J/ As Plaquetas Liofilizadas ressuspensas sdo estaveis por 30 dias quando
armazenadas em seu recipiente original, bem fechado, entre 2-8 °C.

ESTERILIDADE

A As Plaquetas Liofilizadas e a Solugdo Salina Tamponada com TRIS (TBS)
ndo sdo produtos estéreis. Tenha cuidado para ndo contaminar os produtos
ao pipetar os reagentes reconstituidos ou aliquotados.

AVISOS E PRECAUGOES

Utilize EPI de acordo com as politicas e praticas laboratoriais ao manusear
Plaquetas Liofilizadas e Solugdo Salina Tamponada com TRIS (TBS).

Siga as precaugdes padrédo ao preparar espécimes e amostras de teste.

Manuseie as Plaquetas Liofilizadas com cuidado para evitar contaminagao
durante o uso.

Evite a evaporacgdo dos reagentes limitando as superficies de troca ar—liquido.

Para garantir resultados ideais do teste, uma amostra de controle de um
doador conhecido deve ser processada consecutivamente, sem interrupgéo.

Para preservar a estabilidade dos reagentes, armazene as Plaquetas Lio-
filizadas e a Solugéo Salina Tamponada com TRIS (TBS) restantes em seus
recipientes originais bem fechados.

Descarte os materiais apds o teste de acordo com os regulamentos aplicaveis
e as politicas laboratoriais.

NOTAAO USUARIO: QUALQUER INCIDENTE GRAVE RELACIONADO A ESTE PRODUTO
DEVE SER COMUNICADO AO FABRICANTE E A AUTORIDADE COMPETENTE DO ES-
TADO-MEMBRO NO QUAL O USUARIO E/OU PACIENTE ESTIVEREM ESTABELECIDOS
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STATUS DO MATERIAL INFECCIOSO

A Solugéo Salina Tamponada com TRIS (TBS) ndo contém materiais infecciosos. As
Plaquetas Liofilizadas foram testadas na origem e confirmadas como negativas para
antigeno HIV-1 (HIV-1Ag), anticorpos anti-HIV-1/2, antigeno de superficie da Hepatite
B (HBsAg), anticorpos contra Hepatite C, anticorpos contra o Virus Linfotropico de
Células T Humanas Tipo | e Il (anti-HTLV I/11) e Sifilis por testes sorolégicos.

No entanto, devido a sua origem humana, todos os plasmas e plaquetas devem ser
manuseados como materiais potencialmente perigosos. Os espécimes e amostras de
teste devem ser considerados infecciosos e manuseados como se fossem capazes de
transmitir infecgdo. Apos o teste, os espécimes e amostras de teste devem ser descar-
tados em conformidade com os regulamentos aplicaveis e as politicas laboratoriais.

INSTALAGOES ESPECIAIS
As Plaquetas Liofilizadas e a Solugéo Salina Tamponada com TRIS (TBS) néo requer-
em o uso de instalacdes especiais dentro de um ambiente laboratorial.

PREPARO PARA USO

A NOTA: AS PLAQUETAS LIOFILIZADAS E A SOLUCAO SALINA TAMPONADA COM TRIS

(TBS) DEVEM ESTAR A TEMPERATURA AMBIENTE (15-28 °C) ANTES DA RECONSTI-

TUICAO. AS PLAQUETAS, REAGENTES E PLASMAS ARMAZENADOS DEVEM SER
LEVADOS A TEMPERATURA AMBIENTE ANTES DO USO.

RESSUSPENSAO DAS PLAQUETAS LIOFILIZADAS [E

Para preparar 4 mL de Plaquetas Liofilizadas

+ Adicionar 4 mL de Solugéo Salina Tamponada com TRIS (TBS) ao frasco de
Plaquetas Liofilizadas.
* Misturar mecanicamente em um agitador de amostras a temperatura ambiente

por 30 minutos.
» As Plaquetas Liofilizadas ressuspensas devem ser mantidas com o frasco
fechado antes do uso.

Para preparar 10 mL de Plaquetas Liofilizadas

» Adicionar 10 mL de Solugdo Salina Tamponada com TRIS (TBS) ao frasco de
Plaquetas Liofilizadas.

« Misturar mecanicamente em um agitador de amostras a temperatura ambiente
por 30 minutos.

* As Plaquetas Liofilizadas ressuspensas devem ser mantidas com o frasco
fechado antes do uso.

A NOTA: APOS A REFRIGERACAO, MISTURE MECANICAMENTE AS PLAQUETAS

LIOFILIZADAS RESSUSPENSAS EM UM AGITADOR POR PELO MENOS 30 MI-

NUTOS A TEMPERATURA AMBIENTE PARA EQUILIBRAR E DESGASEIFICAR A
SUSPENSAO ANTES DO USO.

PREPARO DO PACIENTE

Os pacientes devem abster-se de tomar aspirina ou utilizar medicamentos e produtos
que contenham aspirina, bem como outros medicamentos, suplementos ou bebidas
energéticas conhecidos por afetar a fungéo plaquetaria, por um periodo de 7 a 10 dias
antes da coleta da amostra. A ingestao de alimentos gordurosos, laticinios e o habito
de fumar devem ser evitados por 12 horas antes da coleta da amostra.

OBSERVAGCAO: ACONSULTA COM UM MEDICO E OBRIGATORIAANTES DE REALIZAR
QUALQUER ALTERAGAO NA MEDICACAO.

COLETA DA AMOSTRA

Aamostra deve ser coletada com cuidado para evitar estase, hemolise, contaminagao
por fluido tecidual e exposicéo ao vidro. As amostras devem ser mantidas a temperatura
ambiente. O torniquete deve ser liberado assim que o sangue comegar a fluir para o
dispositivo de coleta.

f“')\ ADOTE PRECAUCOES PADRAO DURANTE TODO O PROCESSO DE COLETA DA

' AMOSTRA, PREPARO DO MATERIAL E PROCEDIMENTOS ANALITICOS. DESCARTE
MATERIAIS PERFUROCORTANTES E RESIDUOS BIOLOGICOS DE ACORDO COM
OS REGULAMENTOS APLICAVEIS E AS POLITICAS DO LABORATORIO.

Técnica de Coleta de Amostra com Sistema a Vacuo [E

« Utilize um conjunto de coleta com agulha tipo “borboleta” de 21g ou 23g para
a coleta da amostra.

« Colha o sangue em tubos plasticos de coleta a vacuo contendo citrato de sédio
a 3,2% (0,11 M) como anticoagulante.

« Misture suavemente o tubo de coleta 4 a 5 vezes por inverséo.

* Anote o horario da coleta no rétulo da amostra.

* Mantenha os tubos de coleta a temperatura ambiente.

« Misture novamente os tubos antes da centrifugacéo.

Técnica de Coleta com Seringa [:E]

« Utilize um conjunto de coleta com agulha tipo “borboleta” de 21g ou 23g para
a pungéao venosa.

» Colha 9,0 mL de sangue em uma seringa plastica, evitando sucgdo excessiva.

* Prenda o tubo da agulha borboleta e desconecte a seringa.

» Imediatamente e cuidadosamente dispense a amostra de sangue em um tubo
plastico (polipropileno) contendo 1,0 mL de citrato de sédio 0,11 M como antico-
agulante. A proporgao entre sangue e anticoagulante é de 9 partes de sangue
para 1 parte de anticoagulante.

« Tampe o tubo plastico.

» Misture suavemente o tubo de coleta 4 a 5 vezes por inverséo.

* Anote o horario da coleta no rétulo da amostra.

» Mantenha os tubos de coleta a temperatura ambiente.

» Misture novamente os tubos antes da centrifugacéo.

OBSERVACAO: QUANDO O HEMATOCRITO DO PACIENTE FOR INFERIOR A 30% OU
SUPERIOR A 55%, A PROPORCAO ENTRE SANGUE E ANTICOAGULANTE DEVE SER
AJUSTADA. OS TUBOS DE COLETA A VACUO COM TAMPA AZUL DEVEM CONTER
CITRATO DE SODIO A 3,2% (0,11 M), QUE E A CONCENTRAGCAO RECOMENDADA
PARA ESTUDOS DE FUNGAO PLAQUETARIA.

PREPARO DA AMOSTRA [i]
Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

« Centrifugue o sangue anticoagulado a 150 x g por 10 minutos a temperatura
ambiente.

« Examine a camada de plasma em busca de hemacias.

» Se houver presenga de hemacias, recentrifugue por mais 5 minutos.

« Utilize uma pipeta para transferir o PRP para um recipiente plastico rotulado
como PRP.

» Remova o PRP a partir de um ponto logo abaixo da metade do volume do PRP,
para garantir uma contagem plaquetaria consistente (A PARTE SUPERIOR
DO VOLUME POSSUI UMA MENOR CONCENTRAGAO DE PLAQUETAS EA
PARTE INFERIOR E MAIS CONCENTRADA).

» Tampe o recipiente.

« Deixe o recipiente repousar a temperatura ambiente.



Plasma Pobre em Plaquetas (PPP)

Centrifugue o restante da amostra de sangue com PRP a 2.500 x g por 20
minutos.

Utilize uma pipeta para transferir o PPP para um recipiente plastico rotulado
como PPP.

Tampe o recipiente.

Deixe o recipiente repousar a temperatura ambiente.

PROCEDIMENTO DO ENSAIO [ i

Procedimento da Curva Padrdao de Trés Pontos do Ensaio de Cofator de
Ristocetina

NOTA: ESTE E UM PROCEDIMENTO GERAL. SIGAAS INSTRUCOES DE USO FORNE-
CIDAS PELO FABRICANTE DO AGREGOMETRO EM UTILIZAGCAO.

Preparar um Branco para cada paciente

A

A

NOTA: NOS TESTES DO ENSAIO DE COFATOR DE RISTOCETINA, O MESMO
BRANCO PODE SER UTILIZADO PARA CADA POCO DE TESTE TANTO NA CURVA
PADRAO DE TRES PONTOS DO ENSAIO DE COFATOR DE RISTOCETINA QUANTO
NO TESTE DE PACIENTE DO ENSAIO DE COFATOR DE RISTOCETINA DE TRES
PONTOS, DESDE QUE TODOS OS TESTES SEJAM CONCLUIDOS DENTRO DE
QUATRO HORAS APOS A PREPARACAO DO BRANCO.

Identificar um tubo de ensaio com a letra “B” para identificar o Branco.
Pipetar 125 pL de Plaquetas Liofilizadas e 125 pL de Solugédo Salina Tam-
ponada com TRIS (TBS) no tubo de ensaio (NAO ADICIONAR UMA BARRA
DE AGITACAO).

Reservar o Branco para uso posterior.

NOTA: O BRANCO PREPARADO E ESTAVEL POR 4 HORAS A TEMPERATURA AM-
BIENTE.

Preparar as diluicdes da curva padréo

NOTA: AS DILUICOES DEVEM SER PREPARADAS INDEPENDENTEMENTE E NAO
COMO DILUICOES SERIADAS.

Utilizar o seguinte procedimento de diluigdo para uma curva de 100%, 50% e 25%:

A

Identificar trés novos tubos de ensaio: 100%, 50% e 25%.

No tubo de ensaio identificado como 100%: Pipetar 200 yL de Plasma de
Referéncia Normal vW (NRP) e 200 pL de Solugdo Salina Tamponada com
TRIS (TBS).

Inverter suavemente para misturar.

No tubo de ensaio identificado como 50%: Pipetar 100 uL de Plasma de Referén-
cia Normal vW (NRP) e 300 pL de Solugdo Salina Tamponada com TRIS (TBS).
Inverter suavemente para misturar.

No tubo de ensaio identificado como 25%: Pipetar 50 uL de Plasma de Referéncia
Normal vW (NRP) e 350 pL de Solugdo Salina Tamponada com TRIS (TBS).
Inverter suavemente para misturar.

Reservar as trés diluicdbes de Plasma de Referéncia Normal vW para uso
posterior.

NOTA: AS DILUICOES SAO ESTAVEIS POR 40 MINUTOS A TEMPERATURA AMBIENTE.

Preparar amostras

Identificar trés novos tubos de ensaio como 100% Pogo n°® 1, 50% Pogo n° 2
e 25% Pogo n° 3.

Colocar os tubos de ensaio identificados nos pogos correspondentes n° 1-3 dos
Pocos de Incubagéo de Amostras com Agitacéo.

Adicionar uma barra de agitagdo a cada tubo de ensaio.

Pipetar 200 pL de Plaquetas Liofilizadas em cada tubo de ensaio nos pogos
de incubag@o de amostras com agitagdo (CERTIFIQUE-SE DE QUE NAO HA
BOLHAS).

Pipetar 25 pL de Reagente de Ristocetina em cada tubo de ensaio nos pogos
de incubagdo de amostras com agitagdo (CERTIFIQUE-SE DE QUE NAO HA
BOLHAS).

Selecionar o temporizador na tela para cada pogo de incubagéo de amostras
com agitagao e a contagem regressiva de aquecimento sera iniciada.

As amostras serdo incubadas a 37 °C pelo tempo pré-definido.

Definir a linha de base de 100% (Branco)

Localizar o tubo de ensaio do Branco previamente preparado identificado
como “B”.

Colocar o tubo de ensaio no pogo de teste n° 1.

Selecionar BRANCO para ativar o pogo de teste.

O botdo BRANCO mudara para INICIAR.

Repetir o processo acima para os pogos de teste n°2 e n° 3.

Iniciar o teste

Quando o temporizador de contagem regressiva atingir 0:00, pressionar o
botao do temporizador para interromper cada pogo de incubagéo de amostras
com agitagao.

Transferir o tubo de ensaio do pogo de incubagdo de amostras com agitagao
n° 1 para o poco de teste n° 1.

Repetir a etapa acima para cada poco de teste, garantindo que todos os tubos

de ensaio permanecam com seus respectivos nimeros de pogo durante a
transferéncia.

Fechar os guias de pipetagem.

Selecionar INICIAR para o pogo de teste n° 1.

Pipetar 25 pL da diluigdo previamente preparada identificada como 100% no
pogo de teste n° 1. (NAO PERMITIR QUE O REAGENTE ESCORRA PELA
PAREDE DO TUBO DE ENSAIO OU QUE A PONTA DA PIPETA ROMPA A
SUPERFICIE DAAMOSTRA.)

Selecionar INJETAR para o pogo de teste n° 1.

Selecionar INICIAR para o pogo de teste n° 2.

Pipetar 25 pL da diluigdo previamente preparada identificada como 50% no
pogo de teste n° 2. (NAO PERMITIR QUE O REAGENTE ESCORRA PELA
PAREDE DO TUBO DE ENSAIO OU QUE A PONTA DA PIPETA ROMPA A
SUPERFICIE DAAMOSTRA.)

Selecionar INJETAR para o pogo de teste n° 2.

Selecionar INICIAR para o pogo de teste n° 3.

Pipetar 25 pL da diluigdo previamente preparada identificada como 25% no
pogo de teste n° 3. (NAO PERMITIR QUE O REAGENTE ESCORRA PELA
PAREDE DO TUBO DE ENSAIO OU QUE A PONTA DA PIPETA ROMPA A
SUPERFICIE DAAMOSTRA.)

Selecionar INJETAR para o pogo de teste n° 3.

O teste sera executado pelo tempo pré-definido. (OS PROCEDIMENTOS DE
TESTE DE OUTROS FABRICANTES PODEM ESPECIFICAR TEMPOS OU
VOLUMES DIFERENTES.)

Procedimento de Teste de Paciente do Ensaio de Cofator de Ristocetina de
Trés Pontos

NOTA: ESTE E UM PROCEDIMENTO GERAL. SIGAAS INSTRUCOES DE USO FORNE-
CIDAS PELO FABRICANTE DO AGREGOMETRO EM UTILIZACAO.

Preparar um Branco para cada paciente

NOTA: NOS TESTES DO ENSAIO DE COFATOR DE RISTOCETINA, O MESMO
BRANCO PODE SER UTILIZADO PARA CADA POCO DE TESTE TANTO NA CURVA
PADRAO DE TRES PONTOS DO ENSAIO DE COFATOR DE RISTOCETINA QUANTO
NO TESTE DE PACIENTE DO ENSAIO DE COFATOR DE RISTOCETINA DE TRES
PONTOS, DESDE QUE TODOS OS TESTES SEJAM CONCLUIDOS DENTRO DE
QUATRO HORAS APOS A PREPARACAO DO BRANCO.

Utilizar o Branco previamente preparado para a Curva de Trés Pontos do Ensaio
de Cofator de Ristocetina.

Se o Branco foi preparado ha mais de 4 horas, ele ndo é mais estavel e um
novo Branco deve ser preparado.

Para preparar um novo Branco, seguir as instru¢des de preparacéo do Branco
localizadas nesta Instrucdo de Uso (IFU) na segdo Procedimento da Curva
Padréao de Trés Pontos do Ensaio de Cofator de Ristocetina.

Preparar diluicdes

Identificar de um a oito novos tubos de ensaio com o ID de cada paciente e o
numero do pogo.

Pipetar 100 pL da amostra do paciente no tubo de ensaio identificado corre-
spondente para cada paciente a ser testado.

Pipetar 100 pL de Solugdo Salina Tamponada com TRIS (TBS) em cada tubo
de ensaio.

Reservar as diluicdes para uso posterior.

Preparar amostras

Identificar de um a oito novos tubos de ensaio com o ID de cada paciente e o
numero do pogo.

Colocar os tubos de ensaio identificados nos pogos correspondentes n°® 1-8 dos
pocos de incubagédo de amostras com agitagao.

Adicionar uma barra de agitagéo a cada tubo de ensaio.

Pipetar 200 pL de Plaquetas Liofilizadas em cada tubo de ensaio nos pogos
de incubagdo de amostras com agitagdo (CERTIFIQUE-SE DE QUE NAO HA
BOLHAS).

Pipetar 25 pL de Ristocetina em cada tubo de ensaio nos pogos de incubagao
de amostras com agitagédo (CERTIFIQUE-SE DE QUE NAO HA BOLHAS).
Selecionar o temporizador na tela para cada pogo de incubagédo de amostras
com agitacdo e a contagem regressiva de aquecimento sera iniciada.

As amostras serdo incubadas a 37 °C pelo tempo pré-definido.

Definir a linha de base de 100% (Branco)

Localizar o tubo de ensaio do Branco previamente preparado identificado
como “B”.

Colocar o tubo de ensaio no pogo de teste n° 1.

Selecionar BRANCO para ativar o pogo de teste.

O botdo BRANCO mudara para INICIAR.Repeat the above process for each
test well being used for testing

Iniciar o teste

Quando o temporizador de contagem regressiva atingir 0:00, pressionar o
botdo do temporizador para interromper cada pogo de incubagdo de amostras
com agitacéo.



+ Transferir o tubo de ensaio do pogo de incubagcéo de amostras com agitagdo n°
1 para o pogo de teste n° 1.

» Repetir a etapa acima para cada pogo de teste, garantindo que todos os tubos
de ensaio permanegam com seus respectivos nimeros de pogo durante a
transferéncia.

» Fechar os guias de pipetagem.

+ Selecionar INICIAR para o pogo de teste n° 1.

» Pipetar 25 pL da diluicdo do paciente previamente preparada diretamente no
tubo de ensaio no pogo de teste n° 1.

+ VERIFICAR SEAS DILUICOES CORRETAS DOS PACIENTES ESTAO SENDO
TRANSFERIDAS PARA O POGO DE TESTE DO PACIENTE CORRETO. (NAO
PERMITIR QUE O REAGENTE ESCORRA PELA PAREDE DO TUBO DE EN-
SAIO OU QUE A PONTA DA PIPETA ROMPA A SUPERFICIE DAAMOSTRA.)

+ Selecionar INJETAR para o pogo de teste n° 1.

» Repetir o procedimento acima para cada pogo de teste utilizado.

» O teste sera executado pelo tempo pré-definido. (OS PROCEDIMENTOS DE
TESTE DE OUTROS FABRICANTES PODEM ESPECIFICAR TEMPOS OU
VOLUMES DIFERENTES.)

A OBSERVACAO: UTILIZE UM DOADOR CONHECIDO COMO AMOSTRA CONTROLE.

CADA LABORATORIO DEVE ESTABELECER E VALIDAR SEU PROPRIO PROTOCOLO

DE TESTE E VERIFICAR O DESEMPENHO RESULTANTE DO SEU SISTEMA DE TESTE
(REAGENTES, INSTRUMENTO E PROTOCOLO DE TESTE).

CONTROLE DE QUALIDADE

Para estudos de agregacao plaquetdria, um doador conhecido deve ser testado da
mesma maneira que o paciente para garantir o desempenho e a consisténcia do
sistema de teste. Um novo controle deve ser incluido em cada série de testes e,
preferencialmente, com cada novo lote de reagente ou apds a manutengao do instru-
mento. Cada laboratério deve definir seus intervalos aceitaveis para sua populagdo
de pacientes e verificar o desempenho esperado do sistema de teste.

Um plasma deficiente em Fator de von Willebrand é incluido como controle anormal e
deve ser analisado como um plasma de teste, com um resultado esperado de < 45%
de atividade. Este controle garante que o sistema de ensaio seja especifico para o
Fator de von Willebrand e que a aglutinagéo nao seja influenciada por outras proteinas
plasmaticas normais. Além disso, recomenda-se processar o Plasma de Referéncia
Normal vW e o Plasma de Controle Anormal vW para validar as curvas padréo.

RESULTADOS

O Ensaio do Fator de von Willebrand (vVWF) utiliza uma curva padrao de trés pontos
para determinar a porcentagem de atividade do vWF no plasma do paciente. Conforme
ilustrado na Figura 1, a curva padrdo é gerada utilizando trés diluicdes conhecidas de
VWF, normalmente representando atividades de 100%, 50% e 25%. O ensaio mede
a resposta nessas concentragdes e plota os valores para estabelecer uma curva de
referéncia.

Quando a amostra do paciente é analisada, sua resposta ¢ interpolada em relagdo a
curva padrao para determinar a atividade do vVWF como uma porcentagem do plasma
normal (atividade de 100%). Clinicamente, niveis de atividade de vWF dentro da faixa
normal (45-150%) indicam fungao tipica, enquanto valores abaixo de 45% podem
sugerir Doenca de von Willebrand (vWD). Por outro lado, niveis elevados de atividade
de VWF podem estar associados a condi¢des ou disturbios.

A Figura 2 ilustra as principais fases da agregagao plaquetaria ao longo do tempo,
fornecendo informacdes sobre a fungdo plaquetaria. A deflexdo inicial descendente
observada em cada curva representa a alteragdo da forma, na qual as plaquetas re-
spondem ao agonista passando por alteragdes morfoldgicas sem agregagao imediata.
Isto é seguido pela fase de agregacao primaria, caracterizada por uma tendéncia ascen-
dente a medida que as plaquetas comegam a se agrupar, aumentando a transmissao
de luz. O ponto maximo de agregacao varia entre as curvas, refletindo diferencas na
resposta plaquetaria. Certos tragcados, como aqueles nos canais 6, 7 e 8, apresentam
um declinio apos atingir a agregacdo maxima, indicando um padrédo de agregacao
reversivel, enquanto outros mantém a agregagao, indicando uma resposta forte.
Variagdes no tempo de laténcia antes do inicio da agregacgédo destacam diferencas na
cinética de ativagao plaquetaria. Essas caracteristicas auxiliam na avaliagéo da fungéo
plaquetaria e na identificagao de possiveis anormalidades na resposta de agregagao.

O tracado do Ensaio do Fator de von Willebrand (VWF) apresentado na Figura 3
ilustra uma resposta anormal da atividade de vVWF, com resultados medindo abaixo
de 45% de atividade. Esta atividade reduzida sugere uma possivel Doenga de von
Willebrand (vWD). O tragado demonstra uma resposta mais fraca do que a espera-
da em comparagdo com a curva padrao, indicando fungéo prejudicada do VWF ou
niveis reduzidos do fator. Esses resultados anormais podem estar associados as
variantes de vVWD Tipo 1 ou Tipo 2, deficiéncia adquirida de VWF ou outros disturbios
de coagulacdo. Esses achados ressaltam a necessidade de testes diagndsticos
adicionais para caracterizar com precis@o a natureza e a gravidade da deficiéncia.

E essencial interpretar estes resultados de agregagdo dentro do contexto mais
amplo da condigao clinica do paciente. Um diagndstico definitivo deve ser realizado
somente apos testes adicionais e avaliagdo abrangente. As figuras incluem marcas
de injegdo que indicam os pontos precisos de adi¢cdo do reagente, fornecendo pontos
de referéncia claros para compreender o momento da introdugéo do reagente e seus
efeitos imediatos no processo de agregacgéo.

FIGURA 1: ATIVIDADE PERCENTUAL DO ENSAIO DE COFATOR DE RISTOCETINA
VW DE TRES PONTOS
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FIGURA 2: TESTE DE PACIENTE NORMAL DO ENSAIO DE COFATOR DE RIS-
TOCETINA VW DE TRES PONTOS
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FIGURA 3: TESTE DE PACIENTE ANORMAL DO ENSAIO DE COFATOR DE RIS-
TOCETINA VW DE TRES PONTOS
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VALORES ESPERADOS
Cada laboratério deve estabelecer os intervalos esperados para cada reagente nas
diferentes concentragdes utilizadas para induzir a agregacéo.

Um resultado inferior a 40% de Fator de von Willebrand é considerado anormal
e sugestivo de Sindrome de von Willebrand. No entanto, outras propriedades da
molécula do Fator de von Willebrand devem ser consideradas para o diagndstico das
formas variantes da Sindrome de von Willebrand. Como os intervalos de referéncia
para o Fator de von Willebrand dependem do tipo sanguineo, cada laboratdrio deve
estabelecer intervalos de referéncia especificos por tipo sanguineo para sua popu-
lagéo de pacientes.

O Plasma de Controle Anormal vW produzira resultados do Ensaio do Fator de von
Willebrand < 45%. A capacidade de gerar um valor quantitativo dentro desta faixa
depende da sensibilidade do sistema de ensaio em uso.

LIMITAGOES

Na Agregometria por Transmissao de Luz, a presenca de glébulos vermelhos no PRP
causara uma reducdo na agregacado observada. A presenca de plaquetas no PPP
causara um aumento na agregacao final. Resultados espurios podem ocorrer se a



contagem de plaquetas no PRP for inferior a 75.000 plaquetas/mm?. As contagens de
plaquetas no PRP s6 podem ser realizadas utilizando o método de hemocitémetro.
Amostras comprometidas devem ser rejeitadas.

Se os resultados forem anormais, o teste deve ser repetido em outra ocasido. Cada
laboratdrio deve estabelecer intervalos de referéncia adaptados a populacéo atendida
e as concentracdes especificas dos reagentes utilizados.

DESEMPENHO ANALITICO

A agregagdo plaquetaria, induzida por reagentes comumente utilizados, como o
Reagente AggRecetin (Ristocetina), € um sistema de teste nao linear. As respostas
sdo baseadas na diferenca entre a transmissao de luz do Plasma Rico em Plaquetas
(PRP) e do Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) do paciente e, portanto, os resulta-
dos séo exclusivos para esse paciente. Certos parametros sdo mais propensos a
ndo linearidade do que outros. Estes incluem fase de laténcia, inclinagédo primaria,
inclinacéo secundaria, resposta bifasica e desagregacéo. A néo linearidade é cau-
sada por muitos fatores, como a quimica da reagéo e a instrumentagao. A agregagao
plaquetaria apresenta a taxa de resposta ou atividade e ndo quantifica os reagentes
ou suas concentracdes.

Na agregagao plaquetaria, a exatidéo € um parametro relativo e depende do sistema
de teste. As limitagdes da agregacéo plaquetaria dificultam o fornecimento de faixas
tipicas de precisao ou reprodutibilidade.

Avariabilidade na linearidade, precisao e reprodutibilidade dos resultados em sistemas
de teste baseados no Reagente AggRecetin (Ristocetina) é reconhecida por varias
organizagdes de padronizagdo. O CV comumente aceito é de + 15%.

Reprodutibilidade entre Testes:
Reprodutibilidade entre Equipamentos:
Variabilidade entre Lotes de Reagente:
Entre Laboratérios (Sistema a Sistema):

menor que = 7,5%
menor que + 15,0%
menor que + 10,5%
menor que + 12,5%
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